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DESCRIPCION

Macromolécula para la administracion de farmacos proteicos, polipeptidicos o peptidicos y método para producirla, y
composicion para la liberacion lenta de farmacos proteicos, polipeptidicos o peptidicos y método para producirla.

[Ambito técnico]

La presente invencién se refiere a un polimero iénico para la administracion de farmacos proteicos, polipeptidicos o
peptidicos, a un método para preparar el polimero, a una composicion que contiene el polimero para la liberacién
continua del farmaco proteico, polipeptidico o peptidico y a un método para preparar la composicion. La presente
invencion esta basada en un compuesto derivado de acido polilactico que tiene la siguiente féormula quimica 1, cuyo
peso molecular medio numérico no es superior a 7.000 daltons, y en su método de preparacién, en una composicion
que contiene el polimero para la liberacién continua del farmaco proteico, polipeptidico o peptidico y en un método
para prepararla usando el polimero:

[Férmula quimica 1]

g

En la anterior féormula quimica 1, X, X', Y, Z, R, m, n, ay b son tal como se definen aqui.
[Estado técnico anterior]

Como la tecnologia en el campo de la ingenieria genética ha progresado con rapidez, las funciones y acciones de
las proteinas y péptidos han sido identificadas y ello ha permitido su produccion en masa. Como consecuencia hay
muchos farmacos proteicos o peptidicos disponibles en el comercio y el esfuerzo por desarrollar nuevos farmacos
con el uso de dichas proteinas y péptidos ha sido continuo.

Cuando las proteinas o péptidos se administran por via oral es dificil que atraviesen la pared intestinal, por lo cual
son facilmente degradados o descompuestos por los enzimas en el canal digestivo y entonces su biodisponibilidad
es muy baja. Por consiguiente se desarrollan en forma de formulaciones inyectables.

En el caso de una formulacién inyectable, para solucionar la molestia que la administracion frecuente causa a los
pacientes se han intentado varios métodos con el fin de desarrollar formulaciones de liberacion continua que puedan
proporcionar ininterrumpidamente el efecto farmacoldgico durante un extenso periodo de tiempo mediante una sola
administracion. Dichos intentos estan revelados en muchas referencias (Khaled Al-Tahami y otros, “Smart Polimero
Based Delivery Systems for Peptides and Proteins” [Sistemas de liberacion de péptidos y proteinas basados en
polimeros inteligentes], Recent Patents on Drug Delivery & Formulation 2007, vol. 1, n° 1, p. 65-71, 2007; Fei Wu y
otros, “Polimero-Based Sustained-Release Dosage Forms for Protein Drugs, Challenges, and Recent Advances”
[Formas de dosificacion de farmacos proteicos para su liberacion continua basadas en polimeros, retos y avances
recientes], AAPS PharmSciTech, vol. 9, n° 4, p. 1 1218-1229, 2008).

Los preparados proteicos de liberacién continua comercialmente disponibles llevan productos obtenidos mediante la
aplicacion de la tecnologia de pegilacion — que conjuga polietilenglicol (PEG) con proteinas — a los interferones
(PEGasys®, PEGintron®), GCSF (Neulasta®), asparaginasa (Oncaspar®), adenosina desaminasa (Adagen®), etc.
Sin embargo, como conjugados de PEG cuyo peso molecular esta comprendido entre 5.000 y 50.000 daltons son
compuestos nuevos y por lo tanto es necesario verificar su seguridad y efectividad bioldgica de cara a la aplicacion a
otras proteinas. Ademas su produccion tiene un coste elevado.

Asimismo, los preparados de liberacion continua de farmacos peptidicos tales como acetato de leuprolida (Lupron®
Depot), octreotida (Sandostatin®), acetato de goserelina (Zoladex®), pamoato de triptorelina (Trelatar® Depot), etc.
se han comercializado con el empleo de polimeros de poli(acido lactico) o de poli(acido lactico-acido glicélico) — que
son biodegradables — como vehiculo de liberacién de microparticulas. Sin embargo su efecto de liberacion continua
aun es insatisfactorio.

Para los farmacos proteicos solo ha obtenido la aprobacién de la USFDA la formulacién de liberacién continua de la
hormona del crecimiento humano (Nutropin® Depot). No obstante se retird totalmente del mercado en 2004 a causa
de su insuficiente efecto en comparacién con las formulaciones de administracién diaria.
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Tal como se han desarrollado hasta la fecha, las formulaciones basadas en el uso de microparticulas de poli(acido
lactico) o de poli(acido lactico-acido glicdlico) para farmacos proteicos o peptidicos todavia tienen por resolver los
problemas de rotura inicial y un efecto insuficiente de liberacion continua. Por otra parte estas formulaciones también
tienen problemas inherentes de indole econdmica como el incremento de costes a causa de la desnaturalizacion y la
gran pérdida de farmaco durante el proceso de produccion.

[Descripcion detallada]
[Finalidad técnica]

La presente invencion tiene por objeto resolver los problemas inherentes al estado técnico anterior, tal como se han
expuesto arriba. La finalidad técnica de la presente invencion es proporcionar un polimero que tenga un buen efecto
de liberacion continua de farmacos, sin problemas de rotura inicial y toxicidad, y que por tanto sea particularmente
apto para la administracion de farmacos proteicos, polipeptidicos o peptidicos por liberacion continua, y preparar una
composicidon que contenga farmacos proteicos, polipeptidicos o peptidicos y sirva de vehiculo de liberacién continua
de los mismos.

En otro aspecto, la finalidad técnica de la presente invencién es facilitar un método para preparar eficientemente la
composicion de liberacion continua segun la presente invencion, sin usar disolventes organicos.

[Solucién técnica]

Para lograr los fines técnicos arriba citados, la presente invencion aporta las instrucciones segun las reivindicaciones
independientes y el contenido de presente invencién esta definido en las reivindicaciones 1-12 adjuntas. Las formas
de ejecucion aqui descritas que no estan cubiertas por las reivindicaciones solamente sirven para ilustrar el contexto
técnico de la presente invencién. La presente invencion esta basada en un compuesto derivado de acido polilactico
que tiene la siguiente formula quimica 1, cuyo peso molecular medio numérico no es superior a 7.000 daltons:

[Férmula quimica 1]

DR e

En la anterior formula quimica 1,

Xy X' son independientemente hidrégeno, alquilo o arilo,

Y y Z, independientemente, faltan o son un metal alcalino,

m y n son independientemente un nimero entero de 0 hasta 95, con la condicion de que 5 <m + n < 100,

a y b son independientemente un nimero entero de 1 a 6,

R es -(CH:)- sustituido o no, donde k es un numero entero de 0 a 10, un radical alquenilo divalente de 2 hasta 10
atomos de carbono, un radical arilo divalente de 6 hasta 20 atomos de carbono, o una combinacion de ellos.

La expresion “Y y Z faltan independientemente” aqui utilizada significa que el oxigeno unido independientemente a Y
y Z esta en forma de una carga negativa, es decir en forma de -O-.

En otro aspecto, la presente invencién revela un método para preparar un compuesto derivado de acido polilactico
que tiene la siguiente férmula quimica 2, el cual comprende las etapas de: 1) polimerizar acido lactico o su derivado,
en forma de un acido libre o de una lactona, con un acido dicarboxilico para obtener un derivado de acido polilactico
que lleve acidos carboxilicos en ambos extremos; y 2) disolver el derivado de acido polilactico resultante de la
anterior etapa 1) en un disolvente organico y afadir una soluciéon acuosa de sal de metal alcalino a la disolucion
resultante, para obtener una sal del derivado de acido polilactico:

[Férmula quimica 2]

g
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En la anterior férmula quimica 2, X, X’, R, m, n, a y b son los mismos que se han definido aqui, e Y’ y Z’ son
independientemente un metal alcalino.

Segun otro aspecto, la presente invencion esta basada en un complejo del compuesto derivado de acido polilactico
que tiene la férmula quimica 1 y un peso molecular medio numérico no superior a 7.000 daltons, con un ion metalico
multivalente, y en una composicion de liberaciéon continua que contiene dicho compuesto.

En otro aspecto, la presente invencién esta basada en una composicion de liberaciéon continua de farmaco proteico,
polipeptidico o peptidico, que comprende: i) una proteina, un polipéptido o un péptido como ingrediente activo, ii) el
compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 1 como vehiculo de liberacion del farmaco, vy iii) un ion
metalico multivalente.

En otro aspecto, la presente invencién esta basada en una composicién de liberacién continua de farmaco proteico,
polipeptidico o peptidico, que comprende: i) una proteina, un polipéptido o un péptido como ingrediente activo y ii) un
complejo del compuesto derivado de acido polilactico de la formula quimica 1 con un ion metalico multivalente, como
vehiculo de liberacién del farmaco. Esta composicion de liberacion continua contiene microparticulas en las cuales el
ingrediente activo - tal como una proteina, un polipéptido o péptido - esta atrapado en el complejo formado a partir
del compuesto derivado de acido polilactico de la formula quimica 1 y del ion metalico multivalente.

En otro aspecto, la presente invencién esta basada en un método de preparacién de una composicion de liberacion
continua de farmaco proteico, polipeptidico o peptidico, que incluye las etapas de: a) preparar una solucién acuosa
que contenga i) una proteina, un polipéptido o un péptido como ingrediente activo y ii) el compuesto derivado de
acido polilactico de la férmula quimica 1; y b) incorporar la solucién acuosa de la etapa anterior a) gota a gota a una
solucién acuosa que contenga un ion metalico multivalente, para obtener un precipitado.

[Efectos ventajosos]

La composicion de liberacion continua de farmaco en la cual se utiliza el complejo de un polimero iénico conforme a
la presente invencion facilita la liberacion continua de un ingrediente activo tal como una proteina, un polipéptido o
un péptido. Ademas, como en el método de preparacion de dicha composicion no se usa ningun disolvente organico
puede evitarse la desnaturalizacion de los farmacos durante el proceso de produccién y por consiguiente maximizar
el efecto farmacoldgico del farmaco. Tampoco se requiere un procedimiento separado para eliminar un disolvente
organico. Ademas, como puede lograrse un 90% o mas de eficiencia de inclusion del farmaco proteico, polipeptidico
o peptidico, la pérdida de farmaco durante el proceso de produccion se puede minimizar.

[Explicacion breve de las figuras]

La figura 1 es un espectro RNM-H" del compuesto derivado de acido polilactico obtenido segun el ejemplo de
preparacion, disuelto en CDCls.

La figura 2 es un espectro RNM-H' de la sal sodica del derivado de acido polilactico de la férmula quimica 1
preparado en el ejemplo 1, disuelta en CDCls.

La figura 3 es una grafica obtenida del ensayo 1 que muestra los resultados de la prueba farmacocinética de la
formulacién con hormona del crecimiento humano en ratas.

La figura 4 es una grafica obtenida del ensayo 2 que muestra los resultados de la mediciéon de la concentracion
de IGF-1 en sangre, generada después de inyectar por via subcutanea la formulacién que contiene hormona del
crecimiento humano en ratas a las que se habia extirpado la glandula pituitaria.

La figura 5 es una grafica obtenida del ensayo 2 que muestra los resultados de la medicion de la ganancia de
peso después de inyectar por via subcutanea la formulacion que contiene hormona del crecimiento humano en
ratas a las que se habia extirpado la glandula pituitaria.

La figura 6 es una grafica obtenida del ensayo 3 que muestra los resultados de la prueba farmacocinética de la
formulacion con eritropoyetina en ratas.

La figura 7 es una grafica obtenida del ensayo 4 que muestra los resultados de la prueba farmacocinética de la
formulacion con exenatida en ratas.

[Modo de llevar a cabo la presente invencion]
De aqui en adelante la presente invencién se describe de manera mas concreta.

1. Compuesto derivado de acido polilactico y método para prepararlo

El compuesto derivado de acido polilactico para la liberacion prolongada de farmacos proteicos, polipeptidicos o
peptidicos, tal como se describe de acuerdo con la presente invencion, tiene grupos carboxilo a ambos extremos y
esta representado por la siguiente férmula quimica 1:
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[Férmula quimica 1]
N Z
o

En la anterior formula quimica 1,

Xy X' son independientemente hidrégeno, alquilo o arilo,

Y y Z, independientemente, faltan o son un metal alcalino,

m y n son independientemente un nimero entero de 0 hasta 95, con la condicion de que 5 <m + n < 100,

a y b son independientemente un nimero entero de 1 a 6,

R es -(CH.)- sustituido o no, donde k es un numero entero de 0 a 10, un radical alquenilo divalente de 2 hasta 10
atomos de carbono, un radical arilo divalente de 6 hasta 20 atomos de carbono, o una combinacion de ellos.

La anterior expresion “Y y Z faltan independientemente” significa que el oxigeno unido independientemente a Y y Z
esta en forma de una carga negativa, es decir en forma de -O-.

En la anterior formula quimica 1, X y X’ pueden ser independientemente hidrégeno, alquilo de 1 hasta 4 atomos de
carbono o arilo de 6 atomos de carbono y pueden estar sustituidos o no con alquilo de 1 hasta 4 atomos de carbono.
Mas en concreto, X y X’ son independientemente hidrogeno, metilo o fenilo y sobre todo metilo.

Segun una forma de ejecucion de la presente invencion, en la anterior formula quimica 1 Y y Z, independientemente,
faltan o son un metal alcalino. En el caso de que Y y Z sean un metal alcalino, el compuesto se pueden representar
en concreto por la formula quimica 2. Cuando Y y Z faltan significa que ambos extremos del compuesto polimérico
de la férmula quimica 1 tienen forma anionica y el compuesto se pueden representar concretamente por la formula
quimica 3. En particular el metal alcalino puede ser independientemente sodio, potasio o litio.

[Férmula quimica 2]

e e

En la anterior férmula quimica 2, X, X’, R, m, n, a y b son los mismos que se han definido aqui, e Y’ y Z’ son
independientemente un metal alcalino.

[Férmula quimica 3]

ey

En la anterior férmula quimica 3, X, X, R, m, n, a y b son los mismos que se han definido aqui, y R puede ser
-(CH2)x-, donde k es un nimero entero de 0 a 10.

En la anterior férmula quimica 1, cuando R es un radical alquenilo divalente de 2 hasta 10 atomos de carbono o un
radical arilo divalente de 6 hasta 20 atomos de carbono también puede estar sustituido independientemente con un
grupo hidroxilo o alquilo C1-C5.

En la anterior férmula quimica 1, m y n satisfacen preferiblemente la condiciéon de 10 <m + n < 70.
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El compuesto derivado de acido polilactico se puede representar por la siguiente formula quimica 4:

[Férmula quimica 4]

o o
Y z
\D/J\(TEO\LW/WR(\?»J\LO/
CH; O 0 CH:s

En la anterior férmula quimica 4, Y, Z, R, m, n, ay b son los mismos que se han definido aqui.

El compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 1 es soluble en agua y tiene un peso molecular
medio numérico no superior a los 7.000 daltons, comprendido preferiblemente entre 500 y 7.000 daltons, con mayor
preferencia entre 700 y 5.000 daltons, sobre todo entre 1.000 y 4.000 daltons. Si el peso molecular medio numérico
es superior a 7.000 daltons, el compuesto derivado de acido polilactico no se disuelve en agua y por lo tanto no sirve
como vehiculo de liberacion de farmacos. Por otro lado un peso molecular medio numérico inferior a 500 daltons es
pequefio y el compuesto puede descomponerse con demasiada rapidez en el cuerpo, y asi dificiimente cabe esperar
que se produzca la liberacion continua del farmaco.

El compuesto derivado de acido polilactico comprende dos bloques escogidos, por ejemplo, del grupo formado por
acido polilactico, polilactida, poliglicolida, acido polimandélico, policaprolactona y un copolimero de los mismos, con
un centro de acido dicarboxilico. De acuerdo con un ejemplo de la presente invencion, el compuesto derivado de
acido polilactico comprende dos bloques seleccionados del grupo constituido por acido polilactico, un copolimero de
acido lactico y acido mandélico, un copolimero de acido lactico y acido glicélico, y un copolimero de acido lactico y
caprolactona. Mas concretamente, el compuesto derivado de acido polilactico comprende dos bloques de acido
polilactico.

Como acido dicarboxilico se puede usar preferiblemente uno de 3 a 10 atomos de carbono, como los acidos oxalico,
maldnico, malico, succinico, glutarico, adipico, pimélico, subérico, azelaico, sebacico, dodecanodioico o una mezcla
de ellos. También se pueden utilizar acidos dicarboxilicos insaturados C4-C12 tales como el fumarico o el maleico, y
acidos aril-dicarboxilicos como el ftalico o el tereftalico.

En el compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 1 ambos extremos son iénicos y por lo tanto
pueden formar o no un enlace iénico con iones de metal alcalino, tal como representan de manera especifica las
férmulas quimicas 2 y 3 respectivamente. Los aniones de dichos extremos pueden actuar formando el complejo de
enlace idnico, ya sea directamente por uniéon a un ion metalico multivalente o, en caso de un ion de metal alcalino,
por sustitucion con el ion metalico multivalente.

En otro aspecto la presente invencién revela un método para preparar un compuesto derivado de acido polilactico
que tiene la siguiente férmula quimica 2, el cual comprende las etapas de: 1) polimerizar acido lactico o su derivado,
en forma de un acido libre o de una lactona, con un acido dicarboxilico para obtener un derivado de acido polilactico
que tenga acidos carboxilicos en ambos extremos; y 2) disolver el derivado de acido polilactico resultante de la
anterior etapa 1) en un disolvente organico y afadir una solucién acuosa de sal de metal alcalino a la disolucion
resultante, para obtener una sal del derivado de acido polilactico

Por ejemplo, en la etapa 1) del método de preparacion del compuesto derivado de acido polilactico, dicho acido
lactico o su derivado en forma de un acido libre o de una lactona, utilizable como mondmero, se puede seleccionar
del grupo formado por acido lactico, lactida, glicolida, acido mandélico, caprolactona o mezclas de los mismos.

La relacion entre las cantidades utilizadas de acido lactico, o de su derivado en forma de acido libre o de lactona, y
de acido dicarboxilico no esta especialmente limitada y se puede elegir libremente dentro del intervalo que permita
obtener el compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 1. Se pueden emplear 1 hasta 20 partes en
peso de acido dicarboxilico respecto a 100 partes en peso de acido lactico o de su derivado en forma de un acido
libre o de una lactona.

Mas en concreto, en la etapa 1) del método de preparacion del compuesto derivado de acido polilactico, el derivado
de acido polilactico que tiene acidos carboxilicos en ambos extremos se puede preparar calentando una mezcla de
monomeros de acido lactico, o de su derivado en forma de un acido libre o de una lactona, y un acido dicarboxilico
de 3 hasta 10 atomos de carbono entre 80°C y 180°C, eliminando agua durante 0,5 hasta 4 horas, y polimerizando
luego la mezcla a una temperatura 150 a 250°C durante 10 a 48 horas. En esta etapa del proceso de produccion, si
la temperatura de reaccion es inferior a 150°C o el tiempo de reaccién es inferior a 10 horas, después de eliminar
agua durante la polimerizacion puede ser dificil obtener polimero con el peso molecular deseado. Si la temperatura
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de reaccién es superior a 250°C o el tiempo de reaccién supera las 48 horas, puede presentarse el problema de la
descomposicion térmica del polimero.

En la etapa 2) del método para preparar el compuesto derivado de acido polilactico, el derivado de acido polilactico
que tiene acidos carboxilicos en ambos extremos, obtenido en la etapa 1), se disuelve en un disolvente organico y
después se afiade una solucién acuosa de sal de metal alcalino a la disolucién resultante para obtener el compuesto
derivado de acido polilactico de la férmula quimica 2.

Por ejemplo, el metal alcalino se puede seleccionar entre el grupo constituido por bicarbonato sédico, carbonato
sédico, bicarbonato potasico, carbonato potasico, carbonato de litio y mezclas de ellos. En concreto se puede usar
bicarbonato sédico o bicarbonato potasico. Como disolvente organico se pueden emplear los disolventes organicos
miscibles con agua. En concreto se puede usar acetonitrilo o acetona. En la etapa 2) la relacién entre las cantidades
del derivado de acido polilactico que tiene acidos carboxilicos en ambos extremos y la sal de metal alcalino no esta
particularmente limitada y se puede elegir libremente dentro del intervalo que permita obtener el compuesto derivado
de acido polilactico de la férmula quimica 2. Se pueden usar 2 hasta 10 moles de la sal de metal alcalino respecto a
1 mol del derivado de acido polilactico que tiene acidos carboxilicos en ambos extremos.

El método para preparar el compuesto derivado de acido polilactico puede incluir adicionalmente tras la etapa 2) la
etapa de adicion de, por ejemplo, cloruro sédico a la solucion polimérica resultante y la separacion y recuperacion de
la capa organica, seguida del secado al vacio de la capa organica recuperada para eliminar el disolvente organico,
con lo cual se obtiene el compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 2.

2. Complejo, composicién de liberacion continua y método para prepararlos

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un complejo del compuesto derivado de acido polilactico de la
férmula quimica 1, de peso molecular medio numérico no superior a 7.000 daltons, con un ion metalico multivalente.
Dicho complejo es util como vehiculo de liberaciéon continua de farmacos.

El compuesto derivado de acido polilactico de la formula quimica 1 esta explicado arriba y tiene extremos anidnicos.
Por consiguiente el complejo se puede formar por enlace idnico entre el ion metalico multivalente y 2 o mas moles
del compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 1. En el complejo de la presente invencion el ion
metalico multivalente puede ser un ion metalico di- o trivalente, por ejemplo un ion metalico multivalente elegido del
grupo integrado por cinc, calcio, magnesio y hierro. Por ejemplo, el ion metalico multivalente se puede aportar en
forma de un compuesto salino tal como las sales de cloruro de estos metales, aunque sin limitarse especificamente
a ellas.

De acuerdo con una revelacién del complejo, el compuesto derivado de acido polilactico de la féormula quimica 1 es
el compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 3 arriba descrito.

En otro aspecto, la presente invencion revela una composiciéon para la liberacién continua de farmacos proteicos,
polpeptidicos o peptidicos que comprende: i) una proteina, un polipéptido o un péptido como ingrediente activo, ii) el
compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 1 como vehiculo de liberacion del farmaco, vy iii) un ion
metalico multivalente.

En otro aspecto, la presente invencion esta basada en una composicion para la liberacién continua de farmacos
proteicos, polpeptidicos o peptidicos que comprende: i) una proteina, un polipéptido o un péptido como ingrediente
activo, y ii) un complejo del compuesto derivado de acido polilactico de la formula quimica 1 con un ion metalico
multivalente, como vehiculo de liberacion del farmaco.

El complejo se puede formar por enlace i6nico del ion metalico multivalente y 2 o mas moles del compuesto derivado
de acido polilactico de la formula quimica 1, y el complejo puede funcionar como vehiculo de liberacion del farmaco.
El ingrediente activo es atrapado en el complejo para formar microparticulas.

El compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 1 puede ser el compuesto derivado de acido
polilactico de la férmula quimica 3, tal como se ha descrito anteriormente.

En la composicion de liberacion continua conforme a la presente invencion el ingrediente activo es una proteina, un
polipéptido o un péptido. Cuando aqui se usa solo uno cualquiera de estos términos, debe entenderse que designa
todos estos ingredientes, a no ser que se mencione especificamente.

Las expresiones ‘liberacion continua”, “administracién por liberacién continua” o “administracién de farmacos por
liberacion continua”, tal como se emplean aqui, significan que una Unica administracion del farmaco mantiene su
concentracion efectiva en la sangre durante un largo periodo de tiempo, como por ejemplo durante 72 horas o mas.
En concreto los polipéptidos suelen administrarse por inyeccion subcutanea, intramuscular o intravenosa, etc., pero
la desventaja es que se necesitan frecuentes inyecciones para que el tratamiento sea efectivo. Por tanto la presente
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invencion busca desarrollar y ofrecer un sistema de administracion por liberacion continua para resolver cualquier
inconveniencia debida a dicha administracion frecuente.

En la composicion de liberacion continua segun la presente invencion los ejemplos de ingredientes activos pueden
comprender: hormona del crecimiento, eritropoyetina, anticuerpos monoclonales, factores estimulante de colonias de
granulocitos, factores estimulantes de colonias de macréfagos, factores estimulantes de colonias de granulocitos y
macrofagos, trombopoyetina, factores de crecimiento similares a insulina, factores de crecimiento epitelial, factores
de crecimiento derivados de plaquetas, factores de crecimiento fibroblasticos, factores de crecimiento transformante,
interferones, interleucinas, factores de necrosis tumoral, estreptocinasa, urocinasa, estafilocinasa, ADNasas, gluco-
cerebrosidasa, alfa galactosidasa, exenatida, octreotida, insulina, glucagén, hormona liberadora de la hormona
luteinizante, goserelina, leuprorelina, factor estimulante de foliculos, hormona estimulante de la tiroides, fertirelina,
calcitonina, factor liberador de corticotropina, péptido natriurético cerebral, timopentina, corticotropina, elcatonina,
beta amiloide, triptorelina, buserelina, timosinas, somatostatina, alarelina, angiotensina, argipresina, atosiban,
bivalirudina, cetrorelix, deslorelina, desmopresina, elcatonina, enfuvirtida, eptifibatida, GLP-1, gonadorelina, lipresina,
nafarelina, nesiritida, oxitocina, pramlintida, secretina, teriparatida, terlipresina, tetracosactida, vapreotida y mezclas
de ellos.

En la composicion de liberacion continua segun la presente invencion el ingrediente activo se puede emplear en una
proporcion del 0,01 al 60% en peso (% en peso), mas concretamente del 0,05 al 50% en peso respecto al peso seco
de la composicion de liberacion continua de la presente invencion. Si el contenido de ingrediente activo es inferior al
0,01% en peso respecto al peso seco de la composicion de liberacion continua, puede resultar dificil lograr el efecto
farmacologico pretendido, mientras que si el contenido es superior al 60% en peso, puede haber un problema debido
a la rotura inicial del farmaco.

En la composicion de liberacion continua el compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 1 puede
incluirse en una proporcion del 39,9 al 99,9% en peso, mas concretamente del 50 al 99% en peso, respecto al peso
seco de la composicién de liberacidon continua de la presente invencion. Si el contenido del compuesto derivado de
acido polilactico es inferior al 39,9% en peso respecto al peso seco de la composicion de liberacion continua, no se
puede obtener el efecto de liberaciéon continua, mientras que si el contenido es superior al 99,9% en peso, puede ser
que la dosificacion exceda la maxima dosis posible para el cuerpo humano de manera convencional.

En la composicion de liberacién continua segun la presente invencion el ion metalico multivalente se puede incluir
preferiblemente en una proporcion del 0,01 al 20% en peso, con mayor preferencia del 0,05 al 15% en peso respecto
al peso seco de la composicion de liberacion continua segun la presente invencion. Si el contenido del ion metalico
multivalente es inferior al 0,01% en peso respecto al peso seco de la composicion de liberacion continua, no puede
obtenerse el efecto de liberacion continua, mientras que si el contenido es superior al 20% en peso puede haber un
problema de toxicidad debida al ion metalico.

Una vez formado, el complejo polimérico que lleva el ingrediente activo se precipita en forma de particulas en una
solucién acuosa.

La composicion particulada de liberaciéon continua que contiene polipéptidos o analogos, de acuerdo con la presente
invencion, esta en forma de particulas de tamafio uniforme comprendido entre 5y 250 ym, mas concretamente entre
50y 150 pm.

Ademas de los componentes arriba citados, la composicién de liberacidon continua de la presente invenciéon puede
incluir adyuvantes farmacéuticos tales como conservantes, agentes estabilizantes, agentes humectantes o sales y/o
agentes tampdn para controlar la presion osmética, y otras sustancias terapéuticamente utiles. La composicion de
liberacién continua que contiene farmacos proteicos, polipeptidicos o peptidicos conforme a la presente invencién se
puede dispersar en un medio de dispersion farmacéuticamente aceptable y luego administrarse al cuerpo humano.
Como ejemplos de medio de dispersion pueden mencionarse el agua destilada para inyectables, la glucosa al 5%, el
suero fisioldgico, el aceite mineral, los mono-, di- y triglicéridos, etc.

En otro aspecto la presente invencion revela un método de preparacion de una composicion de liberacion continua
de farmaco proteico, polipeptidico o peptidico, que comprende las etapas de: a) preparar una solucién acuosa que
contenga i) una proteina, un polipéptido o un péptido como ingrediente activo y ii) el compuesto derivado de acido
polilactico de la férmula quimica 1; y b) incorporar la solucién acuosa de la etapa anterior a) gota a gota a una
solucién acuosa que contenga un ion metalico multivalente, para obtener un precipitado.

Concretamente, en la etapa a) del método de preparacion de la composicién de liberaciéon continua el ingrediente
activo y el compuesto derivado de acido polilactico de la formula quimica 2 se pueden afiadir simultaneamente o en
serie, incorporando primero un componente y luego los demas. Por ejemplo, la solucién acuosa se puede preparar
(a-1) disolviendo el ingrediente activo y el compuesto derivado de acido polilactico de la formula quimica 2 en agua,
o (a-2) disolviendo primero un derivado de acido polilactico con acidos carboxilicos a ambos extremos y una solucién
acuosa de sal de metal alcalino en agua, para preparar el compuesto derivado de acido polilactico de la formula
quimica 2 y después afiadiéndole el ingrediente activo, o (a-3) disolviendo primero un compuesto derivado de acido
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polilactico con acidos carboxilicos a ambos extremos y el ingrediente activo en agua, y después anadiéndole una
solucion acuosa de sal de metal alcalino en agua, para preparar la disolucién acuosa que contiene el compuesto
derivado de acido polilactico de la férmula quimica 2 y el ingrediente activo.

Es decir, la composicién de liberaciéon continua de la presente invencion se puede preparar usando el compuesto
derivado de acido polilactico de la férmula quimica 2 como material de partida (a-1) o, como alternativa, partiendo del
compuesto derivado de acido polilactico que lleva grupos acido carboxilico a ambos extremos y convirtiéndolo en el
compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 2 mediante la sal de metal alcalino, y utilizando luego
el compuesto resultante en las etapas subsiguientes (a-2 y a-3).

Segun una forma de ejecucion del método de preparacion de la composicion de liberacion continua de la presente
invencion, el medio acuoso que constituye dicha solucidon acuosa puede ser agua destilada o una o mas soluciones
tampon elegidas del grupo formado por las soluciones tampoén basadas en sales de acetato, citrato, glicina, fosfato y
carbonato. Los farmacos proteicos, polpeptidicos o peptidicos pueden responder sensiblemente a la composicion de
formulacion, sobre todo a su nivel de pH y debido a ello pueden resultar alteradas sus estructuras o puede disminuir
su actividad.

En la etapa b) del método de preparacion de la composicion de liberacion continua segun la presente invencion, la
solucién acuosa obtenida en la etapa a) se incorpora lentamente gota a gota a la solucidon acuosa que lleva el ion
metalico multivalente, para formar el precipitado. En este punto el ingrediente activo se puede dispersar y precipitar
en el interior del complejo formado a partir de compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 1 y del
ion metalico multivalente. En esta etapa el ion metalico multivalente puede ser, por ejemplo, un ion multivalente de
un metal seleccionado del grupo constituido por cinc, calcio, magnesio y hierro. El ion metalico multivalente se puede
aportar en forma de un compuesto salino como, por ejemplo, las sales de cloruro de estos metales, aunque no esta
limitado concretamente a ellas. La concentracion de ion multivalente en la solucién acuosa puede ser de 1 hasta 300
mg/ml, mas concretamente de 1 hasta 100 mg/ml. En caso de formacion del complejo polimérico, el ion metalico
multivalente forma el complejo por enlace ionico directo o por sustitucion del anidon del compuesto derivado de acido
polilactico de la férmula quimica 1 por el ion de metal alcalino, seguida de enlace iénico. Luego el ingrediente activo,
por ejemplo un polipéptido, es atrapado dentro del complejo y, una vez formado, el complejo polimérico que contiene
el ingrediente activo precipita como tal en la solucidon acuosa en forma de microparticulas. La solucién acuosa de la
etapa a) que comprende el ingrediente activo y el compuesto derivado de acido polilactico de la formula quimica 1 se
puede precipitar en la etapa b) incorporandola a la disolucién acuosa del ion metalico multivalente en una relacion
volumétrica 1-30.

El método para preparar la composicion de liberaciéon continua de la presente invencion puede comprender ademas,
tras la etapa b), la etapa c) de centrifugar el precipitado obtenido en la etapa b) y lavar luego el precipitado con agua.
La etapa c) se puede realizar de modo que el precipitado obtenido en la etapa b) sea centrifugado en una centrifuga
mantenida a baja temperatura, por ejemplo a 4°C, a fin de separar el sobrenadante y el precipitado. A continuacion
el precipitado separado se lava con agua.

El método para preparar la composicion de liberaciéon continua de la presente invencion puede comprender ademas,
tras la etapa c), la etapa d) de liofilizar el precipitado separado en la etapa c). En esta etapa d) se puede agregar un
adyuvante de liofilizacion durante dicho proceso. El adyuvante de liofilizacién puede incluir azdcares, alcoholes de
azucar o una mezcla de ellos. Dicho azucar puede ser uno o mas del grupo formado por lactosa, maltosa, sacarosa
y trehalosa, y dicho alcohol de azucar puede ser uno o mas del grupo formado por manitol, sorbitol, maltitol, xilitol y
lactitol. Segun una forma de ejecucion de la presente invencion, el contenido de adyuvante de liofilizacion es del 1 al
50% en peso respecto al peso seco total de la composicion liofilizada.

La composicion microparticulada de liberacion continua segun la presente invencion se puede preparar en forma de
microparticulas de tamafio uniforme comprendido entre 5 y 250 ym, preferiblemente entre 50 y 150 pm, mediante
molienda y tamizado eléctrico o sonicacion, opcionalmente tras la etapa b), c) o d).

Como en el método de preparacion de la composicion de liberacién continua segun la presente invencion se utiliza
una solucion acuosa sin disolventes organicos, no se requiere ningun procedimiento de separacion para eliminar el
disolvente organico y puede evitarse la desnaturalizacion del farmaco durante el proceso de produccion, lo cual
permite maximizar su efecto farmacoldgico. Ademas la eficiencia de la inclusion del farmaco proteico, polipeptidico o
peptidico es del 90% o mas, lo cual permite minimizar la pérdida de farmaco durante el proceso de produccion.

Cuando la composicioén de liberacion continua segun la presente invencion se administra al cuerpo, el polimero que
constituye el complejo se descompone en el cuerpo y por lo tanto el farmaco atrapado en aquél es liberado poco a
poco. Antes de la presente invencién, para la liberacién continua, es decir, para retrasar el tiempo de liberacién del
farmaco, habia que usar polimeros de peso molecular tan alto como de decenas de miles de daltons. Sin embargo,
como los polimeros de peso molecular tan alto no se disuelven en agua, era necesario usar un disolvente organico
que podia desnaturalizar la proteina o el péptido durante el proceso de preparacion de un vehiculo de liberacién en
forma de microparticulas. En cambio, como en la composicién microparticulada de liberacién continua de la presente
invencion se utiliza un polimero de peso molecular tan bajo que permite disolverlo en agua, no hace falta emplear un
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disolvente organico al preparar la composicion de liberacion continua. Asimismo, como el polimero puede formar el
complejo con iones metalicos multivalentes, se puede conseguir un excelente efecto de liberacion continua cuando
la composicion de liberacion continua segun la presente invencion se administra al cuerpo.

De aqui en adelante la presente invencion se ilustra mas especificamente mediante ejemplos preparativos, ejemplos
y ensayos. No obstante se facilitan solamente para explicar la presente invencion y el alcance de la misma no esta
limitado por ellos.

Ejemplo preparativo 1: preparacion del compuesto derivado de acido polilactico

Se introdujeron 500 g (5,56 moles) de acido D,L-lactico y 18,9 g (0,16 moles) de acido succinico en un matraz de 11,
de fondo redondo y dos bocas, montado de modo que la mezcla reactiva se pudiera agitar con una barra magnética
bajo purga de nitrégeno. Se calent6 un bafio de aceite a 160°C y la mezcla reactiva se purgd con nitrdgeno a un flujo
de 2000 ml/min. El agua producida durante la reaccién se descarg6 del reactor junto con la corriente de nitrégeno.
Se elimin6 agua durante 1 hora y el bafio de aceite se calent6 hasta 200°C. La reaccion se llevo a cabo durante 24
horas y después se termind. Al final se obtuvieron 368 g del derivado de acido D,L-polilactico crudo con grupos de
acido carboxilico a ambos extremos. El espectro RMN del derivado de acido polilactico preparado esta representado
en la figura 1. El resultado de la medicion mediante el analisis siguiente por RMN demostré que el peso molecular
medio numérico del derivado de acido polilactico preparado era de 2.315 daltons.

<Calculo del peso molecular medio numérico a partir de las areas de los picos del espectro RMN-H'>
[Ecuacién 1]
Peso molecular medio numérico (daltons) = {(A + B)/(C + N)} x 72,1

En la anterior ecuacion 1,

A denota el area del pico del protén metilénico del derivado de acido D,L-polilactico,

B denota el area del pico del protén metilénico del derivado de acido D,L-lactico terminal del polimero,
C denota el area del pico del proton metilénico del acido dicarboxilico, y

N denota el nimero protones metilénicos en el acido dicarboxilico.

Ejemplo preparativo 2: preparacion del derivado de acido polilactico

El derivado de acido polilactico se polimerizé siguiendo el mismo método descrito en el ejemplo preparativo 1, pero
usando 39,3 g (0,33 moles) de acido succinico. Al final se obtuvieron 348 g del derivado de acido D,L-polilactico
crudo con grupos de acido carboxilico a ambos extremos. Su peso molecular medio numérico medido por el analisis
de RMN arriba citado dio como resultado 1.155 daltons.

Ejemplo preparativo 3: purificacion del derivado de acido polilactico

En un vaso de precipitados de 2 | se introdujeron 100 g del derivado de acido polilactico obtenido en el ejemplo
preparativo 1y 20 g de bicarbonato sdédico (NaHCO3) y se afiadié 1 | de agua destilada. La mezcla se calent6 a 60°C
y el polimero se disolvioé durante 1 hora, agitando. Después de disolver el polimero se afiadié gota a gota solucion
acuosa 1 N de cloruro de hidrégeno (HCI) a la solucién acuosa del polimero para precipitarlo. El precipitado se filtro y
se lavo con agua destilada. La operacion de lavado y filtrado se repitid 3 veces para eliminar el cloruro de hidrégeno.
El polimero resultante se liofilizé durante 48 horas. Finalmente se obtuvieron 72,4 g del derivado de acido polilactico
purificado, con grupos de acido carboxilico a ambos extremos, y su peso molecular medio numérico medido por el
analisis de RMN arriba citado dio como resultado 2.703 daltons.

Ejemplo preparativo 4: preparacion del derivado de acido polilactico

Se obtuvieron 381 g del derivado de acido polilactico con grupos de acido carboxilico a ambos extremos siguiendo el
mismo método descrito en el ejemplo preparativo 1, pero usando 21,1 g (0,16 moles) de acido glutarico en lugar de
acido succinico. El peso molecular medio numérico del producto medido por el analisis de RMN arriba mencionado
dio como resultado 2,360 daltons.

Ejemplo preparativo 5: preparacion del derivado de acido polilactico

Se introdujeron 500 g (5,56 moles) de acido D,L-lactico en un matraz de 1 |, de fondo redondo y dos bocas, montado
de modo que la mezcla reactiva se pudiera agitar con una barra magnética bajo purga de nitrégeno. Se calenté un
bafo de aceite a 160°C y la mezcla reactiva se purgd con nitrégeno a un flujo de 2000 ml/min. El agua producida
durante la reaccion se descargé del reactor junto con la corriente de nitrégeno. Se eliminé agua durante 1 hora y el
bafio de aceite se calent6 hasta 200°C. La reaccion se llevo a cabo durante 24 horas y después se terminé. Al final
se obtuvo un acido D,L-polilactico crudo con grupos hidroxilo y acido carboxilico a ambos extremos respectivamente.
Al producto resultante se le afadieron 35 g (0,35 moles) de anhidrido succinico y la mezcla se calenté durante 6
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horas a 120°C, a fin de permitir la reaccion con el grupo hidroxilo de un extremo del acido polilactico. El derivado de
acido polilactico dio un peso molecular medio numérico de 2.240 daltons medido mediante el analisis de RMN arriba
mencionado.

Ejemplo 1: preparacion de sal sédica del derivado de acido polilactico

100 g del derivado de acido polilactico obtenido en el ejemplo preparativo 1 se afiadieron a 150 ml de acetonitrilo y
se disolvieron en él. Se le agregaron lentamente gota a gota 150 ml de una solucién acuosa de bicarbonato sédico
(0,1 g/ml). La mezcla reactiva se agit6 2 horas a la temperatura ambiente para neutralizar el polimero y preparar a la
vez la sal sodica del derivado de acido polilactico.

Después de ello el polimero preparado se purificé por el método de precipitacion salina. Esto es, se afiadieron 15 g
de cloruro sédico (NaCl) a la solucion reactiva resultante en agitacion y se disolvieron en ella; luego se separaron las
fases durante 2 horas en un embudo de decantacion y se elimind la fase acuosa.

Se afiadieron 100 ml de agua destilada y otra vez cloruro sédico (10 g), disolviéndolo en la solucidon polimérica
obtenida como fase organica; las fases se separaron de nuevo con el embudo de decantacion y se elimind la fase
acuosa. La solucion de la capa organica que llevaba el polimero obtenido se sometié a una destilacion fraccionada
rotatoria a 50°C para eliminar totalmente el disolvente organico y una pequefia cantidad de agua destilada.

Después de eliminar el disolvente organico y agua destilada el polimero obtenido se disolvio afiadiéndole 500 ml de
acetona anhidra y el precipitado restante se separo por filtracion y se eliminé utilizando un papel de filtro. El polimero
filtrado se sometié a la destilacion fraccionada rotatoria durante 2 horas a 50°C para eliminar totalmente la acetona.

Después de eliminar la acetona, el polimero obtenido se secé al vacio en un horno a 50°C durante 3 dias. Al final se
obtuvieron 91 g de sal sddica purificada del derivado de acido polilactico con carboxilato de sodio a ambos extremos.
El espectro RMN de la sal preparada del derivado de acido polilactico esta representado en la figura 2. Su peso
molecular medio numérico medido por el analisis de RMN arriba citado dio como resultado 2.178 daltons.

Ejemplo 2: preparacion de sal sédica del derivado de acido polilactico

Se obtuvieron 93 g de sal sédica purificada del derivado de acido polilactico con grupo carboxilato de sodio a ambos
extremos, utilizando 100 g del derivado de acido polilactico obtenido en el ejemplo preparativo 2 segun el mismo
método descrito en el ejemplo 1. Su peso molecular medio numérico medido por el analisis de RMN arriba citado dio
como resultado 1.125 daltons.

Ejemplo 3: preparacion de sal sédica del derivado de acido polilactico

Se obtuvieron 91 g de sal sddica purificada del derivado de acido polilactico con grupo carboxilato de sodio a ambos
extremos, utilizando 100 g del derivado de acido polilactico obtenido en el ejemplo preparativo 4 segun el mismo
método descrito en el ejemplo 1. Su peso molecular medio numérico medido por el analisis de RMN arriba citado dio
como resultado 2.250 daltons.

Ejemplo 4: preparacion de sal sédica del derivado de acido polilactico

Se obtuvieron 90 g de sal sddica purificada del derivado de acido polilactico con grupo carboxilato de sodio a ambos
extremos, utilizando 100 g del derivado de acido polilactico obtenido en el ejemplo preparativo 5 segun el mismo
método descrito en el ejemplo 1. Su peso molecular medio numérico medido por el analisis de RMN arriba citado dio
como resultado 2.080 daltons.

Ejemplo 5: preparacion de una composicion de liberacion continua que contiene hormona del crecimiento humano
(hGH)

Se disolvieron 4,5 g de sal sddica del derivado de acido polilactico preparada en el ejemplo 1 y 500 mg de hormona
del crecimiento humano (3,0 Ul/mg) en 20 ml de agua para preparar una solucién acuosa de hGH-polimero.

Se prepararon 250 ml de una solucién acuosa de cloruro de cinc (ZnCl,) como sal de metal multivalente (50 mg/ml).
A esta solucién se le incorpor6 gota a gota la solucién acuosa de hGH-polimero para formar el precipitado de la
composicion que contenia la hormona del crecimiento humano. La mezcla resultante se centrifugé a 3.500 rpm
durante 10 minutos, usando una centrifuga mantenida a 4°C para separar el sobrenadante y el precipitado.

El precipitado se filtro y se lavo dos veces con 500 ml de agua destilada y luego se liofilizé. La composicion liofilizada
se crib6 con tamices de 100 hasta 400 mallas, para obtener la composicién de microparticulas de 50 hasta 150 um.
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La hormona del crecimiento humano en la composicién liofilizada de microparticulas resultante se cuantificé usando
el siguiente ensayo BCA (kit de ensayo de proteinas Micro BCA, de Thermo Scientific). El contenido de hGH y la
eficiencia de la inclusion resultante del analisis cuantitativo fueron respectivamente del 9,54% en peso y del 92,6%.

<Medicion del contenido de proteina y de la eficiencia de la inclusién mediante el ensayo BCA (kit de ensayo de
proteinas Micro BCA, de Thermo Scientific)>

(1) Medicion del contenido de proteina
[Ecuacion 2]
Cantidad de péptido o proteina atrapada en microparticulas (g)

Contenido (%) = x 100
Cantidad total de composicion de microparticulas (g)

(2) Medicion de la eficiencia de la inclusion de proteina
[Ecuacion 3]
Cantidad de péptido o proteina atrapada en microparticulas (g)

Eficiencia de inclusion (%) = x 100
Cantidad usada al preparar la composiciéon de microparticulas (g)

Ejemplo 6: preparacion de una composicion de liberacion continua que contiene hormona del crecimiento humano

La composicion de microparticulas que contiene hormona del crecimiento humano se prepard siguiendo el mismo
método descrito en el ejemplo 5, pero usando 4,75 g de la sal sodica del derivado de acido polilactico preparada en
el ejemplo 1y 250 mg de hormona del crecimiento humano (3,0 Ul/mg). La hormona del crecimiento humano en la
composicion preparada se cuantificé mediante el ensayo BCA arriba citado y el contenido de hGH y la eficiencia de
la inclusion fueron respectivamente del 4,72% en peso y 91,7%.

Ejemplo 7: preparacion de una composicion de liberacion continua que contiene hormona del crecimiento humano

La composicion de microparticulas que contiene hormona del crecimiento humano se prepard siguiendo el mismo
método descrito en el ejemplo 5, pero usando 4,75 g de la sal sédica del derivado de acido polilactico preparada en
el ejemplo 1y 100 mg de hormona del crecimiento humano (3,0 Ul/mg). La hormona del crecimiento humano en la
composicion preparada se cuantificé mediante el ensayo BCA arriba citado y el contenido de hGH vy la eficiencia de
la inclusion fueron respectivamente del 1,93% en peso y 93,7%.

Ejemplo 8: preparacion de una composicion de liberacion continua que contiene hormona del crecimiento humano

La composicion de microparticulas que contiene hormona del crecimiento humano se preparé por el mismo método
descrito en el ejemplo 6, pero utilizando la sal sédica del derivado de acido polilactico preparada en el ejemplo 2. La
hormona del crecimiento humano en la composicion preparada se cuantificé mediante el ensayo BCA arriba citado y
el contenido de hGH vy la eficiencia de la inclusion fueron respectivamente del 4,72% en peso y 91,7%.

Ejemplo 9: preparaciéon de una composicion de liberacion continua que contiene hormona del crecimiento humano

Se disolvieron 4,9 g de la sal sédica del derivado de acido polilactico purificada en el ejemplo preparativo 3 y 100 mg
de hormona del crecimiento humano (3,0 Ul/mg) en 20 ml de agua y después se le afiadieron 0,3 g de bicarbonato
sédico (NaHCO3) para preparar una solucion acuosa de hGH-polimero.

Se prepararon 250 ml de una solucién acuosa de cloruro de cinc (ZnCl,) como sal de metal multivalente (50 mg/ml).
A esta solucién se le incorpor6 gota a gota la solucién acuosa de hGH-polimero para formar el precipitado de la
composicion que contenia la hormona del crecimiento humano. La mezcla resultante se centrifugé a 3.500 rpm
durante 10 minutos, usando una centrifuga mantenida a 4°C para separar el sobrenadante y el precipitado.

El precipitado se filtro y se lavo dos veces con 500 ml de agua destilada y luego se liofilizo. La composicion liofilizada
se crib6 con tamices de 100 hasta 400 mallas, para obtener la composicién de microparticulas de 50 hasta 150 um.

La hormona del crecimiento humano en la composicién liofilizada de microparticulas resultante se cuantificé usando

el ensayo BCA arriba citado (kit de ensayo de proteinas Micro BCA, de Thermo Scientific). El contenido de hGH y la
eficiencia de la inclusion fueron respectivamente del 4,86% en peso y del 94,4%.
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Ejemplo 10: preparacion de una composicion de liberacion continua que contiene eritropoyetina (EPO)

Se disolvio 1 g de la sal sédica del derivado de acido polilactico preparada en el ejemplo 1y 0,4 mg de eritropoyetina
(EPO) (41 Ul/mg) en 5 ml de agua para preparar una solucién acuosa de EPO-polimero.

Se prepararon 5,5 ml de una solucién acuosa de cloruro de cinc (ZnCl;) como sal de metal multivalente (12,5 mg/ml).
A esta solucién se le incorpord con agitacion la solucion acuosa de EPO-polimero para formar el precipitado de la
composicion que contenia eritropoyetina. La mezcla resultante se centrifugé a 3.500 rpm durante 10 minutos con
una centrifuga mantenida a 4°C para separar el sobrenadante y el precipitado.

El sobrenadante se elimin6 totalmente y el precipitado obtenido se liofiliz6. La composicion liofilizada se cribé con
tamices de 100 hasta 400 mallas, para obtener la composicidon de microparticulas de 50 hasta 150 um.

La eritropoyetina en la composicion liofilizada de microparticulas resultante se cuantificé empleando el ensayo BCA
arriba citado y el contenido de eritropoyetina y la eficiencia de la inclusion fueron respectivamente del 0,038% en
peso y del 92,2%.

Ejemplo 11: preparacion de una composicion de liberacion continua que contiene exenatida

En 45 ml de agua se disolvieron 4,9 g de la sal sddica del derivado de acido polilactico preparada en el ejemplo 1y
100 mg de exenatida para preparar una solucién acuosa, la cual se filir6 con un filiro de 0,45 pm a fin de eliminar
impurezas.

Se prepararon 500 ml de una solucion acuosa de cloruro de cinc (ZnCl,) como sal de metal multivalente (25 mg/ml).
A esta solucion se le afiadié gota a gota la solucion acuosa de exenatida-polimero a un caudal de 3 ml/min, agitando
a 120 rpm, para formar el precipitado de la composicién que contenia exenatida.

El precipitado se filtré y se lavo dos veces con 500 ml de agua destilada, y luego se sec6 al vacio durante 1 dia a la
temperatura ambiente. La composicién seca se molié y se cribd con un tamiz de 100 a 400 mallas para obtener la
composicion de microparticulas de 50 hasta 150 ym.

La exenatida en la composicion seca de microparticulas resultante se cuantificé usando el ensayo BCA arriba citado
y el contenido de exenatida y la eficiencia de la inclusion fueron respectivamente del 1,97% en peso y del 95,6 %.

Ejemplo 12: preparacion de una composicion de liberacion continua que contiene exenatida

La composicion de microparticulas con contenido de exenatida se preparé siguiendo el mismo método descrito en el
ejemplo 11, pero utilizando cloruro calcico (CaCl;) en vez de cloruro de cinc (ZnCl,) como sal de metal multivalente.
La exenatida en la composicion seca de microparticulas resultante se cuantificé usando el ensayo BCA arriba citado
y el contenido de exenatida y la eficiencia de la inclusion fueron respectivamente del 1,92% en peso y del 93,2%.

Ejemplo 13: preparacion de una composicion de liberacion continua que contiene exenatida

La composicion de microparticulas con contenido de exenatida se preparé siguiendo el mismo método descrito en el
ejemplo 11, pero empleando 4,9 g de la sal sddica del derivado de acido polilactico preparada en el ejemplo 3. La
exenatida en la composicion seca de microparticulas resultante se cuantificd usando el ensayo BCA arriba citado y
el contenido de exenatida y la eficiencia de la inclusién fueron respectivamente del 1,94% en peso y del 94,2%.

Ejemplo comparativo 1: preparacion de una composicion de solucidon acuosa de hormona del crecimiento humano
(hGH)

Se preparo una solucion acuosa de hormona del crecimiento humano disolviendo en 10 ml de agua para inyectables
los componentes relacionados en la siguiente tabla 1.

[Tabla 1]
hGH 0,1g
Glicina 1,09
Manitol 0,1g
Lactosa 0,1g
Bicarbonato sddico 0,1g

Ejemplo comparativo 2: preparacion de una composicion de solucién acuosa de eritropoyetina (EPO)

Se preparé una solucién acuosa de eritropoyetina disolviendo en 1,0 ml de agua para inyectables los componentes
relacionados en la siguiente tabla 2.
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[Tabla 2]
EPO 4.100 Ul (0,1 @)
Albumina de suero humano 5 mg
Cloruro sédico 10 mg
Fosfato s6dico monobasico dihidrato 5 mg
Fosfato sodico dibasico dihidrato 2mg

Ensayo 1: prueba farmacocinética de una composicion que contiene hormona del crecimiento humano (hGH)

Se comprobaron las propiedades farmacocinéticas de las composiciones que contenian hormona del crecimiento
humano (hGH), preparadas en los ejemplos 5 hasta 9 y en el ejemplo comparativo 1.

Unas ratas S.D. (de 190 + 20 g y 5 a 6 semanas de edad) suministradas por los laboratorios Charles River (Orient,
Corea) se alojaron durante una semana o mas en una sala de crianza mantenida a una temperatura constante y a
una humedad constante. Después de observar su estado general, se seleccionaron animales de aspecto global sano
y se usaron en el ensayo. Los animales de ensayo se criaron en unas condiciones que incluian iluminacion artificial
a un intervalo de 12 horas, una iluminancia de 300 a 500 Lux, una temperatura de 23 + 1°C y una humedad relativa
del 65 = 10%, y tuvieron acceso libre a comida soélida esterilizada y agua corriente.

Cada una de las composiciones se inyecto por via subcutanea a las ratas (n = 5) con una dosis de 5 mg/kg y luego
se recogioé sangre a intervalos regulares durante 10 dias y se cuantifico su nivel de hGH mediante el kit de ensayo
inmunolégico Quantikine hGH (R&D Systems). Los resultados de la cuantificacion se representan en la figura 3. Tal
como muestra la figura 3, la composicion que contiene hormona del crecimiento humano de acuerdo con la presente
invencion mantuvo durante 10 dias o mas un nivel de hormona del crecimiento humano en la sangre igual a 1 ng/ml
o mayor. Ademas el resultado de la observacién de la autopsia no reveld ninguna toxicidad debida a la composicion
de la presente invencion.

Ensayo 2: prueba de eficacia de la composicién que contiene hormona del crecimiento humano

Las composiciones que contenian hormona del crecimiento humano (hGH) preparadas en los ejemplos 5 a 6 y en el
ejemplo comparativo 1 se administraron a ratas (ratas hipofisectomizadas), a las cuales se habia extraido la glandula
pituitaria para causar una deficiencia de hormona del crecimiento humano, a fin de realizar la prueba de eficacia.

Como modelo animal patolégico, las ratas S.D. hipofisectomizadas (de 90 + 10 g y 4 semanas de edad, Japan SLC,
Inc.) se alojaron durante una semana o mas en una sala de crianza mantenida a una temperatura constante y a una
humedad constante. Después de observar su estado general, se seleccionaron animales de aspecto global sano que
no hubieran tenido ningin cambio de peso y se usaron en el ensayo. Los animales de ensayo se criaron en unas
condiciones que incluian iluminacion artificial a un intervalo de 12 horas, una iluminancia de 300 a 500 Lux, una
temperatura de 23 = 1°C y una humedad relativa del 65 + 10%, y tuvieron acceso libre a comida sdlida esterilizada y
agua corriente.

Las composiciones de los ejemplos 5 y 6 se inyectaron una vez por via subcutanea con una dosis de 5 mg/kg, y la
composicion del ejemplo comparativo 1 se inyecté por via subcutanea una vez al dia, con una dosis de 0,71 mg/kg,
durante 7 dias (n = 6). Se recogio sangre a intervalos regulares, a fin de cuantificar su nivel de IGF-1 (factor 1 de
crecimiento insulinico) con el kit de ensayo inmunolégico Quantikine IGF-1 (R&D Systems). Ademas se midié el peso
de los animales de ensayo para registrar los cambios de peso. Los resultados de la cuantificacion y de la medicién
de peso estan representados respectivamente en las figuras 4 y 5.

Tal como muestra la figura 4 respecto al nivel de IGF-1 en sangre generado por la hormona del crecimiento, una sola
administracion de la composicion de la presente invencion da mejor resultado en comparacion con la administracion
de la formulacién existente, comercialmente disponible, una vez al dia durante 7 dias.

Ademas, como muestra la figura 5, cuando la composicion de la presente invencion se administré una vez, el peso
aumentd aproximadamente un 20% tras 2 semanas; por lo tanto la composicion de la presente invencién da mejor
resultado en comparacién con la administracién de la formulacién existente, comercialmente disponible, una vez al
dia durante 7 dias. El grupo de control negativo (sin tratamiento) al cual no se le administré la hormona no aumento
de peso. El resultado de la observacion de la autopsia no reveld ninguna toxicidad causada por la composicion de la
presente invencion.

Ensayo 3: prueba farmacocinética de la composicion que contiene eritropoyetina (EPO)

Se comprobaron las propiedades farmacocinéticas de las composiciones que contenian eritropoyetina, preparadas
en el ejemplo 10 y en el ejemplo comparativo 2.
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Se adquirieron ratas S.D. (de 190 + 20 g y 5 a 6 semanas de edad) de los laboratorios Charles River (Orient, Corea)
y se trataron en las mismas condiciones que en el ensayo 1.

Cada una de las composiciones se inyecto por via subcutanea a las ratas (n = 6) a una dosis de 2000 Ul/kg, y luego
se recogio sangre a intervalos regulares y se cuantificé su nivel de eritropoyetina mediante un kit de inmunoensayo
enzimatico (DEP00, R&D Systems). Los resultados de la cuantificacion estan representados en la figura 6. Tal como
muestra la figura 6, la composicién que contiene eritropoyetina de acuerdo con la presente invencion prolongo el
tiempo de mantenimiento de su nivel en la sangre y mostré el efecto de liberaciéon continua durante una semana, en
comparacion con la composicidon comercialmente disponible para la administraciéon diaria. Ademas el resultado de la
observacion de la autopsia no reveld ninguna toxicidad debida a la composicion de la presente invencion.

Ensayo 4: prueba farmacocinética de la composicion que contiene exenatida

Se comprobaron las propiedades farmacocinéticas de las composiciones que contenian exenatida, preparadas en
los ejemplos 11 a 13.

Se adquirieron ratas S.D. (de 190 + 20 g y 5 a 6 semanas de edad) de los laboratorios Charles River (Orient, Corea)
y se trataron en las mismas condiciones que en el ensayo 1.

La composicion del ejemplo 11 (400 mg/rata, 800 mg/rata) y las composiciones de los ejemplos 12 y 13 (400 mg/
rata) se inyectaron por via subcutanea a las ratas (n = 6) y después se recogié sangre a intervalos regulares y se
cuantificé su nivel de exenatida mediante un kit de inmunoensayo enzimatico (EK-070-94, Phoenix Pharmaceuticals,
Inc.). Los resultados de la cuantificacion se representan en la figura 7. Tal como muestra la figura 7, la composicion
que contiene exenatida de acuerdo con la presente invencién mantuvo durante una semana un nivel en la sangre
igual a 0,1 ng/ml o mayor, con una sola administracién. Ademas el resultado de la observacion de la autopsia no
reveld ninguna toxicidad debida a la composicién de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo de un polimero idnico de la siguiente formula quimica 5, el cual tiene un peso molecular medio
numeérico no superior a 7.000 daltons, con un ion metalico multivalente:

[Férmula quimica 5]

Ay peghe

m y n son independientemente un nimero entero de 0 hasta 95, con la condicion de que 5 <m + n < 100,

a y b son independientemente 1,

R es -(CH:)«- sustituido o no, donde k es un numero entero de 0 a 10, un radical alquenilo divalente de 2 hasta
10 atomos de carbono, un radical arilo divalente de 6 hasta 20 atomos de carbono, o una combinacion de ellos.

donde

2. El complejo segun la reivindicacion 1, en el cual dicho ion metalico multivalente es un ion multivalente de un metal
elegido del grupo formado por cinc, calcio, magnesio y hierro.

3. Una composicion de liberacién continua de microparticulas de farmaco proteico, polipeptidico o peptidico que
comprende:

i) una proteina, un polipéptido o un péptido como ingrediente activo, y
ii) un complejo de un polimero idnico de la siguiente formula quimica 6, el cual tiene un peso molecular medio
numeérico no superior a 7.000 daltons, con un ion metalico multivalente, como vehiculo de liberacién del farmaco:

[Férmula quimica 6]

S S

X'y X' son independientemente hidrogeno, alquilo o arilo,

m y n son independientemente un nimero entero de 0 hasta 95, con la condicion de que 5 <m + n < 100,

a y b son independientemente 1,

R es -(CH.)k- sustituido o no, donde k es un nimero entero de 0 a 10, un radical alquenilo divalente de 2 hasta
10 atomos de carbono, un radical arilo divalente de 6 hasta 20 atomos de carbono, o una combinacion de ellos;

donde

donde dicho ingrediente activo esta atrapado en el complejo.

4. La composicion de liberacion continua de microparticulas segun la reivindicacién 3, la cual contiene dicho
ingrediente activo en una proporcion del 0,01 hasta el 60% en peso respecto al peso seco de la composicion.

5. La composicion de liberacién continua de microparticulas segun la reivindicacion 3, la cual contiene dicho vehiculo
de liberacion del farmaco en una proporcion del 39,9 hasta el 99,9% en peso respecto al peso seco de la
composicion.

6. La composicion de liberacion continua de microparticulas segun la reivindicacion 3, donde dicho ingrediente activo
es hormona del crecimiento, eritropoyetina, anticuerpos monoclonales, factores estimulante de colonias de
granulocitos, factores estimulantes de colonias de macréfagos, factores estimulantes de colonias de granulocitos y
macrofagos, trombopoyetina, factores de crecimiento similares a insulina, factores de crecimiento epitelial, factores
de crecimiento derivados de plaquetas, factores de crecimiento fibroblasticos, factores de crecimiento transformante,
interferones, interleucinas, factores de necrosis tumoral, estreptocinasa, urocinasa, estafilocinasa, ADNasas, gluco-
cerebrosidasa, alfa galactosidasa, exenatida, octreotida, insulina, glucagén, hormona liberadora de la hormona
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luteinizante, goserelina, leuprorelina, factor estimulante de foliculos, hormona estimulante de la tiroides, fertirelina,
calcitonina, factor liberador de corticotropina, péptido natriurético cerebral, timopentina, corticotropina, elcatonina,
beta amiloide, triptorelina, buserelina, timosinas, somatostatina, alarelina, angiotensina, argipresina, atosiban,
bivalirudina, cetrorelix, deslorelina, desmopresina, elcatonina, enfuvirtida, eptifibatida, GLP-1, gonadorelina, lipresina,
nafarelina, nesiritida, oxitocina, pramlintida, secretina, teriparatida, terlipresina, tetracosactida, vapreotida y mezclas
de ellos.

7. Un método de preparacién de una composicion de liberacidon continua de farmacos proteicos, polipeptidicos o
peptidicos, que comprende las etapas de:

a) preparar una solucion acuosa que contenga i) una proteina, un polipéptido o un péptido como ingrediente
activo y ii) el compuesto derivado de acido polilactico de la siguiente formula quimica 2, cuyo peso molecular
medio numérico no es superior a 7.000 daltons:

[Férmula quimica 2]

0 o]
Y! R z
\u/’/u\f\rﬁ ﬂ.}( \”/P\Wb/h}o/
X o 0 X :

Xy X' son independientemente hidrégeno, alquilo o arilo,

Y y Z son independientemente un metal alcalino,

m y n son independientemente un nimero entero de 0 hasta 95, con la condicion de que 5 <m + n < 100,

a 'y b son independientemente 1,

R es -(CH.)k- sustituido o no, donde k es un numero entero de 0 a 10, un radical alquenilo divalente de 2 hasta
10 atomos de carbono, un radical arilo divalente de 6 hasta 20 atomos de carbono, o una combinacion de ellos; y

donde

b) incorporar gota a gota la soluciéon acuosa de la anterior etapa a) a una solucion acuosa que contenga un ion
metalico multivalente para obtener un precipitado.

8. El método de preparacién de una composicion de liberacidon continua de farmacos proteicos, polipeptidicos o
peptidicos segun la reivindicacion 7, donde dicho ingrediente activo es hormona del crecimiento, eritropoyetina,
anticuerpos monoclonales, factores estimulante de colonias de granulocitos, factores estimulantes de colonias de
macrofagos, factores estimulantes de colonias de granulocitos y macréfagos, trombopoyetina, factores de
crecimiento similares a insulina, factores de crecimiento epitelial, factores de crecimiento derivados de plaquetas,
factores de crecimiento fibroblasticos, factores de crecimiento transformante, interferones, interleucinas, factores de
necrosis tumoral, estreptocinasa, urocinasa, estafilocinasa, ADNasas, glucocerebrosidasa, alfa galactosidasa,
exenatida, octreotida, insulina, glucagén, hormona liberadora de la hormona luteinizante, goserelina, leuprorelina,
factor estimulante de foliculos, hormona estimulante de la tiroides, fertirelina, calcitonina, factor liberador de
corticotropina, péptido natriurético cerebral, timopentina, corticotropina, elcatonina, beta amiloide, triptorelina,
buserelina, timosinas, somatostatina, alarelina, angiotensina, argipresina, atosiban, bivalirudina, cetrorelix,
deslorelina, desmopresina, elcatonina, enfuvirtida, eptifibatida, GLP-1, gonadorelina, lipresina, nafarelina, nesiritida,
oxitocina, pramlintida, secretina, teriparatida, terlipresina, tetracosactida, vapreotida y mezclas de ellos.

9. El método de preparacién de una composicion de liberacidon continua de farmacos proteicos, polipeptidicos o
peptidicos segun la reivindicacion 7, en la cual dicho ion metalico multivalente es un ion multivalente de un metal
elegido del grupo formado por cinc, calcio, magnesio y hierro.

10. El método de preparacion de una composicion de liberacion continua de farmacos proteicos, polipeptidicos o
peptidicos segun la reivindicacion 7, en cuya dicha etapa a) la solucién acuosa se prepara:

disolviendo el ingrediente activo y un compuesto derivado de acido polilactico de la siguiente formula quimica 2
en agua:
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[Férmula quimica 2]

MRS b

donde en la anterior férmula quimica 2

Xy X' son independientemente hidrégeno, alquilo o arilo,

Y y Z son independientemente un metal alcalino,

m y n son independientemente un nimero entero de 0 hasta 95, con la condicion de que 5 <m + n < 100,

a y b son independientemente 1,

R es -(CH:)k- sustituido o no, donde k es un nimero entero de 0 a 10, un radical alquenilo divalente de 2 hasta
10 atomos de carbono, un radical arilo divalente de 6 hasta 20 atomos de carbono, o una combinacion de ellos; o
disolviendo un derivado de acido polilactico dotado de grupos acido carboxilico a ambos extremos y una solucién
acuosa de sal de metal alcalino en agua, para preparar el compuesto derivado de acido polilactico de la formula
quimica 2, y afiadiéndole después el ingrediente activo; o

disolviendo un compuesto derivado de acido polilactico dotado de grupos acido carboxilico a ambos extremos y
el ingrediente activo en agua y afadiéndole después una solucion acuosa de sal de metal alcalino, para preparar
la solucion acuosa que lleva el compuesto derivado de acido polilactico de la férmula quimica 2 y el ingrediente
activo.

11. El método de preparacion de una composicion de liberacion continua de farmacos proteicos, polipeptidicos o
peptidicos segun la reivindicacion 7, que ademas comprende tras la etapa b) la etapa c) de centrifugar el precipitado
obtenido en la etapa b) y lavar luego el precipitado con agua.

12. El método de preparacion de una composicion de liberacion continua de farmacos proteicos, polipeptidicos o

peptidicos segun la reivindicacion 7, que ademas comprende tras la etapa c) la etapa d) de liofilizar el precipitado
separado en la etapa c).
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[Figura 1]
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[Figura 2]
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[Figura 3]
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[Figura 4]
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[Figura 5]
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[Figura 6]
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[Figura 7]
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