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DESCRIPCION

Método de formulacién de farmacos basado en el incremento de la afinidad de superficies de microparticulas
cristalinas por principios activos

Campo de la invencion

La presente invencion esta generalmente en el area de las formulaciones de farmacos y se refiere particularmente a
métodos de recubrimiento con principios activos de la superficie de microparticulas cristalinas.

Antecedentes de la invencion

La liberacion de agentes terapéuticos ha sido un problema importante. La administracion oral es una de las vias de
administracion mas frecuentes y preferidas debido a la facilidad de administracion, el cumplimiento del paciente y los
menores costes. Sin embargo, las desventajas de esta via incluyen la potencia baja o variable y la adsorcion
ineficiente de la sustancia terapéutica. Esto es particularmente evidente cuando el compuesto a administrar es
inestable en las condiciones que se encuentra en el tracto gastrointestinal. En la técnica se han desarrollado
diversos métodos de recubrimiento y encapsulacion, pero s6lo unos pocos son eficaces en lo que respecta al
abordaje de este problema. No obstante, hay compuestos terapéuticos que tienden a ser menos activos en las
condiciones del tracto gastrointestinal y deben administrarse en dosis mas altas para su adsorciéon hacia la
circulaciéon sanguinea en una cantidad eficaz.

Se ha desarrollado una amplia gama de sistemas de formulacion de farmacos para abordar el problema de la
administracion optima de farmacos y se basan en la incorporacion del farmaco en una matriz que actia como
vehiculo. Los factores considerados en la formulacion de farmacos incluyen los requisitos de que el sistema sea no
téxico, no reactivo con el farmaco a administrar, de fabricacion econémica, formado por componentes facilmente
disponibles, y coherente con respecto a la composicion final y a las caracteristicas fisicas, incluyendo la estabilidad y
la velocidad de liberacion. También es preferible que el sistema de liberacién del farmaco esté formada por
materiales que el cuerpo pueda eliminarlos facilmente mediante los procesos fisioldgicos normales.

Las formulaciones de farmacos en microparticulas se pueden utilizar en numerosas vias de administracién, pero son
particularmente adecuadas para la administracion pulmonar. Las ventajas de los pulmones para la liberacion de
agentes con efectos sistémicos incluyen la gran cantidad de area de superficie y la facilidad de captacion por la
superficie de la mucosa. La patente de Estados Unidos n.° 6.071.497 describe un sistema de administraciéon
pulmonar de farmacos basado en la formacién de microparticulas de dicetopiperazina, asi como de microparticulas a
base de polimeros. El documento WO 02/067995 divulga la obtencion mediante derivatizacion quimica de una
microparticula con vitamina B12.

Sumario de la invenciéon

La invencion proporciona un método de recubrimiento con un principio activo de una microparticula cristalina
preformada en suspensién, comprendiendo dicho método las etapas de:

i) obtener una microparticula cristalina preformada que comprende una dicetopiperazina;

i) proporcionar una suspension que comprende la microparticula cristalina preformada, el principio activo y un
disolvente; y

iii) alterar después las condiciones de la solucién en la suspension proporcionada para modificar una interaccion
energética entre el principio activo y la microparticula cristalina para modificar una propiedad de superficie de la
microparticula cristalina, en el que la etapa de alterar las condiciones de la solucion comprende al menos una de
cambiar el pH de la solucion, alterar la polaridad de la solucién, afiadir iones monovalentes o multivalentes a la
solucién, o la derivatizacién quimica de la microparticula; y

en el que dicha etapa de alteracion produce la adsorcién del principio activo sobre una superficie de la microparticula
cristalina para proporcionar un recubrimiento del principio activo sobre la microparticula cristalina y la etapa de
alteracion no incluye la etapa de eliminar el disolvente de la suspension.

De acuerdo con el método de la presente invencion, en general, las microparticulas se recubren con un principio
activo mediante la modificacion de las propiedades de superficie de las microparticulas de forma que el principio
activo tenga una mayor afinidad por la superficie de la microparticula que por lo que permanece en solucion, sin la
eliminacion de disolvente de la solucion.

Se proporcionan métodos mejorados para el recubrimiento de particulas cristalinas, tales como (FDKP)

microparticulas de fumaril dicetopiperazina con principios activos, tales como proteinas, utilizando asociaciones
electrostaticas, hidrofobas o de enlaces de hidrégeno. El liquido se puede retirar (para la recuperacion de
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microparticulas recubiertas de principio activo) opcionalmente mediante filtracién o secado, o reemplazar mediante
el intercambio para un medio de solucion diferente, después de que se ha realizado la etapa de alteracion y se ha
formado el recubrimiento. En cualquier caso, la eliminacion del medio liquido no es una etapa obligatoria en la
formacion del complejo de principio activo - microparticulas. Se divulga un método para el recubrimiento de
microparticulas basado en el cambio de las propiedades de la superficie de las microparticulas cristalinas para lograr
la adsorcion del principio activo a la microparticula.

Se proporciona un método de recubrimiento de una microparticula cristalina preformada en suspension con un
principio activo que comprende: i) ajustar la interaccion energética entre el principio activo y la microparticula
cristalina independiente de la eliminacién del disolvente; y ii) dar tiempo para que el principio activo se adsorba sobre
la superficie de la microparticula. En algunas formas de realizacion, el método de recubrimiento de una
microparticula cristalina preformada en suspensién con un principio activo puede comprender ademas una etapa de
eliminar o intercambiar el disolvente sin que se produzca un efecto sustancial sobre la Interaccion entre el principio
activo y la microparticulas.

De acuerdo con la presente invencion, el método de recubrimiento de la microparticula con el principio activo se
lleva a cabo mediante la modificacion de las propiedades de la superficie de la microparticula. La modificacién de las
propiedades de la superficie de la microparticula se logra mediante la alteracion de las condiciones de la solucion.
Estas condiciones, comprenden al menos una de cambiar el pH, alterar la polaridad de la solucién; la adiciéon de
iones monovalentes o multivalentes; o la derivatizacion quimica de la microparticula.

La presente invencion puede comprender ademas una etapa de disolver el principio activo en la fase fluida de la
suspension de microparticulas y, posteriormente, cambiar el pH. Tal etapa de disolver el principio activo en una fase
fluida se refiere a la adicién de una solucién mas concentrada del principio activo ademas de afadir sélidos.

En aun otra forma de realizacién mas, las condiciones de pH de la suspensién de microparticulas se alteran para
favorecer las interacciones entre principio activo y microparticulas antes de, o después de, la adicion del principio
activo.

En otras formas de realizacion, el principio activo tiene mas de un tipo de interaccién energéticamente favorable con
la superficie de las microparticulas.

En otra forma de realizacion particular de la presente invencién, el principio activo es insulina o un analogo de la
misma.

En otras formas de realizacion particulares de la presente invencion, las propiedades de la superficie que crean una
interaccion favorable entre el principio activo y las microparticulas se seleccionan del grupo que consiste en
propiedades electrostaticas, hidr6fobas y de enlaces de hidrégeno.

En otra realizacién de la presente invencién, la microparticula es porosa y tiene superficies interiores accesibles al
fluido general de la solucion. De acuerdo con la presente invencién, la microparticula comprende una
dicetopiperazina. En una forma de realizacion, esta puede ser fumaril dicetopiperazina, pero no se limita a la misma.

En formas de realizacion de la presente invencion, el método de recubrimiento produce una monocapa de principio
activo en la superficie de las microparticulas. En otras formas de realizacion de la invencion, la monocapa es
continua. En otras formas de realizacién de la invencion, el principio activo en la monocapa puede tener una
orientacion preferida.

En aun otra forma realizacién, se proporciona un método como se define en la presente reivindicacion 19 para el
recubrimiento de una microparticula cristalina ‘reformada en suspension con insulina, que comprende ajustar la
interaccion energética entre el principio activo y la microparticula cristalina independiente de la eliminacion del
disolvente; y adsorber el insulina sobre la superficie de las microparticulas.

El disolvente, como se usa en el presente documento, se refiere al medio fluido en el que el principio activo y la
microparticula estan "bafiados". No debe interpretarse que requiere que todos los componentes estén en solucion.
De hecho, en muchos casos, puede usarse para hacer referencia al medio liquido en el que las microparticulas
estan suspendidas.

Breve descripcién de las figuras

Las siguientes figuras forman parte de la presente especificacion y estan incluidas para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de los ejemplos divulgados en el presente documento. La invencion puede entenderse mejor por
referencia a una o mas de estas figuras en combinacion con la descripcion detallada de realizaciones especificas
presentadas en el presente documento.

La Figura 1 representa los perfiles de ultrasonidos de titulacién con HCI para separar los componentes de la
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suspension de fumaril dicetopiperazina (FDKP), particulas de FDKP y tampon, de acuerdo con las ensefianzas
de la presente invencion. La magnitud de los cambios en el perfil de titulacion de la velocidad ultrasénica (Figura
1, panel A) refleja los cambios de hidratacion causados por la protonacion de los grupos carboxilato ionizables de
los componentes de la muestra. Los picos de atenuacion de ultrasonidos maximos (Figura 1, panel B) son el
resultado de la relajacién rapida en la reaccion del intercambio de protones en el punto de saturacién. La
frecuencia (F) es 15 MHz, la temperatura es 25 °C.

La Figura 2 representa los perfiles de titulacién ultrasénicos del acido acético glacial para particulas de FDKP +
insulina y particulas de FDKP de forma individual de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion. El
perfil de la velocidad ultrasénica se calcul6 restando la contribucion de la insulina; la frecuencia es de 8 MHz, la
temperatura es 25 °C. También se representa el exceso de atenuacion ultrasénica como una funcion de la
concentracion de acido acético glacial afiadido. Dos etapas de acidificacién inducida por acido acético glacial son
similares a las observadas mediante titulacion con HCI. El panel insertado en la izquierda (Panel A) representa la
asociacion del principio activo con la microparticula de FDKP a pH mayor que aproximadamente 2,9. El panel
insertado en la derecha (Panel B) muestra la reduccion de la interaccion entre el principio activo y la
microparticula a pH por debajo de aproximadamente 2,9.

La Figura 3 representa la adsorcion de proteinas sobre microparticulas ionizables de acuerdo con las
ensefianzas de la presente invencion. La proteina se afiadidé a la suspension de microparticulas después de
ajustar el pH, la proteina no unida se separé por filtracién y las microparticulas se disolvieron para liberar la
proteina unida.

La Figura 4 representa la dependencia del pH para la adsorcion de principios activos sobre microparticulas de
FDKP de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion. Las Figuras 4A representan la adsorcion de la
insulina; La Figura 4B representa la adsorcion del anticuerpo monoclonal anti-SSX-241-49, la figura 4C representa
la adsorcion de la hormona paratiroidea (PTH) y la Figura 4D representa la adsorcion de grelina.

La Figura 5 representa la dependencia del pH de la adsorcion de la insulina sobre microparticulas de FDKP con
la limitacion de la concentracién de insulina de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion.

La Figura 6 representa el cambio en la velocidad de los ultrasonidos en la suspension de microparticulas de
FDKP (11 mg/ml) tras la valoracién por etapas de las microparticulas de FDKP con la proteina (10 mg/ml) de
acuerdo con las ensefianzas de la presente invencién. Se rest6 la contribucion de la proteina libre y el efecto de
la dilucion de las microparticulas de FDKP. La temperatura es de 25 °C.

La Figura 7 representa las curvas de saturacion para la adsorcion del principio activo sobre las microparticulas
de FDKP de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencién. Se muestran las curvas de carga para
microparticulas de principio activo / FDKP como funcién de la concentracion de principio activo a un pH de 5,0.
La figura 7A representa la adsorcion del péptido 1 similar al glucagén (GLP-1); la Figura 7B representa la
adsorcion de PTH; la Figura 7C representa la adsorcién del anticuerpo monoclonal anti-SSX241.49 y la Figura 7D
representa la adsorcion del anticuerpo monoclonal anti-MOPC-21.

La Figura 8 representa la adsorcion de principios activos sobre microparticulas a pH en 5,0, segun esta influida
por concentraciones crecientes de sal de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion. El principio
activo se afiadié a la suspension de microparticulas después de ajustar el pH, el agente no unido se separé por
filtracion y las microparticulas se disolvieron para liberar el agente unido. La Figura 8A representa la adsorcién de
insulina, la Figura 8B representa la adsorcion del anticuerpo monoclonal anti-SSX-241-49, la Figura 8C representa
la adsorcion de PTH y la Figura 8D representa la adsorcién de grelina.

Descripcion detallada de la invencion
Agentes a administrar

La sustancia con la que se va a recubrir la microparticula cristalino se denomina en la presente invencion el principio
activo. Ejemplos de clases de principio activo incluyen composiciones farmacéuticas, compuestos sintéticos y
macromoléculas organicas que tienen utilidad terapéutica, profilactica y / o diagnéstica.

En general, cualquier forma de principio activo puede recubrir la superficie de una microparticula cristalina. Estos
materiales pueden ser macromoléculas organicas, entre las que se incluyen acidos nucleicos, compuestos organicos
sintéticos, polipéptidos, péptidos, proteinas, polisacaridos y otros azucares y lipidos. Los péptidos, proteinas y
polipéptidos son todas las cadenas de aminoacidos unidas por enlaces peptidicos. Generalmente se considera que
los péptidos tienen menos de 30 restos de aminoacidos, pero puede incluir mas. Las proteinas son polimeros que
pueden contener mas de 30 restos de aminoacidos. El término polipéptido, como se conoce en la técnica y como se
utiliza en el presente documento, se puede referir a un péptido, una proteina, o cualquier otra cadena de
aminoéacidos de cualquier longitud que contenga multiples enlaces peptidicos, aunque por lo general contienen al
menos 10 aminoacidos. Los principios activos utilizados en la formulacion de recubrimiento pueden entrar dentro de
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varias clases de actividad biologica, tales como agentes vasoactivos, agentes neuroactivos, hormonas,
anticoagulantes, agentes inmunomoduladores, agentes citotdxicos, antibiéticos, agentes antivirales, antigenos y
anticuerpos. Mas particularmente, los principios activos pueden incluir, de una manera no limitante, insulina y
analogos de la misma, hormona del crecimiento, hormona paratiroidea (PTH), grelina, factor estimulante de las
colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), péptido 1 similar al glucagén (GLP-1), rojo Texas, alquinos,
ciclosporinas, clopidogrel y PPACK (D-fenilalanil-L-prolil-L-arginina clorometil cetona), anticuerpos y fragmentos de
los mismos, incluyendo, entre otros, anticuerpos humanizados o quiméricos; F(ab), F(ab):, o anticuerpo
monocatenario solo o condensado con otros polipéptidos; anticuerpos monoclonales terapéuticos o de diagnéstico
frente a antigenos de cancer, citocinas, agentes infecciosos, mediadores inflamatorios, hormonas y antigenos de
superficie celular. Ejemplos no limitantes de anticuerpos frente a antigenos tumorales incluyen anti-SSX-241.49
(sarcoma sinovial, punto de rotura X 2), anti-NY-ESO-1 (antigeno asociado a tumores de eso6fago), anti-PRAME
(antigeno de melanoma de expresion preferente), anti-PSMA (antigeno de membrana especifico de la préstata),
anti-Melan-A (antigeno asociado a tumores melanoma), anti-tirosinasa (antigeno asociado a tumores melanoma) y
anti-MOPC-21 (proteina de células plasmaticas de mieloma).

Sistema de liberacion - Microparticulas cristalinas

Esencialmente, el término "microparticulas" se refiere a una particula con un diametro de aproximadamente 0,5-1000
pum, independientemente de la estructura exterior o interior precisa. Dentro de la amplia categoria de microparticulas,
"microesferas"” se refiere a microparticulas con forma esférica uniforme. Las microparticulas cristalinas, como se usa
en el presente documento, se refiere a microparticulas que tienen la estructura interna aunque no necesariamente la
forma externa de un cristal y tienen una disposicién regular de los &tomos en una red espacial. Superficies cristalinas
ionizables se refieren a microparticulas cristalinas que tienen la capacidad adicional de llevar una carga eléctrica.

Preferentemente, la sustancia quimica que compone la microparticula cristalina es reactiva de forma reversible con
el principio activo a administrar, asi como no toxica y no puede ser metabolizada, por lo menos por los roedores y los
seres humanos. Ademas, la estructura cristalina de microparticulas preferidas no se altera sustancialmente en el
proceso de recubrimiento con principio activo. La composiciéon de las microparticulas cristalinas determina qué tipo
de interacciones quimicas se pueden manipular para dirigir la adsorcién de un principio activo a la superficie de las
microparticulas.

Se pueden usar numerosas sustancias para formar microparticulas cristalinas, aunque la presente invencién se
refiere a microparticulas cristalinas que comprenden una dicetopiperazina. Las microparticulas como tal tienen una
superficie exterior, cuyas propiedades se pueden manipular en el proceso de recubrimiento. En consecuencia, las
microparticulas cristalinas pueden formarse a partir dicetopiperazinas, que son un ejemplo de aminoacidos
aromaticos, y sales de los mismos, con solubilidad limitada en un intervalo de pH definido.

Las patentes de Estados Unidos n.° 5.352.461 y 5.503.852 describen un sistema de administracion de farmacos
basado en la formacién de microparticulas dicetopiperazina (DKP) de derivados de dicetopiperazina tales como 3,6-
bis[N-fumaril-N-(n-butil)amino] (también conocido como fumaril dicetopiperazina o FDKP; también denominado (E)-
3,6-bis[4-(N-carboxi-2-propenil)amidobutil]-2,5-dicetopiperazina) que son estables a pH bajo y se disuelven al pH de
la sangre o el intestino delgado. Como se divulga en las patentes anteriores, el farmaco a administrar se combina o
se carga con las particulas de dicetopiperazina mediante la formaciéon de microparticulas de DKP en presencia de
farmaco (carga (til). Un sistema basado en elementos estructurales de dicetopiperazina, o uno de sus derivados de
sustitucion, incluyendo, pero no limitado a, dicetomorfolinas y dicetodioxanos, forma microparticulas con
distribuciones de tamafio e intervalos pH deseables, asi como una buena tolerancia de la carga util. Se puede
generar una amplia gama de caracteristicas reproducibles estables, con manipulaciones apropiadas de los grupos
sustituyentes.

Otras dicetopiperazinas que pueden contemplarse en la presente invencion pueden incluir 3,6-di(4-aminobutil)-2,5-
dicetopiperazina; 3,6-di(succinil-4-aminobutil)-2,5-dicetopiperazina (succinil dicetopiperazina o SDKP); 3,6-
di(maleil-4-aminobutil)-2,5-dicetopiperazina;  3,6-di(citraconil-4-aminobutil)-2-5-dicetopiperazina;  3,6-di(glutaril-4-
aminobutil)-2,5-dicetopiperazina; 3,6-di(malonil-4-aminobutil)-2,5-dicetopiperazina;  3,6-di(oxalil-4-aminobutil)-2,5-
dicetopiperazina y derivados de las mismas. En la presente invencion se pueden usar sales de dicetopiperazina y
pueden incluir, por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable tal como el Na, K, Li, Mg, Ca, amonio, o mono-, di-
o tri-alquilamonio (como los derivados de trietilamina, butilamina, dietanolamina, trietanolamina, o piridinas y
similares). La sal puede ser una mono-, di-, 0 sal mixta. También se contemplan sales de orden superior para
dicetopiperazinas en las que los grupos R contienen mas de un grupo acido. En otros aspectos de la invencion, una
forma bésica del agente puede mezclarse con la dicetopiperazina con el fin de formar una sal de farmaco de la
dicetopiperazina, de tal forma que el farmaco sea el contracation de la dicetopiperazina.

La Patente de Estados Unidos n.° 6.444.226, y 6.652.885 describe la preparacion y proporciona microparticulas de
DKP en suspensién acuosa a la que se afiade una solucién de principio activo, y después la etapa critica de liofilizar
la suspension para producir microparticulas que tengan un recubrimiento de principio activo. La base para esta
formulacion es que el recubrimiento de las microparticulas con el principio activo esta dirigido por la eliminacién del
medio liquido por liofilizacion. (Véase también la Patente de Estados Unidos n.° 6.440.463). En contraste con las
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ensefianzas en la técnica anterior, la presente invencién proporciona medios para ajustar la asociacion de principio
activo con la microparticula antes de la eliminacion del disolvente. Por lo tanto, la eliminacion del medio liquido por
métodos fisicos a granel (por ejemplo, filtracibn o sedimentacion) o métodos de evaporacion (por ejemplo,
liofilizacién o secado por pulverizacién) puede dar lugar a cargas comparables.

Recubrimiento controlado de microparticulas cristal inas

El recubrimiento controlada se refiere al proceso dirigido de adsorber principio activo sobre la superficie de una
microparticula cristalina, mediante la alteraciéon de las condiciones de la solucién comprende al menos una de
cambiar el pH de la solucién, la alteracién de la polaridad de la solucion, afiadir iones monovalentes o multivalentes
a la solucion o derivatizacion quimica de la microparticula; y en el que la etapa de alteracién no incluye la etapa de
eliminacion de disolvente de la suspension. En consecuencia, el proceso de recubrimiento puede implicar el cambio
de las propiedades de la superficie de las microparticulas cristalinas en una suspension fluida, ya sea cambiando las
condiciones de la solucién (tales como el pH, la temperatura, la polaridad, la fuerza iénica y los codisolventes)
mediante formacién de complejos a mono o multivariaciones, o mediante derivatizacién quimica. La alteracion de las
propiedades de la superficie de la microparticula antes o después de la adicién del principio activo afecta a sus
interacciones quimicas con el principio activo, lo que da lugar a la adsorcién del principio activo a la microparticula
cristalina. La interaccion quimica entre la microparticula y el principio activo dirige la adsorcién y da como resultado
una monocapa de principio activo sobre la superficie de la microparticula. Una vez que una molécula de principio
activo se adsorbe, dicha parte de la superficie de la microparticula no estd expuesta a interacciones adicionales y la
adsorcion del principio activo adicional en ese punto de la superficie particular. La monocapa resultante puede ser
continua (sin espacios entre las moléculas de principio activo adsorbidas sobre la superficie accesible) o discontinua
(espacios de la microparticula expuestos entre las moléculas de principio activo adsorbidas.

Adsorcién del principio activo sobre microparticula S

Como se tratado anteriormente, la adsorcién del principio activo sobre las microparticulas tiene como resultado la
formacién de una monocapa (recubrimiento) del principio activo sobre la microparticula. Sin embargo, hay mas de un
mecanismo en juego en la adsorcidon de un principio activo, tal como, por ejemplo, insulina, en las microparticulas
cristalinas:

La monocapa de un principio activo, tal como insulina, que recubre la microparticula es una etapa del proceso de
carga de la insulina sobre la microparticula, pero no es necesariamente el resultado final en el proceso de carga, ya
que las capas tanto monoméricas como multiméricas, se pueden formar basandose en la energia del sistema.

En condiciones de solubilidad permisiva, tales como una concentracion baja de insulina y / o pH bajo un pH
sustancialmente por debajo de 5,0), las fuerzas de atraccion entre la insulina y la superficie de la particula FDKP son
mucho mayores que las fuerzas de autoasociacion para la insulina. Por lo tanto, el recubrimiento de la insulina sobre
la microparticula se produce en forma de monocapa y la saturacién se observa sin agregacion o formacion de
multiples capas sobre la superficie de las microparticulas (véase el Ejemplo 6). A medida que la solubilidad se
aproxima a la saturacién, debido a la alta concentracion de insulina y / 0 a un pH cerca de 5,0 (una solubilidad
minima para la insulina salvaje), la autoasociacion de la insulina se vuelve mas energéticamente favorable. Por lo
tanto, el recubrimiento puede proceder mas alla del punto de una monocapa saturada y se pueden afiadir otras
capas de insulina a la particula. Se pueden reconocer dos formas de autoasociacion: multimerizaciéon y agregacion.
La multimerizacién se caracteriza por interacciones intermoleculares especificas y una estequiometria fija. La
agregacion se caracteriza por interacciones intermoleculares inespecificas y una estequiometria no definida. En
lineas generales, los principios activos multiméricos pueden ser adsorbidos en el estado multimérico, o disociarse en
monomeros o multimeros de orden inferior y ser adsorbidos en la superficie en ese estado. En cualquier caso, la
agregacion puede mediar en la estratificacion del principio activo sobre la microparticula. De acuerdo con la
comprension actual de los inventores, en las condiciones generales utilizadas en los ejemplos de la presente
divulgacion (tales como la disolucion de insulina en acido acético), el depésito de capas adicionales de insulina
procede como la agregacién de insulina no hexamérica.

Método para recubrir las microparticulas

El procedimiento para el recubrimiento de microparticulas cristalinas, tales como microparticulas cristalinas
preformadas, con principios activos se describe generalmente como sigue: las microparticulas cristalinas formadas
previamente mediante precipitacion, u otro método, se suspenden en medio liquido, tal como agua; y el medio se
ajusta para alterar la superficie de las particulas, ya sea antes o después de la adicién de principio activo. En este
punto, el principio activo se adsorbera a la superficie de la microparticulas y después de un intervalo de tiempo (por
ejemplo, <1, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 minutos; preferentemente de <1 a durante al menos 5 minutos), se
completara el proceso de carga. El medio liquido puede eliminarse por cualquier medio, incluyendo filtracion,
centrifugacion, liofilizacion o secado por pulverizacion o reemplazarse por intercambio de medios. La adsorcién
puede confirmarse por cualquiera de dos enfoques experimentales: 1) demostrar la ausencia de cantidades
significativas de principio activo en un filtrado o sobrenadante y/o 2) demostrar la presencia del principio activo en
fase solida al tiempo que se muestra que el principio activo no precipita cuando se capta a través del mismo
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procedimiento en ausenta de las microparticulas.
Manipulacién de las propiedades de la superficie de las microparticulas

Como se ha divulgado en otra parte en la presente invencion, las propiedades de la superficie de la microparticula
pueden manipularse por diversos medios. Las propiedades de la superficie de las microparticulas que pueden
manipularse incluyen, pero no se limitan a, propiedades electrostaticas, hidréfobas y de enlaces de hidrogeno. En
diversas formas de realizacién, estas manipulaciones se llevan a cabo en ausencia o en presencia del principio
activo, o antes o después de que las microparticulas y el principio activo se mezclen entre si. Cuando la
manipulacion tiene lugar en presencia del principio activo, por ejemplo mediante la alteracion de la condicion de la
solucién, también puede haber efectos sobre el principio activo que modificaran su afinidad por la superficie. Por
tanto, en algunas formas de realizacion de la presente invencion, el recubrimiento de la microparticula puede
implicar la manipulacion de las propiedades de la superficie y la modificacion de las propiedades del principio activo.

Las interacciones electrostaticas son atracciones entre cargas opuestas o repulsién entre cargas iguales que crecen
mas fuertes a medida que cargas se acercan entre si. Las interacciones electrostaticas constituyen un componente
clave en la comprensién de las interacciones entre cuerpos cargados en soluciones iénicas. Por ejemplo, la
estabilidad de las particulas coloidales dispersas en un disolvente se puede explicar considerando la competencia
entre las interacciones electrostaticas repulsivas y las interacciones de van der Waals atrayentes. Asimismo, la
funcionalidad quimica (por ejemplo, pero no limitado a, COOH, NH, etc.) de la superficie de las microparticulas
puede usarse como el contraién para un principio activo ionizado de forma que el principio activo/compuesto de
particula comprende una sal. Las interacciones electrostaticas son también de importancia al considerar la
interaccion y la adhesion entre particulas.

Alterando el pH de la solucién circundante, el sistema puede cambiar las propiedades electrostaticas de las
microparticulas cristalinas ionizables en suspension. Como se ha demostrado en el Ejemplo 3, cambiar el pH de la
solucion cambia de la ionizacion de una microparticula de forma que el principio activo se adsorbe en la superficie
de las microparticulas. Especificamente, el Ejemplo 4 muestra que las microparticulas compuestas por FDKP (3,6-
bis[N-fumaril-N-(n-butil)amino]2,5-dicetopiperazina) son ionizables. Las microparticulas son insolubles en agua por
debajo de un pH de 3,5, pero la solubilidad aumenta rapidamente a un pH entre 3,5 y 5,0, presumiblemente debido a
la ionizacion de los grupos carboxilo. La microparticula de FDKP esta parcialmente ionizada a pH 5 antes de
completar la disolucién a pH mas alto, que se puede observar mediante espectroscopia ultrasonica indirectamente.
El ejemplo 5 demuestra el recubrimiento controlado con proteinas sobre la superficie de las microparticulas de
FDKP. En una forma de realizacién, las microparticulas de dicetopiperazina se suspenden en una solucién acida, se
afiade principio activo a la suspensiéon y el pH de la solucién se eleva después de que el principio activo y las
microparticulas se mezclen juntos. El aumento del pH altera las propiedades de la superficie de las microparticulas
para crear un entorno en el que el principio activo tiene una mayor afinidad por la microparticula que por el
disolvente.

Como alternativa, el pH de la suspensién de microparticulas se puede elevar inmediatamente antes de la adicion de
principio activo a la solucion. Las propiedades de carga de la superficie de la microparticula se ven alterados por el
cambio en el pH de tal manera que el principio activo tiene una mayor afinidad por la microparticula que por lo que
permanece en solucién y se adsorbe en la superficie de las microparticulas tras la adicion.

Los ejemplos 6 y 7 demuestran la carga de la insulina sobre las particulas de FDKP mediante manipulacion de las
condiciones de pH. Por ultimo, la saturacion de la microparticula mediante adsorcién de proteinas y la formacion de
una monocapa se describen en el Ejemplo 6.

Otros métodos de manipulacién de las superficies de las microparticulas

Ademas de las propiedades electrostaticas, se pueden explotar otras propiedades de la superficie de una
microparticula para controlar la adsorciéon de principio activo. Las microparticulas que contienen compuestos con
imidazol, piridina, bases de Schiff, cetona, bioisoésteres de acidos carboxilicos, amidas, u otros grupos funcionales
gue pueden existir en multiples estructuras podrian manipularse para modificar las propiedades de la superficie.

Las interacciones hidréfobas son asociaciones de grupos no polares entre si en soluciones acuosas debido a su
insolubilidad en agua. Las interacciones hidréfobas pueden afectar a una serie de procesos moleculares, incluyendo,
pero sin limitaciones, la estabilizacién de la estructura (ya sea de moléculas individuales, complejos de dos o tres
moléculas, o ensamblajes mas grandes) y la dinamica, y hacer contribuciones importantes a los procesos de union
proteina-proteina y proteina-ligando. Estas interacciones también se sabe que desempefian un papel en los
acontecimientos tempranos del plegamiento de proteinas, y estan implicadas en los fendmenos de ensamblajes
complejos y autoensamblajes (por ejemplo, formacién de membranas).

Las interacciones hidréfobas pueden manipularse mediante el cambio de la protonacion de las microparticulas
cristalinas compuestas por histidina. La protonacion de la histidina reducira la nucleofilia de las microparticulas
cristalinas e impartird una carga positiva.
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Las interacciones de unién de hidrégeno son fuerzas dipolo-dipolo especialmente fuertes entre las moléculas; un
atomo de hidrégeno en un enlace polar (por ejemplo, H-F, H-O o H-N) puede experimentar una fuerza de atraccion
con una molécula o ion electronegativo adyacente, que tiene un par de electrones sin compartir (por lo general un
atomo de F, O o N en otra molécula). Los puentes de hidrégeno son responsables de las propiedades Unicas de
agua y son muy importantes en la organizacion de las moléculas biolégicas, especialmente en influir en la estructura
de las proteinas y el ADN.

En la presente invencion, las propiedades de unién a hidrégeno de la superficie de las microparticulas pueden
controlarse mediante derivatizacion quimica. Los donantes / aceptores de unién a hidrégeno se pueden afadir
guimicamente para alterar la superficie de las microparticulas. Por ejemplo, el hidrégeno en un enlace N-H puede
sufrir union del hidrogeno al oxigeno en un enlace C = O. Si el N-H se sustituye por un N-CHs, se elimina esta
interaccion de enlace de hidrégeno particular. Del mismo modo, la sustitucién del grupo C=0 con un grupo C=C
también elimina esta interaccion de unién particular.

Las microparticulas con superficies que contienen grupos aromaticos ionizables son polares cuando estan ionizadas
o0 pero hidréfobas en su estado no ionizado. Comenzando con las superficies protonadas y manipulando las
condiciones de la solucion para reducir la ionizacion de la superficie de las particulas hace que los principios activos
hidrofébicos o aromaticos para recubrir la superficie de las microparticulas.

Las microparticulas con grupos cetona en la superficie podrian manipularse por el cambio de la polaridad de la
solucién. Mediante la reduccion de la polaridad del disolvente (afiadiendo disolventes organicos de baja polaridad a
una solucién acuosa) la forma enol se convierte en la especie predominante en la superficie de la particula. Esta
forma enol- es un donante de enlaces de hidrégeno, mientras que la forma ceto es un aceptor de enlaces de
hidrégeno. La adsorcion de farmacos que contienen nitrégeno sobre la superficie de las microparticulas se estimula
de esta manera.

Las microparticulas con grupos de superficial que sufren isomerizacién inducida por pH o por la temperatura también
pueden inducirse que absorben moléculas de farmaco mediante la manipulacién de las condiciones de la solucion.
En el caso de estas superficies, la introduccion de un codo en un grupo de superficie lineal debido a la isomerizacion
aumenta la movilidad (fluidez) de los grupos en la superficie de las microparticulas. Esto permite que la superficie
forme mas contactos con el principio activo de los que son posibles con una superficie ordenada. Si las interacciones
adicionales con el principio activo son cada una favorable, la energia neta de interaccién se vuelve favorable y el
farmaco se adsorbe en la superficie de las microparticulas.

Técnicas de eliminacién del medio fluido

La eliminacién del disolvente después de recubrimiento controlado de las superficies cristalinas con principio activo
se puede lograr mediante métodos que incluyen, entre otros, sedimentacion, filtraciéon, o secado. Las técnicas de
secado incluyen, pero no se limitan a, liofilizacién y secado por pulverizacién. Estas técnicas son conocidas para los
expertos en la técnica. En una forma de realizacién de la presente invencion, disolvente se elimina mediante secado
por pulverizacion. En, por ejemplo, la solicitud de patente provisional n.° 60 / 776.605 presentada el 22 de febrero de
2006 se divulgan métodos de secado por pulverizacion de las microparticulas de dicetopiperazina.

Andlisis de las modificaciones de las propiedades d e la superficie

La presente invencion emplea la técnica de espectroscopia ultrasénica para analizar los cambios en las propiedades
de la superficie de las microparticulas cristalinas en una suspension fluida, que estimulan o mejoran la adsorcion de
un principio activo en la microparticula cristalina. Como se divulga en otra parte en la presente invencién, tales
cambios implican cambios en las condiciones de la solucion (tales como el pH, la temperatura, la polaridad, la fuerza
ibnica y los codisolventes), mediante formacién de complejos con iones mono o multivalentes, o mediante
derivatizacion quimica para alterar las propiedades de la superficie de la microparticula ya sea antes o después de la
adicién del principio activo.

La espectroscopia de ultrasonidos es una herramienta analitica conocida por el experto en la materia. En breve, la
espectroscopia ultrasénica emplea ondas sonoras. En particular, usa una onda acustica de alta frecuencia que
sondea las fuerzas intermoleculares en las muestras / materiales. La compresion (y descompresién) oscilante en la
onda ultrasénica provoca la oscilacion de las disposiciones moleculares en la muestra, que responde mediante
atraccion o repulsion intermolecular.

Viajando a través de las muestras, la onda ultrasonica pierde su energia (una disminucién de la amplitud) y cambia
su velocidad. Esta disminucién en la amplitud y cambio de velocidad se analizan como caracteristicas de la muestra.
Por lo tanto, la propagacioén de las ondas ultrasénicas se determina mediante la velocidad ultrasénica y atenuacion.

La velocidad ultrasénica se determina a través de la elasticidad y la densidad del medio. Los sélidos tienen las
interacciones mas fuertes entre las moléculas, seguido de liquidos y gases y, por lo tanto, son mas rigidos en
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comparacion con liquidos y gases. La atenuacién ultrasénica es una medida de la energia que las ondas
ultrasénicas pierden a medida que viajan a través de una muestra. Caracteriza la transparencia ultrasénica de la
muestra y se puede ver como una reduccién de la amplitud de la onda.

La medicién multifrecuencias de la atenuacion ultrasonica en sistemas homogéneos permite el analisis de
reacciones quimicas rapidas, tales como, entre otros, intercambio de protones, transiciones estructurales (por
ejemplo, isomerizacién), autoasociacion (por ejemplo, dimerizacién), agregacion, union de ligandos a
macromoléculas etc.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes se han incluido para demostrar las formas de realizacién preferidas de la presente
invencion. Los expertos en la técnica deben apreciar que las técnicas divulgadas en los ejemplos siguientes
representan técnicas descubiertas por el inventor para funcionar bien en la practica de la presente invencién y, por
tanto, se puede considerar que constituyen modos preferidos para su practica. No obstante, los expertos en la
técnica deberian, a la luz de la presente divulgacion, apreciar que se pueden realizar muchos cambios en las formas
de realizacion especificas que se divulgan y seguir obteniendo un resultado parecido o similar sin desviarse del
alcance de la invencién tal como se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1

Procedimiento general para cargar microparticulas con principios activos

La Tabla 1 siguiente es un ejemplo de recubrimiento dirigido electrostaticamente de una microparticula cristalina
ionizable (microparticulas de FDKP) utilizando la adsorcion a pH controlado. En estos experimentos, las
suspensiones de microparticulas de FDKP se prepararon a pH 2,0 y 4,5. Después se afiadio proteina (hormona de
crecimiento) a cada una para dar condiciones finales de 5 mg/ml de las particulas de FDKP y 200 pg/ml de proteina.
Después de mezclar, el liquido a granel se eliminé de la suspensidon mediante filtracién. A continuacion, el material
atrapado en el filtro se disolvié y se recogi6. La concentracion de proteinas en todas las fracciones se cuantifico
mediante HPLC.

A pH bajo (2,0), la proteina no se adsorbié a las particulas y todas las proteinas se encontraron en el primer filtrado.
Al aumentar el pH a 4,5, las propiedades de la superficie de las particulas se cambiaron para tener una alta afinidad
por la proteina. En estas condiciones, la proteina se unié a las microparticulas y no se vio en el filtrado. Para
determinar la cantidad de proteina asociada con las microparticulas, la proteina se recuperd cuando se disolvieron
las microparticulas. Los controles libres de particulas demuestran que la proteina, por si misma, no se habia
retenido en el filtro en las condiciones usadas, es decir, la proteina no se autoasocio ni, de otra manera, agregé en
particulas mas grandes que los poros del filtro.

Tabla 1. Concentraciones de proteina en un experimento de adsorcién con microparticulas de FDKP

Fraccion pH 2,0 pH 2,0 pH 4,5 pH 4,5
con particulas  sin particulas con particulas  sin particulas
Conc. inicial (ug /ml) 200 200 200 200
Filtrado (proteina sin unir) 146 181 0 145
Particulas disueltas 0 0 180 0

Los valores mostrados son los resultados de la cuantificaciéon mediante HPLC de las
soluciones después de la filtracion

Ejemplo 2

Control de la ionizacion de las microparticulas de FDKP mediante la manipulacién del pH

FDKP es una molécula con forma de barra con un grupo funcional de acido carboxilico en cada extremo que es
esencialmente insoluble en agua a un pH por debajo de 3,5 cuando los acidos carboxilicos estan protonados y no
llevan carga. La solubilidad de FDKP aumenta rapidamente a un pH por encima de 3,5 que corresponde a la
ionizacion de los grupos carboxilo. La modelizacion de los cristales de FDKP, que se forman como placas con dos
caras grandes y planas y bordes estrechos, indica que las moléculas de FDKP en forma de barra se alinean
perpendicularmente con los bordes de las placas, de manera que el acido carboxilico de los extremos de la molécula
estan dispuestos sobre las caras grandes de las placas. Sobre una base tedrica, las superficies de cristales de
FDKP deben estar parcialmente ionizadas a un pH de aproximadamente 5,0, donde la solubilidad es de
aproximadamente 1 mg/ml, justo por debajo del pH al que una suspension de 10 mg/ml de microparticulas se
disolvera.
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La ionizacion de las superficies de cristal de FDKP se ha observado indirectamente con espectroscopia ultrasonica.
En la Figura 1, se muestran la curva de valoracion por ultrasonidos de las microparticulas de FDKP y el tampon. En
este experimento, se afiadié una solucion que contiene HClI 200 mM en pequefias alicuotas a una suspension
agitada de 10 mg/ml de microparticulas de FDKP en tampdn de acetato amonico 20 mM. El pH inicial fue de 4,8.
Después de cada adicion de HCI, se dejé equilibrar el sistema y se recogieron los datos de ultrasonidos.

La disminucién de la velocidad ultrasénica observada con el aumento de la concentracion de acido (pH decreciente)
refleja la protonaciéon de los grupos de acido carboxilico en el sistema. Como los grupos estaban protonados y no
estaban con carga, la estructura del agua a su alrededor se relajé y las ondas ultrasénicas se transmitieron mas
lentamente (la velocidad ultrasénica disminuye). Dado que las superficies de carboxilato de las microparticulas de
FDKP y el grupo carboxilato en el tampén de acetato son quimicamente muy similares, las curvas también fueron
similares. No obstante, las diferencias estaban provocadas por las microparticulas de FDKP. En primer lugar, la
magnitud del cambio de velocidad con las microparticulas de PDKP era mas grande. Esta diferencia es el resultado
de la protonacién de los grupos carboxilato ionizados en la superficie de las microparticulas de FDKP. El pico en la
curva de atenuacion, que se produce cerca del punto de protonacion completa, se cambié a una concentracion de
acido ligeramente superior en la suspension de FDKP. Finalmente, ambos parametros de FDKP continuaron
cambiando a medida que el pH se redujo de 3,5 a 2,3. Estos cambios reflejan modificaciones adicionales en las
propiedades de la superficie de las particulas que pueden incluir ordenamiento de los grupos carboxilo de la
superficie u otras modificaciones microestructurales.

Ejemplo 3

Carga de la proteina sobre microparticulas de FDKP_mediante manipulacién del pH de las propiedades de la
superficie

La adsorcion de las proteinas sobre superficies de microparticulas ionizables mediante manipulacion del pH se
puede lograr de dos maneras. La proteina puede afiadirse y después ajustarse el pH para causar la ionizacion de la
superficie con la adsorcion concomitante de proteina. Este proceso es reversible. Como alternativa, el pH de la
suspension de particulas se puede ajustar para causar la ionizacién de la superficie antes de afiadir la proteina.

Los datos de valoracién ultrasénica mostrados en la Figura 2 indican la asociacion de la proteina (insulina) con las
microparticulas de FDKP a un pH mayor que aproximadamente 2,9 y la reduccion de la interaccién a pH por debajo
de aproximadamente 2,9.

Una suspension de microparticulas de FDKP se preparé en tampén de acetato aménico 20 mM, a pH 4,8, y se
combind con una solucion madre de insulina para dar 800 pl de la suspension con una concentracion final de 10
mg/ml de microparticulas de FDKP y una concentracion de insulina de 1 mg/ml. Esta suspension se introduce en un
espectrometro de ultrasonidos. Mientras se agitaba suavemente, gradualmente se afiadié acido acético glacial en
alicuotas de5 pl para reducir el pH. En cada etapa en la titulacion se recogieron los datos de ultrasonidos.

El cambio en la velocidad de los ultrasonidos estaba relacionada (proporcional) con la cantidad del area de
superficie (agua de hidratacion) de las particulas y / o las macromoléculas en la muestra. La Figura 2 ilustra que a un
pH por encima de aproximadamente 2,9 (10 % v / v de &cido acético afiadido), las curvas de velocidad para las
microparticulas solas (particulas de FDKP) y las microparticulas con insulina (particulas de FDKP + insulina)
coincidieron. Esto indicé que la cantidad del area de superficie en el sistema es esencialmente la misma que el area
de superficie de las microparticulas de FDKP solas. La insulina tenia una contribucion insignificante porque es muy
pequefia en comparacion con las microparticulas. A un pH por debajo de 2,9, las curvas de las particulas de FDKP y
las particulas de FDKP + insulina divergieron. La velocidad ultrasonica de la curva de particulas de FDKP + insulina
fue mayor en el presente documento, lo que indicé que habia mas area de superficie expuesta al agua que en las
particulas de FDKP de la muestra solo. Esta area de superficie adicional procedia de la insulina libre en la
suspension. A medida que el pH aumento6 de aproximadamente 2,7 a aproximadamente 2,9, el area de superficie de
la insulina se perdié por la adsorcion de la insulina en las superficies de las microparticulas de FDKP y la mayor
intensidad de la curva de las microparticulas de FDKP + insulina desapareci6 a medida que la insulina libre
desaparecia del sistema.

Como se ha indicado anteriormente, el segundo método dirigido por pH de las particulas de recubrimiento con la
proteina es suspender las particulas en un medio fluido y ajustar las condiciones de la soluciéon para ionizar la
superficie de las particulas. Después se puede afadir la proteina a la suspension de proteinas y las moléculas de
proteina se adsorberan inmediatamente. La Figura 3 ilustra la cantidad de proteina (insulina) que se adsorhi6 tras la
adicion a las suspensiones de pH ajustado de las microparticulas de FDKP.

Las suspensiones de microparticulas de FDKP se prepararon a 5 mg/ml y se afadié un exceso de proteina (2
mg/ml). (Un exceso de proteinas, como se hace referencia en el presente documento, es la cantidad sobre la cual se
cree que es necesaria para formar una monocapa que cubre la superficie accesible de la microparticula de FDKP).
Después de la incubacion, la proteina no adsorbida se eliminé por filtracién. Los sélidos retenidos en el filtro
(material retenido) se disolvieron y las cantidades de microparticulas de FDKP y las proteinas retenidas en el filtro se
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cuantificaron mediante HPLC. La proporcién en masa de las proteinas/particulas se determind a partir de esta
cuantificacion. Sobre la base del area de la superficie conocida de estas particulas y las dimensiones moleculares de
la proteina, se estimé que se producia una monocapa continua de proteina adsorbida en una relacién de masa de
aproximadamente 0,07. Sobre la base de dicha estimacion se puede ver en este ejemplo que se habia formado una
monocapa continua a pH 5,0 y que se formaban monocapas no continuas a un pH de 3,5 a 4,5.

Adicionalmente, diferentes lotes de microparticulas de FDKP recubiertas con principio activo se suspendieron en una
solucion acida (pH final de aproximadamente 2,0) o agua (pH final de aproximadamente 4,5). Los diferentes
principios activos incluyeron insulina, hormona de crecimiento e insulina aspart (un tipo de insulina de accion rapida),
como se muestra en la Tabla 2. El disolvente se filtr6 a partir de estas suspensiones y las particulas retenidas se
disolvieron y se recogieron. La cantidad de principio activo en todas estas muestras se cuantific6 mediante HPLC.
Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Para cada uno de los lotes se liber6 el principio activo de las particulas en la solucion acida. Por lo tanto, mediante la
protonacion de las superficies de los microcristales, el principio activo se desorbe de las superficies de cristal.
Cuando las particulas se resuspendieron en agua, que no cambia el estado de ionizacién de la superficie de la
particula, la proteina se mantuvo adsorbida.

Tabla 2. Agentes activos recubiertos sobre las microparticulas de FDKP

Hormona de crecimiento Insulina  Insulina Aspart

Solucion estandar de principio activo 250 1103 1099
Resuspendido en solucion acida 240 980 893
Redisuelto tras la filtracion de la solucion acida 0 49 29
Resuspendido en agua 0 4 0
Redisuelto tras la filtracion del agua 191 936 982
Los valores de la tabla son areas de los picos integrados de la cuantificacion mediante HPLC (mUA * s a 215
nm).

Ejemplo 4

Caracterizacion de la adsorcién dirigida por pH de insulina sobre las microparticulas de FDKP

La insulina se adsorhi6é (cargo) sobre microparticulas de FDKP en un proceso de pH controlado mezclando una
suspension acuosa de microparticulas de FDKP con una solucion acuosa de insulina. Para caracterizar el efecto del
pH sobre la unién de la insulina a las microparticulas de FDKP se preparé una suspension de 5 mg/ml de las
particulas de FDPK a valores de pH variables. Después se afiadié un exceso de insulina disuelta, se dej6 adsorber
durante aproximadamente 5 minutos, tras lo cual la insulina no unida se elimind mediante filtracion. Las particulas
sélidas con insulina adsorbida se recuperaron del filtro (material retenido), se disolvieron y se recogieron. Las
cantidades de insulina y las microparticulas de FDPK disueltas se cuantificaron mediante HPLC. La cantidad de
insulina adsorbida se calculé como una fraccion de la masa total del material retenido. La dependencia del pH de la
adsorcion de insulina se muestra en la Figura 4A; la adsorcion de insulina aumenté como una funcién del pH. Se
obtuvieron resultados similares para el anticuerpo monoclonal SSX-241.49, PTH y grelina, como se ilustra en las
Figures 4B, C y D respectivamente.

Adicionalmente, las particulas de FDKP se suspendieron en soluciones de insulina 10 mg/ml) de pH diferentes. La
proporcion en masa de las particulas de FDKP e insulina fue 10:1. La concentracién de insulina no unida en el
sobrenadante se determiné mediante HPLC después de que el sobrenadante se hubo separado de las particulas
mediante centrifugacion. La unién a la insulina se determiné como la diferencia de la concentracién inicial de
insulina. Los datos notificados en la Figura 5 demuestran que el pH creciente tenia como resultado una reduccién de
la insulina en solucién y aumentaba el contenido de insulina en las particulas de FDKP.

Por tanto, la unién de la insulina a las particulas de FDKP aumenta cuando aumenta el pH desde aproximadamente
3,0 hasta aproximadamente. Preferentemente, la soluciéon de insulina se afade a un pH de 3,6 y en estas
condiciones se adsorbe aproximadamente el 75 % de la insulina desde la solucién a las particulas. La union de la
insulina aumenta a > 95 % a medida que el pH aumenta a = 4,0. La unién sustancialmente completa se consigue a
aproximadamente pH = 4,2, preferentemente aproximadamente 4,4. A un pH mayor de 5,0, las microparticulas de
FDKP comienzan a disolverse y ya no retienen la estructura de una microparticula cristalina.

Ejemplo 5

Descripcion de la carga de microparticulas de FDKP con insulina
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En un formato de escala de produccién (2-5 kg), las microparticulas de FDKP se forman mediante precipitacion
acida con acido acético y se lavan. Una solucién de insulina a pH 3,6 se afiade a la suspension de particulas de
FDKP. La solucion madre de insulina es 10 % en peso de insulina 2,5% en peso de acido acético (pH de
aproximadamente 3,6). Se usa hidroxido aménico para ajustar el pH de la mezcla a 4,5. La Tabla 3 indica las
cantidades de los diversos componentes por kilogramo de la formulacion usada para preparar particulas que
contienen ~11,4 % de insulina en peso. Se puede incorporar Polisorbato 80 durante la formacion de particulas y
puede mejorar las caracteristicas de manipulacion de las particulas finales. Se deja tiempo para la adsorcion de la
insulina sobre las particulas de FDKP y asegurar una mezcla completa. A continuacion, se afiade la mezcla gota a
gota al nitrogeno liquido para la congelacion ultrarrdpida de la suspension. El medio fluido se elimina mediante
liofilizacion para producir el producto farmacol6gico a granel de particulas de FDKP/insulina. Como alternativa, la
mezcla se seca por pulverizacion. La Tabla 4 indica las cantidades de los diversos componentes en el producto a
granel tras la eliminacion del medio fluido.

Tabla 3. Composicion de la formula del lote de particulas de FDKP/insulina

Componente 11,4 % de FDKP/Insulina (Gramos por kg de la
formulacion)

Insulina, USP 114 g

FDKP 8709

Polisorbato 80, USP* 348¢g

Solucion fuerte de amoniaco, NF 5729

Acido acético (glacial), NF 3680 g

Agua purificada, NF 179000 g

Nitrogeno, NF segln sea necesario

Tabla 4. Composicion de las particulas de FDKP/insulina

Componente 11,4 % de FDKP/Insulina, proceso (cantidad por gramo de la
formulacién)

Insulina, USP 3,0 Ul (0,11 mg)

FDKP 0,87 mg

Polisorbato 80, USP* 0,007 mg

Solucién fuerte de amoniaco, NF Eliminado durante el proceso

Acido acético (glacial), NF Eliminado durante el proceso

Agua purificada, NF 0,012 mg

Nitrogeno, NF Eliminado durante el proceso

En las Tablas 3 y 4 anterior, NF indica - Formulario nacional

* El contenido en polisorbato 80 se estima mediante un ensayo de HPLC/EM.

**La formulacion de FDKP/Insulina contiene aproximadamente 1,2% de agua residual tras la
liofilizaciéon. También puede haber presente cantidades trazas de acido acético e hidroxido aménico.

Ejemplo 6

Saturacion de las superficies de las microparticulas por proteinas (formacién de una monocapa continua)

El recubrimiento de la superficie de una microparticula con una monocapa debe ser un proceso saturable. Es decir,
su area de superficie accesible y el diametro de la molécula de principio activo dictaran la capacidad de la superficie
de las microparticulas. La Figura 6 ilustra esta saturacion.

Se prepard una suspension de microparticulas de FDKP y el pH se ajusté a entre pH 3,0 y pH 3,5, punto en el cual
las superficies se ionizan parcialmente. En este procedimiento, no se pudo utilizar un pH mas alto, ya que habria
causado autoasociacion del principio activo, la insulina. Pequefias porciones de una solucién de insulina
concentrada se afiadieron a la suspension agitada. Después de cada adicién, la muestra se dejo estabilizar y se
recogieron los datos de ultrasonidos.

La Figura 6 muestra que se observa una reduccion en la velocidad de ultrasonidos a medida que aumentaba la
concentracion de proteinas Este tipo de cambio en la velocidad ultrasénica es tipico para la unién del ligando en
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soluciones acuosas e indica la adsorcién de la proteina activa a las superficies de microparticulas de FDKP. La
disminucion de la velocidad es el resultado de la liberacion de agua de hidratacion desde las superficies de las
microparticulas de FDKP y las proteinas. Cuando el agua de hidrataciéon se desplaza por la adsorcion del principio
activo, su estructura se relaja y se produce una disminucion neta de la velocidad ultrasénica a través de la muestra.
Cuando todos los sitios de unién sobre la superficie de las microparticulas de FDKP se han saturado, es decir, se ha
formado una monocapa de proteina, los niveles de la curva se estabilizan. La formacion de la monocapa también se
demostré con los datos de las Figures 7A-7D que mostraron que la adsorcién de varios principios activos (GLP-1
[Figura 7A]; PTH [Figura 7B]; anticuerpo monoclonal anti-SSX-241-49 [Figura 7CJ; y anticuerpo monoclonal anti-
MOPC-21 [Figura 7D]), sobre las microparticulas alcanzaron la saturacion a medida que aumenta la concentracion
del principio activo a una concentracién constante de las microparticulas de FDKP (5 mg/ml). Estos estudios se
realizaron a pH 5,0, donde se observa la adsorcion dptima del principio activo a las microparticulas. GLP-1 no se
autoasocia a las concentraciones usadas (como se divulga en la solicitud de patente provisional de Estados Unidos
n.° 60/744.882).

Ejemplo 7

Pruebas para el mecanismo de interaccion electrostatica

Las pruebas de un mecanismo electrostatico de interaccion es la capacidad para interferir con la adsorcién por el
debilitamiento de las interacciones electrostaticas. Esto se demuestra mediante la adicién de sal al sistema de
particula ionizada / principio activo Las Figuras 8A-8D ilustran que el aumento de la fuerza iénica en un sistema de
microparticulas de principio activo-FDKP reducia la adsorcién del principio activo sobre la microparticula.

Se prepar6 una serie de muestras a pH 5,0, en las que la adsorcion del principio activo sobre las superficies de las
microparticulas de FDKP es fuerte. Cada muestra contenia una cantidad diferente de sal (cloruro de sodio), como se
indica debajo de cada barra en las Figuras 8A-8D (las unidades son mM). El principio activo se mezclé en la
suspension para dar una concentracién final de 5 mg/ml de microparticulas de FDKP y 0,75 mg/ml de insulina (un
exceso; Figura 8A). Después de una breve incubacion, el principio activo no unido se elimind mediante filtracion y las
particulas con principio activo adsorbido se volvieron a disolver. La cantidad de principio activo y de particulas
recuperadas se cuantificé mediante HPLC y se expres6 como una relacién de masa (% de la carga). Las figuras 8A-
8D ilustran que el aumento de la fuerza idnica en un sistema de principio activo -microparticulas de FDKP redujo el
grado de adsorcion de principios activos que incluyen el anticuerpo monoclonal anti-SSX-241-49 (0,2 mg/ml; la Figura
8B), grelina (0,1 mg/ml; Figura 8C) y PTH (0,25 mg/ml; Figura 8D) en presencia de 5 mg/ml de microparticulas de
FDKP.

La Figura 8 muestra una correlacién inversa entre la adsorcion medida y la concentracion de sal en la suspension de
carga. Esto se puede interpretar como pruebas de que la sal compitié con el principio activo para la interaccion con
la superficie de la particula. A medida que aumentaba la concentracion de sal, competia firme y eficazmente por los
sitios de unidn a la superficie y esencialmente desplazaba el principio activo desde las superficies de las particulas.
También se ha especulado que la union reducida del principio activo a las microparticulas puede ser atribuible a la
proteccion Debye.

A menos que se indique otra cosa, debe entenderse que todos los numeros que expresan cantidades de
ingredientes, propiedades, tales como el peso molecular, las condiciones de reaccién etc. usadas en la memoria
descriptiva y las reivindicaciones, estan modificados en todos los casos por el término “aproximadamente”. De
acuerdo con esto, a menos que se indique lo contrario, los parametros numéricos expuestos en la memoria
descriptiva siguiente y las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones que pueden variar en funcion de las
propiedades deseadas que se busca obtener mediante la presente invencion. Como minimo y no como intento de
limitar la aplicacion de la doctrina de equivalentes al alcance de las reivindicaciones, cada parametro numérico
deberia interpretarse al menos a la luz del nimero de digitos significativos indicados y aplicando las técnicas de
redondeo habituales. No obstante, los intervalos numéricos y los parametros que establecen el amplio alcance de la
invencién son aproximaciones, los valores numéricos indicados en los ejemplos especificos se indican lo mas
precisamente posible. Sin embargo, cualquier valor numérico contiene inherentemente ciertos errores que
necesariamente son el resultado de la desviacion estandar en sus respectivas mediciones de ensayo.

El uso de los términos “un”, “una/uno”. “el/la” y referencias similares usadas en el contexto de la descripcion de la
invencién (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) se debera interpretar que abarca tanto el
singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente documento o esté claramente
contraindicado por el contexto. La mencién de intervalos de valores en el presente documento solo esta destinada
para servir como procedimiento acortado de hacer referencia individual a cada valor separado que entra dentro del
intervalo. A menos que se indique lo contrario en el presente documento, cada valor individual se incorpora en la
memoria descriptiva como si se mencionara de forma individual en el presente documento. Todos los
procedimientos descritos en el presente documento se pueden realizar en cualquier orden adecuado, a menos que
se indique lo contrario en el presente documento o que, de otro modo, claramente se contradiga en el contexto. El
uso de cualquiera y todos los ejemplos, o términos ilustrativos (p. €j., “tal como”) proporcionados en el presente
documento esta destinado simplemente a iluminar mejor la invencién y no impone una limitacién del alcance de la
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invencion reivindicada de otro modo. Ninguna expresion en la memora descriptiva se debe interpretar como
indicativa de ningun elemento no reivindicado esencial en la practica de la invencién.

El uso del término "0" en las reivindicaciones se utiliza para significar "y / 0" a menos que se indique de forma
explicita para referirse Unicamente a las alternativas o las alternativas son mutuamente excluyentes, aunque la
divulgacion apoya una definicion que se refiere sélo a las alternativas y a "y / 0".

Los grupos de elementos o realizaciones alternos de la invencion divulgados en el presente documento no deben
interpretarse como limitaciones. A cada miembro del grupo se puede hacer referencia a y reivindicar individualmente
0 en cualquier combinacion con otros miembros del grupo u otros elementos hallados en el presente documento. Se
prevé que uno o mas miembros de un grupo se incluyan en, o eliminen de, un grupo por motivos de comodidad y/o
patentabilidad. Cuando se produce inclusiéon o delecidn, se estima que el presente documento contiene el grupo
segun estda modificado, de modo que cumple la descripcion escrita de todos los grupos Markush usados en las
reivindicaciones adjuntas.

Realizaciones preferidas de la presente invencién se describen en el presente documento, incluido el mejor modo
conocido por los inventores para llevar a cabo la invencién. Por supuesto, las variaciones de estas realizaciones
preferidas seran evidentes para los expertos en la técnica a la luz de la lectura de la descripcion anterior. El inventor
espera que los expertos usen dichas variaciones seglin sea adecuado y los inventores pretenden que la invencién
se ponga en practica de otro modo distinto a lo descrito especificamente en el presente documento. De acuerdo con
esto, la presente invencion incluye todas las modificaciones y equivalentes de la materia objeto citada en las
reivindicaciones adjuntas segun lo permitido por la legislacion aplicable. Ademas, cualquier combinacion de los
elementos descritos anteriormente en todas las posibles variaciones de la misma entra dentro de la invencion a
menos que se indique lo contrario en el presente documento o el contexto contradiga claramente lo otra cosa.

Adicionalmente, se han hecho numerosas referencias a las patentes y publicaciones impresas a lo largo de esta
memoria descriptiva.

Adicionalmente, se ha de entender que las formas de realizacion de la invencién divulgadas en el presente
documento son ilustrativas de los principios de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de recubrimiento con un principio activo de una microparticula cristalina preformada en suspension,
comprendiendo dicho método las etapas de:

i) obtener una microparticula cristalina preformada que comprenda una dicetopiperazina;

i) proporcionar una suspension que comprenda la microparticula cristalina preformada, el principio activo y un
disolvente; y

iii) alterar después las condiciones de la solucién en la suspension proporcionada para modificar una interaccion
energética entre el principio activo y la microparticula cristalina con el fin de modificar una propiedad de
superficie de la microparticula cristalina, comprendiendo la etapa de alterar las condiciones de la solucion al
menos una de cambio del pH de la solucién, alterar la polaridad de la solucién, afiadir iones monovalentes o
multivalentes a la solucién o la derivatizacion quimica de la microparticula; y

produciendo dicha etapa de alteracion la adsorcion del principio activo sobre una superficie de la microparticula
cristalina para proporcionar un recubrimiento del principio activo sobre la microparticula cristalina y no incluyendo
la etapa de alteracion la etapa de eliminar el disolvente de la suspension.

2. Método de la reivindicacién 1 que comprende ademas la etapa de eliminar o intercambiar el disolvente después
de la adsorcion del principio activo sobre la superficie de microparticulas cristalinas.

3. Método de la reivindicaciéon 2, en el que la etapa de eliminar o intercambiar el disolvente no tiene un efecto
sustancial sobre la interaccion entre el principio activo y la microparticula.

4. Método de la reivindicacién 1, en el que la alteracién de las condiciones de la solucién comprende cambiar el pH.

5. Método de la reivindicacion 4 que comprende ademas la etapa de disolver el principio activo en una fase fluida de
la suspensién de microparticulas y cambiar después el pH de la fase fluida.

6. Método de la reivindicacion 5, en el que el pH se cambia antes de o después de la adicion del principio activo.

7. Método de la reivindicacion 1, en el que la alteracion de las condiciones de la solucién comprende alterar la
polaridad de la solucién.

8. Método de la reivindicacion 1, en el que la alteracion de las condiciones de la solucién comprende la adicién de
iones monovalentes o multivalentes.

9. Método de la reivindicacién 1, en el que la alteracion de las condiciones de la solucién comprende la
derivatizacién quimica de la microparticula.

10. Método de la reivindicacién 1, en el que las propiedades de la superficie comprenden propiedades
electrostaticas.

11. Método de la reivindicacion 1, en el que las propiedades de la superficie comprenden propiedades hidréfobas.

12. Método de la reivindicacion 1, en el que las propiedades de la superficie comprenden propiedades de unién al
hidrégeno.

13. Método de la reivindicacion 1, en el que la microparticula es porosa y presenta superficies interiores accesibles
al fluido general de la solucién.

14. Método de la reivindicacion 1, en el que la dicetopiperazina es fumaril dicetopiperazina.

15. Método de la reivindicacion 1, en el que la adsorcion produce una monocapa de principio activo sobre la
superficie de la microparticula.

16. Método de la reivindicacién 15, en el que la adsorcién produce una monocapa continua del principio activo sobre
la superficie de la microparticula cristalina.

17. Método de las reivindicaciones 15 o 16, en el que el principio activo en la monocapa presenta una orientacion
preferida.

18. Método de la reivindicacion 1, en el que el principio activo es insulina o un analogo de insulina.

19. Método de recubrimiento de una microparticula cristalina preformada en suspension con insulina,
comprendiendo el método las etapas de:
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i) disolver la insulina en un disolvente;

i) obtener microparticulas de dicetopiperazina cristalinas preformadas;

iii) proporcionar una suspension que comprende las microparticulas cristalinas preformadas, insulina y el
disolvente;

iv) alterar después las condiciones de la solucion en la suspension proporcionada para modificar la interaccion
energética entre la insulina y la microparticula cristalina, modificando la etapa de alteracion una propiedad de
superficie de la microparticula cristalina y provocando la etapa de alteracion la adsorcion de la insulina sobre una
superficie de la microparticula cristalina para proporcionar un recubrimiento de insulina sobre la microparticula
cristalina, incluyendo dicha etapa de alteracién la etapa de eliminar el disolvente de la suspension, y
comprendiendo la etapa de alteracion de las condiciones de la solucién al menos una de cambio del pH de la
solucion, alterar la polaridad de la solucién, afiadir iones monovalentes o multivalentes a la soluciéon o
derivatizacién quimica de la microparticula.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURAS 4A-4D
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FIGURA 5
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FIGURAS 7A-7D
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FIGURAS 8A-8D
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