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DESCRIPCION
Composiciones de Mesna liofilizadas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones liofilizadas estériles y a un procedimiento para la preparacién de
dichas composiciones. En particular, la invencion se refiere a la forma liofilizada estéril de sulfonato de sodio-2-
mercaptoetano y a un procedimiento para su preparacion. Dicha composicion liofilizada estéril puede usarse para
cirugia quimicamente asistida y otras aplicaciones.

Antecedentes

Se ha usado ampliamente 2-mercaptoetanosulfonato de sodio, a continuacién en el presente documento
denominado Mesna, para varias aplicaciones principalmente como farmaco y/o formulaciones en el campo médico.
Por ejemplo, se ha usado Mesna como agente profilactico en la reduccién de la incidencia de cistitis hemorragica.
También se ha usado Mesna como un agente mucolitico. Adicionalmente, se ha usado Mesna en cirugia, en la
que se sabe que cuando se aplica a un plano de escision, Mesna rompe los enlaces moleculares entre las camadas
de tejido, facilitando de ese modo la separacion del tejido. Especificamente, Mesna rompe los enlaces disulfuro de
las cadenas polipeptidicas y proteinas.

Mesna es un polvo higroscépico blanco con un olor caracteristico. La disolucion liquida en agua es altamente
sensible a la oxidacion y se descompone rapidamente en contacto con el oxigeno para formar di-Mesna también
denominada Mesna disulfuro, que se absorbe de manera mala, particularmente en una atmésfera humeda.

La mayoria de las formas farmacéuticas de Mesna puras usadas hasta hoy son formulaciones liquidas. Puesto
que Mesna es muy sensible a la oxidacion y reacciona en presencia de oxigeno para formar di-Mesna, las
disoluciones acuosas deben protegerse frente al oxigeno. Ademas, la Mesna en forma liquida es altamente
propensa a la oxidacion en presencia de metales. Por tanto, las soluciones de Mesna se sellan habitualmente en
ampollas de vidrio, preferiblemente en envases de vidrio con bajo contenido de hierro bajo una proteccién con
nitrégeno con estabilizantes, antioxidantes y agentes quelantes de metales. Dichos envases de vidrio son bastante
caros. Ademas, en algunos procedimientos, se necesitan las disoluciones de Mesna a diferentes concentraciones
de las facilmente disponibles en viales de vidrio comerciales, haciendo el uso de dichos viales tedioso o
inadecuado.

Cuando se usa, el médico debe transferir la disolucién desde los envases de vidrio hasta el dispositivo de
administracion o hasta el tubo con el fin de incorporar la disolucién en la aplicacién deseada. Esta etapa aumenta
las chances de oxidacion y contaminacion de la disolucion de Mesna teniendo de ese modo la actividad de la
Mesna reducida o la esterilidad reducida cuando se usa, por ejemplo en cirugia quimicamente asistida.

Mesna también esta disponible como un polvo cristalino mas estable de la sintesis (Mesna técnica), pero esta
forma no es estéril y por tanto no es adecuada para aplicaciones médicas.

El objeto de la invencion es superar al menos parte de los problemas mencionados anteriormente. La invencion
tiene como objetivo proporcionar las composiciones de Mesna liofilizada estériles. Este objeto se logra segun la
invencion mediante una composicion y un procedimiento tal como se indica en las reivindicaciones.

Sumario

En un primer aspecto, la invencion proporciona una composicion de liofilizado que tiene la estabilidad y la vida util
de almacenamiento mejoradas, segun la reivindicacioén 1.

En una realizacién preferida, el excipiente se selecciona del grupo que comprende manitol, trehalosa, sacarosa o
cualquier combinacion de los mismos.

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para la preparacion de una composicion de liofilizado
que tiene la estabilidad y la vida util de almacenamiento mejoradas, segun la reivindicacion 5.

En otro aspecto, la invencién proporciona una formulacién de dosificacién unitaria que comprende la composicion
de liofilizado descrita anteriormente en un envase de tamafo suficiente para permitir la reconstituciéon con un
disolvente dando de ese modo una disolucion de concentracion de Mesna deseada.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona para el uso de una composicion de liofilizado estéril tal como
se describi6 anteriormente y/o el uso de una formulacion de dosificacidn unitaria tal como se describio
anteriormente para asistir a la cirugia y/o para cualquier otra aplicacion en la que se emplea Mesna. Dicha
aplicacion incluye y no se limitan a formulaciones de Mesna, tratamiento que usa Mesna como agente profilactico



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2750749 T3

0 agente mucolitico.

Las composiciones de liofilizado estériles segun las realizaciones de la invencion demuestran mejor estabilidad de
almacenamiento y caracteristicas de disolucion que las formulaciones anteriores. Las composiciones de liofilizado
estériles de la presente invencion demuestran mejoras inesperadas en la estabilidad fisicoquimica y en la vida util
de almacenamiento sobre las formulaciones en polvo de Mesna y liquidas de Mesna. Ademas, la Mesna liofilizada
tiene caracteristicas de disolucion superiores y aspecto mejorado en el almacenamiento que los polvos de Mesna
no liofilizada. La Mesna liofilizada se disuelve facil y rapidamente en el disolvente usado, es decir se requieren de
10 a 15 segundos para obtener la disolucién de Mesna en la concentracién deseada. Entonces la disolucion de
Mesna recién hecha puede administrarse inmediatamente a una diana teniendo de ese modo una actividad de
Mesna maxima en la ubicacion diana.

La Mesna liofilizada estéril segun la presente invencion puede proporcionarse en envases adecuados que van a
conectarse a una fuente de disolvente y/o a un dispositivo quirargico. Esto minimiza el manejo externo de Mesna
reduciendo considerablemente de ese modo los riegos de contaminacion, tales como riesgos de contaminacion
durante la cirugia. Ademas, la disolucién de Mesna preparada puede usarse poco después de disolver el liofilizado
de Mesna, proporcionando de ese modo la actividad de Mesna maxima a una ubicacion diana cuando se usa por
ejemplo para asistir a una cirugia.

Mas en general, las composiciones de liofilizado estériles segun la presente invencion son altamente estables.
Esto permite la conservacién prolongada de Mesna para diferentes usos y aplicaciones. La Mesna liofilizada de la
presente invencion es facil de almacenar ya que su almacenamiento no requiere condiciones particulares. Esto es
ventajoso en comparacion con la Mesna farmacéutica actualmente disponible que se almacena en vidrio con bajo
contenido de hierro bajo proteccion con nitrégeno.

La Mesna liofilizada de la presente invencidon proporciona ademas al usuario la posibilidad de reconstituir
disoluciones de Mesna estériles con diferentes concentraciones deseadas segun el uso pretendido. Pueden
obtenerse concentraciones mayores que el 20% de esta manera.

La Mesna liofilizada solida estéril de la presente invencion hace posible la reconstitucién de una disolucion de
Mesna para un amplio rango de aplicaciones médicas, incluyendo cirugia. Esto no puede lograrse usando el polvo
de Mesna técnico conocido disponible hasta la fecha. Dicho polvo de Mesna técnica no es estéril. Ademas, es
dificil obtener Mesna a determinadas concentraciones deseadas mediante dilucién de disoluciones de Mesna
comerciales disponibles hasta la fecha. De hecho, dichas disoluciones de Mesna comerciales se limitan hasta el
10% o el 20%.

Descripcion detallada

La presente invencién se refiere a composiciones liofilizadas y a un procedimiento para la preparacion de dichas
composiciones. En particular, la invencion se refiere a composiciones de Mesna liofilizada estériles. En otros
términos, la presente invencion proporciona una forma novedosa de Mesna que es estéril. Dicha forma de Mesna
estéril es adecuada para la aplicacion médica que incluye pero no se limita a cirugia.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos usados en la descripcion de la invencion, incluyendo
términos técnicos y cientificos, tienen el significado tal como se entiende comunmente por un experto habitual en
la técnica al que pertenece esta invencion. Por medio de una orientacion adicional, se incluyen las definiciones de
los términos para apreciar mejor la ensefianza de la presente invencion.

Tal como se usa en el presente documento, los siguientes términos tienen los siguientes significados:

“Un”, “una”, y “el/la” tal como se usa en el presente documento se refiere tanto a los singulares como plurales a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. A modo de ejemplo, “un compartimento” se refiere a uno o
mas de un compartimiento.

“Aproximadamente” tal como se usa en el presente documento en referencia a un valor medible tal como un
parametro, una cantidad, una duracién temporal, y similares, quiere decirse que abarca variaciones de +/- el 20%
0 menos, preferiblemente +/- el 10% o menos, mas preferiblemente +/- el 5% o0 menos, incluso mas preferiblemente
+/- el 1% o menos, y aun mas preferiblemente +/- el 0,1% o menos de y desde el valor especificado, en hasta este
punto tales variaciones son apropiadas para realizar en la invencién dada a conocer. Sin embargo, debe
entenderse que el valor al que se refiere el modificador “aproximadamente” también se da a conocer
especificamente.

“Comprender”, “comprendiendo”, y “comprende” y “comprendido de” tal como se usa en el presente documento
son sindénimos con “incluir’, “incluyendo”, “incluye” o “contener”, “conteniendo”, “contiene” y son inclusivos o
términos abiertos que especifica la presencia de lo que sigue por ejemplo componente y no excluyen o imposibilitan
la presencia de componentes adicionales, no recitados, caracteristicas, elemento, miembros, etapas, conocidos
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en la técnica o dados a conocer en el mismo. La recitacion de rangos numéricos mediante puntos finales incluye
todos los numeros y fracciones incorporados dentro de este rango, asi como los puntos finales recitados.

La expresion “el % en peso” (porcentaje en peso), aqui y por toda la descripcion a menos que se defina lo contrario,
se refiere al peso relativo del respectivo componente basado en el peso total de la formulacion.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona una composicion de liofilizado que tiene la estabilidad y
la vida util de almacenamiento mejoradas. La composicion de liofilizado consiste en desde el 30 hasta el 100% de
Mesna y desde el 0 hasta el 70% de un excipiente. Por tanto, la presencia de dicho excipiente es opcional. La
composicion podria consistir completamente de Mesna obteniendo de ese modo Mesna en forma sdlida. Dicha
Mesna sdlida es estéril.

En una realizacién preferida, el liofilizado consiste en desde el 35 hasta el 90% de Mesna y el 10 hasta el 65% de
un excipiente. En una realizacion preferida, el liofilizado consiste en desde el 40 hasta el 80% de Mesna y el 20
hasta el 60% de un excipiente. En una realizacion preferida, el liofilizado consiste en desde el 45 hasta el 70% de
Mesna y el 30 hasta el 55% de un excipiente. El liofilizado podria consistir en el 55% de Mesna y el 45% de un
excipiente.

En una realizacion preferida, el excipiente se selecciona del grupo que comprende manitol, trehalosa, sacarosa o
cualquier combinacién de los mismos. En una realizacion preferida, el excipiente es manitol. En una realizacion
preferida, el excipiente es trehalosa.

En una realizacion preferida, la composicion de liofilizado consiste en Mesna. En una realizacion preferida, la
composicion de liofilizado consiste en Mesna y manitol. En una realizacion preferida, la composicion de liofilizado
consiste en Mesna y trehalosa. En una realizacién preferida, los porcentajes de cada componente son tal como se
indicé anteriormente.

Las composiciones de liofiizado de la presente invencion han mejorado la estabilidad y la vida util de
almacenamiento en comparacién con la Mesna técnica. Dichas composiciones de Mesna de liofilizado son estables
a lo largo de un periodo de tiempo que es al menos 1,1, preferiblemente al menos 1,3, mas preferiblemente al
menos 1,5, incluso mas preferiblemente al menos 1,8, lo mas preferiblemente al menos 2 veces mayor que el
periodo de tiempo durante el cual la Mesna técnica es estable. Las composiciones de Mesna de liofilizado de la
presente invencion son estables a lo largo de un periodo de tiempo que es como maximo 4, preferiblemente como
maximo 3,5, mas preferiblemente como maximo 3, incluso mas preferiblemente como maximo 2,8, lo mas
preferiblemente como maximo 2,5 veces mayor que el periodo de tiempo durante la Mesna técnica es estable.
Dicha estabilidad se determina midiendo la cantidad de Mesna disulfuro de la Mesna almacenada.

Las composiciones de liofilizado de la presente invencion han mejorado la estabilidad al calor o estabilidad de
temperatura en comparacion con la Mesna técnica. Dichas composiciones de liofilizado son estables a altas
temperaturas. De hecho, dichas composiciones de liofilizado son mas estables que la Mesna técnica a 40°C y a
temperatura ambiente.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para la preparacién de una composicion de
liofilizado que tiene la estabilidad y la vida util de almacenamiento mejoradas, que comprende la congelacion de
una disolucién acuosa que consiste en desde el 30 hasta el 100% de Mesna y desde el 0 hasta el 70% de un
excipiente, hasta una temperatura de aproximadamente -40°C y la retirada del agua unida de manera no
adsorbente como de manera adsorbente mediante sublimacidn a una temperatura entre aproximadamente -40°C
y aproximadamente +28°C y a una presion entre 200 y 10 Pa, preferiblemente entre 100 y 10 Pa, mas
preferiblemente entre aproximadamente 93 y 13 Pa. Dicha disolucion acuosa se esteriliza preferiblemente
mediante ultrafiltracion antes de la congelacion. El procedimiento de la invencién conduce a una forma estéril sélida
de Mesna.

En una realizacion preferida del procedimiento, el excipiente se selecciona del grupo que comprende manitol,
trehalosa, sacarosa o cualquier combinacion de los mismos. En una realizacion preferida, la liofilizacion se precede
por una etapa de microfiltracion.

La presente invencién ha resultado del trabajo empezado para verificar si las propiedades fisicas, tales como
almacenamiento en anaquel y estabilidad de temperatura, podrian mejorarse en una composicién de Mesna
liofilizada. La fase inicial de esta investigacion implico la evaluacion de la idoneidad de tortas de liofilizado formadas
mediante secado por congelacion diversas composiciones de excipiente de Mesna y/o Mesna. El experto en la
técnica entiende facilmente que dichas tortas son formas soélidas que consisten en mezcla de excipiente de Mesna
y/o Mesna. Al realizar dichas evaluaciones, se observaron determinadas caracteristicas de las tortas de liofilizado
incluyendo la forma original, contraccion o refusién, coloracién, homogeneidad, morfologia, firmeza y cristalinidad.
Entonces se determinaron las caracteristicas de disolucion de prototipos y estos incluian velocidad de disolucion,
completitud de disolucién, y caracterizacién de la disolucién resultante; por ejemplo claridad y color.
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La segunda fase de la investigacion implicd estudios de estabilidad acelerada a corto plazo de composiciones
seleccionadas basandose en su desempefio en la primera fase de la investigacion. Los excipientes que se
sometieron a prueba pero no avanzaron a la fase dos de la evaluacion incluyeron lactosa; polivinilpirrolidona (PVP);
dextrosa; bicarbonato de sodio; carbonato de sodio; y acido tartarico. Se seleccionaron las composiciones de
liofilizado que tenian manitol, trehalosa, glicina o urea como excipientes primarios para la fase dos de prueba de
estabilidad. Las composiciones de liofilizado con urea o glicina como el excipiente primario amarillearon y
disminuyeron en potencia durante los estudios de estabilidad a corto plazo llevados a cabo a 40°C. En estudios
realizados a temperatura ambiente ambiental, 24°-27°C, se mantuvo la estabilidad fisicoquimica para las
composiciones de liofilizado de urea o glicina durante aproximadamente 30 semanas. Tras 1 afio de
almacenamiento, las composiciones de liofilizado con urea o glicina se amarillearon. Las composiciones de
liofilizado con manitol o trehalosa como el excipiente primario no mostraron coloracién amarillenta o pérdida de
potencia significativa durante el almacenamiento en todas las condiciones estudiadas.

En una realizacion preferida, se usa el procedimiento de secado por congelacion lento para la preparacion de las
composiciones de liofilizado de Mesna. Este procedimiento da como resulta la minimizacién de contraccién de la
torta de liofilizado. El control de contraccion y ausencia de la coloraciéon amarillenta para estas composiciones de
liofilizado de Mesna contribuyen para el aspecto mejorado del producto liofilizado final. Con el fin de producir estas
composiciones de liofilizado de Mesna, se entendid que al controlar la velocidad de congelacién de la disolucion
antes del secado a vacio, se minimizaron los problemas de contraccion.

Las composiciones de liofilizado de la presente invencion se preparan disolviendo Mesna, Mesna y manitol o
Mesna y trehalosa, en agua de calidad adecuada conocida por el experto en la técnica. Estas disoluciones acuosas
estaran compuestas por Mesna y opcionalmente al menos un excipiente. Preferiblemente, dichas disoluciones
acuosas comprenden del 30 al 100% de Mesna y del 0 al 70% de un excipiente. Dicho excipiente podria ser manitol
o trehalosa. Las disoluciones acuosas también podrian comprender del 10 al 70%, preferiblemente del 15 al 60%,
mas preferiblemente del 20 al 50% en peso frente al volumen de agua de Mesna. En una realizacion preferida, la
disolucién acuosa comprende ademas del 30 al 90% en peso frente al volumen de agua de manitol o trehalosa.
Ademas, pueden afiadirse otros materiales auxiliares farmacéuticamente utiles, tales como excipientes, tampones,
conservantes y similares; en cantidades menores a la disolucion y no apartarse de la presente invencion. Mientras
que el agua es el disolvente preferido para la disolucién, seria posible usar otros disolventes farmacéuticamente
aceptables.

Se purifica la disolucion de pre-liofilizacién de manera convencional mediante filtracién usando filtros de retencion
microbiana y gas nitrodgeno para la presion de prefiltro. Se realiza la esterilizacion de las disoluciones mediante
ultrafiltracion antes de la congelacién. Entonces se carga de manera aséptica la disolucién esterilizada por filtracion
en envases estériles para la liofilizacion tal como se describié anteriormente.

Después de la operacion de carga, se cargan los envases en bandejas y se congelan en anaquel en la camara
liofilizadora hasta aproximadamente -40°C. Entonces se liofiliza la disolucién congelada de la siguiente manera;
inicialmente, se ajusta la temperatura de anaquel a aproximadamente 0°C y se mantiene el vacio a
aproximadamente 67 Pa (0,5 torr) con la temperatura del condensador a aproximadamente -60°C o menor. Tras
completar el secado primario (en general, aproximadamente de 24 a 48 horas), se eleva la temperatura de anaquel
hasta aproximadamente de 25° a 28°C y se disminuye el vacio de la camara hasta aproximadamente 13 Pa (0,1
torr) o menos. Se continuan estas condiciones de secado hasta que se reduzca la humedad residual en el liofilizado
a un nivel por lo cual Mesna es quimicamente estable. En general, el secado secundario requiere 24-36 horas
adicionales.

En una realizacion preferida, el tiempo requerido para la realizacion del procedimiento de liofilizacion de Mesna y
obtencién de composiciones de liofilizado de Mesna esta comprendido entre 10 y 30 horas, preferiblemente entre
15y 25 horas, mas preferiblemente entre 16 y 20 horas, lo mas preferiblemente aproximadamente 18 horas. En
una realizacién preferida, se obtienen las composiciones de liofilizado de Mesna a través de un procedimiento
desprovisto de un secado secundario.

En otro aspecto, la invencion proporciona una formulacion de dosificacion unitaria que comprende la composicion
de liofilizado de la invencion en un envase de tamafo suficiente para permitir la reconstitucion con un disolvente
dando de ese modo una disolucion de concentracion de Mesna deseada. El tamafio del envase que comprende
dicha formulacion de dosificaciéon unitaria preferiblemente permite la introduccion de desde 0,5 ml hasta 10ml de
disolvente. En una realizacién preferida, se introduce un primer volumen de disolvente en el envase que comprende
dicha formulacién de dosificacion unitaria. De ese modo se diluye primero la composicion de liofilizado en dicho
primer volumen de disolvente. La primera composicion de liofilizado diluida obtenida podria transferirse después a
otro envase que comprende un segundo volumen de disolvente. La suma del primer y el segundo voliumenes de
disolvente es un volumen de disolvente total que se usa para diluir la composicion liofilizada proporcionando de
ese modo la concentracion de Mesna deseada final.

En una realizacién preferida, la formulacion de dosificacion unitaria consiste en la composicién de liofilizado de la
invencion. Las disoluciones en agua pueden ajustarse para obtener las caracteristicas deseadas de la disolucion
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de Mesna. Por ejemplo pueden usarse cloruro de sodio e hidréoxido de sodio para obtener la tonicidad y acidez
deseadas para aplicaciones quirtrgicas. También pueden usarse dichas formulaciones para cualquier otra
aplicacion de Mesna.

La formulacion de dosificaciéon unitaria de Mesna, Mesna-manitol o Mesna-trehalosa segun una realizacion de la
invencion contienen entre 300 mg y 100 g, preferiblemente entre 1 g y 70 g, mas preferiblemente entre 2 gy 60 g,
lo mas preferiblemente entre 3g y 50 g de Mesna por unidad. La formulacion de dosificaciéon unitaria de mayor
tamano de las composiciones de Mesna liofilizadas también es posible y es una realizacién adicional de la presente
invencién. En una realizacion preferida, el tamafio de la unidad de dosificacion esta disefiado tal como para
proporcionar la disolucién de Mesna a una concentracion comprendida entre el 5% y el 50%. Esto significa que el
tamafo de la unidad de dosificacion es adecuado para recibir un volumen de disolvente en el que se disuelve la
Mesna liofilizada teniendo de ese modo una disolucidon de Mesna a una concentracién comprendida entre el 5% y
el 50%.

Preferiblemente, el envase puede mantener un entorno estéril tal como un vial, una jeringuilla 0 una bolsa que
puede sellarse herméticamente mediante medios de tapon. Aunque tales envases sean habitualmente vidrio, en
general vidrio de tipo |; también pueden ser de otros materiales poliméricos adecuados que no interactuan con los
componentes de liofilizado. Podria proporcionarse el envase con un cierre. Dicho cierre normalmente es un tapén
y preferiblemente un tapdn de caucho estéril o un equivalente que proporciona un sellado hermético, también
permitira la entrada para el propodsito de introduccion de diluyente tal como agua estéril para la reconstitucion de
la disolucion de Mesna.

En una realizacion preferida, el envase que contiene la formulacion de dosificacion unitaria se hace de plastico o
vidrio. Preferiblemente dicho envase es estéril. En una realizacion preferida, el envase es una bolsa flexible hecha
de un material plastico impermeable o de plastico con barrera contra la humedad que evita la humedad y la luz en
la camara individual. Dicha bolsa o plastico es preferiblemente resistente a bajas temperaturas, es decir desde -10
hasta -100°C.

En una realizacion preferida, dicho envase es adecuado para conectarse, a través de medios de conexion, a una
fuente de disolvente y/o a dispositivos quirdrgicos. Preferiblemente, dicho disolvente es adecuado para disolver la
composicion de liofilizado contenida en el envase. Preferiblemente dicho disolvente es una soluciéon salina
fisiologica estéril. Los medios de conexién pueden ser cualquier medio conocido por el experto en la técnica.

En una realizacioén preferida, el disolvente es adecuado para disolver la composicién de liofilizado. Preferiblemente
dicho disolvente es una solucién salina fisiolodgica estéril. En una realizacion preferida, el volumen de disolvente se
elige tal como la disolucion de Mesna en concentracion es de desde el 5% hasta el 50%, preferiblemente de desde
el 10% hasta el 40%, mas preferiblemente desde el 15% hasta el 30%, lo mas preferiblemente desde el 20% hasta
el 25% o cualquier valor comprendido entre los rangos mencionados.

Ejemplos

Se prepararon disoluciones de Mesna acuosas disolviendo 5 g, 3 g o 1 g de Mesna en 10 ml de agua para
inyeccion. Para cada concentracion de Mesna (5 g/ 10 ml, 3 g/ 10 ml y 1 g/ 10 ml), se prepararon al menos 30
disoluciones.

En primer lugar se hicieron pasar las disoluciones a través de un prefiltro estéril y luego un filtro de membrana de
tamano de poro de 0,2 micras estéril. Se colocaron las disoluciones en tubos falcon que luego se colocaron en un
equipo de liofilizacion adecuado y se enfriaron (congelacion en anaquel) hasta una temperatura de
aproximadamente - 40°C.

Entonces se enfrié el condensador liofilizador hasta aproximadamente -60°C o inferior y se evacud la cdmara
liofilizadora a una presion de aproximadamente 67 Pa (0,5 torr - rango de 0,3 a 0,7). Se ajusto la temperatura de
calentamiento de anaquel a aproximadamente 0°C para empezar el procedimiento de secado. Tras el secado
primario de aproximadamente 24 a 48 horas, se aumento la temperatura de anaquel con el fin de llevar la
temperatura del producto a cerca de +25°C. Entonces se continud la liofilizacion hasta una temperatura del
producto final de aproximadamente 25°C a 28°C y se alcanzé una presion de camara de no mas de 26 Pa (0,2 torr).
El tiempo de liofilizacion total variard pero dependiendo de la capacidad del equipo, estara en general en el rango
de aproximadamente 72 a 96 horas. Tras completar el procedimiento de liofilizacion, se atenu6 el vacio mediante
la introduccién aséptica de aire estéril y/o nitrégeno. En este punto se cierran los tubos falcon mediante tapas
adecuadas.

Los niveles de impurezas de la disolucion de Mesna liofilizada a diferentes concentraciones eran muy bajas tal
como se determina mediante HPLC. Se realiz6 analisis de HPLC segun la Farmacopea Europea.

Se almacend la Mesna liofilizada a dos diferentes temperaturas: 40°C + 2°C y a temperatura ambiente, es decir
21°C + 2°C. Se sometié a prueba la Mesna liofilizada almacenada tras diferentes periodos de almacenamiento.
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Las pruebas evaluaron el aspecto de la Mesna liofilizada (cambio en color, textura) y el contenido de impurezas de
la Mesna liofilizada. Se resumen los resultados en la tabla 1.

Tabla 1: Prueba de aspecto y niveles de impurezas de Mesna liofilizada almacenada a diferentes temperaturas

Temperatura ambiente 40°C

30d 60d 90d 120d 30d 60 d 90d 120d
1g/10ml  |LI, NCA |LI, NCA |LI, NCA |LI, NCA |LI,NCA |LI,NCA |LI,NCA |LI,NCA
3g/10ml  |LI, NCA |LI, NCA |LI,NCA |LI,NCA |LI,NCA |LI,NCA |LI,NCA |LI, NCA
5g/10ml LI, NCA |LI,NCA |LI,NCA |LI,NCA |LI,NCA |LI, NCA |LI, NCA |LI,NCA

LI = bajas impurezas. Los niveles de impurezas eran en comparacion con los niveles de
impurezas o la Mesna recién liofilizada y/o el polvo de Mesna NCA = Ningun cambio de aspecto

La estabilidad de la Mesna liofilizada se evalua en general mediante la medicién y la determinacion del porcentaje
de Mesna disulfuro que se considera el marcador mas sensible.

Se realizaron mediciones del porcentaje de Mesna disulfuro para diferentes liofilizados de Mesna hechos segun la
presente invencion. Las composiciones de los liofilizados de Mesna sometidos a prueba comprendian 125 mg o
250 mg de Mesna en 2 ml agua para inyeccion. Otras composiciones de liofilizados de Mesna sometidas a prueba
comprendian ademas trehalosa o manitol. La cantidad de trehalosa o manitol era la mitad del (50%), igual al
(100%), 1,5 veces (el 150%) o 2 veces (el 200%) la cantidad de Mesna. Los resultados mostraron que el porcentaje
de Mesna disulfuro era similar, menor o ligeramente mayor en comparacion con el porcentaje de Mesna disulfuro
medido para Mesna técnica (Mena P) que esta disponible en el mercado. Cualquier aumento ligeramente mayor
era de un maximo del 0,5% en comparacion con el porcentaje de Mesna disulfuro medido para la Mesna de grado
farmacéutico (Tabla 2).

Tal como se muestra en la tabla 2, el porcentaje de Mesna disulfuro era siempre 3 6 4 veces menor en comparacion
con el maximo del porcentaje de Mesna disulfuro establecido por la Farmacopea de los Estados Unidos y la
Farmacopea Europea que es del 3%. Ademas, la suma del porcentaje de Mesna disulfuro y otros porcentajes de
impurezas también eran siempre menor que dicho maximo del 3%.

Tabla 2: niveles de impurezas de composiciones de Mesna de liofilizado

Composicion MESNA Mesna disulfuro Otras impurezas
Mesna P 98,82% 1,03% 0,15%
Mesna P 98,80% 1,00% 0,20%
Mesna P 98,96% 0,85% 0,19%
125 mg de Mesna* 99,00% 0,80% 0,19%
125 mg de Mesna* 98,93% 0,88% 0,19%
250 mg de Mesna* 99,00% 0,81% 0,19%
250 mg de Mesna* 99,00% 0,81% 0,19%
250 mg de Mesna + el 150% de Tre* |98,90% 0,91% 0,18%
250 mg de Mesna + el 100% de Man* |98,70% 1,11% 0,19%
250 mg de Mesna + el 100% de Man* |98,77% 1,05% 0,18%
250 mg de Mesna + el 150% de Man* |98,81% 1,00% 0,19%
250 mg de Mesna + el 150% de Man* |98,78% 1,03% 0,18%
250 mg de Mesna + el 200% de Man* |98,85% 0,96% 0,18%
250 mg de Mesna + el 200% de Man* |98,73% 1,09% 0,19%
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Composicion MESNA Mesna disulfuro Otras impurezas

Mesna P = Mesna técnica no liofilizada; * = composiciones liofilizadas; Tre = Trehalosa; Man =
Manitol; 100% = igual a la cantidad de Mesna; 150% = 1,5 la cantidad de Mesna; 2,00% = 2
veces la cantidad de Mesna.

También se sometié a prueba la estabilidad de Mesna tras la liofilizacion en liofilizados almacenados a temperatura
ambiente aproximadamente 5 meses. La composicion de los liofilizados sometidos a prueba era 500 mg de Mesna
disuelta en 5 ml de agua para inyeccién. Se realizaron las pruebas por duplicado. Los resultados mostraron
estabilidad de Mesna excelente ya que no ha habido variacion significativa en el contenido de impureza de Mesna
disulfuro (Tabla 3).

Tabla 3: Estabilidad de Mesna en el liofilizado de Mesna almacenado durante 5 meses a temperatura ambiente

MESNA Mesna disulfuro otras impurezas

Prueba 1

Antes de Lyo 98,02% 1,83% 0,15%
Después de Lyo 98,02% 1,84% 0,14%
5 meses después de Lyo 99,11% 0,78% 0,11%
Prueba 2

Antes de Lyo 98,86% 0,96% 0,18%
Después de Lyo 98,98% 0,82% 0,20%
5 meses después de Lyo 99,88% 0,00% 0,12%

Lyo = liofilizacién

Los resultados resumidos en la tabla 3 muestran la estabilidad alta y excelente de Mesna tras la liofilizacién segun
la presente invencion.

Ademas de las pruebas resumidas en la tabla 1, 2 y 3, se realiz6 una prueba de solubilidad después de cada
periodo de almacenamiento bajo las diferentes temperaturas sometidas a prueba, es decir temperatura ambiente
y 40°C. Se compararon las pruebas de solubilidad con la solubilidad de polvo de Mesna y de Mesna recién
liofilizada. Los resultados mostraron que la solubilidad de la Mesna liofilizada almacenada a diferentes
temperaturas era similar a la solubilidad de la Mesna recién liofilizada que era menos de 10 segundos. La
solubilidad del polvo de Mesna técnica, no liofilizado, fue de desde 15 hasta 20 segundos.

Para fines comerciales, la Mesna liofilizada segin la presente invencién se pesa en envases que van a
comercializarse. Los envases pueden ser cualquiera de los conocidos por el experto en la técnica y/o tal como se
describié anteriormente.

Se midié el pH de Mesna liofilizada reconstituido en 2 ml de milliQ-agua. El pH oscilé desde 5,5 hasta 5,85. Para
la composicion de liofilizado que comprende Mesna, el pH fue aproximadamente de 5,84. Para la composicion de
liofilizado que comprende Mesna y una cantidad de manitol que es del 50% de la cantidad de Mesna, el pH fue
aproximadamente de 5,77. Para la composicion de liofilizado que comprende Mesna y una cantidad de manitol
que es igual a (el 100%) la cantidad de Mesna, el pH fue aproximadamente de 5,8. Estos resultados muestran que
no se requiere tamponamiento durante el procedimiento de liofilizacion de Mesna.
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REIVINDICACIONES

Composicion de liofilizado que tiene la estabilidad y la vida util de almacenamiento mejoradas, el liofilizado
que consiste en al menos desde el 30 hasta el 100% en peso de Mesna y opcionalmente un excipiente.

Composicion de liofilizado segun la reivindicacién 1, que comprende del 0 al 70% de dicho excipiente.

Composicion de liofilizado segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que el excipiente se
selecciona del grupo que comprende manitol, trehalosa, sacarosa o cualquier combinacion de los mismos.

Composicion de liofilizado segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que dicho liofilizado es
estéril.

Procedimiento para la preparacion de una composicion de liofilizado que tiene la estabilidad y la vida util
de almacenamiento mejoradas, que comprende la congelacion de una disoluciéon acuosa que consiste en
desde el 30 hasta el 100% en peso de Mesna y desde el 0 hasta el 70% en peso de un excipiente, hasta
una temperatura de aproximadamente -40°C y la retirada del agua unida de manera no adsorbente como
de manera adsorbente mediante sublimacion a una temperatura entre aproximadamente -40°C y
aproximadamente +28°C y a una presion entre 200 y 10 Pa, preferiblemente entre 100 y 10 Pa, mas
preferiblemente entre aproximadamente 93 y 13 Pa.

Procedimiento segun la reivindicacion 5 que comprende ademas la etapa de esterilizacion de dicha
disolucién acuosa antes de la congelacion.

Procedimiento segun la reivindicacion 6 en el que dicha esterilizacion se realiza mediante ultrafiltracion.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en el que el excipiente se selecciona del
grupo que comprende manitol, trehalosa, sacarosa o cualquier combinacion de los mismos.

Formulacion de dosificacion unitaria que comprende la composicion de liofilizado segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 en un envase para la reconstitucion con un disolvente dando de ese modo una
disolucién de concentracion de Mesna deseada.

Formulacion de dosificacion unitaria segun la reivindicaciéon 9, en la que la composicion de liofilizado
comprende desde 300 mg hasta 100 g de Mesna.

Formulacion de dosificacion unitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 9-10, en la que la
composicion de liofilizado comprende desde 3 g hasta 50 g de Mesna.

Formulacion de dosificacion unitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en la que dicho envase
se hace de plastico o vidrio.

Composicion de liofilizado segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en la asistencia a la
cirugia en la que se emplea Mesna.

Formulacion de dosificacion unitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 9-12 para su uso en la
asistencia a la cirugia en la que se emplea Mesna.
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