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DESCRIPCION
Procedimiento de fabricacién de microparticulas de liberacion sostenida
Antecedentes

Las microparticulas y microesferas formadas a partir de diversos polimeros y resinas naturales y sintéticas se han
convertido en vehiculos de administracion populares para diversos agentes activos tales como farmacos, reactivos
de diagnostico y similares. Las microparticulas de liberacion sostenida degradables son de particular interés para su
uso en las llamadas formulaciones de "depdsito”, en las que se desea la administracion del agente activo durante un
periodo de tiempo prolongado.

Las composiciones 6ptimas de formulaciones de microparticulas de liberacién sostenida deben liberar una cantidad
eficaz de agente biolégicamente activo en una cantidad terapéutica eficaz para tratar una afeccion especifica en una
cantidad especifica de tiempo. En general, las composiciones de liberacion sostenida incluyen un perfil de liberacion,
que incluye la velocidad a la que se libera el agente activo desde la microparticula al sistema del paciente. Puede
ser beneficioso modificar los perfiles de liberacién de las microparticulas de liberacion sostenida de una manera que
incluye cambiar la morfologia de las microesferas alterando la relacion de las fases dispersa y externa o continua
(Luan X, Skupin M, Siepmann J, Bodmeier R, Key parameters affecting the initial release (burst) and encapsulation
efficiency of peptide-containing poly(lactide-co-glycolide) microparticles. International J. of Pharmaceutics. 2006; 324:
168-175). Como alternativa, los perfiles de velocidad de liberacion también pueden verse afectados por la velocidad
de adicién continua en fase acuosa (Yang YY, Chung TS, Bai XL, Chan WK, Effect of preparation conditions on
morphology and release profiles of biodegradable polymeric microspheres containing protein fabricated by double
emulsion method. Chemical Engineering Science. 2000; 55: 2223-2236) que afectaria a la morfologia de las
microesferas y ademas permitiria controlar las velocidades de liberacion para los agentes activos especificos
encapsulados dentro de la microparticula. Pero el empleo de los procedimientos anteriores lleva mas tiempo para la
formacion de microesferas solidas.

Sumario

Una realizacion incluye un procedimiento para formar microparticulas de liberacién sostenida que incluye las etapas
de formar una fase dispersa con un agente activo disuelto con un polimero; mezclar la fase dispersa con una fase
acuosa continua para formar una dispersion de microparticulas que tiene microparticulas suspendidas en la fase
continua; y afadir una cantidad medida de una composiciéon de dilucion a la dispersion de microparticulas después
de que se hayan formado las microparticulas; en el que las microparticulas formadas son suficientemente sdlidas
para ser filtrables usando un filtro de fibra hueca y en las que la cantidad de la composicion de dilucion es suficiente
para alterar la velocidad de liberacion del agente activo.

Otra realizacion de la invencion incluye un procedimiento para formar microparticulas de liberacidon sostenida que
incluye las etapas de formar una fase dispersa con un agente activo y un polimero; mezclar la fase dispersa y una
fase continua acuosa para formar una dispersion de microparticulas que tiene microparticulas que son
suficientemente solidas para ser filtrables usando un filtro de fibra hueca suspendido en la fase continua; y afadir
una composicion de diluciéon a la dispersidon de microparticulas para producir una microparticula de liberacion
sostenida que tiene una velocidad de liberaciéon diferente a la velocidad de liberacién de una microparticula de
liberacion sostenida no tratada; en el que el volumen de la composicion de dilucién es al menos el 50 % del volumen
de la fase continua.

Otra realizacion mas incluye un procedimiento para controlar la velocidad de liberacion de una microparticula de
liberacion sostenida que incluye las etapas de formar una fase dispersa con leuprolida y un polimero, en la que la
leuprolida se disuelve en el polimero. El procedimiento ademas incluye mezclar la fase dispersa con una fase
continua en un mezclador para formar una dispersion de microparticulas y afiadir una cantidad medida de una
composicion de dilucion a la dispersion de microparticulas después de que se hayan formado microparticulas, en las
que las microparticulas formadas son suficientemente sélidas para ser filtrables usando un filtro de fibra hueca. La
cantidad de una composicién de dilucién también es suficiente para alterar la velocidad de liberacién de la leuprolida.

También se describe en la presente una composicion de liberaciéon sostenida con una velocidad de liberacion
alterada que tiene una fase dispersa con un agente activo y un polimero especificos, la fase dispersa combinada con
una fase continua para formar una dispersion de microparticulas y la dispersién de microparticulas expuesta a una
cantidad medida de una composiciéon de dilucion después de que se formen microparticulas; en la que la
composicion de dilucion es suficiente para diluir la fase continua para alterar la velocidad de liberacion del agente
especifico.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion esquematica de una realizacion del procedimiento de la presente invencion;

La Figura 2 es una representacion grafica de las propiedades de liberacion de microparticulas en un estudio de
ratas in vivo preparado y descrito en las Tablas 3 y 4, de acuerdo con una realizacion de la presente invencion;
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La Figura 3 es una representacion grafica de las propiedades de liberacion de microparticulas en un estudio de
ratas in vivo con microparticulas de leuprolida preparadas y descritas en las Tablas 3 y 4, de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion;

La Figura 4 es una representacion grafica de las propiedades de liberacion de microparticulas preparadas y
descritas en las Tablas 5 y 6; de acuerdo con una realizacién de la presente invencion;

La Figura 5 es una representacion grafica de las propiedades de liberacion de microparticulas preparadas y
descritas en las Tablas 7 y 8; de acuerdo con una realizacion de la presente invencion;

La Figura 6 es una representacion grafica de la liberacion de acetato de leuprolida a partir de microparticulas en
condiciones de liberacion in vitro aceleradas tal como se prepara y se describe en las Tablas 5 y 6; de acuerdo
con una realizaciéon de la presente invencion;

La Figura 7 es una representacion grafica de la velocidad de liberacion de acetato de leuprolida a partir de
microparticulas bajo condiciones de liberacion in vitro aceleradas preparadas y descritas en las Tablas 7 y 8; de
acuerdo con una realizacién de la presente invencion;

La Figura 8 es una representacion grafica de los niveles de concentracion de leuprolida en suero en ratas que
recibieron dos preparados y descritos en las Tablas 9 y 10; de acuerdo con una realizacion de la presente
invencion;

La Figura 9 es una representacion grafica de los niveles de concentracion de leuprolida en suero en seres
humanos tal como se prepara y se describe en las Tablas 9 y 10, de acuerdo con una realizacién de la presente
invencion; y

La Figura 10 es una representacion grafica de las propiedades de liberacidon de microparticulas en un estudio in
vivo de octredtido en ratas tal como se prepara y se describe en la Tabla 11; de acuerdo con una realizacion de
la presente invencion.

Descripcion detallada

En este documento se describen procedimientos para optimizar los perfiles de liberacion de agentes bioldgicamente
activos encapsulados en microparticulas de liberacion sostenida en mamiferos de sangre caliente, que incluyen
seres humanos. También se describen procedimientos para cambiar la velocidad de liberacion del agente
bioldgicamente activo de las microparticulas tratando las microparticulas después de la formacién con una
composicion de dilucion afiadida como parte de un procedimiento aséptico continuo.

Como se muestra en la Figura 1, una realizacion incluye un procedimiento 10 para optimizar la velocidad de
liberacion inicial de un agente activo a partir de una microparticula de liberacion sostenida. En esta realizacion, el
perfil de liberacion de acetato de leuprolida en una microparticula puede modificarse ajustando la concentracion de
disolventes a los que estan expuestas las microparticulas recién formadas. Los perfiles de liberacion de las
microparticulas pueden modificarse mientras las microparticulas permanecen en fase acuosa a temperatura
ambiente sin etapas asociadas que puedan introducir impurezas de disolventes residuales o problemas de
agregacion durante las etapas de secado, calentamiento o reconstitucién con agua.

En un producto de liberacién sostenida, la cantidad de farmaco inicialmente liberado de la composicién puede ser
importante. La cantidad de farmaco, o agente activo, liberado tras la administracion inicial a menudo se denomina
explosion o liberacion inicial. Es importante tener en cuenta la cantidad de explosion o liberacion inicial y optimizarla
para medicamentos especificos y su uso previsto.

Por ejemplo, el acetato de leuprolida, "leuprolida”, es un agente biolégicamente activo que es un analogo agonista
conocido de la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH). La GnRH estimula la producciéon de hormona
luteinizante (LH) y la hormona estimulante del foliculo (FSH). Cuando se liberan en el torrente sanguineo, estas
hormonas provocan la produccion de testosterona en los hombres y de estrégeno en las mujeres. Por lo tanto, en
enfermedades como el cancer de prostata, en las que se ha demostrado que el control del nivel de testosterona
producido es un tratamiento efectivo, seria beneficioso un agente activo que inhibiera la producciéon de GnRH, LH y
FSH. En efecto, controlar el nivel de testosterona producida puede limitar la necesidad de castracién quirdrgica.

En aplicaciones terapéuticas, la leuprolida inicialmente libera LH y FSH de la pituitaria anterior. Sin embargo, con el
uso continuado, la leuprolida provoca una desensibilizacion hipofisaria y una regulacion a la baja de las hormonas
productoras de testosterona. Cuando se usa en tratamiento, la leuprolida suprime los niveles circulantes de
hormonas sexuales en 2 a 4 semanas, después del aumento inicial. Por lo tanto, para que la leuprolida sea eficaz,
puede ser deseable una velocidad de liberacion inicial muy alta del farmaco desde la microparticula de
administracion. De acuerdo con la Administracion de Alimentos y Medicamentos, para la leuprolida, puede ser
necesaria una alta liberacion inicial para lograr una castracion mas rapida. La castracion quimica con leuprolida se
define como el 95 % de los pacientes con niveles de testosterona iguales o inferiores a 50 ng/dl (0,5 ng/ml) a los 28
dias o antes.
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Por el contrario, el octredtido, otro agente activo, es un analogo de somatostatina utilizado para la terapia de
tratamiento a largo plazo en pacientes acromegalicos, asi como para pacientes con tumores carcinoides malignos,
tumores peptidicos intestinales vasoactivos, sofocos y diarrea. El octreétido en suero controla la hormona de
crecimiento (GH) y el factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1). Una desventaja comun del uso de octreétido en
formulaciones de liberacién sostenida de deposito a largo plazo es que niveles pico altos de octreétido pueden ser
toxicos a ciertas concentraciones en plasma. En esta situacién seria preferible una velocidad de explosién o
liberacion inicial mas lenta.

Como se muestra en la Figura 1, se puede usar un procedimiento continuo 10 para producir microparticulas que
contienen leuprolida para producir las microparticulas. El procedimiento continuo 10 puede incluir en general
combinar una fase dispersa 12 y una fase continua 14. La fase dispersa 12 puede incluir el agente activo, un
polimero y disolventes adecuados. La fase continua 14 puede incluir en general una solucion acuosa. La fase
dispersa 12 y la fase continua 14 se pueden combinar en un mezclador en linea 16 para formar una dispersion de
microparticulas. La dispersion de microparticulas puede estar compuesta en general de microparticulas recién
formadas dispersas en una solucién acuosa.

Para los fines de esta solicitud, la formulaciéon de leuprolida en una microparticula de liberacién sostenida para el
tratamiento del cancer de préstata se usara como ejemplo de agente activo que se libera de una microparticula de
liberacién sostenida polimérica. Resultara evidente para los expertos en la técnica, a la vista de la descripcién, que
el agente activo puede ser cualquier agente para el que se desee la encapsulacion o interespersion dentro de un
cuerpo de polimero pequefio. Otros ejemplos de agentes activos cuya velocidad de liberacion puede optimizarse
para mejorar la eficacia clinica incluyen péptidos, ketotifeno, tioridazina, olanzapina, risperidona, oxibutinina,
octredtido, naltrexona, orntida, o Woc4D, betagmetasona, dexametasona, clonidina, verapamilo, o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos. De particular interés son los agonistas de la hormona liberadora de
hormona luteinizante (agonistas LH-RH) tales como leuprolida, triptorelina, goserelina, nafarelina, historelina y
buserelina. También son de particular interés los analogos de somatostatina tales como octreétido, calcitonina
humana, de salmoén y de anguila, hormonas de crecimiento, hormona liberadora de hormona de crecimiento, péptido
liberador de hormona de crecimiento, hormonas paratiroideas y péptidos relacionados, interferdn, eritropoyetina,
GM-SSF, G-CSF, timosina, antitripsina y quimioterapia, antibiéticos y analgésicos para administracion regional y
otros agentes en los que el ajuste de la velocidad de liberacion puede aumentar la efectividad de la formulacion de
liberacién sostenida.

Con el fin de incorporar el agente activo en la fase dispersa 12, habitualmente es necesario disolver el agente activo
en al menos un disolvente. Los disolventes para el agente activo, naturalmente, variaran dependiendo de la
naturaleza del agente. Los disolventes tipicos que se pueden usar en la fase dispersa para disolver el agente activo
incluyen, pero no se limitan a, agua, metanol, etanol, dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida, dimetilacetamida,
dioxano, tetrahidrofurano (THF), diclorometano (DCM), cloruro de etileno, tetracloruro de carbono, cloroformo, éteres
de alquilo inferior tales como dietil éter y metil etil éter, hexano, ciclohexano, benceno, acetona, acetato de etilo,
metil etil cetona, acido acético o mezclas de los mismos. Ademas, se puede usar un acido tal como acido acético
glacial, acido lactico, o acidos grasos o acido acrilico en el procedimiento para ayudar a mejorar la solubilidad y la
encapsulacion del agente activo en el polimero. La seleccion de disolventes adecuados para un sistema dado estara
dentro de la experiencia en la técnica a la vista de la presente descripcion.

El agente activo a continuacion se combina con un polimero para formar la fase dispersa 12. Ejemplos de polimeros
conocidos por los expertos en la técnica, y utiles en una realizacién, se pueden encontrar, por ejemplo, en las
Patentes de los Estados Unidos n.° 4,818,542, 4,767,628, 3,773,919, 3,755,558 y 5,407,609. Al seleccionar un
polimero particularmente deseable para un sistema dado, se pueden considerar numerosos factores con el fin de
producir un producto que tenga las caracteristicas clinicas deseadas tales como biodegradabilidad (por ejemplo,
perfil de liberacion) y biocompatibilidad. Una vez que un experto en la materia haya seleccionado un grupo de
polimeros que proporcionaran las caracteristicas clinicas deseadas, entonces los polimeros pueden evaluarse para
caracteristicas deseables que optimicen el procedimiento de fabricacion. Por ejemplo, en algunos casos, puede ser
posible seleccionar un polimero que interactie con el agente activo de una manera que facilite el procesamiento de
las microparticulas, aumente la carga del farmaco, mejore la eliminacién del disolvente de la fase dispersa o impida
la migracion del farmaco desde la fase dispersa a la fase continua.

Ejemplos de polimeros adecuados son homopolimeros de acido lactico o copolimeros de acido lactico y acido
glicdlico, o polimeros de poli (lactido-co-glicolido) "PLGA". La relacién de restos de acido lactico a restos de acido
glicolico puede variar, y normalmente variara de 25:75 a 85:15, aunque incluso podria encontrar uso un 10 % de
glicolido ya que el alto contenido de lactido da como resultado una menor viscosidad y una mayor solubilidad. Los
copolimeros preferidos comprenden al menos aproximadamente el 50 % de restos de acido lactico, tales como
polimeros 50:50, 75:25 o 85:15. Los copolimeros de poli (lactido-co-glicélido) estan disponibles en el mercado a
partir de varias fuentes y se pueden preparar facilmente por rutas sintéticas convencionales. Boeringer Inglehiem
produce polimeros adecuados bajo las designaciones R202H, RG 502, RG 502H, RG 503, RG 503H, RG 752, RG
752H, RG 756 y otros. Se pueden usar microparticulas de LH-RH con R202H, RG752H, o RG503H en la fase
dispersa de una realizacion. La seleccién de un polimero adecuado para un sistema dado seria evidente para los
expertos en la técnica a la vista de esta descripcion.
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Una consideracion al seleccionar un polimero preferido es la hidrofilicidad/hidrofobicidad del polimero. Tanto los
polimeros como los agentes activos pueden ser hidréfobos o hidréfilos. Siempre que sea posible, es deseable
seleccionar un polimero hidréfilo para usar con un agente activo hidrofilo y un polimero hidréfobo para usar con un
agente activo hidréfobo. En las microparticulas preferidas, se cree que una interaccion iénica entre el farmaco y los
grupos carboxilo hidréfilos del polimero potencia la carga del farmaco. Sin embargo, en general, dado que los
farmacos hidréfilos son solubles en agua, si no hay afinidad entre el polimero y el farmaco, o la solidificacion no es
suficientemente rapida, la carga del farmaco puede disminuir. También es posible usar un farmaco hidréfilo en un
polimero hidréfobo.

Al seleccionar un polimero particular, también se debe considerar el efecto de la hidrofobicidad/hidrofilicidad del
polimero sobre el disolvente residual en el sistema. Se puede esperar que un polimero hidréfilo produzca un
disolvente residual bajo con un farmaco hidrofilo, tal como un péptido hidréfilo. En el caso de las microparticulas de
leuprolida, el farmaco tiene una tendencia a ayudar a eliminar el disolvente hidréfobo de las gotitas de fase dispersa
de forma rapida y eficiente. Ademas, se ha observado que una mayor carga de farmaco tiende a correlacionarse con
menores concentraciones de disolvente residual. Por lo tanto, en algunos sistemas, existe un beneficio indirecto con
un disolvente residual inferior cuando se incorporan farmacos hidréfilos en polimeros hidrdéfilos. Sin embargo, dado
que hay otros factores que influyen en el disolvente residual ademas de la hidrofilicidad, este efecto puede no
aplicarse uniformemente a farmacos no peptidicos. Sin embargo, se desprende que los agentes activos que mejoran
la eliminacion del disolvente de la gota de fase dispersa, sin pérdida concomitante de farmacos, producen productos
superiores.

Otra consideracion es el peso molecular del polimero. Si bien el peso molecular de los polimeros obviamente
impactara en las caracteristicas del producto tales como la velocidad de liberacion, el perfil de liberacion y similares,
también puede afectar al procedimiento de producciéon de las microparticulas. Los polimeros de mayor peso
molecular normalmente se asocian con una fase dispersa mas viscosa, dando como resultado particulas mas
grandes o mayores dificultades para obtener particulas pequefias y, en algunos casos, disolvente residual
incrementado. Por el contrario, los polimeros de peso molecular mas bajo normalmente estan asociados con una
solidificacion mas lenta porque el polimero tiende a ser mas soluble. En el sistema preferido, se ha encontrado que
un mayor disolvente residual, una mayor carga de farmaco y una mayor eficacia de incorporacion resultan del uso de
polimeros de mayor peso molecular. Una ventaja del procedimiento de la invencion es su capacidad para formar
microparticulas de disolvente residual buenas, pequefas y bajas con polimeros de alto peso molecular y, por lo
tanto, fases dispersas viscosas. Naturalmente, la seleccién particular también dependera de las caracteristicas
deseadas del producto. Por ejemplo, cuanto mayor es el peso molecular, mayor es el tiempo de degradacién en el
cuerpo y mayor es la duracion de la liberacion del farmaco.

Ademas, la concentracion de polimero particular empleada puede afectar al sistema, no solo desde el punto de vista
de la morfologia del producto, sino también desde el punto de vista del procesamiento. Un aumento en la
concentracion de polimero tiende a asociarse con una mayor carga de farmaco porque una fase dispersa viscosa
necesita eliminar menos disolvente para la solidificacion. Un aumento en la velocidad de solidificacion tiende a
causar una mayor retencion de farmaco. Ademas, una fase viscosa dispersa da lugar a una menor difusion del
farmaco en la fase continua durante la solidificacion. En algunos sistemas, esto también puede dar como resultado
un mayor disolvente residual. En las realizaciones preferidas, la concentracion de polimero en la fase dispersada
sera de aproximadamente el 5 a aproximadamente el 40 %, y aun mas preferentemente de aproximadamente el 8 a
aproximadamente el 30 %.

Los disolventes para el polimero se seleccionaran apropiadamente dependiendo de una serie de factores, que
incluyen la naturaleza del polimero, el agente activo, la toxicidad, la compatibilidad con otros disolventes en el
sistema e incluso el uso que se dara a la microparticula. Por lo tanto, ademas de disolver el polimero, el disolvente
debe ser inmiscible con la fase continua para formar gotas, altamente volatiles para una eficacia de evaporacion
optima, y deseablemente no inflamable por razones de seguridad. Los disolventes adecuados para los polimeros
poli (lacticos) o poli (lactido-co-glicolidos) preferidos incluyen cloruro de metileno, cloroformo, acetato de etilo,
pirrolidona sustituida y similares. En algunos casos, el disolvente para el agente activo sera el mismo que el
disolvente para el polimero. Algunos farmacos, normalmente agentes de diagnoéstico tales como sales inorganicas
radioactivas usadas en el analisis de imagenes, no son solubles o solo son ligeramente solubles en disolventes
organicos. En estos casos, se puede suspender directamente un polvo fino de tamafio submicrométrico en la
solucién de polimero para formar microparticulas. Aunque recurrir a esto sera raro en la administracion de farmacos,
puede resultar util con los agentes de diagndstico. La seleccion de otros disolventes Utiles de acuerdo con el
procedimiento de la invencion estara dentro de la experiencia en la técnica a la vista de la presente descripcion.

En esta realizacion, las microparticulas de poli (lactido) o poli (lactido-co-glicélido) que contienen leuprolida se
pueden preparar disolviendo el agente activo de leuprolida en el polimero R202H con cloruro de metileno, metanol y
acido acético glacial para formar la fase dispersa 12. La fase dispersa puede ser una solucion verdadera y
homogénea. Como alternativa, se pueden preparar soluciones separadas de polimero y agente activo, cada una en
su propio disolvente, y posteriormente mezclarse para formar la fase dispersa 12. En algunos casos, debido a la
naturaleza del agente activo y/o polimero, la fase dispersa 12 debe formarse como una emulsién. Por ejemplo,
cuando un farmaco proteico dado se disuelve en un disolvente de agente activo adecuado, la solucion resultante
puede ser completamente inmiscible con una solucién del polimero en un disolvente polimérico particular. Con el fin
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de proporcionar una fase dispersa 12 relativamente homogénea en la que el farmaco y el polimero estan
intercalados de forma relativamente uniforme, el farmaco y el disolvente del farmaco se pueden emulsionar con el
polimero y el disolvente del polimero para formar una emulsién de fase dispersa. Tras la introduccion de la fase
dispersa 12 en la fase continua 14, se puede formar una emulsién de agua-aceite-agua, o w/o/w. En otros sistemas
mas, la fase dispersa 12 se puede preparar formando una suspension directa del agente activo en una solucion de
polimero.

De acuerdo con el procedimiento de la invenciéon descrito a continuacion, la fase dispersa 12 puede mezclarse con la
fase continua 14 para formar una dispersion de microparticulas que tiene gotitas o inclusiones de la fase dispersa 12
dispersas dentro de la fase continua 14. Como se usa en el presente documento, el término disperso se entiende en
su sentido mas amplio como regiones discretas de fase dispersa intercaladas dentro de la fase continua. Las
inclusiones notadas normalmente apareceran como gotitas en general esféricas, pero en algunos casos pueden ser
inclusiones irregulares debido a condiciones particulares de emulsificacion. Se puede usar cualquier medio
adecuado en el que la fase dispersa 12 forme gotitas o inclusiones como fase continua 14, siendo especialmente
deseables aquellos que proporcionen un sumidero de disolvente maximo para el disolvente de la fase dispersa 12.

Con frecuencia, la fase continua 14 también contendra tensioactivo, estabilizantes, sales u otros aditivos que
modifiquen o efectien el procedimiento de emulsificacion. Los tensioactivos tipicos incluyen dodecilsulfato sédico,
dioctilsulfato succinato sédico, span, polisorbato 80, tween 80, plurdnicos y similares. Los estabilizantes particulares
incluyen talco, PVA e hidroxido de magnesio coloidal. Los potenciadores de la viscosidad incluyen poliacrilamida,
carboximetilcelulosa, hidroximetilcelulosa, metilcelulosa y similares. Las sales tamponantes se pueden usar como
estabilizantes de farmacos e incluso se puede usar sal comun para ayudar a prevenir la migracion del agente activo
a la fase continua 14. Un problema asociado con la saturacion de sal de la fase continua 14 es que el PVA y otros
estabilizantes pueden tener tendencia a precipitar como sélidos de la fase continua. En tales casos, se puede usar
un estabilizante de particulas. Las sales adecuadas, tales como cloruro de sodio, sulfato de sodio y similares, y otros
aditivos seran evidentes para los expertos en la técnica a la vista de la presente descripcion.

En una realizacion, la fase continua 14 incluye desde el 100 hasta el 50 % de agua. La fase continua acuosa 14
puede incluir un estabilizante. Un estabilizante preferido es poli (alcohol vinilico) (PVA) en una cantidad de
aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el 5,0 %. Mas especificamente, el PVA puede estar presente en una
cantidad de aproximadamente el 0,35 %. Otros estabilizantes adecuados para usar en la fase continua 14 seran
evidentes para los expertos en la técnica a la vista de la presente descripcion.

La seleccion de polimeros, disolventes y fases continuas particulares variara, naturalmente, dependiendo del agente
activo y las caracteristicas deseadas del producto. Una vez que se establecen las caracteristicas deseadas del
producto, tales como la aplicacion clinica, el perfil de liberacidon y similares, puede haber cierta flexibilidad en la
seleccion de polimeros, disolventes y fases continuas para facilitar el procedimiento de produccion.

Una vez que la fase dispersa 12 y la fase continua 14 se combinan, las microparticulas recién formadas pueden
transferirse continuamente desde el mezclador 16 a un primer recipiente 20. Las microparticulas en general son
suficientemente solidas y filtrables, de forma que son adecuadas para el procesamiento continuo de microparticulas
utilizando un filtro de fibra hueca, como se describe en las Patentes de los Estados Unidos 6,270,802 y 6,361,798.
Este procedimiento se distingue de un procedimiento general de formacién de microparticulas en el que la mezcla de
la fase dispersa y la fase continua no forma microparticulas discretas rapidamente. Por ejemplo, la combinacion de
la fase dispersa y la fase continua puede dar como resultado Unicamente la formacién de una emulsién que contiene
microesferas blandas. Se pueden requerir etapas de procesamiento adicionales para endurecerlos lo suficiente.
(Jeyanthi R, Thanoo BC, Metha RC, DeLuca PP, Effect of solvent removal technique on the matrix characteristics of
polylactide/glycolide microspheres for peptide delivery. J of Controlled Release. 1996; 38: 235-244).

A diferencia de un procedimiento en el que las microparticulas requieren procedimientos de formacion adicionales,
las microparticulas formadas en esta realizacion se solidifican en aproximadamente 20 segundos, mas
preferentemente en menos de aproximadamente 10 segundos, y aun mas preferentemente en menos de
aproximadamente 5 segundos. En una realizacién de polimero de leuprolida, las microparticulas se solidifican en
menos de aproximadamente 3 segundos. Se observa que en la presente realizacion, incluso aunque la solidificacion
de microparticulas sea virtualmente instantanea tras la adicién a la fase continua, las microparticulas formadas son,
sin embargo, susceptibles de ceder disolvente residual adicional a la fase continua.

La carga de farmaco, en el caso de las microparticulas de leuprolida/polimero preferidas, esta dirigida alrededor del
12 % en el intervalo del 10 al 21 % basado en el solido total. En la practica, se pueden obtener cargas de farmacos
del orden de aproximadamente el 9 al 17 % aproximadamente. Naturalmente, la naturaleza del farmaco, el perfil de
liberacion deseado, la naturaleza del polimero y, por supuesto, el procesamiento pueden afectar a la carga deseada
y real del farmaco. En el caso tipico, se desean cargas de farmaco del orden del 5 % al 20 % basado en el peso
combinado de farmaco y polimero y pueden conseguirse con el procedimiento de la invencion. La eficiencia de
encapsulacion tipica es de aproximadamente el 75 %.

Ventajosamente, una vez que se obtiene la carga de farmaco deseada, y se determinan los parametros de velocidad
de alimentacion, temperatura, etc., el aumento de escala a lotes mas grandes, incluidos lotes de nivel de produccion,
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se convierte en una simple cuestion de realizar el procedimiento durante mas tiempo. No se necesitan tubos de
alimentacion, emulsionantes, impulsores adicionales o similares para producir un mayor nimero de microparticulas
que tengan las caracteristicas deseadas. Ademas, las microparticulas producidas durante el procedimiento continuo
de la invencién son excepcionalmente uniformes en términos de distribuciéon de tamafio, carga de agente y similares,
independientemente de cuando se produjeron durante el procedimiento.

En una realizacién, se ha encontrado que el procedimiento general de formacién de microparticulas, como se ha
descrito anteriormente, puede alterarse para cambiar las propiedades o los perfiles de liberacion de los lotes de
microparticulas variando la exposicion del disolvente de las microparticulas. Se pueden conseguir niveles mas bajos
de exposicion al disolvente después de la formacién mediante la adicién de una composicién de dilucion 18 a las
microparticulas recién formadas. La composicion de dilucién 18 puede ser agua o una solucidon de poli (alcohol
vinilico). Sorprendentemente se ha encontrado que la adicion de una cantidad medida de la composicién de diluciéon
18 después de que se formen las microparticulas altera la velocidad de liberacién de las microparticulas recién
formadas.

Como se muestra en la Figura 1, después de que las microparticulas se formen y se dispersen dentro de la fase
continua, se puede afadir una composicion de dilucién 18. La composicién de dilucién, como se muestra en la
Figura 1 en 18a, se puede afiadir a la dispersion de microparticulas cuando se transfiere a un primer recipiente 20.
La adiciéon de la composicion de dilucién a la dispersion de microparticulas cuando se transfiere a un primer
recipiente 20 puede permitir que la dispersion de microparticulas y la composicion de dilucion se mezclen a fondo
antes de que llegue al recipiente 20 y se filtra usando un filtro de fibra hueca 22.

Como alternativa, como se muestra en 18b, la composicién de dilucién 18 puede transferirse al recipiente 20 antes
de la dispersion de microparticulas o al mismo tiempo que la dispersion. Una vez en el primer recipiente, la mezcla
de microparticulas y la composicion de dilucion se puede agitar continuamente.

La cantidad de composicion de dilucién 18 afiadida a la dispersién de microparticulas deberia ser suficiente para
ajustar el perfil de liberacion de la formulacion final para inyeccién en mamiferos. La composicion de dilucion 18 no
deberia cambiar adversa o drasticamente la solubilidad del agente activo encapsulado en las microparticulas, el
tamafio de particula de las microparticulas o la eficacia de encapsulacion del agente activo en cada uno de los lotes.
Se calcula un nivel de exposiciéon de disolvente predeterminado, que se correlaciona con una cantidad
predeterminada de composicién de diluciéon 18 a afiadir, para una velocidad de liberaciéon deseada. La velocidad de
liberacion especifica se obtiene a continuacion mediante la adicion de la composicion de dilucién 18.

En una realizacién, para obtener microparticulas de leuprolida con el perfil de liberaciéon deseado, se afiade la
composicion de dilucién 18 hasta que la concentraciéon establecida de disolvente en la fase continua es inferior a
5000 ppm. Al afiadir una composicién de diluciéon 18 en una cantidad y tiempo definidos, el perfil de liberacion se
puede ajustar como parte de un procedimiento continuo de una manera predecible y controlable.

La cantidad de composicién de dilucion afiadida a las microparticulas formadas puede ser al menos
aproximadamente el 50 % del volumen original de la fase continua 14. En una realizacion, la menor exposicion al
disolvente en la solucién acuosa puede aumentar la velocidad de liberacién de las microparticulas formadas de
leuprolida. Sin embargo, controlar la velocidad de liberacion para diferentes agentes activos puede requerir
diferentes etapas para lograr el perfil de liberacion deseado. El procedimiento es facilmente adaptable para
acomodar el uso de diferentes agentes activos con diferentes perfiles de liberacion.

Como la dispersion de microparticulas del mezclador 16 y la composicién de dilucién 18 se combinan en el primer
recipiente 20, la mezcla de microparticulas/composicién de dilucién se filtra a través de un filtro de fibra hueca 22.
Las microparticulas se devuelven al primer recipiente 20 mientras el material de desecho se desecha en un
recipiente separado a través de la linea 22a. A medida que las microparticulas se devuelven al recipiente 20, se
mezclan continuamente con una nueva mezcla de microparticulas/composicion de dilucion y se recirculan a través
del filtro.

Las microparticulas después de haber sido procesadas con la composicion y el tiempo necesarios para alcanzar la
velocidad de liberacién deseada a continuacion pueden filtrarse para eliminar cualquier solucién acuosa remanente y
lavarse con agua para eliminar los subproductos del procedimiento. Una vez que se han formado las
microparticulas, sera facilmente evidente para un experto en la técnica que hay muchos ajustes finales que pueden
realizarse para preparar las microparticulas para un recipiente de llenado para prepararlas para la administracién del
paciente.

El procedimiento de acuerdo con la invencion se ejemplificara ahora mediante los siguientes ejemplos no limitantes,
con referencia a los dibujos adjuntos.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a los expertos en la técnica una descripcion detallada de
cémo se llevan a cabo y evaludan los procedimientos reivindicados en la presente memoria, y no estan destinados a
limitar el alcance de lo que los inventores consideran como su invencién. A menos que se indique lo contrario, las
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partes son en peso y la temperatura esta en °C.

Los pesos moleculares se presentan como peso molecular promedio en peso (Mw) o peso molecular promedio en
numero (Mn) y se determinaron mediante cromatografia de permeacién en gel usando (GPC) usando patrones de
pesos moleculares de poliestireno (PS). El Ejemplo 1 proporciona una ilustracion general de una realizacion del
procedimiento. Poli (d,I-lactido), R202H esta disponible en el mercado en Beohringer Ingelheim.

Ejemplo 1

Las microparticulas de acetato de leuprolida se prepararon como se describe en la Tabla 1 a continuacién. Las
microparticulas se formaron mezclando una fase dispersa y una fase continua para formar aproximadamente 7 | de
una dispersion de microparticulas. En general, la fase dispersa puede ser una solucién de acetato de leuprolida (LA),
poli (d,l-l4ctido) (R202H) y disolventes cloruro de metileno (DCM), metanol (MeOH) y &cido acético glacial (Acido A.),
de acuerdo con los parametros descritos en la Tabla 1. R202H proporcionara una liberacién sostenida de leuprolida
durante 3 a 4 meses en base a estudios in vivo en animales de sangre caliente y seres humanos. La fase continua
se puede preparar usando una solucién de alcohol polivinilico de 0,0035 g/g.

La fase continua y la fase dispersa se afiadieron simultaneamente a un mezclador Silverson en linea a un caudal de
2 I/min y 38 g/minuto, respectivamente. La velocidad de mezcla en el mezclador fue de 7000 rpm y la duracion de la
formacioén de microparticulas fue de 3,5 minutos. Esta dispersion de microparticulas se suministré continuamente en
un recipiente que contenia aproximadamente 40 | de una fase de dilucion.

La fase de dilucion también puede contener una solucion acuosa de alcohol polivinilico de 0,0035 g/g, sin embargo
la fase de dilucién se enriquece con disolventes como se muestra en la Tabla 1. La cantidad de cloruro de metileno
en la fase de dilucion se varié en cada lote, especificamente de aproximadamente 5000 ppm para el lote de
microparticulas GG090303 a aproximadamente 8500 ppm para el lote de microparticulas GG091003. La duracién
correspondiente para la exposicion del disolvente en el recipiente del reactor con la fase de dilucién enriquecida con
disolvente fue constante a los 100 minutos para los cuatro lotes de microparticulas.

Después de la exposicion del disolvente, las microparticulas suspendidas en la fase de dilucién se transfirieron a un
recipiente de eliminacion de disolvente (SRV). Todos los lotes de microparticulas se lavaron usando lavado con
agua a temperatura ambiente, con dos cambios de volumen, durante 40 minutos y un barrido de aire de 80 SLPM,;
un lavado con agua caliente (39 °C), con 5 cambios de volumen, durante 100 minutos con un barrido de aire de 80
SLPM; y se enfriaron, con un intercambio de volumen de 1,5, durante 30 minutos con un barrido de aire a 80 SLPM.
El barrido de aire se introdujo para ayudar a la eliminacion del disolvente del espacio superior durante el
procedimiento de lavado. Las microparticulas se filtraron en una membrana filtrante y se liofilizaron bajo vacio.

La Tabla 1 incluye tanto la concentracion del agente activo, el polimero y los disolventes utilizados para preparar la
fase dispersa, como la concentracion y las cantidades reales de cada disolvente utilizado para la preparacion de la
fase de dilucion.

Tabla 1
Lote GG090303 | GC040104 | GCO40504 | GG091003
LA pp, conc., g/g 0,0542 0,0548 0,0546 0,0542
LA g, peso, g 8,5636 8,66 8,6277 8,56
R202H pp, conc., g/g | 0,2483 0,2482 0,2488 0,2484
R202H pp, peso, g 39,2 39,26 39,31 39,20
DCM pp, conc., g/g 0,5277 0,5282 0,5274 0,5278
DCM pp, peso, g 83,3 83,54 83,35 83,30
MeOH pp, conc., g/g 0,1656 0,1651 0,1653 0,1655
MeOH pp, peso, g 26,1484 26,11 26,1282 26,12
Acido A. pp conc., g/g | 0,0041 0,0037 0,0039 0,0040
Acido A. pp, peso, g 0,6467 0,59 0,6153 0,63
PVA cp, conc., g/g 0,0035 0,0035 0,0035 0,0035
PVA pi.p, conc., g/g 0,0035 0,0035 0,0035 0,0035
PVA pi.p, peso, g 140 140 140 140
DCM pjp conc., ppm | 5000 6038 7008 8495
DCM piip, peso, g 200 241,5 280,3 340
MeOH pjp conc., ppm | 1575 1928 2200 2675
MeOH pi.p, peso, g 63 77,1 88,0 107
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(continuacion)

Lote GG090303 | GC040104 | GC040504 | GG091003
Acido A. pip conc. ppm | 38 47 55 67
Acido A. piip, peso, g 1,5 1,88 2,20 2,60

La Tabla 2 detalla las propiedades de las microparticulas, incluido el tamafio de particula, la liberacion del farmaco
en condiciones de liberacion acelerada y la liberacion del farmaco bajo condiciones fisioldgicas formadas siguiendo
los parametros de preparacion en la Tabla 1. La carga de farmaco en la microparticula se delinea como un
porcentaje del farmaco activo en la microparticula. Esto se determiné disolviendo la microparticula en disolvente (por
ejemplo, dimetilsulfoxido) y afiadiendo tampdn de fosfato a la solucién de microparticulas. La solucion filtrada se
analiza luego por HPLC frente a patrones de calibracion.

La distribucion del tamafio de particula (Dist. tam. part.) se determiné para la suspension de microparticulas en agua
que contiene tensioactivo o diluyentes. Esto se determiné por dispersion de luz laser. La distribucion del tamafo de
particula se informa por distribucion de volumen (CVF).

Los calculos de la velocidad de liberacion del farmaco se realizaron en una soluciéon tampén de fosfato (PBS) para
determinar la velocidad de liberacion de leuprolida en condiciones fisiologicas (D. R. (Phys.)). Las microparticulas
formuladas como en la Tabla 1 se suspendieron en PBS en un tubo de vidrio con tapdn de rosca a una temperatura
de 37 °C. Al menos el 80 % de los medios de liberacion se reemplazaron por medios frescos en los puntos de
muestra. Los medios liberados se analizaron por HPLC para la concentracion del farmaco y se calcularon para la
liberacién porcentual.

La condicién de liberacion puede manipularse apropiadamente para acelerar la velocidad de liberacion que se logré
in vivo o mediante la liberacion en PBS. Para microparticulas de leuprolida, el medio de liberacion utilizado fue
tampon de fosfato de citrato 0,1 M y la temperatura fue de 55 °C. La liberacién se realizé en un lote de agua en
agitacion, agitando a 170 revoluciones por minuto. La muestra se analizé en cada punto de tiempo para el farmaco
liberado para encontrar la velocidad de liberacion en condiciones aceleradas (D.R. (Acc.)).

Tabla 2
Lote GG090303 GC040104 GC040504 GG091003
Carga de farmaco, % 13,71+0,18 | 13,93+0,14 | 13,17 +0,18 | 10,37 + 0,26
Dist. tam. part., 4.4 3,06 3,16 5,9
10 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 141 9,93 10,7 16,1
25 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 26,3 26,9 26,2 28,1
50 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 38,2 40,4 40,3 39,2
75 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 48,2 51,6 51,1 48,7
90 % de CVF por debajo, micrémetros
D. R. (Phys.), 1 dia 0,90+0,03 | 0,63 0,01 0,25+0,00 | 0,48 0,01
D. R. (Phys.), 7 dias 1,79+0,18 | 0,88+0,04 | 0,32+0,01 0,70 £ 0,04
D. R. (Phys.), 14 dias 4,30+0,17 | 2,26+0,12 | 0,95+ 0,01 1,13+ 0,06
D. R. (Phys.), 21 dias 9,01+0,27 |509+0,23 | 2,64+0,04 | 1,98+0,08
D. R. (Phys.), 28 dias 2498 +0,47 | 15,79+0,59 | 13,13+0,38 | 10,08 + 1,42
D. R. (Phys.), 35 dias 41,47 +£0,26 | 30,57 £ 0,89 | 30,50 + 0,60 | 20,40 + 2,60
D. R. (Phys.), 42 dias 50,76 +2,29 | 44,01 +0,82 | 43,60+ 0,71 | 29,52 + 2,57
D. R. (Phys.), 49 dias 55,61+ 3,68 | 51,14 +1,19 | 49,50+ 1,12 | 35,37 + 2,03
D. R. (Phys.), 56 dias 57,24 +5,14 | 55,16 +1,17 | 52,38 + 1,72 | 39,08 + 1,84
D. R. (Phys.), 63 dias 59,43 +5,54 | 57,90+ 1,30 | 54,66 + 1,97 | 42,00+ 1,76
D. R. (Acc.), 1 hora 20,4+0,3 18,3+0,9 126+1,4 1,3+0,2
D. R. (Acc.), 5 horas 39,7104 37,3+0,2 30,8+0,5 8,7+0,7
D. R. (Acc.), 25 horas 60,0 +0,6 59,6 £ 0,4 54,1+0,2 33,6 +0,8
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Lote GG090303 GC040104 GC040504 | GG091003
D. R. (Acc.), 48 horas 73,2+0,5 746 +0,3 704+05 |559+0,6
D. R. (Acc.), 72 horas 81,9+0,6 83,6 +0,6 80,9+0,7 |726+1,0
D. R. (Acc.), 96 horas 88,2+0,7 90,4 +0,7 88,1+0,0 |832+0,7

Se observaron una distribucion del tamafio de particula y una carga de farmaco similares en las microparticulas
formadas de acuerdo con las etapas de preparacion descritas anteriormente y en la Tabla 1. Sin embargo, el lote de
microparticulas expuesto al nivel de exposicidon mas alto de disolvente de cloruro de metileno mostré una carga de
farmaco ligeramente reducida.

Los lotes de microparticulas preparados con acetato de leuprolida expuestos a concentraciones mas altas de
disolvente mostraron velocidades de liberacién reducidas. Por lo tanto, para aumentar la velocidad de liberaciéon de
microparticulas que contienen leuprolida, es deseable disminuir la exposicion del disolvente a las microparticulas
una vez formadas.

Ejemplo 2

Se prepararon microparticulas de acetato de leuprolida como se describe en la Tabla 3 a continuacién. La fase
dispersa de los lotes de microparticulas se prepard usando una composicion consistente de acetato de leuprolida
(LA), cloruro de metileno, metanol y acido acético glacial. Se prepararon dos lotes de microparticulas, 0C3542 y
0H8340, que tenian de 0,7 kg a 0,4 kg, respectivamente, de microparticulas sélidas en la suspension utilizando un
lote de polimero de R202H con un peso molecular de 14 kDa. Se prepararon tres lotes de microparticulas, 004022,
O0E5103 y 0S1723, que tenian 0,1 kg, 0,4 kg y 0,4 kg, respectivamente, de microparticulas sélidas en la suspension
usando un lote de polimero de R202H con un peso molecular de 18 kDa. Cada lote se preparé usando
formulaciones similares de fase continua y parametros de preparacion similares. Sin embargo, los tiempos de
formacién de microparticulas se variaron modificando el tamafio del lote, es decir, 0,7 kg frente a 0,4 kg de
microparticulas en suspension, y el tiempo en que los respectivos lotes de suspension se expusieron al disolvente
que contenia la fase continua variando la velocidad de flujo del fase dispersa en el recipiente del reactor.

Especificamente, las microparticulas se formaron mediante un procedimiento de aceite en agua afiadiendo las fases
dispersas respectivas a una fase continua de una solucién de alcohol polivinilico al 0,35 % en agua. La velocidad de
mezcla del mezclador Silverson en linea fue de 7000 rpm. Tras la formacién de microparticulas, la concentracion de
disolventes en la fase continua de la dispersion fue de aproximadamente 7200 ppm de cloruro de metileno y 1600
ppm de metanol.

Después de formarse en el mezclador en linea, los lotes de microparticulas se transfirieron continuamente a un
recipiente de eliminacion de disolvente. El tiempo de formaciéon de microparticulas fue de aproximadamente 40
minutos para los lotes de 0,4 kg mientras que el tiempo de formacion de microparticulas fue de aproximadamente 70
minutos para lotes de 0,7 kg. Después de 20 minutos de formacién de microparticulas, combinando la fase dispersa
a la fase continua a velocidades de flujo establecidas, el recipiente de eliminacion de disolvente alcanzé el volumen
de suspension de 40 I. La suspension en el recipiente de eliminacion de disolvente se recirculd entonces a través de
un filiro de membrana de fibra hueca (sistema cerrado) y el permeado se elimind a la misma velocidad de
alimentacion de suspension (2 I/min) al recipiente de eliminacion de disolvente. Por lo tanto, el nivel de disolvente en
la fase continua permanecié constante durante 40 minutos para un lote de 0,4 kg y 70 minutos para un lote de 0,7

kg.

Los lotes de microparticulas se lavaron usando lavado con agua a temperatura ambiente con dos cambios de
volumen durante 40 minutos y un barrido de aire de 80 SLPM, un lavado con agua caliente (39 °C) con 5 cambios de
volumen durante 100 minutos con un barrido de aire de 80 SLPM y se enfriaron a un intercambio de volumen de 1,5
de 30 minutos con un barrido de aire a 80 SLPM. El barrido de aire se introdujo para ayudar a la eliminacion del
disolvente del espacio superior durante el procedimiento de lavado.

Tabla 3
Lote 0C3542 | 0H8340 | 0D4022 | OE5103
Viscosidad intrinseca del polimero (1V), dl/g | 0,18 0,21
R202H Mw, kDa 14 14 18 18
Tamafrio del lote, Kg 0,7 0,4 0,7 0,4
LA pp, conc., g/g 0,051 0,51 0,052 0,051
LA pe, peso, g 121,4 81,57 122,5 71,5
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(continuacion)

Lote 0C3542 | 0H8340 | 0D4022 | OE5103
R202H pp, conc., g/g 0,249 0,249 0,249 0,250
R202H pp, peso, g 588,1 400,9 588,1 352,8
DCM pp, conc., g/g 0,529 0,530 0,530 0,532
DCM pp, peso, g 1250 851,9 1250,5 | 749,7
MeOH pp, conc., g/g 0,249 0,249 0,165 0,167
MeOH pp, peso, g 3927 267,73 390,4 235,8
Acido A. pp, conc., a/g 0,004 0,004 0,004 0,004
Acido A. pp, peso, g 9,90 6,7 10,0 5,98
Caudal DP, g/min 34 +4 34 +4 34 +4 34 +

Las propiedades de microparticulas de los lotes formados en la Tabla 3 se muestran a continuacién en la Tabla 4.

Tabla 4
Lote 0C3542 0H8340 0D4022 OE5103 0S1723
R202 Mw, kDa 14 14 18 18 18
Duracion de la exposicion al disolvente, min | 70 40 70 40 40
Carga de farmaco, % 11,0 13,4 12,0 13,9 14,5
Dist. tam. part., 4 3 3 3 3
10 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 10 12 11 11 12
25 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 23 25 25 26 28
50 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 34 36 36 39 41
75 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 42 45 45 50 51
90 % de CVF por debajo, micrémetros
D. R. (Phys.), 1 dia 0,4 0,2 0,3 0,3 0,3
D. R. (Phys.), 7 dias 0,6 1,8 0,5 0,7 0,9
D. R. (Phys.), 14 dias 21 4,9 0,9 2,5 3,0
D. R. (Phys.), 21 dias 6,2 19,2 1,6 4,2 4.8
D. R. (Phys.), 28 dias 14,7 32,4 9,3 17,2 14,6
D. R. (Acc.), 1 hora 30+03 |149+06|7,7+05 | 156+0,8 | 18,4+0,9
D. R. (Acc.), 5 horas 206+0,1|360+0,3 | 243+0,2 | 36,2+0,5| 38,8+0,7
D. R. (Acc.), 25 horas 522+1,1|612+08|48,1+0,0| 586+0,6 | 59,2+0,3
D. R. (Acc.), 48 horas 714+12|751+05|66,2+0,0| 725+0,7 | 72,2+0,2
D. R. (Acc.), 72 horas 82,3+1,5|833+09|783+0,2|81,0+0,6 | 80,0+0,7
D. R. (Acc.), 96 horas 879+18|886+1,1|853+0,3|864+0,6|852+0,7

El tamafio de particula es comparable para los lotes. Las propiedades de liberacién del farmaco se probaron en
condiciones fisiologicas y aceleradas, como se ha descrito anteriormente con respecto al Ejemplo 1. Los resultados
mostraron una liberacion inicial reducida para las microparticulas OC3542 y 0D4022 que tenian una mayor duracion
de exposicién al disolvente, es decir, aumentaban la exposiciéon del disolvente. Las microparticulas producidas a
partir del lote OC3542, producidas a partir de un polimero de bajo peso molecular (My, = 14 kDa), tuvieron la
velocidad de liberacion mas baja en la mayoria de los intervalos de tiempo en condiciones de prueba tanto
fisiolégicas como aceleradas. Por lo tanto, con una alta exposicion al disolvente, cuanto menor es el peso molecular
del polimero, menor es la velocidad de liberacion inicial de leuprolida.

Las microparticulas preparadas como en las Tablas 3 y 4 se inyectaron como una suspension a 9 mg de acetato de
leuprolida por kg de peso de ratas. La Figura 2 compara la leuprolida sérica en ratas que recibieron dosis similares
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de Lote OH8340 (40 minutos de exposicion al disolvente, 14 kDa) y Lote 0C3542 (70 minutos de exposicion al
disolvente, 14 kDa). Aunque ambos materiales se prepararon con polimero que tenia un peso molecular de 14 kDa,
se prepard 0C3542 en un tamafo de lote de 0,7 kg con 70 minutos de exposicién al disolvente, mientras que el
0H8340 se prepard a partir de un tamafio de lote de 0,4 kg y 40 minutos de exposicion al disolvente. Este estudio
muestra que 0C3542 produjo un menor nivel de farmaco en suero inicialmente debido a una liberacion temprana
mas lenta del farmaco a partir de las microparticulas. La segunda fase de la liberacién después de aproximadamente
tres semanas produjo niveles de farmaco comparables. Esto confirma la menor liberacion inicial de las
microparticulas del lote 0C3542 que se sometié a una exposicion mas prolongada al disolvente, con un tamafio de
lote mayor.

La Figura 3 compara la leuprolida sérica en ratas que recibieron dosis similares del lote 0D4022 (70 minutos de
exposicion al disolvente, 18 kDa) y 0E5103 (40 minutos de exposicion al disolvente, 18 kDa). Aunque ambos
materiales se prepararon con polimero que tenia un peso molecular de 18 kDa, se preparé 0D4022 en un tamaiio de
lote de 0,7 kg con 70 minutos de exposicion al disolvente, mientras que OE5103 se preparé a partir de un tamafo de
lote de 0,4 kg y 40 minutos de exposicion al disolvente. De nuevo, el lote con la mayor duraciéon de exposicion al
disolvente, 0D4022, produjo niveles de farmaco inicialmente inferiores en suero, lo que confirma la liberacién mas
lenta durante la etapa temprana de exposicion.

Ejemplo 3

Las microparticulas de leuprolida se prepararon con un polimero que tenia una viscosidad intrinseca de 0,206 dl/g y
un peso molecular de 18 kDa. Los lotes de microparticulas se prepararon usando un procedimiento de
procesamiento continuo a una escala de 10 g. Los parametros de preparacion tales como composicion de la fase
dispersa, composicion de la fase continua, velocidad de flujo de la fase dispersa, velocidad de flujo de la fase
continua, y las rotaciones por minuto del mezclador se mantuvieron iguales para todos los lotes.

Especificamente, las microparticulas se formaron mediante un procedimiento de aceite en agua mezclando la fase
dispersa y la fase continua respectivas. La fase continua estaba compuesta por una solucién de alcohol polivinilico al
0,35 % en agua. La velocidad de mezcla del mezclador Silverson en linea fue de 7000 rpm.

La dispersion de microparticulas del mezclador se transfiere a un recipiente de eliminacién de disolvente. En cada
lote, se afiadi® una cantidad de una composiciéon de dilucién al recipiente de eliminacién del disolvente. La
composicion de diluciéon en cada lote era agua. La composicion de dilucion se afiadié al recipiente de eliminacion de
disolvente simultdneamente, mientras que la dispersion del mezclador en linea se suministré en el recipiente de
eliminacién de disolvente. Especificamente, se preparé el lote GC071304 sin una composicidon de dilucién
incrementada, se preparo el lote GC060404 con una composicion de diluciéon equivalente al 50 % del volumen de la
fase continua. El lote GC060404 se suministré desde el mezclador Silverson a una velocidad de aproximadamente 2
kg/min, la suspensién se diluyé con agua a temperatura ambiente (22 a 25°C) con flujo simultaneo a
aproximadamente 1 kg/min.

Para el lote GC060304, la composicién de dilucién afadida era equivalente a aproximadamente el 100 % del
volumen de la fase continua, en la que el lote se suministraba desde el mezclador a una velocidad de 2 kg/min y la
composicion de dilucion se afadia simultaneamente a razén de 2 kg/min. Para el lote GC061104, la composicion de
dilucion se afiadio a una velocidad de 4 kg/min, mientras que se uso el flujo de suspension de 2 kg/min, dando como
resultado un aumento de aproximadamente el 200 % en el volumen de la fase continua de la suspension. La
velocidad de mezclado fue constante a 7000 rpm para todos los ensayos.

Finalmente, los lotes de microparticulas se lavaron usando lavado con agua ambiental con dos cambios de volumen
durante 40 minutos y un barrido de aire de 80 SLPM, un lavado con agua caliente (39 °C) con 5 cambios de volumen
durante 100 minutos con un barrido de aire de 80 SLPM, y se enfriaron a un intercambio de volumen de 1,5 de 30
minutos con un barrido de aire a 80 SLPM. El barrido de aire se introdujo para ayudar a la eliminacién del disolvente
del espacio superior durante el procedimiento de lavado. Las microparticulas se filtraron en una membrana filtrante y
se liofilizaron bajo vacio.

Tabla 5

Lote GC071304 | GC06404 | GC060304 | GC0O61104

— —
Composmon de dilucién, % de volumen de fase 0 50 100 200
continua
LA pp, conc., g/g 0,0483 0,0485 0,0484 0,0485
LA pp, peso, g 1,585 1,593 1,593 1,597
LA libre de pp, conc., g/g 0,0457 0,0459 0,0458 0,0459
R202H pp, conc., g/g 0,170 0,170 0,170 0,170
R202H pp, peso, g 7,06 7,09 7,05 7,05
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(continuacion)

Lote GC071304 | GC06404 | GC060304 | GCO61104
DCM pp, conc., g/g 0,245 0,246 0,244 0,244
DCM pp, peso, g 15,01 15,0 15,07 15,10
MeOH pp, conc., g/g 0,521 0,520 0,522 0,523
MeOH pp, peso, g 4,904 4,899 4,904 4,909
Acido A. pp, conc., g/g 0,0086 0,0084 0,0086 0,0083
Acido A. pp, peso, g 0,248 0,242 0,249

Caudal CP, g/min 2000 2000 2000 2000
Caudal DP, g/min 35,41 36,88 37,45 34,55
Mezclador, rpm 7000 7000 7000 7000

Las propiedades de la microparticula preparada en la Tabla 5 se muestran en la Tabla 6 a continuacion.

Tabla 6
Lote GC071304 GC06404 GC060304 GC061104
c(j)grfr;pg)gs(i:(c:)iggngg dilucién, % de volumen 0 50 100 200
Carga de farmaco, % 14,04 + 0,11 14,17 +0,35 | 13,92 +0,10 14,25+ 0,12
Dist. tam. part., 3,58 3,44 3,51 4,55
10 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 12,3 11,6 10,9 14,2
25 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 27,0 26,4 24,6 29,2
50 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 38,8 38,2 37,2 40,7
75 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 47,6 46,8 48,8 49,9
90 % de CVF por debajo, micrémetros
D. R. (Phys.), 0,2 Dia 0,66 + 0,01 1,41 £ 0,03 1,69 £ 0,03
D. R. (Phys.), 1 dias 1,09 £ 0,02 1,95 + 0,04 2,80 £ 0,04
D. R. (Phys.), 3 dias 1,48 £ 0,03 2,30 £ 0,04 3,48 £ 0,02
D. R. (Phys.), 7 dias 3,41+£0,12 2,98 + 0,05 5,62 + 0,04
D. R. (Phys.), 10 horas 4,80+0,12 3,63 £ 0,04 7,02 £ 0,11
D. R. (Phys.), 14 horas 7,79+0,17 6,12+ 0,15 11,66 £ 0,06
D. R. (Phys.), 17 horas 9,294 + 0,16 7,80+ 0,17 13,43 £ 0,04
D. R. (Phys.), 21 horas 12,64 £ 0,13 10,53 +0,23 | 16,93 £ 0,04
D. R. (Phys.), 24 horas 18,02 £ 0,26 15,29+0,33 | 21,40+ 0,19
D. R. (Phys.), 28 horas 24,12+ 0,26 23,97+ 0,94 | 28,56 + 0,47
D. R. (Acc.), 1 hora 22,08 + 1,94 23,10+1,26 | 27,57 +0,78
D. R. (Acc.), 5 horas 41,56 + 0,51 40,89+0,36 | 43,28+0,78
D. R. (Acc.), 24 horas 61,56 + 0,04 61,65+0,42 | 62,11 1,30
D. R. (Acc.), 48 horas 74,96 + 1,07 74,60 + 0,61 74,86 + 1,60
D. R. (Acc.), 72 horas 83,82 +1,24 83,36 + 1,11 83,51 +1,75
D. R. (Acc.), 96 horas 89,83 + 1,23 89,56 + 1,27 | 89,61 +2,09

Las propiedades de liberacion del farmaco se probaron en condiciones fisiologicas y aceleradas, como se ha
descrito anteriormente con respecto al Ejemplo 1. La encapsulacion del farmaco y las propiedades del tamafio de
particula de las microparticulas producidas a partir de las diferentes composiciones fueron comparables. La eficacia
de encapsulacion de la base libre de leuprolida varié del 80 al 82 %. Los resultados muestran que la encapsulacion
del farmaco es comparable para todos los lotes con composiciones de dilucién que varian del 0 al 200 % de
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adiciones de volumen incrementado a la porcion de fase continua. El tamafio medio de particula (50 % de
distribucion de volumen por debajo) varié de 25 a 29 um y el 90 % de la distribucion de volumen varié de 47 a 50
pm. En general, la encapsulacion del farmaco y la distribucion del tamafio de particula son similares entre los lotes.

La velocidad de liberacion del farmaco medida en condiciones fisioldgicas se midié como indicador de la velocidad
de liberacién del farmaco en tiempo real (a largo plazo). Los resultados mostraron velocidades de liberacion mas
rapidas a medida que las composiciones de dilucion aumentaban, y la fase continua se diluia adicionalmente. Las
condiciones de la prueba de velocidad de liberacién acelerada también mostraron velocidades de liberacion iniciales
ligeramente mas altas a medida que las composiciones de dilucidn en la fase continua aumentaban. Por ejemplo, el
lote GC061104, con la mayor cantidad de composicion de dilucion y la menor concentracion de disolvente en la
porcion de fase continua, mostré la liberacion mas rapida en ambas condiciones de liberacion en todos los intervalos
de tiempo. El lote GC071304 no tuvo un aumento en la composicion de dilucion. Como muestra con la concentracion
de disolvente mas alta, esta muestra tuvo las velocidades de liberacidon mas bajas en condiciones fisiolégicas para
intervalos de tiempo de 3 dias 0 menos. Por lo tanto, la disminuciéon de la exposicion del disolvente después de que
se formen las microparticulas aumenta la velocidad de liberaciéon de leuprolida a partir de las microparticulas.

La Figura 4 es una representacion grafica de las propiedades de liberacién de microparticulas de leuprolida en una
solucion tampén de fosfato a 37 °C, que incluye los lotes GC071304, GC060304 y GC061104 tal como se preparan
y se describen en las Tablas 5 y 6. La Figura 4 muestra tres curvas en forma de S que representan el porcentaje de
leuprolida liberado a 37 °C en PBS cuando los lotes se preparan con diferentes niveles de composicion de dilucion.
Aunque hay una separacion estrecha entre las tres curvas, la Figura 4 muestra que el lote de microparticulas
GC061104, que corresponde a la adicion de la composicion de dilucién mas alta del 200 %, tenia la velocidad de
liberacion de leuprolida mas alta, particularmente en los primeros puntos de tiempo.

La Figura 6 es una representacion grafica de las propiedades de liberacion de microparticulas de acetato de
leuprolida en condiciones de liberacion acelerada en una solucion tampén de fosfato y citrato a 55 °C, incluidos los
lotes GC071304, GC060304 y GC061104, preparados y descritos en las Tablas 5 y 6. Los lotes de microparticulas
se representan para mostrar la velocidad de liberaciéon de leuprolida de acuerdo con las condiciones de la prueba de
liberacion acelerada y registrada contra los intervalos de tiempo por hora. Para los primeros puntos de datos (1 hora
y 5 horas), se observo que el lote de microparticulas GC061104 tenia una liberacion ligeramente superior.

Ejemplo 4

Se prepararon lotes de microparticulas usando leuprolida y R202H con una viscosidad intrinseca de 0,157 dl/g y un
peso molecular de 11,5 kDa. Los lotes se prepararon a una escala de aproximadamente 10 g.

La Tabla 7 compara los parametros de preparacion de los lotes. Los parametros de preparacién son similares para
todos los lotes excepto por la cantidad de la composicién de dilucién afadida.

Tabla 7
Lote GC071404 | GCO71504 | GC090304
Composicion de dilucion, % de volumen de fase continua 0 100 200
LA pp, conc., g/g 0,0485 0,0483 0,0482
LA pp, peso, g 1,5923 1,5886 1,583
LA libre de pp, conc., g/g 0,0459 0,0457 0,456
LA libre de pp, peso, g
R202H pp, conc., g/g 0,2451 0,2442 0,2454
R202H pp, peso, g 7,06 7,05 7,07
DCM pp, conc., g/g 0,5211 0,5224 0,5210
DCM pp, peso, g 15,01 15,08 15,01
MeOH pp, conc., g/g 0,1700 0,1698 0,1701
MeOH pp, peso, g 4,8967 49013 4,8994
Acido A. pp, conc., a/g 0,0086 0,0085 0,0085
Acido A. pp, peso, g 0,2471 0,2463 0,2455
Peso de la fase dispersa, g 28,8061 28,8362 28,8079
Duracion de la exposicion al disolvente, post formacién, min | 30 30 30
Caudal CP, g/min 2000 2000 2000
Caudal DP, g/min 35,84 36,1 34,41
Mezclador, rpm 7000 7000 7000
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La Tabla 8 compara las propiedades de los lotes de microparticulas preparados como en la Tabla 7 con cantidades

variables de composiciones de diluciéon usando el polimero de IV 0,157.

Tabla 8

Lote GC071404 GC071504 GC090304
Composicion de dilucion, % de volumen de fase continua | 0 100 200

Carga de farmaco, % 11,85+0,41 | 13,49+0,13 | 13,26 £ 0,21
Dist. tam. part., 10 % de CVF por debajo, micrometros 4,42 3,37 3,49

Dist. tam. part., 25 % de CVF por debajo, micrometros 14,3 11,6 15,3

Dist. tam. part., 50 % de CVF por debajo, micrometros 24,0 22,7 25,7

Dist. tam. part., 75 % de CVF por debajo, micrometros 32,4 32,5 34,6

Dist. tam. part., 90 % de CVF por debajo, micrometros 39,3 40,3 421

D. R. (Phys.), 0,2 Dia 1,34+0,04 | 16,62+0,54 | 10,83 £ 0,08
D. R. (Phys.), 1 dias 3,16 £ 0,01 15,63 +0,11 | 15,84 £ 0,21
D. R. (Phys.), 3 dias 576 £+ 0,10 | 25,17 +0,06 | 23,49 + 0,52
D. R. (Phys.), 7 dias 16,87 £ 0,50 | 35,73 +0,15 | 33,65+ 0,50
D. R. (Phys.), 10 dias 30,17 +0,54 | 41,18+ 0,29 | 38,90 + 0,50
D. R. (Phys.), 14 dias 41,28 £ 0,36 | 45,55+ 0,34 | 43,20 + 0,55
D. R. (Phys.), 17 dias 49,14+ 0,55 | 48,60 £ 0,67 | 46,51 + 0,63
D. R. (Phys.), 21 dias 55,80+ 0,74 | 51,82+ 0,94 | 50,51 £ 0,82
D. R. (Phys.), 24 dias 62,12+ 0,98 | 54,49+ 1,30 | 53,86 + 0,98
D. R. (Phys.), 28 dias 69,75+0,38 | 58,34 + 1,11 | 58,21 + 1,25
D. R. (Phys.), 31 dias 61,38+1,2 | 61,98+ 1,11
D. R. (Acc.), 1 hora 16,94 £ 0,54 | 28,16 £ 0,72 | 27,31 £ 0,86
D. R. (Acc.), 5 horas 4483+ 1,54 | 52,84 + 1,55 | 52,82 + 1,39
D. R. (Acc.), 24 horas 81,23+0,44 | 81,49+3,89 | 83,41+0,45
D. R. (Acc.), 48 horas 94,31+ 0,27 | 93,99+0,18 | 94,55+ 0,35
D. R. (Acc.), 72 horas 98,40+ 0,22 | 97,53 +1,30 | 97,73 £ 0,04
D. R. (Acc.), 96 horas 98,03+0,36 | 97,64 +1,55 | 97,6 £ 0,16

Las microparticulas preparadas sin la adicion de la composicién de dilucién a la fase continua tenian velocidades de
liberacion comparativamente mas bajas. El polimero de menor peso molecular es mas sensible a la exposicion al
disolvente y al contenido de farmaco en la microparticula que las microparticulas preparadas con el polimero de
mayor peso molecular. La distribucion del tamafio de particula es comparable para los tres lotes y la variacion es
pequefia con un tamafio de particula promedio (50 % de distribuciéon de volumen por debajo) que varia de 23 a 26
pm. El lote GC071404 producido sin composicion de dilucion mostré una liberacién inicial mas lenta que los otros
dos lotes. Esta diferencia en la liberacion temprana se refleja también en la liberacidon acelerada in vitro.

La Figura 5 compara las velocidades de liberacion del farmaco en una solucion tampén de fosfato para las
microparticulas formadas con el polimero que tiene una viscosidad intrinseca de 0,157. Las microparticulas
formadas con el polimero de IV 0,157 mostraron una liberaciéon temprana mucho mas lenta en el lote de composicion
de dilucion cero. Para los lotes con adiciones de composicion de dilucion del 100 y el200 %, las microparticulas de
polimero de IV 0,157 mostraron velocidades de liberacién mas altas. La adicién de la composiciéon de dilucién
minimiza el nivel de exposicion del disolvente a la microparticula recién formada y aumenta la velocidad de
liberacién para los polimeros de 1V bajas.

La Figura 7 es una representacion grafica de tres muestras que tienen cantidades variables de composiciones de
dilucion como se expone en la Tabla 7, con el porcentaje de acetato de leuprolida liberado frente al tiempo en horas
en condiciones aceleradas in vitro. Los lotes con composiciones de dilucién incrementadas tienen mayores
velocidades de liberacion en las primeras dos semanas bajo condiciones fisiologicas y en las primeras cinco horas
bajo condiciones de prueba de liberacion acelerada.

Ejemplo 5

El Ejemplo 5 detalla lotes de microparticulas a gran escala con y sin composiciones de dilucion afadidas a la fase
continua. Se prepararon datos de farmacocinética (PK) y de eficacia y para tres lotes de microparticulas de
leuprolida (OE5103, 0B6315 y O0A0307) usando polimero R202H que tiene una viscosidad intrinseca de
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aproximadamente 0,21 dl/g. Los lotes 0E5103 y 0A0307 se probaron en seres humanos con dosis de 22,5 mg con
fines farmacocinéticos y de eficacia. Los grupos farmacocinéticos (PK) de los pacientes se controlaron para
determinar el nivel de leuprolida en sangre (suero) y la supresiéon de testosterona, y los pacientes restantes se
controlaron solo por su eficacia (supresion de testosterona). Para mostrar la castracion quimica con leuprolida, el
95 % de los pacientes deben mostrar niveles de testosterona iguales o inferiores a 50 ng/dl (0,5 ng/ml) a los 28 dias
0 antes.

El lote de microparticulas 0E5103 se prepar6 con R202H que tenia una IV de 0,206 y un peso molecular de 18 kDa
sin ninguna adicién de composicién de dilucion o dilucién. La exposicion al cloruro de metileno para este lote fue de
aproximadamente 7200 ppm y la duracion de la exposicion fue de aproximadamente 40 minutos. El lote de
microparticulas 0B6315 se prepard con poli (D,L-lactido) que tenia una IV de 0,206 y un peso molecular de
aproximadamente 18 kDa. La composicion de dilucion se prepard afadiendo el 150 % de agua al flujo de fase
continua mientras que la fase continua estaba en el recipiente de eliminacion de disolvente.

El lote de microparticulas 0A0307 se preparo usando poli (d,l-lactido) que tenia una IV y un peso molecular similares
al lote 0B6315. La composicion de dilucion se preparé afadiendo el 200 % de agua al flujo de fase continua mientras
que la fase continua y la emulsién de fase dispersa se introducen a través del mezclador en linea en el recipiente de
eliminacién de disolvente. El nivel de disolvente de cloruro de metileno era de aproximadamente 1500 ppm en la
fase continua como se determina por cromatografia de gases (GC). La Tabla 9 compara los parametros de
preparacion y la Tabla 10 compara las propiedades de las microparticulas preparadas en la Tabla 9.

De forma notable, el tamarfio del lote para 0A0307 es de aproximadamente 1 kg y el tiempo de formacion de
microparticulas fue de 100 minutos en el recipiente del reactor. El lote 0E5103 tiene un tamafio de lote de 0,4 kg y el
tiempo de formacién de microparticulas fue de 40 minutos. La formulacion para la fase dispersa fue similar para los
tres lotes, con el lote 0E5103 que tiene una concentracion de agente activo y de polimero ligeramente incrementada
y una concentracion disminuida de un disolvente (metanol) y acido acético.

Tabla 9
Lote 0E5103 0B6315 0A0307
f(;zr:ggiit?rizr; de dilucién, % de 0 150 200
Polimero, Mw, kDa 18 18 19
Tamaiio del lote, Kg 0,4 0,4 1,0
LA pp, peso, g 72 77 202
LA libre de pp, conc., g/g 0,048 0,0434 0,044
R202H pp, conc., g/g 0,25 0,21 0,21
R202H pp, peso, g 353 353 820
DCM pp, conc., g/g 0,53 0,53 0,53
DCM pp, peso, g 750 900 2100
MeOH pp, conc., g/g 0,18 0,19 0,19
MeOH pp, peso, g 236 324 755
Acido A. pp, conc., a/g 0,004 0,0165 0,0165
Acido A. pp, peso, g 6 27 sesenta y cinco
c?i:gell\(/:(la%rtle,de d!:spﬁgsosnc:ilgn Z\l gﬁ?:nteppmhagfa DC4,\£I) 38?aonteppmhagfa DC4,\?) 1500 ppm dg DCM por
formacion minutos minutos hasta 100 minurios
Caudal CP, I/min 2 2 2
Caudal DP, g/min 37 35 35
Mezclador, rpm 7000 7000 7000
Comppsicic’m ' 'C!e 'dilucic')n 0 3 4
Velocidad de adicion, I/min
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Tabla 10
Lote OE5103 | 0B6315 | 0A0307
Composicion de dilucion, % de volumen de fase continua | 0 150 200
Carga de farmaco, % 13,9 14,6 14,7
Dist. tam. part., 3 4 3
10 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 11 12 11
25 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 26 24 24
50 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 39 33 35
75 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 50 40 46
90 % de CVF por debajo, micrémetros
D. R. (Acc.), 1 hora (%) 16 28 37
D. R. (Acc.), 5 horas (%) 36 46 52
D. R. (Acc.), 24 horas (%) 59 67 67
D. R. (Acc.), 48 horas (%) 73 80 77
D. R. (Acc.), 72 horas (%) 81 87 83
DCM residual en producto, ppm <100 <100 <100
MeOH residual en el producto, en ppm <100 <100 <100

Las velocidades de liberacion in vitro aceleradas mostraron que 0B6315 y 0A0307 con una composicion de dilucion
incrementada y, por lo tanto, una exposicion reducida al disolvente, produjeron microparticulas con una mayor
liberacion inicial en comparacion con 0E5103 que no tiene la composicion de dilucién afiadida. La Figura 8 compara
las concentraciones séricas de leuprolida en ratas a las que se les administré una dosis de 22,5 mg de leuprolida por
kg para los lotes OE5103 y 0A0307 durante un periodo de dos semanas. El lote 0A03070A0307, con la menor
exposicion a disolventes, tuvo una liberacién temprana mas alta en comparacion con 0E5103, produciendo mayores
concentraciones de leuprolida en el suero.

La Figura 9 es una representacion grafica de los niveles de concentracion de leuprolida en suero (ng/ml) en seres
humanos administrados con microparticulas de leuprolida preparadas de acuerdo con la Tabla 9. Se prepararon y se
describen lotes de microparticulas OE5103 y 0A0307 en la Tabla 9. La Tabla 10 muestra datos clinicos humanos de
la concentracion de leuprolida en sangre (suero). Los resultados de este ejemplo muestran que la formulacion con la
composicion de dilucion (0A0307) y la baja exposicion a DCM tenian un nivel de leuprolida mas alto en sangre
durante el periodo inicial de un mes debido a una liberacién mas rapida. Este lote funcioné de manera mas efectiva
como agonista de la GnRH en el sistema humano para lograr una reducciéon a largo plazo en los niveles de
testosterona. Los pacientes que recibieron 0A0307 con la misma dosis tuvieron un nivel de leuprolida mas bajo en
sangre y el farmaco se liberd a un ritmo mas rapido durante la ultima parte (después de un mes) del estudio.

Se realizé un ensayo clinico que comparé los lotes 0E5103 y 0A0307 para comparar los niveles de testosterona en
pacientes después de recibir microparticulas de leuprolida con niveles variables de composiciones de dilucién
afadidas después de la formacion de microparticulas. Idealmente, el 95 % de los pacientes debe alcanzar y
mantener un nivel de testosterona por debajo de 50 ng/dl en 28 dias. La Tabla 11 detalla los resultados de los
ensayos clinicos de los dos lotes de microparticulas de leuprolida.

Tabla 11

Conjunto de datos | % de pacientes que alcanzan un nivel de testosterona inferior a 50 ng/dl después de 28
dias

Requisito clinico 95
0E5103 79
0A0307 98

Debido a la lenta liberacién inicial del lote 0E5103, solo el 79 % de los pacientes alcanzaron el nivel deseado el dia
28. Sin embargo, los pacientes que recibieron el lote 0A0307, el lote con la composicién de dilucion al 200 %,
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alcanzaron el nivel deseado en el 98 % de la poblacién para el dia 28. Como resultado, los pacientes con malestar y
dolor debido a niveles mas altos de testosterona en enfermedades como el cancer de préstata pueden tratarse mas
eficazmente y reducir su dolor mas rapidamente administrando un farmaco de liberacion sostenida con una
velocidad de liberacion inicial mas alta de leuprolida.

Ejemplo 6

Los lotes del ejemplo 6 se prepararon a una escala de aproximadamente 10 g usando un R202H con una viscosidad
inherente IV de 0,183. La Tabla 12 compara los parametros de preparacion para los lotes. La composicion de fase
dispersa y la composicion de fase continua fueron iguales para todos los lotes y la carga objetivo fue del 16,5 % de
LA para todos los lotes. El caudal para la fase continua y la fase dispersa era el mismo o comparable.

Tabla 12
Lote GC061404 | GC061504 | GC061604 | GC061704
Composicion de dilucion, % del volumen de la fase continua | 0 50 100 200
LA pp, conc., g/g 0,0484 0,0483 0,0485 0,0483
LA pp, peso, g 1,586 1,588 1,594 1,587
LA libre de pp, conc., g/g 1,3165 1,3180 1,3228 1,3175
LA libre de pp, peso, g 0,0457 0,0457 0,0459 0,0457
R202H pp, conc., g/g 7,06 7,11 7,09 7,07
R202H pp, peso, g 0,245 0,246 0,246 0,245
DCM pp, conc., g/g 15,0 15,0 15,01 15,00
DCM pp, peso, g 0,521 0,520 0,521 0,521
MeOH pp, conc., g/g 4,895 4,909 4,906 4,907
MeOH pp, peso, g 0,170 0,170 0,170 0,170
PVA conc., En CP, g/g 0,0035 0,0035 0,0035 0,0035
Caudal CP, g/min 2000 2000 2000 2000
Caudal DP, g/min 34,25 34,25 34,27 34,29
Silverson rpm 7000 7000 7000 7000
La Tabla 13 compara las propiedades de los lotes de microparticulas.
Tabla 13
Lote GC061404 GC061504 GC061604 GC061704
volumen de fase continva |0 50 100 200
Carga de farmaco, % 13,25+ 0,17 13,85 + 0,09 13,91+ 0,17 13,51 £ 0,07
Dist. tam. part., 2,88 2,99 3,52 3,94
10 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 9,73 9,13 1,7 12,4
25 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 22,5 22,4 27,8 249
50 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 33,6 32,6 38,0 35,1
75 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 41,9 40,1 45,8 429
90 % de CVF por debajo, micrémetros
D. R. (Phys.), 0,2 Dia 0,44 £0,0 0,95+ 0,07 1,03 £ 0,02 1,14 £ 0,02
D. R. (Phys.), 1 dia 0,57 £ 0,01 1,19 £ 0,06 1,36 £ 0,03 1,39 £ 0,04
D. R. (Phys.), 3 dias 0,95+ 0,03 2,11 +0,03 2,34 £ 0,09 2,34 £ 0,06
D. R. (Phys.), 7 dias 5,65+ 0,28 6,64 + 0,37 5,94 +0,18 5,39+ 0,20
D. R. (Phys.), 10 dias 8,45+ 0,34 11,48 £ 0,25 10,62 £ 0,73 9,87 £ 0,59
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(continuacion)

Lote GC061404 GC061504 GC061604 GC061704

D. R. (Phys.), 14 dias 14,28 + 0,58 21,54 £ 0,61 19,86 + 0,61 17,69 = 1,62
D. R. (Phys.), 17 dias 21,77 £ 0,92 28,99 + 0,87 27,61 £ 0,61 24,37 £2,15
D. R. (Phys.), 21 dias 30,21 +£0,73 34,94 £ 0,73 34,43 £ 0,36 31,72 +£1,83
D. R. (Phys.), 24 dias 35,93+ 0,29 39,00 £ 0,60 39,00 £ 0,22 37,06 £ 1,23
D. R. (Phys.), 28 dias 40,59 + 0,23 42,82 + 0,54 43,15+ 0,29 41,53 £ 0,99
D. R. (Phys.), 31 dias 44,20 £ 0,30 45,90 + 0,67 46,30 £ 0,43 44,67 + 0,87
D. R. (Acc.), liberacion en 1 hora 15,32 £ 0,11 21,26 £ 0,22 23,75+ 0,51 21,14 + 0,66
D. R. (Acc.), liberacién en 5 horas 38,35+ 0,21 42,80 £ 0,40 44,71 £ 0,42 43,06 £ 0,34
D. R. (Acc.), liberacién en 24 horas 68,75+ 0,32 70,95 + 0,26 71,84 £ 0,67 71,75+ 0,27
D. R. (Acc.), liberacién en 48 horas 83,14 £ 0,78 84,68 £ 0,22 84,68 + 0,31 85,12+ 1,08
D. R. (Acc.), liberacién en 72 h 91,30+ 0,29 91,93+ 0,25 91,55+ 0,30 92,94 + 0,83
D. R. (Acc.), liberacion en 96 h 95,70 £ 0,88 95,96 + 0,60 94,99 + 0,35 97,18 £ 0,75

La carga de farmaco en las microparticulas fue comparable para los lotes. El tamafio de particula mostré una
pequena variacion tipica entre los lotes. El tamafio medio de particula (50 % de distribucién de volumen por debajo)
vario de 22 a 28 um, y el 90 % de la distribucion de volumen vari6 de 40 a 46 um. En general, el tamafio de particula
no mostré mucha diferencia entre los lotes, y no hay una tendencia definida.

Se espera que la liberacion del farmaco a 37 °C en PBS libere el farmaco durante mas de tres meses. La version
inicial durante un periodo minimo de un mes se siguié en PBS. El lote sin composicion de dilucion (GC061404)
mostré una liberacién inicial menor en comparacién con los lotes preparados con la composiciéon de dilucién. Los
lotes con una composicion de dilucion del 50, 100 y 200 % mostraron velocidades de liberacion mas rapidas y
comparables.

El procedimiento de liberacion acelerada también mostrd una liberacion inicial ligeramente mayor (1 'y 5 horas) para
los lotes preparados con una composicion de dilucion. No hay diferencia en la liberacién entre los lotes preparados
con diluciones variables. El aumento en la liberacion temprana (1 y 5 horas) por diluciéon se logré con una diluciéon
del 50 %. La dilucién adicional no mejoré la liberacion inicial a una magnitud notable.

Ejemplo 7

Se prepararon tres lotes de microparticulas con una composicion de dilucion del 100, 200 y 300 % utilizando R202H
con una viscosidad inherente IV de 0,206. Los parametros de preparacion se muestran en la Tabla 14 para
GC071204, GC090904 y GC091004. Los parametros de preparacion fueron comparables para estos lotes excepto la
variable prevista, la composicion de dilucion.

Tabla 14
Lote GC071204 | GC090904 | GC091004
Composicion de dilucion, % de volumen de fase continua | 100 200 300
LA pp, conc., g/g 0,0488 0,0477 0,0487
LA pp, peso, g 1,6614 1,6475 1,6662
LA libre de pp, peso, g 1,5717 1,5585 1,5762
R202H pp, conc., g/g 0,2084 0,2040 0,2082
R202H pp, peso, g 7,09 7,05 7,12
DCM pp, conc., g/g 0,5293 0,5382 0,5301
DCM pp, peso, g 18,01 18,6 18,13
Metanol pp, conc., g/g 0,1906 0,1873 0,1902
MeOH pp, peso, g 6,4851 6,4741 6,5035
Acido A. pp, conc., a/g 0,0160 0,0162 0,0160
Acido A. pp, peso, g 0,5454 0,5585 0,5475
PVA cp, conc., g/g 0,0035 0,0035 0,0035
Caudal CP, g/min 2000 2000 2000
Caudal DP, g/min 33,90 35,14 35,18
Silverson, rpm 7000 7000 7000
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Las propiedades de los lotes preparados en la Tabla 14 se muestran a continuacién en la Tabla 15. La
microparticula final tenia una eficacia de encapsulacion del 71 % al 75 % y la carga de farmaco era comparable para
los lotes. Los lotes con una dilucién de 100 y 200 % mostraron un tamafo de particula comparable. Se observaron
velocidades de liberacion ligeramente mas rapidas (o velocidades de liberacion comparables) en PBS durante los
puntos temporales anteriores para los lotes preparados con diluciones mas altas. La liberacion acelerada mostré una

liberaciéon temprana comparable.

Tabla 15
Lote GC071204 GC090904 GC091004
Composicion de dilucion, % de fase continua | 100 200 300
LA Carga en MS final, % 15,04 +0,34 | 14,91 +£0,01 | 14,21 +£0,15
Dist. tam. part., 3,91 4,19 5,88
10 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 1,4 12,0 18,7
25 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 23,2 23,9 29,3
50 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 33,0 33,2 38,0
75 % de CVF por debajo, micrémetros
Dist. tam. part., 41,7 41,1 46,2
90 % de CVF por debajo, micrémetros
D. R. (Phys.), 0,2 Dia 528+0,08 |853+0,26 | 10,12+0,34
D. R. (Phys.), 1 dia 12,41+0,25 | 17,13+£0,99 | 19,46 + 0,60
D. R. (Phys.), 3 dias 14,80 £ 1,40 | 20,35+ 1,62 | 24,85+ 1,04
D. R. (Phys.), 7 dias 23,62+1,83 | 25,69+ 2,64 | 28,90 + 1,05
D. R. (Phys.), 10 dias 28,16 £1,73 | 29,56 + 3,41 | 31,93 + 1,02
D. R. (Phys.), 14 dias 33,03+1,51 | 33,59+2,79 | 35,06 + 1,05
D. R. (Phys.), 17 dias 38,67 +1,41 | 36,99+2,41 | 37,37 £ 1,03
D. R. (Phys.), 21 dias 4273 +1,24 | 41,09+2,08 | 40,13 +1,09
D. R. (Phys.), 24 dias 46,24 + 1,24 | 4445+ 1,75 | 42,52+ 1,18
D. R. (Phys.), 28 dias 49,84+ 1,05 | 47,82+ 1,34 | 44,88 +1,30
D. R. (Acc.), liberacion en 1 hora 33,56 +0,96 | 32,55+ 0,62 | 30,24 + 0,09
D. R. (Acc.), liberacion en 5 horas 49,53 +0,17 | 48,84 + 0,47 | 46,20 + 0,38
D. R. (Acc.), liberacion en 24 horas 67,35+0,28 | 68,65+ 0,64 | 66,84 + 0,54
D. R. (Acc.), liberacion en 48 horas 78,52 +0,33 | 78,39+ 0,53 | 77,21 + 0,41
D. R. (Acc.), liberacion en 72 horas 85,58 + 0,52 | 86,37 £+ 0,34 | 85,44 + 0,61
D. R. (Acc.), liberacion en 96 horas 91,26 £+0,31 | 92,21+ 0,30 | 91,35+ 0,81

Ejemplo 8

Se prepararon tres lotes de microparticulas con una composicién de dilucion del 100, 200 y 300 %, usando R202H
con una viscosidad inherente IV de 0,157 y una carga objetivo de LA del 19 %. Los parametros de preparacion se
muestran en la Tabla 16. Los parametros de preparacion fueron comparables para los lotes excepto la variable

prevista, la composicion de dilucion.

Tabla 16
Lote GC071604 | GC090204 | GC090704
Dilucién, Composicion, % | 100 200 300
LA pp, conc., g/g 0,0488 0,0488 0,0488
LA pp, peso, g 1,6613 1,6590 1,6587
L-FB pr, peso, g 1,5715 1,5694 1,5691
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(continuacion

Lote GC071604 | GC090204 | GC090704
R202H pp, conc., g/g 7,08 7,10 7,05
R202H pp, peso, g 0,208 0,2086 0,2074
DCM pp, conc., g/g 18,04 18,0 18,0
DCM pp, peso, g 0,5299 0,5289 0,5296
Metanol pp, conc., g/g 6,4753 6,4920 6,487
MeOH pp, peso, g 0,1902 0,1908 0,1908
Acido A. pp, conc., a/g 0,5542 0,5475 0,5628
Acido A. pp, peso, g 0,0163 0,0161 0,0166
PVA cp, peso, g/g 0,0035 0,0035 0,0035
Silverson, rpm 7000 7000 7000

La Tabla 17 muestra las propiedades de los lotes de microparticulas preparados anteriormente. Los lotes finales
tenian microparticulas con una eficacia de encapsulacion del 69 al 73 %. La carga de farmacos fue comparable para
los lotes, alrededor del 14 %. El tamafio de particula es comparable para los lotes. Las velocidades de liberacion del
farmaco fueron comparables para todos los lotes en PBS y la liberacion acelerada mostré una liberacion inicial
ligeramente mayor.

Tabla 17

Lote GC071604 GC090204 GC090704
Composicion de dilucion, % 100 200 300

LA, carga, % 13,97 £ 0,00 | 13,99+ 0,05 | 13,90 £ 0,17
Dist. tam. part., 10 % de CVF por debajo, micrometros | 3,91 3,63 4,91

Dist. tam. part., 25 % de CVF por debajo, micrometros | 11,7 8,59 13,8

Dist. tam. part., 50 % de CVF por debajo, micrometros | 21,1 19,4 23,6

Dist. tam. part., 75 % de CVF por debajo, micrometros | 28,2 28,3 31,4

Dist. tam. part., 90 % de CVF por debajo, micrometros | 34,7 35,3 38,3

D. R. (Phys.), 0,2 Dia 22,12+1,23 | 16,93 £ 0,08 | 20,66 + 1,22
D. R. (Phys.), 1 dia 19,47 £ 0,21 | 22,28 +0,08 | 24,74 + 1,19
D. R. (Phys.), 3 dias 28,74 £ 0,25 | 28,50 + 0,50 | 28,45 + 3,00
D. R. (Phys.), 7 dias 39,89+0,13 | 38,33+0,41 | 39,14 £ 2,55
D. R. (Phys.), 10 dias 45,61 +0,07 | 43,86 £ 0,51 | 44,83 + 2,54
D. R. (Phys.), 14 dias 50,15+ 0,14 | 48,80 £ 0,58 | 49,72 + 2,52
D. R. (Phys.), 17 dias 53,34 £ 0,27 | 52,59 £ 0,65 | 53,35 £ 2,52
D. R. (Phys.), 21 dias 56,58 + 0,46 | 56,78 + 0,85 | 57,34 + 2,50
D. R. (Phys.), 24 dias 59,30 £ 0,61 | 60,11 £ 0,94 | 60,56 + 2,49
D. R. (Phys.), 28 dias 62,84 £ 0,51 | 63,89+ 1,04 | 64,42 +2,58
D. R. (Acc.), 1 hora 32,64 +1,44 | 33,46 £ 0,43 | 36,55+ 0,24
D. R. (Acc.), 5 horas 56,64 +2,69 | 58,98 + 1,12 | 61,58 £ 0,13
D. R. (Acc.), 24 horas 83,60 +4,54 | 86,31 +0,34 | 88,01 £0,48
D. R. (Acc.), 48 horas 93,67 £2,10 | 97,08 £ 0,44 | 97,12 £ 0,38
D. R. (Acc.), 72 horas 95,55+ 1,66 | 98,61+0,88 | 98,41 £ 0,32
D. R. (Acc.), 96 horas 95,42 + 1,54 | 98,66 + 1,05 | 98,02 £ 0,19

Ejemplo 9

21

El Ejemplo 9 compara microparticulas de octreétido con exposicion variable al disolvente. Las microparticulas de poli
(d,I-lactido-co-glicélido) que contienen octredtido se prepararon con técnicas similares al procedimiento de
preparacion de la microparticula de leuprolida. Se administré una fase dispersa que contenia PLGA (85:15 PLGA de
Alkermes), octreotido, cloruro de metileno, metanol y acido acético glacial a través del tubo de entrada de fase
dispersa del mezclador en linea Silverson modificado, como se explica en la Patente de Estados Unidos 5.945.126,
a aproximadamente 18 ml por minuto. La carga objetivo para el octreétido en dispersion fue del 10 %. Se suministré
una fase continua de alcohol polivinilico al 0,35 % en agua a 2 I/min a través del puerto de entrada de fase continua
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del Silverson en linea. La velocidad de mezcla de Silverson era de 5500 rpm. Los parametros de preparacion
detallados se pueden ver en la Tabla 18, a continuacion. Aproximadamente 2 | de la suspensién producida se
expuso luego a 15 | de la fase continua, mientras se agitaba constantemente. Esta fase continua de 15 I incluia la
fase continua a 2000, 4000 o 6000 ppm, respectivamente, de cloruro de metileno. Las microparticulas recién
formadas se expusieron durante 100 minutos antes del lavado. El lote de control no pasé por la exposicion al
disolvente y se sometié a lavado directo.

Tabla 18

Lote GJ030804 | GJ030204 | GJ030404 | GJO30904
Octredtido pp, peso, g 0,72 0,72 0,72 0,72
PLGA pp, peso, g 6,48 6,48 6,48 6,48

DCM pp, peso, g 10,14 10,14 10,14 10,14
MeOH pp, peso, g 1,02 1,02 1,02 1,02
Acido A. pp, peso, g 0,78 0,78 0,78 0,78

DCM cp, conc., ppm 0 2000 4000 6000
MeOH cp, conc., ppm 0 200 400 600

Acido A. cp, conc., ppm | 0O 150 300 450

Se realiz6 una prueba acelerada in vivo, comparando los respectivos lotes de microparticulas. Las pruebas se
llevaron a cabo en una solucién tampdn de acetato con un pH de 4,0 a 60 °C. Las velocidades de liberaciéon también

se calcularon para los lotes en condiciones fisiolégicas a 37 °C durante un dia.

Tabla 19

Lote GJ030804 | GJ030204 | GJ030404 | GJ0O30904
Carga de farmaco, % de composicion en fase continua | 7,7 7,0 7,6 75
Eficiencia de encapsulacion, % 77 70 76 75

Dist. tam. part., 10 % de CVF por debajo, micrometros | 7,13 474 3,91 7,73

Dist. tam. part., 25 % de CVF por debajo, micrometros | 13,5 17,5 12,5 18,8

Dist. tam. part., 50 % de CVF por debajo, micrometros | 28,0 30,5 26,7 32,7

Dist. tam. part., 75 % de CVF por debajo, micrometros | 38,6 42,0 39,0 46,3

Dist. tam. part., 90 % de CVF por debajo, micrometros | 47,4 51,8 48,8 56,6

D. R. (Acc.), 1,5 horas 356+14 | 415+1,1 | 42011 | 472+7,0
D. R. (Acc.), 3 horas 429+28 | 48,1+0,8 | 485+14 | 55441
D. R. (Acc.), 18 horas 629+25 |681+1,1|669+06 | 69,8+3,5
D. R. (Acc.), 24 horas 71,0+29 | 76,8+2,8 | 77,1+13 | 75615
D. R. (Acc.), 48 horas 836+25 |896+09 | 855+1,8 | 76,7+0,2
D. R. (Acc.), 66 horas 97,9+0,2 | 99,0+0,4 | 97,1+0,8 | 97,5+£0,3
D. R. (Phys.), 1 dia 9,5 11,6 12,4 14,6

Como se muestra en la Tabla 19, las microparticulas expuestas a mayores cantidades de disolvente mostraron una
liberacion inicial mas alta en el medio de liberacién en los primeros puntos de tiempo. Una explosién inicial mas alta
podria suponer un problema de seguridad ya que el factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1) podria disminuir
demasiado rapido en respuesta a la velocidad de liberacién mas rapida. La velocidad de liberacion inicial mas baja
para octredtido en una formulaciéon de liberaciéon sostenida de microparticulas seria 6ptima. A diferencia de la
leuprolida, al usar una formulaciéon con exposicion reducida al disolvente para las microparticulas de octreétido, la
velocidad de liberacion se reduce.

La Figura 10 es una representacion grafica de las propiedades de liberacion de las microparticulas preparadas de
acuerdo con la Tabla 18 en un estudio in vivo de octredtido en ratas. Las ratas recibieron una dosis de 5 mg de los
lotes de microparticulas de octreétido. GJ030804 no se expuso a mayor cantidad de disolvente en la fase continua y
mostré una liberacion de explosion inicial mas baja, en comparacion con los lotes preparados con concentraciones
mas altas de cloruro de metileno. Debido a que la mayor exposicion al disolvente causé mayores velocidades de
liberacion de explosiones, se supone que las microparticulas con una explosién ain mas baja podrian prepararse
por dilucion con agua, dependiendo de la velocidad preferida.

22



10

15

20

ES 2 655890 T3

Ejemplo 10

El Ejemplo 10 compara el efecto sobre la velocidad de liberacion de farmaco de leuprolida en microparticulas
cuando los tamafios de lote de las microparticulas se varian con y sin adicién de una composicién de dilucion.
Primero, los lotes GC071304, OE5103 y 0D4022 se prepararon con un tamafio de lote variado sin afiadir una
composicién de dilucién a la fase continua. Como se muestra en la Tabla 20 a continuacion, se preparoé un lote de 8
g, GC071304, usando 29 g de fase dispersa, que incluye R202H con un peso molecular de 18 kDa, acetato de
leuprolida, cloruro de metileno y metanol. La fase continua de GC071304 incluia 1,5 | de alcohol polivinilico al 0,35 %
en agua. La formaciéon de microparticulas se completé en 50 segundos a un caudal de 30-35 g/min para la fase
dispersa y 2 I/min para la fase continua. El lote se agité constantemente a 7000 rpm en un mezclador en linea y
luego se lavd a temperatura ambiente y a 39 °C con aproximadamente 10 cambios de volumen.

El lote 0E5103 se preparé usando los mismos parametros de preparacion que antes, pero el tamafo del lote se
aumento a 400 g. El tiempo de formacion de microparticulas fue de 40 minutos. Aumentando el tamafio del lote a
700 g, se preparo el lote 0D4022 usando los mismos parametros de preparacion que antes. El tiempo de formacion
de microparticulas fue de 70 minutos. Las cantidades de la fase dispersa y la fase continua usadas en los dos
ultimos lotes se ajustaron proporcionalmente para producir el tamafio de lote considerado.

Como se muestra en la Tabla 20 a continuacién, se prepararon tres lotes usando un polimero de 1V 0,206. La Tabla
21 compara las propiedades de los lotes.

Tabla 20
Lote GC071304 OE5103 0D4022
Tamafrio del lote, g 8 400 700
Polimero, Mw, kDa 18 18 18
LA pp, conc., g/g 0,05 0,05 0,05
R202H pp, conc., g/g 0,25 0,25 0,25
DCM pp, conc., g/g 0,52 0,53 0,53
MeOH pp, conc., g/g 0,17 0,17 0,17
PVA cp, conc., g/g 0,0035 0,0035 0,0035
Composicion de dilucion 0 0 0
Tiempo de formacion de microparticulas | 50 segundos | 40 minutos | 70 min

Las propiedades de las microparticulas formadas en la Tabla 20 se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21
Lote GC071304 O0E5103 0D4022
Tamafrio del lote, g 8 400 700
Duracion de la formacién de microparticulas 50 segundos | 40 minutos | 70 min
Carga de farmaco, % 14,0 13,9 12,0
Dist. tam. part., 4 3 3
10 % de CVF por debajo, micrometros
Dist. tam. part., 25 % de CVF por debajo, micrometros | 12 11 11
Dist. tam. part., 50 % de CVF por debajo, micréometros | 27 26 25
Dist. tam. part., 75 % de CVF por debajo, micrometros | 39 39 36
Dist. tam. part., 90 % de CVF por debajo, micrometros | 48 50 45
D. R. (Acc.), 1 hora 221+19 156+08 | 7,7+0,5
D. R. (Acc.), 5 horas 416+0,5 36,2+0,5 | 24,3+0,2
D. R. (Acc.), 25 horas 61,6 £0,0 58,6 +0,6 | 48,1+0,0
D. R. (Acc.), 48 horas 75,0+ 1,1 725+0,7 | 66,2+0,0
D. R. (Acc.), 72 horas 83,8+1,2 81,0+0,6 | 78,3+0,2
D. R. (Acc.), 96 horas 89,8+ 1,2 86,4+0,6 | 853+0,3
D. R. (Phys.), 1 dia 0,7 0,3 0,3
D. R. (Phys.), 7 dias 3,4 0,7 0,5
D. R. (Phys.), 14 dias 7,8 2,5 0,9
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(continuacion)

Lote GCO071304 | OE5103 | 0D4022
D.R. (Phys.), 21 dias 12,6 42 1,6
D.R. (Phys.), 28 dias 241 17,2 9,3

La velocidad de liberacién, tal como se probd en condiciones fisiologicas, se expuso a PBS con un pH de 7,4 a
37 °C. El lote de 8 g preparado con el tiempo de formacién de microparticulas mas corto de 50 segundos y el menor
tiempo de exposicion al disolvente correspondiente tuvo la liberacion inicial mas rapida, en comparacion con el lote
de 400 g y el lote de 700 g. El lote mas grande, 700 g, con el tiempo de exposicion al disolvente mas largo (tiempo
de formacién de microparticulas de 70 minutos) tuvo la liberacién inicial mas lenta. Por lo tanto, bajo condiciones
fisiolégicas y aceleradas, se ha encontrado que aumentar el tamafio del lote, o aumentar el lote, tiene un efecto
inverso en las velocidades de liberaciéon del medicamento, siendo todos los demas factores aproximadamente
iguales.

A continuacién en la Tabla 22 detallada, las microparticulas se preparan en lotes a escala de 10, 100 y 1000 g. A
una escala de 100 g, se produjeron tres lotes para mostrar la reproducibilidad de los ejemplos. Los lotes se
prepararon usando un polimero R202H de IV 0,183 con un peso molecular de 14 kDa, leuprolida, DCM, MeOH, y
acido acético glacial para la fase dispersa y agua y alcohol polivinilico para la fase continua. Ademas, se afiadieron
aproximadamente 1500 £ 500 ml de composicién de dilucién a la fase continua. Especificamente, se anadié
composicion de dilucion, o agua, al recipiente de eliminacion del disolvente de 2 a 4 I/min continuamente durante la
preparacion de microparticulas. Los parametros de preparacion son los mismos para los lotes y la duracion de la
preparacion de microparticulas fue de 1 min para el lote de 10 g, 10 min para el lote de 100 g y 100 min para el lote
de 1000 g. A una escala de 100 g, se prepararon tres lotes para mostrar la reproducibilidad

Tabla 22
LA pp, conc., g/g 0,0435
R202H pp, conc., g/g 0,2087
DCM pp, conc., g/g 0,53
MeOH pp, conc., g/g 0,1920
Acido A. pp, conc., g/g 0,0165
PVA cp, conc., g/g 0,0035
Caudal CP, g/min 2000 + 200
Flujo DP, ml/min 30+3
Composicion de dilucion afiadida, m | 1500 £ 500
Silverson, rpm 7000 + 200
Temperatura de lavado Ambiente y 39 °C
Cantidad de reemplazos de volumen | 12 £ 2

Tabla 23

Lote TV042706 | GC050306 | GC050406 | TV051706 | OL061206
Tamaiio del lote, g 10 100 100 100 1000
Carga de farmaco, % 12,8 13,4 13,2 13,1 13,7
Eficiencia de Encapsulacién de Farmacos, % 75 77 77 75 79
Di'st. 'tam. part., 10 % de CVF por debajo, 372 363 329 350 343
micrometros
Di'st. 'tam. part., 25 % de CVF por debajo, 11,4 115 10,5 11,3 10,3
micrometros

. S -
DI'St. 'tam. part., 50 % de CVF por debajo, 222 225 22,0 236 234
micrometros

. S -
DI'St. 'tam. part., 75 % de CVF por debajo, 30,7 31.0 305 328 33.1
micrometros

. S -
DI'St. 'tam. part., 90 % de CVF por debajo, 38.1 38.0 377 405 424
micrometros
D. R. (Acc.), 1 hora 27 34 32 30 28
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(continuacion)

Lote TV042706 | GC050306 | GC050406 | TV051706 | OL061206
D. R. (Acc.), 5 horas 48 53 52 51 50

D. R. (Acc.), 24 horas 75 76 76 74 72

D. R. (Acc.), 48 horas 87 87 86 86 83

D. R. (Acc.), 72 horas 92 91 90 91 88

DCM residual, ppm <100 <100 <100 <100 <100
MeOH residual, ppm <100 <100 <100 <100 <100

La eficacia de encapsulacion del farmaco es comparable entre los lotes de 10, 100 y 1000 g con valores que varian
del 75 al 79 %. La carga de farmacos esta entre el 12,8 y el 13,7 %, una variacién normal. El resultado del tamafio
de particula muestra datos de distribucion de tamafo comparables. La velocidad de liberaciéon del medicamento es
similar para lotes de 10, 100 y 1000 g. Los lotes preparados a 10, 100 y 1000 g mostraron todos un disolvente
residual muy bajo. Por lo tanto, al afiadir una composicion de dilucion a la fase continua, el tamafio del lote se
convierte menos en un factor, con respecto a los perfiles de liberacién medidos anteriormente. Una vez que el nivel
de disolvente en la fase continua se reduce por debajo de un nivel umbral, las propiedades de liberacion de las
microparticulas no son tan dependientes del tamario del lote como lo fueron los lotes preparados sin la composicién
de dilucion afadida.

Ejemplo 11

El Ejemplo 11 detalla los perfiles de liberacion de microparticulas de risperidona preparadas con una composicion de
dilucion. Primero, se prepararon microparticulas usando 27,5 g de poli (D,L-lactido-co-glicélido), PLGA con una
relacion de lactido:glicélido de 85:15 y una viscosidad inherente de 0,61 g/dl, como el polimero biocompatible y
biodegradable. Los lotes se hicieron usando 27,5 g de risperidona. La risperidona y el polimero se disolvieron en 220
g de diclorometano. Esta soluciéon organica combinada de polimero, agente biolégicamente activo y disolvente
formaba la fase dispersa. Por separado, se disolvieron 87,5 g de poli (alcohol vinilico) y 69 g de heptahidrato
dibasico de fosfato sédico en 25 kg de agua purificada para proporcionar la fase continua. La fase dispersa y la fase
continua se bombearon simultaneamente a 38,5 ml/min y 4000 ml/min respectivamente, en el mezclador en linea de
Silverson, que se mezcld a 4000 rpm durante aproximadamente 5 minutos.

A medida que la fase dispersa se mezcld con la fase continua, la mezcla resultante se solidificé en microparticulas
de PLGA cargadas con risperidona en el mezclador Silverson. La suspension de microparticulas de risperidona se
descargo en el recipiente de eliminacion de disolvente (SRV) en el que se afiadié una composicién de dilucion a la
dispersion de microparticulas a temperatura ambiente. La composicién de dilucién se anadié a una velocidad de
2000 ml/min durante aproximadamente 5 minutos. Las microparticulas se lavaron y los disolventes organicos se
eliminaron en el SRV usando temperatura ambiente y agua a 33-37 °C. Después del lavado y la eliminacion del
disolvente, las microparticulas se recogieron por filtracion y se liofilizaron. Se determind que las microparticulas
tenian una carga de farmaco de 0,39 g de risperidona por g de microparticulas. La eficacia de carga de risperidona
en las microparticulas de PLGA fue del 77,5 %. Se evaluaron las propiedades de liberacion de las microparticulas.
Se encontré que menos del 1 % de la liberacion inicial del farmaco se detect6 en el tampdn de pH 7 dentro de las 24
horas.

Ejemplo 12

El Ejemplo 12 detalla los perfiles de liberacion de risperidona encapsulada en microparticulas sin diluciéon con agua.
Las microparticulas se prepararon usando 27,5 g de poli (D,L-lactido-co-glicélido), PLGA con una relacion de
lactido:glicolido de 85:15 y una viscosidad inherente de 0,61 g/dl. Se disolvieron 27,5 g de risperidona en 220 g de
diclorometano como parte de una solucién organica que sirvié como fase dispersa. Por separado, la fase continua se
prepar6 con 87,5 g de poli (alcohol vinilico) y 69 g de heptahidrato dibasico de fosfato sddico disueltos en 25 kg de
agua purificada. La fase dispersa y la fase continua se bombearon simultdneamente en un mezclador en linea
Silverson a 38,5 ml/min y 4000 ml/min, respectivamente. La suspensién combinada se mezcl6 a 4000 rpm. La fase
dispersa se mezcld con la fase continua y la mezcla resultante se solidificé instantaneamente en microparticulas de
PLGA cargadas con risperidona en el mezclador Silverson. La suspension de microparticulas de risperidona se
descargo en el recipiente de eliminacion de disolvente (SRV). No se utilizé ninguna composicién de dilucién en este
ejemplo. Las microparticulas se lavaron y los disolventes organicos se eliminaron en el SRV usando temperatura
ambiente y agua a 33-37 °C. Después de las etapas de lavado y eliminacion del disolvente, las microparticulas se
recogieron por filtracion y se liofilizaron. Se determiné que las microparticulas tenian un contenido de 0,33 g de
risperidona por g de microparticulas. La eficacia de carga de risperidona en las microparticulas de PLGA fue del
66,2 %.
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Tabla 24
Ejemplo Ejemplo 8 Ejemplo 9
Polimero 85:15 PLGA | 85:15 PLGA
Risperidona objetivo, % 10 10
Risperidona pp, g 27,5 27,5
PLGA pp, g 27,5 27,5
DCM pp, g 220 220
MeOH pp, g 1,02 1,02
Acido A. pp, g 0,78 0,78
PVA cp, conc., % 0,35 0,35
Heptahidrato dibasico de fosfato de sodio cp, % | 0,27 0,27
Silverson, rpm 4000 4000
Caudal CP, ml/min 4000 4000
Caudal DP, ml/min 38,5 38,5
Composicion de dilucién, Caudal, ml/min 2000 N/D
Carga de farmacos 0,39 0,33
Eficiencia de encapsulacién de farmacos, % 77,5 66,2
Liberacion inicial, % <1 80-82

Para el lote preparado sin una composicion de dilucidon afiadida, la velocidad de liberacion fue del 80-82 % de
risperidona de la microparticula. El lote que se diluyd con la composicién de dilucion a 2000 ml/min tuvo una
5 velocidad de liberacion de menos del 1 % tras la administracion inicial.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de formacién de una composicién de liberaciéon sostenida con una velocidad de liberacion
alterada que comprende las etapas de:

formar una fase dispersa que comprende un agente activo especifico disuelto con un polimero;

mezclar la fase dispersa con una fase continua acuosa para formar una dispersion de microparticulas que
comprende microparticulas suspendidas en la fase continua; y

afiadir una cantidad medida de una composicion de dilucién a la dispersién de microparticulas después de que
se hayan formado las microparticulas, en la que las microparticulas formadas son suficientemente sélidas para
ser filtrables usando un filtro de fibra hueca;

en el que la cantidad de la composicién de dilucion afiadida es suficiente para alterar la velocidad de liberacion
para el agente activo especifico.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la composiciéon de dilucién es suficiente para diluir la fase
continua para anular los efectos adversos de aumentar el tamafio de un lote de la composicién de liberacion
sostenida.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1,

en el que (a) la composicion de dilucién se afiade a una microparticula recién formada y se transfiere a un primer
recipiente, o

en el que (b) la composicion de dilucion se afiade a la dispersion de microparticulas después de que se transfiera
a un primer recipiente.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1,

en el que (a) el procedimiento comprende ademas transferir la dispersién de microparticulas desde un mezclador
a un primer recipiente al tiempo que se afiade simultaneamente la composicién de dilucién al primer recipiente, o
en el que (b) la composicion de dilucion es agua, y en el que el agua se afiade a la dispersion de microparticulas
en una cantidad de al menos el 50 % a aproximadamente el 300 % de la fase continua, o

en el que (c) la composicion de dilucion y la dispersion de microparticulas se transfieren simultdaneamente a un
primer recipiente.

5. Un procedimiento de formacion de una composicién de liberacién sostenida con una velocidad de liberacion
alterada que comprende las etapas de:

formar una fase dispersa que comprende un agente activo especifico y un polimero;

mezclar la fase dispersa y una fase acuosa continua para formar una dispersién de microparticulas que
comprende microparticulas que son suficientemente sélidas para ser filtrables usando un filtro de fibra hueca
suspendido en la fase continua; y

afiadir una composicién de dilucién a la dispersién de microparticulas que comprende microparticulas que son
suficientemente sélidas para ser filtrables usando un filtro de fibra hueca para producir una microparticula de
liberacién sostenida que tiene una velocidad de liberacién diferente a la velocidad de liberacion de una
microparticula de liberacién sostenida no tratada;

en el que el volumen de la composicion de dilucion es al menos el 50 % del volumen de la fase continua.

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que el agente activo especifico es leuprolida, la leuprolida se
disuelve en el polimero y, en el que el volumen de la composicion de dilucion es al menos el 200 % del volumen de
la fase continua, preferentemente en el que la fase continua comprende un disolvente, y en el que la composicién de
dilucién se afade a la porcidon de fase continua hasta que el disolvente tiene una concentracion de menos de
aproximadamente 5000 ppm del disolvente.

7. El procedimiento de la reivindicacion 5,

en el que (a) el agente activo especifico es octredtido, y en el que el volumen de la composicion de dilucién es al
menos el 100 % del volumen de la fase continua, o
en el que (b) el agente activo especifico es risperidona.

8. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el procedimiento se realiza de forma continua.

9. El procedimiento de la reivindicaciéon 5, en el que las microparticulas que son suficientemente sélidas para ser
filtrables usando un filtro de fibra hueca, se forman en aproximadamente 2 a aproximadamente 30 segundos
después de que la fase dispersa se mezcle con la fase continua, y en el que las microparticulas estan expuestas a la
composicion de dilucion durante un periodo de tiempo medido.

10. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que la composicién de dilucién es suficiente para diluir la fase
continua y anular los efectos adversos del aumento del tamario de un lote de la composicion de liberacion sostenida.
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11. Un procedimiento de control de una velocidad de liberacién de una composiciéon de liberacién sostenida que
comprende las etapas de:

formar la fase dispersa que comprende el agente activo especifico y el polimero, en el que el agente activo
especifico es leuprolida y la leuprolida se disuelve en el polimero,

mezclar la fase dispersa con la fase continua en un mezclador para formar la dispersiéon de microparticulas;
afiadir una cantidad medida de la composicion de dilucién a la dispersiéon de microparticulas después de que se
hayan formado las microparticulas, en el que las microparticulas formadas son suficientemente sélidas para ser
filtrables usando un filtro de fibra hueca;

en el que la cantidad de la composicién de diluciéon es suficiente para alterar la velocidad de liberacién de la
leuprolida;

y en el que el volumen de la composicion de dilucion es al menos el 50 % del volumen de la fase continua.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que la fase continua comprende un disolvente y la cantidad de la
composicion de dilucion afiadida es suficiente para diluir el disolvente en la fase continua a menos de
aproximadamente 5000 ppm.

13. El procedimiento de la reivindicacién 11, en el que la dispersion de microparticulas se mantiene en un mezclador
durante un periodo de tiempo definido antes de transferirse a un primer recipiente.
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