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DESCRIPCION
Liberacion sostenida de suspensiones microcristalinas de péptidos
Antecedentes de la invencion

Hay una necesidad frecuente de suministrar péptidos biolégicamente activos a animales y humanos en
formulaciones que proporcionan una liberacion sostenida del principio activo. Tales formulaciones pueden ser
proporcionadas mediante la incorporacion del principio activo en polimeros biodegradables y biocompatibles en
forma de microcapsulas, microgranulos o varillas implantables, o usando alternativamente dispositivos mecanicos
tales como microbombas o contenedores no biodegradables. Si el péptido es altamente soluble en medio acuoso,
puede formularse como un complejo con polimeros no degradables tal como derivados de celulosa, o0 mezclado con
soluciones de polimero, que forman un gel sobre la inyeccion parenteral, cuando el péptido activo es lentamente
liberado.

Todas las formulaciones anteriormente mencionadas tienen inconvenientes y limitaciones, tal como el gran volumen
de fluidos suspendidos o la necesidad de eliminar los dispositivos no degradables. En el caso del gel formador de
péptidos, es frecuente un problema de biodisponibilidad, que interfiere con la accion sostenida deseada del principio
activo.

Algunos de los problemas debido a los aspectos fisico-quimicos de los péptidos han sido descritos en el articulo por
R. Deghenghi “Antarelix” in Treatment with GnRH Analogs: Controversies and Perspectives”, editado por M. Filicori y
C. Flamigni, The Parthenon Publishing Group, New York and London 1996, paginas 89-91. Problemas adicionales
fueron mostrados por J. Rivier “GnRH analogues towards the next millennium” in GnRH Analogues, editado por B.
Lunenfeld, The Parthenon Publishing Group, New York and London 1999, paginas 31-45 and by other workers such
as M.F. Powell et al. “Parenteral Peptide Formulations: Chemical and Physical Properties of Native LHRH and
Hydrophobic Analogues in Aqueous Solution” in Pharmaceutical Research, Vol. 8, 1258-1263 (1991).

En consecuencia, hay una necesidad para formulaciones nuevas y métodos de administracion que evitan estos
problemas y esta necesidad esta tratada por la presente invencion.

El documento DE 42 42 092 da a conocer suspensiones inyectables de accion prolongada que comprenden sales de
baja solubilidad de analogos de LHRH, en particular embonato de Cetrorelix.

Sumario de la invencién
La invencion trata de un método para evitar la formacién de gel tal como se define en la reivindicacion 1.

La invencién también trata de una suspension fluida acuosa microcristalina lechosa tal como se define en la
reivindicacion 2.

El eludir un gel permite que sea formulada una suspension inyectable. Cuando estas suspensiones acuosas son
inyectadas parenteralmente (e.d., subcutaneamente o intramuscularmente) en un mamifero, tal como un humano,
una liberacion sostenida del péptido hidrofébico es obtenida a lo largo del tiempo.

Preferiblemente, los agonista GnRH se seleccionan de los grupos de Azaline B, Abarelix, Antide, Ganirelix, Teverelix
o FE200486 en forma de sales de trifluoroacetato o sulfato. Los compuestos mas preferidos son trifluoroacetato de
Ac-D-Nal-D-Cpa-D-Pal-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-llys-Pro-D-Ala-NH, y sulfato de Ac-D-Nal-D-Cpa-D-Pal-Ser-Tyr-D-Hci-
Leu-llys-Pro-D-Ala-NHa.

La sal péptida hidrofdbica esta preferiblemente suspendida en el medio acuoso a una concentracién igual o superior
que 25 mg/ml y tiene una proporcién molar de al menos 1.6:1 de acido:péptido. La sal péptida esta al menos
parcialmente en forma de agujas con un tamaro de particula de entre 5y 150 pm.

Si se desea, la suspensién acuosa puede contener un agente isotonico, tal como el manitol. También, la suspensién
acuosa puede contener un excipiente farmacéuticamente aceptable. Ventajosamente, la suspension es secada a un
estado liofilizado que puede ser reconstituido mediante mezcla con agua o una solucién buffer. Las composiciones
liofilizadas que comprenden estas suspensiones secas, asi como los métodos para hacer suspensiones secas,
representan fabricaciones adicionales de la invencién.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un grafico que muestra el efecto farmacodinamico (supresién de testosterona) obtenido mediante
inyeccion subcutanea en ratas de una suspensién de teverelix® trifluoroacetato de acuerdo con la invencién; y

la figura 2 es un grafico que muestra la liberacion sostenida del péptido teverelix® durante varias semanas en ratas
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inyectadas con la suspension de teverelix® trifluoroacetato de acuerdo a la invencién.
Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Nosotros hicimos el descubrimiento inesperado de que una suspensién acuosa altamente concentrada del péptido
de formula Ac-D-Nal-D-pCIPhe-D-Pal-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Lys(iPr)-Pro-D-Ala-NH2 (teverelix®, un antagonista GnRH)
como un trifluoroacetato (TFA) o sal sulfato no forma, como podria esperarse por su propio caracter hidrofébico, un
gel sino en su lugar forma una suspension lechosa microcristalina que es facil de inyectar parenteralmente en
animales o humanos, y que libera el principio activo durante varias semanas (vea figuras 1y 2). Tal comportamiento
no es suscitado por otras sales como el acetato, que dan lugar a la esperada, pero no deseada, formacion de geles
con una pobre biodisponibilidad en vivo.

Nuestra invencion representa una solucién simple y elegante del problema de cémo suprimir la gelacién de péptidos
hidrofébicos mientras se obtiene una liberacién sostenida prolongada de tales péptidos en forma de suspensiones
microcristalinas altamente concentradas.

Una ventaja adicional de nuestro descubrimiento es el volumen pequefo de tales suspensiones, permitiendo
inyecciones parenterales a través de una fina aguja fina y asi mejorando la tolerancia local del material inyectado. En
tales inyecciones, la cantidad de péptidos abarca desde 0.1 a 5 mg por kg de peso corporal del mamifero al que la
suspensién debe administrarse.

La cantidad de contra i6n esta preferiblemente la que esta en exceso de la que es necesaria para formar la sal. Esta
cantidad es tipicamente al menos 1.6 mol acido/ mol péptido y preferiblemente 2 mol/mol o mayor. Ademas, la
suspension inyectable deberia estar concentrada para obtener los perfiles de liberacibn méas deseables. Por
concentrado, queremos decir que la cantidad de péptido debe ser sobre 2.5% en peso de la formulacién total.

Las suspensiones pueden ser secadas por liofilizaciébn o secado por atomizacion para formar composiciones
liofilizadas que pueden ser almacenadas como estan y reconstituidas con agua o soluciones buffer cuando una
formulacion inyectable debe prepararse.

Ejemplos

Ejemplo 1

2200 uL de 5% manitol fueron afiadidos a aproximadamente 15 mg de trifluoroacetato de teverelix® antagonista de
LHRH. La mezcla fue agitada usando vértice durante un minuto y fue obtenida una suspension nacarada lechosa
fluida. La suspension esta hecha de microcristales de unos 10 um de longitud. Los microcristales pueden agruparse
juntos para formar estructuras similares a erizos de mar. La suspensién fue inyectada en ratas (1 mg)
subcutaneamente y proporcioné los efectos farmacodindmicos de la supresion de testosterona durante mas de 45
dias (Figura 1). Los analisis farmacocinéticos mostraron una liberacion sostenida del péptido durante varias
semanas (figura 2).

Ejemplo 2

200 pL de agua fueron afiadidos a aproximadamente 15 mg de trifluoroacetato de teverelix® antagonista de LHRH.
La mezcla fue agitada utilizando vortice durante un minuto y una suspensiéon nacarada lechosa fluyente fue obtenida.

Ejemplo 3

200 pL de agua fueron afnadidos a aproximadamente 15 mg de acetato de teverelix® antagonista de LHRH. La
mezcla fue agitada utilizando vértice durante un minuto y un gel transparente fue obtenido. La adiciéon de 20 pL de
TFA (3 mols/mol) al gel result6 en la formacién de una suspension fluido nacarada lechosa.

Ejemplo 4

200 pL de 100 mM TFA fueron afadidos a aproximadamente 15 mg de acetato de teverelix® antagonista de LHRH
(2 mols/mol) para obtener una suspension lechosa fluida. Ademds, mezclando 200 pL de 75 mM TFA con
aproximadamente 15 mg de acetato de teverelix ® antagonista de LHRH (1.5 mol/mol) result6 en la obtencién de un
gel transparente después de la mezcla. En otro estudio, 100 uL de TFA de varias concentraciones fueron anadidos a
7.5 mg de acetato de teverelix ® antagonista de LHRH, con la proporcién molar TFA/Teverelix yendo de 1 a 3. Una
suspension lechosa fluida fue obtenida con proporciones molares de 1.6 mientras los geles fueron obtenidos a
otras proporciones molares.

Ejemplo 5
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200 uL de 150 mM TFA fueron anadidos a cantidades de acetato de teverelix ® antagonista de LHRH en el intervalo
de 5 a 30 mg (concentracién que va desde 25 a 150 mg/ml). Una suspension lechosa fluida fue obtenida con
concentraciones superiores a 100 mg/ml.

Ejemplo 6

200 pL de 150 mM TFA fueron anadidos a aproximadamente 15 mg de acetato de teverelix® antagonista de LHRH
(3 mols/mol) y una suspension lechosa fluida fue obtenida después de la mezcla. La suspension fue liofilizada
durante la noche. 200 pL de agua o 5% de manitol fueron anadidos al liofilizado y la suspension lechosa fluida fue
obtenida después de la mezcla o reconstitucion.

Ejemplo 7

1 ml de 150 mM TFA fueron afadidos a aproximadamente 75 mg de acetato de teverelix® antagonista de LHRH (3
mols/mol) y una suspension lechosa fluida fue obtenida después de la mezcla. La suspension fue liofilizada durante
la noche. 1 ml de agua y 0.2 M buffer de acetato pH 4.0 fueron afiadidos al liofilizado y la suspension lechosa fluida
fue obtenida después de la mezcla y reconstitucion. Estas suspensiones fueron estables durante al menos 3 dias a
temperatura ambiente.

Ejemplo 8

100 uL de 250 mM H>SO4 fueron anadidos a 7.5 mg de acetato de teverelix® antagonista de LHRH (5 mols/mol) y
una suspensioén lechosa fluida fue obtenida después de varias horas. La suspensién estd hecha de microcristales de
unos 100 um de longitud. Los microcristales pueden juntarse para formar estructuras similares a erizos de mar. La
suspension fue liofilizada durante la noche. 100 uL de agua o 5% manitol fueron afiadidos al liofilizado y una
suspension lechosa fluida fue obtenida después de la mezcla y reconstitucion.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES2618777T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para evitar la formacion de gel de un antagonista de GnRH que comprende poner en contacto el
antagonista de GnRH con un contra ién derivado de acido trifluoroacético o de acido sulfirico en una cantidad y a
una proporcién molar suficiente para proporcionar una suspensién fluida acuosa microcristalina lechosa del
antagonista de GnRH sin formacién de un gel.

2. Una suspension fluida acuosa microcristalina lechosa de antagonista de GnRH y un contra i6n derivado de
acido trifluoroacético o de acido sulfurico en agua, donde el antagonista de péptido GnRH y el contra i6n estan
presentes en cantidades y a una proporcién molar suficiente para formar; al mezclar, la suspensién sin formacioén
de un gel.

3. Un método de preparacién de una formulacion de liberaciéon sostenida de un antagonista de GnRH que
comprende el contacto del antagonista de GnRH con el contra i6n derivado de acido trifluoroacético o de acido
sulfurico, donde el antagonista de GnRH vy el contra i6n estdn presentes en cantidades y a una proporcién
molar suficiente para formar, al mezclar, la suspension sin formacioén de un gel.

El método segun las reivindicaciones 1 6 3 o la suspension segln la reivindicacion 2 en el que el agonista de GnRH
se selecciona del grupo de Azaline B, Abarelix, Antide, Ganirelix, Teverelix o FE200486.

El método segun las reivindicaciones 1 6 3 o la suspensién segun la reivindicaciéon 2 en el que la sal de agonista de
GnRH esta suspendida en el medio acuoso a una concentracion igual o superior a 25 mg/ml.

4. El método segun las reivindicaciones 1 6 3 o la suspensién segun la reivindicaciéon 2 en el que la suspension
acuosa contiene un agente isotonico.

5. El método o la suspensién segun la reivindicacién 6 en el que el agente isoténico es manitol.

6. El método segun las reivindicaciones 1 6 3 o la suspension seguln la reivindicacion 2 en el que la suspension
acuosa contiene un excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. EI método segun la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 3 en el que la suspension acuosa es obtenida
extemporaneamente a partir de una sal de péptido liofilizada.

8. La suspensién segun la reivindicacién 2 en la que los microcristales estan en forma de agujas que tienen un
tamano de particula de entre 5y 150 um.

9. Una composicidn liofilizada que comprende la suspension secada segun la reivindicacion 2.

10. Un método de preparacion de una composicion secada segun la reivindicacion 11 que comprende un método
segun la reivindicacion 1 seguido de una liofilizacion o secado por atomizacién para obtener la composicion.

11. Un método de preparacién de una suspensién acuosa fluida inyectable, lechosa, microcristalina de un péptido
hidr6fobo que comprende la reconstitucion con agua o una solucién buffer de la composicién liofilizada segun la
reivindicacion 11.
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