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DESCRIPCION
Método de preparacion de microparticulas biodegradables que contienen farmacos
Antecedentes

Se ha utilizado una diversidad de formas de dosificacion para farmacos que requieren una administracion a largo
plazo. Para reducir el nimero de dosis que es necesario proporcionar, y para proporcionar un nivel estable del
farmaco en el cuerpo, estos farmacos se proporcionan preferentemente en una formulacién de liberacién sostenida.
Un tipo de formulacion de farmaco de liberacién sostenida que se ha utilizado son microesferas biodegradables que
contienen farmaco retenido dentro de la microesfera. Un producto de este tipo es LUPRON Depot, que son
microesferas biodegradables que contienen hormona liberadora de hormona luteinizante (leuprolida o LHRH). La
leuprolida se usa para el tratamiento de canceres dependientes de hormonas, en particular el cancer de prostata, y
la pubertad precoz.

Las microparticulas son particulas con un diametro de aproximadamente 1 a 1000 micrémetros. Con fines de
inyeccion, se prefieren microparticulas de menos de 125 micrometros. Pueden inyectarse microparticulas de este
tamafio con una aguja hipodérmica convencional, en lugar de implantarse quirirgicamente. Un tipo de microparticula
se compone de una red de un polimero biodegradable que inmoviliza un farmaco. A medida que el polimero se
biodegrada en el cuerpo, el farmaco se libera. Los polimeros biodegradables utilizados mas habitualmente son el
acido polilactico y un copolimero de acido lactico y acido glicdlico.

Los métodos utilizados mas ampliamente para preparar microparticulas biodegradables son la separacion de fases,
el secado por pulverizacion y la evaporacion del disolvente. La separacion de fases, también conocida como
coacervacion, usa una disminucion de la solubilidad del polimero mediante la adiciéon de un no disolvente. En un
procedimiento clasico, el polimero biodegradable se disuelve en un disolvente organico (por ejemplo,
diclorometano). Se disuelven farmacos lipdfilos en la solucién de polimero. Se disuelven farmacos hidrofilos en agua
y después se dispersan en la solucién de polimero (emulsién agua en aceite (w/0)) o se dispersan en forma de un
polvo sodlido. Se afiade gradualmente un no disolvente (normalmente aceite de silicio). Se forman dos fases: una
fase de aceite de silicio rico en polimero y una fase de disolvente organico liquido reducido en polimero. A medida
que el disolvente organico se extrae o se evapora, las microparticulas de polimero con farmaco inmovilizado se
solidifican en la fase de aceite de silicio. El coacervado (aceite de silicio) se adsorbe a las microparticulas de
polimero.

En el secado por pulverizacion, el polimero biodegradable se disuelve en un disolvente organico volatil, tal como
diclorometano. El farmaco se disuelve o se dispersa en la solucidon de polimero. La solucién o dispersion se
pulveriza en aire caliente. El disolvente se evapora, dando como resultado la formacién de microparticulas sélidas.

La evaporacion del disolvente es el método utilizado mas habitualmente para la preparacion de microparticulas. En
este método, una solucion de polimero organico que contiene farmaco se emulsiona en un medio de dispersion que
normalmente es acuoso, pero puede ser aceite. Los métodos pueden clasificarse adicionalmente en métodos de
emulsion de aceite en agua (o/w), agua en aceite en agua (w/o/w) y aceite en aceite (0/0).

En un método o/w, se disuelven farmaco y polimero en un disolvente organico, tal como diclorometano o una mezcla
de metanol/diclorometano. La solucidon de farmaco-polimero-disolvente organico se dispersa en una fase acuosa. Se
incluye un emulsionante, normalmente poli(alcohol vinilico), en la fase acuosa para ayudar a formar gotitas
pequefias de disolvente organico en la fase acuosa. El disolvente organico se evapora con agitacion y, con la
evaporacion, las gotitas se solidifican en microparticulas de polimero con farmaco inmovilizado.

En una doble emulsion w/o/w, una solucion acuosa de farmaco se prepara y se dispersa en una solucion del
polimero en un disolvente organico para formar una emulsién agua-en-aceite que contiene el farmaco y el polimero.
Después, la emulsion de polimero-farmaco w/o se emulsiona en una fase acuosa para formar una emulsién w/o/w.
Con agitacion, el disolvente organico se evapora, permitiendo que las gotitas de polimero-farmaco en la emulsién se
solidifiquen en microparticulas.

En un método de emulsién o/o, se disuelven farmaco y polimero en un disolvente miscible con agua (por ejemplo,
acetonitrilo). Esta solucion se emulsiona en una fase oleosa en presencia de un emulsionante tal como SPAN 80
para formar una emulsion de aceite-en-aceite. El disolvente organico se extrae por el aceite y las microparticulas
pueden recogerse por filtracion.

Los métodos de la técnica anterior de formacion de microparticulas de polimero biodegradable que contienen
farmaco tienen algunas desventajas. Puede adherirse emulsionante o aceite a las microparticulas y contaminarlas.
Algunos métodos son dificiles de aumentar a escala.

Se necesitan nuevos métodos de formacion de microparticulas biodegradables que contienen farmaco. El
documento 2004/0105878 A1 se refiere a métodos para la estabilizacion de agentes bioldgicamente activos
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encapsulados en polimeros biodegradables de liberacién controlada.
Sumario

La presente invencién proporciona un método de preparacién de microparticulas que contienen farmaco de acuerdo
con la reivindicacion 1.

El inventor ha descubierto nuevos métodos de formacién de microparticulas. En un método, se disuelve leuprolida
en metanol y se disuelve PLGA en diclorometano. Las soluciones de leuprolida y de PLGA se mezclan para formar
una solucién de disolvente organico de farmaco-polimero. La solucién de farmaco-polimero se afiade a una fase
acuosa mas grande que contiene gel de hidroxiapatita formado in situ (Ca1o(PO4)s(OH)2). El gel de hidroxiapatita
parece recubrir las gotitas organicas para mantener el tamafio pequefio de las gotitas e impedir la coalescencia de
las gotitas. El disolvente organico se evapora, al igual que con un método de emulsion aceite-en-agua convencional
usando un emulsionante organico, dejando atras microparticulas de polimero solidificadas con leuprolida
inmovilizada. Después, se afiade HCI a la suspension, que disuelve la hidroxiapatita. Las microparticulas pueden
recuperarse por centrifugacion o filtracion de la solucién por lo demas transparente.

Una realizacion de la invencion proporciona un método de preparacion de microparticulas que contienen farmaco
que comprende: (a) disolver un polimero biodegradable en disolvente organico para formar una solucién de
polimero; (b) disolver o dispersar un farmaco en la solucién de polimero para formar una fase polimero-farmaco-
disolvente; (c) mezclar la fase polimero-farmaco-disolvente con una suspension acuosa que comprende un gel
inorganico para formar una dispersién que comprende gotitas de polimero-farmaco dispersadas en la suspension
acuosa; (d) evaporar el disolvente organico de la dispersion para convertir las gotitas de polimero-farmaco en
microparticulas que contienen farmaco; y (e) recuperar las microparticulas que contienen farmaco de la dispersion.

Preferentemente, el gel inorganico puede disolverse mediante acido, y la etapa de recuperacién de las
microparticulas que contienen farmaco a partir de la dispersién comprende la adicién de acido a la dispersién para
disolver el gel inorganico.

Otras realizaciones de la invencién proporcionan microparticulas que contienen farmaco preparadas mediante los
métodos que se describen en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un grafico de la liberacion fraccionada de acetato de leuprolida desde microesferas de PLGA
preparadas como se describe en el Ejemplo 1 frente al tiempo.

La FIG. 2 es un grafico que muestra una comparacion del perfil cinético de la liberacion de farmaco del acetato
de leuprolida de la FIG. 1 usando microesferas de PLGA al 10 % como se preparan en el Ejemplo 1 (°) y para la
comparacion del perfil publicado de la liberacién temporalizada del acetato de leuprolida a partir de microesferas
preparadas convencionalmente (¢) (D'Souza SS et al., AAPS PharmSci. Tech. 6 (4), E553-564, 2005).

Descripcion detallada

La presente divulgacion proporciona un método de preparacion de microparticulas que contienen farmaco que
comprende: (a) disolver un polimero biodegradable en disolvente organico para formar una solucién de polimero; (b)
disolver o dispersar un farmaco en la solucién de polimero para formar una fase polimero-farmaco-disolvente; (c)
mezclar la fase polimero-farmaco-disolvente con una suspension acuosa que comprende un gel inorganico para
formar una dispersion que comprende gotitas de polimero-farmaco dispersadas en la suspension acuosa; (d)
evaporar el disolvente organico de la dispersion para convertir las gotitas de polimero-farmaco en microparticulas
que contienen farmaco; y (e) recuperar las microparticulas que contienen farmaco de la dispersion.

La etapa de disoluciéon de un polimero biodegradable en disolvente organico para formar una solucién de polimero
puede producirse simultdneamente con la etapa de disolucion o dispersién de un farmaco en la solucién de polimero
para formar una fase polimero-farmaco-disolvente. Por ejemplo, un farmaco hidréfobo podria disolverse en
diclorometano y después podria afiadirse polimero sdlido a la solucién de farmaco-diclorometano. A medida que se
disuelve el polimero, el farmaco por supuesto se dispersa en la solucién de polimero.

Esto es analogo a un método de emulsion aceite-en-agua para la formacion de microparticulas, pero sin la
necesidad de un emulsionante organico. En un método de evaporacion tradicional usando una emulsién aceite-en-
agua, un polimero biodegradable se disuelve en disolvente organico y se disuelve farmaco ya sea en el mismo
disolvente en la solucién de polimero o se dispersa en la solucién de polimero. El farmaco puede disolverse en una
solucién acuosa vy la solucién acuosa puede dispersarse en la solucion de disolvente organico de polimero o el
farmaco puede dispersarse en forma de un polvo seco en la solucién de polimero.

En un método de emulsidon aceite-en-agua convencional, la fase oleosa farmaco-polimero se dispersa en una
solucion acuosa con la ayuda de un tensioactivo o emulsionante. El tensioactivo o emulsionante es necesario para
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mantener el tamario de las gotitas, y de este modo el tamafio de las microparticulas, pequefio.

El inventor ha descubierto que el gel de hidroxiapatita también puede proteger las gotitas de fase farmaco-polimero
de la coalescencia, proporcionando microparticulas uniformes y pequefias. Las microparticulas que contienen
farmaco se producen con un buen rendimiento, con una alta eficiencia de encapsulacion del farmaco. El tamafio de
particula es uniforme. Puesto que no es necesario utilizar ningin poli(alcohol vinilico) u otro emulsionante, las
microparticulas pueden prepararse de manera que no se contaminen con poli(alcohol vinilico) adherente. EI método
usa materiales econdmicos y puede aumentarse a escala facilmente. Las microparticulas solidificadas pueden
recuperarse simplemente mediante la disolucion de la hidroxiapatita con acido y después la recuperacion de las
microparticulas por centrifugacion o filtracion de la soluciéon acuosa transparente.

El método puede utilizarse para inmovilizar farmacos peptidicos, farmacos proteinicos y farmacos de moléculas
pequefias. Se han inmovilizado satisfactoriamente, en microparticulas, farmacos de molécula pequefa tanto
catidnicos como aniénicos utilizando el método.

La hidroxiapatita es un gel inorganico preferido para su uso en el método. Pero también pueden usarse otros geles
inorganicos.

Preferentemente, el gel inorganico puede disolverse mediante acido. Preferentemente, la etapa de recuperacion de
las microparticulas que contienen farmaco de la dispersién comprende la adicion de acido a la dispersién para
disolver el gel inorganico.

También pueden utilizarse como gel inorganico otras apatitas distintas de la hidroxiapatita. En realizaciones
particulares, el gel inorganico es fluorapatita (Cas(POa)sF), clorapatita (Cas(POa4)sCl), yodapatita (Cas(POa)sl) o
carbapatita (Ca1o(PO4)sCO3).

También se han sometido a ensayo Mg(OH), y AI(OH)s y han funcionado bien como gel inorganico. En otras
realizaciones especificas, el gel inorganico es aminoacetato de dihidroxialuminio [una sal basica de aluminio y
glicina, (NH>.CH2COO)AI(OH),] o fosfato de aluminio (AIPO,).

El fosfato de aluminio se forma mediante la adicion de acido fosférico a una soluciéon de hidroxido de aluminio.
Forma un gel a un pH mas bajo que la hidroxiapatita, especificamente a un pH aproximadamente de 6 a 7. También
se disuelve a un pH bajo de aproximadamente pH 1 o 2. Por tanto, es adecuado para la encapsulacion de farmacos
anionicos a valores de pH bajos donde los grupos carboxilo de los farmacos estan parcial o completamente
protonados.

En realizaciones especificas, la dispersion no comprende un tensioactivo organico o emulsionante organico que
ayude a la dispersion de gotitas de polimero-farmaco en la suspension acuosa. Un tensioactivo o emulsionante no
es necesario porque el gel inorganico desempefia la misma funcion. Ademas, el gel inorganico se disuelve
completamente con acido y es facil de separar de las microparticulas. Por el contrario, los tensioactivos organicos y
emulsionantes se encuentran unidos a las microparticulas.

Por tanto, en realizaciones particulares, la dispersién no comprende poli(alcohol vinilico).

En algunas realizaciones, se afiade un agente antiestatico a la dispersion antes de la adicién de acido para disolver
el gel inorganico. Son ejemplos de agentes antiestaticos adecuados el poli(alcohol vinilico) y el poli(vinilpirrolidona-
co-acetato de vinilo). El agente antiestatico se afiade para evitar la agregacion de las microparticulas. Sin el agente
antiestatico, las microparticulas pueden agregarse y con frecuencia se recuperan de manera mas practica por
filtracion. Con el agente antiestatico, las microparticulas no se agregan tanto, lo que significa que las microparticulas
son mas pequefas. En ese caso, las microparticulas por lo general se recuperan de manera mas practica por
centrifugacion. La agregacion no cambia el tamafio de las microparticulas y las microparticulas agregadas pueden
desagregarse por cizallamiento fisico, tal como pasando a través de una aguja hipodérmica en suspension acuosa
varias veces. También pueden desagregarse resuspendiendo las microparticulas en una solucién acuosa que
contenga un agente tensioactivo. Normalmente, se incluyen un Tween 20, Tween 40 o Tween 80 en la solucién en la
que las microparticulas se resuspenden para la inyeccion. Las microparticulas también se desagregan por
liofilizacion y, normalmente, las microparticulas recogidas se liofilizan para su almacenamiento.

El poli(alcohol vinilico) y otros polimeros pueden servir ya sea como agentes antiestaticos o como emulsionantes.
Pero se anade un emulsionante a la suspension acuosa antes de la adicion de la fase polimero-farmaco-disolvente
en las emulsiones aceite-en-agua convencionales de la técnica anterior. Debe estar presente para emulsionar las
gotitas de disolvente organico de polimero-farmaco antes de que se solidifiquen en microparticulas. Por el contrario,
puede afadirse un agente antiestatico después de que se formen las microparticulas, inmediatamente antes de
recoger las microparticulas.

Por tanto, en realizaciones especificas, la dispersion no comprende un tensioactivo organico o emulsionante
organico antes de que se formen las microparticulas que contienen farmaco (es decir, antes de que las gotitas de
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polimero-farmaco se solidifiquen en microparticulas con evaporacion del disolvente organico).

La cantidad de poli(alcohol vinilico) utilizado como agente antiestatico es mucho menor que como emulsionante. En
emulsiones aceite-en-agua convencionales de la técnica anterior, el poli(alcohol vinilico) esta en una concentracion
del 0,25 %-0,5 % (p/v) en la suspension acuosa para su uso como emulsionante. El inventor ha afadido 0,025
voliumenes de solucion de poli(alcohol vinilico) al 0,5 % (v/w) a la dispersién inmediatamente antes de la adicién de
HCI para disolver el gel inorganico, cuando se usa poli(alcohol vinilico) como agente antiestatico. Por tanto, la
concentracion final de poli(alcohol vinilico) en la dispersion en este caso es del 0,125 %, mucho menor que cuando
se usa como emulsionante.

Por tanto, en realizaciones especificas, la dispersidon comprende no mas del 0,05 % en peso o no mas del 0,02 % en
peso de tensioactivo organico, emulsionante organico o agente antiestatico organico.

Dos polimeros biodegradables preferidos para su uso en los métodos de la invencion son el acido polilactico (PLA) y
poli(acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA). En otras realizaciones, el polimero biodegradable es el acido
poliglicélico. En realizaciones especificas, el polimero biodegradable es un polianhidrido o un poliortoéster.

El método es eficaz con farmacos tanto hidréfobos como hidréfilos. Los farmacos hidrofobos pueden codisolverse
con el polimero en el disolvente organico. Los farmacos hidrofilos pueden disolverse primero en un disolvente
organico mas polar, tal como metanol, y después pueden mezclarse con el polimero disuelto en un disolvente menos
polar, tal como diclorometano. Como alternativa, pueden disolverse farmacos hidréfilos en una solucién acuosay la
solucion de farmaco acuosa puede dispersarse en una solucién de disolvente organico que contiene el polimero.
Esto forma una dispersion agua-en-aceite para la fase farmaco-polimero. Los farmacos hidrofilos también pueden
dispersarse directamente en forma de un polvo sélido en una solucion de polimero en un disolvente organico.

Puede usarse cualquier disolvente organico adecuado para la fase polimero-farmaco. Estos incluyen diclorometano,
acetato de etilo, acetonitrilo y metanol y mezclas de los mismos. El disolvente organico deberia incluir al menos un
disolvente organico que sea inmiscible con agua, tal como diclorometano o acetato de etilo. Pueden mezclarse
disolventes miscibles en agua tales como metanol o acetonitrilo con el disolvente inmiscible con agua. Puede usarse
un disolvente miscible en agua para ayudar a disolver farmacos hidrofilos para obtener el farmaco en la fase oleosa
en la dispersion.

El inventor ha descubierto que la mejor eficiencia de encapsulacion y el mejor rendimiento de microparticulas con
farmacos basicos que contienen amina, incluyendo leuprolida y HCI de verapamilo, HCI de nicardipino, se
consiguieron a un pH de aproximadamente 9,0 a 10,0. Por encima de pH 10, los polimeros de PLA y PLGA
comienzan a hidrolizarse y solubilizarse. Esto disminuye el rendimiento de microparticulas. Los farmacos basicos
estan en un estado menos ionizado a un pH de 9 a 10 de lo que lo estan a valores de pH mas bajos y se cree que
esto provoca que permanezcan asociados mejor a los polimeros. Pero incluso a pH 7,0, la eficiencia de
encapsulacion de la leuprolida fue del 90 %. De manera que puede utilizarse una diversidad de valores de pH de la
suspension acuosa.

Con farmacos acidos que contienen carboxilos, incluyendo piroxicam, acido de naproxeno y acido salicilico el
inventor ha descubierto que la mejor eficiencia de encapsulacion se obtiene aproximadamente a pH 5,0. Se cree que
esto se debe a que a valores de pH mas acidos los farmacos acidos estan menos ionizados y en el estado no
ionizado que asocian mejor a los polimeros y no tienden a repartirse tanto en la fase acuosa.

Por debajo de aproximadamente pH 5, la hidroxiapatita se cristaliza y en la forma cristalina pierde la capacidad de
impedir la coalescencia de las gotitas de la fase polimero-farmaco. Por tanto, con hidroxiapatita al menos, la
suspension acuosa esta preferentemente a un pH de aproximadamente 5 o superior.

En el Ejemplo a continuacién, se mezclaron 2 o 3 ml de solucién de farmaco-polimero que contenia PLGA al 20 % y
acetato de leuprolida al 10 % con 400 ml de suspensién acuosa que contenia hidroxiapatita preparada con 6 g de
CaO. Pueden mezclarse cantidades mayores de solucion de farmaco-polimero con la suspension acuosa de gel
inorganico, pero también deben usarse concentraciones mayores de gel inorganico. El inventor ha usado tanto como
100 ml de solucién de farmaco-polimero mezclados con 400 ml de suspensiéon acuosa que contenia cantidades
mayores de hidroxiapatita.

En la mezcla de la fase farmaco-polimero con la suspension acuosa, se usa una velocidad de mezcla alta
inicialmente para formar gotitas pequefias. En el Ejemplo a continuacién se usaron 5000 rpm o mas durante 5
minutos. Después de este corto periodo de mezcla rapida para formar una dispersion con gotitas pequefias de
farmaco-polimero, la velocidad de agitacion se reduce, por ejemplo, a 600 rpm. La agitacién continda durante un
periodo de tiempo mas largo, normalmente una hora o mas, para permitir la evaporacion del disolvente organico.
Durante este tiempo, se forman microparticulas solidificadas a medida que se evapora el disolvente.

El tamano de las microparticulas puede variarse mediante métodos conocidos en la técnica. Una velocidad de
agitacion mayor durante la fase de mezcla de la mezcla de la fase farmaco-polimero con la suspension acuosa
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produce gotitas mas pequefias y, por tanto, microparticulas mas pequefias. Una concentracion de polimero menor
en la fase farmaco-polimero produce particulas mas pequefnas debido a que la concentracion de polimero menor
produce una solucién menos viscosa que tiende a formar gotitas mas pequefias. Los polimeros mas largos
produciran una solucion mas viscosa que los polimeros mas cortos en la misma concentracion y, por tanto, los
polimeros mas largos tenderan a producir microparticulas mas grandes. El disolvente organico también afecta al
tamano de la microparticula. Si el polimero es altamente soluble en el disolvente, la fase farmaco-polimero sera
menos viscosa y se formaran microparticulas mas pequefios. Si el polimero es menos soluble en el disolvente
organico, se formaran microparticulas mas grandes.

Puede formularse cualquier farmaco adecuado en estas microparticulas que contienen farmaco. En una realizacion,
el farmaco es una proteina. En otra realizacién, el farmaco es un péptido (por ejemplo, un péptido de 2 a 50
aminoacidos de longitud). En otra realizacion, el farmaco es una molécula pequefa, por ejemplo, una molécula con
un peso molecular de menos de 1000 o menos de 500. En algunas realizaciones, la molécula pequefia no es
peptidilo.

En una realizacion, el farmaco es un analogo peptidico de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH).
Son ejemplos de analogos peptidicos de LHRH adecuados leuprolida, ftriptorelina y goserelina y sales
farmacéuticamente aceptables de las mismas.

En realizaciones especificas, el farmaco es risperidona, octreétido, somatostatina, hormona del crecimiento humana,
deslorelina, buserelina, felipresina, gondorelina, oxitocina, vasopresina, fertirelina, histrelina, nafarelina, sincalida,
acetato de timopentina, naltrexona o una sal farmacéuticamente aceptable sal de los mismos.

En otras realizaciones, el farmaco es verapamilo, nicardipino, piroxicam, acido de naproxeno, acido salicilico o una
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Ejemplo
Materiales y Métodos:

Se disolvieron acetato de leuprolida y poli(acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA) RG502H o PLA R202H en una
mezcla 24/76 (v/v) de metanol/diclorometano a una concentracion de polimero al 20 % y leuprolida al 10 % (p/v)
para preparar la solucién de polimero-farmaco. Se preparé una suspension acuosa de hidroxiapatita por disolucion
de 6 g de CaO en 400 ml de agua. Después, se afadid acido fosférico para ajustar el pH de la suspension acuosa a
entre 9,0 y 10,0. Se formé gel de hidroxiapatita in situ en la suspension acuosa en estas condiciones mediante la
reaccion 10 CaO + 6 H3PO4 = Ca19(PO4)s(OH). + 8 H20. La solucion de farmaco/polimero (2 o 3 ml) se dispersé en
el medio de suspensién acuoso. La dispersion se homogeneizd inicialmente mediante un mezclador de alta cizalla a
5000 o mas rpm durante 5 minutos. Después, los disolventes se evaporaron mediante agitacion a 600 rpm durante 1
hora o mas. Después se afiadié HCI concentrado lentamente hasta que se disolvié la hidroxiapatita y la suspension
se aclarod. La hidroxiapatita se disuelve mediante la reaccion Ca1o(PO.)s(OH)2 + 20 HCI = 10 CaCl; + 6 H3PO4 + 2
H20. Las microparticulas solidificadas se recuperaron por centrifugacion y filtracion.

Resultados y Discusion:

Se examinaron y fotografiaron microscopicamente microparticulas de PLA y PLGA (datos no mostrados). Se
descubrié que la mayor parte de las microparticulas estaban en el intervalo de tamafios de 10-20 micrémetros, que
es un tamafo adecuado para la inyeccion.

La eficiencia de encapsulacion del acetato de leuprolida fue del 95 % o superior cuando el pH del medio de
suspension era de pH 9,0 a pH 10,0. La eficiencia de encapsulacién se refiere a la masa de farmaco recuperada en
microparticulas dividida por la masa de partida de farmaco en la fase polimero-farmaco. Para cuantificar el farmaco
en microparticulas, las microparticulas se disolvieron primero en una mezcla de etanol/dicloroetano (28/72 vlv).
Después, el contenido de farmaco de la solucion se midié por absorcion ultravioleta.

En otros experimentos, el pH del medio de suspension se varié. La eficiencia de encapsulacién del acetato de
leuprolida se redujo al 90 % a pH 7,0 y se redujo adicionalmente a valores de pH mas bajos. También se sometieron
a ensayo farmacos de molécula pequefia anidnicos y catidnicos pequefios. La encapsulacion de farmacos catiénicos
que contenian amina fue maxima aproximadamente a pH de 9,0 a 10,0. Se cree que esto se debe a que los grupos
amina estan en gran parte sin protonar a pH elevado. A valores de pH mas bajos donde los grupos amina de los
farmacos estan protonados, los farmacos son mas solubles en agua y por tanto se reparten mas lejos de las gotitas
de polimero-farmaco. Con los farmacos aniénicos que contienen grupos carboxilo, la relacion de pH se invierte. Los
grupos carboxilo estan no ionizados a valores de pH mas bajos y por tanto estos farmacos son menos solubles en
agua a valores de pH mas bajos. Por tanto, se ha descubierto que los farmacos anionicos tienen una mejor eficacia
de encapsulacion a valores de pH menores, por ejemplo, aproximadamente a pH 5,0. El HCI de verapamilo y el HCI
de nicardipino fueron los farmacos de molécula pequefia que contenian amina que se sometieron a ensayo. El
piroxicam, la lidocaina y el acido salicilico fueron los farmacos de molécula pequefia aniénicos que se sometieron a
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ensayo.

Por encima de pH 10 los polimeros de PLA y PLGA se hidrolizan en cierto grado y esto disminuye el rendimiento de
microparticulas. El rendimiento se define en el presente documento como la masa recuperada de microparticulas
dividida por la masa de partida de (polimero mas farmaco). A valores de pH inferiores de aproximadamente 5, la
hidroxiapatita se cristaliza, en lugar de formar un gel. Sin el gel de hidroxiapatita, las gotitas de polimero-farmaco
coalescen y las particulas soélidas que se forman son demasiado grandes.

Se determind la cinética de liberacién del acetato de leuprolida desde las microparticulas de PLGA preparadas como
se describe en el presente documento y los resultados se muestran en la FIG. 1. La concentracion de farmaco en el
sobrenadante se midi6 mediante absorcién ultravioleta. La liberacion del acetato de leuprolida desde las
microparticulas de PLGA muestra una trifase clasica. La liberacién rapida inicial ocurre debido a la disolucion rapida
del péptido ubicado en la superficie de la microparticula seguida de un desfase de tiempo de 4-5 dias. Después de
4-5 dias las microparticulas se han hidratado significativamente y después se erosionan debido a la degradacion del
polimero. Durante la parte media de la curva, la liberacién del péptido se produce a una velocidad casi constante.

La FIG. 2 compara la curva de liberacion de la FIG. 1 para RG 502H al 10 % con una curva publicada de liberacion
para el acetato de leuprolida desde microparticulas formadas mediante emulsidon aceite-en-agua convencional con
poli(alcohol vinilico) como emulsionante (D'Souza et al., 2005, AAPS PHARM. Sci. Tech. 6 (4), E553). Las curvas de
liberacién son casi idénticas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de preparacién de microparticulas que contienen farmaco que comprende:
disolver un polimero biodegradable en un disolvente organico para formar una solucién de polimero;
disolver o dispersar un farmaco en la solucién de polimero para formar una fase polimero-farmaco-disolvente;
mezclar la fase polimero-farmaco-disolvente con una suspensiéon acuosa que comprende un gel inorganico para
formar una dispersion que comprende gotitas de polimero-farmaco dispersas en la suspension acuosa, donde el
gel inorganico puede disolverse mediante acido;
evaporar el disolvente organico de la dispersion para convertir las gotitas de polimero-farmaco en microparticulas
que contienen farmaco; y
recuperar las microparticulas que contienen farmaco de la dispersién, donde la etapa de recuperacion de las
microparticulas que contienen farmaco de la dispersidon comprende afiadir acido a la dispersion para disolver el
gel inorganico.

2. El método de la reivindicacion 1 donde el disolvente organico es una mezcla de disolventes organicos.

3. El método de la reivindicacion 2 donde el disolvente organico comprende metanol y diclorometano.

4. El método de la reivindicacion 1 donde el farmaco es hidréfobo.

5. El método de la reivindicacion 1 donde el farmaco es hidrdfilo.

6. El método de la reivindicacion 1 donde el farmaco es un péptido o polipéptido.

7. El método de la reivindicacion 6 donde el farmaco es leuprolida.

8. El método de la reivindicacion 5 donde el farmaco se disuelve en una solucién acuosa y la soluciéon acuosa que
contiene el farmaco se dispersa en la solucién de polimero para formar la fase polimero-farmaco-disolvente.

9. El método de la reivindicacion 1 donde el gel inorganico es una apatita.
10. El método de la reivindicaciéon 9 donde la apatita es hidroxiapatita.
11. El método de la reivindicacién 9 donde la apatita es carbapatita, fluorapatita o clorapatita.

12. El método de la reivindicacion 1 donde el gel inorganico es aminoacetato de dihidroxialuminio, AI[(OH)s, AIPO4 o
Mg(OH)s.

13. El método de la reivindicacion 1 donde la dispersién no comprende un tensioactivo organico o emulsionante
organico que ayude a la dispersion de gotitas de polimero-farmaco en la suspension acuosa.

14. El método de la reivindicacion 1 donde la dispersién no comprende poli(alcohol vinilico).

15. El método de la reivindicacion 1 donde la dispersion comprende no mas del 0,05 % en peso de tensioactivo
organico, emulsionante organico o agente antiestatico organico.

16. El método de la reivindicacion 1 donde el polimero biodegradable es acido polilactico o acido poliglicolico o
poli(acido lactico-co-acido glicdlico).
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