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DESCRIPCION
Proceso para rellenar particulas poliméricas con un farmaco

La presente invencidon se refiere a procesos para rellenar perlas poliméricas, para su uso como medio de
administracion de farmaco, con farmacos. Los procesos permiten el relleno de dichos medios con farmacos
susceptibles de cristalizacion, de manera que se minimiza el efecto de estallido. En un aspecto preferido, las perlas
son radio-opacas.

La terapia de embolizacion implica la introduccion de un agente en el interior de la vasculatura con el fin de provocar
el bloqueo deliberado de un vaso particular. Este tipo de terapia es particularmente Util para el bloqueo de
conexiones anormales entre arterias y venas (tales como malformaciones arteriovenosas, o AVM) y también para la
oclusion de vasos que alimentan determinados tumores hipervascularizados, con el fin de privar al tejido anormal de
alimentacion y provocar su necrosis y retraccion.

El proceso de embolizacion puede inducir isquemia tumoral o necrosis dependiendo del alcance del mismo. La
respuesta de las células tumorales al entorno hipéxico puede tener como resultado una angiogénesis entrante en la
cual proliferan nuevos vasos sanguineos con el fin de compensar la pérdida de flujo hasta el tumor por medio de la
embolizacién. Por tanto, seria deseable combinar la embolizacién con la administracion de agentes que podrian
evitar la respuesta angiogénica entrante. Ademas, puede resultar deseable combinar este efecto con la liberacion de
otro agente citotdxico o anti-tumoral para provocar la muerte celular en aquellas células que no experimenten muerte
por medio de embolizacion. Existen muchas divulgaciones de agentes embdlicos de perlas poliméricas rellenas de
agentes terapéuticos, para el tratamiento de tumores sélidos, tales como los documentos W02004/000548,
W02005/087193, PCB/GB2004/003347 y PCT/GB2005/003431.

Los aceites se usan comunmente en tecnologias de formulaciéon farmacéutica y preparaciones. El aceite de soja se
usa comunmente en FDA Inactive Ingredients Guide (inyecciones IV, capsulas orales y preparaciones para uso
tépico).

Lipiodol es un medio de contraste de rayos-X oleoso y yodado en el que se somete a yodizacién aceite de semilla de
adormidera hasta una cantidad de aproximadamente 40 % en peso. Se puede usar en determinadas investigaciones
radiolégicas en las cuales resulta deseable marcar una estructura viscosa, u otra estructura, directamente con el
material radio-opaco sometido a instilacion. También resulta apropiado para la introduccion en canales estrechos vy,
por tanto, se puede usar en procedimientos de embolizacién. Se usa comiUnmente en histerosalpinografia
diagndstica (HSG). HGS es una radiografia (o rayos-X) de Utero y los conductos de Falopio usada para la deteccién
de problemas ginecolégicos, en particular los que afectan a la fertilidad femenina.

Lipiodol también se usa para linfografia, que es el examen de nédulos linfaticos y vasos linfaticos, en particular para
la diagnosis pronostica de leucemia y linfoma de Hodgkin y No Hodgkin. También se usa para la deteccion de
trastornos de las glandulas y conductos salivares.

Se usa cominmente de forma extra-oficial en combinacién con quimioterapia, es decir, el tratamiento con un agente
citotéxico o anti-tumoral, de manera que se administra Lipiodol:qumio emulsién por via intra-arterial en el tratamiento
super-selectivo de carcinoma hepatocelular.

Ibuprofeno (IBU) es un farmaco hidréfobo y se sabe que forma muchos tipos de cristales. Las propiedades del cristal
de IBU se sabe que afectan a su procesado farmacéutico (Romero, A.J. et al., 1991 Pharma Acta Helv. 66(2), 34-
43). La forma de los cristales de IBU depende del disolvente y ésta se puede mejorar por medio de la eleccion de un
disolvente apropiado (Garekani HA, et al.,, Crystal habit modifications of IBU and their physicomechanical
characteristics. Drug Dev Ind Pharm. 27(8): 803-9, 2001).

Los inventores han descrito el uso de microesferas que contienen IBU para tratar fibroides uterinos en el documento
W02004/000698.

Otros grupos también han descrito el uso de microesferas para el encapsulado de farmacos. Boudy V et al., en J.
Pharm. Clin. 18(1) (1999), preforman microesferas rellenas de indometacina y posteriormente las encapsulan con
una mezcla coacervada de etilcelulosa y polisobutileno.

Song C.X et al, en Journal of Controlled Release 43 (1997) 197-212, preparan diversas nanoparticulas de poli(acido
lactico-co-glicolico) rellenas de farmaco usando una técnica de evaporacion de disolvente/emulsificacion.

No obstante, hasta la fecha no se ha abordado el problema de la cristalizacién del farmaco durante el proceso de
encapsulado.

La formacion de cristales sobre las microesferas embdlicas (MS) conduce a un numero de desventajas en la
fabricacion de este producto. Mientras se introduce la mayoria del farmaco en el interior de la MS, parte queda en la
superficie de la MS. Estos cristales de la superficie conducen a un mayor efecto de estallido, lo que tiene como
resultado una descarga inmediata masiva de una gran dosis de farmaco. Estos cristales también pueden provocar
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que las perlas experimenten agregaciéon y agrupacién por medio de interacciones hidréfobas, lo cual provoca su
adhesion al eje de las jeringas, y haciendo mas dificil su administracion, aumentando la probabilidad de dafio y la
tendencia a la obstruccién del catéter durante la administracion.

Durante la esterilizacion de perlas-IBU por medio de tratamiento en autoclave a 120 °C durante 15 minutos, parece
que el cristal se funde sobre las superficies de la perlas, calentando por encima del punto de fusion de IBU [78 °C], lo
cual conduce a la formacién de gotas oleosas. Estas gotas son responsables de un proceso de nucleacion, lo cual
conduce a re-cristalizacion cuando se abren los viales y se expone el producto al aire. Los cristales causan los
problemas indicados anteriormente y conducen al bloqueo del eje y el catéter durante el uso y aumentan el efecto de
estallido del farmaco.

Se ha demostrado que las propiedades fisicoquimicas de los cristales de IBU se ven afectadas por las condiciones
en las cuales tiene lugar la cristalizacién, y se llevan a cabo esfuerzos para producir composiciones de IBU con
excipientes que tengan las propiedades deseadas por medio del control del proceso de formacion de cristales. Se
apreciaron las alteraciones en los cristales por parte de IBU en presencia de un polimero de Eudragit R S100
(Kachrimanis et al., 1998 Crystallisation conditions and physicomehanical properties of IBU-Eudragit S 100 spherical
crystal agglomerates prepared by solvent-change technique. Int. J. Pharm. 173, 61-74). Rasenack et al. (IBU crystals
with optimized properties. Int. J. Pharm. 245 (1-2): 9-24, 2002) han usado aditivos solubles en agua en un intento de
modificar los cristales de IBU. Sugieren que los aditivos pueden interaccionar con el enlace de hidrégeno formado
durante el proceso de cristalizacion de IBU, conduciendo a un cambio en las propiedades de los cristales
resultantes. Francesco et al (Polymethacrylates as crystallisation modifiers in monolayer transdermal patches
containing IBU. E.J.P.B., 60:61-66, 2005) investigaron el uso de excipientes de bajo peso molecular para la
inhibicion de la cristalizacion de IBU en sistemas transdérmicos con el fin de mantener la eficacia y calidad de los
parches y prolongar la vida util del producto. Informaron de que la adicion de propilen glicol inhibié la cristalizacion
de IBU durante 50 dias y Eudragit E (EUE) y Eudragit RL (EURL) evitaron la cristalizacion durante mas de 12
meses. Campbell et al. presentaron que las condiciones de secado o el curado térmico final evitaban la
cristalizacion. En el documento US 4.832.953, se describi6 un método para evitar la formacion de un hidrato
cristalino en una dispersién de un liquido en una matriz no acuosa.

Las propiedades fisicoquimicas de IBU se pueden ver afectadas por la eleccidon de una forma polimérfica apropiada,
eligiendo un habito de cristal apropiado, por medio del uso de técnicas de cristalizacion especiales, y por medio del
uso de una preparacion apropiada con excipientes para modificar la formacion de cristales y retardar el proceso de
nucleacién. Se han usado los lipidos como vehiculos para IBU, con el fin de aprovechar la ventaja de los
mecanismos metabdlicos de la bioquimica de lipidos, para permitir una administracion dirigida y reducir la
ulcerogenicidad (Lambert DM, 2000. Eur. J. Pharm. Sci. 11 Suppl. 2: S15-27).

De acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un proceso en el que se ponen en
contacto perlas hinchables de polimero insoluble en agua e insoluble en aceite, con una disolucién de farmaco
cristalizable en un disolvente organico que es capaz de penetrar en las perlas, de modo que el farmaco se absorbe
en el interior de las perlas, caracterizado por que la disolucion contiene ademas un modificador de cristal que inhibe
la cristalizacion del farmaco, en el que el modificador del farmaco se puede mezclar con el disolvente, y esta
seleccionado entre aceites, glicoles y éteres de glicol, y por que el polimero tiene carga anibnica, en el que los
grupos anionicos estan seleccionados entre sulfonato, fosfonato y carboxilato y el polimero es poli(alcohol vinilico)
reticulado.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion que comprende
perlas hinchables de polimero insoluble en aceite e insoluble en agua, un farmaco cristalizable y un modificador de
cristal que inhibe la cristalizacién del farmaco, en el que el farmaco y el modificador de cristal se absorben en el
interior de las perlas, el polimero tiene carga anidnica, en el que los grupos anidnicos estan seleccionados entre
sulfonato, fosfonato y carboxilatos y poli(alcohol vinilico) reticulado, y el modificador de cristal esta seleccionado
entre aceites, glicoles y éteres de glicol.

En la invencion, el fArmaco que se usa es generalmente uno que es susceptible a la cristalizacion, por ejemplo tras
la retirada de disolvente, normalmente por medio de evaporacion, o tras las etapas de esterilizacion, cuando puede
tener lugar la migracion del farmaco absorbido para formar gotas liquidas a temperaturas por encima de la
temperatura de fusion, dando lugar a la formacién de una fase metaestable susceptible de cristalizacion retardada.

Generalmente, los farmacos que forman cristales se conocen por parte de los expertos en la técnica. Una categoria
de farmaco para el cual el invento es de particular valor son inhibidores de COX (1 o 2), tales como ibuprofeno. Otra
clase de farmacos que incluye dichos farmacos formadores de cristales son los agentes anti-cancer, por ejemplo
paclitaxel. Otra clase de farmacos son corticoesteroides, que tienen por ejemplo propiedades anti-inflamatorias,
siendo un ejemplo dexametasona.

En la invencién, el polimero que forma las perlas debe ser insoluble en agua e insoluble en aceite. Aunque puede
ser biodegradable, de manera que el farmaco se pueda liberar sustancialmente por medio de erosién de la matriz
polimérica para liberar el farmaco a partir de la superficie, preferentemente el polimero es sustancialmente
bioestable (es decir, no es biodegradable). El polimero es susceptible de hinchamiento en agua. El polimero
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susceptible de hinchamiento en agua util en la invencion preferentemente tiene un contenido de agua de equilibrio,
cuando experimenta hinchamiento en disolucién salina tamponada con fosfato a temperatura ambiente, medido por
medio de analisis gravimétrico, dentro del intervalo de 40 a 99 % en peso, preferentemente de 75 a 95 %. La
densidad de reticulacion deberia ser tal que permita el movimiento relativo de las moléculas poliméricas durante la
etapa de hinchamiento. Por tanto, las perlas se pueden definir como hinchables y en el comienzo del proceso
reivindicado, las perlas deben ser susceptibles de al menos un grado de hinchamiento cuando entran en contacto
con los disolventes de hinchamiento. Las perlas pueden experimentar hinchamiento antes del contacto con la
disolucién de farmaco/disolvente, pero preferentemente no experimentan hinchamiento al comienzo del proceso.

Las perlas son de un tamafio que sea Util en las aplicaciones de administracién de farmaco. Aunque se pueden
utilizar perlas muy grandes, tal como con un diametro mayor de 5 mm, preferentemente las perlas tienen un
diametro menor de 2 mm, preferentemente de hasta 1500 pm. Aunque el proceso puede resultar de utilidad para
rellenar perlas de tamafio muy pequefio, por ejemplo con un didmetro menor de 10 pum; por ejemplo incluso tan
pequefio como 1 um, dichas perlas son dificiles de manipular en forma seca, por ejemplo en la forma en la que son
susceptibles de hinchamiento. Ademas, la invencién es el mayor beneficio para rellenar perlas de utilidad en
embolizacién. Como tal, las perlas tienen un diametro dentro del intervalo de 25 a 1500 pm, preferentemente dentro
del intervalo de 50 a 1200 um, por ejemplo dentro del intervalo de 100 a 1200 pum.

En la invencioén, se pretende que el término perla abarque particulas de todas las formas, por ejemplo formas de
vastago, cubo, irregulares y formas no uniformes. No obstante, la invencion es del mayor beneficio cuando las perlas
son esféricas, esferoidales o con forma de microgranulos, o con forma de disco. En las particulas no esféricas, tal
como los microgranulos, esferoides o discos, preferentemente la dimensién maxima no es mas de tres veces el
diametro minimo, y preferentemente es menor que dos veces el diametro minimo, por ejemplo alrededor de 1,5 o
menos. Las limitaciones de tamafio mencionadas anteriormente se determinan por medio de ensayo de una muestra
de las perlas hinchables en condiciones en las cuales las perlas se hinchan hasta el equilibrio en disolucién salina
tamponada con fosfato a temperatura ambiente, y los tamafios se miden usando un microscopio 6ptico.

Los materiales son de particular utilidad para la formacion de composiciones para su uso en embolizacién.
Preferentemente, las composiciones se proporcionan con una especificacion de tamafio de particula que define la
dispersién de diametros. Preferentemente, las perlas se clasifican con intervalos de tamafio calibrados para la
embolizacién precisa de los vasos. Preferentemente, las particulas tienen un tamafio, cuando se equilibran en
disolucién salina tamponada con fosfato a temperatura ambiente, dentro del intervalo de 100 a 1500 pm, mas
preferentemente dentro del intervalo de 100 a 1200 pm. Los intervalos calibrados pueden comprender perlas que
tienen didmetros con un ancho de banda de aproximadamente 100 a 300 um. Los intervalos de tamafio pueden ser
por ejemplo de 100 a 300 um, de 300 a 500 um, de 500 a 700 um, de 700 a 900 um y de 900 a 1200 pum.

Otro tipo de polimero que se puede usar para formar la matriz insoluble en agua y apta para hinchamiento en agua
es poli(alcohol vinilico) reticulado usando agentes de reticulacion de tipo aldehido tal como glutaraldehido. Para
dichos productos, el poli(alcohol vinilico) (PVA) se puede convertir en iénico proporcionando grupos ionicos
colgantes por medio de reaccion de un compuesto que contiene un grupo funcional iénico con los grupos hidroxilo.
Los ejemplos de grupos funcionales apropiados para la reaccién con los grupos hidroxilo son agentes acilantes,
tales como acidos carboxilicos o sus derivados, u otros grupos acidos que pueden formar ésteres.

La composicién de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencion comprende perlas hinchables de
polimero insoluble en aceite e insoluble en agua, en la que el polimero tiene carga anionica, en la que los grupos
aniénicos estan seleccionados entre poli(alcohol vinilico) reticulado con sulfonato, fosfonato y carboxilato

La invencion es de particular valor cuando la matriz polimérica se forma a partir del macrémero de poli(alcohol
vinilico), que tiene mas de un grupo colgante etilénicamente insaturado por molécula, por medio de polimerizacion
por radicales de los grupos etilénicos. Preferentemente, el macromero de PVA se copolimeriza con monémeros
etilénicamente insaturados que, por ejemplo, incluyen un monémero no iénico y/o un monémero iénico que incluye
un monémero aniénico.

El macromero de PVA se puede formar, por ejemplo, dotando el polimero de PVA, de peso molecular apropiado tal
como dentro del intervalo de 1000 a 500.000 D, preferentemente de 10.000 a 100.000 D, de grupos vinilicos o
acrilicos. Los grupos acrilicos colgantes se pueden proporcionar, por ejemplo, haciendo reaccionar acido acrilico o
metacrilico con PVA para formar enlaces de éster a través de algunos de los grupos hidroxilo. Otros métodos para
unir grupos vinilicos capaces de polimerizar sobre el poli(alcohol vinilico) se describen, por ejemplo, en el documento
US 4.978.713 y, preferentemente, el documento US 5.508.317 y el documento US 5.583.163. El macromero formado
de este modo comprende una cadena principal de poli(alcohol vinilico) a la cual se une, por medio de un enlace de
acetal ciclico, un resto de (alc)acrilaminoalquilo. El Ejemplo 1 describe la sintesis de un ejemplo de dicho macromero
conocido por medio del nombre aprobado nelfilcon B. Preferentemente, los macromeros de PVA tienen de
aproximadamente de 2 a 20 grupos etilénicos colgantes por molécula, por ejemplo de 5 a 10.

Cuando los macromeros de PVA se copolimerizan con mondmeros etilénicamente insaturados que incluyen un
mondmero iénico, el mondmero iénico preferentemente tiene la formula general |
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CHz=C(R"™-CHz-0-, CH=C(R'%)-CHz QOC(0}-, CHz=C{R'""0C(0)-, CH=C(R""-0-,
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en la que:
R'® es hidrégeno o un grupo alquilo C1-Cq;
R es hidrégeno o un grupo alquilo C1-Cq;
R? es hidrégeno o un grupo alquilo C1.40 BQ* en la que B y Q" son como se define a continuacion;
A'es —O- 0 NR™;

K es un grupo ~(CH2)0C(0)-, (CH,),C(0)O-, (CH2).0C(0)O-, -(CH2)NR™-, -(CH,)NR™C(O)-, -(CH2),C(O)NR™-, -
(CH2)INR™C(0)0-, -(CH,);OC(O)NR™-, -(CH,),NR™C(O)NR™- (en la que los grupos R*® son iguales o diferentes), -
(CH2)/O-, -(CH2);SO3 u opcionalmente en combinaciéon con B, un enlace de valenciayresde 1 a 12y R™ es
hidrégeno o un grupo alquilo C31-Cy;

B es un alcanodiilo lineal o ramificado, oxaalqueno, alcanodiiloxaalcanodilo una cadena de
alcanodiiloligo(oxaalcanodiilo) que contiene opcionalmente uno o mas atomos de fldor y que incluye cadenas
perfluoradas o, si Q1 o Y! contiene un atomo de carbono ligado a B un enlace de valencia; y

Q' es un grupo aniénico.

Un grupo Q1 puede ser, por ejemplo, un grupo carboxilato, sulfonato o fosfato. El monémero se puede polimerizar
como acido libre o en forma de sal. Preferentemente, el valor de pKa del &cido conjugado es menor de 5.

En el monémero de férmula general | preferentemente Y* es un grupo CH,=CR'COA" — en la que R™ es H o metilo,
preferentemente metilo, y en la que Al es preferentemente NH. Preferentemente, B es un grupo alcanodiilo de 1 a
12, preferentemente de 2 a 6 &tomos de carbono. Dichos monémeros son monémeros acrilicos.

Se pueden incluir por ejemplo el monémero no iénico en el monémero de diluyente monomérico etilénicamente
insaturado. Dicho mondmero puede ser Util para controlar el valor de pKa de los grupos acidos, para controlar la
naturaleza hidréfila o hidréfoba del producto, para proporcionar regiones hidréfobas en el polimero, o simplemente
para actuar como diluyente inerte. Los ejemplos de mondémero diluyente no idnico son, por ejemplo, (alc)acrilatos de
alquilo y (alc) acrilamidas, especialmente los compuestos que tienen grupos alquilo con 1 a 12 atomos de carbono,
hidroxi, y (alc)acrilatos de alquilo y (alc)acrilamidas con sustitucién de hidroxi, vinil lactamas, estireno y otros
monomeros aromaticos.
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En la matriz polimérica, preferentemente la cantidad de anién estd dentro del intervalo de 0,1 a 10 meq g'l,
preferentemente al menos 1,0 meq g'l. Los aniones preferidos proceden de acidos fuertes.

Cuando se copolimeriza el macrémero de PVA con otros monémeros etilénicamente insaturados, la proporcion en
peso de macrémero de PVA con respecto al otro monémero esta preferentemente dentro del intervalo de 50:1 a 1:5,
mas preferentemente dentro del intervalo de 20:1 a 1:2. En el mondmero etilénicamente insaturado, preferentemente
el monémero anidnico esta presente en una cantidad dentro del intervalo de 10 a 100 % en moles, preferentemente
al menos 25 % en moles.

El polimero reticulado se puede formar como tal en forma de particulas, por ejemplo por medio de polimerizacion en
gotas de mondmero en una fase dispersada en un vehiculo inmiscible continuo. Se conocen ejemplos de
polimerizaciones apropiadas de agua en aceite para producir particulas que tienen el tamafio deseado, cuando se
hinchan. Por ejemplo, el documento US 4.224.427 describe procesos para la formacion de perlas esféricas
uniformes (microesferas) de hasta 5 mm de diametro, por medio de dispersion de monémeros solubles en agua en
una fase continua de disolvente, en presencia de agentes de suspension. Los estabilizadores y los tensioactivos
pueden estar presentes para proporcionar control sobre el tamafio de las particulas en fase dispersada. Tras la
polimerizacion, se recuperan las microesferas reticuladas por medios conocidos, y se lavan y opcionalmente se
esterilizan. Preferentemente, las particulas, por ejemplo microesferas, se hinchan en un liquido acuoso, y se
clasifican de acuerdo con su tamafio.

En el método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion, el disolvente organico es capaz de disolver
el farmaco y penetrar en las perlas. En dicha realizacién preferida, se selecciona para que sea capaz de disolver el
farmaco. Es posible que el propio disolvente actie como modificador de cristal y, ademas, deberia quedar retenido
en el producto relleno, en cuyo caso se puede usar el disolvente en una cantidad menor que la requerida para la
penetracion o relleno hasta el equilibrio. No obstante, es preferible que el disolvente se use en exceso para lograr
facilidad de manipulacién. Tras el periodo de contacto durante el relleno del farmaco, las perlas que se pueden
hinchar y el exceso de disolvente se pueden separar uno de otro, el disolvente, junto con el farmaco no introducido y
el inhibidor de cristalizacion en exceso. Generalmente, dichas técnicas de separacion apropiadas implican técnicas
de separacion soélido-liquido tales como centrifugacion y/o filtraciéon. Generalmente, esto viene seguido de
evaporacion del disolvente adicional, por ejemplo sometiendo las perlas a mayor temperatura y/o menor presion.
Cuando se usan dichas técnicas de evaporacion, el modificador de cristal debe ser suficientemente no volatil para
que no sea retirado hasta un alcance que resulte perjudicial.

En un proceso preferido, las perlas rellenas secas, tras la retirada del exceso de disolvente organico, se ponen en
contacto con un licor de almacenamiento acuoso, preferentemente en un exceso tal que se produce la penetracién
de las perlas, y preferentemente se hinchan hasta el equilibrio y esta presente una fase continua de licor de perla
extra en la cual las perlas se suspenden o pueden experimentar suspension. Preferentemente, mientras se produce
la suspension en dicho licor de almacenamiento acuoso, las perlas se esterilizan por medio de calentamiento del
recipiente en el que se produce la suspension, por ejemplo a una temperatura de al menos 90 °C, mas
preferentemente al menos 100 °C, preferentemente durante un periodo de tiempo de al menos 5 segundos, mas
preferentemente por medio de calentamiento a una temperatura de 121 °C en un autoclave, durante un periodo de al
menos 15 minutos.

Preferentemente, el modificador de cristal es un liquido; es sustancialmente miscible con el disolvente organico.
Debido a que es preferible retirar el exceso de disolvente con un medio que implique evaporacion, preferentemente
el modificador de cristal es sustancialmente no volatil en las condiciones de retirada del disolvente. Preferentemente,
el modificador de cristal tiene un punto de ebullicién de mas de 81 °C, mas preferentemente un punto de ebullicién
de mas de 90 °C. El material también deberia ser estable en las condiciones de esterilizacion, de forma que dicha
etapa sea parte del proceso, como en la realizacion preferida. El material también se puede seleccionar con
respecto a su densidad, de manera que las perlas rellenas sean isoflotantes con el medio de almacenamiento y/o de
administracion, de manera que queden suspendidas en su disolucion de almacenamiento y/o en la mezcla de esta
suspension con el medio de contraste preparada inmediatamente antes de la administraciéon al paciente. En una
realizacién, la densidad del modificador de cristal es ligeramente mayor que la del agua, por ejemplo dentro del
intervalo de 1,01 a 1,30 g/ml. Este es el caso, por ejemplo, cuando se usa Lipiodol como modificador de cristal.
Alternativamente, en una realizacion diferente, el modificador de cristal puede ser menos denso que el agua. Se
puede usar una mezcla de dos o mas ingredientes como modificador de cristal.

Ejemplos de materiales miscibles no volatiles son aceites y glicoles o éteres de glicol. Un ejemplo de glicol es
glicerol. Los ejemplos de aceites incluyen aceite de soja (densidad de 0,91-0,92 g/ml), aceite de semilla de algodén,
aceite de almendra, aceite de girasol (densidad 0,92 g/ml), aceite de semilla de adormidera y aceite mineral
(densidad 0,84-0,87 g/ml).

En una realizacion particularmente preferida, el modificador de cristal tiene propiedades Utiles como agente de
formacion de imagenes, por ejemplo es un material radio-opaco, de manera que la administracién de la composicion
a un paciente puede seguirse usando técnicas radiograficas. En una realizacion altamente preferida de la invencién,
el modificador de cristal es un material de base oleosa que es radio-opaco, por ejemplo, un aceite yodado, tal como
un éster de alquilo inferior de acido graso yodado, o mezcla, por ejemplo Lipiodol o Etiodol. Lipiodol consiste en
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aceite de semilla de adormidera yodado, con parte de estabilizador de aceite no yodado. Contiene alrededor de 38 a
42 % en peso de yodo, parte como derivado de di-yodo y parte como derivado de mono-yodo.

En el método de la presente invencion, preferentemente el disolvente organico esta seleccionado entre alcoholes
alifaticos Ci-.12 monohidricos y esta preferentemente seleccionado entre etanol y propanol. Preferentemente, el
disolvente deberia ser volatil con respecto al modificador de cristal. Por ejemplo, preferentemente deberia tener un
punto de ebullicibn menor de 90 °C, mas preferentemente menor de 80 °C, con el fin de permitir la retirada en
condiciones suaves, por ejemplo, que impliquen evaporacién a temperaturas bajas y preferentemente presiones
bajas.

La invencion resulta apropiada para su uso con una amplia variedad de farmacos. El nivel de relleno de farmaco
depende de la dosificacion deseada y puede seleccionarse por parte de la persona experta en la técnica, basandose
en su conocimiento de la actividad del farmaco, las caracteristicas de liberacién a partir de las perlas y la indicacién
objeto de tratamiento. De igual forma, la concentracion de farmaco en la mezcla que se introduce se selecciona de
acuerdo con el relleno deseado de farmaco. Preferentemente, la concentracion de farmaco en la disolucion de
relleno estad dentro del intervalo de 1 a 1000 mg/ml, preferentemente dentro del intervalo de 10 a 500 mg/ml. Se
debe incluir el modificador de cristal en la disolucion de relleno en una cantidad tal que el producto final tenga un
nivel suficiente de modificador de cristal para modificar la formacién de cristales en el grado deseado. Este nivel
puede determinarse por la persona experta en la técnica llevando a cabo una serie de ensayos en los cuales se
rellenan diferentes niveles de farmaco y modificador de cristal en el tipo especifico de polimero y se somete a las
etapas de proceso a las que se someteria la composicion farmacéutica, con el fin de determinar el nivel minimo de
modificador necesario para llevar a cabo la cristalizacion del farmaco, es decir, para evitar que tenga lugar la
cristalizacién. Los niveles apropiados de los modificadores de cristal (es decir, los inhibidores de cristalizacion) estan
dentro del intervalo de 1 a 99 % peso/peso, basados en la cantidad total de farmaco de las perlas, preferentemente
dentro del intervalo de 5 a 50 %.

De manera apropiada, la proporcion de farmaco:polimero esta dentro del intervalo de 10:1 a 1:10, basandose en la
materia seca de las perlas (es decir, polimero) preferentemente dentro del intervalo de 2:1 a 1:2.

Se ha comprobado que el método de la presente invencién es de particular valor para producir perlas rellenas de
paclitaxel (PTX), ibuprofeno y dexametasona (DEX). La perlas rellenas de farmaco-aceite tienen la ventaja de una
formacion reducida de cristales sobre la superficie de la perla. También se piensa que existe una formacion reducida
de cristales dentro de las perlas, lo cual proporciona una distribucion mas homogénea de farmaco en las perlas. La
perlas rellenas de PTX pueden actuar como agentes embolicos anti-tumorales, mientras que las perlas rellenas de
IBU y Dex pueden tener efectos anti-inflamatorios asi como también una potencial actividad anti-tumoral por medio
de su modo de accién en la inhibicion de COX. Las ventajas de reducir la formacién de cristales incluyen: un menor
efecto de estallido debido a los cristales de farmacos sobre la superficie de la perla, menor tendencia adhesiva que
hace que las perlas se peguen al envase, tal como plasticos usados para las jeringas, menor probabilidad de auto-
agregacion en el envase y el catéter y, de este modo, mejor capacidad de administracion y relleno homogéneo.
Adicionalmente, existe la posibilidad de que la presencia del modificador pueda mejorar la estabilidad y, de este
modo, la vida util del producto. El uso de medio de contraste basado en aceite (aceites yodados tales como lipiodol)
como modificador de cristal, puede conferir una ventaja adicional con el fin de permitir la visualizacién de las perlas
durante la administracion, y potencialmente permitir la trazabilidad de las perlas tras la embolizacién. Los aceites
yodados poseen una densidad mayor que el agua y su uso como modificadores de cristal también aumenta la
densidad total de las microesferas rellenas de farmaco, de manera que es posible controlar las propiedades de
suspension de las perlas cuando se colocan en una mezcla de disolucién salina:contraste que se usa normalmente
para la administracion del dispositivo. Lipiodol tiene una densidad de 1.280 g/ml a 15 °C.

En la invencion, se prefiere el uso de aceites que estén aprobados por FDA como ingredientes activos, y se ha
comprobado que estos maodifican la formacion de cristales de ibuprofeno, paclitaxel y dexametasona. El efecto de
reduccion de la agregacion de las perlas y adhesion a plasticos usados durante la manipulacién y administracion es
una ilustracion de las ventajas de la invencion. Ademas, la visualizacion de las perlas usando radiografia, cuando
lipiodol es el modificador de cristal, ha resultado posible y proporciona una combinacion significativa de propiedades
tiles. El uso de aceite de alta densidad como modificador de cristalizaciéon proporcioné la ventaja adicional de que
se controld la densidad de las perlas rellenas para que fuera mas proxima a la del medio de almacenamiento
acuoso, de modo que fuera posible mezclar las perlas rellenas con disolucién salina y/o otro medio de contraste,
antes de la administracion sin sedimentacion intermedia. En la invencion, por tanto, se pueden administrar las perlas
de producto en técnicas normales para embolizacion, incluyendo opcionalmente suspension en un medio de
contraste adicional para visualizacion adicional por medio de radiografia.

Lo siguiente es una breve descripcion de las figuras:

Las Figuras 1A y 1C muestran cristales de ibuprofeno sobre la superficie de perlas usando el Ejemplo Comparativo
1

Las Figuras 1B y 1D muestran perlas de ibuprofeno tras el relleno usando aceites (Lipiodol)- Ejemplo 1;
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La Figura 2 muestra la distribucion de tamafio de perlas de ibuprofeno tras el relleno con diferentes concentraciones
de lipiodol, en comparacion con el control no relleno como se describe en el Ejemplo 2;

La Figura 3A-3E son histogramas de distribucion de tamafio de perlas rellenas de ibuprofeno tras hidratacion usando
diferentes volimenes de agua y 2 ml de disolucion salina, en comparacién con el control en disolucién salina al 0,9
% [w = agua, PBS = disolucion salina con tampoén de fosfato] - véase Ejemplo 2;

La Figura 4A muestra el perfil de elucion de ibuprofeno usando Lipiodol al 5 % y 30 % para el relleno de las perlas
de 700-900 pm en el Ejemplo 2;

La Figura 4B muestra el perfil de elucion de ibuprofeno usando Lipiodol al 5 % y 30 % para el relleno de las perlas
de 500-700 pm en el Ejemplo 2;

La Figura 5 ilustra la compresion de perlas rellenas de ibuprofeno usando Lipiodol al 5 %, 30 % y 70 %, en
comparacion con los controles no rellenos y perlas rellenas sin aceite (Ejemplo 3);

La Figura 6A muestra las concentraciones de ibuprofeno eluido en PBS tras el relleno usando diferentes aceites
(Ejemplo 6);

La Figura 6B muestra el % de ibuprofeno eluido a partir de las perlas rellenas usando diferentes aceites (Ejemplo 6);

La Figura 7 muestra la distribucion de tamafio de perlas de 500-700 um tras el relleno con ibuprofeno usando
diferentes aceites (Ejemplo 6);

La Figura 8 muestra el % de ibuprofeno eluido a partir de diversas perlas rellenas con Ibuprofeno-Lipiodol al 5 %
(Ejemplo 7);

La Figura 9 muestra diversas perlas tras elucion de 24 horas. 9A: Bloque de Perlas IBU-Lipiodol al 5 %. 9B:
Embosphere IBU-Lipiodol al 5 %. 9C; Contour SE IBU-Lipiodol al 5 % (Ejemplo 7);

La Figura 10 muestra un Bloque de Perlas rellenas con paclitaxel con Lipiodol (A) Muestra 1. (B) Muestra 2 (Ejemplo
8);

La Figura 11 muestra Bloque de Perlas rellenas de dexametasona sin Lipiodol. (A) y con Lipiodol al 10 % (B)
(Ejemplo 10);

La Figura 12A muestra Aberlyst relleno con Ibuprofeno-Lipiodol (Ejemplo 11);
La Figura 12B muestra Amberlite relleno con Ibuprofeno-Lipiodol (Ejemplo 11);

La Figura 13 muestra el perfil de liberacion de paclitaxel a partir de un Bloque de Perlas relleno con Lipiodol-
paclitaxel (Ejemplo 9);

La Figura 14 muestra la localizacién de Perlas de Ibuprofeno (IBU-BB) y Bloque de Perlas (BB) en la pos-
embolizacion de Gtero (Ejemplo 12); y

La Figura 15 muestra el nivel de linfocitos observados alrededor de Perlas de Ibuprofeno (IBU-BB) y Bloque de
Perlas (BB) en 1 semana (Ejemplo 12);

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion:
Ejemplo Comparativo: Preparacion de Blogue de Perlasr  ellenas con IBU (IBU-BB)

Se fabricaron perlas rellenas con IBU usando perlas del producto comercialmente disponible BeadBlock™
proporcionado en jeringas estériles de perlas de 2 ml con intervalo de tamafio de 500-700 um. La produccién de
dichas perlas se describe en el documento W02004/000548, Ejemplo 1, como "producto de bajo contenido de
AMPS". Brevemente, se suspende una mezcla acuosa de macrémero de poli(alcohol vinilico) que tiene grupos
etilénicamente insaturados con enlace acetal y sulfonato de 2-acrilamido-2-metil-propano en una proporcién en peso
de aproximadamente 12:1, en una fase continua de acetato de butilo que contiene un estabilizador de butirato y
acetato de celulosa con un agitador y se polimeriza por medio de radicales usando iniciacion redox para formar
perlas, que se lavan, secan y tamizan para dar lugar a fracciones de tamafio que incluyen la fraccion 500-700 um y
la fraccion 700-900 um usada en los ejemplos posteriores. Se transfirid Bloque de Perlas desde jeringas al interior
de viales de vidrio en volimenes de 2 ml por vial. Posteriormente, se retird la disolucion salina en exceso y se
liofilizaron las perlas. Se preparo6 la solucion de IBU/etanol hasta la concentracion final requerida. A continuacion, se
afade 1 ml de disolucion a las perlas liofilizadas y se permite el relleno durante 1 hora (en estatico). Posteriormente,
se retira la disolucién de relleno en exceso y se seca la muestra de perlas durante la noche a 45 °C en un horno de
vacio. Se afnadieron 2 ml de agua a las muestras secas, con el fin de hidratar las perlas (Figura 1A) y posteriormente
se esterilizaron por medio de tratamiento en autoclave a 121 °C durante 15 minutos (Figura 1C). La Figura 1C
muestra la captacion no homogénea de ibuprofeno por parte de las perlas (NB: perlas con grados variables de
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opacidades en comparacion con 1D) y algunos cristales de farmaco en disolucion tras el relleno usando el Ejemplo
Comparativo 1.

Ejemplo 1: Preparacion de microesferas rellenas de IB  U-Lipiodol (IBU-LBB)

Se rellenaron las perlas usando el mismo método que en el ejemplo comparativo con dos excepciones. La disolucién
de relleno estaba formada por Lipiodol al 33 % (L) en disolucién de IBU/etanol y se agitaron las muestras de perlas
en un conjunto de agitador de placas a 150 rpm durante 1 horas. Se retir6 la disolucion de relleno en exceso y se
secaron las muestras durante la noche en un conjunto de horno a vacio a 50 °C. Posteriormente, se hidrataron las
perlas rellenas en 2 ml de agua y se esteriliz la corriente como en el ejemplo comparativo.

Las primeras microesferas producidas usando el presente método (IBU-LBB) estaban en forma de suspension, y
fueron perlas de color azul/blanco a simple vista. No se adhieren a los viales de vidrio y no se aprecié formacion de
cristales blancos sobre la superficie de las perlas.

Tamafio y Analisis de Imagenes: Se clasificaron las perlas por tamafio usando un microscopio 6ptico y se
visualizaron usando un camcorder Colour View lll. Las perlas recuperaron su forma esférica antes de la liofilizacion,
y se vio que eran opacas (azules/blancas a simple vista) con aspecto homogéneo (Figura 1B y 1D). La distribucion
de tamafio de estas microesferas fue comparable con las perlas de partida (Figura 2).

Elucién: Se retird el agua de hidratacién y se colocd en un vial de HPLC para determinar la pérdida de farmaco
durante la fabricacién (neta). Se eluy6 cada vial (2 ml de perlas) en 200 ml de PBS durante 24 horas. En momentos
predeterminados de tiempo (10, 20, 40, 60 minutos y 2, 4 y 24 horas), se retir6 1 ml de disolucién y se colocé en
viales de HPLC para determinar el farmaco sometido a elucién, la degradacion y la pureza. La cantidad de farmaco
introducido como relleno en las perlas fue similar a la correspondiente sin adicién de Lipiodol. La pureza de IBU fue
> 99 %, lo que muestra que no hubo interferencia alguna con IBU. La imagen de las perlas tras la elucién mostré
perlas opacas que presentaron un aspecto similar a las perlas rellenas con IBU (Figura 1D). Esto sugiere que la
captacion de Lipiodol por parte de las perlas contribuye al color opaco y no eluye en PBS.

Ensayo de Capacidad de Administracion: se sometio a ensayo la capacidad de administracién de las perlas como en
la configuracién clinica para el estudio de viabilidad. Se prepar6 el medio de contraste generando 10 ml de
Visipaque 320:Agua 50:50. Se afadieron 9 ml de la mezcla a los viales. Se llevaron a cabo tres inyecciones para
cada muestra usando 3 mly un catéter 2,7 Fr Progreat@.

Las perlas IBU-LBB no se agregaron cuando se abrieron los viales y se dispersaron libremente en disolucion salina.
El ensayo de capacidad de administracion de las perlas de 700-900 um demostré que fueron aptas para
administracion a partir de un microcatéter 2,7 Progreat 2,7Fr sin problemas.

Ejemplo 2: Efecto del medio de hidratacién, tipo y vo lumen usando perlas rellenas con IBU y
concentraciones de Lipiodol de 5 %y 30 %

Se llevo a cabo este ejemplo para examinar el grado de captacion de agua por parte de las perlas y el efecto del
medio de hidratacion usado. Se rellen6 Bloque de Perlas de tamafio 700-900 um usando disoluciones de IBU en
etanol que contenian Lipiodol al 5 % o al 30 % durante 1 hora usando las mismas técnicas generales del Ejemplo 1.
Se retiré la disolucion de relleno en exceso y se secaron las muestras durante la noche en un conjunto de horno de
vacio a 50 °C. Se hidrataron las muestras usando bien 2 ml de agua, 3 ml de agua o0 2 ml de disolucion salina y
posteriormente vapor esterilizado a 121 °C durante 15 minutos.

Se midi6 el tamafio como se describe en el Ejemplo 1. Las Figuras 3A-3E muestran histogramas de las
distribuciones de tamafio. Hubo una diferencia estadisticamente significativa (p<0,0001) entre todos los grupos, en
comparacion con las perlas de control (antes de la liofilizacion y relleno). No se encontraron diferencias significativas
entre el uso de Lipiodol al 5 % en 2 ml de agua y Lipiodol al 30 % en 2 ml de disolucién salina (p = 0,5158). En
ambos casos, los intervalos de tamafio estuvieron dentro de los criterios de aceptacion de la distribucién de tamafio
con un cambio total hacia el tamafio de las perlas mas grandes (Figura 2).

Elucién sobre IBU-LBB 5 % e IBU-LBB 30 % sobre perlas de 500-700 pm y 700-900 ym

Como en el Ejemplo 2, se retiré el agua de hidratacion y se coloco en un vial de HPLC para determinar la pérdida de
farmaco durante la fabricaciéon (neta). Cada vial (2 ml de perlas) se eluyé en 200 ml de PBS durante 24 horas. En
momentos de tiempo predeterminados (10, 20, 40, 60 minutos y 2, 4, y 24 horas), se retiré 1 ml de disolucion y se
coloc6 en viales de HPLC para determinar el farmaco eluido, la degradacion y la pureza. Los resultados demostraron
que para el tamafio de perlas de 700-900 um, no hubo diferencia alguna en la velocidad de elucién entre las perlas
con Lipiodol al 5 % y las de Lipiodol al 30 %. La Figura 4A muestra que para ambas concentraciones de Lipiodol, >
99 % de la dosis total de IBU se eluye en las primeras 2 horas para tamafios de perlas de 700-900 pm.
Similarmente, para el intervalo de 500-700 um, > 99 % se eluye en las primeras 2 horas, no obstante, hubo una
cambio pequefio a una elucidon mas rapida con Lipiodol al 30 % (Figura 4B).

Ejemplo 3: Ensayo de Compresion de Perlas de IBU que C  ontienen Diversas Concentraciones de Lipiodol
9
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Se relleno Bloque de Perlas de tamafio de 700-900 um con disoluciones de IBU en etanol que contenian: Lipiodol al
5 %, 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 % durante 1 hora. Se retird la disolucién de relleno en exceso y se secaron las
muestras durante la noche en un conjunto de horno de vacio a 50 °C. Se hidrataron las muestras usando 2 ml de
agua y posteriormente se esterilizaron con vapor a 121°C durante 15 minutos.

La Figura 5 muestra el ensayo de compresion de perlas-IBU con Lipiodol al 5 %, 30 % y 70 %, y demuestra que las
perlas de IBU-LBB a todas las concentraciones de Lipiodol son similares al producto comparativo sin Lipiodol y
fueron todas mas aptas para compresion que Bloque de Perlas cuando se hidrata en agua. Cuando se usoé
disolucién salina para la hidratacion de Lipiodol al 30 % IBU-LBB, la compresion fue mas elevada que el control no
relleno.

Ejemplo 4: Preparacion de microesferas rellenas de ac  eite de girasol

Se relleno Bloque de Perlas con disolucion de aceite de girasol al 33 %/etanol en lugar de Lipiodol usando la técnica
descrita en el Ejemplo 1. Las perlas no captaron el aceite y cambiaron de color a blanco/azul. Las gotas oleosas
resultaron visibles en la fase acuosa a esta concentracion. Cuando se observa al microscopio, parecieron similares a
las perlas rellenas de IBU (Figura 1D).

Ejemplo 5: Relleno con diferentes concentraciones de Lipiodol sin farmaco para evaluacion fluoroscopica

Se prepararon estas muestras usando 700-900 um como se ha descrito para las perlas de IBU/Lipiodol anteriores
(Ejemplo 3), sustituyendo la disolucién de IBU/Lipiodol por disoluciones de Lipiodol/etanol de las siguientes
concentraciones: disoluciones de etanol/Lipiodol al 30 %, 50 %, 70 %, 80 % y 90 %. Para la muestra de Lipiodol al
100 %,, se prepar6 por medio de adicion directa de Lipiodol en perlas durante 1 hora. Entonces, se retird el exceso y
posteriormente se lavé una vez de forma rapida con etanol. Se retir6 el etanol en exceso, se seco, se hidraté y se
esterilizd con vapor como se ha descrito para la perla de IBU/Lipiodol. Se observaron las muestras por medio de
fluoroscopia. Las perlas resultaron visibles por medio de rayos-X sin distincion clara entre las diferentes perlas.

Ejemplo 6: Relleno de IBU con diferentes excipientes de aceite

Se rellené Bloque de Perlas de tamafio 500-700 um con disoluciones de IBU en etanol que contenian: 5 % de los
siguientes aceites: Lipiodol, aceite de soja, aceite de semilla de algodoén, aceite mineral y aceite de almendra durante
1 hora. Se retiré la disolucion de relleno en exceso y se secaron las muestras 2 horas en un conjunto de horno de
vacio a 50 °C. Se hidrataron todas las muestras usando agua y posteriormente se esterilizaron con vapor a 121 °C
durante 15 minutos.

Todos los viales parecieron similares a simple vista y por medio de analisis de imagenes, independientemente del
aceite. Se llevaron a cabo ensayos de elucion para los cinco aceites como se describe en el Ejemplo 2. La dosis
total eluida en 24 horas fue perlas de 25 mg/ml + 5 mg (Figura 6A). Los resultados mostraron un perfil de elucién
similar para todos los aceites, excepto para el aceite de semilla de algodén, que parecié provocar una velocidad de
elucion mas lenta. Todos los aceites eluyeron 85 % en la primera hora excepto para el aceite de semilla de algodén
en el que Unicamente habia eluido 72 %. En las primeras 4 horas, todas las muestras eluyeron > 99 % del farmaco
(Figura 6B).

La diferencia en el tamafio de perla usando todos los aceites no fue estadisticamente significativa, una con respecto
a la otra, y con respecto a Lipiodol (Figura 7).

Ejemplo 7: Relleno de otras perlas embolicas comerci almente disponibles

Perlas embolicas comercialmente disponibles que incluyen: se rellenaron microesferas de Embosphere (una
microesfera de trisacril/gelatina revestida con un producto de colageno de 700-900 um, Embogold (producto de
didametro de 300 a 500 um), Contour SE (un poli(alcohol vinilico) no iénico y reticulado, producto de diametro de 500
a 700 um) con IBU usando una disolucién de carga de IBU/etanol/Lipiodol al 5 % (125 mg/ml). El procedimiento de
relleno es como se describe en el Ejemplo 2.

Visualmente, las perlas no cambiaron de color tras el relleno excepto para Bloque de Perlas, que cambié al color
normal azul/blanco. Embosphere mostré elevada tendencia a la adherencia al vial de vidrio mientras Contour SE
mostré una gran tendencia a la agregacion. Tanto adherencia como agregacion se asocian con cristales de IBU
sobre la superficie de las perlas. Las imagenes tras la elucion mostraron que Embosphere fue ligeramente opaco
(Figura 9B) y Embogold fue rojo claro (en comparacién con Bloque de Perlas muy opaco (Figura 9A)), lo que indica
una menor captacion de Lipiodol y ademas una menor inhibicién de la formacién de cristales. Contour SE fue opaco
pero la mayoria de las perlas formaron grumos encerrados en la capsula de aceite (Figura 9C). Esto sugiere que el
color opaco de perla fue debido a la captacion de IBU. La agregaciéon pudo estar provocada por IBU sobre la
superficie de las perlas tras la etapa de liofilizacién. El confinamiento de Contour SE por medio de Lipiodol quedé
demostrado por la elucién lenta de IBU (Figura 8), mientras que los otros tipos de perla eluyeron > 98 % de IBU en
las primeras 2 horas.

Ejemplo 8: Relleno de paclitaxel (PTX) en el interior  de Bloque de Perlas de Lipiodol
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Se prepararon perlas rellenas de PTX usando el mismo método descrito en el Ejemplo 2. En primer lugar, se separ6
Bloque de Perlas (500-700 um y 700-900 um) en 2 ml en viales de vidrio. A continuacion, se retir6 la disolucion
salina en exceso, y se liofilizaron las perlas. Se preparo la disolucion de PTX-Lipiodol-etanol en la concentracion final
requerida, y posteriormente se afiadio a las perlas liofilizadas y se permitié el relleno durante 1 hora en un agitador
de placas con 150 rpm. A continuacion, se retir6 la disolucion de relleno en exceso y la perla se secé durante la
noche a 45 °C en un horno de vacio. Se afiadieron 2 ml de agua a las muestras secas, para hidratar las perlas y
posteriormente se esterilizaron con vapor por medio de tratamiento en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Se determin6 el contenido de relleno de PTX por medio de DMSO para extraer PTX de relleno por medio de
ultrasonidos. Se examino la disolucién sometida a extraccion por medio de HPLC, y los resultados se muestran en la
Tabla 1 siguiente.

Tabla 1: Eficacia de relleno de PTX en Bloque de Perlas de Lipiodol*

Muestra Relleno objetivo (mg) Relleno Real (mg) Eficacia de Relleno (%)
1 (500-700 pm) 214 2.2 10,2
2 (500-700 pm) 38,8 6,3 16,4
3 (700-900 pm) 21,0 74 35,2
4 (700-900 pm) 48,8 16,7 34,2

* Lipiodol esta al 23 % (volumen/volumen) en la disolucién de relleno.
Ejemplo 9: Elucion de PTX a partir de Bloque de Perlas de Lipiodol

Se usaron las Muestras 3 y 4 procedentes del Ejemplo 8 para el ensayo de elucién de PTX. Se mezclaron 1,2 ml de
cada muestra con 200 ml de tampdn de PBS en un mezclador de rodillos a temperatura ambiente. En un intervalo de
tiempo predeterminado, se retiraron 50 o0 100 ml de disolucion y se afiadieron 50 o 100 ml de PBS nuevo. La Figura
13 muestra el perfil de elucion tras el procesado HPLC.

Ejemplo 10: Relleno y elucion de dexametasona (Dex)  usando Lipiodol

Se preparé una disolucion de relleno (5 mg/ml) en etanol. Usando esta disolucion, se rellenaron perlas como se
describe en el Ejemplo 1. A modo de control, se rellenaron perlas adicionales con disolucién de Dex en etanol sin el
uso de Lipiodol.

Las imagenes mostraron que las muestras rellenas sin el uso de Lipiodol no captaron Dex. Los cristales de Dex
estuvieron presentes sobre la superficie de las perlas (Figura 11A). La perlas rellenas usando IBU-Lipiodol fueron
opacas y no se apreciaron cristales sobre las superficie de las perlas (Figura 11B).

Ejemplo 11: Relleno y elucion usando perlas diferent e

Se rellenaron dos tipos de resinas de intercambio i6nico (Aberlyst (SIGMA, basada en acido sulfénico, actividad de
intercambio de 1,9 mg/ml) y Amberlite (Sigma, resina de estireno-DVB que contiene un grupo amino cuaternario
IRA700 (cloruro) que tiene una capacidad de intercambio total de 1,4 mg/ml, densidad 0,7 mg/ml) con IBU-Lipiodol.
El procedimiento de relleno y elucién fue como se describié en el Ejemplo 1 usando una disolucién que contenia 100
mg/ml de IBU.

La captacién de amberlita fue < 1 mg/ml por perla de IBU (Figura 12B). Se rellen6 Amberlyst con IBUO 15 mg/ml
(Figura 12A).

Ejemplo 12: Uso de una Perla de Embolizacion que Conti  ene lbuprofeno y Aceite de Soja como Inhibidor de
Cristalizacion en Embolizacién de Arteria Uterina de Oveja

Se evalud el efecto de perlas rellenas de ibuprofeno en pos-embolizacion durante un periodo de 12 semanas de la
arteria uterina de oveja. La embolizacion de vasos sanguineos puede tener como resultado una variedad de efectos
secundarios que pueden incluir dolor e inflamacion. El objetivo de este Ejemplo fue evaluar la liberacion y el efecto
de Ibuprofeno, a partir de perlas rellenas con Ibuprofeno que contienen aceite de soja, como inhibidor de
cristalizacién sobre la reaccion inflamatoria frente a cuerpo extrafio en un modelo arterial uterina en oveja. Se
evaluaron los siguientes:

e Propiedades y distribucion de perlas en la red vascular.

- Efecto de liberacion de ibuprofeno/aceite de soja sobre la reaccion inflamatoria frente a cuerpo extrafio para
las perlas embdlicas.

¢ Nivel de Ibuprofeno presente en la perla con el tiempo.
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Métodos:

El articulo de ensayo de este Ejemplo fue Perlas rellenas con Ibuprofeno ("Perla de Ibuprofeno") que contiene aceite
de soja como inhibidor de cristalizacion como se describe en el Ejemplo 6. Se evaluaron las muestras frente a un
control de fabricacion de microesferas de Bloque de Perlas no rellenas que se habian procesado de forma similar a
la Perla de Ibuprofeno. Se liofilizaron 2 ml de perlas como se ha descrito en el Ejemplo Comparativo 1 y se
colocaron en 1 ml de aceite de soja al 10 % en volumen/volumen que contiene etanol y 400 mg de ibuprofeno. Tras
el procesado como se describe en el Ejemplo 6, el producto final contenia 125 mg de ibuprofeno/ml de perlas
hidratadas y 010 mg de aceite de soja como viene determinado por medio de extraccion y andlisis de HPLC.

Se dividieron veinticuatro ovejas Pre-Alpes adultas preparadas hormonalmente y no prefiadas en 2 grupos, Bloque
de Perlas no rellenas (control, BB; 500-700 pum) y Perlas rellenas de Ibuprofeno (grupo de ensayo, Perla de
Ibuprofeno; 500-700 um). Se separd cada grupo en 4 momentos (24 h, semana 1, semana 3 y semana 12) con 3
animales en cada momento.

Se llevé a cabo la embolizacién usando la misma vaina, catéteres y alambres de guia que se usaron en la practica
clinica. Se coloco la vaina vascular 4-Fr en la arteria femoral por medio de la técnica convencional Seldinger en
condiciones estériles. Se colocé el catéter de tipo rabo de cerdo (Optitorque Radiofocus; Terumo) a nivel de la
bifurcacioén iliaca para llevar a cabo aortografia de sustraccion digital e identificar las arterias uterinas y ovaricas. Se
llevé a cabo la cateterizacion selectiva de la arteria iliaca interna contralateral y la cateterizacion super selectiva de
la arteria uterina se llevo a cabo usando un catéter con forma de cobra 4-Fr (Radiofocus Angiographic catheter,
Terumo). Posteriormente, el radidlogo llevo a cabo la embolizaciéon usando el agente embdlico seleccionado (Perla
de Ibuprofeno o Bloque de Perlas) de acuerdo con la secuencia de aleatorizacion.

Se inyect6 lentamente un volumen de 0,5 ml de perlas, suspendidas en una mezcla 50/50 de Vispaque 270 y una
disolucién salina a una dilucién de 1/10, bajo control fluoroscopico. Se consideré embolizacion completa cuando se
administraron 0,5 ml de perlas a cada arteria uterina.

Se evalud la distribucion de las perlas en el tejido y se llevo a cabo el examen macroscépico de los érganos. Se
estimé la inflamacion desde el punto de vista histologico por medio de clasificacion semi-cuantatitva de linfocitos por
medio de tincidon y uso de videoanalisis tras el inmunohistomarcaje con anticuerpos-CD a una variedad de células
inflamatorias.

Resultados:

Procedimiento de embolizacion

La administracion de perlas resulté excelente en todos los animales. La embolizacién resulté satisfactoria en todos
los animales. Cada animal recibié un total de 0,5 ml de perlas en cada arteria uterina (total 1 ml).

Rendimiento de las perlas

La localizacion de los vasos embolizados en las diferentes zonas uterinas fue estadisticamente diferente entre los 2
productos: la Perla de Ibuprofeno provocé una oclusion ligera mayor en los vasos proximales que Bloque de Perlas
(p<0,0001, XZ) (Figura 14). En la Figura 14, EM indica endometrio, MM miometrio, PMM perimiometrico y PX
proximal. Se aumento el diametro de vaso para la Perla de lIbuprofeno (498 um vs. 436 um, p = 0,0001), no obstante
no hubo diferencia en el nUmero medio de perlas encontradas en los vasos embolizados.

Se observd mas necrosis de vasos con la Perla de Ibuprofeno que con Bloque de Perlas a las 24 horas (25,8 % vs.
4,9 %) y 1 semana (32,8 % vs. 4,3 %) después de la embolizacién, no obstante a las 3 semanas y 3 meses no se
aprecio necrosis para ningln grupo.

Respuesta inflamatoria

Se observaron diferencias menores en los niumeros de neutréfilos y eosindéfilos para Bloque de Perlas y la Perla de
Ibuprofeno en determinados momentos. Estadisticamente, hubo menos células gigantes para la Perla de Ibuprofeno
que para Bloque de Perlas transcurrida 1 semana (p = 0,01). A las 24 horas, se observaron pocos linfocitos en
ambos grupos, y los niveles no fueron significativamente diferentes. Trascurrida 1 semana, el nimero de linfocitos
fue significativamente menor alrededor de la Perla de Ibuprofeno en comparacion con Bloque de Perlas (Figura 15).
Trascurridas 3 semanas y 3 meses, el nidmero de linfocitos con la Perla Ibuprofeno aumentd, pero no fue
significativamente diferente de Bloque de Perlas.

En algunos cortes histolégicos se apreciaron signos de resorcidon de ambos productos de BB y Perla de lbuprofeno,
con cierta fagocitosis evidente, mayor presencia de células gigantes y presencia continuada de CD4 y CD8. No
cabia esperar esto, dadas las observaciones a largo plazo con los agentes de embolizacién de PVA.
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Marcadores CD

Se confirmd la reduccion de la respuesta inflamatoria por medio de niveles reducidos de células CD-172a positivo en
el grupo de Perla de Ibuprofeno trascurrida 1 semana. Ademas, la adicion de un inhibidor de cristalizacién no tuvo
como resultado la infiltracion de células T positivo CD8 o células B CD21, lo que indica la ausencia de reaccién
adversa frente a la formulacion optimizada de Perla de lbuprofeno. Los otros marcadores CD no mostraron
diferencia alguna entre los dos grupos. No obstante, el estudio confirmé que no hubo "efecto rebote" a los 3 meses,
permaneciendo CD172, CD3 y MHC-II en niveles bajos y sin signos de hipersensibilidad con ausencia de CD21+ o
células eosindfilas.

Niveles de ibuprofeno

Se identificaron las areas de tincién especifica con el anticuerpo anti-ibuprofeno como aquellas que presentaban un
patrén de "reticula”. Se observaron niveles elevados de tincion trascurridas 24 horas después de la embolizacion. El
ibuprofeno todavia fue detectable trascurrida 1 semana, pero en niveles mucho mas bajos. No se detecté ibuprofeno
en las perlas trascurridas 3 semanas y 3 meses después de la embolizacion.

Conclusiones

Este Ejemplo confirma que la embolizacién con Perla de Ibuprofeno puede reducir la respuesta inflamatoria frente a
cuerpo extrafio de las perlas embdlicas. Ibuprofeno puede ser detectado en las perlas hasta una semana después
de la embolizacién pero no a las 3 semanas 0 mas. Ademas, la reduccion de la respuesta inflamatoria en 1 semana
no tiene como resultado ningun efecto rebote adverso sobre la respuesta inflamatoria a las 3 semanas y 3 meses
después de la embolizacion. No se apreci6 efecto in vivo alguno con la inclusion de inhibidor de cristalizacion de
aceite de soja.
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REIVINDICACIONES

1.- Un proceso en el que se ponen en contacto perlas hinchables de polimero insoluble en aceite e insoluble en agua
con una disolucién de un farmaco cristalizable en un disolvente organico que es capaz de penetrar en las perlas, de
modo que el fArmaco se absorbe en el interior de las perlas, caracterizado por que la disolucion ademas contiene un
modificador de cristal que inhibe la cristalizacion del farmaco, en el que el modificador de cristal es miscible con el
disolvente y esta seleccionado entre aceites, glicoles y éteres de glicol, y por que el polimero tiene carga anionica,
en el que los grupos anidnicos estan seleccionados entre sulfonato, fosfonato y carboxilato y el polimero es
poli(alcohol vinilico) reticulado.

2.- Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el disolvente en exceso se retira de las perlas para
producir perlas rellenas secas.

3.- Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que las perlas rellenas secas se ponen en contacto con un
licor de almacenamiento acuoso en exceso para que experimenten hinchamiento hasta el equilibrio y posteriormente
se esterilizan por medio de calentamiento.

4.- Un proceso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el modificador de cristal tiene un punto de
ebullicion de méas de 81 °C.

5.- Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el modificador de cristal es un aceite seleccionado entre
aceite de soja, aceite de semilla de adormidera, aceite de girasol y aceite mineral.

6.- Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el aceite es yodado.

7.- Un proceso de acuerdo con cualquiera reivindicacion anterior, en el que el disolvente organico es un disolvente
volatil, que tiene un punto de ebullicibn menor que 90 °C.

8.- Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el disolvente esta seleccionado entre alcoholes
alifaticos C1.1» monohidricos.

9.- Un proceso de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, en el que la concentracion de farmaco en la
disolucion esta dentro del intervalo de 1 a 1000 mg/ml.

10.- Un proceso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la concentracién de modificador de
cristal en la disolucion esta dentro del intervalo de un 1 a un 99 % en peso/peso basado en el farmaco.

11.- Un proceso de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el polimero se forma por medio de
copolimerizaciéon de un macromero de poli(alcohol vinilico) etilénicamente insaturado con un comonémero aniénico
etilénicamente insaturado.

12.- Un proceso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que al comienzo del proceso las perlas tienen
tamafios tales que, cuando se hinchan hasta el equilibrio en disolucién salina tamponada con fosfato a 20 °C, el
diametro medio esta dentro del intervalo de 50 a 1500 pm.

13.- Un proceso de acuerdo con cualquiera reivindicacion anterior, en el que el farmaco esta seleccionado entre
sustancias quimioterapéuticas, anti-inflamatorios, esteroides y analgésicos.

14.- Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el farmaco esta seleccionado entre paclitaxel,
ibuprofeno y dexametasona.

15.- Una composicién que comprende perlas hinchables de un polimero insoluble en aceite, insoluble en agua, un
farmaco cristalizable y un modificador de cristal que inhibe la cristalizacion del farmaco en el que el farmaco y el
modificador de cristal se absorben en el interior de las perlas, el polimero tiene carga aniénica, en el que los grupos
anionicos estan seleccionados entre sulfonato, fosfonato y carboxilato, y es poli(alcohol vinilico) reticulado y el
modificador de cristal esta seleccionado entre aceites, glicoles y éteres de glicol.

16.- Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el modificador de cristal es un aceite o glicol.

17.- Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 16, en la que el modificador de cristal es un aceite
seleccionado entre aceite de soja, aceite de semilla de adormidera, aceite de girasol y aceite mineral.

18.- Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 17, en la que el aceite es yodado.

19.- Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, que es estéril y ademas
comprende licor de almacenamiento acuoso en exceso con el que las perlas estan en contacto, en el que las perlas
se hinchan hasta el equilibrio.
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20.- Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, en la que la proporcién en peso de
farmaco:polimero esta dentro del intervalo de 10:1 a 1:10.

21.- Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 20, en la que el modificador de cristal
esta presente dentro del intervalo de 1 a 99 % peso/peso, basado en la cantidad total de farmaco en las perlas.

22.- Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el polimero tiene las caracteristicas adicionales
definidas en la reivindicacion 11, y el farmaco tiene las caracteristicas adicionales definidas en la reivindicacion 13 o
14.

15



ES 2554527713

FIG 1A HG. 1B

1a) Ejemplo Comparativo 1h) Eiemplo 1

S e
Cristales de ibuprofeno

FIG 10 FiG. 1D

1c) Ejemplo Comparativo : 1d) Eiemplo 1
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FIG. SA

9a-Ejemplo 7

FiG. 9B
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FIG. 10A

10a)-Ejemplo 10-Dosis Baja
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*10b)-Ejemplo 10-Dosis Elevada
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FIG. 11A

11a)-Ejemplo 11-Dex IBlogue de. Perlas

FIG. 11B

11b)-Ejemplo 11-Dex-Lipiodol
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FiG. 12A

12a)-Ejemplo 12

FIGi. 128

12b)-Ejemplo 12
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