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DESCRIPCION
Composiciones terapéuticas que comprenden ingenol-3-angelato

La presente invencién se refiere a composiciones de compuestos obtenibles a partir de especies de Euphorbia que son
Utiles en el tratamiento de canceres de piel.

El compuesto ingenol angelato puede ser aislado de diversas especies de Euphorbia, y particularmente de Euphorbia peplus
y Euphorbia drummondii. Ingenol angelato existe en tres isoformas; ingenol-3-angelato (isoforma 'b’), ingenol-5-angelato
(isoforma 'a’) e ingenol-20-angelato (isoforma 'c'). El primero de estos también se denomina en la presente descripcion como
I3A y tiene la siguiente estructura:

Se encontré que el ingenol angelato es muy téxico para las células de cancer de la piel a través de la rapida alteracion
mitocondrial y muerte celular por necrosis primaria, sin afectar a las células sanas.

US-A-6432452 describe compuestos presentes en un principio activo derivado de plantas de las especies Euphorbia peplus,
Euphorbia hirta y Euphorbia drummondii, que muestran citotoxicidad selectiva contra varias lineas celulares de cancer
diferentes. Los compuestos son Utiles en el tratamiento eficaz de canceres, particularmente melanomas malignos y
carcinomas de células escamosas (SCC). Los compuestos se seleccionan de jatrofanos, pepluanos, paralianos e
ingenanos. El compuesto preferido es un ingenano sustituido con angeloilo obtenido de la savia de Euphorbia peplus.

Otra técnica anterior relevante incluye: Ogbourne S. M. y otros, Antitumor Activity of 3-Ingenyl Angelate: Plasma Membrane
and Mitochondrial Disruption and Necrotic Cell Death, Cancer Research 64, 2833-2839, 2004.

Cantidades microgramo de ingenol angelato son tipicamente terapéuticamente eficaces. Sin embargo, la tendencia de la
isoforma 'b' a experimentar reordenamiento de la isoforma 'a' y posteriormente a la isoforma 'C' presenta un problema de
formulacion, donde se desea restringir la formulacion a cualquiera de una isoforma especifica o0 a una relacién de isoformas.
Esto es particularmente un problema con I13A, ya que las diferentes isoformas tienen diferentes solubilidades.

Existe una necesidad de un tratamiento topico eficaz para el cancer de piel, ya que los tratamientos sistémicos que implican
otros farmacos necesariamente resultan en la exposicion de las células sanas susceptibles, en partes no objetivo del
cuerpo, a los productos quimicos citotoxicos. Adicionalmente, los tratamientos sistémicos contra el cancer, tanto si se
administran por via oral o por inyeccion, tienen una menor aceptacion del paciente.

Hay una necesidad de proporcionar una formulacion estable de ingenol angelato, preferentemente para la administracion
tépica.

Se ha encontrado ahora, sorprendentemente que el ingenol angelato puede solubilizarse, practicamente sin reordenamiento
entre isoformas, en un solvente aceptable en presencia de un tampén &cido aceptable, miscible.

Asi, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona una formulacion de ingenol angelato para usar en terapia, en
donde el ingenol angelato se disuelve en un solvente farmacéuticamente aceptable seleccionado del grupo que consiste de
polietilenglicol, metil etil cetona, acetato de etilo, éter dietilico, alcohol bencilico, y mezclas de estos, dicha formulacién
comprende ademdas un agente acidificante farmacéuticamente aceptable que es al menos parcialmente compatible con el
solvente y el cual proporciona la formulaciéon con un pH aparente de no mas de 4.5 y no menos de 2.5.
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La presente invencion contempla formulaciones de cualquiera de las isoformas de ingenol angelato, o0 mezclas de estos. En
la actualidad, la isoforma preferida es la isoforma 'b', también denominada aqui I3A Se debe entender que las referencias al
'ingenol angelato' e 'I3A" incluyen referencia a otras isoformas y mezclas de estas, a menos que sea aparente de otra forma.

El ingenol angelato puede disolverse en muchos solventes, y varios solventes se ilustran en el Ejemplo 1 acompafante. Sin
embargo, el ingenol angelato es generalmente susceptible a reordenamiento en solventes proticos, y cualquier grado de
reordenamiento sustancial, tipicamente mas alla de aproximadamente 1% para los productos derivados de plantas, pero con
mayor preferencia aproximadamente 0.5%, es indeseable en la formulacion farmacéutica.

En solventes aproticos, que generalmente son solventes que no aportan protones a una solucién, tal como polietilenglicol, la
disolucion puede tomar un tiempo considerable y esto, junto con las temperaturas requeridas, puede llevar ademés al
reordenamiento en una extension por encima de niveles aceptables.

Las sustancias tales como acetona y acetonitriio son capaces de disolver el I3A, pero generalmente no son
farmacéuticamente aceptables, y pueden no ser adecuados para el almacenamiento a largo plazo. Las sustancias tales
como metil etil cetona, acetato de etilo, o dietil-éter pueden ser més aceptables pero generalmente se prefiere el alcohol
bencilico.

Un namero de sustancias son adecuados para disolver el I3A, pero no garantizan la estabilidad, y puede observarse niveles
de reordenamiento generales inaceptables después de periodos que oscilan entre tan sélo 12 horas y hasta seis meses o
un afio.

En ausencia de agua, u otro solvente prético, no habrd un pH medible. Bajo tales condiciones, y especialmente a
temperaturas elevadas, el reordenamiento es probable. Asi, se encontr6 que es generalmente posible inhibir el
reordenamiento por la presencia de un &cido adecuado.

Los acidos adecuados son generalmente acidos organicos, ya que se ha establecido que el I3A puede descomponerse
mucho por debajo de aproximadamente un pH de 3, mientras que el reordenamiento es probable que se produzca por
encima de un pH de aproximadamente 4.5. Cuando se pretende almacenar la formulacién durante periodos de cualquier
longitud, como por ejemplo un mes o mas, entonces se prefiere que el 4cido esté en forma de un tampoén. Los tampones
adecuados incluyen tampon de citrato, tampon de fosfato, tampon de acetato y tampoén de citrato-fosfato, aunque otros
tampones resultaran evidentes para los expertos en la técnica. Particularmente, el tampdén proporciona un pH aparente de la
formulaciéon de no mas de 4.5 y no menos de 2.5. Un pH de la formulaciéon de menos de 4 es mas preferido, y se prefiere
particularmente que el pH aparente de la formulacion sea 3.8 0 menos, preferentemente alrededor de 3.5, 0 menos. Un pH
aparente de alrededor de 3 es util. Se encontré que un tampdn con un pH de 2.75 es particularmente ventajoso, y confiere
un pH aparente de aproximadamente pH 3.5 a la formulacion final cuando se usa en las cantidades como se ilustra en los
Ejemplos adjuntos. Un intervalo preferido de pH del tampén es entre 2.6 y 2.85, preferentemente pH 2.7 - pH 2.8, y es
preferentemente un tampon de citrato. Se apreciara que el acido generalmente estara en forma de una solucion acuosa,
preferentemente en agua desionizada, a menos que se indique de cualquier otra forma. Se prefiere el tampdn de citrato.
Cuando se usa el tamp6n de acetato, este puede tener tipicamente un intervalo de pH de 3.5 a 5.5, mientras que el tampén
de citrato-fosfato puede tener tipicamente un intervalo de pH de 2.75 a 7.0.

Se debe entender que una solucién en la que el solvente es aprético no puede tener un pH, ya que esto es una medida del
ion H*. Sin embargo, cuando una solucién de este tipo es al menos parcialmente miscible con un &cido, o tampén é&cido, y
este esta presente, entonces los intentos de medir el pH producirdn un resultado. Las formulaciones preferidas de la
invencién se elaboran en formas de administracién tdpica, y comprenderan generalmente una mayoria de tampén, o
solucién idnica, pero siempre comprenderan solvente aproético, tal que sélo se puede medir un pH aparente, en lugar de
absoluto, ya que el pH medido se refiere solamente al componente idnico. Un medio adecuado para medir el pH aparente es
con el medidor de pH Jenway 3320. Como consecuencia, el resultado no puede tener el significado que normalmente se le
asigna a una solucién i6nica, especialmente cuando la cantidad de acido o tampdn es pequefia, pero la importancia es que,
en la medida en que algin ambiente i6nico se presente, este ambiente es acido. Como aumenta la cantidad de &cido,
entonces el pH aparente se torna mas equivalente al pH. Sin estar limitado por la teoria, es probable que ingenol angelato
se disuelva principalmente en el solvente aprético, ya que tiene muy baja solubilidad en agua. La adicién posterior de la
solucién ingenol angelato en el solvente de una solucion idnica acidificada permite que se prepare una solucién iénica
adecuada de ingenol angelato, opcionalmente acuosa, evitando de ese modo la disolucién de ingenol angelato directamente
en un solvente prético, que es cuando la mayor cantidad de reordenamiento parece tener lugar. Asi, el contacto con un
solvente prético puede resultar inmediatamente en la formacién de otras isoformas, pero esto se puede minimizar si se
aflade una pequefia cantidad de &cido o tampdn acidico, cuyos términos se usan como sinénimos en la presente a menos
que de cualquier otra forma sea evidente. Incluso el acto de disolucién con disolventes préticos, dada la longitud de tiempo y
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las condiciones necesarias, puede conducir a niveles indeseablemente altos de formacion de isoformas, tal es la
susceptibilidad del ingenol angelato al reordenamiento.

El solvente y el &cido son al menos parcialmente compatibles, ya que se puede formar una preparacion estable de los dos El
solvente y el acido son preferentemente miscibles, y son preferentemente miscibles en todas las proporciones.
Particularmente, se prefiere generalmente afiadir una pequefia cantidad de tampon al solvente durante, o poco después de
la solubilizacién del ingenol angelato, para mantener el pH a un nivel relativamente bajo. A continuacion, puede ser deseable
conformar el ingenol angelato solubilizado con un exceso de tampdn que se usé durante la solubilizacién inicial. Las
preparaciones estables preparadas con un exceso de tampdn se ilustran en el Ejemplo 9, més abajo.

Se apreciara que se prefiere que el acido y el solvente sean suficientemente miscibles para ser capaces de formar una sola
fase, aunque los solventes y acidos no miscibles, 0 menos miscibles se pueden preparar en forma de emulsiones o
microemulsiones. Tales emulsiones pueden ser estables, pero la provision de una mezcla de solvente y &cido como una
sola fase minimiza generalmente ain mas cualquier riesgo de reordenamiento del angelato.

Los solventes que son particularmente Gtiles en la presente invencion son aquellos que exhiben rasgos tanto hidréfilos y
lipofilos, tales como sistemas de anillos que son preferiblemente homociclico, y que tienen grupos hidroxi sustituido en el
mismo, pero separado por al menos un atomo de carbono de la estructura de anillo. Un ejemplo particularmente preferido de
un solvente de este tipo es el alcohol bencilico.

Aunque es posible utilizar un &acido en lugar de un tampén, en general se prefiere usar un tampoén acido para minimizar la
fluctuacion en el pH. Como tal, se apreciara que, aunque que el término "tampoén' generalmente se usa en este documento,
este término también abarca &cidos y preparaciones de &acido, cuando sea adecuado. Un tamp6n particularmente preferido
es el tampodn de citrato, pH 3 o inferior, preferentemente pH 2.75. En alcohol bencilico, una cantidad 2.5% p/p de tamp6n de
citrato pH 2.5 generalmente producira un pH aparente no medible pero, a cantidades superiores produce un pH de alrededor
de pH 3. La relacion entre el pH del tampén y el pH aparente se explora en los Ejemplos adjuntos. A bajas cantidades de
tampon cuando se disuelve I13A en el solvente, se prefiere simplemente mantener el ambiente acido, y la naturaleza del
tampon preferido en estos niveles es similar a la naturaleza del tampon preferido cuando se diluye la formulaciéon
posteriormente para uso. Generalmente se prefiere acidificar el solvente, preferentemente alcohol bencilico, con una
cantidad de tampon &cido, preferentemente entre 1 y 10% en peso, con mayor preferencia entre 2 y 5%, antes de la adicién
de I3A.

Aunque la formulacién no tiene que ser diluida para su uso, generalmente es el caso que el I3A es una sustancia potente y
las soluciones madre de I3A en solvente, preferentemente alcohol bencilico, pueden prepararse para el almacenamiento,
preferentemente a 8°C o por debajo. Tales solucione s madre pueden diluirse después, preferentemente con tampon, segln
se desee, cuando se prepara cualquier formulacién o preparacion final.

La cantidad de tampon que se usa cuando se solubiliza el ingenol angelato puede variar entre aproximadamente 0 y 100%.
Cuando la cantidad es 0, se prefiere afiadir una cantidad de tampon poco después de afiadir el ingenol angelato al solvente,
para minimizar la probabilidad de cualquier reordenamiento que tenga lugar. Se prefiere generalmente evitar el uso de
cantidades de tampdén mayores que 100% en peso del solvente, ya que la disolucion directamente en el tampdn
generalmente no es facilmente alcanzable. Se prefiere emplear el tampon como un medio para mantener el pH aparente del
solvente en un nivel bajo, sin proporcionar cualquier cantidad sustancial de solvente prético durante la disolucion del ingenol
angelato. Una vez que el ingenol angelato se ha disuelto sustancialmente, es posible entonces, e incluso puede ser
deseable, conformar la formulaciébn con un exceso de tampon que comprende, si se desea, otros constituyentes
opcionalmente proticos, tales como antibiéticos, por ejemplo. Los niveles preferidos de tampon estan en la region de 0.5%-
10%, y preferentemente entre 1% y 5%, y se prefiere mas alin aproximadamente 2-3% durante la fase de disolucion. La fase
de disolucién comprende disolver al menos una mayoria de ingenol angelato en el solvente, y preferentemente al menos
95% p/p ingenol angelato en el solvente, con mayor preferencia al menos 99% p/p.

Las formulaciones de la presente invencién se pueden usar directamente, o se pueden almacenar para uso futuro.
Adicionalmente, las formulaciones de la presente invencién pueden proporcionar una formulacion base que puede
modificarse después ante del uso. Por ejemplo, como se describié anteriormente, la formulacién puede prepararse con un
exceso de tampon o se puede formular en un gel, por ejemplo.

También se ha encontrado que las formulaciones de la presente invencién son generalmente mas estables a temperaturas
inferiores. Particularmente las formulaciones preferidas de la presente invencion, tales como las que comprenden alcohol
bencilico y tampdn de citrato, pueden exhibir estabilidad sustancial a temperaturas tal altas como 40°C pero, generalmente,
un aumento de la estabilidad se observa a temperaturas por debajo de la presién y temperatura ambiente (RTP), y la mayor
estabilidad se observa a temperaturas por debajo de aproximadamente 8<C. La congelacion no parece mejo rar la estabilidad
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de modo que, generalmente, la mayor estabilidad se logra simplemente mediante la colocacién de las formulaciones de la
invencién en un refrigerador convencional a una temperatura de entre aproximadamente 2Ty 8<C.

La presente invencion proporciona ademas un proceso para preparar una soluciéon de ingenol angelato, que comprende
disolver el ingenol angelato en un solvente farmacéuticamente aceptable seleccionado del grupo que consiste de
polietilenglicol, metil etil cetona, acetato de etilo, éter dietilico, alcohol bencilico, y mezclas de estos, dicha formulacién
comprende ademdas un agente acidificante farmacéuticamente aceptable que es al menos parcialmente compatible con el
solvente y el cual proporciona la formulacion con un pH aparente de no mas de 4.5 y no menos de 2.5, dicho acido se
adiciona con, antes, o después del ingenol angelato.

En una alternativa, la presente invencion proporciona un proceso para preparar una solucion de ingenol angelato, que
comprende disolver el ingenol angelato en un solvente farmacéuticamente aceptable seleccionado del grupo que consiste
de polietilenglicol, metil etil cetona, acetato de etilo, éter dietilico, alcohol bencilico, y mezclas de estos, dicho proceso
comprende la adicién de un agente acidificante farmacéuticamente aceptable que es al menos parcialmente compatible con
el solvente y el cual proporciona la formulaciéon con un pH aparente de no mas de 4.5 y no mas de 2.5, dicho agente
acidificante se adiciona con, antes, o después del ingenol angelato. El agente acidificante es preferentemente un tampén.

Se prefiere afiadir el acido, o tampodn, suficientemente pronto después de la adicién del I13A para asegurarse de que no mas
de aproximadamente 1%, y preferentemente no mas de aproximadamente 0.5%, de la isoforma 'b' se reorganice en la
isoforma 'a’. Preferentemente, el acido o tampon se afiade al solvente antes de afiadir el I3A, aunque los tres ingredientes
se pueden combinar a la vez. Esta Ultima es la opcién menos preferida.

Este proceso se puede usar ademas para la preparacion de formulaciones de ingenol angelato utilizando otros compuestos
y solventes, tal como polietilenglicol, donde la solubilizacion directa puede estar asociada con un nivel inaceptable de
reordenamiento. Aunque I3A se puede disolver en PEG, este requiere en la regién de una hora a temperatura elevada, que
generalmente conduce a la generacién de niveles inaceptables de la isoforma 'a’. Si el I3A se disuelve primero en alcohol
bencilico tamponado, después este se puede introducir directamente en el PEG, sin la exposicion prolongada al calor.
Como solo se necesita suficiente alcohol bencilico para solubilizar el I3A, entonces la cantidad total de alcohol bencilico en
la formulacion final PEG solo necesita estar en la region de 1 % p/p o menos.

Estas formulaciones pueden mantenerse durante periodos prolongados, especialmente si se mantienen a una temperatura
de 8°C o inferior. Las composiciones preferidas contemplan no mas de aproximadamente 1%, y preferentemente no méas de
aproximadamente 0.5%, de reordenamiento de la isoforma 'b' en la isoforma 'a' después de 3 meses, con mayor preferencia
6 meses.

La invencion proporciona ademas una formulacion para usar en el tratamiento de un cancer de piel.

La invencién proporciona ademds el uso de ingenol angelato en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o
prevenciéon de un céncer de piel, en donde el ingenol angelato se disuelve en un solvente farmacéuticamente aceptable
seleccionado del grupo que consiste de polietilenglicol, metil etil cetona, acetato de etilo, éter dietilico, alcohol bencilico, y
mezclas de estos, dicha formulacion comprende ademas un agente acidificante farmacéuticamente aceptable que es al
menos parcialmente compatible con el solvente y el cual proporciona la formulacion con un pH aparente de no mas de 4.5y
no menos de 2.5.

Los canceres adecuados para el tratamiento de acuerdo con la presente invencion incluyen canceres de células escamosas
y basales.

Se apreciara que 'tratamiento’, como se usa en la presente, incluye la terapia y la profilaxis.

La presente invencion proporciona ademas un método para tratar un sujeto que sufre de una afeccién cancerosa de la piel,
que comprende la aplicacion topica de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién de la invencion en el area
de la afeccién cancerosa.

Los sujetos adecuados para el tratamiento son los mamiferos, incluyendo seres humanos, primates, animales de ganado
(incluyendo vacas, caballos, ovejas, cerdos y cabras), los animales de compafiia (incluyendo perros, gatos, conejos,
conejillos de indias), los animales salvajes en cautiverio, y los animales de laboratorio, tales como conejos, ratones, ratas,
conejillos de indias y hamsters. Las composiciones de la presente invencién son particularmente adecuadas para el
tratamiento de canceres de piel humana.
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Se apreciara que las formulaciones de la presente invencion pueden usarse en cualquier profilaxis o tratamiento adecuado
de cancer. Las formas de administracion pueden ser cualquiera adecuada, e incluyen cremas, geles, pomadas, lociones,
aerosoles, lacas y pinturas para aplicacion tdpica, polvos, soluciones y suspensiones para las vias respiratorias, soluciones
y emulsiones para inyeccion, capsulas, jarabes y elixires para la administracion oral, y évulos vaginales y supositorios. Otras
formas de administracion adecuadas seran facilmente evidentes para los expertos en la técnica, y pueden incluir parches
transdérmicos, por ejemplo. En una modalidad preferida de la presente invencion, las formulaciones de ingenol angelato se
formulan para administracién topica.

En todos los casos, la formulacion inicial es como una formulacién de la invencion. La formulacion se puede preparar en la
forma final justo antes de su uso tan pronto como se desea después de la preparacién de la formulacion, pero por lo general
permanece como una formulacion de la invencién en todo momento.

Las formulaciones pueden comprender ingredientes adicionales, como se discute mas abajo. Se prefiere particularmente
emplear antioxidantes, ya que estos parecen proporcionar una estabilidad mejorada de las formulaciones. Los ejemplos
adecuados de antioxidantes incluyen retinol, acido ascérbico, licopeno, hidroxitolueno butilado, y tocoferol.

La cantidad de ingenol angelato requerida para la eficacia farmacéutica resultara evidente para los expertos en la técnica, y
pueden adaptarse de conformidad con pardmetros fisioldgicos, tales como la edad, el peso y el sexo del paciente, asi como
el tamafio de cualquier lesion. Generalmente puede emplearse una cantldad de ingenol angelato adecuada para
proporcionar entre aproxmadamente 0.01 pg cm™ a aproximadamente 1 mg cm?, y ese prefiere un intervalo de 0. 1 mg cm”
a aproximadamente 100 pg cm™. En los Ejemplos adjuntos, se usé una formulamon que proporciona 15 ug cm? , pero se
encontré que las formulaciones de 1 pugcm 2, 0 menos, son eficaces. En la alternativa, las formulaciones del a mvencmn
pueden contener I3A en una cantidad de 0.001 % (p/p) a 0.15% (p/p), con mayor preferencia hasta aproximadamente 0.1-
0.12% (p/p).

Las formulaciones tdpicas son una modalidad preferida de la presente invencion. Con respecto a esto, una propiedad no
reconocida anteriormente del ingenol angelato es particularmente (til, ya que se encontrd6 que tienen propiedades
vasoconstrictoras. En consecuencia, la distribucién sistémica del ingrediente activo se minimiza, debido a la reduccion del
flujo sanguineo en la vecindad de tratamiento.

Se apreciard que la naturaleza de la formulacion determinara la velocidad de permeacion a través de la piel. Como tal, se
prefiere generalmente que Ia formulamon se prepare de tal manera que se alcance una tasa de permeacion de al menos
aproximadamente 11 ng cm 2h™. No hay limite superior especial, aunque se prefiere generalmente que este no exceda de
alrededor de 1 pg cm’ Zht,

Las formulaciones tépicas pueden tener cualquier forma adecuada. Generalmente, se prefiere que exhiban algin nivel de
viscosidad, para que puedan dirigirse al area deseada sin que se corran. En consecuencia, se prefiere generalmente
formular el ingenol angelato como cremas, geles, ungientos, y pinturas. Dada la potencia del ingenol angelato, pueden
emplearse pinturas, ya que se pueden aplicar con moderacion, dependiendo de los niveles de ingrediente activo.

Los poloxameros pueden usarse en las formulaciones preferidas de la presente invenciéon. Son copolimeros que consisten
en una molécula hidréfoba de poloxipropileno (POP) intercalada entre dos moléculas hidréfilas de poloxietileno (POE). Asi,
tienen la capacidad de solubilizar farmacos lipéfilos dentro del nacleo hidréfobo. Ademas, las formulaciones de gel de base
acuosa del poloxdmero presentan propiedades termo-reoldgicas, que pueden ser ventajosas para la liberacion localizada,
sostenida de farmacos. Por encima de una cierta temperatura, conocida como la temperatura micelar critica (CMT), la
viscosidad del gel de poloxamero aumenta draméticamente. Un aumento de la viscosidad conduce a una disminucién en la
difusion de cualquiera de los farmacos disueltos en el gel que retrasa la administracién del farmaco a partir del gel y
conduce a la liberacion sostenida. El aumento de la viscosidad puede proporcionar ademas un 'depdésito’ prolongado,
localizado en el sitio de accién.

La cmt es dependiente de un nimero de variables tales como la concentraciéon de poloxamero y otros aditivos tal como
propilenglicol. Idealmente, la CMT debe estar a una temperatura tal que la formulacién se puede inyectar en la lesibn como
un liquido (facilidad de administracion) y después del contacto con la temperatura del cuerpo se forma un gel con el objetivo
de lograr una liberacion localizada, sostenida del farmaco. Cinco poloxameros se listan en la USP, e incluyen el poloxadmero
188 y poloxdmero 407. El poloxdmero 188 se aprobd6 como un excipiente para las formulaciones IV
(http://www.accessdata.fda.gov).

Los geles de poloxdmero se han usado para la administracién subcutanea de insulina (Barichello y otros, 1999) y otros

sistemas de entrega de farmacos para uso percutdneo (Tobiyama y otros, 1994). Un copolimero particular, el poloxamero
407 se administré subcutdneamente para la liberacion lenta de péptidos y proteinas terapéuticas, que incluyen interleucina-2
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y hormona del crecimiento humana (Morikawa y otros, 1987; Katakama y otros, 1997). Después de la administracion, los
geles liberan lentamente las moléculas de proteinas atrapadas durante un periodo de 1-2 dias. Ademas, una fraccién
sustancial de este poloxdmero eventualmente se sometio a la excrecion renal.

Los poloxameros son generalmente vistos como materiales no toxicos y no irritantes. Los estudios de toxicidad animal, con
perros y conejos, demostraron los poloxdmeros que son no irritantes y no sensibilizantes cuando se aplican, en
concentracion de 5% p/v y 10% plv, a los ojos, encias y piel. En un estudio de 14 dias de administracion intravenosa a
conejos, en concentraciones de hasta 0.5 g/kg/dia, no se observaron efectos adversos evidentes. Un estudio similar con los
perros no mostré también efectos adversos a niveles de dosis de hasta 0.5 g/kg/dia. Ademas, no se observé hemdlisis de
las células sanguineas humanas durante 18 horas a 25T, con 0.001-10% p/v de soluciones de poloxamero (Wade y Weller,
1994). Sin embargo, la hiperlipidemia en ratas se inform6 cuando se introdujo una inyeccién intraperitoneal (IP) (1.0 g/kg) de
poloxamero 407 (Wasan y otros, 2003).

Los aceites se pueden usar ademas en la presente invencién. El uso de una emulsién basada en la formulacion intralesional
se informd para el tratamiento de la soriasis (Ho y otros, 1990). Antes de la administracion, un vehiculo, tal como aceite de
ricino polioxietilado, se diluye normalmente con solucién salina para formar la emulsién. Sin embargo, nuestros estudios
demostraron que la dilucién de 13A con solucion salina normal aumenta la conversion de isoforma 'b’ en 'a'. Esta conversion
puede ser minimizada si el tiempo de administracion de la formulacién es corto.

Hay una serie de productos lipéfilos que se formulan como soluciones oleosas para las administraciones intramusculares
(IM), por ejemplo enantato de prolixina (Bristol Myers Squibb). El vehiculo (aceite) usado varia ampliamente de los aceites
vegetales tal como aceite de araquis (usado con benzoato de bencilo en la inyeccion de dimercaprol B.P.) y aceite de
sésamo (usado en inyecciones de depésito de la inyeccion de enantato de flufenazina B.P.). El uso de vehiculos
oleaginosos puede demorar la absorcion debido a la particién retrasada del farmaco desde el aceite hasta los fluidos
corporales acuosos (Ford, 1987). Cuando se inyecta en un medio acuoso (tal como el tejido muscular) un farmaco
relativamente lipofilico tal como I3A, disuelto en una fase de aceite, tendrd una tendencia de no dejar el aceite y
particionarse 'instantaneamente' en la fase acuosa. De esta manera un efecto de liberacion sostenida se puede lograr.

Pueden emplearse formulaciones bucales. La administracion por via transmucosa de agentes terapéuticos es una forma de
administracion popular, debido a que las membranas mucosas son relativamente permeables, permitiendo la rapida
absorcion de un farmaco en la circulacion sistémica y evitando el primer paso del metabolismo. Los productos transmucosa
pueden ser disefiados para ser administrados a través de la via nasal y via oral/bucal usando mucoadhesivos. En el
desarrollo de estos sistemas de administracion de farmacos, la mucoadhesion del dispositivo/formulacién es un elemento
clave. El término 'mucoadhesivo’ es de uso general para los materiales que se adhieren a la capa de mucina de una
membrana bioldgica. Los polimeros mucoadhesivos se han usado en muchas formas de dosificacion diferentes, en
esfuerzos para alcanzar la liberacion sistémica y localizada de farmacos a través de las diferentes mucosas. Estas formas
de dosificacion incluyen tabletas, parches, cintas, peliculas, semisolidos y polvos.

Para servir como polimeros mucoadhesivos, los polimeros deben poseer caracteristicas fisicoquimicas tales como que sean
predominantemente anidénicos con numerosos grupos de formacién de enlaces de hidrégeno, propiedades superficiales
adecuadas de superficies de moco humectante/tejido de mucosa y suficiente flexibilidad y longitud (peso molecular) para
penetrar en la red de moco o hendiduras del tejido. Diversas clases de polimeros se reportan como mucoadhesivos
potenciales tales como carbdémeros (acidos poliacrilicos), hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) asi como también polimeros de
origen natural, tales como acido hialurénico y quitosana.

La preparacion de formulaciones adecuadas esta dentro de la experiencia de los expertos en la técnica, y los excipientes
adecuados para la inclusion en cualquiera de estas formulaciones incluyen, por ejemplo, gelificantes, viscosificadores,
potenciadores de penetracion, conservantes, tales como antibiéticos y antifingicos, e ingredientes cosmeéticos, tales como
aromas y colorantes.

Los agentes gelificantes adecuados incluyen: polimeros derivados de celulosa solubles en agua, tales como polimeros de
hidroxialquilcelulosa (por ejemplo hidroximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa),
carboximetilcelulosa, metilhidroxietilcelulosa y metilcelulosa, carbémero (por ejemplo carbopol); y carrageninas. El agente
gelificante se puede afadir en cualquier cantidad adecuada, tal como 1-5% (p/p). Los agentes gelificantes preferidos son
derivados de celulosa, con la maxima preferencia hidroxialquilcelulosa, particularmente hidroxietilcelulosa.

Los conservantes adecuados resultaran evidentes para los expertos en la técnica, e incluyen los parabenos (metilo, etilo,
propilo y butilo), acido benzoico y alcohol bencilico. Los conservantes empleados solamente para ese propdsito formaran
generalmente 1% (p/p) o menos de la formulacién tépica final.
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Los potenciadores de penetracién adecuados incluyen alcohol isopropilico, sulfoxidos (tales como dimetilsulfoxido, DMSO),
Azonas (por ejemplo laurocaprama), pirrolidonas (por ejemplo 2-pirrolidona), alcanoles (por ejemplo, decanol), y glicoles (por
ejemplo, propilenglicol).

Las composiciones preferidas de la invencion comprenden:

a) I3A;

b) potenciador de penetracion;
C) conservante;

d) agente gelificante; y

e) tampon;

en donde la composicidn tiene un pH aparente de entre 3y 4, inclusive.
Una composicion particularmente preferida comprende:

a) 0.1 % (p/p) 13A;

b) 30% (p/p) alcohol isopropilico;

c) 0.9% (p/p) alcohol bencilico;

d) 1.5% (p/p) hidroxi etil celulosa; y

e) 67.5% (p/p) tampdn de citrato pH 3, preferentemente pH 2.75.

La invencion se describira ahora con referencia las Figuras adjuntas, en donde:

Figura 1: muestra una representacion esquematica de una célula Franz.

Figura 2: Porcentaje de la isoforma 'b’ en gel de isopropanol (pH 6.5).

Figura 3: Porcentaje de I3A 'b' en 30% IPA/tampdn de citrato (pH 3).

Figura 4: Porcentaje I3A 'b' en 100% alcohol bencilico a 2-8 C, RTP y 40 .

Figura 5: Porcentaje I13A 'b' en 100% fenoxietanol a 2-8 °C, RTP y 40 C.

Figura 6: muestra un diagrama de flujo para la preparacion de 0.1% p/p I3A Formulacion 16 y el respectivo placebo. *Para
la formulacién del placebo se afiadieron 0.25 g de alcohol bencilico a 24.75 g de la formulacion base.

Figura 7: Valores relativos de G'y G" para las Formulaciones 4, 14, 15, 16 y 17 (n=5 + DE).

Figura 8: Valores tan d correspondientes para las Formulaciones 4, 14, 15, 16 y 17

Figura 9: Gréfico de cantidad media liberadas después de 26 h (ug/cmz) de I3A 'b' a partir de las formulaciones de 0.1%
p/p gel de poloxdmero y PEG 400, (n=3 + SE).

Figura 10: Gréfico de cantidad media liberadas después de 26 h (pg/cmz) de I13A 'b' a partir de las formulaciones de 0.1%
p/p de aceite y PEG 400, (n=3 £ SE).

La presente invencién se ilustra adicionalmente con respecto a los siguientes Ejemplos, no limitantes.
EJEMPLO 1

La estabilidad de I3A se investigdé en varios sistemas de solventes, incluyendo acetona, acetonitrilo, metanol/agua, agua,
DMSO, tampones de fosfato (rango de pH 4.5 a 7) y tampdn de amonio, (pH 4.5) y se demostré que era estable en acetona,
acetonitrilo, DMSO, tampoén de fosfato pH 4.5 y tampén de amonio (pH 4.5). El reordenamiento del ingenol angelato parece
ocurrir en orden de reordenar el isomero 'b' reorganizar a isémero 'a' y después a isémero 'c'. Debido a las pequefias
cantidades de sustancia activa usada, la medida de la estabilidad del compuesto se calcul6 como la relacion del area del
pico 'b' respecto al area del pico 'a'.

MATERIALES
Tabla 1. Suministradores de materiales utilizados e  n este Ejemplo
Materiales Suministrador
I3A (ingenol angelato) lote nim. 080402 y lote nim. 300502 Suministrado por Peplin Limited,

Australia

B-ciclodextrina sulfobutil éter, 7 sal sédica (Captisol®) Lote nim. CY-03A- | Cydex Incorporated, USA
010244
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Materiales

2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina (Cavasol® W7 HP) lote nim. 74BO08

Miglyol 810N Lote nim. 980403
Propilenglicol lote nim. 286991

Aceite mineral lote nim. 128H0136

Acido oléico lote nim. 9736588428

Span 80 Lote. num. 120H0454

Tween 80 lote num. 44H0121

Polietilenglicol 300 lote num. 60H0463 DMSO

Hialuronato de sodio (HA)
lote nim. KX00282
Fosfato monopotasico lote nim. 14286

Acetato amonico lote nim. A147753001
acético acido glacial

Acetona-grado HPLC
Acetonitrilo-grado HPLC
Metanol-grado HPLC

Agua desionizada (Elgastat Option 3A)

Parafim®

Todos los excipientes usados en la formulacion final de I3A de grado compendial.

METODOS

Estudio de estabilidad del I3A en solventes/excipie  ntes

Un estudio de estabilidad del I3A en las siguientes combinaciones solvente/excipientes/excipiente se llevé a cabo durante 14
dias (excepto donde se declare lo contrario) a temperatura ambiente:

Acetona

Acetonitrilo

Metanol

Metanol/ agua (70/30)

Agua

Tampén de fosfato pH 4.5, pH 5.5, pH 6.5, pH 7.0
DMSO*

Aceite mineral

Miglyol 810

Polietilenglicol 300

Propilenglicol

Acido oléico

2-Hidroxipropi-B-ciclodextrina (Cavasol®/H20)
2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina (Cavasol /PO4 pH 4.5)
Tween 80/Span 80/H,0

Tween 80/Span 80/PO4 pH 4.5

B-ciclodextrina sulfobutil éter (Captlsol )/HZO
B-ciclodextrina sulfobutil éter (Captlsol )PO4 pH 4.5%*
Hialuronato de sodio (HA)/ PO4 pH 4.5,

Hialuronato de sodio (HA)/H>O pH 4. 5

*k

Suministrador

Wacker-Chemie GmbH & Co.,
Alemania

Sigma Chemical Co., Reino Unido

Kyowa Hakko Pharmaceuticals
Japén
Aldrich Chemical Co., Reino Unido

BDH Laboratory Supplies, Reino
Unido

Rathburn Chemicals Ltd, Reino
Unido

Elga Ltd., Reino Unido

American National Cam™,
Estados Unidos
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"10 dias de estudio "7 dias de estudio "2 dias de estudio

Se prepar6 una solucién madre de I13A en acetonitrilo 0.5 mg/ml. Las alicuotas de 1.0 ml se transfirieron a viales de vidrio
para muestras individuales con una bureta; las soluciones se secaron mediante chorro de aire y después se afiadio a los
viales 1.0 g de la combinacion solvente/excipiente/excipiente respectiva. En el dia 0, dia 5 y dia 14, se retiraron alicuotas de
las muestras de estabilidad para el andlisis por HPLC usando las condiciones cromatogréficas descritas en "Estabilidad en
DMSOQ", més abajo. La estabilidad se expresé como la relacion de pico 'b' respecto al pico ‘a’ (y pico de 'c' si esta presente),
con una alta relacion que indica estabilidad en un excipiente en particular.

Analisis por HPLC en la estabilidad de I3A de los e  xcipientes en estudio

Un método HPLC alternativo se desarrollé para separar un "hombro" que aparece en el pico 'b' que se observo en algunas
preparaciones de I3A.

Las condiciones cromatogréficas empleadas para el estudio de estabilidad de los excipientes fueron como sigue:

Columna: Hypercarb (ThermoQuest, Phenomenex) (S/no.3-34070)
Longitud de la columna: 100 x 4.60 mm

Temperatura de la columna: 25T

Precolumna: Cis Columbus (Phenomenex) (S/nim. 202678)

Longitud de la precolumna: 50 x 4.60 mm

Fase movil: 50% v/v tampon de fosfato pH 4.5 / 50% v/v acetonitrilo
Régimen de flujo: 1.0 ml/min

Longitud de onda UV: 230 nm

Volumen de inyeccion: 10l

Tiempo de ejecucion: 35 mins

Estudio de difusion preliminar  in vitro

Una vez que se establecieron la estabilidad del 13A en los excipientes y potenciadores de penetracién, un experimento
preliminar in vitro de difusién puede llevarse a cabo para determinar la permeabilidad del estrato cérneo en I3A de algunas
formulaciones simples. La célula de Franz de difusion esté disefiada para imitar las condiciones fisioldgicas y anatomicas de
la piel in situ. Es una célula estatica de fase aire/fluido, que comprende un compartimento donador, compartimento receptor
y un puerto con brazo lateral de muestreo (ver Figura 1). La piel quirirgicamente extirpada se coloca entre las dos mitades
con el estrato corneo orientado al compartimento donador para permitir la aplicaciéon del farmaco.

Un experimento inicial de difusion in vitro se realiz6 usando una formulacién simple de I3A en miglyol. No hubo flujo del
farmaco a todos a través del estrato corneo lo que sugiere que el I3A no se formulé en su maxima actividad termodinamica
en el miglyol. Esta formulacién se usé en experimentos posteriores de difusion celular como un control negativo y sirvid
ademas para confirmar la integridad del estrato corneo, ya que si no hay difusién del farmaco a partir de esta formulacion, se
puede asumir que el estrato c6rneo se mantiene intacto.

Fabricacién de las formulaciones

Una formulacién de 13A se preparé en tampon de fosfato (pH 4.5) con B-ciclodextrinas (Captisol®) afiadidas para aumentar
la solubilidad y la estabilidad de I3A, y el flujo del farmaco. Una segunda formulacién en DMSO, un potenciador de
penetracion conocido, se prepardé ademas con propdsitos comparativos, asi como una formulacion en miglyol, que sirvid
como control negativo. Se investigo la difusion de I3A través del estrato corneo a partir de estas formulaciones.

Se prepararon las siguientes formulaciones:

10
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Formulacion Descripcion

I3A / Captisol® (30 mM) / tampdn de fosfato pH 4.5
Captisol® (30 mM) / tampén de fosfato pH 4.5 control
I3A / Miglyol

Miglyol control

I3A / DMSO / tampon de fosfato pH 4.5

DMSO / tampdn de fosfato pH 4.5 control

O oW NP

La Tabla 2 muestra el % p/p de cada uno de los ingredientes presentes en las formulaciones. Los ingredientes se pesaron
con precision en viales de vidrio herméticos y agitaron vigorosamente con una barra agitador magnético durante varias
horas a temperatura ambiente.

Tabla 2. Formulacion de I13A para estudio de difusi6  n in vitro

I3A (300502) |Captisol®(30 PO, tampén Miglyol DMSO Total
mM)

Formulacién | Masa % Masa (g) |% p/p |Masa % Masa % p/p |Masa % Masa % plp

(@) p/p ©) plp - |(9) (9) PP 1(9)
1 0.0016 |0.08 |0.1299 |6.54 |1.8956 |95.38 |- - - - 1.9875 [100.00
2 - - 0.1301 |6.05 |2.0203 |93.95 |- - - - 2.1504 100.00
3 0.0016 |0.08 |- - - - 2.0128 |99.92 |- - 2.0144 |100.00
4 - - - - - 2.0000 |100.00 |- - 2.0000 |100.00
5 0.0017 |0.08 |- - 0.4035 |20.04 |- - 1.6080 |(79.87 2.0132 |100.00
6 - - - - 0.4112 |20.13 |- - 1.6320 |(79.87 12.0432 |100.00

Seleccion del fluido receptor

2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina (Cavasol®, 1.38 mM) en tampén PO4 (pH 4.5) fue el fluido receptor usado en este estudio para
tratar de mantener las condiciones de inmersiéon. Una restriccion en otros fluidos reservorios, tales como los sistemas de
etanol/agua se impuso debido a que la 'retrodifusién’ del etanol a través del estrato corneo podria haber degradado la I13A
presente en las formulaciones.

Preparacion de la piel

Una muestra reciente, quirlrgicamente extirpada de la piel humana se obtuvo directamente después de una
abdominoplastia. El donador fue una hembra no fumadora de 56 afios de edad, blanca de origen europeo. La grasa
subcuténea se retiré cuidadosamente la muestra de piel usando pinzas y un bisturi, y después la porcién de la piel se
sumergié en agua a 60T durante 45 segundos. La piel se inmovilizé después, la dermis hacia abajo, en un tablero de
corcho y suavemente se retird la epidermis (que comprende el estrato corneo y epidermis viable) de la dermis subyacente.
La dermis se deseché y la membrana epidérmica flotd sobre la superficie del agua y se cogi6 sobre papel de filtro Whatman
ndam. 1. La hoja epidérmica resultante se secdé completamente y almacend plano en lamina de metal de aluminio a -20 C
hasta su uso.

Una seccion de la hoja epidérmica (con papel de filtro hacia arriba) se pinz6 e incub6 durante 4 horas a 4 °C inmerso en
0.1% p/v de solucion de tripsina. La piel se incubd adicionalmente ademés durante 1 hora a 37 <C. El e strato corneo se
elimin¢ fisicamente agitando suavemente la pinza con movimientos laterales. La capa de estrato cérneo resultante se lavé
dos veces con agua desionizada seguido de solucién anti-tripsina 0.1 % p/v para bloquear la actividad enzimatica y se lavé
dos veces mas con agua desionizada. El estrato corneo se secd y almacenoé plano en lamina de metal de aluminio a -20 C
hasta su uso.

Estudio de difusién de células de Franz
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Las células de difusidon de Franz calibradas individualmente con un &rea de superficie difusional promedio de 0.56 * 0.05
cm? y un volumen receptor promedio de 1.79 + 0.06 ml se usaron para llevar a cabo los experimentos de difusion. El estrato
cérneo (preparado como se describio anteriormente) se lavo con tampon de fosfato (pH 4.5), se cortd con un barrenador 10"
y monto sobre las células de Franz (ilustradas en la Figura 1). El fluido receptor empleado fue 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(Cavasol®)/ tampon de fosfato (pH 4.5) y este se incorpor6 a la célula de Franz, agitdé constantemente con un agitador
magnético y se mantuvo a 37C. Las membranas se dejaron equilibrar con la fase receptora durante 30 minutos antes de
aplicar las formulaciones. Una dosis infinita de cada formulacion se aplicé sobre la superficie de la membrana usando una
Finpipette® de desplazamiento positivo y las camaras donadoras se protegieron con Parafilm®. Cinco tiempos de muestreo
se investigaron (1, 2, 4, 6 y 24 h) mediante los cuales 200 pl del fluido receptor se retir6 cuidadosamente del brazo de la
célula de Franz; cada muestra extraida se sustituyé por un volumen igual de fluido receptor fresco (37<C). A lo largo del
experimento, para mantener un volumen constante se reemplazaron las pérdidas del fluido receptor debido a la evaporacion
de la célula de Franz. Las muestras se analizaron por HPLC (supra).

Andlisis por HPLC para estudio de difusion in vitro

Las condiciones cromatogréficas empleadas fueron las siguientes:

Columna: Hypercarb (ThermoQuest, Phenomenex) (S/no.3-34070)
Longitud de la columna: 100 x 4.60 mm

Temperatura de la columna: 25T

Precolumna: Cis Columbus (Phenomenex) (S/ndim. 202678)

Longitud de la precolumna: 50 x 4.60 mm

Fase movil: 50% v/v tampon de amonio pH 4.5 / 50% v/v acetonitrilo
Régimen de flujo: 1.0 ml/min

Longitud de onda UV: 230 nm

Volumen de inyeccion: 10 pl

Tiempo de ejecucion: 35 mins

Resultados
Estabilidad del I3A en solventes y excipientes

La Tabla 3, mas abajo, proporciona una indicaciéon de la estabilidad del I13A en los diferentes sistemas solventes. La
estabilidad de I3A en los solventes y excipientes después de 14 dias (a menos que se indique lo contrario) a temperatura
ambiente se cuantificé en términos de la relacion de la isoforma 'b' con relacién a las isoformas 'a' y 'c', con un predominio
de 'b' que equivale a la estabilidad. Los resultados se resumen en la Tabla 3 a continuacién: Se asume que para un
excipiente en el que I13A no es estable, otros excipientes similares no serdn adecuados.

Tabla 3. Resumen de los resultados del estudio de e  stabilidad de I13A en diversos solventes y excipient  es

Solvente/Excipiente Estable? | Comentarios

Acetona J

Acetonitrilo J

Metanol X Forma Isoforma ‘a'

Metanol/agua (70/30) X Forman isoforma 'a' y después 'c'
Agua X Forman isoforma 'a' y después 'c'
DMSO* v

tampon de fosfato pH 4.5 \

tampdn de fosfato pH 5.5 X Forma isoforma 'a’'

tampon de fosfato pH 6.5 X Forman isoforma 'a' y después 'c'
tampdn de fosfato pH 7.0 X Rapida formacion de la isoforma 'c'
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Solvente/Excipiente

tampén de amonio pH 4.5 S
Aceite mineral N
Miglyol 810 \
Polietilenglicol S
Propilenglicol X
Acido oléico X

x

2-Hidroxigropil-B-ciclodextrina
(Cavasol™)/H,0

2-Hidroxigropil-B-ciclodextrina \
(Cavasol™)/PO4 pH 4.5

Tween 80/Span 80/H,0

Tween 80/Span 80/PO4 pH
4.5

< | 2

B-ciclodextrina sulfobutil éter | X
(Captisol®)/H20 **

B-ciclodextrina sulfobutil éter |
(Captisol®)/PO4 pH 4.5 **

Hialuronato de sodio/H.O0~ | X

<

Hialuronato de sodio/PO4pH
4.5

Estable? | Comentarios

La naturaleza viscosa hace dificil extraer el I3A para
el andlisis por HPLC

Precipitacion del I3A

Formacién de las isoformas 'a'y 'c'

Dificultad para cuantificar debido a muchos picos de
interferencia en el cromatograma. isoforma 'a’
presente, el hombro en 'b' (‘'c' en formacion)

Gran pico para isoforma 'c'

Alguna precipitacion de I3A

Isoformas 'a'y 'c' presentes

Isoforma 'a’ presente

"10 dias de estudio "7 dias de estudio ~ 2 dias de estudio

Estudio de difusion preliminar  in vitro

La Tabla 4 da una comparacion del flujo entre las formulaciones de I3A seglin determinado a partir de la cantidad
acumulativa de I13A permeabilizada por unidad de superficie. DMSO es uno de los potenciadores de penetracion mas
precoces y mas ampliamente investigados, y se demostré que mejora la penetracién percutanea de muchos experimentos
de farmacos in vitro e in vivo. Como tal, DMSO fue un excipiente comparador util para confirmar la penetracién del estrato
cérneo por I3A. Sin embargo, dada la naturaleza altamente toxica de este solvente y el hecho de que produce dafio
irreversible en la piel, DMSO no se puede usar en una formulacién final. No hubo permeacién del I13A observado con la
formulacion de miglyol. Una posible explicacion para esta pérdida de difusion de I3A a partir del Miglyol través del estrato

cérneo es que I3A es altamente soluble en este excipiente.

Tabla 4. Comparacion del flujo entre las formulacio

Formulacion

I3A / Captisol® / tampén de fosfato pH 4.5

I3A / DMSO / tamp6n de fosfato pH 4.5

Los resultados muestran que I3A difunde a través del estrato cérneo (que forma la principal barrera para la difusion de la

mayoria de los farmacos) a niveles detectables.

Estudio de estabilidad a 4-8C

nes de I3A como determinado a partir de la cantidad
de I3A permeabilizada por unidad de superficie (med

ia +s.e.m, n= 3y 4, respectivamente)
(ng/cm?/h)
1.92 £1.02
0.61+0.13
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Se investigd la estabilidad de I3A en diversos disolventes a 4-8C. Una solucion madre de 1.26 mg de | 3A se pesé y se
disolvié en 2 ml de acetona. Eta solucion madre se us6 para preparar las muestras de estabilidad como sigue:

Las alicuotas de 100 pul de solucién madre se transfirieron a viales de vidrio individuales de HPLC a través de una jeringa
Hamilton, con lavado y secado cuidadoso de la jeringa entre cada muestra. Las muestras se secaron con chorro de aire y
después se afiadieron 0.5 ml del sistema de solvente prueba adecuado. Los sistemas de solventes se probaron por
triplicado y se enumeran mas abajo:

1. 100% v/v acetona

2. 100% v/v acetonitrilo

3. 100% v/v metanol

4. 70% viv metanol: 30% p/p agua
5. 100% p/p agua

Muestras blanco se prepararon también por triplicado usando 100 pl de acetona en lugar de solucién madre. Las muestras
blanco se secaron después rapidamente y 0.5 ml de acetona se afiadieron a cada vial. Los viales todos se ondularon,
sellaron con parafilm® y colocaron a 4-8C por la duracion del estudio de estabilidad. El andlisis por HPLC se realiz6 en las
muestras del dia 0, dia 1, el dia 5 y dia 14 del estudio de estabilidad. Las muestras se prepararon para el ensayo en HPLC
como se describe més abajo:

Las muestras de estabilidad se eliminaron de 4-8C y se dejaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las alicuotas
de 100 pl se transfirieron a viales de vidrio de HPLC frescos usando una jeringa Hamilton, con lavado y secado cuidadoso
de la jeringa entre cada muestra. Para facilitar el secado de las muestras, 0.5 ml de acetona se afadi6 a cada vial y
después, las muestras se secaron rapidamente por chorro de aire. Las muestras se reconstituyeron con 1 ml de acetonitrilo
y se analizaron por HPLC usando la condiciones cromatograficas especificadas anteriormente.

Asi, I3A es estable en acetona y acetonitrilo a 4-8°C, como se reflejé con el predominio de pico 'b' para ambos solventes
durante los 14 dias. En solventes proéticos, la formacion de isbmeros 'a' y después isémero 'c' aumenta rapidamente.

Estabilidad a diversos pH
La estabilidad de I3A se investigd a pH 4.5 en dos tampones es decir fosfato monopotésico / fosfato disédico y acido acético
/ acetato aménico por 24 h a temperatura ambiente. El analisis por HPLC mostr6 que I3A es estable en ambos tampones a

pH 4.5 es decir hubo una predominancia de la isoforma 'b' (Figura 1) después de 24 h.

La estabilidad de I3A se investigd a pH 5.5, 6.5 y 7.0 durante 14 dias a temperatura ambiente, y se encontré que disminuye
con un aumento en el pH es decir, la formacién de isoforma 'a' y posteriormente isoforma ‘c' se produce en el dia 14.

Estabilidad en DMSO
I3A se investigo para la estabilidad en DMSO a temperatura ambiente y a 37 C durante un periodo de tiempo de 10 dias.
Una muestra control de I3A en acetonitrilo se mantuvo bajo las mismas condiciones que la muestra de prueba. Las muestras

se analizaron por HPLC al inicio del experimento (dia 0), después de las 48 horas (dia 2) y de nuevo después de 10 dias.

Las condiciones cromatogréficas empleadas fueron las siguientes:

Columna: Hypercarb (ThermoQuest, Phenomenex) (S/no.3-34070)
Longitud de la columna: 100 x 4.60 mm

Temperatura de la columna: 25C

Precolumna: Cig Columbus (Phenomenex) (S/nim. 202678)

Longitud de la precolumna: 50 x 4.60 mm

Fase movil: 50% v/v tampon de fosfato pH 4.5/50% v/v acetonitrilo
Régimen de flujo: 1.0 ml/min

Longitud de onda UV: 230 nm

Volumen de inyeccion: 10 pl
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Tiempo de ejecucion: 35 mins

Tiempo de retencion: 15 mins, 24 mins

El I3A parece ser estable en DMSO a temperatura ambiente y a 37 por 10 dias.

EJEMPLO 2

Gel de isopropanol pH 6.5
Se investigd la estabilidad del I3A 'b' en una preparacién de gel de isopropanol (pH 6.5) El protocolo fue como sigue:

Composicion del gel de isopropanol (pH 6.5)

Excipiente Masa objetivo Masa Actual % p/p
Glicerina 5.0000 g 5.0000 g 5.02
Ciclometicona 0.5000 g 0.5000 g 0.50
Isopropil alcohol 25.0000 g 25.0000 g 25.10
Carbopol® 934 0.3000 g 0.3018 g 0.30
Alcohol propilico 25.0000 g 25.0000 g 25.10
Agua 43.7000 g 43.7000 g 43.87
Etanolamina ApHB6.5 0.1000 g 0.10
Total: 100

El carbopol® se dispers6 en agua y glicerina se y se disolvio al calentar a 40C en un bafio de agua. El alcohol pr opilico se
afiadio después a esta solucion. La ciclometicona se disolvié en el alcohol isopropilico y esta segunda solucion se mezcl6
bien con la solucién de carbopol®, y después se afiadié agua, con agitacion, a 100%. El pH del gel se llevé a 6.5 con la
adicién gota a gota de etanolamina. El gel de isopropanol se almacené a 2-8C hasta el uso.

Para investigar la estabilidad de 13A 'b' en el gel de isopropanol (pH 6.5), una formulacién de 0.02% (p/p) I3A 'b'/gel de
isopropanol se prepar6 y dividié en tres muestras para almacenar a 2-8C, RTP y 40C. En los puntos de tiempo regulares
se analizaron las muestras por duplicado para la estabilidad de I3A 'b' en términos de la formacién de la isoforma 'a’, con los
resultados dados en la Figura 2. I3A 'b' se reorganiza en isoforma 'a' y posteriormente en isoforma 'c'. Esto se puede atribuir
posiblemente al pH superior y la presencia de agua en el gel de isopropanol que facilita esta conversiéon del I3A 'b' a las
isoformas 'a'y 'c".

I3A'b' en 30% p/p alcohol isopropilico/tampén de ¢ itrato pH 3.0

La estabilidad de I13A 'b' (lote nim. 240902) en 30% p/p IPA/tamp6n de citrato (pH 3) cuando se almacen6 a 2-8C y 40C se
investigd por duplicado, con los resultados que se dan en la Figura 3.

Conservantes

Varios conservantes se investigaron por su idoneidad para usar en las formulaciones de I3A 'b' a concentraciones que
puedan pasar una prueba de eficacia de conservacion. Inicialmente, los conservantes se prepararon en tampoén de citrato
(pH 3) y se analizaron por HPLC para chequear los picos en los cromatogramas que pudieran interferir con el ensayo de las
isoformas de I3A. Los resultados se resumen en la Tabla 5 a continuacién:

Tabla 5 Andlisis por HPLC de los conservantes

Conservante % p/p Comentarios
Alcohol bencilico 1.0 No hay picos de interferencia
Metil parabén (M.P.) 0.2 Gran pico sobre la region de la isoforma 'a’
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Conservante % p/p Comentarios

Propilparabén (P.P.) 0.02 Gran pico sobre la regién de la isoforma 'a’

M. P./P.P. 0.2/0.02 | Gran pico sobre la region de la isoforma 'a’
Fenoxietanol 1.0 Pico pequefio sobre la region de la isoforma 'a'
Tampén de citrato control 0 No hay picos de interferencia

No es deseable tener muchos picos de interferencia en los cromatogramas de los conservantes, ya que esto conduce a
dificultades en el andlisis del farmaco en las formulaciones, y puede requerir la introduccién de un ensayo separado para los
conservantes.

El I3A 'b' (0.05% p/p) se disolvié por separado en los conservantes seleccionados (alcohol bencilico y fenoxietanol), se
almacen6 a 2-8C, RTP y 40C y comprobd la estabili dad por duplicado, en términos de la formacién de la isoforma 'a’ a
intervalos regulares. Los resultados de este estudio de estabilidad se dan en las Figuras 4y 5.

Los resultados indican que el alcohol bencilico es el conservante mas adecuado de los evaluados.
Preparacion de las formulaciones de I3A 'b'
Se prepararon las tres formulaciones siguientes y sus respectivos placebos:

A. 0.1 % (p/p) I3A 'b'/crema macrocetil éter con 1.0% (p/p) alcohol bencilico como conservante
B. 0.1% (p/p) I3A 'b'/30% (p/p) IPA/1.5% (p/p) HEC/1.0% (p/p) alcohol bencilico/citrato pH 3
C. 0.1% (p/p) I3A 'b'/ 9.5% (p/p) ciclometicona/ 9.5% (p/p) IPM/1.0% (p/p) alcohol bencilico/ elastomero 10

Una solucién madre de I3A 'b' se prepard en alcohol bencilico (Tabla 6) y esta materia prima se us6 para preparar las
formulaciones. Para los placebos, se us6 alcohol bencilico solo en lugar de la materia prima [3A 'b'/alcohol bencilico. Las
masas exactas de los componentes de las formulaciones del I3A 'b' se detallan en las Tablas 7-9. Las formulaciones y sus
respectivos placebos se prepararon como sigue:

Formulacion A: I3A 'b'/crema macrocetil éter

El ungliento emulsionante de macrocetil éter se pesd con precisién en un vial de vidrio y se fundié después en un bafio de
agua a 60C. Tampon de citrato (pH 3) recién prepar ado se pesé con precision en un vial de vidrio separado, se calenté en
el bafio de agua e incorporé después gradualmente en el ungliento emulsionante fundido con agitacion constante hasta que
se enfria. Este proceso produce la crema de macrocetil éter. Para preparar la formulacién, 13A 'b' en alcohol bencilico se
pesoO con precision en un vial de vidrio y la crema de macrocetil éter se pes6 con precision y gradualmente en este, con
agitacion constante.

Formulacion B: 1I3A 'b'/30% gel de IPA

El 13A 'b'/alcohol bencilico se pesé con precision en un frasco de vidrio. Los restantes componentes se pesaron con
precision sobre esta solucion en el orden de IPA, después, tampén de citrato y después HEC, con el mezclado vigoroso
entre cada adicion.

Formulaciéon C: I3A 'b'/siliconas

El 13A 'b'/alcohol bencilico se pesé con precision en un frasco de vidrio. Los restantes componentes se pesaron con
precisién sobre esta solucion en el orden de Elastomero 10, después ciclometicona y después MIP, con el mezclado
vigoroso entre cada adicion.

Andlisis de la formulacién

Las formulaciones se analizaron en el inicio del estudio para confirmar la concentracién de I3A 'b' (p/p) en las formulaciones
y se encontraron que eran ca 0.1% (p/p) de I13A 'b'. Del contenido total de I3A 'b’, hubo menos de 0.7% de la isoforma 'a' y
ninguna isoforma 'c' en las formulaciones. Las formulaciones se chequearon para la aparicién de la isoforma 'a' en el
momento de la conclusion del el estudio y mostraron tener menos de 0.3 % de la isoforma 'a' cuando se almacenaron a 2-
8<C. No se detecto la isoforma ‘c' en ninguna de la s formulaciones.
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Tabla 6. Solucién madre I3A 'b'/alcohol bencilico

Masa objetivo
I3A 'b' (Lote nim. 240902) |0.0650 g
Alcohol bencilico 0.6500 g
Total: 0.7150¢g

Masa Actual
0.0650 g
0.6547 g
0.7197 g

Tabla 7. Formulacion A

Formulacion Placebo
Excipientes para la crema base Masa Masa % p/p |Masa
objetivo Actual objetivo
Ungliento de emulsificacion de 7.5000g |7.5015g |30.00 6.0000g¢
macrocetil éter
Tampon de citrato 17.5000g [17.5030g |70.00 [13.8000 g
Total: 25.0000 g |25.0045¢g |100 19.8000 g
Crema base de macrocetil éter 19.8000 g /19.8860 g |98.96 [19.8000 g
I3A 'b'/alcohol bencilico 0.2000g /0.2088g |1.04 |0
Solamente alcohol bencilico 0 0 0 0.2000 g
Total: 20.0000 g |20.0948 g |100.00 | 20.0000 g
Tabla 8. Formulacion B
Formulacién Placebo
Excipientes Masa Masa % Masa
objetivo Actual p/p objetivo
I3A 'b'/alcohol bencilico  |0.2000 g 0.2035¢g 1.02 |0
Solamente alcohol 0 0 0 0.2000 g
bencilico
IPA 6.0000 g 6.0027 g 29.97 16.0000 g
Tampén de citrato pH 3 | 13.5000 g 13,5158 g |67.49 |13.5000 g
HEC 0.3000 g 0.3040 g 1.52 /0.3000g
Total: 20.0000 g 20.0260g 100 |20.0000g
Tabla 9. Formulacién C
Formulacién Placebo
Excipientes Masa Masa % Masa
objetivo Actual p/p objetivo
I3A 'b'/alcohol bencilico  |0.2000 g 0.2011 g 1.00 0
Solamente alcohol 0 0 0 0.2000 g
bencilico
Ciclometicona 1.9000 g 1.9040 g 9.51 |1.9000 g
IPM 1.9000 g 1.9068 g 9.53 1.9000 g
Elastomero 10 16.0000 g 16.0026 g |79.96 |16.0000 g
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% p/p
0.15
99.85
100.00

Masa
Actual

6.0589 g

13.8049 g
19.8638 g
19.8638 g
0

0.2020 g
20.0658 g

Masa
Actual

0
0.2019 g

6.0002 g
13.5018 g
0.3029 g
20.0068

Masa
Actual

0
0.2109 g

1.9026 g
1.9156 g
16.0099 g

% p/p

30.50

69.50
100
98.99
0

1.01
100.00

%
p/p

1.01

29.99
67.49
151
100

%
p/p

1.05

9.49
9.56
79.89
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Formulacién Placebo
Excipientes Masa Masa % Masa Masa %
objetivo Actual p/p | objetivo Actual p/p
Total: 20.0000 g 20.0145g |100 |20.0000 g 20.0390g |100

La estabilidad de las isoformas I3A en los sistemas del solvente de ensayo durante 72 h

La estabilidad del las isoformas I3A 'a’, 'b' y 'c' en los tres sistemas de muestreo durante 72 h (equivalente a la longitud
méxima posible de tiempo que las muestras pueden mantenerse en el automuestreador durante una larga corrida analitica
en HPLC) se confirmé como sigue. Los estdndares de las tres isoformas de I3A (aproximadamente 100 pg/ml) se
prepararon recientemente en acetonitrilo, tampén de acetonitrilo/citrato (pH 3) y tampon de acetonitrilo/acetato de amonio
(pH 4.5) y se analizaron inmediatamente por HPLC. Los estandares se dividieron cada uno después en tres volimenes
iguales y colocaron a 2-8C, temperatura ambiente y 40°C durante 72 horas y se volvieron a analizar después por HPLC.
Los resultados de este estudio se presentan en la Tabla 10. La mayor conversién de I3A 'b' a isoforma 'a' a temperatura
ambiente ocurri6 con la muestra preparada en el 100% v/v de acetonitriio mientras que el I3A 'b' estdndar en
acetonitrilo/citrato (pH 3) mostré6 muy poca conversion a isoforma 'a’ incluso a 40C, lo que sugiere que este sistema de
solvente puede ser el mas adecuado para garantizar las muestras permanezcan estables durante el tiempo de muestreo.

Tabla 10. Estabilidad de las isoformas 'a’, 'b'y' c' en diferentes sistemas solventes

Acetonitrilo

Isoforma 'a’ Isoforma 'b’ Isoforma 'c’
Tiempo % 'a’' % 'b' % 'c’ % 'a’ % 'b' %'c %'a %D |%'c
0 96.82 |2.24 0.29 0.39 99.27 |0 128 041 |97.30
72h 2-8C 90.63 5.71 2.55 3.94 9545 0 162 0 96.69
72h RTP 86.58 |7.8 3.65 5.83 9351 |0 155 0.27 |97.19
72h 40C 16.36 47.01 35.74 1552 8335 0 0.6 0 97.09
Tampon de acetonitrilo/acetato de sodio (pH 4.5)

Isoforma 'a’ Isoforma 'b* Isoforma 'c’

Tiempo (h) % 'a’ % 'b’ % 'c’ % 'a’ % 'b’ %'c |(%'a’ (%D %'c

0 96.65 |2.16 0.23 0.34 98.88 |0.01 |1.34 |0.45 |97.02
72h 2-8C 96.47 |2.83 0 0.63 99.02 0 141 0.27 [97.17
72h RTP 95.25 |4.22 0 1.16 98.41 |0 0.83 |0 97.97
72h 40C 8251 |16.62 [0 6.35 93.13 0 0 0 97.75

Tampon de acetonitrilo/ citrato (pH 3)
Isoforma 'a’ Isoforma 'b' Isoforma ‘c’

Tiempo (h) % 'a’' %'b %'c %'a (%D %'c |%'a |(%'b [%'c

0 97.91 1.63 0 0.13 9964 |0 112 |0.20 98.41
72h 2-8C 98.31 1.46 0 0.18 9949 |0 0.87 |0.16 98.84
72h RTP 98.84 1.08 0 0.13 |99.76 |0 053 |0 99.24
72h 40C 98.13 1.79 0 0.34 9963 |0 0 0 98.7
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EJEMPLO 3

Un estudio de estabilidad de pH de I3A 'b' en geles de IPA preparados con tampén de citrato en el intervalo de pH 2.5 a 4.0
se realizo a 2-8C y 40T (estabilidad acelerada).

MATERIALES

Materiales Suministrador

I3A 'b' (ingenol angelato) Peplin Limited, Australia

Lote nim. 070303

Lote nim. 0319

Citrato de sodio dihidrato (grado USP) lote R009243 Raught Ltd, Reino Unido

Acido citrico monohidrato (grado USP) lote R11115

Acido acético glacial Lote K2953917 BDH Laboratory Supplies, Reino
Acetato sodico Lote TA1044704 Unido

Alcohol bencilico (grado USP) Lote nim. K31593981 Merck, Alemania

Alcohol isopropilico (grado USP) lote  ndm.

K31802995310

Natrosol® 250 HHX lote ntim. Z-0177 Honeywell y Stein, Reino Unido
Acetonitrilo-grado HPLC Fisher Chemicals, Reino Unido
Agua desionizada MilliQ, Reino Unido

METODOS
Preparacion de geles de I3A'b' y placebos usando tampdn de citrato en el intervalo de pH 2.5 a 4.0.

Las composiciones de los geles IPA activo y placebo preparados para el estudio de estabilidad en el intervalo de pH se dan
en las Tablas 11 y 12, respectivamente. Se prepararon grandes cantidades de placebo para facilitar la medicion del pH de
los geles de placebo en el Tiempo 0. Pequefias cantidades del gel activo es decir, se prepararon 30 g de cada uno ya que la
cantidad de farmaco disponible para el estudio era limitada. Los estudios de estabilidad previos realizados en el gel I3A IPA,
en cual el pH aparente del placebo y el gel activo se controlaron durante 12 meses, demostraron que no hay diferencia
notable entre los dos. Ademas, se midié el mismo pH aparente, tanto para los geles activos como placebo. Asi, se midié
sélo el pH de los geles placebo, para determinar el pH aparente de los geles en al inicio del estudio de estabilidad. Después
de la hidratacién toda la noche, se analizaron los geles para el punto de tiempo T=0 y se midieron los valores de pH
aparente de los placebos. Las muestras se dividieron igualmente en 7 ml viales de vidrio de soda para evitar los ciclos de
temperatura del material cuando se muestrea en los diferentes puntos de tiempo y los viales se almacenaron a 2-8C y 40C

(estabilidad acelerada), respectivamente.
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Tabla 11. Composicién de los geles de IPA activos p  reparados con tampén de citrato en el intervalo de pH25a4.0
Masa Tampén de | Actual |Tampon de |Actual |Tampon de Actual |Tampon de|Actual |Tampon de |Actual
Excipiente |objetive |citrato pH2.5 |%p/p |citrato  pH|%p/p  |citratopH 30 (% p/p |citrato pH 3.5 % p/p | citrato pH 4.0 | %pip
(@) 275
134 BN
070303 0.0300 0.03004 0.10 0.03003 0.10 0.03005 0.10 0.03003 0.10 0.03000 0.10
Alcohol
bencilico  |{0.2700 027112 0.90 0.27055 090 0.27060 0.90 027278 091 0.27193 091
IPA 9.0000 9.00340 3000 |9.01909 3004 |9.00107 30.00 |9.00243 3000 |9.00158 30.00
Tampon
decirato 202500 |2025235  [8790 |2025345 6746 |2025086 (6790 |2025081  |B749 |202533 |87
HEC HHX |0.4500 0.45063 150 0.45041 150 0.45031 1.50 0.45053 1.50 0.45041 1.50
Total 30.0000 |30.00754 100.00 |30.02353 100.00 |30.00289 100.00 |30.00638 100.00 |30.00722 100.00
5 Tabla 12 Composicién de los geles de IPA Placebo pr  eparados con tampén de citrato en el intervalodep H25a4.0
Masa Tampon de |Actual |Tampdn de |Actual |Tampon de |Actual |Tampon de |Actual |Tampon de |Actual
Excipiente | objetive citrato pH 2.5 | % p/p citrato pH |% pfp  |citrato pH 3.0 |% pip citrato pH 3.5 [% p/p | citrato pH 4.0 | %p/p
(@) 275
Alcohol
bencilico  |0.9000 | 0.9070 091 0.9003 0.90 0.9046 0.90 0.9036 0.90 0.9042 0.90
IPA 30.0000 |30.0035 3000 |30.0016 3000 |30.0233 3000 |30.0136 3000 |30.0201 3001 |
Tampon de
citrato 57.6000 |67.6107 6759 |67.6108 67.60 |67.6400 6759 |67.6211 6760 |67.6139 67.58
HEC HHX | 1.5000 1.5022 1.50 1.5065 1.50 1.5086 151 1.5031 1.50 1.5064 151 |
Total 100.0000 |100.0234 100.00 |100.0192 100.00 |100.0765 100.00 |100.0414 100.00 |100.0446 100.00 |
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Medicion del pH aparente de los geles de IPA placebos preparados usando tampén de citrato en el intervalo de pH de 2.5 a
4.0

El pH aparente de los geles de IPA placebo preparados usando tampén de citrato en el intervalo de pH 2.5 a 4.0 se midi6
usando un pH metro Jenway 3320.

Extraccion de I3A a partir de los geles de IPA

El farmaco se extrajo de los geles de IPA como sigue. Un gramo de cada uno de los geles o sus respectivos placebos se
peso con precision en un frasco volumétrico de 10 ml por duplicado o triplicado. Las muestras se mezclaron primero con 1
ml de tampon de citrato (pH 3) con mezclado vigoroso y repetitivo en un mezclador de vortice ajustado a la maxima
velocidad y después se dejaron agitar en un agitador orbital durante 30 minutos a 400 rpm. Los frascos volumétricos se
llenaron después hasta la marca de volumen con acetonitrilo de grado-HPLC y las muestras se sometieron de nuevo al
mezclado vigoroso con mezclado repetitivo en un mezclador de vértice ajustado a la velocidad maxima y después se
dejaron agitar en un agitador orbital durante 60 minutos a 400 rpm. Alicuotas se transfirieron a viales de HPLC para su
andlisis.
La extraccién de I3A a partir del gel se realizé por triplicado es decir, tres pesajes separados con inyecciones duplicadas
para puntos de Tiempo 0 y Tiempo= tres meses (muestras de 2-8C) y por duplicado, es decir dos pesaje s separados con
inyecciones duplicadas para el Tiempo= una semana y cuatro semanas (muestras de 40C).
Andlisis por HPLC
El analisis se realizé usando los sistemas y condiciones siguientes:
Instrumentos

Médulo de separaciones Waters Alliance 2695 (S/nim. B98SM4209M)

Detector de absorbancia A dual de Waters 2487 (S/nim. M97487050N).

Médulo de separaciones Waters Alliance 2695 D (S/ndm. G98SM8039N)

Detector de absorbancia A dual de Waters 2487 (S/nim. L02487106M)

Software Pro Empower™ de Empower

Las condiciones cromatograficas empleadas fueron las siguientes:

Columnas: Hypercarb (ThermoQuest, Phenomenex) S/ndm. 3-34070 y S/nam.
1034024A

Longitud de la 100 x 4.60 mm

columna:

Temperatura de la Ambiente

columna:

Precolumnas: Cis Columbus (Phenomenex) S/nim. 202678 y S/nim. 74554-7

Longitud de la 50 x 4.60 mm

precolumna:

Fase movil: 50% v/v tampon de acetato de sodio pH 4.5 / 50% acetonitrilo (v/v)

Régimen de flujo: 1.0 ml/min

Longitud de onda UV: 230 nm
Volumen de inyeccion: |30 pl
Tiempo de ejecucion: |35 mins

Temperatura del 8T +2T
automuestreador:
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Tiempos de retencién: |13 mins + 2 mins isoforma 'a’; 22 mins = 2 mins isoforma 'b’; 23 mins +
2 mins isoforma 'c'; pico no asignado con tiempo de retencion relativo
para la isoforma 'b' de 0.93 £ 0.02.

RESULTADOS
Medicidn del pH aparente de los geles de placebo al tiempo 0

Los resultados para la medicion del pH aparente de los geles de placebo se dan en la Tabla 13. No se tomaron mediciones
de pH en ninguno de los puntos de tiempo de estabilidad.

Tabla 13. Medicion del pH aparente de los geles de  placebo de IPA (n=1)

pH del Tampdn de citrato (+ 0.05) pH aparente del gel de placebo
2.50 3.07
2.75 3.34
3.00 3.62
3.50 4.22
4.00 4.74

Determinacion del porcentaje de purezas pico de las isoformas de I3A en los geles activos

El porcentaje de purezas pico de I3A 'b' en los geles activos al inicio del estudio de estabilidad (T=0), y después de una
semana de almacenamiento a 40C, cuatro semanas de almacenamiento a 40C, y después de tres meses de
almacenamiento a 2-8C, se dan en la Tablas 14, 15, 16 y 17, respectivamente. El porcentaje de pureza pico de I3A 'b' fue
mayor que 98% mientras que el porcentaje de pureza pico de la isoforma 'a' fue menor que 1.2% para todos los geles
después de tres meses de almacenamiento a - 28<C. P ara el estudio de estabilidad acelerado a 40C, la mayor disminucién
del porcentaje de pureza pico de 'b' durante las cuatro semanas se observé con el gel con valor de placebo aparente de
4.74. Como I3A 'b' demostré convertirse a la isoforma 'a’, la formacion de la isoforma 'a’ se examiné ademas como un
marcador de estabilidad. Los aumentos en el porcentaje de purezas pico de la isoforma 'a' a partir del Tiempo 0 después de
una semana y cuatro semanas de almacenamiento a 40°C, y después de tres meses de almacenamiento a 2-8°C se
calcularon, con los resultados que se dan en la Tabla 18.

Tabla 14 Porcentaje de purezas pico de las isoforma s de I3A en los geles activos (n=3, medio + desviac  i6n estandar,
UAP = pico no asignado, RRT= tiempo de retenciéon re lativo) en el tiempo O

pH de Tampén |pH aparente Porcentaje de pureza pico

i +
de citrato ( del gel de Isoforma |Isoforma |lIsoforma |UAP RRT para la |Total
0.05) placebo e e o . e
a b c isoforma 'b' 0.93 |otros
+0.02 UAPs
2.50 3.07 0.44 £/99.20 +|0.00 £ /0.20+0.04 0.16 =
0.03 0.11 0.00 0.07
2.75 3.34 024 £/99.70 +|/0.00 +£/0.02+0.02 0.04 =
0.06 0.09 0.00 0.04
3.00 3.62 052 £/99.16 =£|0.00 */0.14+0.02 0.19 =
0.01 0.06 0.00 0.06
3.50 4.22 047 £/99.36 *|0.00 £/0.09+0.03 0.08 =
0.02 0.10 0.00 0.04
4.00 4.74 044 £/9930 *|/0.00 +£/0.10%0.01 0.16 =
0.03 0.10 0.00 0.07
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Tabla 15. Porcentaje de purezas pico de las isoform
pico no asignado, RRT= tiempo de retencion relativo

pH de Tampén | pH

de citrato

0.05)

2.50

2.75

3.00

3.50

4.00

Tabla 16. Porcentaje de purezas pico de las isoform
pico no asignado, RRT= tiempo de retencion relativo

pH de Tampén |pH

(x| del gel

placebo

3.07

3.34

3.62

4.22

4.74

de citrato (*|del gel

0.05)

2.50

2.75

3.00

3.50

4.00

placebo

3.07

3.34

3.62

4.22

4.74

ES 2461315713

as de I3A en los geles activos (n=2, medio * interv
) después de una semana de almacenamiento a 40C

Isoforma

.
1.01

0.02

0.53
0.34

1.61
0.05

2.56
0.04

4.68
0.03

I+

I+

I+

I+

I+

as de I3A en los geles activos (n=2, medio * interv

Isoforma

.
2.70

0.01

291
0.02

4.74
0.02

7.68
0.02

13.34
0.02

I+

I+

I+

I+

Tabla 17. Porcentaje de purezas pico de las isoform

estandar, UAP = pico no asignado, RRT= tiempo de re

pH del Tampon | pH

de
0.05)

2.50

2.75

3.00

citrato

(xdel gel
placebo

3.07

3.34

3.62

Isoforma
o
0.56 +
0.01
0.20 +
0.08
0.73 +
0.01

Isoforma

lbl
98.83

0.05

99.06
0.06

98.26
0.09

97.27
0.22

95.12
0.07

I+

I+

I+

I+

I+

aparente | Porcentaje de pureza pico
de

Isoforma

o
0.00

0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

I+

I+

I+

I+

I+

UAP RRT para la |Total

isoforma 'b'

+0.02

0.04+£0.01

0.06 +£0.01

0.05+0.01

0.04 £0.04

0.08 £0.02

0.93 |otros

UAPs

0.13
0.03

0.35
0.31

0.07
0.04

0.12
0.15

0.12
0.04

I+

I+

I+

I+

I+

alo, UAP =

alo, UAP =

) después de cuatro semanas de almacenamiento a 40° C

Isoforma

Ibl
96.24

0.09

96.44
0.14

94.75
0.12

92.01
0.12

86.47
0.14

I+

I+

I+

I+

I+

aparente | Porcentaje de pureza pico
de

Isoforma

o
0.00

0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

0.00
0.00

I+

I+

I+

I+

I+

UAP RRT para la | Total
isoforma 'b' 0.93 |otros

+0.02
0.07 £0.02

0.06 +£0.02

0.08 £0.02

0.07 £0.04

0.06 +£0.03

UAPs

0.99
0.06

0.59
0.11

0.44
0.09

0.25
0.08

0.13
0.09

I+

I+

I+

I+

I+

as de I3A en los geles activos (n=3, medio + desvia  cion

tencion relativo) después de tres meses de almacena

2-8C

Isoforma

b
99.34

0.03

99.71
0.13

99.15
0.01

23

I+

I+

I+

aparente | Porcentaje de pureza pico
de

Isoforma
o
0.00 +
0.00
0.00 +
0.00
0.00 +
0.00

UAP RRT para la |Total
isoforma 'b' 0.93 |otros

+0.02
0.00 £0.00

0.00 £0.00

0.00 £0.00

UAPs

0.10
0.03

0.09
0.05

0.12
0.01

I+

I+

I+

miento a
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pH del Tampo
de citrato (
0.05)
3.50
4.00

n|pH aparente | Porcentaje de pureza pico

+|del gel
placebo

4.22

4.74

de
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Isoforma

a
0.91

0.01

1.16
0.09

I+

I+

Tabla 18. Aumento calculado en porcentaje de pureza

citrato (£ 0.05)

2.50
2.75
3.00
3.50
4.00

gel de placebo

3.07
3.34
3.62
4.22
4.74

Isoforma
lbl

99.00 =+
0.01
98.73 +
0.13

Isoforma |UAP RRT para la | Total

'c' isoforma 'b' 0.93 |otros
+0.02 UAPs

0.00 +/0.00+0.00 0.09 +

0.00

0.00 +/0.00+0.00 0.11 +

0.00 0.05

s pico de la isoforma 'a’ de 13A a partir del Tiemp 0 0 en los
geles de IPA

pH del Tampén de | pH aparente del |Aumento en el porcentaje de pureza pico de la isoforma
'a’ a partir del Tiempo 0 (Tabla 5):

Almacenado a 40C

T=1 semana

0.57
0.29
1.09
2.09
4.24

Almacenado a 2-8C

T=4 semanas |T=3 meses

2.26 0.12
2.67 0.00
4.22 0.21
7.21 0.44
12.90 0.72

Los datos sugieren que el pH tiene un efecto sobre la formacién de la isoforma 'a’ incluso cuando el gel se almacena a 2-8C
por tres meses. Un aumento en el porcentaje de area pico de la isoforma 'a’ de 0.21% se midié con el gel preparado con
tampon de citrato de pH 3.00 comparado con un aumento de 0.44% en el porcentaje de &rea pico de la isoforma 'a' para el
gel preparado con el tampén de citrato de pH 3.5. Por T=4 semanas a 40C, las diferencias entre los ge les en términos del
aumento en el porcentaje de purezas pico de la isoforma 'a’ se amplificaron.

EJEMPLO 4
Formulaciones de aceite
MATERIALES

Material

I3A
Lote nim. 0302

Alcohol bencilico Ph Eur, BP, NF lote nim. K31593981 301

Crodamol GTC/C
num.GE03907

Citrato de sodio dihidrato Lote nim. 27833.261

(Triglicéridos

Acido citrico Lote nim. 111K0142

de

cadena

Acido acético glacial Acetato sédico Lote 102363P

media)

lote

Acetonitrilo-grado HPLC Acido trifluoroacético (TFA) Lote nim. 03

92851

Agua desionizada

24

Suministrador
Peplin Limited, Australia

Merck KGaA, Alemania

Croda, Singapore

Merck Chemicals, Reino Unido
Sigma Chemical Co., Reino Unido
BDH Laboratory Supplies, Reino Unido

Fisher Scientific, Reino Unido

Millipore, Reino Unido
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METODOS

Seleccion de aceites/excipientes adecuados

El aceite de sésamo, aceite de nuez de coco fraccionado (Triglicéridos de cadena media), aceite de soja, aceite de maiz, y
aceite de cacahuete, se identificaron como vehiculos para la administracion parenteral. Cada uno puede usarse hasta un

nivel de 100%.

Otros excipientes, que pueden incluirse en las formulaciones de aceite parenteral, se muestran mas abajo, junto con las
concentraciones maximas usadas.

Excipiente (uso) Concentracion maxima usada (%)
Alcohol bencilico (solubilizador/conservante) 3.0

Etanol (solubilizador) 70

Hidroxianisol butilado (antioxidante) 0.03

Hidroxitolueno butilado (antioxidante) 0.03

Preparacion de 13A y formulaciones placebo para estudios de estabilidad preliminar
Esterilizacion de aceite de nuez de coco fraccionad 0

Aproximadamente 50 g del aceite de coco fraccionado (CRODAMOL GTC/C) se pesaron en un frasco conico de 100 ml
(vidrio de borosilicato), se tap6 (tapén de vidrio de borosilicato) y se coloca dentro de un horno pre-calentado (Gallenkampf
Hot box Oven con ventilador, Tamafio 2) a 173 + 5C por 1 h. Después de este procedimiento, el aceite se dej6 enfriar a
temperatura ambiente antes de su uso.

Adicion de I3A al aceite esterilizado

Aproximadamente 10 mg de I3A se pesaron con precision en un frasco de vidrio de 28 ml y se afiadié a aproximadamente
200 mg de alcohol bencilico (se anoto el peso exacto), que se habia filtrado previamente a través de un filtro MILLEX-GV de
0.22 um. Esta mezcla se agit6 periddicamente por aproximadamente 2 h hasta que el I3A se disolvié en el alcohol bencilico.
A esta mezcla se afiadié aproximadamente 9.79 g de aceite esterilizado y se agitdé por aproximadamente 5 minutos hasta
gue se obtuvo una solucién homogénea. El placebo se prepard de manera similar excepto que aproximadamente 9.80 g (en
contraposicion a 9.79 g) del aceite esterilizado (se anotd el peso exacto) se usaron para compensar el I3A. Pesos exactos y
composiciones porcentuales se muestran en las Tablas 19 y 20 para las formulaciones activas (I3A) y placebo.

Tabla 19 Cantidades objetivo y reales (y % p/p) par  a la formulacion de aceite I3A
Peso objetivo |Objetivo % p/p |Pesoreal |*Real % p/p

I3A 10 mg 0.10 10.15mg |0.101
Alcohol bencilico 200 mg 2.0 200.16 mg |1.998
Aceite de nuez de coco fraccionado |9.79g 97.9 9.80854g 97.901
Total 109 100 10.01885 g | 100

*Redondeado hasta 3 d.p.

Tabla 20 Cantidades objetivo y reales (y % p/p) par a la formulacién de aceite placebo
Peso objetivo |Objetivo % p/p |Pesoreal |*Real % p/p

Alcohol bencilico 200 mg 2.0 200.89mg |1.971
Aceite de nuez de coco fraccionado (9.8 g 98.0 9.99313g |98.029
Total 109 100 10.19402 g |100

*Redondeado hasta 3 d.p.
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Condiciones de almacenamiento de las formulaciones de I3Ay placebo

Las alicuotas de cada formulacion (placebo o activa) se dispensaron en frascos de vidrio &mbar con tapa de rosca de 2 mi
(vidrio de borosilicato), sellado y almacenado a dos condiciones de almacenamiento a saber 2-8C y 25 + 2TC. Las
formulaciones se probaron usando el método descritos mas abajo a tiempos de almacenamiento de hasta e incluyendo un
mes.

Estabilidad preliminar de I3A en aceite de nuez de  coco fraccionado

La Tabla 21 resume la estabilidad de I13A en aceite de nuez de coco fraccionado almacenado a 2-8C y 25 C durante 43
dias. El dato de estabilidad indica que parece no haber aumentos en el porcentaje de la isoforma 'a' durante el
almacenamiento a 2-8 y 25 después de 43 dias, com parable con el porcentaje de la isoforma 'a’ a partir de un lote fresco
de I3A at=0y t=43 dias.

Tabla 21. El porcentaje de la isoforma 'a’ como un porcentaje de la isoforma 'a' e I3A 'b' almacenado a dos condiciones por
43 dias.

% I3A'a’'
Muestra fresca de I3A en acetonitrilo en el tiempo cero 2.50
Tiempo 0 1.90
Tiempo 5 dias (2-8C) 1.86
Tiempo 5 dias (25C) 1.97
Tiempo 20 dias (2-8C) 1.94
Tiempo 20 dias (25<C) 1.93
Tiempo 28 dias (2-8C) 1.93
Tiempo 28 dias (25<C) 1.94
Tiempo 43 dias (2-8C) 1.95
Tiempo 43 dias (25<C) 1.91
Muestra fresca de I3A en acetonitrilo en el Tiempo 43 dias 2.14

RESULTADOS

No hubo diferencia significativa (p>0.05) en el area pico y el tiempo de retencion de las isoformas 'a' y 'b' de I3A entre las
muestras inyectadas en acetonitrilo o acetonitrilo/aceite.

De la lista de aceites disponibles dos fueron considerados adecuados para la formulacion del I3A a saber, aceite de nuez de
coco fraccionado y aceite de sésamo. La esterilizacion recomendada de aceite de sésamo es 2 horas a 170C, mientras que
para el aceite de coco fraccionado es 1 h a 170C. Esto tiene ventajas con respecto a la cantidad de tiempo y energia
gastada en la preparacion de la formulacion. Debido a la inestabilidad de 13A al calor (comprobado experimentalmente,
datos no mostrados), el aceite tiene que ser esterilizado por separado y el I3A afiadido asépticamente (filtrado) como una
solucion disuelta en alcohol bencilico. Un medio de filtro se identificé para ser adecuado para la filtracion de la mezcla
I3A/alcohol bencilico especificamente un filtro MILLEX-GV de 0.22 pm, sin embargo, la adsorcion de I3A sobre la membrana
del filtro aun requiere investigacion. Si se desea, debido a la relativamente baja viscosidad de este aceite (aproximadamente
30 mPas comparado con el aceite de sésamo que tiene una viscosidad de aproximadamente 44 mPas) la formulacion puede
prepararse ademas in situ con I13A/alcohol bencilico y la formulacion completa se esteriliza por filtracion.

EJEMPLO 5
Formulaciones Orales

Se seleccioné un nimero de excipientes para la formulaciones bucales, y 17 formulaciones no acuosas se prepararon y se
evaluaron visualmente para la consistencia y solvatacion.
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Una variedad de polimeros fue como potenciales vehiculos mucoadhesivos. Debido a la inestabilidad inherente de I13A en
sistemas acuosos, las formulaciones investigadas fueron no acuosas, sustituyendo glicerina y polietilenglicol (PEG) por la
fase acuosa.

MATERIALES

Material Suministrador
I13A

Lote nim. 0319

Alcohol bencilico Ph Eur, BP, NF

Lote nim. K31593981 301

Polietilenglicol 400 (PEG 400)

Lote nim. 8.17003.1000

Peplin Limited, Australia

Merck KGaA, Alemania

Merck KgaA, Alemania

Glicerina Sigma Chemical Co., Reino
Unido

Lote nim. 121K0152

Acido citrico

Lote nim. 111K0142

Mucina porcina - Tipo llI

Lote num. 68H7480

Carbopol 934 Serva, Alemania
Lote num. 15885

Metilcelulosa (MC) Fluka, Reino Unido
Lote nim. 404006/1

Hidroxietilcelulosa HX (HEC) Hercules, USA

Hidroxipropilcelulosa (HP)

Metanol grado HPLC acido trifluoroacético (TFA) Lote num. | Fisher Scientific, Reino Unido
0392851

Agua desionizada (18.2M ohm cm) Millipore, Reino Unido

METODOS
Deteccion visual preliminar de formulaciones de placebo

Diecisiete formulaciones de placebo se prepararon inicialmente y se seleccionaron visualmente para la consistencia y
solvatacion (Tabla 22). En resumen, las cantidades necesarias de PEG 400 y carbopol 934 se agitaron en frascos de vidrio
de 28 ml por 10 minutos con una espatula y los otros ingredientes se afiadieron en el siguiente orden, glicerina, alcohol
bencilico y metilcelulosa o0 HEC o HPC. Las formulaciones se mezclaron a continuacién con un agitador Silverson 14RT a
aproximadamente 10,000 rpm durante aproximadamente 2-3 minutos. Todas las formulaciones de placebo mezcladas se
dejaron solvatar toda la noche (>24 h) antes de la deteccion visual.
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Tabla 22. Composicion de las formulaciones de place  bo por evaluacién visual

Formulacién Namero / % p/p excipiente afiadido

Excipiente 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 17

PEG 400 26.0 |25.0 | 26.0 |26.5|25.0 |26.0 |26.8 |26.5|27.0 |27.5|27.0 |28.0 |26.5 |26.5 |26.0 | 26.5 26.0
Glicerina 70.0 |70.0 | 70.0 |70.0 |70.0 | 70.0 | 70.0 | 70.0 |70.0 | 70.0 | 70.0 | 70.0 | 70.0 | 70.0 | 70.0 | 70.0 70.0
Alcohol 10 |10 /10 |10 |10 10 /10 |10 1.0 (1.0 (1.0 (2.0 |1.0 |1.0 (1.0 (1.0 1.0

bencilico

Metilcelulosa 1.0 |1.0 0.2 |20 (1.0 1.0 1.0 |15

Carbopol 20 |3.0 (20 |15 |3.0 |20 (2.0 (05 |1.0 |05 |1.0 |05 |05 |15 |15 |15 15
HEC 1.0 |1.0 |1.0

HPC 1.0 1.0 |05 |2.0 1.0 15

Seleccion reoldgica de formulaciones de placebo (mu coadhesion)

Un enfoque para el estudio de la mucoadhesion es la caracterizacién reoldgica de la interfaz mucoadhesiva. Se basa en la
suposicion de que el grado de interpenetracion puede detectarse mediante la medicion de las diferencias en los parametros
reolégicos entre los geles de polimeros y sus mezclas con mucina. El aumento sinérgico de la viscosidad se ha propuesto
como un indice de fuerza de cohesion de bioadhesion A partir de la observacion visual, se escogieron cinco formulaciones
de placebo basado en la viscosidad y solvatacion, para otras evaluaciones reolégicas usando mucina porcina. Las
formulaciones escogidas se enumeran en la Tabla 23.

Tabla 23. Formulaciones escogidas para seleccionre  olégica
Formulacion Namero / %p/p excipiente afiadido

Excipiente 4 14 15 16 17
PEG 400 26.5 26.5 26.0 26.5 26.0
Glicerina 70.0 70.0 70.0 70.0 70.0
Alcohol bencilico 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Metilcelulosa 1.0 15

Carbopol 15 1.5 1.5 15 15
HEC 1.0

HPC 1.0 1.5

Preparacion de muestras para evaluacion reolégica.
Preparacion de mucina porcina

En resumen, 15 g de polvo de mucina porcina se pesaron en un vaso y se llevaron hasta 150 g usando agua desionizada
para dar una concentracion final de 10% p/p de mucina. Esto se dej6 hidratar a 2-8C por aproximadamente 2-3 h. La
mucina hidratada se diluyé después con agua desionizada para obtener una concentracion final de 5% p/p de mucina en
agua desionizada. Esto se dej6 hidratar durante la noche en la nevera a 2-8T.

Preparacion de mezcla de formulacién/mucina

Las formulaciones seleccionadas (Tabla 23) se prepararon como se describi6 anteriormente. A cada una de las
formulaciones se afiadié una peso igual de 10% p/p de mucina y se agit6 suavemente con una espatula. Esto se dejé
hidratar a 2-8C toda la noche. Adicionalmente, las formulaciones seleccionadas se diluyeron ademés (50:50 p/p) con agua
desionizada y se dej6 hidratar toda la noche en la nevera a 2-8<C.
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Procedimiento de prueba de reologia dindmica (oscilante)

La revision reolégica se llevo a cabo usando un reébmetro Carrimed CSL Aproximadamente 0.5 g de la muestra de prueba
se coloco entre la plataforma y la geometria de placas paralelas. Una vez que la muestra se comprimié entre la plataforma y
la placa, cualquier exceso de muestra se retir6 cuidadosamente con una espatula en los angulos rectos a la geometria.
Cada muestra se prob6 un total de cinco veces resultando en un espectro mecanico. Los pardmetros resultantes obtenidos
G', G" y tan & se usaron para evaluar la fuerza mucoadhesiva de las formulaciones, donde G' es el mddulo eléstico, G" el
mddulo viscoso y la tan © la relacion de G'a G".

Optimizacion y preparacion de formulaciones activas y placebo seleccionadas

Después de las pruebas reoldgicas se seleccionaron dos formulaciones para una mayor optimizacién (Formulacion 16y 17)
con respecto a la preparacién del lote de formulacién para la estabilidad. El proceso de fabricacion optimizado se usé para
preparar los lotes de formulaciones activas (conteniendo I3A) y placebo (25 g de cada una). La Figura 6 muestra la
preparacion de la Formulacion 16 activa y placebo con las cantidades objetivo de excipientes/farmaco usadas. En resumen,
la cantidad requerida de carbopol 934 se afiadi6 a PEG 400 en una botella de borosilicato y se calentd6 a 50C por
aproximadamente 2 h hasta que la mezcla se solvaté completamente. Esta mezcla se enfri6 a temperatura ambiente; la
cantidad requerida de glicerol afiadida y la mezcla se calenté a aproximadamente 60C en un bafio de agu a por 2 h hasta
que se formé una pasta homogénea. Se afiadid la cantidad requerida de HEC y se agité en la mezcla enfriada usando un
mezclador Silverson LART a aproximadamente 10,000 rpm por 2-3 minutos. Esta mezcla se dej6 solvatar completamente
durante la noche (aprox. 12 h) a temperatura ambiente. Como se muestra en la Figura 6 esto produjo una 'Formulacién
base'.

La formulacién activa se preparé disolviendo inicialmente el I3A en alcohol bencilico. La cantidad requerida de 13A/alcohol
bencilico se afiadié a la formulacién de base solvatada y con una espatula para dar una concentracion final de 0.1% p/p
I3A. Del mismo modo, la formulacién de placebo se preparé afiadiendo el alcohol bencilico a la mezcla solvatada y se agité
suavemente. La Formulacién 17 se preparé de manera similar. La Tabla 24 muestra el %p/p objetivo de excipientes/I3A en
las formulaciones de placebo y activas.

Aproximadamente 1 g de las formulaciones placebo y activas se alicuotaron en frascos con tapas de rosca de 2 ml y se
colocaron en estabilidad a 2-8C, 25T y 40C (la U Itima temperatura se utiliz6 para los estudios de estabilidad acelerada a
corto plazo).

Tabla 24. %p/p objetivo (a 1 d.p.) en las formulaci  ones placebo y activa optimizadas

Formulacién 16 Formulacién 17
Excipiente/farmaco Activo Placebo Activo Placebo
PEG 400 26.5 26.5 26.0 26.0
Carbopol 1.5 1.5 1.5 1.5
Glicerina 69.9 70.0 69.9 70.0
HPC 1.0 1.0 1.5 1.5
Alcohol bencilico 1.0 1.0 1.0 1.0
I3A (0319) 0.1 0.1

Andlisis de I3A en la formulacion
Extraccién de I3A a partir de la formulacién activa

A los efectos de la evaluacion del producto farmaco se cre6 un método de extraccion para evaluar la degradacion del I3A 'b'
para isoforma 'a' (pureza pico cromatografica). La extraccion de I3A a partir de la formulacién activa fue como sigue (el
mismo procedimiento se us6 ademas para la formulacion de placebo). En resumen, aproximadamente 1 g de la formulacion
se pesd con precision en un frasco volumétrico de 10 ml seguido de 1 ml de tampén de citrato (pH 3). Esto se agitd
suavemente a mano por aproximadamente 5 minutos hasta que fue homogéneo y se llevo hasta un volumen con metanol de
grado HPLC. El frasco se agité después en un agitador mecanico por aproximadamente 2 h. Los contenidos del frasco se
transfirieron después a un tubo de polipropileno de 15 ml y centrifugaron por 5 minutos a 2200 rpm. El sobrenadante se
alicuot6 en frascos de HPLC y se analizé.
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Datos preliminares de recuperacion (no mostrados) indicaron que aprox. 80% o mas de I3A 'b' se recuperé de la formulacion
activa y mas significativamente, no hubo interferencia de ninguno de los excipientes en la formulacion.

Método HPLC

El método de analisis para el andlisis de I3A en la formulacién bucal se muestra méas abajo.

Columna: Symmetry Cig - 5 um (Waters) (S/nim.T636515 07, P/ndm.
WATO054205)

Longitud de la columna: 150 x 3.90 mm

Temperatura de la columna: 30C

Precolumna: Symmetry Cig - 5 pm (Waters) (P/no.WAT054225)

Longitud de la precolumna: 20 x 3.90 mm

Fase movil: 0.02% v/v TFA en agua (A); 0.02% v/v TFA en acetonitrilo (B)
A : B; 50: 50 (composicién de partida) (GRADIENT, ver tabla
mas abajo)

Régimen de flujo: 1.0 ml/min

Longitud de onda UV: 230 nm (PDA)

Volumen de inyeccion: 10

Tiempo de ejecucion: 20 minutos

Temperatura del 8T

automuestreador:

Las muestras y los placebos se probaron en el tiempo cero. A aproximadamente 1-2 semanas, las muestras almacenadas a
407 se probaron ademas para obtener algin dato de estabilidad acelerada.

RESULTADOS
Seleccion Visual

La observacion visual se llevé a cabo cualitativamente y proporcioné un método relativamente eficiente de pre-seleccién de
un nimero de formulaciones con respecto a viscosidad y solvatacion. Las formulaciones de placebo se evaluaron por dos
evaluadores independientes y se rechazaron sobre la base de que la viscosidad era demasiado alta o demasiado baja.
Ademas, cualquier formulacién, que no se habia solvatada completamente, también fue rechazada. Era bastante evidente
que de acuerdo con el método de preparaciéon de una concentracion de Carbopol 934 mayor que 1.5% p/p produce geles no
acuosos que eran demasiado viscoso y/o no completamente solvatados. Una reduccion en la cantidad de Carbopol 934 a
0.5% p/p y la adicion de metilcelulosa a una concentracién de 2.0% p/p produjo un gel de baja viscosidad. Sin embargo, el
aumento de la concentracion de carbopol 934 a 1.0% p/p y la reduccién concomitante de la concentracion de metilcelulosa a
1.0% p/p dio aun un gel que tenia baja viscosidad. A partir de las observaciones visuales, parece que la adicién de
metilcelulosa no tuvo influencia sobre la viscosidad en gran medida en comparacién con la adicién de Carbopol 934. Sin
embargo, la metilcelulosa demostré tener propiedades mucoadhesivas y por lo tanto se prepararon formulaciones
adicionales que contuvieron 1.0 y 1.5% p/p metilcelulosa en combinacion con 1.5 % p/p de Carbopol 934. La evaluacién
visual de estas formulaciones mostré6 que eran homogéneas y tenian la consistencia necesaria para su evaluacion
adicional. Del mismo modo, HPC no se encontré que afecta la viscosidad con relacion a la adicion de Carbopol 934. Sin
embargo, desde que HPC se implico ademéas como un mucoadhesivo potencial, las formulaciones que contienen HPC en
1.0 y 1.5 % p/p junto con Carbopol 934 al 1.5 %/p/p se encontraron visualmente aceptables para la evaluacion reologica
adicional. La Formulacion 4 se encontr6 ademas que era visualmente aceptable con respecto a la viscosidad y la
solvatacion y esto incluyé HEC (otro potencial polimero mucoadhesivo). Por lo tanto cinco formulaciones (Formulacioén 4, 14,
15, 16 y 17) se evaluaron reol6égicamente por su fuerza mucoadhesiva usando mucina de cerdo.

Evaluacién reolégica de las Formulaciones 4, 14,15 ,16y 17
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El médulo elastico G' es una medida de la resistencia de la muestra a la deformacién elastica (es decir, un reflejo de la
conectividad de la red de polimero) y G" es una medida de la resistencia de la muestra a la deformacion viscosa.

La media de G'y G" a 5 Hz, promediado de 5 muestras se extrajeron a partir de los datos resultantes para permitir las
comparaciones entre diferentes formulaciones. Una expresion que tiene en cuenta la determinacion de las diferencias
sinérgicas, en términos de G'y G"; entre la mezcla de formulacién/mucina y los componentes individuales de esa mezcla se
da en la Ecuacion 1. Mientras superior, los valores de G' relativo mayor interaccién de la formulacion con la mucina.

Ecuacion 1

G fformulacian mueinal™ (G ffommulaciony + G jmucina
{G.[fc"nulacién: + G'-jm..d"a]]'

" Relativo =

Una ecuacion similar se puede usar para calcular G". La tan & se calculé mediante el uso de los valores G'y G" relativos
usando la Ecuacion 2.

Promedio G_relativa
“Promedio G relativo

tan Ecuacion 2

La figura 7 muestra los valores G'y G" relativos para todas las cinco formulaciones probadas y la Figura 8 muestra los
correspondientes valores tan .

Basado en la evaluacién reoldgica, el orden para el aumento en la fuerza mucoadhesiva se encontré que era Formulacién
17 > Formulacion 16 > Formulaciéon 14 > Formulacién 15 > Formulacion 4. Sin embargo, las Formulaciones 14 y 15
muestran grandes variaciones (como se observa con las grandes desviaciones estandar). Esto se podria deber a las
interacciones no-homogéneas de estas formulaciones con mucina. Ademas, la G' generada para las formulaciones en agua
desionizada se encontr6 ademas que tiene grandes variaciones lo que indica asi que estas formulaciones muestran
hidratacién no homogénea. La Formulacién 4 se encontré que tiene los valores mas altos de G' cuando se mezcla con la
mucina, sin embargo, el valor G' fue significativamente inferior (p< 0.05) comparado con todas las otras formulaciones
probadas. Esto se atribuyé al hecho de que los valores G' para la Formulacién 4 dispersada en agua fueron
considerablemente superiores en comparacion con todas las formulaciones dispersadas en agua. Parece que la
Formulacién 4 produjo un gel viscoelastico en agua relativamente bueno (en comparacion con las otras formulaciones en
agua), sin embargo parecio alli haber una interaccién relativamente pequefia con la mucina ya que el valor G' relativo que
elimina el efecto de la formulacién (asi como el efecto de mucina) fue significativamente inferior. Basado en los valores G'
relativos, las Formulaciones 16 y 17 mostraron la mayor interaccién con la mucina de cerdo deduciendo que estas dos
formulaciones se podrian usar como potenciales formulaciones mucoadhesivas. Las Formulaciones 14 y 15 mostraron
alguna interaccion con la mucina, sin embargo la hidratacion/interaccién de estas formulaciones podria ser no homogénea
como se juzga por las grandes desviaciones estandar. La Formulacion 4 mostré el valor G' relativo mas bajo y por lo tanto
la interaccién mas baja. Los valores tan & correspondientes son una medida relativa de la viscoelasticidad, el tan & inferior
indica un entrelazado relativamente superior y por el contrario el tan & superior indica un entrelazado relativamente bajo
(debido a un componente viscoso relativamente mas grande) y asi apoyan estas observaciones.

Optimizacion y preparacion de formulaciones activas y placebo seleccionadas.

El procedimiento de optimizacion se llevé a cabo para reducir el tiempo de preparacion para las formulaciones desde aprox.
24 h a por debajo de aprox. 12 h. Las formulaciones 16 y 17 se escogieron para los estudios de optimizacion y de
estabilidad.

Andlisis HPLC de las formulaciones de I3A
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Tabla 25 muestra el porcentaje de purezas pico para I3A 'b' asi como también el porcentaje del &rea de la isoforma 'a' y
otros picos no asignados (UAP) para las Formulaciones 16 y 17 tomados en el tiempo cero. Se muestra ademas como un
comparador el porcentaje de pureza pico de una muestra 0.1% p/p I13A de gel de IPA en el tiempo cero. Todos los picos
para las formulaciones bucales se integraron manualmente y se compararon con las formulaciones de placebo respectivas.

Tabla 25. Porcentaje de purezas pico de las formula  ciones en el tiempo cero.

Formulacién % pureza pico I3A b’ % isoforma 'a' % Total UAP
16 99.6 0.3 0.1
17 99.7 0.3 0.0
0.1% p/p gel de IPA 99.2 0.5 0.3

La Tabla 26 muestra el porcentaje de purezas pico para I3A 'b', asi como el porcentaje del area de la isoforma 'a' y otros
picos no asignados (UAP) para las Formulaciones 16 y 17 tomadas en aproximadamente dos semanas después del
almacenamiento a 2-8 € y 40 T (estabilidad aceler ada). Tabulado ademas como un comparador esta el porcentaje de
pureza pico de 0.1 % p/p I3A de gel de IPA almacenado a 40 € por una semana. Todos los picos de las formulaciones
bucales se integran manualmente en comparacion con las respectivas formulaciones de placebo.

Tabla 26. Porcentaje de purezas pico cromatografico de formulaciones al tiempo aprox. 1-2 semanas alma  cenado a

2-8C y 40<T.

% pureza pico I3A'b’ % isoforma ‘a’ % Total UAP
Formulacion 2-8C 40C 2-8C 40C 2-8C  4DT
16 99.8 99.2 0.2 0.4 0.0 0.4
17 99.8 99.3 0.2 0.4 0.0 0.3
*0.1% p/p gel de IPA ND 98.3 ND 1.6 ND 0.1

*Pureza pico después de una semana; ND - no determinado

No parece haber ninguna diferencia aparente en el porcentaje de pureza pico de I3A en cualquiera de las formulaciones, en
el tiempo cero al valor inicial en el recibo (99.3% I3A 'b', reporte PB21001/24). Ademas, el porcentaje del &rea de la isoforma
'a’ en el recibo fue 0.40%, que es similar al porcentaje de area pico para la isoforma 'a' en el tiempo cero (Tabla 25).

No hubo un aumento notable en el porcentaje de la isoforma 'a' después de aproximadamente 1-2 semana de
almacenamiento de las formulaciones bucales, a 2-8°C (Tabla 26), mientras que un aumento en el porcentaje de la isoforma
'a’ se observé para todas las muestras bucales almacenadas a 40C. Sin embargo, el aumento en el porce ntaje de la
isoforma 'a’ observado para el 0.1 % p/p gel de IPA fue superior (1.60%) después de 1 semana de almacenamiento a 40C.
Basado en el porcentaje de las purezas pico, este dato preliminar parece indicar que las formulaciones I3A bucales son al
menos tan estable como gel de IPA 0.1 % de I3A y posiblemente ain mas estable.

EJEMPLO 6

Formulaciones de poloxamero

Cuatro formulaciones de poloxamero se investigaron.

MATERIALES
Material Suministrador
I3A'b'

Peplin Limited, Australia.
Lote num. 0319.

Acido citrico monohidrato BP Lote nim. R11115 Raught Ltd, Reino Unido
Citrato tris6dico dihidrato BP Lote nim. R0092143 Raught Ltd, Reino Unido
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Material Suministrador

Agua desionizada Millipore, Reino Unido
Poloxamero 407 (Lutrol F127) Lote nim. WPTY562B BASF, Alemania
Etanol (Analar) 99.7-100% p/p Lote num. L354007 BDH, Reino Unido
Polietilenglicol 400 (PEG 400) Lote nim. 53820403 312 Merck, Alemania
Propilenglicol Lote nim. K32254378 336 Merck, Alemania

Acetonitrilo (ACN) Gradiente HPLC Grado Lote niim. 0309807 |Fisher Scientific, Reino Unido
Acido trifluoroacético (TFA) Lote nim. 0263747 Fisher Chemicals, Reino Unido
Alcohol bencilico Ph Eur, BP, NF

Lote nim. K31593981 301

Merck KGaA, Alemania

METODOS

Seleccion de los excipientes
Antes de los estudios de preformulacion, se identificaron varios excipientes adecuados para las formulaciones de
poloxamero, y se enumeran méas abajo junto con las concentraciones maximas recomendadas.

Excipientes Concentracion

Propilenglicol 75.2 %plv (IM); 60.0 %v/v (1V)
*PEG 400 65.0 %p/v (IV); 18 %v/v (IM)
Alcohol bencilico |3.0 %p/v (IV)

Acido citrico 1.0 % p/v (IM)

Citrato sodico 2.85% p/v (IM)

*Usado para la formulacién de control

Preparacion de formulaciones para estudios reoldgic 0s

Varias formulaciones placebo de poloxamero 407 se prepararon usando los excipientes enumerados anteriormente para
evaluar el comportamiento reoldgico.

Preparacion del tampén de citrato pH 3

Acido citrico monohidrato (PM 211g/mol) se prepar6 en agua desionizada a una concentracién de 0.1 M. Una solucién de
citrato trisédico dihidratado, 0.1 M, (PM 294.1 g/mol) se prepar6é ademas en agua desionizada. Solucién tampon de citrato
pH 3 se prepar6 al mezclar 40% v/v de solucion de &cido citrico monohidrato (0.1 M), 10% v/v solucién de citrato trisédico
dihidrato (0.1 M) y 50% v/v agua desionizada y el pH final pH se midié usando un pH metro (3320 JENWAY).

Preparacion de soluciones 'base' de poloxamero 407

Los estudios preliminares indicaron que las soluciones de poloxamero 407 a un intervalo de concentracion entre 18-20% p/p
fueron adecuados, para proporcionar un intervalo de viscosidades, con valores de cmt variables. Las soluciones de
poloxamero se prepararon usando el método en frio reportado por Schmolka (1972).

En resumen, las cantidades necesarias de poloxamero 407 (Tabla 27) se afiadieron ya sea al tampén de citrato pH 3 o
propilenglicol/tampon de citrato pH 3 en botellas Duran de vidrio de borosilicato de 100 ml. El propilenglicol/tampén de citrato
pH 3 se prepar6 previamente pesando la cantidad adecuada de propilenglicol y tampén de citrato pH 3 (Tabla 27) y se agito
por 1-2 minutos hasta que fue visualmente homogéneo. Las botellas Duran que contienen los ingredientes se taparon y
colocaron en un bafio de hielo/agua por 4 h con agitacion frecuente cada 15 minutos, hasta que se produjeron las
soluciones claras. Estas soluciones se almacenaron a 2-8TC hasta que fue necesario.

Procedimiento de esterilizacion
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Dado que los geles se requieren para la terapia intralesional, la esterilizacion es importante. Para lograr la esterilizacion, los
geles preparados se autoclavearon usando el método de BP, donde aproximadamente 100 g de cada uno de los geles
enumerados en la Tabla 27 se coloc6 en botellas Duran de 100 ml y autoclaved por 15 minutos a 121 C. Después de este
procedimiento, los geles se dejaron enfriar a temperatura ambiente, y se almacenaron después a 2-8 T hasta que fue
necesario.

Tabla 27. Cantidades reales y objetivo de las soluc  iones 'base’ de poloxamero

Polox-01 Polox-02 Polox-pg-01 Polox-pg-02
Excipientes peso peso peso peso peso peso peso peso

objetivo/g  |reallg objetivo/g | reallg objetivo/g | reallg objetivo/g  |reallg
Poloxamero 407 |18 18.03366 |20 20.0138 |18 18.04115 |20 20.02152
Propilenglicol 10 10.01009 |10 10.01882
Tampon de
citrato pH 3 82 82.1126 |80 80.1427 |72 72.1025 |70 70.0849
Total 100 100.146 100 100.157 |100 100.154 100 100.125

Tabla 28. Cantidades reales y objetivo de formulaci  ones de placebo para la evaluacién reoldgica

Polox-01-placebo Polox-02-placebo Polox-pg-01-placebo | Polox-pg-02-placebo
Excipientes peso peso peso peso peso peso peso peso
objetivo/g | reallg objetivo/g | reallg objetivo/g | reallg objetivo/g | reallg
Polox-01 9.90 9.90671
Polox-02 9.90 9.90458
Polox-pg-01 9.90 9.90885
Polox-pg-02 9.90 9.90033
alcohol  bencilico/
Tampén de citrato | 0.10 0.10173 |0.10 0.10115 |0.10 0.10027 |(0.10 0.10161
Total 10.0 10.00844 |10.0 10.00573 |10.0 10.00912 |10.0 10.00194

Preparacion de formulaciones de poloxamero placebo para evaluacion reoldgica

Debido a la inestabilidad de I3A a la esterilizacién por calor, las formulaciones que contienen I3A deben prepararse
mediante la disolucion de I3A en un solvente adecuado seguido por la adicion aséptica (es decir filtracion aséptica) a las
soluciones de poloxamero 'base' autoclaveadas. El solvente de seleccidon fue alcohol bencilico. Sin embargo, para la
evaluacion reolégica solamente se prepararon formulaciones de poloxamero placebo que contenian alcohol bencilico debido
a la limitada disponibilidad de I3A.

Preparacion de la solucién de alcohol bencilico/tam pon de citrato pH 3

La cantidad de tampdn de citrato afiadida al alcohol bencilico fue 2.5% p/p, la que estuvo por debajo de la solubilidad del
tampon de citrato pH 3 en alcohol bencilico. En resumen, aproximadamente 0.5 g de tampén de citrato pH 3 se afiadieron a
19.5 g de alcohol bencilico para dar un porcentaje final de tampén de citrato de 2.5 %p/p en alcohol bencilico. Esta solucion
se filtr6 después a través de un filtro Millipore (0.22 pm MILLEX-GV, MILLIPORE) para imitar la condicién de filtracién
aséptica.

Adicién de solucion de alcohol bencilico/tamp6n de citrato pH 3 a soluciones 'base' de poloxamero

Las formulaciones de placebo (Tabla 28) se prepararon mediante la adicién de la cantidad requerida de alcohol
bencilico/tampén de citrato filtrada pH 3 a las soluciones 'base' de poloxamero esterilizadas preparadas anteriormente. En
resumen, aproximadamente 9.90 g (se anot6 el peso exacto en la Tabla 28) de cada solucién 'base’ de poloxamero se peso
en un frasco de vidrio de soda de 20 ml y esto se enfrié en hielo/agua para formar un liquido (a temperatura ambiente estas
soluciones forman geles). A la 'base' de poloxadmero enfriada aproximadamente 0.10 g (peso exacto mostrado en la Tabla
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28) de alcohol bencilico/tampon de citrato filtrado pH 3 se afiadid y agité con vortice por 2 minutos hasta que se obtuvo una
solucion homogénea visualmente clara. Estas formulaciones se almacenaron después a 2-8C hasta que fue necesario.

Evaluacién reolégica

La evaluacién reoldgica se llevo a cabo usando un reémetro Carrimed CSL2 Aproximadamente 0.4 g de la muestra de
prueba se colocé entre la plataforma y la geometria de placas paralelas. Una vez que la muestra se comprimié entre la
plataforma y la placa, cualquier exceso de muestra se retir6 cuidadosamente con una espatula en los angulos rectos a la
geometria. Cada muestra se probd un total de tres veces y las viscosidades resultantes se registraron en funcion de la
temperatura.

Preparacion de formulaciones activas y placebos rel ativos para los estudios de estabilidad y liberacié n

A continuacion de la evaluacién reolégica, las formulaciones de poloxamero activa (I3A) y placebo se prepararon para los
estudios la estabilidad y liberacion. Ademas, las formulaciones PEG 400 placebo y activas (0.1% p/p I3A) se prepararon
ademas como formulaciones de control para las pruebas de liberacion.

Preparacion de I13A concentrada en alcohol bencilico  /tampdn de citrato

Aproximadamente 50 mg (cantidad objetivo) de I3A se pesé con precision en un frasco bijou de vidrio de 7 ml junto con 500
mg (cantidad objetivo) de alcohol bencilico/Tampén de citrato pH 3. Esta mezcla se agit6 con vortice periédicamente por 5
minutos hasta que el I13A se disolvi6.

Preparacion de formulaciones de poloxamero placebo y activo .

Las formulaciones de placebo se prepararon como se describié anteriormente (Tabla 28). Las formulaciones de poloxamero
activo (I3A) que contienen una concentracién objetivo de 0.1 % p/p I3A 'b' se prepararon de manera similar a las
formulaciones de placebo excepto que el peso extra debido a la adicién del I3A 'b' se compens6 por una reduccién similar
en la cantidad de solucion 'base' de poloxamero afiadido (Tabla 29). En resumen, aproximadamente 110 mg (se anoto el
peso exacto) de I3A/alcohol bencilico/Tampon de citrato pH 3 se afiadié a 9.89 g de la solucion 'base' de poloxamero
esterilizada, enfriada, y se agité con vértice por aprox. 2 minutos hasta que se obtuvo una solucién homogénea visualmente
clara. Los pesos exactos y pesos objetivos se muestran en la Tabla 29.

Tabla 29. Cantidades reales y objetivo de las formu  laciones de poloxamero activo para estudios de esta  bilidad y

liberacion

Polox-01-activo Polox-02-activo Polox-pg-01-activo Polox-pg-02-activo
Excipientes peso peso peso peso peso peso peso peso real/g

objetivo/lg | reallg objetivo/g |reallg objetivo/g |real/g objetivo/g
Polox-01 9.89 9.89261
Polox-02 9.89 9.89098
Polox-pg-01 9.89 9.89461
Polox-pg-02 9.89 9.89704
*|3A/alcohol
bencilico/ tampo6n de
citrato 0.11 0.11051 |0.11 0.109.99 |0.11 0.11496 |0.11 0.11338
Total 10.0 10.00312 |10.0 10.00097 10.0 10.00957 [10.0 10.01042

*Exacto I3A en alcohol bencilico/tampén de citrato pH 3 = 0.09118 g/g

Tabla 30. Cantidades reales y objetivo de las formu  laciones PEG400 control placebo y activas para estu  dios de

liberacién
PEG 400-placebo PEG 400-activo
Excipientes peso objetivo/g peso reallg | peso objetivo/g peso real/g
PEG400 7.92 7.92151 7.912 7.91457
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PEG 400-placebo PEG 400-activo
Excipientes peso objetivo/g peso real/lg | peso objetivo/g peso real/g
Tampon de citrato pH 3 1.98 1.97021 1.978 1.99458
Alcohol bencilico 0.10 0.10592
*I3A/alcohol bencilico 0.11 0.11274
Total 10.0 10.02189 10 10.02189

Exacto I3A en alcohol bencilico = 0.09155 g/g

Preparacion de formulaciones PEG400 control

Siguiendo un procedimiento similar, se afiadié 12.5 mg de I13A a 125 mg de alcohol bencilico, que habia sido previamente
filtrado a través de un filtro Millipore (0.22 pum MILLEX-GV, MILLIPORE). Esta solucién se agit6é con vortice por
aproximadamente 5 minutos hasta que el I3A se disolvié completamente. Para preparar las formulaciones de control activas
aproximadamente 110 mg de esta mezcla se afiadié a una solucién de 7.912 g de PEG400 y 1.978 g de tampén de citrato
pH 3. Los placebos se prepararon de manera similar, excepto que aproximadamente se usaron 7.92 g de PEG400y 1.98 g
de tampodn de citrato y 100 mg de alcohol bencilico esterilizado. Los pesos exactos y pesos objetivos se muestran en la
Tabla 6 de las formulaciones PEG 400 placebo y activas, respectivamente.

Condiciones de almacenamiento para formulaciones de poloxamero activas y placebo

Las alicuotas de cada una de la formulacion poloxamero 407 ( placebo o activo) se dispensaron en frascos de vidrio &mbar
con tapa de rosca de 2 ml (vidrio de borosilicato), sellaron y almacenaron a tres condiciones de almacenamiento a saber 2-8
T,25+2 T y40 +2 T para estudios de estabil idad.

Prueba de estabilidad del I3A en formulaciones de p  oloxamero

Para el propésito de evaluacion del producto farmaco un método de extraccion se fijo para evaluar la degradacion de I13A 'b’
a la isoforma 'a' (pureza pico cromatogréfico). La extraccion de I3A a partir de la formulacion activa fue como sigue (el
mismo procedimiento se us6 ademas para la formulacién placebo). En resumen, aproximadamente 0.5 g de la formulacion
se pesob con precision en un frasco volumétrico de 5 ml y completé hasta la marca con acetonitrilo grado HPLC/tampén de
citrato pH 3 (90:10 v/v). La solucion se alicuoté en frascos de HPLC y se analizé.

Los datos preliminares de recuperacion (no mostrados) indicaron que aprox. 80 % o mas de I3A 'b' se recuper6 a partir de la
formulacion activa y més significativamente, no hubo interferencia de ninguno de los excipientes de la formulacién. Las
formulaciones se analizaron en t = 0 y los estudios de estabilidad acelerada (40°C) se llevaron a cabo en t = 5 semanas.

Estudios preliminares de liberacion de 13A

La liberacién de I13A 'b' de las formulaciones a través de la membrana sintética se investigd usando las células de difusion de
Franz bajo condiciones ocluidas.

Seleccion del fluido receptor

El fluido receptor empleado para tratar y mantener las condiciones de inmersion fue de 20% v/v de etanol/tamp6n de citrato
(pH 3.0) y este se incorpord en la célula de Franz y se agité constantemente con un agitador magnético. Se llevaron a cabo
estudios preliminares de estabilidad en I3A en 20% v/v etanol/tamp6én de citrato (pH 3.0) a 37<C durante aprox. 18 h. El
aumento del porcentaje de area pico en la isoforma 'a' después de 18 h se encontré que era 0.26%. Para el propdsito del
estudio célula de Franz esto se consider6 aceptable. La solubilidad cinética de I3A en 20% v/v de etanol/tampdn de citrato
(pH 3.0) se determin6 que era 509.7 + 3 pg/ml a 25 <C.

Estudios de liberacién in vitro (célula de Franz)

Células de difusion de Franz calibradas individualmente con un &rea de superficie de difusion promedio de 0.53 cm? y un
volumen del receptor promedio de 1.85 + 0.02 ml se usaron para realizar el estudio de liberacion. Las membranas de
celulosa regeneradas (MWCO 12000-14000) se prepararon, se cortaron y se montaron en las células de Franz. Las
membranas se dejaron equilibrar con la fase receptora por 30 minutos antes de aplicar las formulaciones. Una dosis infinita
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de 0.5 g de cada formulacion se aplico en la superficie de la membrana usando un desplazamiento positivo Finnpipette®.
Una lectura de la muestra se investigé (26 h después de la aplicaciéon del gel) de manera que 200 pl del fluido receptor se
retird cuidadosamente desde el brazo de la célula de Franz. A lo largo del experimento, se reemplazaron las pérdidas en el
liquido receptor debido a la evaporacion de las células de Franz para mantener un volumen constante. El experimento se
realiz6 en condiciones ocluidas (la parte superior de los pocillos superiores de donantes se cubrié con Parafilm ®), para
todas las formulaciones (n=3 células de Franz por formulacion activa y n=1 células de Franz por formulacion placebo). Las
muestras se analizaron a través de HPLC, como se describié en el Ejemplo 1, y la concentracion de I3A 'b' liberada se
evalué usando una serie de estandares de calibracion preparados en 80 % v/v de tampon de citrato/20 % v/v de etanol.

RESULTADOS
Esterilizacion de soluciones 'base' de poloxamero

Inmediatamente después de la esterilizacion de las soluciones 'base’ de poloxamero, polox-01 y polox-02 -sin propileno
mostraron separacion de fase. Una vez enfriadas en hielo/agua estas soluciones se convirtieron en fases homogéneas,
claras. Sin embargo, las soluciones 'base' que contienen propilenglicol, polox-pg-01 y polox-pg-02 no mostraron separacion
de fase inmediatamente después de la esterilizacion, lo que sugiere que la adicién de propilenglicol inhibe este fendémeno.

Evaluacién reolégica

Los estudios reoldgicos se llevaron a cabo en formulaciones de poloxamero placebo y la viscosidad (Pa.s) se determind en
funcion de la temperatura (C), con el intervalo de temperatura de 4-40<C. El valor ctm se determind t omando el punto medio
de la inflexion. Para todas las formulaciones de placebo hubo un pequefio aumento en la viscosidad con el aumento de
temperatura hasta que en un punto determinado, en la cmt, hubo un aumento espectacular en la viscosidad con un pequefio
aumento de la temperatura. Se encontr6 que el valor de la cmt era dependiente de la concentracion, es decir, mientras
menor es la concentracion de poloxamero 407, el valor cmt sera superior. Ademas, la adicion de propilenglicol a las
formulaciones poloxdmero placebo redujo ademas la cmt. Sin embargo, por encima de la cmt, las viscosidades para las
mismas muestras aumentaron aproximadamente 1.5-2 veces en comparacion con las respectivas formulaciones libres de
propilenglicol. Por ejemplo, a 37 C, la viscosidad de Polox-01-placebo se encontr6 que era aprox. 1.2 Pa.s, mientras que la
respectiva formulacion placebo de propilenglicol (Polox-pg-01-placebo) se encontré que era 2.4 Pa.s. Por lo tanto, la adicién
de propilenglicol parece aumentar la viscosidad por encima del valor cmt, sin embargo, se reduce el valor real cmt. Tabla 31
resume los valores cmt y viscosidades a 37 para t odas las formulaciones.

Tabla 31. Valores cmt y viscosidades (a 37C) para  todas las formulaciones de poloxamero placebo (n=3 + SEM)

Polox-01- Polox-02- Polox-pg-01- Polox-pg-02-

placebo placebo placebo placebo
Cmt/T 28.5 + 0.07 21.9 +0.03 22.7 £0.00 18.2+0 .03
Viscosidad (Pa.s) a|1.2+0.08 2.9+0.06 24 +0.01 3.4+0.04

37C

Estudios de estabilidad del I3A en formulaciones de poloxamero

Tabla 32 muestra el porcentaje de purezas pico para I3A 'b' asi como también el porcentaje del &rea de la isoforma 'a' y
otros picos no asignados (UAP) para todas las formulaciones de poloxamero activas tomados en el tiempo cero. Se muestra
ademas como un comparador el porcentaje de pureza pico de un gel de IPA 0.1% p/p I13A en el tiempo cero. Todos los picos
se integraron manualmente y se compararon con las formulaciones de placebo respectivas.

Tabla 32. Porcentaje de purezas pico de las formula  ciones en el tiempo cero.

Formulacién % pureza pico I3A b’ % isoforma 'a' % Total UAP
Polox-01-activo 99.8 0.2 0.0
Polox-02-activo 99.8 0.2 0.0
Polox-pg-01-activo 99.8 0.2 0.0
Polox-pg-02-activo 99.8 0.2 0.0
0.1% p/p gel de IPA 99.2 0.5 0.3
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Tabla 33 muestra el porcentaje de purezas pico para el I3A 'b' asi como también el porcentaje del area de la isoforma 'a' y
otros UAP para todas las formulaciones activas tomadas a las cinco semanas después del almacenamiento a 40C
(estabilidad acelerada). Se tabulé como un comparador ademas el porcentaje de pureza pico del gel de IPA 0.1% p/p I13A
almacenado a 40T por cuatro semanas. Todos los pic os se integraron manualmente en comparacion con la formulacion de
placebo respectiva.

Tabla 33. Porcentaje de purezas pico cromatografica s de formulaciones en el tiempo de cinco semanas,
almacenado a 40<C.

Formulacién % pureza pico I3A ‘b’ % isoforma ‘a' % Total UAP
Polox-01-activo 95.6 2.6 1.8
Polox-02-activo 93.3 2.8 3.9
Polox-pg-01-activo 92.2 2.7 5.1
Polox-pg-02-activo 93.3 3.0 3.7
*0.1% p/p gel de IPA 94.8 4.7 0.5

*Probado después de cuatro semanas de almacenamiento a 40C usando el método HPLC 1

No hay ninguna diferencia evidente en el porcentaje de pureza pico del I3A en ninguna de las formulaciones de poloxamero.
En el tiempo cero, sin embargo, el porcentaje de la isoforma 'a' es inferior para estas formulaciones comparado con el gel de
IPA I3A, posiblemente como resultado de la adicion de una pequefia cantidad de tampdn de citrato pH 3 afiadido al alcohol
bencilico durante la fabricacion de las formulaciones.

Un aumento en el porcentaje de la isoforma 'a' se observé para todas las formulaciones de poloxamero activos después de
cinco semanas de almacenamiento a 40C. Sin embargo, el aumento en el porcentaje de la isoforma 'a' observado para el
0.1 % p/p de gel de IPA fue superior (4.7 %) después de cuatro semanas de almacenamiento a 40C. Basad o en los
porcentajes de purezas pico estos datos parecen indicar que la estabilidad de las formulaciones de poloxamero I3A son
comparables al gel de IPA 0.1 % I3A.

Estudios preliminares de liberacion

La Figura 9 muestra la cantidad liberada (pg/cmz) después de 26 h, de I3A a partir de formulaciones 0.1% p/p gel de
poloxamero y PEG 400. No se encontré diferencia significativa en la liberacion (p>0.05) entre ninguna de las formulaciones
de poloxamero, sin embargo la liberacién de todas las formulaciones de poloxdmero fue significativamente mas lenta
(p<0.05) que la liberaciéon de la formulacion PEG400 control. La cantidad de I3A 'b' liberada promediada para todas las
formulaciones de poloxamero fue aprox.16 pg/cm 2 mientras que la cantidad liberada de la formulacién PEG 400 control fue
aprox. 53 pg/cm®; esto representa una reduccion de aprox. 70 % en la cantidad de I3A 'b' liberada de todas las
formulaciones de poloxamero en comparacion con el control después de 26 h.

RESULTADOS

Cuatro formulaciones de poloxamero se investigaron en este estudio Estos geles de poloxamero dieron un aumento en la
viscosidad (a 37 ), donde la viscosidad de polox- 01-placebo < polox-pg-01-placebo < polox-02-placebo < polox-pg-02-
placebo. Ademas, la adicion de propilenglicol parece aumentar la viscosidad por encima del valor cmt, sin embargo, se
reduce el valor real cmt.

La estabilidad de los geles de poloxamero parece ser comparable con el gel de IPA 0.1 % I3A bajo condiciones aceleradas.
Estudios de liberacién mostraron que no hubo diferencia significativa en la liberacién (p>0.05) entre ninguna de las
formulaciones de poloxamero; sin embargo, la liberacién de todas las formulaciones de poloxamero fue significativamente
mas lenta r (p<0.05) que la liberacion de la formulacion PEG 400 control. Ademas, se observé una reduccion de aprox. 70%
en la cantidad de I3A 'b' liberada de todas las formulaciones de poloxamero en comparacién con el control, después de 26 h.
EJEMPLO 7

La liberacion in vitro de I3A 'b' de formulaciones intralesionales basadas en aceite se investigd en comparacién con la
formulacion PEG 400 control.
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MATERIALES
Material Suministrador
I3A'b' o )
Peplin Limited, Australia.
Lote nim. 0319.
Acido citrico monohidrato BP Lote nim. R11115 Raught Ltd, Reino Unido

Citrato trisddico dihidrato BP

Lote nim. R0092143

Agua desionizada Millipore, Reino Unido
Crodamol GTC/C (Triglicéridos de cadena media)
Lote nUm.GE03907/3270

Etanol (Analar) 99.7-100% p/p

Lote nim. L354007

Polietilenglicol 400 (PEG 400)

Lote num. 53 820403 312

Alcohol bencilico Ph Eur, BP, NF

Lote nim. K31593981301

Acetonitrilo (ACN) Gradiente grado HPLC

Lote num. 0309807

Acido trifluoroacético (TFA)

Lote num. 0263747

Hidroxitolueno butilado (BHT)

Lote nim. CHASMP115

Croda, Singapore

BDH, Reino Unido

Merck, Alemania

Fisher Scientific, Reino Unido

Jan Dekker International, Paises Bajos

METODOS
Preparacion de i3a (activo) y formulaciones de plac  ebo para estudios de liberacion

Se prepararon tres formulaciones de aceite con los placebos respectivos. La cantidad de alcohol bencilico se mantuvo a 1%
p/p. La preparacién de dos formulaciones involucra la adicion de un antioxidante antes de la esterilizaciéon con calor del
aceite o la adicién de antioxidante después de la esterilizacion del aceite.

Preparacion de la formulacion de aceite (como se re  porta en PB23001/2) 'Croda-BA'
Esterilizacion de aceite de nuez de coco fraccionad o

Aproximadamente 100 g del aceite de nuez de coco fraccionado (CRODAMOL GTC/C) se pes6 en un frasco conico de 100
ml (vidrio de borosilicato), se tap6 (tapén de vidrio de borosilicato) y se colocé dentro de un horno pre-calentado
(Gallenkampf Hot box Oven con ventilador, Tamafio 2) a 170 + 2 por 1 h. Después de este procedimiento, el aceite se
dej6 enfriar a temperatura ambiente antes de su uso.

Adicion de I3A al aceite esterilizado

Aproximadamente 15 mg de I3A se peso con precision en un frasco de vidrio de 20 ml y se afiadié aproximadamente a 150
mg de alcohol bencilico (se anot6 el peso exacto), que se habia filtrado previamente a través de un filtro MILLEX-GV de 0.22
pm. Esta mezcla se agité con vortice periodicamente por aproximadamente 2 h hasta que el I3A se disolvié en el alcohol
bencilico. A esta mezcla se afiadi6 aproximadamente 14.835 g del aceite esterilizado y se agité con vortice por
aproximadamente 5 minutos hasta que se obtuvo una solucion homogénea. El placebo se preparé de manera similar
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excepto que aproximadamente 14.85 g del aceite esterilizado (se anotd el peso exacto) se usé para compensar el I13A.
Pesos exactos y composiciones porcentuales se muestran en la Tabla 34 y 35 para las formulaciones activas (I3A) y
placebo.

Tabla 34. Cantidades objetivo y reales (y % p/p) pa rala formulacion de aceite Croda/BA de I13A
Peso objetivo |Objetivo % p/p |Pesoreal |*Real % p/p

I3A (0319) 15 mg 0.10 1556 mg |0.104
Alcohol bencilico 150 mg 1.0 159.98 mg |1.065
Aceite de nuez de coco fraccionado |14.835 g 98.9 14.84625 98.831
Total 159 100 15.02179 g | 100

*Redondeado hasta 3 d.p.

Tabla 35. Cantidades objetivo y reales (y % p/p) pa rala formulacion de aceite placebo Croda/BA
Peso objetivo |Objetivo % p/p |Peso real |*Real % p/p

Alcohol bencilico 150 mg 1.0 149.84 mg 0.999
Aceite de nuez de coco fraccionado |14.85¢g 99.0 14.85161 g |99.001
Total 15¢g 100 15.00145 g |100

*Redondeado hasta 3 d.p.

Preparacion de formulacion de aceite 'Croda-BA/Anti  ox

El almacenamiento a largo plazo de los aceites puede conducir a la rancidez, que pueda perjudicar el producto farmaco. Por
lo tanto, puede incluirse un antioxidante en la formulacion (después de la esterilizacién por calor) para reducir este efecto.
Formulaciones placebo y activas que contienen un antioxidante después de la esterilizacion por calor del aceite se
prepararon de acuerdo con la metodologia siguiente.

Preparacion de la mezcla antioxidante/alcohol benci  lico

Aproximadamente 60 mg de antioxidante (BHT) se disolvieron en 2 g de alcohol bencilico y se filtré a través de un filtro
MILLEX-GV de 0.22 pym.

Adicion de I3A al aceite esterilizado

Aproximadamente 15 mg de I3A (lote 0319) se pesO con precision en un frasco de vidrio de 20 ml y se afiadié a
aproximadamente 154.5 mg de BHT/alcohol bencilico preparado como anteriormente. Esta mezcla se agité con vortice
periédicamente aproximadamente 2 h hasta que el I3A se disolvi6 en el alcohol bencilico. A esta mezcla se afiadio
aproximadamente 14.8305 g del aceite esterilizado frio y se agité con vortice por aproximadamente 5 minutos hasta que se
obtuvo una solucion homogénea. El placebo se prepar6 de manera similar excepto que aproximadamente 14.8455 g del
aceite esterilizado (se anot6 el peso exacto) se usaron para compensar el I3A. Pesos exactos y composiciones porcentuales
se muestran en la Tabla 36 y 37 para las formulaciones activas (13A) y placebo.

Tabla 36. Cantidades objetivo y reales (y % p/p) pa ra la formulacion de aceite Croda-BA/Antiox de I3A.
Peso objetivo |Objetivo % p/p |Pesoreal |*Real % p/p

I3A (0319) 15 mg 0.10 15.14mg |0.101
Alcohol bencilico 150 mg 1.0 158.27 mg |1.055
BHT 4.5 mg 0.03 4.55 mg 0.030
Aceite de nuez de coco fraccionado |14.8305¢ 98.87 14.83014 g 198.814
Total 15¢ 100 15.0081g 100
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Peso objetivo |Objetivo % p/p |Pesoreal |*Real % p/p
*Redondeado hasta 3 d.p.

Tabla 37. Cantidades objetivo y reales (y % p/p) pa ra la formulacién de aceite placebo Croda-BA/Antiox
Peso objetivo |Objetivo % p/p |Pesoreal |*Real % p/p

Alcohol bencilico 150 mg 1.0 150.56 mg |1.004
BHT 4.5 mg 0.03 4.55 mg 0.030
Aceite de nuez de coco fraccionado |14.8455¢ 98.97 14.84591 g | 98.966
Total 15¢g 100 15.00102 g | 100

*Redondeado hasta 3 d.p.

Preparacion de formulacion de aceite ‘Croda/Antiox- BA'

La esterilizacion por calor en seco de aceites puede conducir ademas a la rancidez, lo que degrada el producto farmaco. Por
lo tanto, puede incluirse un antioxidante en la formulacion para reducir este efecto antes de la esterilizacién por calor. Las
formulaciones placebo y activas que contienen un antioxidante antes de la esterilizacion por calor del aceite se prepararon
de acuerdo con la metodologia siguiente.

Esterilizacién de la mezcla antioxidante/aceite

Aproximadamente 15 mg de antioxidante (BHT) se disolvié en aproximadamente 50 g de aceite en un frasco conico de 100
ml (vidrio de borosilicato), se tap6 (tapdn de procedimiento de esterilizacion) y se coloc6 dentro de un horno pre-calentado
(Gallenkampf Hot box Oven con ventilador, Tamafio 2) a 170 + 2C por 1 h. Después de este procedimiento, el
antioxidante/aceite se dejé enfriar a temperatura ambiente antes de su uso.

Adicion de I3A al aceite esterilizado

Aproximadamentel5 mg de I3A (lote 0319) se pesd con precision en un frasco de vidrio de 20 ml y se afiadi6 a
aproximadamente 150 mg de alcohol bencilico, que se habia filtrado previamente a través de un filtro MILLEX-GV de 0.22
pm. Esta mezcla se agitd con vortice periodicamente por aproximadamente 2 h hasta que el I3A se disolvié en el alcohol
bencilico. A esta mezcla se afiadio aproximadamente 14.835 g de la mezcla de antioxidante/aceite esterilizada fria y se agitd
con vértice por aproximadamente 5 minutos hasta que se obtuvo una solucion homogénea. El placebo se prepar6 de
manera similar excepto que aproximadamente 14.8455 g del aceite esterilizado (se anotd el peso exacto) se usé para
compensar el I3A. Pesos exactos y composiciones porcentuales se muestran en las Tablas 38 y 39 para las formulaciones
activas (I3A) y placebo.

Tabla 38. Cantidades objetivo y reales (y % p/p) pa ra la formulacion de aceite Croda/Antiox-RA de I13A.
Peso objetivo |Objetivo % p/p |Pesoreal |*Real % p/p

I3A (0319) 15 mg 0.10 15.09 mg | 0.100
Alcohol bencilico 150 mg 1.0 146.92 mg 0.979
BHT 4.5 mg 0.03 4.42 mg 0.030
Aceite de nuez de coco fraccionado |14.8305¢ 98.87 14.83568 g 198.891
Total 159 100 15.00211 g 100

*Redondeado hasta 3 d.p.

Tabla 39. Cantidades objetivo y reales (y % p/p) pa ra la formulacion de aceite placebo Croda/Antiox-BA
Peso objetivo |Objetivo % p/p |Pesoreal |*Real % p/p

Alcohol bencilico 150 mg 1.0 1539 mg [1.025
BHT 4.5 mg 0.03 4.67 mg 0.031
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Peso objetivo |Objetivo % p/p |Pesoreal |*Real % p/p
Aceite de nuez de coco fraccionado |14.8455¢ 98.97 14.85901 g 198.944
Total 159 100 15.01758 g | 100
*Redondeado hasta 3 d.p.

Las alicuotas de todas las formulaciones se almacenaron para los estudios preliminares de liberacion y el resto se
alicuotaron en frascos de vidrio borosilicato de color ambar de 2 ml, sellaron y almacenaron a 2-8 T y 25 T para los
estudios de estabilidad.

Estudios preliminares de liberacion de 13A

La liberacién de I13A 'b' de las formulaciones a través de la membrana sintética se investigé usando las células de difusion de
Franz bajo condiciones ocluidas.

Seleccion del fluido receptor

El fluido receptor empleado para tratar y mantener las condiciones de inmersion fue de 20% v/v de etanol/tampon de citrato
(pH 3.0) y este se incorpord en la célula de Franz y se agité constantemente con un agitador magnético. Se llevaron a cabo
estudios preliminares de estabilidad en I13A en 20% v/v etanol/tampén de citrato (pH 3.0) a 37C durante aprox. 18 h. El
aumento del porcentaje de area pico en la isoforma 'a' después de 18 h se encontrd que era 0.26%. Para el propdsito del
estudio célula de Franz esto se consideré aceptable. La solubilidad cinética de I3A en 20% v/v de etanol/tampén de citrato
(pH 3.0) se determin6 que era 509.7 + 3 pg/ml a 25 <C.

Estudios de liberacién in vitro (célula de Franz)

Células de difusion de Franz calibradas individualmente con un &rea de superficie de difusion promedio de 0.53 cm? y un
volumen del receptor promedio de 1.85 + 0.02 ml se usaron para realizar el estudio de liberacion. Las membranas de
celulosa regeneradas (MWCO 12000-14000) se prepararon, se cortaron y se montaron en las células de Franz. Las
membranas se dejaron equilibrar con la fase receptora por 30 minutos antes de aplicar las formulaciones. Una dosis infinita
de 0.5 g de cada formulacion se aplico en la superficie de la membrana usando un desplazamiento positivo Finnpipette®.
Una lectura de la muestra se investigd (26 h después de la aplicacion del gel) de manera que 200 pl del fluido receptor se
retiré cuidadosamente desde el brazo de la célula de Franz. A lo largo del experimento, se reemplazaron las pérdidas en el
fluido receptor debido a la evaporacion de las células de Franz para mantener un volumen constante. El experimento se
realiz6 bajo condiciones ocluidas (la parte superior de los pocillos superiores de donantes se cubrié con Parafilm®), para
todas las formulaciones (n=3 células de Franz por formulacién activa y n=1 células de Franz por formulacién placebo). Las
muestras se analizaron por medio de HPLC y la concentracion de I3A 'b' liberada se evaluaron usando una serie de
estandares de calibracion preparados en 80% v/v tampén de citrato/20% v/v etanol.

Método HPLC
El método HPLC previamente descrito en el Ejemplo 1 se uso para la determinacién del I13A.
Resultados

Estudios preliminares de liberacion

[0205] La figura 10 muestra la cantidad de I3A 'b' liberada (ug/cmz) después de 26 h, a partir de formulaciones 0.1% p/p
aceite y PEG 400. No se encontrd diferencia significativa en la liberacion (p>0.05) entre ninguna de las formulaciones de
aceite. Sin embargo, la liberacién de I3A 'b' de todas las formulaciones de aceite fue significativamente menor (p<0.05) que
la liberacién de la formulacién PEG 400 control. La cantidad de I3A 'b' liberada de todas las formulaciones de aceite fue de
aprox 3.4 pg/cm2 sin embargo la cantidad liberada de la formulacion PEG 400 control fue aprox. 16 veces mayor (53
ug/cmz). Ademas, parece que la adicion de BHT (antioxidante) no afectd significativamente la liberacién de I13A ' b' de las
formulaciones de aceite.

EJEMPLO 8

Estabilidad de las formulaciones de gel de IPA
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Se determiné la estabilidad (T=12 meses) de I13A 'b' en formulaciones de gel de IPA preparadas usando diferentes pH de
tampones de citrato. El intervalo de pH fue de 2.5 a 4.0.

MATERIALES

Materiales Suministrador

Acetonitrilo (grado HPLC)

Lote num. 0444972

Acido Citrico Monohidrato (grado UPS)
Lote nim. K9129642

Fisher Chemicals, Reino Unido

Merck, Alemania

Agua desionizada (MilliQ) Millipore, Reino Unido
I3Ab (ingenol angelato)

Lote nim. PEP 0401

Citrato trisédico dihidrato (grado UPS)

Lote nim. K9125363

Suministrado por Peplin Limited, Australia

Merck, Alemania

Acido trifluoroacético (grado HPLC)
Lote nim. 0434753

Fisher Scientific, Reino Unido

METODOS
Instrumentacién y metodologia HPLC

Se analizaron las soluciones de muestra para el porcentaje de pureza pico por HPLC. Las condiciones cromatogréficas para
el método de HPLC 2 se detallan mas abajo:

Instrumentacion:
Automuestreador Waters Alliance 2695 Separations Module plus (SN: L96SM4656N)
Detector Waters 996 PDA (SN: MX7AM7987M)

Software Millennium®2, Version 4.00

Condiciones cromatograficas:

Columna: Symmetry Cig - 5 um (Waters) (SN: T70641T 12)

Longitud de la columna: 150 x 3.90 mm

Temperatura de la columna: 30C 2T

Precolumna: Symmetry Cig - 5 um (Waters) (PN: WAT054225)

Longitud de la precolumna: 20 x 3.90 mm

Fase movil: 0.02% v/iv TFA en agua (A); 0.02% v/v TFA en acetonitrilo

(B)
A:B, 50:50 (composicion de partida)

Régimen de flujo: 1.0 ml/min
Temperatura del |8C 2T
automuestreador:

Longitud de onda UV: 230 nm
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Volumen de inyeccion: 10 pl
Tiempo de ejecucion: 20 minutos
Gradientes

Etapa Tiempo Flujo %A %B Curva
1 1.00 50.0 50.0
2 2.00 1.00 50.0 50.0 6
3 5.00 1.00 40.0 60.0 6
4 12.00 1.00 20.0 80.0 6
5 16.00 1.00 20.0 80.0 6
6 16.50 1.00 50.0 50.0 6
7 20.00 1.00 50.0 50.0 6

Extraccion de I3Ab a partir de las formulaciones de | gel de IPA

El I3Ab se extrajo a partir de cada una de las formulaciones del gel de IPA como sigue; aproximadamente 0.5 g de cada
formulacion de gel activa o placebo se peso6 con precision en un frasco volumétrico de 5 ml grado A. Esto se realizé por
triplicado para cada formulacion. Tampén de citrato (pH=3.0, 0.5 ml) se afiadié después a cada muestra de gel y se mezclé
con voértice a velocidad maxima durante 1 min y después se transfirio a un agitador orbital y se agit6 a 400 rpm por 30
minutos. Se afiadi6 acetonitrilo grado HPLC, hasta un volumen, a cada uno de los frascos volumétricos y mezcld con voértice
nuevamente a una velocidad maxima por 1 min. Por ultimo, los frascos volumétricos se transfirieron a un agitador orbital y
se agitaron a 400 rpm durante 60 minutos. Las alicuotas se transfirieron después a frascos de HPLC para el analisis.

Medicion del pH aparente de geles de placebo

El pH aparente de los geles de placebo se midié usando un pH metro Jenway 3320 con una combinacién de electrodos de
pH. En resumen, aproximadamente 0.5 g de cada gel se transfirio a frascos de vidrio de 25 ml y se dejé reposar a
temperatura ambiente por al menos 1 h. La combinacién de electrodos de pH se colocé en el gel de IPA asegurando que
toda la membrana del electrodo estuviera cubierta con el gel. La lectura en el pH metro se dej6 asentar por un minimo de 1
minuto y se registrd el pH aparente del gel.

RESULTADOS

Medicién del pH aparente de geles de placeboa T=1 2meses

El pH aparente de los geles de placebo e IPA a T=0 y T=12 meses después del almacenamiento a 2-8C se muestra en la
Tabla 40.

Tabla 40 pH aparente de los geles placebo de IPAa  T=0y T=12 meses
pH tampoén de citrato |pH aparente de gel de placebo |pH aparente de gel de placebo T=12

(£0.05) T=0 (n=1) meses (n=1)
2.50 3.07 2.97
2.75 3.34 3.19
3.00 3.62 3.57
3.50 4.22 4.23
4.00 4.74 4.75

Los datos de la Tabla 40 muestran que no hubo ningln cambio significativo en el pH aparente, después de 12 meses de
almacenamiento a 2-8 C, para los geles de IPA plac ebos preparados con tampones de citrato pH 3.00, 3.50 y 4.00. Sin
embargo, para los geles de IPA placebo preparados con tampones de citrato pH 2.50 y 2.75 hubo una ligera reduccién en el
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pH observado después de 12 meses de almacenamiento a 28 C. La reduccién en el pH observado para estos geles pueden
ser atribuible a la evaporacion de IPA a partir del gel ya sea durante el almacenamiento o durante el andlisis de la muestra.

Porcentaje de pureza pico de los isdbmeros de I3A en geles de IPA activos a T=12 meses

Tabla 41 muestra el porcentaje de pureza pico de los isbmeros de I3A para las diferentes formulaciones de gel de IPA
activos (0.1% p/p) después del almacenamiento por 12 meses a 2-8C y la Tabla 42 muestra la comparacio n del porcentaje
de pureza pico del I3Aa a T=0y T=12 meses.

Tabla 41 Porcentaje de pureza pico de los isémeros  de I3A para los geles de IPA activo después de 12 m  eses de
almacenamiento a 2-8C

H del H q Porcentaje de pureza pico (medio +SD, n=3)
pRae p aparente de

Tampén de gel de placebo |Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
citrato (+ 0.05) |(T=12 meses) pureza pico de la | pureza pico del | pureza pico de
isoforma a I3Ab otros UAP

2.50 2.97 0.64 +£0.22 99.12 +0.40 0.24 +£0.20
2.75 3.19 1.07 £0.16 98.32+0.61 0.31+0.17
3.00 3.57 1.26 +0.24 98.66 +0.31 0.08 £0.12
3.50 4.23 2.09+0.17 97.74 +0.27 0.17 +0.11
4.00 4.75 4.92 +£0.05 94.84 +0.07 0.24 £0.04

Datos analizados usando el método HPLC 2

El dato en la Tabla 41 muestra que, después de 12 meses de almacenamiento a 2-8C, hay un aumento en e | porcentaje de
pureza pico de la isoforma a con aumento del pH aparente de la formulacién de gel placebo respectiva. Por ejemplo, un gel
de IPA producido con tampoén de citrato pH 2.75 tiene un porcentaje de pureza pico de la isoforma a de 1.07% comparado
con una formulacion de gel de IPA preparada con tampén de citrato pH 4.00 que tiene un porcentaje de pureza pico de la
isoforma a de 4.92%. Estos datos resaltan el aumento de la estabilidad de I3A b en formulaciones de gel de IPA preparadas
con tampones de citrato de pH inferior.

Tabla 42. Comparacion del porcentaje de pureza pico  de 1I3Aa a T=0 y T=12 meses
Porcentaje de pureza pico (medio +SD, n=3)

pH del Tampon pH aparente de gel de pgrcentaje de pureza Porcentaje de pureza
de citrato (+ 0.05) |placebo (T=12 meses) |pico de la isoforma a pico de 13Aa T=12

T=0 meses
2.50 2.97 0.44 £0.03 0.64 £0.22
2.75 3.19 0.24 £ 0.06 1.07£0.16
3.00 3.57 0.52+0.01 1.26 £0.24
3.50 4.23 0.47 £0.02 2.09 £0.17
4.00 4.75 0.44 +0.03 4.92 +0.05

T=0 datos analizados por el método de HPLC 1 y T=12 meses datos analizados por el método
de HPLC 2

Los datos de la Tabla 42 muestran que hay un aumento en el porcentaje de pureza pico de la isoforma a en todas las
formulaciones de gel de IPA activas después de 12 meses de almacenamiento a 2-8C. Sin embargo, la for mulacion de gel
de IPA preparada con tampon de citrato pH 2.50 mostr6 sélo un ligero aumento en el porcentaje de pureza pico de la
isoforma a (0.22 %) en comparacion con, por ejemplo, la formulacién de gel de IPA preparada con tampon de citrato pH 4.00
gue mostré el mayor aumento en el porcentaje de la pureza pico de la isoforma a (4.48 %). Una vez mas, estos resultados
resaltan el aumento de la estabilidad del 1I3A b en formulaciones de gel de IPA preparados con tampones de citrato de pH
inferior. Como tal, la formulacion del gel de IPA preparada con el tampon de citrato de pH mas bajo parece permanecer
dentro de la especificacion (<1% isoforma a) por 12 meses a 2-8T.
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Asi, después de 12 meses de almacenamiento a 2-8C, las formulaciones del gel de IPA que proporcionaron las mejor
estabilidad para I13Ab fueron aquellas que se prepararon con tampones de citrato de pH inferior (pH=2.5-3.0).

EJEMPLO 9

Estabilidad del i3a 'b' en soluciones premezcla de gel de pH y temperatura variable

Métodos

Preparacién de soluciones premezcla de gel

Las soluciones premezcla de gel se prepararon de acuerdo con el siguiente procedimiento:

1.

2.

6.

7.

Pesar el tampdn de citrato directamente en una botella Duran limpia seca.

Pesar IPA directamente en una botella Duran de la Etapa 1.
Pesar la cantidad correcta de I3A 'b' en una botella de muestra limpia seca.
Pesar la cantidad correcta de alcohol bencilico en la botella de muestra de la Etapa 3.

Colocar la botella de muestra de la Etapa 4 en un agitador orbital y agitar a 400 rpm hasta que se disuelva todo el
I3A'b".

Adicionar la solucién de I13A 'b'/alcohol bencilico de la Etapa 5 a la botella Duran de la Etapa 2.

Mezclar aln la mezcla hasta obtener una solucién homogénea.

Las composiciones de las soluciones premezcla de gel a preparar y colocar en estabilidad son:

Tabla 43 Solucion premezcla de gel 1

Componente Concentracion p/p Cantidad a pesar (9)
Tampon de citrato pH 2.75 69.0 13.80

Isopropil alcohol 30.0 6.00

Alcohol bencilico 0.9 0.18

I13A b’ 0.1 0.02

Tabla 44 Solucién premezcla de gel 2

Componente Concentracion p/p Cantidad a pesar (g)
Tampén de citrato pH 3.00 69.0 13.80

Isopropil alcohol 30.0 6.00

Alcohol bencilico 0.9 0.18

13A b’ 0.1 0.02

Tabla 45 Solucién premezcla de gel 3

Componente Concentracion p/p Cantidad a pesar (9)
Tampon de citrato pH 3.50 69.0 13.80

Isopropil alcohol 30.0 6.00

Alcohol bencilico 0.9 0.18

I13A b’ 0.1 0.02
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Tabla 46 Solucién premezcla de gel 4

Componente Concentracion p/p Cantidad a pesar (g)
Tampén de citrato pH 4.00 69.0 13.80

Isopropil alcohol 30.0 6.00

Alcohol bencilico 0.9 0.18

13A b’ 0.1 0.02

Tabla 47 Solucioén premezcla de gel 5

Componente Concentracion p/p Cantidad a pesar (9)
Tampon de citrato pH 2.75 69.09 69.09

Isopropil alcohol 30.00 30.00

Alcohol bencilico 0.90 0.90

13A b’ 0.01 0.01

Tabla 48 Solucién premezcla de gel 6

Componente Concentracion p/p Cantidad a pesar (g)
Tampén de citrato pH 3.00 69.09 69.09

Isopropil alcohol 30.00 30.00

Alcohol bencilico 0.90 0.90

13A b’ 0.01 0.01

Tabla 49 Solucioén premezcla de gel 7

Componente Concentracion p/p Cantidad a pesar (9)
Tampon de citrato pH 3.50 69.09 69.09

Isopropil alcohol 30.00 30.00

Alcohol bencilico 0.90 0.90

I13A b’ 0.01 0.01

Tabla 50 Solucioén premezcla de gel 8

Componente Concentracion p/p Cantidad a pesar (g)
Tampén de citrato pH 4.00 69.09 69.09

Isopropil alcohol 30.00 30.00

Alcohol bencilico 0.90 0.90

13A b’ 0.01 0.01

Prueba de estabilidad de las formulaciones premezcla de gel

Las soluciones premezcla de gel preparadas anteriormente se colocaron en estabilidad a 2-8, 25 y 40C y se probaron en
los puntos de tiempo T=0 y 2 semanas. En cada punto de tiempo las soluciones premezclas se evaluaron para el contenido
I3A 'b' segun el procedimiento detallado méas abajo.

1.1.3 Prueba de estabilidad de las formulaciones premezcla de gel
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Las soluciones premezcla de gel preparadas se colocaron en estabilidad a 2-8, 25 y 40C y se probaron en los puntos de
tiempo T=0 y 2 semanas. En cada punto de tiempo las soluciones premezclas se evaluaron para el contenido de I3A 'b'
mediante el célculo del porcentaje de area pico por HPLC del I3A 'b' con relacién a las areas picos de las isoforma 'a' e
isoforma 'c' de sustancias relacionadas con I3A 'b' como se describe mas abajo.

Instrumentacion y Metodologia HPLC

Todas las muestras que se analizaran para I3A 'b' se analizaron usando el Método HPLC 2. La instrumentacion y
condiciones cromatogréficas para el Método HPLC 2 son como siguen:

Instrumentacion:
Automuestreador Waters Alliance 2695 Separations Module plus
Detector Waters 996 PDA

Software Empower, version 2.00

Condiciones cromatogréficas:

Columna: Symmetry Cig - 5 pm (Waters)

Longitud de la columna: 150 x 3.90 mm

Temperatura de la columna: 30C+x2 <

Precolumna: Symmetry Cis- 5 um (Waters) (PN: WAT054225)

Longitud de la precolumna: 20 x 3.90 mm

Fase movil: 0.02%v/v TFA en agua (A); 0.02%v/v TFA en acetonitrilo (B)
A:B, 50:50 (composicion de partida) (Gradiente, ver Tabla 51
maés abajo)

Régimen de flujo: 1.0 ml/min

Temperatura del 8C+2<CT

automuestreador:

Longitud de onda UV: 230 nm

Volumen de inyeccion: 10/40 pl

Tiempo de ejecucion: 20 minutos

Tabla 51 Gradiente Tabla para el Método HPLC 2

Etapa TIEMPO Flujo %A %B Curva
1 1.00 50.0 50.0

2 2.00 1.00 50.0 50.0 6

3 5.00 1.00 40.0 60.0 6

4 12.00 1.00 20.0 80.0 6

5 16.00 1.00 20.0 80.0 6

6 16.50 1.00 50.0 50.0 6

7 20.00 1.00 50.0 50.0 6

Los datos de estabilidad para ISA 'b' en soluciones premezcla de gel en intervalo de pH 2.75 a 4.00 a 2-8, 25y 40 C

(media, n=3)
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Premezcla | Temperatura de Tiempo % pureza % pureza pico | % pureza pico
de gel # | almacenamiento |(semanas) | pico de I3A |de laisoforma |de la isoforma
() 'b' con 'a’' con 'c' con
relacion a I3A | relacion a I3A relacion a
'b', isoforma 'b', isoforma isoforma 'a’,
'a' e isoforma | 'c’' e isoforma | isoforma 'c' e
‘¢’ ‘a’ I3A b’

1 N/a 0 98.98 1.02 0.00
2 N/a 0 98.96 1.04 0.00
3 N/a 0 98.97 1.03 0.00
4 N/a 0 98.91 1.09 0.00
5 N/a 0 99.09 0.91 0.00
6 n/a 0 98.99 1.01 0.00
7 n/a 0 98.99 1.01 0.00
8 n/a 0 99.00 1.00 0.00
1 2-8 2 98.77 1.23 0.00
2 2-8 2 98.65 1.35 0.00
3 2-8 2 98.61 1.39 0.00
4 2-8 2 98.50 1.50 0.00
5 2-8 2 98.80 1.20 0.00
6 2-8 2 98.57 1.43 0.00
7 2-8 2 98.44 1.56 0.00
8 2-8 2 98.03 1.97 0.00
1 25 2 98.69 1.31 0.00
2 25 2 98.51 1.49 0.00
3 25 2 98.19 181 0.00
4 25 2 97.42 2.58 0.00
5 25 2 98.78 1.22 0.00
6 25 2 98.55 1.45 0.00
7 25 2 98.39 1.61 0.00
8 25 2 97.71 2.29 0.00
1 40 2 97.77 2.23 0.00
2 40 2 96.99 3.01 0.00
3 40 2 96.48 3.52 0.00
4 40 2 96.02 3.98 0.00
5 40 2 98.09 191 0.00
6 40 2 97.93 2.07 0.00
7 40 2 97.23 2.77 0.00
8 40 2 96.43 3.57 0.00

Conclusiones:
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El almacenamiento de todas las soluciones premezcla de gel a 2-8 T proporciona la mejor estabilidad p ara I3A 'b', basado
en el porcentaje superior de la pureza pico por HPLC obtenido para I3A 'b' en comparacion con el almacenamiento de la
soluciones premezcla de gel a 25y 40 .

Las dos soluciones premezcla de gel que proporcionan la mejor estabilidad para I13A 'b', basado en el porcentaje de la
pureza pico por HPLC, fueron los nimeros 1 y 5. Estas soluciones premezcla contuvieron el tampon de citrato al pH méas
bajo usado en el estudio (pH=2.75).

Las dos soluciones premezcla de gel que proporcionan la menor estabilidad para I3A 'b', basado en el porcentaje de la
pureza pico por HPLC, fueron los nimeros 4 y 8. Estas soluciones premezclas contienen el tampon de citrato en el pH mas
alto usado en el estudio (pH = 4.00).

La reduccion de la temperatura y el pH del tamp6n de citrato en las soluciones premezcla de gel proporcionaron la mejor
estabilidad para I3A 'b’ donde el porcentaje de la pureza pico por HPLC de I3A 'b' se us6 como un indicador de la estabilidad
en este estudio.
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REIVINDICACIONES
Una formulacién de ingenol angelato para usar en terapia, en donde el ingenol angelato se disuelve en un solvente
farmacéuticamente aceptable seleccionado del grupo que consiste de polietilenglicol, metil etil cetona, acetato de
etilo, éter dietilico, alcohol bencilico, y mezclas de estos, dicha formulacién comprende ademés un agente
acidificante farmacéuticamente aceptable que es al menos parcialmente compatible con el solvente y el cual
proporciona la formulacién con un pH aparente de no mas de 4.5 y no menos de 2.5.

Una formulacién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el agente acidificante se afiade subsecuente a la
preparacién de una solucién de ingenol angelato en el solvente.

Una formulacién de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el ingenol angelato es ingenol 3-angelato.

Una formulacién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde el ingenol angelato presente en la
formulacion es al menos 99% de ingenol 3-angelato.

Una formulacion de acuerdo con la reivindicaciéon 4, en donde la cantidad de ingenol 3-angelato es al menos
99.5%.

Una formulacién de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el solvente consiste practicamente de alcohol
bencilico.

Una formulacién de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en donde el agente acidificante es un acido.
Una formulacion de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el agente acidificante es un acido organico.

Una formulacién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde el agente acidificante es un tampén
acido.

Una formulacién de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el tampdn es seleccionado del grupo que consiste de
un tampon de citrato, tampdén de fosfato, tampén de acetato, y tampdn de citrato-fosfato.

Una formulacion de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el tampén es tamp6n de citrato.

Una formulacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en donde el pH del tamp6n, antes de la
adicion a la formulacion, esta entre pH 2.5y pH 4, inclusive.

Una formulaciéon de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde el pH del tampon esta entre pH 2.7 y pH 3.5,
inclusive.

Una formulacion de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde el pH del tampén esta entre pH 2.7 y pH 3.0
inclusive.

Una formulacién de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, que tiene un pH aparente de entre pH 3y pH 4.
Una formulacién de acuerdo con la reivindicacion 15, que tiene un pH aparente de 3.5.

Una formulacién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que consiste en ingenol angelato, alcohol
bencilico y pH 2.5 tampén de citrato, en donde el tampdn esté presente en una cantidad de entre 0.5 y 10% p/p de
la formulacion.

Una formulacién de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, que ademas comprende un antioxidante.

Una formulacién de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde el antioxidante es seleccionado del grupo que
consiste de retinol, acido ascorbico, licopeno, tocoferol, hidroxitolueno butilado, y mezclas de estos.

Una formulacién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde el solvente y el agente acidificante son
capaces de formar una sola fase.
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Una formulacion de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que ademas comprende un conservante
seleccionado de: un parabén, acido benzoico, alcohol bencilico, y mezclas de estos.

Una formulaciéon de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que ademéas comprende un potenciador de
penetracion.

Una formulaciéon de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde dicho potenciador de penetracion es seleccionado
del grupo que consiste de alcohol isopropilico, un sulféxido, una azona, una pirrolidona, un alcanol, un glicol, un
acido graso, agua, un surfactante, un terpeno, un fosfolipido, y mezclas de estos.

Una formulacién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que ademéas comprende un mucoadhesivo.

Una formulacion de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en forma de una preparacion adecuada para
administracion tépica.

Una preparacion de acuerdo con la reivindicacién 25, que comprende una mayor parte de un tampoén acido por
peso.

Una preparacion de acuerdo con la reivindicacién 25 o 26, que ademas comprende un gelificante.

Una preparacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27, en forma de un gel, crema, ungliento o
pintura.

Una preparacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el ingenol angelato es al
menos 99% ingenol 3-angelato y en donde no mas de 1% de reordenamiento a la isoforma 'a’ tiene lugar después
de 3 meses.

Una preparacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el ingenol angelato es al
menos 99% ingenol 3-angelato y en donde no mas de 0.5% de reordenamiento a la isoforma 'a' tiene lugar
después de 3 meses.

Una formulacién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior para usar en el tratamiento de un cancer de piel.

Uso de ingenol angelato en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencién de un céncer de
piel, en donde el ingenol angelato se disuelve en un solvente farmacéuticamente aceptable seleccionado del grupo
que consiste de polietilenglicol, metil etil cetona, acetato de etilo, éter dietilico, alcohol bencilico, y mezclas de
estos, dicha formulacién comprende ademéas un agente acidificante farmacéuticamente aceptable que es al menos
parcialmente compatible con el solvente y el cual proporciona la formulacion con un pH aparente de no més de 4.5
y no menos de 2.5.

Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 32, en donde la formulacion es como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 29.

Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 32 y 33, en donde el cancer de piel es un cancer de células
escamosas o basales.

Un proceso para preparar una formulaciéon de ingenol angelato, que comprende disolver el ingenol angelato en un
solvente farmacéuticamente aceptable seleccionado del grupo que consiste de polietilenglicol, metil etil cetona,
acetato de etilo, éter dietilico, alcohol bencilico, y mezclas de estos, dicho proceso comprende la adicion de un
agente acidificante farmacéuticamente aceptable que es al menos parcialmente compatible con el solvente y el cual
proporciona la formulacién con un pH aparente de no mas de 4.5 y no menos de 2.5, dicho agente acidificante se
adiciona con, antes, o después del ingenol angelato.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 35, en donde la formulacion es como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 28.
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Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 35 o 36, en donde el ingenol angelato es sustancialmente ingenol 3-
angelato, y la adicién del agente acidificante y las condiciones se seleccionan de manera de evitar que mas de 1%
del ingenol 3-angelato se reordene en la isoforma 'a'.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en donde el ingenol angelato es
sustancialmente ingenol 3-angelato, y la adicion del agente acidificante y las condiciones se seleccionan de manera
de evitar que mas de 0.5% del ingenol 3-angelato se reordene en la isoforma ‘a'.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 35 a 38, en donde el agente acidificante confiere un
pH aparente de entre pH 3 y pH 3.5 en la formulacién.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 35 a 39, en donde el agente acidificante se afiade en
una cantidad de entre 0.5 y 10% p/p de la formulacion.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 35 a 40, en donde la formulacion se elabora
solamente con componentes definidos, antes de la adicién de cualquier otro componente deseado.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 41 en donde un componente deseado adicional esta en exceso del
tampon acido.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 41 o 42, en donde un componente deseado adicional es
polietilenglicol.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 41 a 43, en donde un componente deseado adicional
es un gelificante.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 41 a 44, en donde la formulacién se almacena
subsecuentemente a una temperatura de entre la congelaciény 8 .
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