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T
By

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

4
FORMULARIO UNI|CO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL 02/04 (06
SOLICITUD DE
Xl Patente de Invencion [ Patente de Modelo de Utiidad
X Capitulo | 1 capitulo Ii
Nombre BAXTER INTERNACIONAL INC
sociedad constituida y existente bajo las
leyes del Estado de Delaware Estados
SOL"(:_’I::.)ANTE Unidos de Aménca IDENTIFICACION
Direccibn One Baxter Parkway cC D NIT D
Deerfield 60015 CE O Otro [l
llhnois
Estados Unidos de América Cual
Numero
Domicilio Deerfield 60015
llino1s
Estados Unidos de América
Nombre EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion Carrera4® No 72 35 cc E] NIT [:,
Teléfono 347 36 11
REPRESENTANTE| 21186 50 CE O Otro O
O APODERADO Cual
E-mall chentes @camvp com ual ____
Domiciio Bogatad Colombia Numero 438019 TP 31929
1 Mahesh CHAUBAL 2 Jane WERLING
@ 915 N Countryside Dnve 203 605 South Highland Avenue
Palatine 60067 Arlington Heights 60005
hinois llhnois
'NVEN(;%R (ES) Estados Unidos de América Estados Unidos de América
3 Barret E RABINOW
9119 Tnpp Avenue
Skokie 60076
lhnois
Estados Unidos de América

PCT (86)
@ Solicitud Internacional No PCT/US2004/036604 Fecha 3 de noviembre de 2004
Publicacién Internacional No WO 2005/046671 A1 Fecha 26 de mayvo de 2005

Titulo (54)
METODO PARA PREPARAR PARTICULAS SUBMICRONICAS DE PACLITAXEL

@ Clasificacion Internacional (51)AB1K 31/337 , 41/33 L AGIP 35700

Priondad | (33) Pais de Onigen (32) Fecha (31) Numero de Solicrtud

sikK No[d us 7 de noviembre de 2003 10/703,395

@ Comprobante de pago No 06-30 914 Fecha abril 24 de 2006
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Anexos

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 463 000 oo
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solictante sea persona
juridica

Poderes s! fuere el caso

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional (Resumen, descripcidon reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano (Resumen, descripcibn rewvindicaciones
dibujos})

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA
De ser el caso copia del contrato cle acceso

De ser el caso documento que acredite la licencia o autonzacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas

De ser el caso, certificado de depdsito del matenal biolégico

Arte final 12x12

De ser el caso informacion sobre otras solicitudes de patente ¢ titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud

Otros VER HOJA DE DOCUMEN IOS ANEXOS

OO 0000 NROOX mr:uze|

@El

FIGURA CARACTERISTICA
Brl:gn +Golvente + > Solckn e Droga Agua + Burfsctante Opclonal
rivideidy
Suspensién Amorfa o Bemicristuling
Producte Cnstaline Ectable *__
Separacidn del PASOE OPCIONALES
Cantreugacian por
epmple
Mezclacio de alta.
Reemplaze gyl claalladuras
o™ Homogenkzacién Suspenaidn
Residuo Géfidp ’ - Estubithets |
@ Solicito la concesion de la patente
NOMBRE EMILIO FERRERQ
FIRMA . Ga-«.-._%

CC 438019 de Usaquén TP 31929

JDF
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DOCUMENTOS ANEXOS

1 [X] Publicacién Internacional WO 2005/046671 A1
2 [X Forma PCT/ISA/210 Informe de Busqueda Internacional
3 [XExtracto de publicacion
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POWER QF ATTURNEY

fo (nusotros) abajo firmado(s)
BAXTER INTERNATIQNAL JNC.

do.nmiciltado(s) en
Degcfleld, ll)inars, E.E.U.U.

por el presente conferimos poder a

GERMAN CAVELIER tpa 832

GONZALO PERDOMO tpa 831

EMILIO FERRERO tpa 31929

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ tpa 23555
Domfcillados en la Carrera 4a No 72-35,

Bogotd, Colombia

y para obtener la proteccién de mu (nuestra) pro-
piedad industnial, a cuyo efecto autorizamos a
los dichos apoderados para que nos representen
ante cualesquiera entidades o personas, ejerzan
o no junsdiccién, especialmente ante las del or-
den admimstrativo, contencioso-admunustrativo y
judicial, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos a) Obtencién de patentes de 1nvencién,
modelos y dibujos industnales, el repistro de
marcas de fibrica, colectivas y de servic10, el de-
p6sito de nombres comerciales y ensefias, su re-
novacién traspaso, cambio de nombre o domi-
cilio, cancelacién voluntana, y el registro de hi-
cencias de uso de esos derechos b) las acciones
de oposicién, cancelacién, nuhdad, med:das cau
telares, concesién de licencias y en general los
juicios civiles penales, administrativos o conten
cioso-admumistrativos relacionados con estos de-
rechos acciones y JuiCl0S que Promovamos o se
nos promuevan, y ¢) para que en todos los
asuntos arriba deterrminados puedan sustituir
este mandato, transigir, desistur, cancelar, reci-
bir renunciar, aceptar notificaciones y nombrar
apoderados judiciales y extrajudiciales

Dado y firmado hoy ~ J4M'° 16 de 1993

en Deerfield, Nlinois 60015 E E U U
—

BAXTER IETERN&TI% g,
,{,y ém-fu({..? ‘..‘.’.‘22

A. GERARD SIECK, ASSISIANT.

Bernarda B do Martines
Graductora « e’nler’uh ajml

% (we), the unders;gned BAXTER INTERNATIONAL
INC ,

of Deerfield, United States of Ameraica,

hereby grant to Messra Caveller,

GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDOMO,
EMILIO FERRERO, LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ

Professional Cards Numbers 832, 831, 31929,
and 23555 respectively Domicliled at

Carrera 4a No 72-35, Bogotd, Colombia

and to obtain the protection of my (our) indus-
trial property for which purpose we authorize
the said attorneys to represent us before any
authorities or persons, with or without jurisdie-
tion, specially those admimstrative, admimistra-
tive contentious and judicial, 1n all matters con-
cerning the following a) Obtainment of patents,
models and designs, the remstration of trade-
marks collective and service marks, the deposit
of commercial names and ensigns, its renewal
assignment change of name or domicile, volun-
tary cancellation and the registration of licen
ses of use of the above nghts, b) actions of op-
position, cancellation, nullity, infringement,
granting of licenses, and in general the civil, pe-
nal, and admimstrative swits relating to those
nghts actions and smits mstituted by me (us) or
against me (us), and that 1n all the above mat-
ters they may substitute this Power of Attorney
compromuse, desist, cancel, receive, renounce,
accept notifications and appoint attorneys-in
fact 1n or out of Court

Given and signed this T 16, 1991
in  DEEREIELD, MIS €01 Ush
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bonswlads Gemerad de Colombea

122 SOUTH MICHIGAN AVENUE SUITE 1441
CHICAGO ILLINOIS 60603

TEL (312) 341 0658 FAX (312) 3411980

No /é /0 / 67—5
enicago, JUN 29 199

de Colombia, CERTIFICA que el sgeiflor

El guscrite Céneul Gen.a|:¢1
\ 75 ¢ !Q M(‘- '%w/quhn autorisa el presente documento,

funcionas de

ejarcia lagalmente, en  la fecha alll exprecada, las

Jﬂcccz“/u«_ olee. %Wﬁ— Y que la firma y sello gque

an el documento Eparecen Comd NUYOs don los Que usa y acostumbra en sus actos

oficiales, de acuerdo con el registro que se lleva en este consulado

El Cénsul no asume responsabilidad alguna por el coatenido del documsnto

PAGADO [MPUESTO DE TIMERE
UsS$ 6 00 (Seim dSlares)
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LINDA IANUzI HESS

LAKE COUNTY CLERK

18 NORTH COUNTY STREET 91:'"""" R de HMortinas

WAUKEGAN, ILLINOIS 60085 racuctera ¢ Suterprete Gficial
Mdn 643 .'/)lmlumu 1594

zeneral Services 708/360-3610 ¢ Elections 708/360-6628 o Tax Extension & Redemption 708/360-6657

STATE OF ILLINOIS)

) 8s
COUNTY OF L A K E)

CERTIFICATE OF AUTHORITY \‘t:“ £

\ .
-7 v i ti
) LN L
I, Linda Ianuzi Hess, County Clerk of Lake County in the State of */

(%

it >
Illlt% which ;{Ejlc 1s an office of record having a seal, ceitify”

that by whom the foregoing or
ahnexed documé\t was notarized, was, on the day of

,l/u/ ;s 19 20, appornted a Notary Public 1n and for the
Coﬂnty of Lake, State of Illinois and that as such, full faith and

credit 1s and ought to be given to this Notary's official

£

attestations. 1In testimony whereof I have affjixpd my signature 716);
the seal of this office this /7 day of , . 19
Cartification not valid unless tha seal LINDA IANUZI HESS
of Lake County, Iilinafe {a affixad LAKE COUNTY CLERK
= 113 208 12:8¢
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CERTIFICACO NOTARIAL (CORPORACION)
tsicocs Unidos de Aménca -

Corycdo de ke

Ietr a0 de lilinots 5

Fn, 16 de Junio de 19 g3
romparelé A Gerard Sieck . 0 Quen

.orozco quien debidomente juramentado decle

e dye que &) & gubSecretarlo

di pAYTER INTERNATLIONAL [INC.
}. mpohic nombroda en el documento que ante

cr i~ una corporacibn orgamzoda conlorme a las
leyas del Estodo de Delaware
,rnm!ludo en la ciudad de Deerfield
scdode  Lilinas, E.E.U.U.
legulmsnie constiluido para un periodo de, dura-
cion que aun no ho terminado; que el aeclarantie
« sla ot 1orizado pot dicha compafifa pora confen:
«sle poder y gue el sollo estompado por él o) p1é de
ol noder, en nombre y en represseniacion dela ex
» esuda compohia es el sello sotial de ello
Li suscrito Notano ha visto los estatutos de incor
050cion firmodos en  peanfield
fe’adode [1}inels con fecho
vct. 15/31 ¥ certicaque de conformidad con
1~ 'egisiocion de dicho Estado la antenior decloia
< 6n )wrameniado es prueba suficiente dsqus los
f>chos sobre que ella verta son ciertos o verdode-
vos de !o cuol da fe
. Notary Public (Notario Pubhco)

ll
1
|

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

-, (=T,

United Stotes of Amenca

Swate of TIIINOIS 55
County ol 1AKD
Onthis 16th  day of gunme, 19 93

personolly come A, GERARD SIEGK

known io me who being by me duly sworn did de
pose ond soy thot heis the ASSTISTANT SECRETARY
ol BAXTER INTERNATIONAL JAC.

the Compony nomed within o Corporation orga
mized under the laws of the State of pETaumpe
domiciled ot the City ol REERFIEID

Swate of rIm¥OIS

of USA andlegolly constuted for a penod of te-
pure noi yei expired; that the deponent is authon
zed by said Company to confer this Power of
Attorney and that the sea) olhixed hereunto by the
deponent 1n the nome ond on beholf of said Cor-
poration is the Corporate seol thereo!

The undersigned Notary Public hos seen the Ar
ticles of Incorporation of said Corporotion execute 1
ol  DEERFIEID. . Swate of TILmoOIS
under dote of QCr. 19, 1g3end heteby ceru’ 15
thot undes the laws of said State the foregoing aci
nowledgment is o sullicient proof that the lacts
there: contained o1e true, which the attests

<

H S, NOTARY

WAy SR I o

OFFICIAL SEAL"
Mory H Crosy

4  Notary Public, State of filinols
My Commission Expires 6/26/94

Pomards B da Martines
ngucturu e Jntc.rrn.!: afu:u!
ﬁmﬁwu’r’i"‘ vas~Alimusticsa . 1491

wvw W SEIE
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TRADUCCION OFICIAL No 8 90 93 de wun documento escrito en
ingles el cual para su identificacion se sella con el sello del
Traductor al mismo tiempo gJue la presente Esta traduccion ha
si1do preparada por Bernarda R de Martinez, Traductora Oficial
debidamente reconocida por el Ministerio de Relaciones
Exteriores y aprobada por el Ministerio de Justicia de Colombia

mediante Resolucion No 683 de 1991

{Se traducen sellos Y legalizaciones que aparecen a
continuacion de un Poder escrito en ingles y espafiol otorgado
por la sociedad BAXTER INTERRATIONRAL INC., a favor de 1los
Doctores GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDOMO, EMILIO FERRERO Y LUZ
CLEMENRCIA DE PAEZ)

Dado y firmado hoy 16 de junio de 1993, en Deerfield, Illinoas,
Estados Unidos de America, por el sefior A GERARD SIECK,
ASSISTANT SECRETARY

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) en 1ingles y espafiol referente a

la existencia y representacion de ‘ia sociredad F_Bﬁiiigi_

w

IRTERNATIONAL INC., expedido en la Ciudad de Deerfield|, Lad@g
o

de Illinois, Estados Unidos de America, el 19 de occﬁﬂtetdu
<

1993 % 83
&s 8 -

(Firmado), Mary H Cross, Notario Piblico .
w

{(Sello Notarial en tinta que dice) "SELLO OQOFICIAL’ gry E

(
Cross, Notario Publico, Estado de Illinois Mi,; Comision ExplrJ

6/26/94

CER CA P ad ﬁsus;f !::-‘:uﬂ:o*
AR D ll'ru I 1}

TIFI CIOR jcﬂct a !‘ 314 G0 CO‘NS‘)R QJE LA -'&

# 4 C NNEIDE COUN E TRIGINAL

UE HE TININD & LA VISTA %

WW"%\A o \e""’"“
03 MAY 2006-’»= %
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‘twﬂ“m{*# ~
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ESCRIBANO DEL CONDADO LAKE

18 NORTH COUNTY STREET

WAUKEGAN, ILLIROIS 60085

Servicios Generales 708/360-3610 * Elecciones 708/360-6628 *

Prorrogas y Redenciones de impuestos 708/360-6657

ESTADO DE ILLINOIS )
) 88
CONDADO DE LAKE )

CERIFICADO DE AUTORIDAD

Yo, Linda Ianuzi Hess, Escribano de Condado del condado de Lake
en el Estado de 1Illinois, cuya oficina es una oficina de
registro que tiene un sello, certifico que Mary H. Cross gquien
ha notarizado el documento anterior o adjunto, era el 26 de
junio de 1990, Notario Publico nombrado en y para el Condado de
Lake, Estado de Illinois y como tal, todas sus certificaciones
deben ser reconocidas En testimonio de 1lo cual he firmado y
estampado el sello de esta oficina hoy junio 17 de 1993

(Firmado) LINDA IANUZI HESS
i v I AT |
ZEowe s RSCHTRANO: ml-‘:’cowmno
ﬁ r:t;'u'g:?:. »o-n:‘raz CON fL cmrmué

(Sello seco en relieve que d1c§) §¥§§Eﬁﬂ5“0FICIAL COND
ILLINOIS c"-fﬁ"-”ﬁﬁ 031

f” ﬁ
i .
Ll Fp0
{(Impreso) Esta certificacion n0m§§m5

sello del Condado Lake, Iumolsm*’““*** ot S

W T R e AT B

(Impreso) 113-208 12/89

(En espafiol) Legalizacion de la firmd” que antecede hecha por
el CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA EN CHICAGO, ILLINOIS, bajo el
No. 1610/93, de fecha jumio 29 de 1993, firmada por la sefiora

Maria Teresa Gonzalez, Encargada de Funciones Consulares




Pagades Impuesto de Timbre y Derechos
veintiun dolares
(Sello Consular en tainta que dice)
COLOMBIA * CHICAGO *

Legalizacion de l1la firma gque antecede
DE RELACIONES EXTERIORES DE COLOMBIA
fecha 5 de agosto de 1993,

Torres, Jefe Legalizaciones

Consulares por valor de

CONSULADO GENERAL DE

hecha por el MINISTERIO

bajo el No 481652 de

firmada por el sefior Nelson Sanchez

Es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en 1los

archivos de esta oficina para su confF

[

remito
Bogota, agosto 9 de 1993
COLO 5873-702-001-4
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TRADUCCION OFICIAL No 08 03/00 preparada por Maria Elvira
Martelo, Traductora Oficial aprobada por el Ministerio de Justicia

mediante Resolucién 2879 de 1995 y reconocida por el Ministerio de

Relacliones Exteriores

MODIFICACION A LA TRADUCCION OFICIAL No 8 90 93 REALIZADA POR
BERNARDA R DE MARTINEZ CON FECHA 9 DE AGOSTO DE 1993

Se modifica especificamente lo que se subraya en la sigulente
transcripcién de la parte de la traduccidn que corresponde al

CERTIFICADO DE AUTORIDAD otorgado por el Escribano del Condado de
Lake, la cual dice asi *“Yo, Linda Ianuzl Hess, Escribano de
Condado del Condado de Lake en el Estado de Illinois, cuya oficina
es una oficina de registro que tiene un sello, certifico que Mary
H Croses quien ha notarizado el documento anterior o adjunto, era

el 26 de Junio de 1990 Notario Pibliceo nombrado en v para todo el

Condade de Lake, Estado de Illinois y como tal, todas sus

certificaciones deben ser reconocidas En testimonio de lo cual,

mg w3 B (""'\"

he firmado y estampado el sello de esta ofgdfﬁ"TﬁGyﬁﬁﬂﬁE%mﬁT

POTY SOPIA ~DI CINE CIN EL I’.R'GINAL
w QUEHETEVICD A A VilTA
- meﬁ:ﬂ' gL iy w\m

1993n i -
., 83 MAY 2006 E%i;
by T =
PARA QUE AHORA SE LEA Asi ] s e v S

)

¥ i %
"H— £ %'“#% ¥ _:,,_.-:'-
P dl.O lil:h'.'.u.?. GAnAJIAS

Sordade 4é ;Lakeden

.ssﬁ%.wfnﬁfm'"

Yo, Linda Ianuzl Hess, Escribano de Condado

el Estado de Illinois, cuya oficina es una of
!

tiene un sello, certifico que Mary H Cross,

de registro que
quien ha notarizado

el documento anterior o adjunto, fue nombrada el 26 de junio de

1990 un Notario Pidblico en v para todo el Condado de Lake, Estado

de Illinocis y como tal, a todas sus certificaciones deben ser
reconocidas En testimonio de lo cual, he firmado y estampado el

sello de esta oficina hoy junio 17 de 1993

A



»

(Al dorso) Legalizacién de la firma que antecede expedida por el

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No

481652 del 5 de

agosto de 1993, firmada por el Jefe de Legalizaciones

Es traduccidn fiel de la cual se deja copia en esta oficina para

su confrontacién

COLO WPCL 5873-702-001-4

MAR 13/00

e Vo

ABLVIRA MART
M’:?I:C'Om e interprets Oficlal
ingids - Espoficl - inglés
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METHOD FOR PREPARING SUBMICRON PARTICLES OF PACLITAXEL

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS

This apphcation 1s a continuation-in-part of application senal no 10/390,333
filed on March 17, 2003, winch 15 a continuation-in-part of applicaton senal no
10/246,802 filed on September 17, 2002, which 15 a continuation-mn-part of application
senal no 10/035,821 filed on October 19, 2001, which 18 a continuation-m-part of
apphcation senal no 09/953,979 filed September 17, 2001 which 15 2 continuation-in-
part of apphcation senal no 09/874,637 filed on June 5, 2001, which claims pnonty
from provisional application senial no 60/258,160 filed December 22, 2000 All of the
above-mentioned applications are mcorporated heremn by reference and made a part

hereof

FEDERALLY SPONSORED RESEARCH OR DEVELOPMENT
Not Applicable

BACKGROUND OF THE INVENTION
Techmcal Field

The present nventon 1s concerned with the formation of submicron particles
of an antmneoplasbic agent, particularly pachtaxel or its derrvative compounds, by
precipitating the antineoplastic agent n an aqueous medum to form a pre-suspension
followed by homogemzation Surfactants with phospholipids conjugated with a water
soluble or hydrophulic polymer, such as polyethylene glycol (PEG), are used as coating
for the particles The particles produced generally have an average particle size of less
than about 1000 nm and are not rapidly soluble

Backpround Art
There are an ever-increasing number of organic compounds being formulated
for therapeutic or diagnostic effects that are poorly soluble or insoluble 1 agueous

solutions Such drugs provide challenges to delivering them by the admimstrative
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routes detalled above Compounds that are msoluble in water can have sigmficant
benefits when formulated as a stable suspension of sub-micron particles Accurate
control of parhicle size 15 essential for safe and efficacious use of these formulations
Particles must be less than seven microns i diameter to safely pass through capillanes
without causing emboli (Allen et al, 1987, Davis and Taube, 1978, Schroeder et al ,
1978, Yokel et al, 1981) One solution to this prablem 1s the productton of small
particles of the msoluble drug candidate and the creation of a mucroparticulate or
napoparticulate suspension In this way, drugs that were previously unable to be
formulated m an aqueous based system can be made switable for mtravenous
admmmstraion. Switabihity for intravenous admunistration ncludes small parhcle size
(<7 um), low toxicity (as from toxic formulation components or residual solvents), and
broavailability of the drag particles after admimstration

Preparations of small particles of water insoluble drugs may also be suitable for
oral, pulmonary, topical, ophthalmic, nasal, buccal, rectal, vaginal, transdermal
admimstration, or other routes of adinmstration The small size of the particies
improves the dissolution rate of the drug, and hence improving 1ts bioavailability and
potentially 1its toxicity profiles When administered by these routes, 1t may be
desirable to have particle size 1n the rangs of 5 to 100 pm, depending on the route of
admmistration, formulation, solubility, and bioavailability of the drug For example,
for oral admimstration, 1t 1s desirable to have a particle s1ze of less than about 7 pm
For pulmonary admmnistration, the particles are preferably less than about 10 pm m

size

SUMMARY OF THE INVENTION

The present mvention provides methods for prepanng and compositions of
submicron particles of an antineoplastic agent, particularly paclhitaxel or its denvative
compounds The solubility of the antineoplastic agent 1s greater in a water-mscible
first solvent than m a second solvent, which 1s aqueous The methods include (1)
muxmg mto the water-mscible first solvent or the second solvent or both the water-
mscible first solvent and the second solvent a first surface modifier compnsing a
phospholipid coryugated with a water-soluble or hydrophilic polymer, (1) dissolving
the antmeoplastic agent in the water-nmscible first solvent to form a solutton, (1)

muxing the solution with the second solvent to define a pre-suspension of particles, and
-2-
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(1v) homogemzing the pre-suspension to form a suspension of particles having an
average effective particle size of less than about 1 um Preferably, the particles have
an average effective particle size of less than about 400 nm, more preferably less than
200 nm, and miost preferably, less than about 150 nm.

In a preferred embodiment, the water-soluble or hydrophilic polymer
conjugating to the phospholipid 15 polyethylene glycol (PEG) Optonally, a second
surface modifier can be mixed mto the water-muscible first solvent or the second
solvent or both the water-nuscible first solvent and the second solvent A preferred
second surface modifier 1s poloxamer

In an embodiment the homo genization 1s carned out at about 30°C or greater

The methods can further nclude removing the water-miscible first solvent or
the entire liquid phase from the suspension In a preferred embodiment, the water-
mascible first solvent 15 removed sumultaneously with homogemzation

The method can also further include stertlizing the composition

In a preferred embodiment, the particles are not soluble

In another preferred embodiment, the particles do not aggregate under stressed
condibions or upon storage

These and other aspects and attnbutes of the present imvention will be
discussed with reference to the following drawings and accompanying specification

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

FIG 1 shows a diagrammatic representation of one method of the present
mvention,

FIG 2 shows a diagrammatic representation of another method of the present
mvention,

FIG 3 shows amorphous particles prior to homogemzation,

FIG 4 shows particles after annealing by homogemzation,

FIG 5 15 an X-Ray diffractogram of mucroprecipitated itraconazole with
polyethylene glycol-660 12-hydrox ystearate before and after homogemzation,

FIG 6 shows Carbamazepme crystals before homogemzation,

FIG 7 shows Carbamazepinie microparticulate after homogemization (Avestin
C-50),
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FIG 8 15 a diagram 1llustrating the Microprecipitation Process for
Prednisclone,

FIG 9 1 a photomicrograph of predmsolone suspension before
homogemzation,

FIG 10 11 a photomicrograph of predmsolone suspension after
homogenization,

FIG 11 1llustrales a comparison of size distribuhons of nanosuspensions (this
mnvenhion) and a commercial fat emulsion,

FIG 12 shows the X-ray powder diffrachon patterns for raw matenal
1traconazole (top) and SMP-2-PRE (bottom) The raw matenal pattern has been
shifted upward for clanty,

FIG 13a shows the DSC trace for raw matenal 1traconazole,

FIG 13b shows the DSC trace for SMP-2-PRE,

FIG 14 1llustrates the DSC trace for SMP-2-PRE showing the melt of the less
stable polymorph upon heating to 160°C, a recrystallization event upon cooling, and
the subsequent melting of the more stable polymorph upan reheating to 180°C,

FIG 15 illustrates a companson of SMP-2-PRE samples after homogenization
Solid lime = sample seeded with raw matenal 1traconazole Dashed line = unseeded
sample The solid line has been shifted by 1 W/g for clanty;

FIG 16 illustrates the effect of seeding dunng precipitation Dashed line =
unseeded sample, sohd Iine = sample seeded with raw matenal itraconazole The
unseeded trace (dashed line) has been shafted upward by 1 5 W/g for clanty, and

FIG 17 illustrates the effect of seeding the drug concentrate through agmg
Top x-ray ciffraction pattern 1s for crystals prepared from fresh drug concentrate, and
15 consistent with the stable polymorph (see FIG 12, top) Bottom pattern 1s for
crystals prepared from aged (seeded) drug concentrate, and is consistent with the
metastable polymorph (see FIG 12, bottom) The top pattern has been shifted upward
for clanty

FIG 18 shows that the dissolution of two formulations of submucron pachtaxel
particles,

FIG 19 shows the effect of various stressed conditions on the particle size of
submicron particles of pachtaxel, and

PL 1/UDZU/UIO004
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FIG 20 shows the effect of storage om the particle size of submicron particles
of pachtaxel

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVEINTION

The present mvention 1s susceptible of embodiments m many dsfferent forms
Preferred embodiments of the mvention are disclosed with the understanding that the
present disclosure 15 to be considered ss exemphfications of the pnnciples of the
mvention and are not mtended to 'mmit the broad aspects of the mvention to the
embodiments illustrated

The present mmvention provides compositions and methods for formng small
particles of an orgamc compound. An organic compound for use in the process of this
1nventon s any organic chemucal entity whose solubility decreases from one solvent
to another This orgamic compound might be a pharmaceutically active compound,
which can be selected from therapentic agents, diagnostic agents, cosmetics,
nutritional supplemenis, and pesticides

The therapeutic agents cen be selected from a vanety of known
phammaceuticals such as, but are not kmited to analgesics anesthetics, analeptics,
adrenergic agents, adrenergic blocking agents, adrenolytics, adrenocorticoids,
adrenormmetics, anticholinergic agents, anticholinesterases, anticonvulsants,
alkylating agents, alkaloids, allostenic inhabators, anabolic steroids, anorexiants,
antacids, antidiarcheals, antidotes, antifolzcs, antipyretics, antirheumatic agents,
psychotherapeutic agents, neural blocking agents, aot-inflammatory agents,
antthelmintics, anti-arhytlumc agents, antibiotics, anticoagulants antidepressants,
antidiabetic agents, antiepileptics, aniifingals, antthistarmnes, antthypertensive agents,
anbmuscarimc  agents, antunycobactenal agents, antimalanals, antisepthcs,
antineoplasfic agents, antiprotozoal agents, ymmunosuppressants, immunostimulants,
antithyroid agents, antrviral agents, anxiolytic sedatrves, astnngents, beta-adrenoceptor
blocking agents, contrast medra, corticosteronds, cough suppressants, diagnostic
agents, dagnoshc mmaging agents, duretcs, dopaminergics, hemostatics,
hematological agents, hemoglobm rodifiers, hormones, hypnotics, immmunological
agents, antthyperlipidernic end other ipid regulating agents, muscarimcs, muscle
relaxants, parasympathorumetics, parathyroid calcitonm, prostaglandins, radio-

pharmaceuticals  sedatives, sex hormomes, anti-allergic agents, stimulants,

-5-
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sympathomimetics, thyroid agents, vasodilators, vaccines, vitamins, and xanthines
Antineoplastic, or anticancer agents, mnciude but are not limited to pachtaxel and
denvative compounds, and other antneoplastics selected from the group consisting of
alkaloids, antimetabolites, enzyme mhibitors, alkylating agenis and antibiotics The
therapeutic agent can also be a biologic, which mcludes but 1s not mmted to protems,
polypeptides, carbohydrates, polynucleotides, and nucleic acids. The protem can be an
antibody, which can be polyclonal or monoclonal

Diagnostic agents 1nclude the x-ray imagmmg agents and conirast media.
Examples of x-ray mmaging agents nclude WIN-8883 (ethyl 3,5-diacetarmdo-2,4,6-
tmodobenzoate) also known as the ethyl ester of diatrazoic acid (EEDA), WIN 67722,
1e, (6-ethoxy-6-oxohexyl-3,5-bis(acetarmido)-2,4,6-tmodobenzoate,  ethyl-2-(3,5-
bis(acetarmdo)-2,4,6-trnodo-benzoyloxy) butyrate (WIN 16318), ethyl
diatrzoxyacetate {(WIN 12901), ethyt 2-(3,5-bs{acetarmido)-2,4,6-
truodobenzoyloxy)propionate (WIN 16923), N-ethyl 2-(3,5-bis(acetamudo)-2,4,6-
tmodobenzoyloxy acetarmide (WIN 65312), 1sopropyl 2-(3,5-bis(acetarmdo)-2,4,6-
trmodobenzoyloxy) acetarmde (WIN 12855), diethyl 2-(3,5-bis(acetemmdo)-2,4,6-
truodobenzoyloxy malonate (WIN 67721), cthyl 2-(3,5-bis(acetarmdo)-2,4,6-
trmodobenzoyloxy) phenylacetate (WIN 67585), propanedioic acid, [[3,5-
bis{acetylamino)-2,4,5-tnodobenzoylJoxylbis(1-methyl)ester (WIN 68165), and
benzoic ecd, 3 5-bis(acetylamino)-2,4,6-triodo-4-(ethyl-3-ethoxy-2-butenoate) ester
(WIN 68209) Preferred contrast agents include those that are expected to dismtegrate
relatively rapidly under physiological conditions, thus mummzmg any particle
associated mflammatory response  Disintegration may result from enzymatbc
hydrolysis, solubihization of carboxylic acids at physiological pH, or other
mechamsms Thus, poorly soluble 10dmated catboxylic acids such as 10dipamde,
diatrizoic acad, and metnzoic acid, along with hydrolytically labile 10dinated species
such as WIN 67721 WIN 12901, WIN 68165, and WIN 68209 or others may be
preferred

Other contrast media include, but are not lmted to, particulate preparations of
magnehc resonance 1maging aids such as gadohmim chelates, or other paramagnetic
contrast agents Examples of such compounds are gadopentetate dimeghumne
(Magnevist®) and gadoterido] (Prohance®)

-6-
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A description of these classes of therapeutic agents and diegnostic agents and a
Listng of species wathm each class can be found m Martindale The Extra
Pharmacopoeia, Twenty-mnth Edition, The Pharmaceutical Press, London, 1989
which 18 mcorporated herem by refirence and made a part hereof The therapeutic
agents and diagnostic agents are commercially available and/or can be prepared by
techniques known in the art.

A cosmetic agent 1s any active ingredient capable of having a casmetic activity
Examples of these active mgredients can be, mter alia, emollients, humectants, free
radical-inhibiting agents, anti-inflammatones, vitamins, depigmenting agents, anti-
acne agents, antigeborrhoercs, keratolytics, shmmng agents, skin colormg agents and
sunscreen agents, and in particular hinoleic acid, retinol, retmoic acd, ascorbic acid
alkyl ecsters, polyunsaturated fatty acids, micotimc esters, tocopherol mcotinate,
unsaponifiables of nce, soybean or shea, ceramides, hydroxy acids such as glycolic
acid, selenium denvatives, antoxidants, beta-carotene, gamma-orizanol and stearyl
glycerate The cosmetics are commercially available and/or can be prepared by
techmques known n the art

Examples of nutntional supplements contemplated for use m the prachce of the
present mvention include, but are not imited to, proteins, carbohydrates, water-soluble
vitamuns (e g, vitamun C, B-complex vitarmins, and the like), fat-soluble vitamins (e g,
vitamms A, D, E, K, and the hke), and herbal extracts The nutntional supplements
are commercially available and/or can be prepared by techniques known 1n the art

The term pesticide 15 understood to encompass herbicides, insecticides,
acancides, nematicides, ectoparasiticides and fungicides Examples of compound
classes to which the pesticide m the present mnvention may belong mclude ureas,
tnazines, inazoles, carbamates, phosphoric acid esters, dimtroanthnes, morpholines,
acylalammes, pyrethroids, benzilic acid esters, diphenylethers and polycychc
halogenated hydrocarbons Specific Lxamples of pesticides m each of these classes are
hsted i Pestictde Manual, 5th Editon, Bntish Crop Protecton Counctl The
pesticides are commercially available and/or can be prepared by techmques known 1n
the art

Preferably the organic compound or the pharmacentically achive compound 15

poorly water-soluble What 15 meant by “poorly water soluble™ 1s a solubihty of the

-7
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compound 1n water of less than about 10 mg/mi, and preferably less than i mg/mL
These poorly water-soluble agents are most suitable for aqueous suspension
preparations since there are hmuted altematives of formulating these agents in an
aqueous medium

The present nventon can also be practiced with water-soluble
pharmaceutically active compounds, by entrappmg these compounds 1n a solid carrier
matnix (for example, polylactaide-polyglycolide copolymer, albumin, starch), or by
encapsulating these compounds in a surrounding vesicle that 1s impermeable to the
pharmaceutical compound Tihis encapsulating vesicle can be a polymenc coating
such as polyacrylate Further, the sma!l particlcs prepared from these water soluble
pharmaceutical agents can be modified to mmprove chemucal stability and control the
pharmacolanetic properties of the agents by controlling the release of the agents from
the particles Examples of water-soluble pharmaceutical agents mclude, but are not
hmted to, simple orgamc compounds, protems, peptdes, nucleotides,
oligonucleotdes, and carbohydrates

The particles of the present mmvention have an average effective particle size of
generally less than about 100 pm as measured by dynamic hight scattering methods,
e g, photocorrelahon spectroscopy, laser diffraction, low-angle laser hght scattenng
(LALLS), medium-angle laser hght scattertng (MALLS), hight obscuration methods
(Coulter method, for example), theology, or microscopy (light or electron) However,
the particles can be prepared 1n a2 wide range of sizes, such as from about 20 um to
about 10 nm, from about 10 pm to about 10 nm, froma about 2 pm to about 10 nm,
from ebout 1 pm to about 10 nm, from about 400 nm to about 50 nm, from about 200
nm to about 50 nm or any range or combmation of ranges therein The preferred
average effective particle size depends on factors such as the intended route of
adminstration, formulation, solubihity, toxicity and bioavailabihity of the compound

To be suitable for parenteral ademmstration, the particles preferably have an
average effective particle size of less than about 7 um, and more preferably less than
about 2 um or any range or combmation of ranges theretn Parenteral admimstration
mcludes intravenous, intra-arterial, itrathecal, intrapentoneal, intraocular, intra-
articular, mtradural, mtraventncular, intrapencardial, intramuscular intradermal or

subcutaneous myechion

PL1/US2004/036604
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Particles sizes for oral dosage forms cun be 1n excess of 2 pm The particles
can range 1 size up to about 100 um, provided that the particles have sufficient
bioavailability and other charactenistics of an oral dosage foorm Oral dosage forms
include tablets, capsules, caplets, soft and hard gel capsules, or other delivery vehicle
for delivering a drug by oral admimstration

The present mnvention 1s further smtable for providing particles of the orgamc
compound 1n a form switable for pulmonary admimsirastion Parhcles sizes for
pulmonery dosage forms can be m excess of 500 nm and typically less than about 10
pm The particles in the suspension can be aerosolized and admimstered by a
nebulizer for pulmonary admimstation  Altematively, the particles can be
administered as dry powder by a dry powder inhaler after removing the hqud phase
from the suspension, or the dry powder can be resuspended mn a non-aqueous
propellant for admmstration by a metered dose inhaler An example of a suitable
propellant 1s a hydrofluorocarbon (HFC) such as HFC-134a (1,1,1,2-tetrafluorocthane)
and HFC-227ea (1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropane) Unbke -chlorofluorcarbons
(CFC'’s), HFC’s exhibt hittle or no ozone depleton potential

Dosage forms for other routes of delivery, such as nasal topical, ophthalmic,
nasal, buccal, rectal, vaginal, transdermal and the Iike can also be formulated from the
particles made from the present mvention.

The processes for preparing the particles can be scparated into four general
categonies  Each of the categonies of processes share the steps of (1) dissolving an
organic compound i a water muscible first solveat to create a first solution, (2) mixing
the first solution with a second solvent of water to precipitate the organic compound to
create a pre-suspension, and (3) adding energy to the presuspension n the form of
high-shear mixing or heat, or a combination of both, to provide a stable form of the
orgamc compound having the desired size ranges defined above The mixing steps
and the adding energy step can be carned out i consecutive steps or smmultaneously

The categones of processes are distinguished based upon the physical
properties of the organic compound as determined through x-ray diffraction studies,
differenbia!l scanning calonmetry (DSC) studies, or other switable study conducted
pror to the energy-addition step and after the energy-addition step In the first process

category, prior 1o the energy-addition step the organic compound 1n the presuspension
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takes an amorphous form, a semi-crystalline form or a supercooled hquid form and has
an average effective particle size  After the energy-addition step the orgamc
compound 15 1n a crystallme form having an average effective particle size essentially
the same or less than that of the presuspension

In the seccond process category, prior to the energy-addition step the orgamc
compound 1s 1n a crystalline form and hes an average effechive particle mze After the
energy-addibion step the organic compound 15 m a crystalline form having essentially
the same average effective particle size as pnor to the energy-addition step but the
crystals afier the energy-addition step are less hikely to aggregate

The lower tendency of the orgamc compound to aggregate 1s observed by laser
dynamuc light scattenng and light microscopy

In the third process category, prior to the energy-addition step the orgamic
compound 15 1n a crystalline form that 1s fnable and has an average effective particle
size What 1s meant by the term “friable” 15 that the particles axe fragile and are more
casily broken down 1nto smaller particles After the energy-addition step the orgamc
compound 1s 1n a crystalline form having an average effectve particle size smaller
than the crystals of the pre-suspension By taking the steps mecessary to place the
orgamc compound 1n a crystaliine form that 15 fnable, the subsequent energy-addition
step can be camed out more quickly and efficiently when compared to an organic
compound 1 a less fiable crystalline morphology

In the fourth process category, the first solution amd second solvent are
simultaneously subjected to the energy-additton step  Thus, the physical properties of
the organic compound before and after the energy addition step ‘were not measured

The energy-additon step can be camed out in any fashion wheremn the
presuspension or the first solution and second solvent are exposed to cavitation,
sheanng or impact forces In one preferred form of the invention, the energy-addition
step 1s an annealing step Anncaling 1s defined 1n this invention as the process of
converting matter that 15 thermodynarmcally unstable into a more stable form by single
or repeated apphcation of energy (direct heat or mechameal stress), followed by
thermal relaxaton This lowering of energy may be acheved by conversion of the
sohd form from a less ordered to a more ordered lattice structure Alternatively, this
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stabihzation may occur by a reordermg of the surfactant molecules at the sohd-hqud
interface

These four process categones will be discussed separately below It should be
undersicod, however, that the procsss conditions such as choice of surfactants or
combination of surfactants, amount ¢f surfactant used, temperature of reaction, rate of
muxng of solutions, rate of precipitahion and the hke can be selected to allow for any
drug to be processed under any one of the categories discussed next

The first process category, as well as the second, third, and fourth process
categones, can be further divided mto two subcategones, Method A and B, shown
diagrammatically 11 FIGS 1 and 2

The first solvent according to the present mvention 1s a solvent or mixture of
solvents m which the orgamc compcund of interest 1s relatively soluble and which 1s
miscible with the second solvent Such solvents include, but are not mited to water-
miscible protic compounds, in which a hydrogen atom in the molecule 15 bound to an
electronegative atom such as oxygen nitrogen, or other Group VA, VIA and VII A 1n
the Penodic Table of elements Examples of such solvents include, but are not limrted
to, alcohols, ammes (pnmary or secondary), oximes, hydroxamic acids, carboxyhe
acids, sulfonic acids, phosphomc acids, phosphonc acids, ammdes and urcas

Other examples of the first solvent also mclude aprotic organic solvents Some
of these aprohc solvents can form hydrogen bonds with water, but can only act as
proton acceptors because they lack effective proton donating groups One class of
aprotic solvents 15 a dipolar aprotic solvent as defined by the International Union of

Pure and Apphed Chemistry (IUPAC Compendium of Chemucal Termnology, 2nd
Ed, 1997)

A salvent with a comparatively high relative permittivity
(or diclectnc constant) greater than ca. 15 and a sizable
permanent dipole moment, that cannot donate suitably

labile hydrogen atoms to form strong hydrogen bonds,
e g dimethyl sulfoxide

Dapolar aprotic solvents can be selected from the group consisting of amudes
(fully substituted, with mitrogen lacking attached hydrogen atoms), ureas (fully
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substituted, with no hydrogen atoms attached to mitrogen), ethers, cyclic ethers,
nitriles, ketones, sulfones, sulfoxides, fully substituted phosphates, phosphonate esters,
phosphoramudes, mtro compounds, and the ke Dimethylsulfoxide (DMSQ), N-
methyl-2-pyrrohdmone (NMP), 2-pyrrolidinone, 1,3-dimethyhimidazohdinone (DMI),
dimethylacetarmde (DMA), dmethylformamide (DMF), doxane, acetone,
tetrahydrofuran (THF), tetramethylenesulfone (sulfolane), acetonirile, and
hexamethylphosphorammde (HMPA), mtromethane, among others, are members of this
class

Solvents may also be chosen that are generally water-immuscible, but have
sufficient water solubility at low volumes (less than 10%) to act as a water-miscible
first solvent at these reduced volumes Examples include aromatic hydrocarbons,
alkenes, alkanes, and halogenated aromatics, halogenated alkenes and halogenated
alkanes  Aromatics include, but are not hmited to, benzene (subshtuted or
unsubstituted), and momnocychic or polycychc arenes  Examples of substituted
benzenes mclude, but are not lmited fo, xylenes (ortho, meta, or para), and toluene
Examples of alkanes mclude but are not lmited to hexane, ncopentane heptane,
1sooctane, and cyclohexane Examples of halogenated aromatics mnclude, but are not
restricted to, chlorobenzene, bromobenzene, and chlorotoluene Examples of
halogenated alkanes and alkenes include, but are not restricted to, tnchloroethane,
methylene chionide, ethylenedichlonide (EDC), and the ke

Examples of the all of the above solvent classes include but are not hmited to
N-methyl-2-pyrrohidinone (also called N-methyl-2-pyrrolidone), 2-pyrrolidmone (also
called 2-pymrohdone), 1,3-dinethyl-2-imidazohdinons (DMI), dimethylsulfoxide,
cimethylacetanmde, acetic acid, lachic acid, methanol, ethanol, 1sopropanol, 3-pentanol,
n-propanol, benzyl alcohol, glycerol, butylene glycol (butanediol), ethylene glycol,
propylene glycol, mono- and diacylated monoglycendes (such as glyceryl caprylate),
dimethyl 1sosorbide, acetone, dimethylsulfone, dimethylformammide, 1 4-dioxane,
tetramethylenesulfone  (sulfolane), acetomtnle, mtromethane, tetramethylurea,
hexamethylphosphoramide (HMPA) tetrahydrofuran (THF), dioxane, diethylether,
tert-butylmethy! ether (TBME), aromatic hydrocarbons, alkenes, alkanes, halogenated
aromatics, halogenated alkenes, halogenated alkenes, xylene, toluene, benzene,
substituted benzene, ethyl acetate, methyl acetate, butyl acetate, chlorobenzene,
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bromobenzene, chlorotoluene, trichlorocthane, methylene chlonide, ethylenedichlonde
(EDC), hexane, neopentane, heptane, 1sooctane, cyclohoxane, polyethylene glycol
(PEG, for example, PEG4, PEG-8, PEG-9, PEG-12, PEG-14, PEG-16, PEG-120,
PEG-75, PEG-150), polyethylene glycol esters (examples such as PEG-4 dilaurate,
PEG-20 dilaurate, PEG-6 1soctearate, PEG-8 palmitostearate, PEG-150
palmitostearate), polyethylene glycol sorbitans (such as PEG-20 sorbitan isostearate),
polyethylene glycol monoalkyl ethers (examples such as PEG-3 dimethy] ether, PEG4
dimethyl ether), polypropylene glycol (PPG), polypropylene alganate, PPG-10
butanediol, PPG-10 methyl glucose ether, PPG-20 methyl glucose ether, PPG-15
stearyl ether, propylene glycol dicaprylate/dicaprate, propylene glycol laurate, and
glycofurol (tetrahydrofurfuryl alcohol polyethylene glycol ether) A preferred first
solvent 1s N-methyl-2-pyrrohdimone  Another preferred first solvent 1s lactic acid

The second solvent 15 an aqueous solvent This agueous solvent may be water
by itself This solvent may also contain buffers, salts, swfactant(s), water-soluble
polymers, and combinations of these excipients

Method A

In Method A (see FIG 1), the orgamic compound (“drug ") 15 first dissolved n
the first solvent to create a first solution. The orgamc compound can be added from
abont 0 1% (w/v) to about 50% (w/v) depending on the solubility of the orgamc
compound i the first solvent Heating of the concentrate from about 30°C to about
100°C may be necessary to ensure total dissolution of the compound in the first
solvent.

A second aqueous solvent is provided with cne or more optional surface
modifiers such as an amome surfactant, a catonic surfactant, a nomonic surfactant or a
biologically surface achve molecule added thereto Switable amiomie surfactants
include but are not mited to alkyl sulfonates, alkyl phosphates, alkyl phosphonates
potassijum lavrate, tnethanolamine stearate, sodium lauryl sulfate, sodium
dodecylsulfate, alkyl polyoxyethylene sulfates, sodum algmate, choctyl sodium
sulfosuccinate, phosphatidyl choline, phosphatidyl glycerol, phosphatidyl mosine,
phospbatdylsenine, phosphahdic acid and therr salts, glyceryl esters, sodium
carboxymethylceliulose, cholic acid and other bile acids (e g, cholic acad, deoxycholic
acid, glycocholic acid, taurocholic acid, glycodeoxycholic acid) and salts thereof (e g,
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sodrum deoxycholate, etc) Swuitable catromic surfactants mclude but are not limited to
quaternary  ammonium compounds, such a5 benzalkonnum chilonde,
cetyltnmethylammomum  bromude, chitosans, lauryldimethylbenzylammonum
chlonde, acyl carmitine hydrochlondes, or alkyl pyndinium hahdes As amomc
surfactants, phospholipids may be used Suitable phospholipids include, for example
phosphatidyicholine, phosphatidylethanolamme, diacyl-glycero-phosphoethanolamine
(such s dimynstoyl-glycero-phosphoethanolammne (DMPE), dipalmitoyl-glycero-
phosphoethanolamme (DPPE), distearoyl-glycero-phosphoethanolamme (DSPE), and
dioleolyl-glycero-phosphoethanolamme (DOPE)), phosphatidylsenne,
phosphatidyhnositol, phosphatidylglycerol, phosphatdic acid, lysophospholipids, egg
or soybean phospholipid or a combination thereof. The phosphohprd may be salted or
desalted, hydrogenated or partially hydrogenated or natural semusynthetic or synthetic
The phospholipid may also be congugated with a water-soluble or hydrophihic polymer
A preferred polymer 1s polyethylene glycol (PEG), which 1s also known as the
monomethoxy polyethyleneglycol (mPEG) The molecule weights of the PEG can
vary, for example, from 200 to 50,000 Some commonly used PEG’s that are
commercially available mnclude PEG 350, PEG 550, PEG 750, PEG 1000, PEG 2000,
PEG 3000, and PEG 5000 The phospholipid or the PEG-phospholipid conjugate may
also mcorporate a functional group which can covalently attach to a ligand mciuding
but not lmmited to proteins, peptdes, carbohydrates, glycoprotens, antibodies, or
pharmaceutically active agents These functional groups may comjugate with the
hgands through, for example, amude bond formation, disulfide or thioether formation,
or hotw/streptavidin binding Examples of the hgand-binding functional groups
include dbut are not limited to hexanoylamune, dodecanylamme, 1,12-
dodecanedicarboxylate, thioethanol, 4-(p-maleirmdophenyl)butyramide (MPB), 4-(p-
malermidomethyl)cyclohexane-carboxamide (MCC), 3-(2-pyndyldithio)propionate
(PDP), succinate, glutarate, dodecanoate, and biotin

Suitable nomomic surfuctants include polyoxyethylene fatty alcohol ethers
(Macrogol and Bmj), polyoxyethylene sorbitan fatty acad esters (Polysorbates),
polyoxyethylene fatty acid esters (Myr)), sorbitan esters (Span), glycerol monostearate,
polyethylene glycols, polypropylene glycols, cetyl alcohol, cetostearyl alcohol, stearyl
alcohol, aryl alkyl polyether alcohols, polyoxyethylene-polyoxypropylene copolymers
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(poloxamers), poloxamimes, methylcellulose, hydroxymethylcellulose,
hydroxypropylcellulose, hydroxypropylmethylcellulose, noncrystalline cellulose,
polysacchandes ncluding starch and starch denvatives such as hydroxyethylstarch
(HES), polyvinyl alcohol, and pelyvinylpyrrohdone In a preferred form of the
mvention, the nomomc surfactant 1s a polyoxyethylene and polyoxypropylene
copolymer and preferably a block copolymer of propylene glycol and ethylene glycol
Such potymers are sold under the tradename POLOXAMER also sometimes referred
to as PLURONIC®, and sold by several supphers mncluding Spectrum Chemical and
Ruger Among polyoxyethylene fatty acid esters 1s included those having short alkyl
chamns One example of such a surfactant 158 SOLUTOL® HS 135, polyethylene-660-
hydroxystearate, manufactured by BASF Aktiengesellschaft.

Surface-ective biological molecules include such molecules as albumun, casemn,
lurudin or other appropnate protemns Polysaccharrde biologics are also included, and
consist of but not hmated to, starches, hepann and chrtosans

It may also be destrable to add a pH adjusting agent to the second solvent such
as sodiam hydroxide, hydrochlon. acid, tns buffer or catrate, acetate, lactate,
meglumine, or the ike The second solvent should have a pH wathin the range of from
about 3 to about 11

For oral dosage forms one or more of the followmg excapients may be utilized
gelatin, casemn, lecithin (phosphahdes), gum acacia, cholesterol, tragacanth, steanc
acid, benzalkomum chloride, calcium stearate, glyceryl monostearate, cetostearyl
alcohol, cetomacrogoi emulsifying wax, sorbitan esters, polyoxyethylene alkyl ethers,
¢ g, macrogol ethers such as cefomacrogol 1000, polyoxyethylene castor o1l
denvatives, polyoxyethylene sorbitan fatty acid esters, ¢ g, the commercially available
Tweens™, polycthylene glycols, polyoayethylene stearates, colloidal silicon dioxide,
phosphates, sodium dodecylsulfate, carboxymethylcellulose calcium,
carboxymethylcellulose sodium, methylcellulose, hydroxyethyleellulose,
hydroxypropylcellulose, hydroxypropylmethylcellulose phthalate, noncrystalline
cellulose, magnesium aluminum silicate, triethanclamme, polyvinyl alcohol (PVA),
and polyvinylpyrrohdone (PVP) Most of these exctpients are descnbed 1n detai] mn the
Handbook of Pharmaceutical Excipients, published jomtly by the American
Phammaceutical Association and The Phanmaceutical Soctety of Great Brtamn, the
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Pharmaceutical Press, 1986 The surface modifiers are commmercially available and/or
can be prepared by techniques known m the art. Twa or more surface modafiers can be
used 1n combmation

In a preferred form of the invention, the method for preparning small particles of
an orgamc compound includes the steps of adding the first solution to the second
solvent. The addition rate 1s dependent on the batch size, and precipitation kinetics for
the orgamc compound Typically, for a smell-scale laboratory process (preparation of
1 hter), the addition rate 1s from about 0 05 cc per minute to about 10 cc per munute
Dunng the addition, the solutions should be under constant agitaion It has been
observed using light microscopy that amorphous particles, semi-crystalline sohds, or a
supercooled hiquid are formed to create a pre-suspension The method further includes
the step of subjecting the pre-suspension to an energy-addition step to convert the
amorphous particles, supercooled hquid or semucrystalline solid to a more stable,
crystalline solid state. The resulting particles will have an average effective particles
size as measured by dynamic light scattering methods (e g, photocorrelation
spectroscopy, laser diffraction, low-angle laser Light scattermg (LALLS), medium-
angle laser hight scattenng (MALLS), light obscuration methods (Coulter method, for
example), rheology, or microscopy (hght or electron) within the ranges set forth
above) In process category four, the first solohon and the second solvent are
cormbined while smmultaneously conducting the energy-addition step

The energy-addition step involves adding energy through somcation,
homogenization, countercurrent flow homogemzation, mucroflmdization, or other
methods of providing 1mpact, shear or cavitation forces The sample may be cooled or
heated durning this stage In one preferred form of the invention, the energy-addition
step 1s effected by a miston gap homogemzer such as the one sold by Avestin Inc
under the product designabhon EmulsiFlex-C160 In another preferred form of the
invention, the energy-addrhion step may be accomphshed by uitrasonication using an
ultrasoruc  processor such as the Vibra-Cell Ultrasomce Processor (600W),
mamufactured by Sonics and Matenals, Inc In yet another preferred form of the
jnvention, the energy-addihon step may be accomphished by use of an emulsification
apparatus as described m U S Patent No 5,720,551 which 1s incorporeted heren by
reference and made a part hereof
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Depending upon the rate of epergy addition, it may be desirable to adjust the
temperature of the processed sample to within the range of from approximately —30°C
to 30°C Alternatively, mn order to eftect a desired phase change in the processed sohd,
1t may also be necessary to heat the pre-suspension to a temperature within the range
of from about 30°C to about 100°C duning the energy-addition step

Method B

Method B differs from Method A 1n the followmng respects The first
difference 1s a surfactant or combmaton of surfactants 1s added to the first solution.
The surfactants may be selected from the groups of amomc, nomaomg, cationic
surfactants, and surface-active biological modifiers set forth above

Comparative Example of Method A and Method B and USPN 5.780.062
United States Patent No 5,780,062 discloses a process for prepanng small

particles of an organic compound by first dissolving the compound 1n a suitable water-
muscible first solvent A second solution 15 prepared by dissolving a polymer and an
amphiphile m aqueous solvent. The first solution 1s then added to the second solution
to form a precip:tate that consists of the organic compound and a polymer-amphiphile
complex The ‘062 Patent does not disclose utihzing the energy-addition step of this
invention m Methods A and B Lack of stability i1s typically evidenced by rapid
aggregation and particle growth. In some mstances, amorphous particles recrystallize
as large crystals Adding energy to the pre-suspension in the marmer disclosed above
typically affords particles that show decreased rates of particle aggregahon and
growth, as well as the absence of recrystallization upon product storage

Methods A and B are further distingmished from the process of the ‘062 patent
by the absence of a step of forming a polymer-amphiphile complex prnor to
precipitation In Method A, such a complex cannot be formed as no polymer 15 added
to the diluent (aqueous) phase In Mzthod B, the surfactant, which may also act as an
amphiphile, or polymer, 1s dissolved with the organic compound in the first solvent
This precludes the formation of any amphiphile-polymer complexes pnior to
precipitahon  In the ‘062 Patent, successful precipitation of small partzcles relies upon
the formation of an amphiphile-polymer complex prior to precipitation The ‘062

Patent discloses the amphiphile-polymer complex forms agpregates 1n the aqueous
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sccond solution. The ‘062 Patent explamns the hydrophobic orgamic compound
interacts with the amphuiphile-polymer complex, thereby reducing solubilaty of these
aggregates and causing precipitation. In the present invention, 1t has been
demonstrated that the mclusion of the surfactant or polymer in the first solvent
{(Method B} leads, upon subsequent addstion to second solvent, to formation of a more
umiform, finer particulate than 1s afforded by the process outlined by the ‘062 Patent

To this end, two formulations were prepared and analyzed REach of the
formulations has two solutions, a concenirate and an aqueous diluent, which are mixed
together and then somicated The concentrate in each forrulation has an orgamc
compound (itraconazole), a water miscible solvent (N-methyl-2-pyrrohdinone or
NMP) and possibly a polymer (poloxamer 188) The aquecus diluent has water, a tns
buffer and possibly a polymer (poloxamer 188) and/or a surfactant (sodium
deoxycholate) The average particle diameter of the organic parhicle 13 measured prior
to somication and after somcation

The first formulation A has as the concentrate itraconazole and NMP The
aqueous diluent includes water, poloxamer 188, tr1s buffer and sodrom deoxycholate
Thus the aqueous diluent includes a polymer (poloxamer 188), and an amphiphile
(sodium deoxycholate), which may form a polymer/amphiphile complex, and,
therefore, i1s 1n accordance with the cisclosure of the ‘062 Patent. (However, again the
‘062 Patent does not disclose an energy addition step )

The second formulathon B has as the concentrate rraconazole, NMP and
poloxamer 188 The aqueous diluent includes water, tns buffer and sodium
deoxycholate This formulation 15 made in accordance with the present mvention.
Smce the aqueous diluent does not contain a combination of a polymer (poloxamer)
and an amphiphile (sodium deoxycholate), a polymer/amphiphile complex cannot
form prior to the muxing step

Table 1 shows the average particle diameters measured by laser daffraction on
three replicate suspension preparations An mitial size detenmination was made, after
which the sample was somicated for 1 minute The size determinaton was then
repeated. The large size reduction upon sonication of Method A was indicative of
parhicle aggregation

Table 1
-18-
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Method | Concentrate Aqueous Dituent Average After
particie somication
dhameter (1 nunute)

{mucrons)
A traconazole (18%),N-methyl | poloxamer 188 187 236
2 pyrrohdmone (6 mL) (2 3%) sodium deoxycholate 107 246
(0 3%)tns buffer (5 mM, pH 121 193
B)water (qs to 94 mL)
B jtraconazole (18%)poloxamer | sodmm deoxycholate 0154 0198
188 (37%)N-methyl-2- (0 3%)tns buffer (5 mM, pH 0178 0179
pyrohdinons (6 mL) 8)water (gs to %4 mL) 0181 0177

A drug suspension resulting from application of the processes descnbed 1n this
mvention may be admimstered direutly as an myectable solution, provaded Water for
Injection 1s used m formulation and an appropnate means for solution stenlization 1s
applied Sterihzation may be accomplished by methods well known in the art such as
steam or heat stenhization, gamma2 irradiatton and the hke Other stenhzation
methods, especially for particles m which greater than 99% of the particles are less
than 200 nm, would also include pre- filtration first through a 3 0 mucron filter followed
by filtration through a 045-mucron particle filter, followed by steam or heat
stenilization or stenle filtraton through two redundant 0 2-micron membrane filters
Yet another means of stenhizaton 1s stenle filtration of the concentrate prepared from
the first solvent confaiming drug and opticnal surfactant or surfectants and stenle
filtrathon of the aqueous diluent. These are then combmed m a stenle mxing
container, preferably mn an 1solated, stenle environment Mixing, homogenization, and
further processing of the suspension are then camed out under aseptic conditions

Yet another procedure for sienhzation would consist of heat stenlization or
autoclaving within the homogemzer itself, before, dunng, or subsequent to the
homogemzation step Processing after this heat treatment would be carned out under
aseptic conditions

Optionally, a solvent-free suspension may be produced by solvent removal
after precipitation  This can be accomplished by centrifugation, dialysis, diafiltration,
force-field frachonation, lugh-pressure filtration, reverse osmosis, or other separation
techniques well known in the art  Complete removal of N-methyl-2-pyrrolidinone was
typically carned out by one to three successive centnfugation rums, after each
centnfugation (18,000 rpm for 30 munutes) the supematant was decanted and
discarded A fresh volume of the suipension vehicle wathout the orgaruc solvent was
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added to the remaiming solids and the muxture was dispersed by homogemzation. It
will be recognized by those sklled in the art that other high-shear mixmg techmques
could be apphed 1n this reconstitution step Allemnatively, the solvent-free particles
can be formulated wnto vanous dosage forms as desired for a variety of admumstrative
routes, such as oral pulmonary, nasal, topical, intramuscular, and the like.

Furthermore, any undesired excipients such as surfactants may be replaced by a
more desirable excipient by use of the separation methods descnbed mn the above
paragraph The solvent and first excipient may be discarded wath the supernatent after
ceninfugation or filtrahon. A fresh volume of the snspension vehicle without the
solvent and without the first exciptent may then be added. Altematively, a new
surfactant may be added. For example, a suspension consisting of drug, N-methyl-2-
pyrrohidinone (solvent), poloxamer 188 (first excrpent), sodum deoxycholate,
glycerol and water may be replaced with phospholipids (new surfactant), glycerol and
water after centrifugahion and removal of the supernatant.

I Frst Process Category

The methods of the first process category generally include the step of
dissolving the orgamc compound 1 a water miscible first solvent followed by the step
of mixing this solution with an agueous solvent to form a presuspension wherein the
organic compound 1s 1n an amorphous form, a semicrystalline form or n a supercooled
hqud form as deterpuned by x-ray diffraction studies, DSC, hght microscopy or other
analytical techmiques and has an average effechve particle size withm one of the
effective particle size ranges set forth above The mixing step 1s followed by an
energy-addition step

II Second Process Category

The methods of the secand processes category mclude essentally the same
steps as 1n the steps of the first processes category but differ n the following respect
An x-ray diffraction, DSC or other suitable analytical techmques of the presuspension
shows the orgame compound 1n a crystalline form and having an average effective
particle size The organic compound after the energy-addition step has essentially the
same average effective particle size as pnor to the encrgy-addition step but has less of

a tendency to aggregate mto larger particles when compared to that of the particles of
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the presuspension Without bemng bound to a theory, 1t 1s believed the differences 1n
the particle stability may be due to a reordenng of the surfactant molecules at the

sohd-hqud mterface

I Third Process Category

The methods of the third category modify the first two steps of those of the first
and second processes categones to cnsure the organic compound m the presuspension
15 n a fnable form having an average effective particle size (e g., such as slender
needles and thin plates) Fnable particles can be formed by selecting smitable solvents,
surfactants or combination of surfactants, the temperature of the individual solutions,
the rate of muxing and rate of precipitaton and the hke Fnabihty may also be
enhanced by the mtroduction of lattice defects (e g, cleavage planes) during the steps
of mixing the first soluhon with the aqueous solvent This would arise by rapid
crystallization such as that afforded in the precipitation step In the energy-addition
step these fnable crystals are converted to crystals that are kinetically stabihized and
having an average effective particle size smaller than those of the presuspension
Kinetcally stabilized means particles have a reduced tendency to aggregate when
compared to particles that are not kinetically stabihzed In such instance the energy-
addibon step results in a breaking up of the fnable particles By ensurmng the particles
of the presuspension are in a fiiable state, the orgamic compound can more easly and
more quickly be prepared mto a particle within the desired size ranges when compared
to processing an organic compound where the steps have not been taken to render it 1
a friable form

IV Fourth Process Category
The methods of the fourth process category include the steps of the first

process category except that the m.xing step ts camed out simultaneously with the
energy-addition step

Polymorph Control

The present mvention further provides additional steps for controling the
crystal structure of an orgamc compound to ulimately produce a suspension of the
compound n the desired size range and a desired crystal structure  What ts meant by

the term “‘crystal structure ’ 15 the arrangement of the atoms within the umit cel] of the
-21-
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crystal Compounds that can be crystalhzed mnto different crystal structures are said to
be polymorphic Identification of polymorphs is important step mn drug formulation
since different polymorphs of the same drug can show differences in solubilty,
therapeutic activity, bioavailability, and suspension stability Accordingly, it 1s
unportant to control the polymorphic form of the compound for ensuning product
punty and batch-to-batch reproducibility

The steps to control the polymorplic form of the compound includes seedmg
the first solution, the second solvent or the pre-suspension to ensure the formation of
the desired polymorph Seeding includes using a seed compound or adding energy In
a preferred form of the invention the seed compound 15 a pharmaceutically-active
compound 1n the desired polymorphic form Alternatively, the seed compound can
also be an ert impunty, a compound unrelated 1n structure to the desired polymorph
but with features that may lead to templating of a crystal nucleus, or an orgamc
compound with a structure simitar to that of the desired polymorph

The seed compound can be precipitated from the first solution This method
mcludes the steps of adding the orgamic compound m sufficient quantity to exceed the
solubility of the orgamic compound mn the first solvent to create a supersaturated
solution The supersaturated solution 1s treated to precipitate the orgamc compound m
the desired polymorphic form. Treating the supersaturated solution includes aging the
solution for a time penod until the formation of a crystal or crystals 13 observed to
create a seeding mixture It is also possible to add energy to the supersaturated
solution to cause the orgamc compound to precipitate out of the solution m the desired
polymorph. The energy can be added i a vanety of ways mcluding the energy
addition steps described above Further energy can be added by heating, or by
exposing the pre-suspension to electromagnetic energy, particle beam or electron beam
sources The eleciromagnetic energy includes hight energy (ultraviolet, visible, or
infrared) or coherent radiation such as that provided by a laser, microwave energy such
as that provided by a maser (mcrowave amplificaton by sttmulated emission of
radiation), dynamec electromagnetic energy, or other radiation sources It 15 further
contemplated uthzing ultrasound, a static electnic field, or a stahc magnetic field, or

combinations of these, as the energy-addition source
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In a preferred form of the mvention, the method for producing seed crystals
from an aged supersaturated solution includes the steps of (1) adding a quantity of an
organic compound to the first orgamc solvent to create a supersaturated solution, (1)
aging the sopersaturated solution to form detectable crystals to create a seeding
mixture, and (u1) mixmg the seeding mixture with the second solvent to precipitate the
organic compound to create a pre-suspension. The presuspension can then be further
processed as described in detail above to provide an aqueous suspension of the organic
compound n the desired polymorph end in the desired size range

Seeding can also be accomplished by adding energy to the first solution, the
second solvent or the pre-suspension provided that the exposed Lquid or hiquds
contamn the orgamic compound or a seed matenal The energy can be added m the
same fashion as described above for tae supersaturated solution

Accordingly, the present mvenhon provides a composition of matter of an
orgamc compound m 2 desired polymorphuc form essentially free of the unspecified
polymorph or polymorphs In a preferred form of the present mvention, the orgamic
compound 18 a pharmaceutically active substance One such example 1s set forth 1n
example 16 below where seeding during mucroprecipitation provides a polymorph of
ttraconazole essentially free of the polymorph of the raw matenal It 1s contemplated
the methods of this invention can be used to selectively produce a destred polymorph
for numerous pharmaceutically achive compounds

Submicron susnensions of antineoplastic agents
The methods descnbed previously i this application can be used to prepare

formulations contamng suspension. of submicron particles of water-insoluble
antineoplastic agents, parficularly pachtaxel or its denvative compounds, including,
but are limited to, docetaxel and other pachtaxel analogs These formulations
generally permit lngh drug loading contaning 1-20% w/v drug Higher than 20% w/v
drug loading can also be accomphshed with these formulations The same formulation
can be admnistered by vanous routes, e g, oral, parenteral, and pulmonary

The particles of the antineoplastic agent can be formulated both to remove
cremophor as an excipient as well as to achieve a dosage form having the
charactenstic of long circulation time.  Particles formulated with surface modifiers
with polyethylene glycol (PEG) functionality can be used to avoud particle
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opsomzahon and consequent reticuloendotheljal system (RES) uptake. In addition,
particles having particle size of less than 200 nm, and particularly less than 150 nm,
can be used to aid long-circulation time as well as tumor targeting by permeation
through fenestrated tumor vasculature

A preferred method of prepanng the submicron particles of these antineoplastic
agents consisis of (1) mpung mto the water-miscible first solvent or the second solvent
or both the water-miscible first solvent and the second solvent a first surface modifier
compnsing & phospholimd conjugated with a water-soluble or hydrophilic polymer,
(n) dissolving the antineoplastic agent i the water-rmiscible first solvent to form a
solution, (1) maxng the solution with the second solvent to define a pre-suspension of
particles, and (1v} homogemzing the pre-suspension to form a suspension of particles
having an average effective particle size of less than about 1 pym A preferred water-
muscible first solvent 18 N-methyl-2-pymrohdimone Preferably, the particles have an
average cffective particle size of less than about 400 nm, more preferably less than 200
nm, and most preferably, less than about 150 nm

The phospholipid used can be natural or synthetic Examples of sutable
phohosphohipds mclude, but are mnot hmited to, phosphatdylcholine,
phosphatidylethanolarmne, diacyl-glycero-phospboethanolamine, phosphatidylserine,
phosphatidylinositol, phosphatidylglycerol, phosphatidic acid, lysophospholipids, egg
or soybean phosphohipid or a combmnation thereof The dracyl-glycero-
phosphethanolamme can be selected from dimynstoyl-glycero-phosphoethanolamine
(DMPE), dipalmitoyl-glycero-phosphoethanolamimne (DPPE), distearoyl-glycero-
phosphoethanolamine (DSPE), dioleolyl-glycero-phosphocthanolamune (DOPE) or the
like

In a prefered embodument, the water-soluble or hydrophilic polymer
comjugating to the phosphohpid 1s polyethylene glycol (PEG), such as, but are not
Iimted to, PRG 350, PEG 550, PEG 750, PEG 1000, PEG 2000, PEG 3000, and PEG
5000 Other hydrophilic polymer conmjugaies can also be used, eg, dextran,
hydroxypropyl methacrylate (HPMA), polyghitamate and the like

Optionally, a second surface modifier can be mixed nto the water-miscible
first solvent or the second solvent or both the water-miscible first solvent and the

second solvent The second surface modifier may be needed to further stabihze the
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particles The second surface modifier can be selected from amomic surfactants,
cationic surfactants, nomomnc surfactants and surface active biological modifiers as
descnibed 1n detail previously mn thms applicatton A preferred second surface modifier
1s poloxamer, such as poloxamer 188

The size of the particles prcduced can be controlled by the temperature at
which the homogemization 1s cammed out, as shown in the examples in Example 19 In
an embodiment, the homogemzation 1s carmed out at about 30°C or greater, such as at
about 40°C or about 70°C

The methods can further mclude removing the water-miscible first solvent
from the suspension to form an aqueous suspension of the particles which 1s essentially
solvent frec In a preferred embodiment, the water-miscible first solvent 15 removed
simultaneously with homogemzation as descnbed m detml m a co-pending and
commonly assigned U S Patent Application Attomey Docket Number 113957-375

The method can also further include removing the entire hquid phase of the
suspension to form a dry powder of the particles The dry powder can be admimstered
to a subject by the pulmonary route, or it can be resuspended 1n an approprniate diluent,
such as a diluent suitable for parenteral or oral administration The particles can also
be formulated for oral admmstration  Formulations for parenteral and oral
admimstrations are well known for those skilled in the art The same formulation 1s
can used for admimistration to a subject by vanious routes, such as, but are not hmited
to, parenteral, oral, pulmonary, topx al, ophthalmic, nasal, buccal, rectal, vagmal, and
transdermal

The method can also further include stenhzing the composition as previously
described m this application Methods for stenlizing pharmaceutical compositions
mclude, but are not imited to filtration, heat sterihzation, and gamma wradiahon Heat
stenhzatton, may be effected by the heat within the homogemzer m which the
homogemzer serves as a heating and pressurization source for sterilization

In a preferred embodiment, the particles are not soluble The particles can be
tested for their solubility by dissolution kinetics using % transmission at 400 nm as a

measure for dissolution The particles are not soluble 1f % transmission does not
return to 95% or more of the 1mhal value
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In another preferred embodiment, the particles do not aggregate under stressed
cond:tions or upon storage Examples of stressed conditions include, but are not
Immted to, thermal cycling, repeated freeze-thaw cyching, agitation, and centnfugation
Stress testing methods for particles are well known in the art. Typical stress testmg
methods are descnbed n detail 1n Novel Injectable Formulations of Insoluble Drugs,
Pace ot al , Pharm Tech, March 1999, pg 116-134 Aggregation can be eshmated by
measunng particle size before and after 1 minute somcation and companng the
drfference via the following equation
(Po - Pusg) X100

Poss
where Pgy represents 99" percentile of the particle size distnbution of the particles

before sonication and Pyos represents 99 percentile of the particle size distribution of
the particles after somcation

% Aggregation =

Examnples

A Bxamples of Process Category 1

Example 1 Preparation of itraconazole suspension by use of Process Catepory 1.
Methad A with homogenization.

To a 3-L flask add 1680 ml. of Water for Ijechion Heat hiqmd to 60-65°C,
and then slowly add 44 grams of Pluromc F-68 (poloxamer 188), end 12 grams of
sodium deoxycholate, stirnng after each addition to dissolve the sohds After addition
of sohds 15 complete, str for another 15 munutes at 60-65°C to ensure complete
dissolution Prepare a 50 mM tns (tromethamine) buffer by dissolving 6 06 grams of
tns 1 800 mL of Water for Injection Thitrate this solution to pH 80 with 01 M
hydrochloric acid Dilute the resulting solution to 1 hiter with additional Water for
Injection Add 200 mL of the tris buffer to the poloxamer/deoxycholate solunon Stir

thoroughly to mix solutions

In a 150-mL beaker add 20 grams of itraconazole and 120 mL of N-methyi-2-
pyrrohdinone. Heat mixture to 50-60°C, and stir to dissolve solids After total
dissolution 1s visually apparent, stir another 15 mnutes to ensure complete dissolution
Cool itraconazole-NMP solution to room temperature.,

Charge a synnge pump (two 60-mL glass synnges) with the 120-mL of
itraconazole solution prepared previously Meanwhile pour all of the surfactant
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solution mnto a homogemzer hopper that has been cooled to 0-5°C (this may either by
accomphshed by use of a jacketed hopper through which refrigerant 15 circulated, or
by surrounding the hopper with 1ce) Posihion a mechamcal stirrer into the surfactant
solution so that the blades are fully immersed Using the synnge pump, slowly (1-3
mL/mn) add all of the itraconazole solution to the stirred, cooled surfactant solution
A stumng rate of at least 700 rpm 18 recommended An aliquot of the resulting
suspension (Suspension A) 1s analyzed by hght mmcroscopy (Hoffman Modulation
Contrast) and by laser diffraction (Homba) Suspension A 1s observed by hght
mcroscopy o constst of roughly sphencal amorphous particles (under 1 mucron),
either bound to each other in aggregates or freely moving by Browman motion Sec
FIG 3 Dynamic hight scattenng measurements typically afford a bimodal distribution
pattern sigmufying the presence of aggregates (10-100 microns 1n s1ze) and the presence
of smgle amorphous particles rangmg 200-700 nm 1n median particle diameter

The suspension 15 ummediately homogemzed (at 10,000 to 30,000 psi1) for 10-
30 ounutes At the end of homogemzation, the temperature of the suspension m the
hopper does not exceed 75°C  Ths homogemzed suspension 15 collected 1n 500-mL
bottles, which are cooled immediately 1n the refngerator (2-8°C) This suspension
(Suspension B) 1s analyzed by light microscopy and 1s found to consist of small
elongated plates with a length of 05 to 2 mucrons and a width in the 0 2-1 micron

range See FIG 4 Dynamuc hght scattenng measurements typscally indicate a
median diameter of 200-700 nm

Stability of Suspension A (*Pre-suspension™) (Example 1)

During microscopic exammation of the ahquot of Suspension A, crystalhization

of the amorphous solid was directlv observed Suspension A was stored at 2-8°C for
12 hours and examined by hght microscopy Gross visual mspection of the sample
revealed severe flocculation, with some of the contents setthng to the bottom of the
contamer Microscopic examination indicated the presence of large, elongated, plate-
like crystals over 10 microns 1n length

Stabihty of Suspension
As opposed to the instability of Suspension A, Suspension B was stable at 2-
8°C for the duration of the prelmmnary stabihity study (1 month) Microscopy on the
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aged sample clearly demonstrated that no sigruficant chenge in the morphology or size
of the particles had occurred Thus was confinned by light scattering measurement

Example 2 Preparation of itraconazole suspension by use of Process Catesory 1.
Method A with ultrasomcation,

To a 500-mL stainlegs steel vessel add 252 mL of Water for Injection. Heat
hqud to 60-65°C, and then gslowly add 6 6 grams of Pluronic F-68 (poloxamer 1 88),
and 09 grams of sodium deoxycholate, somng after each addition to dissolve the
sohds After addition of sohds 15 complete, stir for another 15 mnutes at 60-65°C to
ensure complete dissolubon. Prepare a 50 mM tns (tromethamine) buffer by
dissolving 6 06 grams of inis in 800 mL of Water for Ijection Titrate this soluton to
pH 80 wiath 01 M hydrochlonic acid Dilute the resulting solution to 1 hter wath
additional Water for Inmjection Add 30 mL of the ms buffer to the
poloxamer/deoxycholate solution Str thoroughly to mix solutions

In a 30-mL contamner add 3 grams of itraconazole and 18 mL of N-methy1-2-
pyrolidinone Heat muxture to 50-60°C, and str to dissolve sohds After total
dissolution 18 visually apparent, stir another 15 minutes to ensure complete dissolution
Cool itraconazole-NMP solutton to room temperature

Charge & synnge pump with 18-mL of itraconazole solutton prepared 1n a
previous step Position a mechanical stirrer mto the surfactant solution so that the
blades are fully immersed Cool the contamner to 0-5°C by mmmersion 1n an 1ce bath
Usmg the syninge pump, slowly (1-3 mL/oun) add all of the 1traconazole solution to
the strred, cooled surfactant solutton. A stimng rate of at least 700 rpm 1s
recommended Immerse an ultrasomcator horn 1n the resulting suspenston so that the
probe 1s approximately 1 ¢m above the bottom of the stainless steel vessel Somcate
(10,000 to 25,000 Hz, st least 400W) for 15 to 20 mnute 1n 5-mimnute mtervals After
the first S-minute sonication, remove the 1ce bath and proceed with further somcation
At the end of vitrasomcation, the temperature of the suspension in the vessel does not
exceed 75°C

The suspension 15 collected 1 a 500-mL Type I glass bottle, which 15 cooled
immediately m the refrigerator (2-8°C) Charactenstics of particle morphology of the
suspension before and after sonication were very sumlar to that seen 1 Method A

before and after homogemzation (see Example 1)
-28 -
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Example 3. Preparation of itraconazole suspension by use of Process Category 1
Method B with homogemization

Prepare a 50 mM tris (tromethamine) buffer by dissolving 6 06 grams of tns n
800 mL of Water for Ijectton Titrate this solution to pH 8 0 with 0 1 M hydrochlone
acid Dalute the resulting solution to 1 liter with additional Water for Ijection. To a
3-L flask add 1680 ml. of Water for'Imjection Add 200 mL of the tns buffer to the
1680 mL of water Stir thoroughly to mix solutions

In a 150-mL beaker add 44 grams of Pluromic F-68 (poloxamer 188) and 12
grams of sodium deoxycholate to 120 mL of N-methyl-2-pyrrohdmone Heat the
muxture to 50-60°C, and str to dissolve solids After total dissolution 1s visnally
apparent, stir another 15 mnutes to ensure complete dissolution To this soluton, add

20 grams of rtraconazole, and stir until totally dissolved Cool the itraconazole-
surfactant-NMP solution to room temperature

Charge a synnge pump (twa 60-mL glass syninges) with the 120-mL of the
concentrated 1traconazole solution prepared previously Meanwhile pour the diluted
s buffer solution prepared above into a homogenizer hopper that has been cooled to
0-5°C (this may erther by accomphshed by use of a jacketed hopper through which
refngerant 1s circulated, or by surrounding the hopper with 1ce) Position a mechamical
strrer into the buffer solution so that the blades are filly immersed Using the synnge
pump, slowly (1-3 mL/mumn) add all of the itraconazole-surfactant concentrate to the
stured, cooled buffer solution A stymng rate of at least 700 rpm 15 recommended
The resulting cooled suspension 1s immediately homogenized (at 10,000 to 30,000 psi)
for 10-30 minutes At the end of homogenization, the temaperature of the suspension mn
the hopper does not exceed 75°C

The homogemzed suspension 1s collected tn 500-mL bottles, which are cooled
immedhately m the refngerator (2-8°C) Charactenstics of particle morphology of the
suspension before and after homogenization were very similar to that seen m Example
1, except that m process category 1 B, the pre-homogenized matenal tended to form
fewer and smaller aggregates which resulted in a much smaller overall particle size as
measured by laser diffraction After homogemzation, dynamc hght scattermg results
were typically 1dentical to those presented 1n Example 1
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Examuole 4. Preparation of itraconazole suspension bv use of Process Category 1.
Method B with ulirasomication.

To a 500-mL flask add 252 mL of Water for Injection  Prepare a 50 mM tns
(tromethamune) buffer by dissolving 6 06 grams of tns 1n 800 mL of Water for
Iyjection. Tiirate this solution io pH 8 0 wath 0 1 M hydrochloric and Dilute the
resulting solution to 1 liter with additional Water for Injjecion Add 30 mL of the tns
buffer to the water Stir thoroughly to mux solutions

In a 30-mL beaker add 6 6 grams of Pluromc F-68 (poloxamer 188) and 09
grams of sodiom deoxycholate to 18 mL of N-methyl-2-pyrrolidinone Heat the
muxture to 50-60°C, and stir to dissolve sohds After total dissolubion 1s visually
apparent, stir another 15 minutes to ensure complete dissolution. ‘To this solution, add
30 grams of itraconazole, and str until totally dissolved Cool the 1traconszole-
surfactant-NMP solution to room temperature

Charge a syrnnge pump (one 30-mL glass syringe with the 18-mL of the
concentrated itraconazole solution prepared previously Position a mechamcal stirrer
mto the buffer solution so that the blades are fully yrmmersed Cool the contamner to 0-
5°C by immersion m an ice bath Using the synnge pump, slowly (1-3 mL/mm) add
all of the 1traconazole-surfactant concentrate to the stured, cooled buffer soluhon A
stirnng rate of at least 700 rpm 1s recommended. The resulting cooled suspension 15
immed:ately somcated (10,000 to 25,000 Hz, at least 400 W) for 15-20 minutes, mn 5-
munute mtervals  After the first S-munute somcation, remove the 1ce bath and proceed

with further somcation. At the end of ultrasomication, the temperature of the
suspension m the hopper does not exceed 75°C

The resultant suspension 1s collected m a 500-mL bottle, which 1s cooled
immediately 1n the refrigerator (2-8°C) Charactenstics of particle morphology of the
suspension before and after sonication were very sumilar to that seen mn Example 1,
except that in Process Category 1, Method B, the pre-somcated matenal tended to form
fewer and smaller aggregates which resulted 1 a much smaller overall particle size as
measured by laser diffraction  After ultrasomcation, dynamic hght scattering results
were typically identical to those presented m Example 1

B Examples of Process Category 2

-30-



—— == o=

e B

10

15

20

25

30

WO 2005/046671 PCT/US2004/036604

Example 5 Preparation of 1traconazole suspension (1%) with 0 75% Solutol® HR
{PEG-660 12-hvdroxystearate) Proces: Catepory 2 Method B

Solutol (2 25 g) and itraconazole (3 0 g) were weighed into a beaker and 36 mlL
of filtered N-methyl}-2-pymrohdinone (NMP) was added This muxture was stured
under low heat (up to 40°C) for approxumately 15 munutes until the solution
ingredients were dissolved The solution was cooled to room temperature and was
filtered through a 0 2-micron filter under vacuum. Two 60-mL synnges were filled

with the filtered drug concentrate and were placed 1 a syringe pump The pump was
set to deliver approxunately 1 mL/min of concentrate to a rapidly stured (400 rpin)
aqueous buffer solution. The buffer solution consisted of 22 g/L of glycerol m 5 mM
tns buffer Throughout concentrate addition, the buffer solution was kept mn an 1ce
bath at 2-3°C At the end of the precipitation, after complete addifion of concentrate to
the buffer solution, about 100 ml of the suspension was centnfuged for 1 hour, the
supernatant was discarded The precipitate was resuspended 1 a 20% NMP solution
mn water, and again centrifuged for 1 hour The matenal was dried overmight n a
vacuum oven at 25°C The dned matenal was transferred to a vial and analyzed by X-
ray diffractometry using chrommum radiation (see FIG 5)

Another 100 mL-ahquot of the microprecipitated suspension was sonicated for
30 minutes at 20,000 Hz, 80% full amphtude (full amphtude = 600 W) The somicated
sample was homogemzed 1n 3 equal aliquots each for 45 minutes (Avestin C5, 2-5°C
15,000-20,000 ps1) The combined frections were centnfuged for about 3 hours, the
supernatant removed, and the precipitate resuspended 1n 20% NMP The resuspended
muxture was centrifuged agamn (15,000 tpm at 5°C) The supematant was decanted off
and the precipitate was vacuum dned overmight at 25°C The precipitate was
submtted for analysis by X-ray diffiactometry (see FIG 5) As seenin FIG S, the X-
ray diffraction patterns of processed samples, before and after homogemzation, are
essentially 1dentical, yet show a significantly different pattern as compared with the
starting raw matenial The unhomogemzed suspension 1s unstable and egglomerates
upon storage at room temperature The stabihization that occurs as a result of
homogemzation 18 believed to anse from rearrangement of surfactant on the surface of
the particle This rearrangement should result m a lower propensity for particle
aggregation
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C Examples of Process Category
Example 6 Preparation of carbamazepine suspension bv use of Process Category 3.
Method A with homogenization,

208 g of carbamazepine was dissolved mto 10 mL of NMP 1 0 mL of this
concentrate was subsequently dripped at 0 1 mEL/mmn mto 20 mL of a stired solution
of 12% leaithin and 2 25% glycenn. The tempemature of the iecithin system was held
at 2-5°C dunng the entire addibhon The predispersion was next homogemzed cold (5-
15°C) for 35 munutes at 15,000 ps: The pressure was increased to 23,000 ps: and the
homogenization was continued for another 20 mnutes The particles produced by the

process had a mean diameter of 0 881 pm with 99% of the particles bemng less than
244 um

Examole 7 Preparation of 1% carbamazepme suspension with 0,125% Sohutal® hy
use of Process Catoporv 3 Method B with homogemization.

A drug concentrate of 20% carbamazepme and 5% glycodeoxychohc acad
(Sigma Chemicai Co) in N-methyl-2-pyrrolidinone was prepared The
mucroprecipiiation step 1nvolved adding the drug concentrate to the receiving solution
(distilled water) at a rate of 0 1 mL/mmn The receiving solution was stirred and
mamtamned at approxunately 5°C dunng precipitation After precipitation, the final
mgredient concentrations were 1% carbamazepine and 0 125% Sotutol® The drug
crystals were examined under a light ricroscope using positive phase contrast (400X)
The precipitate consisted of fine needles approximately 2 microns m diameter and

ranging from 50 — 150 mucrons 1 length

Homogemzation (Avesin C-50 piston-gap homogemzer) at approximately
20,000 pst for approximately 15 mmnutes results m small particles, less than 1 micron
mn size and largely unaggregated Leser diffraction analysis (Horba) of the
homogemzed matenal showed that the particles had a mean size of 0 4 micron with
99% of the particles less than 0 8 micron. Low energy somcation, swtable for
breaking agglomerated particles, but not with sufficient energy to canse a
communution of mdividual particles, of the sample before Honba analysis had no
effect on the results (numbers were the same with and without sonication) Thus result

was consistent with the absence of particle agglomeration.
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Samples prepared by the above process were centnfuged and the supernatant
golutions replaced with a replacement solution consishng of 0 125% Solutol® After
centnfugation and supernatant replacement, the suspension igredient concentrations
were 1% carbamazepine and 0 125% Solutol® The samples were re-homogenized by
piston-gap homogemzer and stored at 5°C After 4 weeks storage, the suspension had
a mean particle size of 0 751 with 95% less than 1 729 Numbers reported are from

Honba analysis on unsonicated samples

Example 8 Preparation of 1% carbamazepme susnension with 0 06% sodium

glveodeoxvcholate and 0 06% poloxamer 188 by use of Process Category 3, Method B
with homogenization
A drug concentrate compnsing 20% carbamazepine and 5% glycodeoxycholate

in N-methyl-2-pyrrohdinone was prepared The microprecipitation step mvolved
adding the drug concentrate to the receiving solution (dishitled water) at a rate of 0 1
ml/mm Thus the following examples demonstrate that adding a surfactant or other
excipient to the aqueous precipitating solution 1 Methods A and B above 1s optional
The receiving solutton was stured and maintamed at approximately 5°C dunng
precipitation  After precipitation, the final ingredient concentrations were 1%
carbamazepine and 0 125% Solutol® The drug crystals were examined under a hght
microscope using posiive phase contrast (400X) The precipitate consisted of fine
needles approximately 2 microns m diameter and ranging from S0 — 150 microns 1
length Comparison of the precipitate with the raw matenal before precipitation
reveals that the precipitation step 1 the presence of surface modifier
(glycodeoxychohc acid) results in very slender crystals that are much thmner than the
starling raw matenal (see FIG 6)

Homogemzation (Avestm C 50 piston-gap homogemzer) at approximately
20,000 ps1 for approximately 15 mnutes results 1n small particles, less than 1 micron
m size and largely unaggregated Sce FIG 7 Laser diffraction analysis (Honba) of
the homogemzed matenial showed that the particles had a mean size of 0 4 micron with
99% of the particles less than 0 8 micron Somication of the sample before Honba
analysis had no effect on the results (numbers were the same with and without

sonication) This result was consistent with the absence of particle agglomeration
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Samples prepared by the above process were centrifuged and the supemnatant
solutions replaced with a replacement solution consisting of 0 06% glycodeoxychohc
gcid (Sigma Chemncal Co) and 006% Poloxamer 188 The samples were re-
homogemzed by piston-gap homogemzer and stored et 5°C  After 2 weeks storage, the
suspension had a mean particle size of 0 531 mcron with 99% less than 1 14 micron
Numbers reported are from Honba analysis on imsonicated samples

Mathematical Analysts (Example 8) of force required to break precipitated
particles as compared to force required to break particles of the starting raw matenal
(carbamazepine)

The width of the largest crystals seen in the carbamazepme raw matenal (FIG
6, picture on left) are roughly 10-fold greater than the width of crystals m the
mucroprecipitated matenal (FIG 6, picture on nnght) On the assumption that the ratio
of crystal thickness (1 10} 1s proportional to the ratio of crystal wadth (1 10), then the
moment of force required to cleave the larger crystal in the raw matenal should be
approximately 1,000-times greater than the force needed to break the microprecipitated
matertal, since

e = 6PLAEwx) Eq
1
where,

eL = longitudinal stramn required to break the crystal (*yield value”)

P = load on beam

L = distance from load to fulcrum

E = elasticity modulus

w = wadth of crystal

x = thickness of crystal

Let us assume that L and E are the same for the raw matenal and the precipitated
matenal Additionally, let us assume that w/wy = x/xg = 10 Then,

(eL)o = 6PoL/(Bwgxo?), where the ‘0" subscnipts refer to raw matenal

eL = 6PL/(Ewx?), for the microprecipitate
Equating {er)o and er,

6PL/(Bwx®) = GPoL/(Ewoxo)

-34-

PU 1/UM2004/036604



. ———

. ———— o —— ——

10

15

20

25

30

WO 2005/046671 PCT/US2004/036604

After smphfication,
P = Pp (w/wg) (x/xo)? = Pp(0 1) (01)> = 0001 P,

Thus, the yield force, P, required to break the microprecipitated solid 1s one-
thousandth the requured force necessary to break the starting crystallme sold. If,
because of rapid precipitation, lattice defects or amorphic properties are mtroduced,
then the modulus (E) should decrease, making the microprecipitate even easier to

cleave

Example 9 Preparation of 1 6% (w/v) prednisoione suspension with 0 05% sodium
deoxvcholate and 3% N-methvl-2-pyrrolidinone Process Category 3 Method B

A schematic of the overall manufactunng process 15 presented m FIG 8 A

concentrated solution of predmsolone and sodium deoxycholate was prepared
Predmsolone (32g) and sodium deoxycholate (1g) were added to a sufficient volume
of 1-methyl 2-pyrroldinone (NMP) to produce a final volume of 60 mL  The resulting
predmsolone concentratton was approximately 5333 mg/mL and the sodmm
deoxycholate conceniration was approximately 16 67 mg/ml.  60mL of NMP
concentrate was added to 2 L of water cooled to 5°C at an addition rate of 2 5 mL/mimn
while stirnng at approximately 400 ;tpm The resulting suspension contained slender
needle-shaped crystals less than 2 pm in width (FIG 9) The concentration contamed
m the precipitated suspension was 16% (w/v) predmsolone, 005% sodium
deoxycholate, and 3% NMP

The precipitated suspension was pH adjusted to 75-85 usmng sodium
hydroxide and hydrochloric acid then homogemzed (Avestin C-50 piston-gap
homogemzer) for 10 passes at 10,000 ps1 The NMP was removed by performing 2
successive centnfugation steps replacing the supernatant each ttme with a fresh
surfactant solution, which contamed the desired concentrations of surfactants needed
to stabihize the suspension (see Table 2) The suspension was homogemzed for
another 10 passes at 10,000 pst The final suspension contamed particles with a mean
particle size of less than 1 wm, and 99% of particles less than 2 um FIG 101s a
photomicrograph of the final predmisolone suspension after homogemzation

A vanety of different surfactants at varying concentrations were used 1n the

centnfugation/surfactant replacement step (see Table 2) Table 2 hists combmations of
-35-
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surfactants that were stable with respect to particle size (mean < 1 pm, 99%< 2 pum),
PH (6-8), drug concentration (less than 2% loss) and re-suspendability (resuspended n
60 seconds or less)

Notably this process allows for adding the acthive compound to an aqueous
diluent wathout the presence of a surfactent or other addinve This 1s a modification of
process Method B 1n FIG 2

Table 2 List of stable predmsolone suspensions prepared by microprecipitation
process of FIG 8 (Example 9)

2 Weeks 2 Months
Instal 40°C sic | 2sc | amec

Foromlation Mean can/>99%iMean| *
&% prednisolone, U 6%
phosphohipids

0 5% sodium deoxycholate 5
mM TRIS

2 2% glycerol ** 079 |165]0841179]083/186/082}1 78108211931 <295 |
T 6% prednisolone, U 6%
Salutel®,

[ 5% sodium deoxycholate
2% glycerol 077 |152]079]167 |0805/1 76310.796(1,603/|0.81 11.633] «<2%

ycholate 2.2% glycerol 064 |116|082]178 |0696|1 3850 758|1,6980.719 | <% |

2% glycerol 082411771087 )1.931083 1195 PB6OI1 T78D.909 | <%
F Difference 1n 1traconazole concentration between samples stored for 2 months at 5

and 25°C
*% Stable through at least 6 months
Particle sizes (by laser hight scattening), in microns
5°C 080 (mean), 1 7 (99%)
25°C 090 (mean), 2 51 (99%)
40°C 099 (mean), 2 03 (99%)
Difference m itraconazole concentration between samples stored at 5 and 25°C <2%

Example 10 Preparation of predmsolone suspension by use of Process Category 3,

Method A with homogemization.
32 g of predmsolone was dissolved mnto 40 mL of NMP Gentle heating at 40-

50°C was required to effect dissolution The drug NMP concentrate was subsequently
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drpped at 2 5 mL/mun mto 2 hters of a stured solubion that consisted of 0 12%
lecithin and 2 2% glycerin  No other surface modifiers were added, The surfactant
system was buffered at pH = 8 0 with > mM tns buffer and the temperature was held at
0° to 5°C duning the entire precipitaticn process The post-precipitated dispersion was
next homogemzed cold (5-15 °C) for 20 passes at 10,000 ps1  Followmng
homogemzation, the NMP was removed by centrifiigmg the suspension, removing the
supernatant, and replacing the supernatant with fresh surfactant soluton This post-
centrifuged suspension was then rehomogemzed cold (5-15 °C) for another 20 passes
at 10,000 ps1 The particies produced by this process had a mean diameter of 0 927
pm with 99% of the particles being less than 2 36 pm

Example 1], Preparation of nabumetone suspension by use of Process Category 3
Method B with homogemzation

Surfactant (2 2 g of poloxamer 188) was dissolved 1n 6 mL of N-methyl-2-
pyrrolidinone Thus solution was stured at 45°C for 15 minutes, after which 1 0 g of
nabumetone was added The drug dissolved rapidly Diluent was prepared which
consisted of 5 mM tns buffer with 2 2% glycerol, and adjusted to pH 8 A 100-mL
portion of diluent was cooled 1n an u ¢ bath. The drug concentrate was slowly added
(approximately 08 ml/mum) to th: diluent with vigorous stmmng This crude
suspension was homogentzed at 15,000 ps1 for 30 minutes and then at 20,000 ps1 for
30 munutes (temperature = 5°C) The final nanosuspension was found to be 930 nm m
effective mean diameter (analyzed by laser daffraction) 99% of the particles were less
than approximately 2 6 microns

Example 12 Preparation of nabumetone suspension by use of Process Catepory 3
Method B with homogemzation and the use of Soluto!® HS 15 as the surfactant
Replacement of supernatant hquid with a phospholimd medium

Nabumetone (0987 grams) was dissolved in 8 mL of N-methyl-2-
pyrrolidinone To this solution was 1dded 2 2 grams of Solutol® HS 15 This muxture
was stired until complete dissolution of the surfactant in the drug concentrate
Daluent was prepared, which consisied of 5 mM tns buffer with 2 2% glycerol, and
which was adjusted to pH 8 The diluent was cooled in an ice bath, and the drug
concentrate was slowly added (approximately 05 ml/mun) to the diluent with
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vigorous stimng  This crude suspension was homogemzed for 20 mnutes at 15,000
pst, and for 30 munutes at 20,000 ps1

The suspemsion was centnfuged at 15,000 rpm for 15 munutes and the
supematant was removed and discarded The remaining solid pellet was resuspended
n a diluent consisting of 1 2% phospholipids This medium was equal 1n volume to
the amount of supematant removed 1n the previous step  The resulting suspension was
then homogemzed at approximately 21,000 psi for 30 mioutes The final suspension
was analyzed by laser diffraction and was found to contain particles with a mean

diameter of 542 nm, and a 99% cumulative parbcle distribution sized less than 1
micron

Example 13 Preparation of 1% straconazole suspension with poloxamer with narhcles
of a mean diameter of epproximatelv 220 nm

Itraconazole concentrate was prepared by dissolving 1002 grams of
rraconazole m 60 mL of N-msthyl-2-pyrrolidinone Heating to 70°C was required to
dissolve the drug The solution was then cooled to room temperature A porhon of 50
mM tnsthydroxymethyl)aminomethane buffer (tris buffer) was prepared and was pH
adjusted to 8 0 with 5M hydrochlonc acid. An aqueous surfactant solution was
prepared by combimng 22 g/L. poloxamer 407, 30 g/L egg phosphatdes 22g/L
glycerol, and 3 O g/L sodium cholate dihydrate 900 mL of the surfactant solubion was
mixed with 100 mL of the tns buffer to provide 1000 mL of aqueous diluent

The aqueous diluent was added to the hopper of the homogenizer (APV Gaulin
Model 15MR-8TA), which was cooled by using an i1ice jacket The soluton was
rapidly stired (4700 rpm) and the temperature was momtored The itraconazole
concentrate was slowly added, by use of a syringe pump, at a rate of approximately 2

mL/min  Additon was complete after approximately 30 mmnute The resulting
suspension was stured for another 30 minutes whule the hopper was still bemng cooled
m an 1ce jacket, and an aliquot was removed for analysis by hght microscopy any
dynamic hght scathng. The remaning suspension was subsequently homogemzed for
15 mumutes at 10,000 ps1 By the end of the homogemzation the temperature had nisen
to 74°C The homogemzed suspension was collected in & 1-L. Type I glass bottle and
scaled with a rubber closure The bottle contamng suspension was stored mn a
refrigerator at 5°C
-38 -
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A sample of the suspension before homogemzation showed the sample to
consist of both free parhicles, clumps of particles, and multilamellar ipid bodies The
free particles could not be clearly visuahized due to Brownian motion, however, many
of the aggregates appeared to consist o amorphous non-crystalline matenal

The homogemzed sample contaned free submucron particles having excellent
s1ze homogeneity without visible hpid vesicles Dynamic hght scattening showed a
monodisperse logarithmic s1ze distribution with a median diameter of approximately
220 nm The upper 99% cumulative size cutoff was approximately 500 nm FIG 11
shows a companson of the size distntution of the prepared nanosuspension with that
of a typical parenteral fat emulsion product {(10% Intralip1d®, Pharmacia)

Example 14 Preparaton of 1% itraconazole nanosuspension with hydroxyethylstarch
Preparation of Solution A Hydroxyethylstarch (1 g, Ajinomoto) was dissolved

m 3 mL of N-methyl-2-pyrrolidinone (NMP) This solution was heated in a water bath
to 70-80°C for 1 hour In another container was added 1 g of itraconazole (Wyckoff)
Three mL of NMP were added and the mixture heated to 70-80°C to effect dissolution
(approximately 30 minutes) Phospholipid (Lipoid S-100) was added to this hot
solution  Heating was continued at 70-90°C for 30 minutes until all of the
phosphohipid was dissolved The hydroxyethylstarch solution was combined with the
itraconazole/ phospholipid solution. This mixture was heated for another 30 mmutes
at 80-95°C to dissolve the muxture

Addition of Solution A to Tns Buffer Ninety-four (94) mL of 50 mM
tnsthydroxymethyl)ammomethane buffer was cooled in an ice bath As the tns
soluton was being rapidly stired, the hot Solution A (see above) was slowly added
dropwase (less than 2 cc/mnute)

After complete addition, the resulting suspension was somcated (Cole-Parmer
Ultrasomic Processor - 20,000 Hz, 80% amphtude setting) while still bemng cooled 1n
the 1ce bath. A one-inch solid probe was utthzed Sonication was continued for 5
munutes The ice bath was removed the probe was removed and retuned, and the
probe was again immersed 1n the suspension The suspension was somcated agam for
another 5 mmutes without the 1ce bath The sonicator probe was once again removed
and retuned, and after immersion of the probe the sample was sonicated for another §
minutes At this pont, the temperature of the suspension had nsen to 82°C The
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suspension was quickly cooled again in an ice bath and when 1t was found to be below
room temperature 1t was poured mto a Type I glass bottle and sealed Microscopic
wisualization of the particles indicated individual particle sizes on the order of one
mucron or less

After one year of storage at room temperature, the suspension was reovaluated
for pamicle s1ze and found to have a mean diameter of approximately 300 nm.

Example 15 Prophetic example of Method A usmg HES

The present vention contemplates prepanmg a 1% itraconazole
nanosuspenston with hydroxyethylstarch uthizing Method A by following the steps of
Example 14 with the exception the HES would be added to the tnis buffer solutton
mstead of to the NMP solution. The aqueous solution may have to be heated to
dissolve the HES

Example 16 Seeding during Homogerzation to Convert a Mixture of Polviorphs to
the More Stable Polymorph

Sample preparation An itracopazole nanosuspension was prepared by a
microprecipitahon-homogenization method as follows Itraconazole (3g) and Solutol
HR (2 25g) were dissolved m 36mL of N-methyl-2-pyrrohdinone (NMP) with low
heat and stiming to form & drug concentrate solution. The solution was cooled to room
temperature and filtered through a 02 pm nylon filter under vacuum to remove
undissolved drug or particulate matter The solution was viewed under polanzed hight
to ensure that no crystalline matenal was present after filtenng The drug concentrate
solutton was then added at 1 0 mL/minute to approximately 264 mL of an aqueous
buffer solution (22 g/L glycerol in 5 mM tris buffer) The aqueous solution was kept at
2-3°C and was continuously stnred at approximately 400 rpm dunng the drug

concentrate addibon  Approximately 100 mL of the resulting suspension was
centnfuged and the solids resuspended in a pre-filtered solution of 20% NMP 1n water
This suspension was re-centnfuged and the solhds were transferred to a vacuum oven
for overmght drying at 25°C The resulting solid sample was labeled SMP 2 PRE
Sample charactenzaton The sample SMP 2 PRE and a sample of the raw
matenal itraconazole were analyzed using powder x-ray diffractometry The
measurements were performed usmmg a Rigaln MimFlex+ mstrument with copper
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raiation, a step size of 0 02° 22 and scan speed of 025° 22/mmute The resulting
powder diffrachion patterns are shown m FIG 12 The pattemns show that SMP-2-PRE
15 sigmficantly different from the raw matenal, suggesing the presence of a different
polymorph or a pseudopolymorph

Differential scannmg calorimetry (DSC) traces for the samples are shown mn
FIGS 13a and b Both samples were heated at 2°/mm to 180°C 1 hermetically sealed
aluminum pans

The trace for the raw matenal itraconazole (FIG 13a) shows a sharp endotherm
at approximately 165°C

The trace for SMP 2 PRE (FIG 13b) exinbats two endotherms at approximately
159°C and 153°C This result, In combination with the powder x-ray diffraction
patterns, suggests that SMP 2 PRE consists of a mixture of polymorphs, and that the
predominant form 1s a polymorph that 1s less stable than polymorph present 1n the raw
material

Further evidence for this conclusion 1s provided by the DSC trace 1 FIG 14,
which shows that upon heating SMP 2 PRE through the first transition, then cooling
and reheating, the less stable polymorph melts and recrystallizes to form the more
stable polymorph

Seeding A suspension was prepared by combiming 0 2g of the sohd SMP 2
PRE and 0 2g of raw materal itraconazole with distilled water to a final volume of 20
mL (seeded sample) The suspension was stirred unti all the sohids were wetted A
second suspension was prepared m the same manner but without adding the raw
matenal itraconazole (unseeded sample) Both suspensions were homogemzed at
approximately 18,000 ps: for 30 nunutes Final tempemature of the suspensions afier
homogemzahon was approxumately 30°C The suspensions were then centnfuged and
the sohds dried for approximately 16 hours at 30°C

FIG 15 shows the DSC traces of the sceded and unseeded samples The
heating rate for both samples was 2°mm to 180°C m hermetically sealed alummum
pans The trace for the unseeded sample shows two endotherms, indicating that a
mixture of polymorphs 1s still present after homogenzetion The trace for the seeded
sample shows that seeding and homogenzzation causes the conversion of the sohds to
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the stable polymorph. Therefore, seeding appears to influence the kinetics of the
transition from the less stable to the more stable polymorphic form

Example 17 Seedmng dunng Precioitation to Preferentially Form a Stable Polvinoroh
Samole prepamtion  An ttraconazole-NMP drug concentrate was prepared by

dissolving 1 67g of riraconazole mn 10mL of NMP with sturing and gentle heating  The
solution was filtered twice using 0.2 um synnge filters Itraconazole nanosuspensions
were then prepared by adding 1 2 mL of the drug concentrate to 20 mL of an aqueous
recerving solution at approx 3°C and stmng at approx. 500 rpm A seeded
nanosuspension was prepared by using a mixture of approx 0 02g of raw matenal
itraconazole 1n distilled water as the receiving solution An unseeded nanosuspension
was prepared by using dishiled water only as the receiving solution. Both suspensions
were centnfuged, the supernatants decanted, and the sohds dried mn a vacuum oven at
30°C for approximately 16 hours

Sample charactenzation FIG 16 shows a companson of the DSC traces for
the sohds from the seeded and unseeded suspensions The samples were heated at
2%min to 180°C 1n hermenhcally sealed alummum pans The dashed line represents the

unseeded sample, which shows two endotherms, mmdicating the presence of a
polymorphic mixture

The solid line represents the sceded sample, which shows only one endotherm
near the expected meltng temperature of the raw matenal, indicating that the seed
matenal mduced the exclusive formaton of the more stable polymorph

Example 18 Polvmorph control by seedine the drue concentrate

Sample preparaton = The solubhity of itraconazole m NMP at room
temperature (approximately 22°C) was expenmentally determmed to be 0 16 g/mL. A
0 20 g/mL drug concentrate solution was prepared by dissolving 2 0 g of itraconazole
and 0 2 g Poloxamer 188 in 10 mL NMP with heat and shrnng  This solution was then
allowed to cool to room temperature to yield a supersaturated soluon A

microprecipitation experiment was immediately performed 1 which 15 mlL of the
drug concentrate was added to 30 mL of an aqueous solution contaimng 0 1%
deoxycholate, 2 2% glycerol The aqueous solution was maimtamed at ~2°C and a stir
rate of 350 rpm dunng the addition step The resulting presuspension was

-42-

PL 1/UDZ004/036604



AR AR - ——

- wg ama W oW

ol

10

15

20

25

30

WO 2005/046671 PCT/US2004/036604

homogemzed at ~13,000 psi for approx 10 munutes at 50°C  The suspension was then
centnfuged, the supernatant decanted, and the sohd crystals dried 1 a2 vacuum oven at
30°C for 135 hours

The supersaturated drug concentrate was subsequently aged by storing at room
temperature 1n order to mduce crystallizattion After 12 days, the drug concentrate was
hazy, mdicating that crystal formation had occurred An 1traconazole suspension was
prepared from the drug concentrate, in the same manner as m the first expenment, by
adding 1 5 mL to 30 mL of an aquecus solubion contamning 0 1% deoxycholate, 2 2%
glycerol The agqueous solution was mamntamned at ~5°C and a stir rate of 350 rpm
during the addition step The resulting presuspension was homogemzed at ~13,000 pst
for approx 10 munutes at 50°C The suspension was then centnifuged, the supematant
decanted, and the solid crystals dned i a vacuum oven at 30°C for 135 hours

Sample charactenization X ray powder diffraction analysis was used to
determune the morphology of the dned crystals The resulting patterns are shown m
FIG 17 The crystals from the first expenment {(using fresh drug concentrate) were
determmed to consist of the more stable polymorph In contrast, the crystals from the
second experiment (aged drug concentrate) were predomunantly composed of the less
stable polymorph, with a small amount of the more stable polymorph also present
Therefore, 1t 18 believed that aging induced the formation of crystals of the less stable
polymorph m the drug concentrate, which then acted as seed material during the

microprecipitation and homogemzation steps such that the less stable polymorph was
preferentrally formed

Example 19 Microprecipitation and Homogenization Processes for Malane Pashtaxel
Particles
Example A

A solution of paclitaxel m NMP was precipitated 1in a surfactant solution
contaimng 0 5% poloxamer 188 and 0 05% mPEG-DSPE (with 2% glycenn as a
tomcity agent), at low temperature (< 10°C) The total suspension volume was 10 mL,
with a drug concentration of 1% (w/v) High pressure homogemzation was camed out

immediately after precipitation, at a pressure of ~ 25,000 ps1 at a temperature of 40°C
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After homogemzaton (20 mnutes), particle size of the suspension was examuned
using hight scatienng Mean particle size was 186 nm

Example B

A solutton of pachtaxel in NMP was precipitated mn a surfactant soluhon
contammng 0 5% w/v poloxamer 188 and 0 05% w/v mPEG-DSPE (with 2% w/v
glycerin as a tomcity agent), at low temperature (< 10°C) The total suspension
volume was 20 ml, with a drug concentrahon of 1% (w/v) High pressure
homogenizetion was camed ouf unmediately after precipitation, at a pressare of ~
25,000 ps: at a temperature of 40°C After 30 munutes homogemzation, particle s1ze of
the suspension was examined using hight scattermg, Mean particle s1ze was 204 nm

Example C

A solution of paclhitaxel n NMP was precipitated m a surfactant solution
contaming 0 5% poloxamer 188 and 0 05% mPEG-DSPE (with 2% glycenn as a
tonmcity agent), at low temperature (< 10°C) The total suspension volume was 10 mL,
with a drug concentrahon of 1% (w/v) High pressure homogemzation was carned out
immedzately after precipitation, at a pressure of ~ 25,000 ps1 at a temperature of 70°C
After homogemzation, particle size of the suspension was examined usmg hght

scattering Mean particle size was 158 nm  About 45% of particles ‘were under 150
nm.

Example D

A solution of pachitaxel m NMP was precipitated 1 a surfactant solution
contamning 0 05% mPEG-DSPE (with 2% glycenn as a tomecrty agent), at low
temperature (< 10°C) The total suspension volume was 10 mL, with a drug
concentration of 1% (w/v) High pressure homogemization was camed out
immediately after precipitation, at a pressure of ~ 25,000 ps1 at a temperature of 40°C

After homogemzation, particle size of the suspension was examned using hght
scaitening Mean particle size was 244 nm

Example 20 Dissolution Charactenistics of Paclitaxel Submucron Particles
One of the destrable characteristics of submicron formulations of antmeoplastic

drugs 1s that they do not dissolve m order fo facihitate long circulation when
-44 -
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administered to a subject Two formulations of paclitaxel particles prepared by the
methods described in Example 19 were tested for their solubihity by dissolution
kmebcs using % transrmsston at 400 nm as a measure for dissolution The particles
are not soluble 1f % transmmssion does not return to 100% after addihion of suspension
One formulation contams the surface modifiers poloxamer 188 (P188) and mPEG-
DSPE The other formulation contans the surface modifier of mPEG-DSPE only
The results are shown in FIG 18 In both cases, % transmussion did not nise after the
witial drop to about 60%, indicating that the particles do not dissolve

Examnle 21 Stabahitv of Pachtaxel Submucron Particles Under Stressed Conditions

and Upan Storase
Stability of the submicron pachtaxel particles prepared in Example A of

Example 19 was tested using accelerated stress testing as well as storage at 5°C for one
month As shown 1n FIGs 19 and 20, the mean parhicle size and the 99 percentile
both remained virtually unchanged No aggregation was observed for the formulation
either, even after all the stress tests  Aggregation was estmated by measurmg particle
size before and after 1 minute sonicahon and comparing the difference wia the
following equation
(Pyo - Ppog ) X 100

Pogs
where Pgy represents 99™ percentile of the particle size distnbution before sonication,
and Pggg represents 99% percentile of 1he particle size distribution after sonication.

Aggregation =

While specific embodiments have been 1llustrated and described, numerous
modifications come to mind without departing from the spint of the invention and the

scope of protection 1s only rmted by the scope of the accompanying claims
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CLAIMS
‘What 15 claimed 13

1 A method for prepanng a pharmacentical composition of submucron
particles of pachitaxel or 1ts denvative compounds, the solubility of which 15 greater n
a water-miscible first solvent than 1n a second solvent that 1s aqueous, the method
compnsing the steps of

1)) mixing mto the water-miscible first solvent or the second
solvent or both the water-miscible first solvent and the second solvent a first surface
modifier compnsing a phospholipid conjugated with a water-soluble or hydrophulic
polymer,

(n)  dissolving pachtaxel or 1ts derivative compounds in the water-
musctble first solvent to form a solution,

() mxing the solution wath the second solvent to define & pre-
suspension of particles, and

(tv)  homogemzing the pre-suspension to form a suspenston of small
particles having an average effective particle size of less than about 1000 nm

2 The method of claun 1, wherein the phospholipid 1s natural or synthetic

3 The method of claam 1, wherem the phosphohmd 15
phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine, dracyl-glycero-
phosphoethanolammne, phosphatidylsenne, phosphatidylinositol,
phosphatidylglycerol, phosphatdic acid, lysophospholipids, egg or soybean
phospholipid or a combination thereof

4 The method of clam 3, wherein the diacyl-glycero-
phosphethanclamine 15 selected from the group conmisting of dimynstoyl-glycero-
phosphoethanolamme (DMPE), dipalmitoyl-glycero-phosphocthanolamime (DPPE),
distearoyl-glycero-phosphoethanolamine (DSPE), and dioleolyl-glycero-
phosphoethanolammne (DOPE)

5 The method of claim 1, wherem the soluble or hydrophilic polymer
conjugating with the phospholipid 15 polyethylene glycol (PEG)
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6 The method of clam 5, wheremn the PEG 1s selected from the group
consisting of PEG 350, PEG 550, PEG 750, PEG 1000, PEG 2000, PEG 3000, and
PEG 5000

7 The method of clawm 1, wheremn the soluble or hydrophilic polymer
conjugating with the phosphohpid 1s selected from the group consisting of dextran,
hydroxypropyl methacrylate (HPMA) and polyglutamate

8 The method of claim 1 further compnsing mixing into the water-
miscible first solvent or the second solvent or both the water-nmscible first solvent
and the second solvent a second surface modifier selected from the group consisting
of amonic surfactant, cahomc surfactant, amomc surfactants, cationic surfactants,
noniomic surfactants and surface active biological modifiers

9 The method of claxm 8, wherem the second surface modifier 15 a
copolymer of oxyethylene and oxypropylene

10 The method of clarm 9, wheremn the copolymer of oxyethylene and
oxypropylene 1s copolymer of oxyethylene and oxypropylene 1s a block copolymer

11 The method of claim 8, wherem the surface modifier 1s poloxamer

12 The method of claim 1, wherein the water-muscible first solvent 13 N-
methyl-2-pyrrolidinone

13 The method of claum 1, wheremn the homogemization 1s camned out at
about 30°C or greater

14 The method of claim 1, wheremn the smalt particles have an average
effective particle size of less than about 400 nm

15 The method of claun 1, wheremn the small particles have an average
effective particle size of less than about 200 nm

16 The method of clam 1, wheremn the small particles have an average
effective particle size of less than 150 nm
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17 The method of claim 1 further compnsing stenhizing the composition

18 The method of claim 17, wheremn the stenhzing of the composition
compnses sterile filtering the solution and the second solvent before mixmng and

carrying out the subsequent steps under aseptic conditions

19 The method of clam 17, wheremn the stenhzing of the composition
compnises stenle filtenng the particles

20 The method of claam 17, wherein the steriizing compnses heat
sterilization.

21 The method of claim 20, wherein the heat stenhzation 1s effected by the
heat within the homogemzer m which the homogemzer serves as a heating and
pressurization source for sterilization

22 The method of clam 17, wheremn stenhzmg compnises gamma
wradiation,

23 The method of claim 1 further compnsing removing the water-nuscible
first solvent from the suspension

24 The method of claim 23, wherem the removing of the water-miscible
first solvent 15 by the removal of the first solvent 1s by filtrahon

25 The method of claum 24, wherein the filtration 1s cross-flow
ultrafiltration

26 The method of claim 23, wheremn the removing of the water miscible

first solvent 1s simultaneous with the homogemzation

27 The method of claim 1 further comprising removing the hquid phase of
the suspension to form a dry powder of the particles

28 The method of claum 27, wherem the removing of the hiquid phase 1s
selected from the group consisting of evaporation, rotary evaporation, lyophihization,
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freeze-drying, diafiltration, centnfugaton, force-field fractionation, high-pressure

filtration, and reverse osmosis

29  The method of claum 27 firther compnsing adding a diluent to the dry

powder

30 The method of claim 29, wherem the diluent 15 suitable for parenteral
adnumustration of the particles

31 The method of clasm 1, wheremn the composition 15 formulated for
administration by a route selected from the group consisting of parenteral, oral,
pulmonary, topical, ophthalmic, nasal, buccal, rectal, vaginal, and transdermal

32 The method of claim 1, wherein the particles are not soluble

33 The method of claun 1, wherein the parhicles do not aggregate under

stressed conditions or upon storage

34 A pharmaceutical composition of submicron parhcles of pachtaxel or

its denvative compounds prepared by the method of claim 1
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FIG 1 Method A
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FIG 2 Method B
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FIG 3 Amorphous particles prior {0 homogemzation (Example 1)
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FIG 4 Particles after annealing by homogemzation.
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FIG 5 X-Ray diffractogram of microprecipitated itraconazole with polyethylene glycol-660
12-hydroxystearate before and after homogemization (Example 5)
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FIG 6 Carbamazepine crystals before homogemzation (Example 6)
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FIG 8 Diagram of Microprecipitation Process for Predmsolone (Examples 9-12)
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FIG 9 Photomicrograph of predmsolone suspension before homogemzation
(Hoffman Modulaton Contrast, 1250X magmfication)
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FIG 10 Photomcrograph of predmsolone suspension after homogemzahon
(Hoffman Modulation Contrast, 1250X magmfication)
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FIG 11 Companson of size distributions of nanosuspensions (this invention) and
commercial fat emulsion. (Example 13)
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FIG 12 X-ray powder diffraction patterns for raw matenal itraconazole (top) and SMP-2-
PRE (bottom)
The raw matertal pattern has been shifted upward for clanity (Example 16)
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FIG 13a. DSC trace for raw matenal itraconazole (Example 16)
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FIG 14 DSC trace for SMP-2-PRE showing the melt of the less stable polymorph upon
heating to 160 °C, a recrystallization event upon coohng, and the subsequent melting of the
more stable polymorph upon reheating to 180 °C  (Bxample 16)
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FIG 15 Companson of SMP-2-PRE samples after homogemzation. Sohid line = sample
seeded with raw matenal itraconazole Dashed Iine = unseeded sample The solid line has
been shafted by 1 W/g for clanty (Example 16)
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FIG 16 Effect of seeding dunng precipitaion Dashed hne = unseeded sample, solid hne =
sample seeded with raw maternial itraconazole The unseeded traco (dashed line) has been
shifted upward by 1 5 W/g for clanty (Example 17)
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FIG 17 Effect of seeding the drag concentrate through aging. Top x-ray diffrachion pattern
18 for crystals prepared from fresh drug concentrate, and 1s consistent with the stable
polymorph (see FIG 12, top) Bottom pattern 1s for crystals prepared from aged (sceded)
drug concentrate, and 1s consistent with the metastable polymorph (see FIG 12, bottom)

The top pattern has been shifted upward for clanty (Example 18)
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FIG 18 Dissolution of two formulatons of submcron pachitaxel
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FIG 19 Effect of vanous stressed conditions on the particle size of submicron
particles of pachitaxel
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FIG 20 Effect of storage on the particle size of submicron parhcles of pachtaxel
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METODO PARA PREPARAR PARTICULAS SUBMICRONICAS DE PACLITAXEL

CRUCE DE REFERENCIAS CON APLICACIONES RELACIONADAS

Esta aplicacion es una continuacién en parte de la sene de aplicacion No
10/390,333 presentada en marzo 17, 2003, la cual es una continuacion en parte
de la sene de aplicacion No 10/246,802 presentada en septiembre 17, 2002 la
cual es una continuacion en parte de la sene de aplicacion No 10/035,821
presentada en octubre 19, 2001, cual es una continuacion en parte de la sene de
aplicacion No 09/95'3.979 presentada en septiembre 17 2001, cual es una
continuacion en parte de la serie de aplicacion No 09/874,637 presentada en junio
5, 2001 la cual revindica pnoridad de la sene de aphcacion provisional No
60/258,160 presentada en diciembre 22, 2000 Todas las aplicaciones
mencionadas atras estan incorporadas aqui por referencia y hacen parte de esta

3

DESARROLLO O INVESTIGACION FEDERALMENTE PATROCINADA

No aplica

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo Técnico

La presente invencién se relaciona con la formacion de particulas submicronicas
de un agente a‘ntlneopléstlco. particularmente paclitaxel o sus compuestos
derivados, mediante Is'a precipitacion el agente antineoplastico en un medio acuoso
para formar una preSLllspensmn seguido de una homogenizacién Surfactantes con

fosfolipidos conjugados con un polimero hidrofilico o soluble en agua, tal como el

polietileno glicol (PEG) son usados como recubrnmiento de las particulas Las

V%



particulas producidas generalmenie tienen un tamafio de particula promedio de
menos de 1000 nm y no son rapidamente solubles

Arte Antecedente

Hay un numero cada mes mayor de compuestos organicos que son formulados
para propositos diagnosticos o terapéuticos que son pobremente solubles o
insolubles en soluciones acuosas Tales drogas plantean retos para su suministro
por las rutas de administracion detalladas antes Los compuestos que son
insolubles en agua pueden tener be neficios importantes cuando se formulan como
una suspension estable de particulas submicronicas El control preciso del
tamafio de las particulas es esencial para el uso seguro y eficaz de estas
formulaciones Las particulas deber ser de un diametro menor siete micrones para
pasar de manera segura a traves de los capilares sin causar embolia ( Allen et al,
1987, Davis and Taube, 1978 Shroeder et al, 1978, Yokel et al 1981) Una
solucion a este problema es la produccion de pequefias particulas de la droga
candidata insoluble y la creacion de una suspension microparticulada o
nanoparticulada En esta forma, drogas que previamente no pudieron ser
formuladas en un sistema de base acucsa pueden adecuarse para una
administracién intravenosa La adecuacién p_f;lr_a la administracidn intravenosa
incluye pequeno tamafio de particulas (< 7 um), baja toxicidad (respecto de

componentes tdxicos de la formulacion o solventes residuales) , y biodisponibilidad

de las particulas de droga después de la administracion

Las preparaciones de drogas insolubles en agua de particulas pequefias pueden
ser también adecuadas para rutas de administracion oral, pulmonar, topica,
oftdlmica nasal bucal rectal vaginal tras-dérmica y otras El pequefio tamafiio de
las particulas mejora la tasa de disclucién de la droga, y por consiguiente mejora
su biodisponibildad y potencialmente sus perfiles de toxicidad Cuando se

administra por estas vias, puede ser deseable tener tamafios de particulas en el



rango de 5 a 100 ym, dependiendo de la ruta de administracion formulacidén
solubihdad y biodisponibilidad de la droga Por ejemplo, para administracién oral
es deseable tener un tamario de particula menor de 7 ym Para administracion

pulmonar, las particulas son preferiblemente menores de 10 ym

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion provee métodos para preparar y compuestos de particulas
submicrénicas de un agente antineoplastico, particularmente paclitaxel o sus
compuestos derivados La solubilidad de un agente antineoplastico es mas grande
en un primer solvente miscible en agua que en un segundo solvente que es
acuoso Los meétodos incluyen (1) mezclar dentro del pnmer solvente miscible en
agua o el segundo solvente o de ambos un pnmer modificador de superficie que
incluye un fosfolipido conjugado con un pollmeroﬁ hidrofilico o soluble en agua, (i}
disolver el agente antineoplastico 2n el pnmer solvente miscible en agua para
formar una solucion, (im) mezclar la solucién con el segundo solvente para obtener
una presuspension de particulas y (iv) homogenizar la presuspension para formar
una suspension que tiene un tamano promedio efectivo de particula menor de
cerca de 1 ym Prefenblemente, las particulas tienen un tamafo efectivo de
particula menor de 400 nm, mas preferiblemente menos de 200 nm, y mas

preferiblemente, menos de cerca de 150 nm

En una incorporacién prefenda, el polimero hidrofilico o soluble en agua que se
conjuga con el fosfolipido es polietileno ghcol (PEG) Opcionalmente, un segundo
modificador de superficie puede ser mezclado dentro del pnmer solvente miscible
en agua o el segundo solvente o0 en ambos Un segundo modificador de superficie

es poloxamer

En una incorporacién la homogenizacidn es realizada a cerca de 30 °C o mas
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Los métodos pueden incluir ademas la remocion del primer solvente miscible en
agua o la totalidad de la fase liquida de las suspensién En una incorporacion
prefenda, el pnmer solvente miscible en agua es removido simultdneamente con la

homogenizacién

El método puede ademas inclurr la esterihizacién de la composicién
En una incorporacton preferida, las particulas no son solubles
En otra incorporacton preferida, las particulas no se agregan bajo condiciones de

esfuerzo o en almacenamiento

Estos y otros aspectos ya tributos de la presente invencion seran discutidos con

referencia a los siguientes dibujos y las especificaciones que los acompafian

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG 1 muestra una representacién diagramatica de la presente invenci6

FIG 2 muestra una representacion diagramatica de otro método de la presente
invencion,

FIG 3 muestra particulas amorfas antes de la homogenizacion

FIG 4 muestra particulas despues de templadas por homogenizacion

FIG § es un difractograma de rayos X de itraconazola precipitada con polietleno
glicol-660 12-hidroxiestereato antes y después de homogenizacién,

FIG 6 muestra cristales de Carbamazepina antes de homogenizacion,

FIG 7 muestra Carbamazepina microparticulada después de homogenizacion
(Avestin C-50),

FIG 8 es una diagrama que Ilustra un proceso de microprecipitacion para
Prednisolona,

FIG 9 es una fotograffa de una irnagen microscopica de una suspension de

prednisolona antes de homogenizacion,
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FIG 10 es una fotografia de una imagen microscépica de una suspension de
prednisolona después de homogenizacion,

FIG 11  ilustra una comparacion de las distnbuciones de tamafio de
nanosuspensiones ( esta invencion) y una emulsién de grasa comercial

FIG 12 muestra patrones de difraccidn de polvo de rayos X para la matena
pnma de itraconazola (superior) y SMP-2-PRE (inferior) El patrén de la matena
pnma ha sido cambiado hacia armba por clandad

FIG13a muestra la traza de DSC para matena crudo de itraconazola,
FIG13b  muestra la traza de DSC para SMP-2-PRE,

FIG 14 llustra la traza de DSC para SMP-2-PRE mostrando el derretido de
las menos estables polimorfas con el calentamiento a 160.°C, un evento de
recnistalizacién con el enfriamiento y el derretido subsigutente de las polimorfas
mas estables con el recalentamiento a 180 °C,

FIG 156 llustra una comparacién de las muestra de SMP-2-PRE despues de
homogenizacion Linea continua = muestra semillada con materia prma de
itraconazola Linea a trazos = muestra no semillada La linea continua ha sido
cambiada en 1 W/g para clandad,

FIG 16 llustra el efecto del semillado durante la precipitacion Linea a trazos
= muestra no semillado , linea continua = muestra semillada con matena prima de
itraconazola La traza no semillada (linea a trazos) ha sido movida hacia arnba en
1 W/g por clandad, y

FIG 17 llustra los efectos de semillado del concentrado de droga a través del
envejecimiento El patrén de rayos X superior es para cnstales preparados de
concentrado de droga frescos, y es consistente con la polimorfa estable (ver FIG
12 supenor) El patrén inferior es para cristales preparados de concentrado de
droga envejecido (semillado), y es consistente con la polimorfa metaestable (ver
FIG 12 inferior) El patrén superior ha sido movido hacia armiba por clandad

FIG 18 muestra la disolucibn de las dos formulaciones de particulas

submicronicas de paclitaxel,
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FIG 19 muestra el efecto de vanas condiciones de esfuerzo sobre el tamafio
de las particulas submicrénicas de paclitaxel, y
FIG 20 muestra los efectos del almacenamiento sobre las particulas

submicronicas de paclitaxel

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente Invencion es susceptible de incorporaciones en muchas formas
diferentes Las incorporaciones prefendas de la invencion son expuestas bajo el
entendimiento que la exposicién presente debe ser considerada como un ejemplo
de los pnncipios de la invencidon y no pretenden imitar los aspectos amplios de la

invencién a las incorporaciones Ilustradas

La presente invencidn provee compuestos y métodos para preparar pequefias
particulas de un compuesto organico Un compuesto organico para usar en el
proceso de esta invencion es cualquier entidad quimica organica cuya solubilidad
decrece de un solvente a otro Este compuesto organico podria ser un compuesto
activo farmacéuticamente el cual puede ser seleccionado de agentes terapeuticos

agentes de diagnéstico, cosméticos, suplementos nutricionales, y pesticidas

Los agentes terapéuticos pueder ser selecctonados de una vanedad de
farmacéuticos conocidos tales como, pero no limitados a analgésicos,
anestésicos, analépticos, agentes adrenergicos, agentes bloqueadores
adrenergicos, adrenoliticos, adrenocorticoides, adrenomimeticos, agentes
anticolinergicos  anticolinesterasicos, anticonvulsantes, agentes alquilantes
alcaloides, inhibidores alosténcos, esteroides anabdélicos, anorexiantes, antiacidos,
antidiarreicos, antidotos, antifélicos, antipiréticos, agentes antireumaticos,
agentes psicoterapéuticos, agentes bloqueadores neurales, agentes anti

inflamatorios,  antihelminticos, agentes antt  arritmicos,  antibioticos
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anticoagulantes, antidepresivos, agentes- antidiabeticos, antiepilépticos, anti
hongos, antthistaminicos, agentes antihipertensivos, agentes antimuscarinicos,
agentes antimicobactenial antimalana, antisépticos, agentes antineoplasticos,
agentes antiprotozoanos, Inmunosupresores, imunoestimulantes, agentes
antitrordes, agentes antivirales, sedantes ansioliicos, astnngentes, agentes
bloqgueadores beta-adrenoreceptor medios de contraste, corticosteroides
supresores de tos, agentes de diagnéstico con 1magenes, diureticos,
dopaminérgicos, hemostaticos, agentes hematolégicos, modificadores de
hemoglobina, hormonas, hipnéticos, agentes Inmunologicos, anthiperlipidemicos
y ofros agentes reguladores lpidos, muscarinicos relajantes musculares,
parasimpaticomimeéticos, calcitonina paratiroide, prostaglandtnas,
radiofarmacéuticos, sedantes, hormonas sexuales, agentes anti alérgicos,
estmulantes, sinpaticomiméticos, agentes de tiroides, vasodilatadores vacunas
vitaminas, y xantinas Antineoplastico, o agentes anticancer, incluido pero no
hmtado a pachtaxel y compuestos denvados, y ofros antineoplasticos
seleccionados de un grupo consistentes de alcaloides, antimetabolitos, inhibidores
de encimas, agentes alquilantes y antibioticos El| agente terapéutico puede
también ser biologico, el cual incluye pero no se imita a proteinas, polipéptidos
carbohidratos, poinucleétidos, y acidos nucleicos La proteina puede ser un

anticuerpo , el cual puede ser policlonal o monoclonal

Los agentes de diagnéstico incluyen los agentes de imagenes de rayos X y
medios de contraste Los ejemplos de agentes de imagenes de rayos X incluyen
WIN-883 (et 3,5-diacetamino-24 6 tN|dobenfgat?)J3mblén conocildo como el etil
ester de acido diatrazoico (EEDA), WIN 67722, por gjlemplo, (6-etoxi-6-oxohexil-
3,5-bis(acetamido)-2,4,6-truodobenzoato,  etil-2-(3,5-bis(acetamido)-2,4,6-triodo-
benzoiloxi) butirato (WIN 16318), ell diatnzoxiacetato (WIN 12901), etl 2-(3,5-
bis(acetamido)-2,4,6-triodobenzoilloxi)propionato  (WIN 16923), N-etl 2-(3,5-

bis(acetarmido)-2,4,6-tniodobenzoiloxi acetamido (WIN 65312) isopropd 2-(3,5-



bis(acetamido)-2,4,6-trnodobenzoilox)) acetamido (WIN 12855), dietd 2-(3 5-
bis(acetamido)-2,4,6-truodobenzoillox)  malonato (WIN 67721), eti 2-(3,5-
bis(acetamido)-2,4,6-triodobenzollcxi)  fenlacetato (WIN  67585), 4cido
propanedioico, [[3,5-bis (acetlIamlno)-2.4,5:t;1;)aobe;1;oﬂ]om]b|s(1-metll)ester (WIN
68165) y acido benzoico, 3,5-bis (acetlamino)-2,4,6-tnodo-4-(etil-3-etoxi-2-
butencato) ester (WIN 68209) Los agentes de contraste prefendos incluyen esos
que se espera que se desinteqren relatvamente rapido bajo condiciones
fisiologicas, minimizando asi cualquier respuestas inflamatonas asociada a las
particulas La desintegracton puede resultar de hidrélisis enzimatica, solubilizacion
de acido carboxilico a pH fisiol6égico, u otros mecanismos Asi, acidos carboxilicos
iodinados pobremente solubles tal como odipamida, acido diatnzoico y acido

metrizoico, junto con especies lodinadas removibles hidroliticamente tales como

WIN 67721, WIN 12901, WIN 68165 y WIN 68209 u otras pueden ser preferidos

Otros medios de contraste incluyen, pero no se hmitan a, preparaciones
particuladas de ayudantes para imagenes de resonancia magnética como los
quelatos de gadolinio, u otros agentes paramagnéticos de contraste Ejemplos de
tales compuestos son gadopentetato dimeglumina (Magnevist ®) y gadotendol

(Prohance ®)

Una descnpcion de estas clases de agentes terapeuticos y agentes de diagndstico
y un listado de especies dentro de cada clase pueden ser encontrada en
Martindale, The Extra Pharmacopoeia, Twenty-ninth Edition, The Pharmaceutical
Press, London, 1989 el cuales incorporado aqui por referencia y se hace parte de
esta Los agentes terapéuticos y de diagnoéstico son disponibles comercialmente
y/o pueden ser preparados por técnicas conocidas en el arte

Un agente cosmético es cualquier ingrediente activo capaz de tener una actividad

cosmetica Ejemplos de estos Ingredientes activos pueden ser, minfer ala,



emolientes humectantes, agentes nhibidores de radicales libres, ant
inflamatorios, vitaminas, agentes despigmentadores, agentes anti acné, anti
seborreicos, queratoliticos, agentes adelgazantes, agentes colorantes de la piel y
agentes de proteccion solar, y en particular acido linoleico, retinol, acido retinoico,
acido ascorbico, alkil esteres, acidos grasos polinosaturados, esteres nicotinicos
nicotinato de tocoferol, no saponificables de arroz, soya o shea, ceramidas, hidroxi
acidos como acido glicolico, derivados del selenio, antioxidantes, beta-caroteno,
gamma-orzanol y glicerato de esteanl Los cosméticos son disponibles

comercialmente y/o pueden ser preparados por técnicas conocidas en el arte

Ejemplos de suplementos nutricionales contemplados para usar en la practica de
la presente invencién Incluyen, pero no se limitan a, proteinas, carbohidratos
vitaminas solubles en agua (por ejemplo, vitamina C, complejo vitaminico B y
similares), vitaminas solubles en grasa ( por ejlemplo vitamina A, D, E, Ky
similaraes) v los extractos de hierbas Los suplementos nutncionales son
disponibles comercialmente y/o pueden ser preparados por técnicas conocidas en

el arte

El termino pesticida es entendido para cubnr herbicidas, insecticidas, acancidas,
nematicidas, ectoparasiticidas y fungicidas Ejemplos de clases de compuestos a
los cuales los pesticidas en la presente Invencién pueden pertenecer incluyen
ureas, triazinas, tnazolas, carbamates, esteres de-acido fosfénco, dintroanilinas,
morfolinas, acilalaninas, piretroides, esteres de acido bencilico, difenileters e
hidrocarburos halogenados policichcos Ejemplos espectficos de pesticidas en
cada una de estas clases son listados en Pesticides Manual, 9 th Edition, British

Crop Protection Councill Los pesticidas son disponibles comercialmente y/o

pueden ser preparados por tecnicas conocidas en el arte

62
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Preferiblemente el compuesto organico o el compuesto activo farmacéuticamente
es pobremente soluble en agua Lo que se indica por “pobremente soluble en
agua” es una solubilidad del compuesto en agua que es menor de cerca de 10
mg/mL, y preferiblemente menos de 1 mg/mL Estos agentes pobremente
solubles son los mas adecuados para preparaciones de suspensiones acuosas
puesto que hay altemativas hmitadas de formular estas alternativas en una

salucidén acuosa

La presente invencidn puede ser también practicada -con- compuestos
farmaceuticamente activos solubles en agua mediante el envolvimiento de estos
compuestos en una matriz de vehiculo sélida (por ejemplo, copolimero de
pollactida-poliglicolido, albumina, almidon) o encapsulando estos compuestos en
un vehiculo envolvente que es impermeable al compuesto farmacéutico Este
vehiculo encapsulante puede ser un recubnmiento poliménco tal como poliacrilato
Ademas las pequefias particulas preparadas de estos agentes farmacéuticos
solubles en agua pueden ser modificadas para mejorar la estabiidad quimica y
controlar las propiédades farmacocinéticas de’ o5 agentes al contrdlar la hberacion
de los agentes desde las particulas Ejemplos de agentes farmaceuticos solubles
en agua incluyen, pero no se imitan a, compuestos organicos simples, proteinas

péptidos, nucleétidos, oligonucledtidos, y carbohidratos

Las particulas de la presente invencidn tienen un tamafo promedio efectivo de
particula menor de 100 pm medido por métodos dinamicos de dispersion de luz
por ejemplo espectrografia de fotocomelaciéon , difraccidn laser, dispersion de
rayos laser de angulo bajo (LALLS), dlsp;rsTt;n de r.';yos laser de angulo medio
(MALLS) meétodos de oscurecimiento de luz (el método Coulter por ejemplo)
reologia, o microscopia {luz o electrébn) Sin embargo, las particulas pueden ser

preparadas en un amplo rango de tamafios, tal como de 20 ym a cerca de 10 nm,

de cerca de 10 pm a cerca de 10 nm, de cerca de 2 pm a cerca de 10 nm, de
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- - - -

cerca de 1 pm a cerca de 10 nm, de cerca de 400 nm a cerca de 50 nm, de cerca
de 200 nm a cerca de 50 nm o cualquier rango o combinacién de esos rangos El
tamafio promedio de particula prefendo depende de factores tales como la ruta de
administracion pretendida, formulacion, solubilidad, toxicidad y biodisponibilidad

del compuesto

Para ser adecuada para administracion parenteral, las particulas preferiblemente
tienen un tamano promedio efectiva de menosde~7 ym, y mas-prefenblemente de
menos de cerca de 2 um o cualquier rango o combinacion de esos rangos La
administraciébn parenteral incluye nyecciéon intravenosa, intra-artertal, intratecal,
intrapentoneal, intraocular, intraarticular, intradural, intraventncular,

intrapencardial, intramuscular, intradermal o subcutanea

Los tamafios de particulas para formas de dosificacion oral pueden ser mayores
de 2 ym Las particulas pueden variar en tamafio hasta cerca de 100 pm siempre
que las particulas tengan suficiente biodisponibilidad y otras caracteristicas de una
forma de dosificacibn oral Las formas de dosificacion oral incluyen tabletas,

capsulas, compnmidos, capsulas de gel duras y blandas u otro vehiculo para

suministrar la droga por via oral

La presente invencion es ademdas adecuada para proveer particulas de un
componente organico en una forma adecuada para administracton pulmonar El
tamafio de particulas para formas de dosificaciéon pulmonar puede ser mayor de
500 nm y tipicamente menos de 10 ym La;s parhcx]las en ;uspenswn pueden ser
dispuestas en aerosol y administradas por un nebulizador para admimistracion
pulmonar Altemativamente, las particulas pueden ser administradas como un
polvo seco o por un inhalador de polvo soco después de remover la fase hquida de

la suspension, o el polvo seco puede ser resuspendido en un propulsante no

acuoso para administracion por un inhalador de dosis medida Un ejemplo de un
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propulsante adecuado es un hidrofluocrocarbon (HFC) tal como HFC-134 a
(1,1,1,2-tetrafluoroetano) y HFC-227ea (1,1,1,2,3,3,3-tetrafluoropropano) A
diferencia de los clorofluorcarbones (CFC's), los HFC s exhiben poca o ningun

potencial de destruccion de ozono

Formas de dosificacion para otras rutas de administracion, tales como nasal,
tipica, oftdlmica nasal, bucal, rectal vaginal, trasdermica y similares pueden
también ser formuladas con las particulas hechas a través de la presente
Invencion

El proceso de preparar las partlcula_s ;uede ;e; ;eparado en cua—tro categorias
generales Cada una de las categorfas del proceso comparten los pasos de (1)
disolver un compuesto organico en un pnmer solvente miscible en agua para crear
una pnmera solucién , (2) mezclar |la pnmera solucién con un segundo solvente de
agua para precipitar el compuesto organica para crear una presuspension (3)
adicionar energia a la presuspension en la forma de un mezclado de alta
cizalladura o calor, o combinacion de ambos, para proporcionar una forma estable
del compuesto organico que tiene el tamafio desgado de particula defimido arriba
Los pasos de mezclado y adicidn de energia pueden ser realizados de manera

consecutiva o simultaneamente

Las categorias de proceso son distinguidas con base en las propiedades fisicas
del compuesto organico determinaclas a traves de estudios de difraccion de rayos
X, estudios de calonmetria de barrnido diferencial (DSC) u otro estudio adecuado
realizados antes del paso de adicion de energla y despues del paso de adicion de
energia En la pnmera categoria de proceso, antes_del paso de_adicion de energia
el compuesto organico en la presuspension toma una forma amorfa, una forma
semicristalina o una forma liquida superenfriada y tiene un tamario de particula

efectivo promedio Después del paso de adiciéon de energia el compuesto organico
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esta en una forma cristalina que tiene un tamaiio de particula efectivo promedio

esencialmente igual o menor que el de la presuspensién

En la segunda categoria de proceso, antes del paso de adicibn de energia el
compuesto organico esta en forma cnstalina y tiene un tamaifio de particula
efectivo promedio ‘Después del pa;; dt-a—adlcnﬁn de‘:e;;rgla el c:)mpuesto organico
esta en una forma cristalina y tiene esencialmente el mismo tamafio de particula

efectivo promedio que antes del paso de adicibn de energia pero los cristales

despues del paso de adicion de energia son menos agregables

La menor tendencia del compuesto organico a agregarse es observada por
dispersion de rayos laser dindmica y microscopia de luz

En [a tercera categoria de proceso, antes del paso de adicibn de energia el
compuesto organico esta en una forma cristalina que es fnable y tiene un tamario
de particula efectivo promedio Lo que se quiere decir con “fnable’ es que las
particulas son fragiles y son mas faciles para ser fraccionadas en particulas mas
pequefias Despues del paso de adicion de energia el compuesto organico esta en
una forma cnstalina y tiene esencialmente el mismo tamario de particula efectivo
promedio menor que el de los cristales de la presuspension Tomando los pasos
necesarios para colocar el compuesto organico en.una forma cristalina que es
fnable, el paso subsiguiente de adicién de energia puede ser realizado mas
rapidamente y eficientemente en comparacidn a un compuesto organico en una

morfologia cristalina menos fnable

En la cuarta categoria de proceso, la pnmera solucién y el segundo solventes son
simultaneamente sometidos a un paso de adicion de energia Asi las propiedades
fisicas del compuesto organico antes y despues del paso de adicién de energia no

fueron medidas

H
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El paso de adicién de energlia puede ser realizado en cualquier manera en que la
presuspension de la primera solucién y el segundo solvente sean expuestos a
cavitacién, cizalladura o fuerzas de impacto En una forma prefenda de la
invencion, el paso de adicion de energia es un paso de fijacion La Fiacion es
definida en esta invencidbn como el proceso de convertir materia que es
termodinamicamente inestable en una forma mas estable por la aplicacién singular
o repetida de energia {calentamiento directo o esfuerzo mecénico) seguido de
una relajacidén térmica Esta dismmucion de .energla puede ser alcanzada por
conversion de la forma sdlida de una estructura enrejada menos ordenada a una
mas ordenada Alternativamente, esta estabilizacibn puede ocumr por un

reordenamiento de las moléculas surfactantes en la interfase sélido-liquido

Estas cuatro categorias de proceso seran discutidas separadamente mas
adelante Debe entenderse, sin embargo, que las condiciones de proceso tal como
la escogencia de surfactantes o la combinacidbn de surfactantes, cantidad de
surfactantes usados, temperatura de reaccidn,-tasa de mezclado de soluciones,
tasa de precipitacion y similares pueden ser seleccionadas para permitir que
cualquier droga pueda ser procesada bajo cualquiera de las categorias que se

discuten a continuacion

La pnmera categona de proceso, asi como la segunda, tercera y cuarta
categorias, pueden ser ademas divididas en dos subcategorias, Método A y B,

mostrados diagramaticamente en las FIGS 1y 2

— — —— tans - - - -

El pnmer solvente de acuerdo a la presente invencion es un solvente o mezcla de
solventes en el cual el compuesto organico de interés es relativamente soluble y el
cual es miscible con el segundo solvente Tales solventes incluyen, pero no se
hmitan a compuestos préticos miscibles en agua, en los cuales un atomo de

hidrogeno en la molécula es enlazado a un atomo electronegativo tal como

2
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oxigeno nitrégeno, u otro grupo VA, VI A y VIIA de la tabla periodica de los
elementos Los ejemplos de tales solventes incluyen, pero no se limitan a,
alcoholes, aminas (primarna o secundaria), oximas, acidos hidroxadmicos, acidos

carboxilicos, acidos sulfénicos, acidos fosfonicos, acidos fosforicos, amidas y

ureas

Otros ejemplos del primer solvente también incluyen solventes organicos
apréticos Algunos de estos solventes apréticos pueden formar enlaces hidrégeno
con agua, pero pueden solo actuar como aceptadores de protones porque ellos
carecen de grupos donadores de protones efectivos Una clase de solventes
aproéticos es un solvente aprotico dipolar, comg lo define la_ Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC Compendium of Chemical Terminology, 2 nd Ed ,
1997)

Un solvente con una permitividad relativa ( o constante dieléctrica) alta
comparativamente, mas grande de ca 15, y un momento dipolar
permanente significativo, que no puede donar adecuadamente atomos de
hidrégeno removibles para formar enlaces de hidrogeno fuertes por

ejemplo,-dimetil sulféxido e — —em——— . - -

Los solventes aproticos dipolares pueden ser seleccionados de un grupo
consistentes de amidas (completamente sustituidas, con nitrogenos que carecen
de a4tomos de hidrogeno anexos), ureas (completamente sustituidas, sin atomos
de hidrogeno anexos a nitrdgeno), eteres, éteres ciclicos, mitnlos, ketonas
sulfonas, sulfoxidos, fosfatos completamente sustituidos esteres de fosfonato
fosforamidas, compuestos de nitro y similares Dimetilsulféxido (DMSO), N-metil-2-
pirrohldinona  (NMP),  2-pirrolidinona,  1,3-dimetiimidazolidinona  (DMI)
dimetlacetamida (DMA), dmetiformamida (DMF), dioxano, acetona

tetrahidrofuran (THF), tetrametilenosulfona (sulfolona), acetonitnlo, vy
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hexametilfosforamida (HMPA), nitrometano, entre otros, son miembros de esta

clase

Los solventes pueden también ser escogidos de los que en general son
inmiscibles en agua, pero tiene suficiente solubiidad en agua a bajos volumenes
(menos del 10%) para actuar come un pnmer solvente miscible en agua a esos
volumenes reducidos Los ejemplos incluyen hidrocarburos aromaticos, alkenos,
alkanos y aromaticos halogenados atkenos halogenados y alkanos halogenados
Los aromaticos incluyen, pero no se imitan a, benceno (sustituido o insustituido) y
arenos policiclicos 0 monocichcos, Los ejemplos de bencenos sustituidos
incluyen, pero no se imitan a, xifenos (orto, meta, o para), y tolueno Ejemplos de
alkanos incluyen pero no se imitari a hexano neopentano, heptano, isooctano, y
ciclohexano Los ejlemplos de haldgenos aromaticos incluyen, pero no se imitan a
clorobéncéno, bromobenceno, i Clorotolueno Ejémplos “dé™ alkanos y alkerios
halogenados Incluyen, pero no se limitan a, tncloroetano, cloruro de metieno ,

etilenodicloruro /EDC) y similares

Ejemplos de todas las clases de solventes antenores incluyen pero no se limitan a
N-metil-pirrolidinona ( también llarnado N-metil-2-pirrolidinona), 3-pirrolidinona (
tambien Hamado 2-pirrolidinona), 1,3-dimetil-2-imidazolinona (DMI),
dimetilsulf&xdo, dimetilacetarmida, acido acético, acido lactico, metanol etanol
1sopropanol, 3-bentanol. n-pro;;anmol.ﬁ alzo-ﬁ;! 'Bﬁé_ﬁ'cil gll-ce;oul. ubutlleno glicol
(butanediol), etileno glicol, propileno glicol, monoglicendos mono y diacilados ( tal
como glicenl capniato), 1sosorburo de dimetl, acetona, dimetilsulfona
dimetiformamida, 1,4-dioxano, tetrametilenosulfona (sulfolona), acetonitrilo,
nitrometano, tetrametilurea, hexametifosforamida (HMPA), tetrahidrofuran (THF),
dioxano, dietileter tert-butimetl eter (TBME) hidrocarburos aromaticos, alkenos,

alkanos, aromaticos halogenados, alkenos halogenados, alkanos halogenados,

xileno, tolueno, benceno, bencenc sustituido, acetato de etl acetato de metil
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acetato de butil, clorobenceno bromobenceno, clorotolueno, tricloroetano, cloruro
de metileno etlenodicloruro (EDC), hexano, neopentano, heptano, i1sooctano,
ciclohexano, polie PEG-4, tileno glicol (PEG, por ejemplo, PEG4, PEG-8, PEG-9,
PEG-12, PEG-14, PEG-16, PEG-120, PEG-75, PEG-150), esteres de polietileno
glicol (ejemplos tales como dilaurato de PEG -4, dilaurato de PEG -20,
isostearato de PEG-6, palmitostearato de PEG-8, palmitoestearato de PEG 150),
sorbitans de polietileno glicol ( tales como 1soestearato de sorbitan de PEG 20)
eteres monoalkil de polietileno glicol { ejemplos tales como éter de dimetil de PEG-
3, eter de dimetii—de PEG-4); propileno~glicol~(PPG);- alginato” de~polipropilenc
butanediol de PEG —10, éter de glucosa de metl de PEG-10 eter de glucosa de
metl de PEG-20, éter de esteanl de PPg-15, dicaprato/dicapirato de propileno
ghcol, laurato de propileno glicol y ghocofurol (tetrahidrofurfuril alcohol polietieno
glicol eter) Un pnmer solvente prefendo e N-metil-2-pirrolidinona Otro pnmer

solvente prefendo es el &cido lactico

El segundo solvente es una solvente acuoso Este solvente acuoso puede ser

agua como tal Este solvente puede contener también amortiguadores, sales,

surfactantes polimeros solubles en agua y combinacion de estos excipientes

Método A

En el Método A (ver FIG 1), el compuesto organico (“droga ) es pnimero disuelto
en el prnmer solvente para crear una prnmera solucion El compuesto organico
puede ser adicionado de cerca de 0 1 % (w/v) a cerca de 50% (w/v) dependiendo
de la solubilildad del compuesto organico en el primer solvente Calentamiento del

concentrado de cerca de 30 °C a cerca de 100 °C puede ser necesario para

asegurar una disolucién completa del compuesto en el pnmer solvente

Un segundo solvente acuoso es provisto con uno o mas modificadores de

superficie opcionales tales como un surfactante anionico, un surfactante catibnico

25
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un surfactante no-ionico o una molecula de superficie activa biolégicamente
Surfactantes anionico incluyen pero no se imitan a sulfonatos de alkil, fosfatos de
alkil , fosfonatos de alkil, laurato de potasto, estereato de tnetanolamina, sulfato de
launl de sodio, dodecilsulfato de scdio, sulfatos de polioxietileno alkil, alginato de
sodio, sulfosuccinato de sodio dioctil fosfatidil colina, fosfatidil glicerol, fosfatidil
inosina, fosfatidiserina, acido fosfatdico y otras sales, esteres de gliceril,
carboxinetilcelulosa de sodio, acido colico y otros 4cidos de bilis (por ejemplo,
acido clico, acido deoxicodlico, aado glicocolico, acdo taurocolico acido
ghicodeoxicolico) y sales de ellos (por ejemplo deoxicolato de sodio etc)
Surfactantes catibnicos adecuados incluyen pero no se imitan a compuestos de
amonio cuaternanos, tales como cloruro de benzalconio bromuro de
cetiltnmetilamonio, quutosanos, cloruro d(; I.';upl;llriu-'netllbencllamomo clorhidratos
de carnitina acil , o haluros de pindinio alquil Como surfactantes anibnicos los
fosfollpidos pueden ser usados Los fosfolipidos adecuados incluyen, por ejemplo
fosfatidicolina fosfatidiletanolamina, diacil-glicerol-fosfoetanolamina tal como
diminstoil-glicero-fosfoetanolamina (DMPE), dipalmitoil-glicero-fosfoetanolamina
(DPPE), distearoil-glicero-fosfoetanolamina (DSPE), y dioleoli-ghcero-
fosfoetanolamina (DOPE) fosfatidilsenna, fosfatidiinositol, fosfatidiiglicerol, acido
fosfatidico, lisofosfolipidos, fosfolipido de soya o !u_:_evo o combinaciones de ellos
Los fosfolipidos pueden ser salados o desalados, hidrogenados o parciaimente
hidrogenados o semi-sintéticos naturales o sintéticos El fosfolipido puede también
ser conjugado con un polimero hidrofilico o soluble en agua Un polimero prefendo
es polietleno ghcol (PEG), que también es conocido como el monometoxi
pohietilenoglicol (MPEG) Los pesos moleculares de PEG pueden varnar, por
giemplo de 200 a 50 000 Alguncs de los PEG comunmente usados que son
disponibles comerctalmente incluyen PEG-350, PEG-550, PEG-750, PEG-1000,
PEG-2000, PEG-3000 y PEG 5000 EI fosfolipido o_el conjugado de fosfolipido-
PEG puede también incorporar un grupo funcional el cual puede enlazarse

covalentemente a un ligando que incluye pero no se limita a proteinas peptidos

o
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carbohidratos, glicoprotelnas, anticuerpos o agentes farmaceuticamente activos
Estos grupos funcionales pueden conjugarse con los ligandos a traves por
ejemplo, la formacidn de enlaces de amida, formacidn de disulfuro o trieter o
enlace biotina/ estreptavidina Ejemplos de grupos funcionales enlazadores de
hgandos incluyen pero no se limitan a hexancillamina, dodecanilamina, 1,12-
dodecanodicarboxilato, tioetanol, 4-(p-maleimidofenil)butiramida (MPB), 4-(p-

meleimidometil)ciclohexano-carboxamida (MCC), 3-(2-pindilditio)propionato (PDP),

succinato glutarato, dodecanoato, y biotina

Los surfactantes no-i6nicos adecuados incluyen éteres de alcohol graso de
plioxietleno (Megcrogol an Brj), esteres de Aacidos grasos de sorbitan
(Polisorbatos), esteres de acidos grasos de polioxietileno (Myn), esteres de
sorbitan (Span), monostearato de glicerol, polietileno ghcol, polipropilenos glicol,
alcohol de cetil, alcohol de cestosteanl, alcohc_)l de estearl, alcoholes de polieter
alkl anl, copollmeros de polioxietieno-polioxipropileno (poloxameros)
poloxaminas metilcelulosa, hidroximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa
hidroxipropiimetilcelulosa, celulosa no cnstalina, polisacandos que Incluyen
almidén y denvados de almidén tales como hidroxiellalmidén (HES), alcohol de
pohvinil, y polivinilpirrolidona En una forma prefenda de la invencién, el
surfactante no-ionico es un copolimero de polioxietieno y polioxipropilenoc y
prefenblemente un copolimero en bloque de propileno glicol y etileno glicol Tales

polimeros son vendidos bajo la marca registrada POLOXAMER tambien referda

como PLURONIC®, y es vendida por varios proveedores incluyendo Spectrum
Chemical and Ruger Entre los esteres de acido graso de polioxietleno estan
incluidos esos que tienen cadenas de alkil cortas Un ejemplo de tales surfactantes
es SOLUTOL® HS 15, polietileno-660-hidroxiestearato, manufacturado por BASF
Aktiengesellschaft

La moléculas de superficie activa biolégicamente incluyen moléculas de albumina

caseina, hirudina u otras proteinas apropiadas Los polisacandos bioldgicos estan

- - e m w - -
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también incluidos y consisten pero no se lmitan a , almidones hepanna y

— e - - s——

quitosanos

Puede ser también deseable adicionar un agente ajustador de pH al segundo
solvente tal como hidréxido de sodio, acido clorhidnco, amortiguadora de Tns o
citrato, acetato, lactato, meglumina o similares El segundo solvente debe tener un

pH dentro de un rango de cerca de 3 a alrededor de 11

Para formas de dostficacion oral uno o mas de los siguientes_excipientes puede
ser utihzado gelatina, caseina lecitina (fosfatidos), goma de acacia colesterol
tragacanth, acido estearco, cloruro de benzalconio, estearato de calcio,
monoestearato de gliceril, cetostear alcohol, cera emulsificante de cetomacrogol
esteres de sorbitan, éteres de alkil de polioxietieno, por ejemplo, éteres de
macrogol tales como cetomacrogol 1000, denvados de aceite de rnsino de
polioxietileno, esteres de acido graso de sorbitan de polioxietileno por ejemplo los

disponibles comercialmente Tweens ™

, glicoles de polietileno, estearatos de
polioxietlenos, dibxido de silicio coloidal,- fosfatos; dodecilsulfatc de sodio
carboximetilcelulosa de caicio, carboximeticelulosa de sodio, metilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, fatalato de hidroxipropiimetilcelulosa,
celulosa no cnistalina, silicato de aluminio y magnesio tnetanolamina polivini
alcohol (PVA) y polivinilpirrolidona (PVP) La mayoria de estos excipientes son
descntos en detalle en el Hanbook of Pharmaceutical Excipients, publicado
conjuntamente por la Amencan Pharmaceutical Associaton and The
Pharmaceutical Soctety of Great Bntain, The Pharmaceutical Press 1986 Los
modificadores dé superficie son disponibles comerciaimente y/o pueden ser

preparados por tecnicas conocidas en el ate Dos o mas modificadores de

superficie pueden ser usados en combinacion
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En una forma preferida de la invencién, el metodo para preparar pequefias
particulas de un compuesto organico incluye los pasos de adicionar la prmera
solucibn a un segundo solvente La rata de adicion depende del tamafio de la
cochada, y la cinética de precipitacion del compuesto organico_Tipicamente, para
un proceso de laboratono a pequefia escala ( preparacidon de 1 litro), la tasa de
adicion es de cerca de 0 05 cc por minuto a cerca de 10 cc por minuto Durante la
adicién las soluciones deben estar bajo agitacién constante Se ha observado
usando microscopia de luz que particulas amorfas, solidos semi cristalinos o un
liquido super enfriado se forman para crear una pre-suspension E! método incluye
ademas el paso de someter la pre-suspensién a un paso de adicion de energia
para convertir las particulas amorfas, el liquido super enfriado o el solido
semicnstalino a un-estado solido cnistalino mas estable Las particulas resultantes
tendran un tamafio de particula etectivo promedio medido por los métodos de
dispersion de luz dindmicos ( por ejemplo espectroscopia de fotocorrelacion
difraccton laser, dispersion de [aser de dngulo bajo (LALLS), dispersién de laser de
angulo medio (MALLS), métodos de oscurecimiento de luz (método de Coulter por
ejemplo) reologia, o microscopia (luz o electrén) dentro de los rangos
establecidos arnba El la categoria de proceso cuatro, la primera solucén y el
segundo solvente son combinados a la vez que simultaneamente se conduce el
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paso dé adiCion dé eneérgia

El paso de adicibn de energia involucra la adicion de energia a través de
sonicacion, homogenizacidn, homogenizacién por fluyjo en contracomente,
microfluidificacion u otros métodos para proveer fuerzas de impacto, cizalladura y
cavitacién La muestra puede ser enfnada o calentada durante esta etapa En una
forma prefenda de la invencién, el paso de adicion de energia es efectuado por un
homogenizador de piston-abertura tal como el vendido por Avestin Inc, bajo la

designacibn de producto EmulsiFlex-C160 En otra forma prefenda de la

invencion, el paso de adicién de energia puede ser realizado por ultrasonicacion
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usando un procesador de ultrasonido tal como el Procesador Vibra-Cell
Ultrasénico (600 W), manufacturado por Sonics and Matenals, Inc En otra forma
preferida de la invencién, el paso de adicién de energia puede ser realizado
mediante el uso de una aparato de emulsificacibn como se describe en la Patente
U S No 5,720,551, la cual es incorporada aqul por referencia y hecha parte de
esta

Dependiendo de la tasa de adicibn de energia, puede ser deseable ajustar la
temperatura de la muestra procesada dentro del rango de aproximadamente -30
°C a 30 °C Alternativamente, con el proposito de efectuar un cambio de fase
deseado en el solido procesado, puede también ser necesario calentar la pres-
suspension a una temperatura dentro del rango de cerca de 30 °C a airededor de

100 °C durante el paso de adicion de energia

Método B —- el e ke -

El Método B difiere del Método A en los siguientes aspectos La prnmera diferencia
es un surfactante o combinacibn de surfactantes es adicionado a la primera
soluciéon Los surfactantes pueden ser seleccionados de un grupo de surfactantes
aniénicos, cationicos y no anidnicos, y los modificadores biolégicos de superficie

activa definidos antes

Ejemplo Comparativo del Método A v el Método B v USPN 5 780 062

La patentes de Estados Unidos No 5,780,062 descubre un proceso para preparar
pequeiias particulas de un compuesto organico mediante primero, disolver el
compuesto en un primer solvente miscible en agua adecuado Una segunda
solucidn es preparada mediante la disolucion de un polimero y un amfiflo enun
solvente acuoso La primera solucion es luego adicionada a la segunda solucion
para formar un precipitado que consiste del compuesto organico y un complejo

polimero-amfifila La patente 062 no expone la utiizacion de el paso de adicion de
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energia de los Métodos A y B de esta invencibn Carencia de estabilidad es
topicamente evidenciada por una_gapida agregacion y crecimiento particula En
algunas instancias, las particulas amorfas recnstalizan como cristales grandes La
adicion de energia a la pre-suspension en la forma expuesta amba, tipicamente
aporta particulas que muestran tasas decrecientes de agregacion de particulas y
crecimiento, asl como la ausencia de recristalizacion cuando el producto es

almacenado

Los Métodos A y B son ademas distinguidos del proceso de la patente 062 porla
ausencia de-un-paso de formacidon-de-un-complejo-polimero-amfifilo antes de la
precipitacion En el Método A, tal complejo no puede ser formado ya que ningun
polimero es adicionado a la fase diluyente {acuosa) En el Metodo B, el
surfactante, que puede también actuar como un amfifilo o polimero, es disueito
con el compuesto organico en el pnmer solvente Esto impide la formacién de
cualquier complejo polimero-amfifilc antes de la precipitacion En la Patente 062,
la preciptacion exitosa de pequefas particulas descansa en la formacion del

complejo amfifilo-polfmero antes de la precipitacién La Patente 062 descubre que

el complejo amfifilo-polimero forma agregados en la segunda solucion La Patente
062 explica que el compuesto organico hidrofobico Interactua con el complejo
amfifilo-polimero, de esta manera reduciendo la solubllidad de estos agregados y
causando precipitacion En ia presente invencidn se ha demostrado que la
inclusion del surfactante o polimero en el primer solvente (Método B) conduce, una
vez se adiciona al segundo solvente, a la formacién de una particulado mas fino y
uniforme que el que se logra por el procese establecido por la Patente 062

Para este objeto,—dos formulacmn_es};J;‘r;n—&;;;a-raaas y anallzada; Cada una de
las formulaciones tiene dos soluciones, un concentrado y un diluyente acuoso, los
cuales son mezclados y luego sonicados El concentrado en cada formulacion

tiene un compuesto organico {(itraconazola), un solvente miscible en agua (N-metil-

B\
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2-pirrolidinona o NMP) y posiblemente un polimero (poloxamer 188) El diluyente
acuoso tene agua, un amortiguador de Tns y posiblemente un polimero
(poloxamer 188) y/o un surfactante (deoxicolato de sodio) E! didmetro promedio
de particula de la particula orgénica es medido antes de la sonicacion y después

de esta - - e - ——— = — o a——

La pnmera formulacion A tiene como concentrado itraconazola y NMP  El diluyente
acuoso Incluye agua, poloxamer 188, amortiguador Trnis y deoxicolato de sodio
Asi el diluyente acuoso incluye un polimero (poloxamer 188), y un amfifilo
(deoxicolato de sodio), el cual puede formar un complejo polimero/amfifilo, y en
consecuencta, esta de acuerdo con lo expuesto en la Patente 062 ( Sin embargo

una vez mas la Patente 062 no expone un paso de adicién de energia)

- - - e e -

A RS

La segunda formulacion tiene como concentrado itraconazola, NMP y poloxamer
188 El diluyente acuoso incluye agua, amortiguador Tns y deoxicolato de sodio
Esta formulacién es preparada de acuerdo a la presente invencion Puesto que el
diluyente acuoso no contiene una combinacién de un polimero (poloxamer) y un
amfifilo (deoxicolato de sodio), un complejo polimero/amfifilo no se puede formar

antes del paso de mezclado

- e

La Tabla 1 muestra los diametros de p"artlcula promedios medidos por difraccion
de laser en tres replicas de las preparaciones de la suspension Una
determinacion del tamafio inicial fue hecha, después de la cual la muestra fue
sonicada por 1 minuto La determmmacidon de tamafio fue luego repetida La gran
reducciébn de tamario con sonicacidn del Método A fue indicativa de ia agregacion

de particulas
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Tabla 1
Metodo Concentrado Diluyente Diametro de Después
Acuoso particula Sonicacion
promedio (1 minuto)
(micrones)

A Itraconazola Poloxamer 188 187 2 36
(18%),N-metl-2- (23 %), 107 246
prrrolidinona (6 mL) |deoxicolato de 121 193

scdio (03 %)
arnortiguador
Tns (5mM, pH
8) agua {(gs a
94 mlL)

B Itraconazola déoxicolato"de|™""0194 ~“ [ 0198
(18%),poloxamer [sadio (03 %), 0178 0179
{37%), N-metil-2- |amortiguador 0181 0177
pirrolidinona (6 mL) | Tns (5mM, pH

8) agua (gs a
94 mL)

Una suspension de droga resultante de la aplicacion del proceso descnito en esta
invencton puede ser administrada directamente como una solucion inyectable
silempre que agua para inyeccidn sea empleada en la formulacién y medios
aproplados p:'zlra Ia—e—sterlllzamén de Fé'é"oﬂ.a&“ s;aﬁ";pl];:ados La esterilizacion
puede ser realizada por métodos bien conocidos en el arte tales como vapor o
estenlizacion por calor, radiaciones gamma y similares Otros métodos de
estenlizacion, especialmente para particulas en las cuales mas del 99% de las
parhiculas son menores de 200 nm, incluinan tambien prefiltracion primero a traves
de un filtro de 3 0 micrones seguido de una filtracion a través de un filtro de
particulas de 045 micrones, seguido por estenlizacibn con vapor o calor o
fitracibn esténl a través de dos filtros de membranas de 02 micrones
redundantes Tt;dawa otro me;Il)- ;i: ;sten;zac16; es ﬁltrac—mn esten! del
concentrado preparado del pnmer solvente que contiene y surfactante opcional o
surfactantes v filtracion esténl del diluyente acuoso Estos son luego combinados
en un contenedor de mezclado estérl, prefenblemente en un ambiente esteni

aislado Mezclado, homogenizacién y procesamiento adicional de la suspension

son luego realizados bajo condiciones asépticas

- - - - e A e P e —_ - -
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Todavia otro procedimiento para la estenlizacidn consistira de la estenlizacion por
calor o autoclave dentro del homogenizador mismo, antes, durante, ©
subsiguientemente al paso de homogenizacidn El procesamiento despues de este

tratamiento de calor sera realizado bajo condicione asépticas

Opcionalmente, una suspenston libre de solvente puede ser producida por la
remocién del solvente despues de la precipitacion Esto puede ser realizado por
centrifugacién, dialisis, diafiltracidn, fraccionamiento por campo de fuerza, filtracion
de alta presion, osmosis reversa y ofras técnicas de separacion conocidas en el
arte La remocién completa de N-metil-2-pirrolidinona fue tipicamente realizada por
una a tres carreras-sucesivas de centnfugacion,“despues~de-cada centrifugacion
(18 000 rpm por 30 minutos) el sobrenadante fue decantado y botado Un volumen
fresco de vehiculo de suspension sin el solvente organico fue adicionado a los
solidos remanentes y la mezcla fue dispersada por homogenizacion Sera
reconocido por aquellos con habilidades en el arte que otras técnicas de mezcla
de alto cizallamento podria ser usada en el paso de reconstitucion
Altemativamente, las particulas libres de solvente pueden ser formuladas en
vanas formas de dosificacibn como se desee para una vanedad de rutas de

L AL T St lak P-tand P T e

administracién, tales como oral, pulmonar, nasal, topica, intramuscular y similares

Mas aun, cualquier excipiente no deseado tales como surfactantes pueden ser
reemplazados por un excipiente mas deseable mediante el uso de los metodos de
separacion descntos en el parrafo anterior El solvente y primer excipiente pueden
ser eliminados con el supemadanie después de centrifugacion o filtracion Un
volumen fresco del vehiculo de suspensién sin el solvente y sin el pnmer

excipiente pueden ser luego adicionado Alternativamente, un nuevo surfactante

—— - ——— - e—igm e e -

puede ser adicionado Por ejlemplo, una suspension consistentes de droga, N-

metil-2-pirrolidinona (solvente), poloxamer 188 (pnmer excipiente), deoxicolato de

B84
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sodio, glicerol y agua puede ser reemplazada con fosfolipidos (nuevo surfactante),

ghicerol y agua después de centnfugaciéon y remocion del supernadante

| Pnmera Categorna de Proceso

Los métodos de la primera categoria de proceso generalmente incluyen el paso de

——

disolver el compuesto organico en un pnmer solventé misciblé en agua seguido

por el paso de mezclar esta solucion con un solvente acuoso para formar una
presuspension donde el compuesto organico esta en forma amorfa una forma
semicristalina o en la forma de un liquido superenfriado como se establece por
estudios de difraccidn de rayos X, DSC, microscopia de luz u otra técnica analitica
y tiene un tamanio de particula efectivo promedio dentro de uno de los rangos de
tamafio efectivo de particula establecidos antes El paso de mezclado es seguido

por un paso de adiciéon de energia

- - T - -

Il Segunda Categoria de Procesos

Los metodos de la segunda cateqoria de procesos incluyen esencialmente los
mismos pasos de los procesos de la pnmera categoria pero difieren en los
siguientes respectos Una difraccion de rayos X, DSC u otra técnica analitica
adecuada de la presuspensién muestra el compuesto organico en una forma
cristalina y tiene un tamafio de particula efectivo promedic El compuesto organico

después del paso de adicion de energla tiene esencialmente el mismo tamafio de

- - e b — A - e -

particula efectivo promedio antenor al paso de adicidn de energla pero tiene una

menor tendencia a agregarse en particulas mas grandes cuando se compara al de
las particulas la presuspensién Sin estar soportado por una teona, se cree que las

diferencias en la estabilidad de las particulas puede ser debida al reordenamiento

de las moléculas de surfactante en la interfase sohdo-liquido

Il Tercera Categoria de Procesos
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Los métodos de la tercera categoria modifican los pnmeros dos pasos de las
pnmera y segunda categorfa de procesos para asegurar que el compuesto
organico en la presuspension esta en una forma fnable que tiene un tamafio de
particula efectivo promedio (por ejemplo tal como una aguja delgada o pequefias
laminas) Las particulas frable pueden ser formadas seleccionando solventes
adecuados, surfactantes o combinaciones de surfactantes, la temperatura de las

- — -

soluciones individuales, la rata de mezclado y la tasa de precipitacidon y similares

-t —— o - - -

La fnabiidad puede también ser aumentada por la introduccion de defectos en la
estructura (por ejemplo planos de clivaje) durante los pasos de mezclado de la
primera solucion con el solvente acuoso Esto surgird por cnistalizacion rapida tal
como la lograda en el paso de precipitacién En el paso de adicibn de energia
estos cristales friables son convertidos a cristales que son cinematicamente
estabilizados y tienen un tamafio de particula efectivo promedio menor que los de

la presuspension Cinematicamente estabilizados significa particulas que tienen

-— e a—— v 4w g wrms—————

una menor energia para agregarse en comparacién con las particulas que no
estan cinematicamente estabilizadas En tal instancia el paso de adicion de
energia resulta en una rompimiento de las particulas fnables Al asegurar que las
particulas en la presuspension estan en un estado friable, el compuesto organico
puede ser mas facl y rApidamenie preparado en particulas con el rango de
tamafios deseado cuando se compara con procesos de un compuestos organicos
donde los pasos no se han dingido a colocarlos en una forma friable

IV Cuarta Categoria de Procesos

Los métodos de la cuarta categoria de procesos incluye los pasos de la pnmera
categoria de procesos excepto que e! paso de mezclado es realizado

simultAneamente con el paso de adicion de energla

Control de Polimorfa

-— . P e ] b —
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La presente invencion provee ademas pasos adicionales para controlar la
estructura cnstalina de un compuesto organico para finalmente producir una
suspension del compuesto en el rango de tamaifio deseado y con una estructura
crnstalina deseada Lo que es significado con el termino “estructura cnstalina” es el
arreglo de los atomos dentro de la célula unitana del cristal Los compuestos que
pueden ser cnstalizados en diferentes estructuras crnistalinas se dice que son
polimorficos La identficacion de polimorfas es un paso importante en la
formulacién de drogas puesto que diferentes polimorfas de la misma droga pueden
presenfar diferéncias en solubilidad; “actvidad terapeutica, Bicdisponibilidad, y
estabiidad de suspension En consecuencia, es importante controlar la forma

polimérfica del compuesto para asegurar la pureza del producto y reproducibilidad

cochada tras cochada

Los pasos para controlar [a forma polimérfica de un compuesto semillado de la
pnmera solucion, el segundo solvente o la presuspension para asegurar la
formacién de la polmorfa deseada El semillado incluye usar un compuesto
semilla o ad|0|on';1r- -energla En una }(.)rr;{é .;-)_r;f;ﬁa:aéﬁla lnveac;éﬁ el compuesto
semilla es un compuesto farmacsuticamente activo en la forma polimorfica
deseada Alternativamente, el compuesto semilla puede ser tambien una
impureza Inerte, un compuesto no relacionado en estructura a la polimorfa
deseada pero con rasgos que pueden llevar a plantilado de un nucleo del cristal, o

un compuesto organico con una estructura similar a aquella de la polimorfa

deseada

—— = - T L

El compuesto semilla puede ser precipitado de la prtmera solucion Este metodo
Incluye los pasos de adicionar el compuesto organico en una cantidad suficiente
para exceder la solubilidad del compuesto organico en el primer solvente para
crear una solucion supersaturada La solucion supersaturada es tratada para

precipita el compuesto organico en la forma polimérfica deseada El tratamiento de
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la solucidn supersaturada incluye el envejecimiento de la solucién por un perfodo
de tiempo hasta que la formacién de un cnstal o cristales es observada para crear
una mezcla -sembrada- Es posible~tambien~adicionar- energta—~a la solucion
supersaturada para para hacer que el compuesto organico se precipite de la
solucién en la polimorfa deseada La energia puede ser aplicada en muchas
maneras que Incluyen los pasos de adicidn de energia descrtos antes Mas
energia puede ser adicionada por calentamiento, o por exposicion de la
presuspensidn a energla electromagnética, fuentes de rayos de electrones o
particulas La energia electromagnética incluye energia luminica (ultravioleta
visible o Infrarroja) energia electromagnética dinamica, u ofras formas de
radiaciébn Se contempla adem&s utlizar ulirasomdo, un campo de energia
estatica, un campo magnetico estatico, 0 combinaciones de estos, como fuentes

adicionales de energia

En una forma prefenda de la invencion, el método para producir cristales semilla
de una solucibn supersaturada envejecida incluye los pasos de (1) adicionar una
cantidad de un compuesto organico al primer solvente organico para crear una
solucién supersaturada, (1) envejecer la solucion supersaturada para formar

- - - - - -

cnstales detectables para crear un mezcla sembrada, y (in) mezclar la mezcla

sembrada con el segundo solvente para precipitar el compuesto organico para
crear la presuspensidon La presuspzansion puede luego ser mas procesada como
se describto en detalla atras para proveer una suspension acuosa del compuesto

organico en la polimorfa deseada y el rango de tamafic deseado

El semillado puede también ser realizado adicionando energia a la prnmera

solucion el segundo solvente o la presuspension siempre que el hquido o liquidos

[ — e -

expuestos contengan el compuesto organico o un material semilla La energia
puede ser adicionada en la misma forma como se descnbid para la solucidn

supersaturada
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En consecuencta, la presente invencidon provee un compuesto de un compuesto
organico en la forma polimérfica deseada esencialmente libre de peolimorfa o
polimorfas no especificadas En una forma prefenda de la invencion el compuesto
organico es una sustancia farmacéuticamente actva Un ejemplo de ello es

establecido en _el ejemplo 16 _mas _adelante donde semillado durante

T e e S

microprecipitacton provee una polimorfa de itraconazola esencialmente libre de la
polimorfa de la matena pnma Se contempla que los métodos de esta invencidn
puedan ser usados para producir selectvamente una polimorfa deseada para

numerosos compuestos farmacéuticamente activos

Suspensiones submicrénicas de agentes antineoplasticos

Los métodos descntos previamente en esta aplicacién pueden ser usados para
preparar formulaciones-que contienen-suspensiones de particulas submicrénicas
de agentes antineoplasticos insolubles en agua, particularmente paclitaxel o sus
compuestos denvados, incluyendo pero no limitado a, docetaxel y otros analogos
de paclitaxel Estas formulaciones generalmente permiten una alta carga de droga
que contiene 1-20% w/v de droga Una carga de droga mas alta de 20 % w/v
puede ser lograda con estas formulaciones La misma formulacion puede ser

administrada por vanas vias, por ejemplo, oral, parenteral y pulmonar

Las particulas dél” agente aritinedplastco puede ser formuladas para ambos
remover cremofor como un excipiente asi como para lograr un forma de
dosificacion que tiene como caracteristica un largo tiempo de circulacton Las
particulas formuladas con modificadores de superficie con polietiteno glicol (PEG)
funcionalmente pueden ser usadas para evitar opsonizacion de particulas y la
sobretoma del sistema reticuloendotelial (RES) consecuente En adicion,
particulas que tienen tamafios menores de 200 nm, y particularmente menos de

150 nm pueden ser usadas para ayudar a un largo tiempo de circulacién asi como

- - — - - — e - - e el ey e
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para apuntar a los tumores al permear a través de la vasculatura del tumor

fenestrado

Un método preferido de preparar las particulas submicronicas de estos agentes
antineoplasicos consiste de (1) mezclar dentro del pnmer solvente miscible en
agua o el segundo solvente o en ambos el pnmer solvente miscible en agua y el
segundo solvente un pnmer modificador_de_superficie.que incluye un fosfolipido
conjugado con un polimero soluble en agua o hidrofilico, (n) disolver el agente
antineoplastico en el pnmer solvente miscible en agua para formar una solucién
(m) mezclar la solucion con el segundo solvente para obtener una presuspension
de particulas, y (Iv) homogenizar la presuspension para formar una suspension de
particulas que tienen un tamaiio de particula efectivo promedio menor de cerca de
1 um Un primer solvente miscible en agua preferido es N-metil-2-pirolidinona
Prefenblemente, las particulas tienen un tamafio de particula efectivo promedio de
menos de 400 nm;-mas preferiblemente menos de-200 nm;"y mas prefenblemente,

menos de 150 nm

E! fosfolpido usado puede ser natural o sintético Ejemplos de fosfolipidos
adecuados Iincluyen pero no se limitan a, fosfatdilcolina, fosfatidietanolamina,
diacil-glicero-fosfoetanolamina, fosfatidilsenna, fosfatidilinositol fosfatidilglicerol
acido fosfatidico, lisofosfolipidos, fosfolipidos de huevo y soya o una combinacion
de ellos El diacil-ghcero-fosfetanolamina puede ser seleccionado de dimirnistail-
glicero-fosfoetanolamina (DMPE) dipaimitoil-giicero-fosfoetanoiamina (DPPE)
distearoil-glicero-fosfoetanolamina (DSPE), dioleoli-glicero-fosfoetanolamina

(DOPE) o similares

En una Incorporacion preferida, el polimero soluble en agua o hidrofilico
conjugado al fosfolipido es un polietileno glicol (PEG) tal como, pero no limitado a,

PEG-350, PEG-550, PEG-750, PEG-1000, PEG-2000, PEG-3000 y PEG 5000
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Otras conjugados polimeros hidrofilicos pueden ser usados, por ejemplo, dextran,

metacriato de hidroxipropil (HPM—A}, poliglutamato y similares

Opcionalmente, un segundo modificador de superficie puede ser mezclado en el
pnmer solvente miscible en agua o el segundo solvente o ambos el prnmer
solvente miscible en agua y el segundo solvente El segundo modificador de
superficile puede ser necesarno para estabiizar mas las particulas El segundo
modificador de particulas puede ser seleccionado de surfactantes anidnicos,

surfactantes catidnicos, surfactantes no anidnicos y modificadores biologicos de
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superficie activa como se descnbié en detalle previamente en esta aplicacién Un

segundo modificador de superficie es poloxamer, tal como poloxamer 188

El tamafio de las particulas producidas puede ser controlado por la temperatura a
la cual la homogenizacion es realizada, como se muestra en el Ejemplo 19 En
una incorporacién, la homogenizacion es realizada a cerca de 30 °C o mas alta, ta!

como cerca de 40 °C o cerca de 70 °C

- - - - - e

Los métodos pueden incluir ademas la remociébn del primer solvente miscible en
agua de la suspension para formar una suspension acuosa de las particulas que
esta esenciaimente libre de solvente En una incorporacidn prefenda el pnmer
solvente miscible en agua es removido simultdineamente con la homogenizacion
como se describid en detalle en una co-pendiente y comunmente designada con

registro de apaderado Aplicacion de Patente US No 113957-375

El método puede también incluir la remocién de la totalidad de la fase liguida de la
suspension para formar un polvo seco de las particula El polvo seco puede ser
administrado a un paciente por via pulmonar, o puede ser resuspendido en un
diluyente apropiado, tal como un diluyente adecuado par administracion parenteral

u oral Las particulas pueden ser formuladas para administracidn oral Las

A
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formulaciones para administracién parenteral y oral son bien conocidas para
aquellos hables en el arte La risma formulacidn puede ser usada para la

administracion a un sujeto por vanas vias, tales como, pero no limitadas a,

P

parenteral, oral,” pulmonar, tépica, oftalmica, nasal, bdcal,” rectal vagmnal y

fransdermica

El método puede tan bien incluir ademds la estenlizacion de la composicién como
se descnbié previamente en esta aplicacibn Los métodos para esterilizar
composiciones farmacéuticas incluyen, pero no se imitan a filtracion, esterilizacion
por calor, e iradiacibn gamma La estabilizacién por calor, puede ser efectuada
mediante calentamiento dentro del homogenizador en el cual el homogenizador
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sirve como una fuente de calentamiento y presurizacion para la esterilizacién

En una incorporacién preferida, las particulas no son solubles La solubilidad de
las particulas puede ser probada por cinética de disolucion usando el % de
transmisién a 400 nm como una medida para la disolucidn Las particulas no son

solubles si1 el % de transmisidn no retorna a 95 % © mas del valor imicial

En ofra incorporacién preferida, las particulas no se agregan bajo condiciones de
esfuerzo o al aIr:acename Ejemplos d(:condlmones de esfuerzos- incluyen pero
no se Ilmitan a, ciclos termicos, ciclos repetidos de congelamiento-
descongelamiento, agittacion, y centnfugacién Los métodos para pruebas de
esfuerzo son bien conocidas en el arte Métodos para pruebas de esfuerzo son
descntos en detalle en Novel Injectable Formulations of Insoluble Drugs Pace et
al, Pharm Tech, March 1999, pg 116-134 La agregacion puede ser estimada

midiendo el tamafio de particula antes y despues de 1 minuto de sonicacion y

comparando la diferencia a través de la siguiente ecuacion

- =

% Agregacion = (Pgg — Pggs) x 100/ Pgg ¢

9z
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Donde Pgg representa el percentil 99° de la distnbucion de tamafio de particula
antes de la sonicacidn y Pggs representa el 99*° percentil de la distribucion de

tamaiio de las particulas después de la sonicacion

Eiemplos

A Ejemplos de Procesos Categoria-t- —— e memans « = = = -

Eiemplo 1 Preparacidn _de suspensidon de itraconazola por medio del Proceso

Cateaqoria 1

Método A con homoagenizacién

A un matraz 3-L. adiclone 1680 mL de agua para inyeccidn Caliente el iquido a
60-65 °C, v luego lentamente adicione 44 gramos de Pluromico F-68 (poloxamer
188), y 12 gramos de deoxicolato de sodio, revolver después de cada adicidn
para disolver los s6lidos Después de que la adicidn de los sélidos es completa,
revuelva por otrés™15 Minutos @ 60-65 °C para asegurar (ha commipleta disolucion
Prepare 50 mM de solucion amortiguadora de Tns (trometamina) disolviendo 6 06
gramos de Tns en 800 mL de agua para inyeccion Titrar esta soluctén a pH 8 0
con acido clorhidrico 0 1 M Diluir Ja solucidn resultante a 1 litro con agua para
Inyeccion adicional Adicionar 200 mL de soluciébn amortiguadora de Tns a la

solucidn poloxamer/deoxicolato Revolver ngurosamente para mezclar las

soluciones

— —— ——

En un beaker de 150 mL adicione 20 gramos de itraconazola y-1 20 mL de N-metil-
2-pirroldinona Caliente la mezcla a 50-60 °C, y revuelva para disolver los s6lidos
Después de gue la disolucion total es visualmente aparente, revuelva por otros 15
minutos para asegurar una completa disolucién Enfnar la solucion itraconazola-

NMP a temperatura ambiente

Cargue una bomba de jennga (dos 60 mL jenngas de vidrio) con los 120 mL de

solucion de itraconazola preparado previamente Mientras tanto vierta toda la

-_— -— . p—— s ———— it Al - - -
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solucion surfactante dentro de la tolva de un homogenizador que ha sido enfnado
a 0-5 °C (esto puede ser realizado mediante el uso de una tolva revestida a
través del cual el refrigerante es circulado, o rodeando la tolva con hielo) Colocar
un agitador mecanico dentro de la solucion surfactante de tal forma que las
paletas queden totalmente inmersas Usando una bomba de jeringa lentamente
(1-3 mL/minuto) adicione toda la solucibn de itraconazola a la solucidon de
surfactante agitada y enfriada Una tasa de agitacion de al menos 700 rpm es
recomendada Una -alicota de -la--suspension -resultante - (Suspensién A) es
analizada por microscopia de luz (Contraste de Modulacion de Hoffman) y por
difraccion de laser (honba) La suspensién A al observarse por microscopia de luz
consiste de particulas amorfas apro amadamente esfencas (menores de 1 micron)
o enlazadas entre sl en agregados o moviéndose libremente en movimientos
Brownianos Ver FIG 3 Mediciones de dispersion de luz dinamica tipicamente
arroja un patrén de distnbucidbn bimodal que significa la presencia de agregados {
de tamarios de 10 —100 micrones) y la presencia de particulas amorfas singulares

- e

vanando en €l didmetro de particula medio~de 200—=700 Am

La suspension es inmediatamente homogenizada ( a 10,000 a 30,000 psi) durante
30 minutos Al final de la homogenizacion, la temperatura de la suspension en la
tolva no sobrepasa los 75 °C La suspensidn homogenizada es recogida en
botellas de 500 mL, que son enfriadas inmediatamente en el refrigerador {2-8 °C)
Esta suspension (suspension B) es analizada por microscopta de luz y se observa

que consiste de laminas alargadas pequefias con una longitud de 0 5 a 2 micrones

- —— - —

- re————— -

y un ancho de 0 1 -1 micrones Ver FIG 4 Las mediciones de dispersion de luz

dinamica indican tipicamente un diametro medio de 200 —700 nm

Estabilidad de la Suspensién A (“presuspension”) (Eiemplo 1

——— - Ert e L e A e S -
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Durante el examen microscdpico de la alicota de la Suspension A, la cnstalizacién

de los sélidos amorfos fue directamente observada La Suspension A fue

- s — —————— - -~ —— o

almacenada a 2 -8 °C durante 12 horas y examinada mediante microscopia de
luz Una inspeccion visual gruesa de la muestra revelo floculacion severa, con algo
del contenido asentandose en el fondo de la tolva El examen microscopico indico
la presencia de cristales laminares, alargados, grandes de mas de 10 micrones de

fongitud

Estabilidad de |la Suspensién B

En oposicion a la inestabilidad de la Suspension A, la Suspension B fue estable a

2 — 8 °C durante la duracién del estudio preliminar de estabiidad (1 mes) Al
microscopio la muestra envejecida claramente mostré que no habia ocumdo un
cambio significativo en la morfologia o tamafio de las particulas Esto fue

confirmado con medidas de dispersidn de luz

Eiemplo 2 Preparacion de suspensidn _de ltraconazola mediante el Proceso

Cateqgoria 1

Metodo A con ultrasonicacion - —~— -~ - e

A un recipiente de acero inoxidable de 500 mL adicionar 252 mL de agua para
inyeccion Caliente el liquido a 60-65 °C, y luego lentamente adicione 6 6 gramos
de Pluronico F-68 (poloxamer 188), y 0 9 gramos de deoxicolato de sodio, agitar
después de cada adicién para disolver los sélidos Despues de que la adicion de
los solidos es completa, agite por otros 15 minutos a 60-65 °C para asegurar una
completa disolucibn Prepare 50 mM de solucion amortiguadora de Tris
(trometamina) disolviendo 6 06 gramos de Tris en 800 mL de agua para inyeccion
Titrar “esta Soltcion a pH 80 Ton~acido ¢clorfidnco™0 1 M™ Diltur la solucion
resultante a 1 litro con agua para inyeccién adicronal Adicionar 30 mL de solucién

amortiguadora de Tns a la solucion poloxamer/deoxicolato Agitar rigurosamente

para mezclar las soluciones
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En un contenedor de 30 mL adicione 3 gramos de itraconazola y 18 mL de N-
metil-2-pirrolidinona Caliente la mezcla a 50-60 °C, y agite para disolver los
sOlidos Despues de que la disolucidn total es visualmente aparente, revuelva por
otros 15 minutos para asegurar una completa disolucibn Enfriar la solucion

— e o — iy . n -

|traconazola-NM5gtemperatura ambiente

Cargue una bomba de jennga con 18 mL de la solucion de itraconazola preparada
en el paso antenor Colocar un agtador mecanico dentro de la solucion
surfactante de tal forma que las paletas queden totalmente inmersas Enfré la
tolva a 0 -5 °C por iInmersion en un bafio de hielo Usando una bomba de jeringa,
lentamente (1 — 3 mL/minuto) adicione toda la solucién de itraconazola a la
solucién surfactante agitada y enfnada Una tasa de agitacion de al menos 700

- - - -

rpm es recomendada Sumera la cometa de un ultrasonicador en la suspension

resultante de tal forma que la sonda es aproximadamente 1 cm por encima del
fondo del recipiente de acero inoxidable Sonicar (10,000 a 25,000 Hz, al menos
400 W) por 15 a 20 minutos en intervalos de 5 minutos Después de la primera
sonicacién de 5 minutos remueva el bafio de hielo y proceda con mas sonicacién
Al final de la ultrasomicacidn, la temperatura de la suspensién en el recipiente no
excede los 75 °C

La suspension es recogida en un botella de vidrio Tipo | de 500 mL, la cual es
enfnada Inmediatamente en el refngerador ( 2 —8 °C) Las caracteristicas de la
morfologia de las particulas antes y después de la sonicacién fueron muy similares

a las vistas en el Método A antes y después de la homogenizacién (ver Ejemplo

1)

Eilemplo 3. Preparacidon de suspension_de ltraconazola mediante el Proceso

Cateqgornia 1 — —_— — ——

Metodo B con homogenizacion
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Preparar 50 mM de solucidn amortiguadora de Tns (trometamina) disolviendo
6 06 gramos de Tnis en 800 mL de agua para inyeccion Titrar esta solucion a pH
8 0 con acido clorhidrico 0 1 M Diuir la solucién resultante a 1 litro con agua para
inyeccion adicional A un matraz 3-L adicione 1680 mL de agua para inyeccion
Adicione 200 mL de la solucibn amortiguadora de Tns a los 1680 mL de agua

Agitar ngurosamente para mezclar las soluciones

- —— — o — - e i ———

En un beaker de 150 mL adicione 44 gramos de Pluronico F-68 (poloxamer 188) y
12 gramos de deoxicolato de sodio a 120 mbL de N-metil-2-pirrolidinona Calente la
mezcla a 50-60 °C, y revuelva para disolver los solidos Después de gue la
disolucion total es visualmente aparente, revuelva por otros 15 minutos para
asegurar una completa disolucibn Enfnar la solucidn itraconazola-surfactante-

NMP a temperatura ambiente

Cargue una bomba de jeringa (dos 60 mL feningas de vidno) con los 120 mL de
solucion de itraconazola preparada previamente Mientras tanto vierta la solucion
amortiguadora de Tns preparada atras dentro de la tolva de un homogenizador
que ha sido enfrnado a 0-5 °C ( esto puede ser realizado mediante el uso de un
tolva revestida a través del cual el refrigerante es circulado, o rodeando la tolva
con hielo) Colocar un agitador mecanico dentro de la solucion amortiguadora de
tal forma que las paletas queden totalmente inmersas Usando una bomba de

jeringa, lentamente (1-3 mL/minuto) adicione todo el concentrado itraconazola-

- - ———— - AR e e e

surfactante a la solucion amortiguadora agitada y enfrla‘da Una tasa de agitacién
de al menos 700 rpm es recomendada La suspension resultante enfrniada es
inmediatamente homogenizada ( a 10,000 a 30,000 ps1) durante 10-30 minutos Al
final de la homogenizacién, la temperatura de la suspensién en la tolva no

sobrepasa los 75 °C

9



40

La suspensidn homogenizada es recogida en botellas de 500 mL, que son

— ——— - aar N ]

enfnadas inmediatamente en el refngerador (2-8 °C) Las caracteristicas de la
morfologia de las particulas de la suspensibn antes y despues de la
homogenizacion fueron muy similares a las vistas en el Ejemplo 1, excepto que en
el Proceso Categorfa 1 B, el matenal pre-homogenizado tiende a formar menos y
mas pequefios agregados que resulté en un tamano general de particula mucho
mas pequefio como se observc por difraccibn de laser Despues de la
homogenizacién, los resultados de dispersiéon de luz dinamica fueron tipicamente
idénticos a esos presentados en el Ejemplo 1

———— . T - - -

Elemplo 4 Preparacidn _de suspensidn de ltraconazola mediante el Proceso

Categona 1

Método B con ultrasonicacidn

A un matraz de 500 mL adicionar 252 mL de agua para inyeccion Prepare 50 mM
de solucidbn amortiguadora de Tns (trometamina) disolviendo 6 06 gramos de Tris
en 800 mL de agua para inyeccidon Titrar esta solucion a pH 8 0 con acido
clorhidnco 01 M Dilurr la solucion resultante-a-1 litro con agua-para inyeccion
adicional Adicionar 30 mL de solucibn amortiguadora de Tns al agua Agitar

ngurosamente para mezclar las soluciones

En un beaker de 30 mL adicione 6 6 gramos de Pluronic F-68 (poloxamer 188} y
0 9 gramos de deoxicolato de sodio a 18 mL de N-metil-2-pirrolidinona Caliente
la mezcla a 50-60 °C, y agite para disolver los solidos Despues de que la
disolucion total es visualmente aparente, agite por otros 15 minutos para asegurar
una completa™disolucion A esta $olucioni adiciong 3 0"gramds dé itraconazola y

agte hasta que este totalmente disuelto Enfrnar la solucidn itraconazola-

surfactante- NMP a temperatura ambiente

qé
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Cargue una bomba de jennga ( una jeringa de vidno de 30 mL con los 18 mL de la
solucidn concentrada dé itraconazola preparada previamente) Colocar un agitador
mecanico dentro c;e la solucibn amortiguadora de tal forma que las paletas queden
totalmente inmersas IEnfru'é la tolva a 0 =5 °C por inmersién en un bafio de hielo
Usando una bomab de jennga, lentamente (1 - 3 ml/minuto) adicione todo el
concentrado de itraconazola-surfactante a la solucién amortiguadora agitada y
enfnrada Una tasa de agitacitn de al menos 700 rpm es recomendada La
suspensiéon enfriada es inmediatamente sonicada (10,000 a 25,000 Hz, al menos
400 W) por 15 a 20 minutos en intervalos de 5 minutos Después de la primera
sonicacion de 5 n‘unutos, remueva el baiio de hielo y proceda con mas sonicacién

Al final de la ultrasonicacion, la temperatura de la suspensién en el recipiente no
excede los 75°C

La suspension resultante es recogida en botellas de 500 mL que son enfnadas
inmediatamente en el refrigerador (2-8 °C) Las caracteristicas de la morfologia de
las particulas de la suspension antes y después de la sonicacion fueron muy
similares a las vistas en el Ejemplo 1, excepto que en el Proceso Categoria 1

Metodo B, el matenal pre-sonicado tiende a formar menos y mas pequenos
agregados que resultaron en un tamarno general de particula mucho mas pequefio
como se observd por difraccién de laser Después de la ultrasonicacién, los

resultados de dispersion de luz dinamica fueron tipicamente identicos a esos

presentados en el Ejemplo 1

B Ejemplos de Procesos Categoria 2

Eiemplo 5 Preparacién de suspension de Itraconazola (1%) con 0 75 % Solutol ®

HR (PEG-660 12-hidroxiestearato) Proceso Cateqoria 2 Método B

Solutol (2 25 g) e itraconazola (3 0 g) fueron pesados en un beaker y 46 mL de N-
meti—2pirrolidinona (i\|MP) filtrados fueron adicionados La mezcla fue agitada

bajo calor bajo ( hasta 40 °C) por aproxmadamente 15 minutos hasta que los
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ingredientes de la solucion fueron disueltos La soluciobn fue enfriada a
temperatura ambiente y fue filtrada a través de un filtro de 0 2 micrones bajo vacio
Dos Jeringas de 60 mL fueron llenadas con el concentrado de droga filtrado y
fueron colocadas en una pomba de jeringa La bomba fue arreglada para liberar
aproxlmadamente'1 mL/minuto de concentrado a una solucidbn amortiguadora
acuosa agitada rapidamente (400 rpm) La solucidn amortiguadora consistio de 22
g/L de glicerol en é nM de amortiguador Tris A través de la adicion de
concentrado, la solucion amortiguadora fue mantenida en un bafio de hieloa 2 -3
°C Al final de la precipttacion después de la total adicion del concentrado a la
solucion amortiguadora, cerca de 100 mL de la suspension fueron centnfugados
por 1 hora, el supernadante fue eliminado El precipitado fue resuspendido en una
solucion NMP al 20% eh agua, y centnfugada otra vez por 1 hora El matenal fue
secado de una d;a a otro en un horno de vacio a 25 °C El matenal seco fue

trasferido a un vial y analizado por difractometria de rayos X usando radiacion de

cromo (ver FIG5)

Otra alicota de 100 mL de la suspension microprecipitada fue sonicada durante 30
minutos a 20 000 Hz, 80% de amplitud completa (amplitud completa = 600 W) La
muestra sonicad fue homogenizada en 3 alicotas iguales durante 45 minutos
(Avestina C5, 2 —‘5 °C.l 15,000 — 20,000 psi) Las fracciones combinadas fueron
centnfugadas por cerca de 3 horas, el supermnadante removido, y el precipitado
resuspendido en NMFI’ al 20% La mezcla resuspendida fue centrnifugada otra vez
(15,000 rpm a 5 °C) El supernadante fue eliminado por decantado y el precipitado
fue secado al vacio de un dia a otro a 25 °C E} preciptado fue sometido a un
analisis de difractometnia de rayos X (ver FIG 5} Como se ve en la FIG 5, los
patrones de difraccion de rayos X de las muestras procesadas antes y después
de la homogenizacidn, son esencialmente idénticas, sin embargo muestran un
patron significativamente diferente en comparacién con la matena prnima inicial La

suspensidn no homogenizada es Inestable y se aglomera al almacenarse a

\ao



temperatura ambiente La estabiizacibn que ocurre como resultado de la
homogenizacidn se cree que se denva del rearreglo de los surfactantes sobre la
superficie de la particula Este rearreglo debe resultar en una menor propension

de la particula a agregarse

C Ejemplos de Categoria de Proceso

Eiemplo 6 Prepdracidn de suspensién de carbamazapina mediante el Proceso

Categoria 3 Método A con homogenizacién

208 g de carbamazaiplna fueron disueltos en 10 mL de NMP 10 mL de este
concentrado fue subs]gmentemente goteado a 0 1 mL/minuto dentro de 20 mL de
una solucion agitada de 12 % lecitina y 225 % glicerina La temperatura del
sistema de lecitina fue mantenida a 2 - 5 °C durante toda la adicién La
predispersion fue luego homogenizada en frio { 5 — 15 °C) durante 35 minutos a
15,000 ps! La presién fue incrementada a 23,000 psi y la homogenizacién fue
continuada por otros 20 minutos Las particulas producidas por el proceso tenian

un diametro promedio de 0 881 pm con el 99% de las particulas menores de 2 44

um

Elemplo 7 Preparacion de suspension de 1 % carbamazapina con 0 125 % Solutol

® mediante el Proceso Categoria 3, Método B con homoaenizacién

Un concentrado de droga de 20% carbamazapina y 5 % acido glicodeoxicolico
(Sigma Chemical Co)* en N-meti-2-pirrolidinona fue preparado El paso de
micrprecipitacion ‘|nvolucro la adicion del concentrado de droga a un solucion
receptora (agua destilada) a una tasa de 01 mL/minuto La solucion receptora fue
agitada y mantenida .':-1 aproximadamente 5 °C durante la precipitacion Después
de la precipitacion, las concentiaciones final de ingredientes fueron 1 %
carbamazapina y 0 125 % Solutol ® Los cristales de la droga fueron examinados

bajo microscopio de luz usando contraste de fase positiva (400X) El precipitado

ol



consitio de agujas finas de 2 micrones en diametro y vanando entre 50 — 150

micrones de longitud

La homogenizacibn (Avestina C-50 homogenizador de pistdn-abertura) a
aproximadamente 20,000 psi por aproximadamente 15 minutos resulta en
pequefias particulas, menores de 1 micron en tamafio y muy desagregadas
Analisis de difraccion de laser (honba) del matenal homogenizado mostrd que las
particulas tenian un tamafio medic de 0 4 micrones con 99% de las particulas
menos de 0 8 mlqrones‘ Sonicacion de baja energla, adecuada para romper las
particulas aglomeradas, pero sin suficiente energia para causar una conminucion
de particulas individuales, de la muestra antes de los analisis Horba no tuvieron
efecto en los resultados ( los numeros fueron los mismos con y sin sonicacién)

Este resultado fue consistente con la ausencia de aglomeracién de particulas

Muestra preparadas por el procesc antenor fueron centrifugada y las soluciones
supernadantes reemplazadas con una solucidn reemplazo que consiste de 0 125
% Solutol ® Después de la centritugacién y el reemplazo del supernadante la
concentracion de ingredientes fue 1 % carbamazapina y 01 25 % Solutol® Las
muestras fueron re-ho'mogemzadas mediante homogenizadores de piston-abertura
y almacenadas a 5 °C Despues de 4 semanas de almacenamiento, la suspension
tenia un tamafio medio de particula de 751 con 99% de las particulas menores de
1729 Los numeros reportados son de analisis Hornba sobre muestras no
sonicadas

b

Elemblo 8 Preparacion_de suspensiébn de 1 % carbamazapina con 006 %

alicodeoxicolato de sodio v 0 06 % poloxamer 188 mediante el Proceso Cateqoria

3, Método B con homoaenizacién
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Un concentrado de droga que Iincluye 20% carbamazapina y 5 % glicodeoxicolato
en N-meti-2-pirrolidinona fue preparado El paso de microprecipitacion mvolucro la
adicion del concentrada de droga a un solucion receptora (agua destilada) a una
tasa de 01 mUminuto Asf los siguientes ejemplos demuestran que adicionar un
surfactante u otro elxmplente a las soluciones acuosas precipitantes en los
Métados A v B antérlores es opcional La solucidn receptora fue agitada y
mantenida a aproximadamente 5 °C durante la precipitacion Despues de la
precipitacion, las concentraciones final de ingredientes fueron 1 % carbamazapina
y 0 1256 % Solutol ® Los cnstales de la droga fueron examinados bajo microscopio
de luz usando contraste de fase (400X) El precipitado consistio de agujas finas de
2 micrones en diametro y vanando entre 50 — 150 micrones de longitud La
comparacion del ;;re0|p|tado con la matena pnma antes de la precipitacion revela
que el paso de la precipitacién en presencia del modificador de superficie (acido

glicodeoxicolico) resulta en cristales muy delgados que son mucho menos gruesos

que los cristales de la matena pnma (ver FIG 6)

La homogenizacibn (Avestna C 50 homogenizador de piston-abertura) a
aproxmadamente 20000 pst por aproximadamente 15 minutos resulta en
pequefias partlcul,as. m'tlanores de 1 micrdn en tamafio y muy desagregadas Ver
FIG 7 Analsis de difraccion de laser (honba) del material homogenizado mostrd
que las particulas tenian un tamario medio de 04 micrones con 99% de las
particulas menos de 0 8 micrones Sonicacion de la muestra antes de los analisis
Horiba no tuvieron efecto en los resultados ( los numeros fueron los mismos con y
sin sonicacién) Este resultado fue consistente con la ausencia de aglomeracion
de particulas

Las muestras praparac;as por lo metodos anteriores fueron centnfugadas y las
soluciones supernadantes reemplazadas con una solucion de reemplazo

consistente de 006 % acido glicodeoxicélico (Sigma Chemical Co) y 006 %
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pOloxamer 188 Las muestra fueron re-homogenizadas con homogenizadores de
piston-abertura y almacenadas a 5 °C Después de 2 semanas de
almacenamiento, la suspension tenia un tamafio medio de particula de 531 con
99% de las particulas menores de 1 14 Los numeros reportados son de analisis

Hornba sobre muestras no sonicadas

[

Analisis matematicos (Ejemplo 8) de la fuerza requenda para romper las particulas
precipitadas en compéaracién con la fuerza requerida para romper las particulas de
la matena pnma nicial (carbamazapina),

El ancho de los cristales mas grandes wvistos en la matena prima de
carbamazapina (FIG 6 fotografia de la 1zquierda) fueron aproximadamente 10
veces mas grandes que el ancho de los cristales en el material microprecipitado
(FIG 6, fotografia de la derecha) Sobre la hipotesis que la relacién de espesores
de cnistal (1 10) es proporcional a la relacién de anchos de cnstal (1 10), luego el
momento de fuerza requendo para dividir los cristales mas grandes en la matena
pnma debenan ser élproxmadamente 1000 veces mas grande que la fuerza

necesana para romper el matenal micropreciptado, puesto que

e, = 6PL/(Ewx?) Ecuacién 1

Donde,

€_ = deformacién longitudinal requenda para romper el cristal ("valor de fluencia”)

P = carga sobre la viga

L = distancia de la carga al fulcro
E = médulo de elasticidad

W= ancho del cristal

x = espesor del cristal

Asumamos que L y E son los mismos para la maternia pnma y el matenal

precipitado, AdlClonaIm?nte, asumamos que w/iwg =X/ X = 10 Luego

\oH
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€9 = 6Py L/(Ewg x,2) donde el sub-indice 0 se refiere a la matena prima
e, = 6PL/(Ewx®) para el microprecipitado

Igualando Sy €

BPL/(Ewx?) = 6Pg L/(Ewg Xo2)

Despues de simplificacion

P = Pg (Wiwg) (x/x0)* = Pg (0 1)(01)° = 0 001 Py

As: , la fuerza de ‘ﬂuenma. P, requenda para romper el sdlido microprecipitade es
una milésima, de la fuerza requerida para romper los sélidos cnistalinos iniciales
Si, debido a precnplta'clon rapida, defectos estructurales y propiedades amorficas

son Introducidas luego el médulo (E) debe disminur haciendo que el

microprecipitado sea mas facil de dvidir

Eilembplo 9 Preparacién de suspension de 1 6 % (w/v) de prednisolona con Q 05 %

alicodeoxicolato qe sodio v 3 % N-metil-2-purolidinona Proceso Categoria 3,
Método B

Un esquematico de ttpdo el proceso de manufactura es presentado en la FIG 8
Una solucion concentrada de prednisolona y deoxicolato de sodio fue preparada
Pednisolona (32 g) y el deoxicolato de sodio (1 g) fueron adicionados a un
volumen suficiente de 1-metil-2-pirrolidinona (NMP) para producir un volumen final
de 60 mL La concentracidon resultante de prednisolona fue de aproximadamente
533 3 mg/mL y la concentracidon de deoxicolato de sodio fue aproximadamente
16 67 mg/mL 60 mL d; concentrado de NMP fueron adicionados a 2 L de agua
enfriada a 5 °C a una tasa de adicion de 2 5 mL/minuto mientras que se agitaba a
aproximadamente 400 rpm La suspension resultante contenla cnistales de forma
de aguja delgados con un nacho menor de 2 pm {FIG 8) La concentracion de la

suspension precipitada fue 1 6 % /w/v) prednisolona, 0 05 % deoxicolato de sodio

y 3% NMP
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La suspension precipitada fue ajustada en pH a 7 5-8 5 usando hidréxido de sodio
y acido clorhidrico luego homogenizada (Avestina C-50, homogenizador de piston-
abertura) con 10, pasadas a 10,000 psi El NMP fue removido mediante la
realizacibn de dos pasos de centrifugado sucesivos reemplazando el
supernadante cada vez con una solucidon de surfactante fresca, la cual contenia la
concentraciéon deseada de surfactantes necesaria para estabilizar la suspension
(ver Tabla 2) La suspensidén fue homogenizada con otras 10 pasadas a 10,000
psi La suspension final contenia particulas con un tamafio medic de particula
menor de 1 ym, y 99% de las particutas menos de 2 pm La FIG 10 es un
fotograffa de microscopio de la suspensién final de prednisolona después de

homogemzacuon :

Una variedad de diferentes surfactantes a concentraciones vanables fueron
usados en el paso de reemplazo centnfugacion/surfactante (ver Tabla 2) La Tabla
2 lista combinaciones de surfactantes que fueron estables con respecto al tamafio
de particuia (promedio < 1 pm 99% < 2 ym), pH (6 - 8) concentracion de droga (
menos de 2% de perdidas) y capacidad de re-suspensidon (resuspendido en 60
segundos o menos)

Notoriamente este proceso permite la adicibn del componente activo a un

diluyente acuoso sin 'la presencia de un surfactante u otro aditivo Esta es una

modificacion del Método B de proceso en la FIG 2

Tabla 2 lista de suspensiones estables de prednisolona preparadas por el

proceso de microprecipitactdn de la FIG 8 (Ejemplo 9)
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i
1
2 Semanas 2 Meses
Inicial 40C 5C 25C 400C
Formulaciones Prom |>99% |Prom |>99% [Prom |> 99% |Prom |>99% [Prom [> 99% |% perdida

16 % Prednisolona
06 % fosfolipidos 05
% deoxicolato de sodio
5 nM Tns 22 % R
glicerol™ | 079 165 0B84 179 083 186 082 178 082 193<2%
16 % Prednisolona
06 % Solutol® 05 %
deoxicolato de sodio| |
2 2 % ghcerol 077] 152] 079 1670805 1763 0796 1693 081 1633<2%
18 % Prednisolona
01 % Poloxamer 188
05 % deoxicolato de
lsodio 2 2 % glicerol 064/ 116] 082 1780696 1385 0758 1698| 0719 1473[<2%
16 % Prednisolona 5
P4 fosfolipidos 22 %
Igllcosxrol 08?4 177| 087 193] 088 088/ 0869 1778/ 0909| 1993<2%

$

* Diferencia en concentracion de itraconzola entre muestras almacenadas por 2
mesesab5y25°C !
** Estable a través de al menos 6 mese

Tamaiio de particulas (por dispersion de laser), en micrones

5°C 0 80 (promedio), 1 7 (99%)

25 °C 0 90 (promedio), 2 51 (99%)

40 °C 0 99 (promedio), 2 03 (99%)
Diferencia en coneentracion de itraconazola ente muestras almacenadas a 5 y 25
°C <2%

Eiemplo 10 Preparacidon de suspension de prednisolona mediante el uso del

Proceso Categoria 3 Metodo A con homogenizacion

32 g de prednisolona fueron disueitos en 40 mL de NMP Calentamiento moderado
a 40 - 50 °C fue requendo para efectuar la disolucién El concentrado de NMP y
droga fue subsiguientermente goteada a 2 5 mL/minuto en 2 litros de una solucion

agitada que consistia de 0 1 2% lecitina y 2 2 % glicenna Ningun otro modificador
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de superficie fue dtilizado El sistema surfactante fue amortiguado a pH = 8 0 con
un amortiguador de Tris 5 mM y |a temperatura fue mantenida a 0 °C a 5 °C
durante todo el proce'ho de precipitecion La dispersion post-precipitada fue luego
homogenizada en fr|;) (5-15 °C) con 10 pasadas a 10 000 psi Luego de la
homogenizacién, el NMP fue removido por centrifugacion de la suspencion,
removiendo el supernadante, y reemplazando el supernadante con solucion de
surfactante fresca Esta suspensién pos-centrifugada fue luego re-homogenizada
en frio ( 5- 15 °C) con ptras 20 pasadas a 10,000 pst Las particulas producidas
por este proceso' tenian un diametro promedio de 0927 pym con 98% de las
particulas menores de 2 36 ym

3

Elemplo 11 Preparacién de una suspension de nabumetona usando el Proceso

Categoria 3 Método B con homoaerizacidn

Surfactante (22 g de poloxamer 188) fue disuelto en 6 mL de N-metl-2-
pirrolidinona Esta solucién fue agitada a 45 °C durante 15 minutos, despues de
los cuales 1 0 g de nabumetona fue adicionado La droga se disolvio rapidamente
Diluyente fue pre;;arado el cual consisti6 de amortiguadora de Tnis 5 mM con 2 2
% de glicerol, y ajustada a un pH 8 Una porcién de 100 mL del diluyente fue
enfriado en un bafio dla hielo El conc entrado de droga fue lentamente adicionado (
aproximadamente 0 8 mL/minuto) al diluyente con una agitacion vigorosa Esta
suspensién cruda fue homogenizada a 15,000 psi durante 30 minutos y luego a
20,000 psi durante 30 minutos (temperatura = 5 °C) La nansupsenston final se

encontro ser de 930 nm en diametro promedio efectivo (analizada por difraccion

laser) 99 % de las partlbulas fueron menores de 2 6 micrones aproximadamente

Elemplo 12 Preparacion de suspension de nabumetona mediante el uso del
Proceso Categoria 3 Método B con homoagenizacion v el uso de Solutol® HS 15

como el surfactante Reemplazo del liguido supemadante con un medio fosfolipido
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Nabumetona (0 987 gramos) fue disueltafen 8 mL de N-metil-2-pirrolidinona- A
esta solucidén fueron adicionados 2 2 gramos de Solutol® HS 15 esta mezcla fue
agitada hasta la disolucibn compelta del surfactante en el concentrado de droga
Un diluyente fue preparado el cual consistié de maortiguadora de Tris 5 mM con
22 % glicerol y v, ajus’gada a un pH 8 EIl diluyente fue enfnado en un bafio de
hielo, y el concentrado de droga fue lentamente adicionado ( aproximadamente 0 5
mU/minuto) al diluyénte con agracibn wvigoroda La suspensidn cruda fue
homogentzada durante 20 minutos a 15,000 pasi, y durante 30 minutos a 20,000
psl

La suspension fue centnfugada a 15000 rpm durante 15 minutos y el
supernadante fue removido y eliminado Las pelotitas sélidas remanentes fueron
resuspendidas en un diluyente consistente de 1 2 % fosfolipidos Este medio fue
igual en volumen «a la cantidad de supernadante removido en el paso previo La
suspension resultante fue homogenizada a aproximadamente 21 000 pst durante
30 minutos La suspeﬁsubn final fue analizada por difraccton de laser y se encontrd
con particulas con un' diametro medio de 542 nm y un 99 § de la distnbucion de

particulas acumulada con tamafios menores de 1 micrén

Elemplo 13 Preparacion de suspensidn de 1% itraconazola con poloxamer con

particulas de didmetro medio de aproximadamente 220 nm

Concentrado de ' straconazola fue preparado disolviendo 1002 gramos de
traconazola en 60 mL de N-meti-2-pirrolidinona Calentamiento a 70 °C fue
requendo para dlsol\f:er la droga La solucidn fue luego enfriada a temperatura
ambiente Una porcibn de amortiguadora 50 mM de Tns
(hidroximetil)aminometano fue preparada y ajustada a un pH 8 con acido
clorhidrico 5M Una solucion de surfactante aciiosa fue preparada combinando 22

g/L de poloxamer 407, 3 0 g/L de fosfatidos de huevo, 22 g/L de glicerol, y 3 0 g/L

de colato de sodio deshidratado 900 mL de la solucién surfactante fue mezclada

[
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con 100 mL de las ?mortlguadora de Tns para proveer 1000 mL de diluyente
acuoso

El diluyente acuoso fue adicionado a un contenedor de un homogenizador (APV
Gaulin Model 15 MR-STA) el cual fue enfriado usando un revstimiento de hielo La
solucion fue rapidamente agitada (4700 rpm) y la temperatura fue monitoreada El
concentrado de itraconazola fue lentamente adicionado, mediante el uso de una
bomba de jeringa, a una tasa de aproximadamente 2 mL/minuto La adicion se
completo después de aproximadamente 30 minutos La suspension resultante fue
agitada por otros 30 rqlmnutos mientras que el recipiente era todavia enfnado con el
revestimiento de hielq, y una licota fue removida para analisis por microscopia de
luz y dispersion de luz dinamica La suspensién remanente fue subsecuentemente
homogenizada durante 15 minutos a 10,000 pst Al final de la homogenizacton la
temperatura se habia elevado a 74 °C La suspension homogenizada fue recogida

en botellas de vidrio Tipo | de 1 L y selladas con un cierre de caucho La botella

con la suspensmn‘fue almacenad en un refngerador a 5 °C

Una muestra de las' suspension antes de la homogenizacion mostro que la
muestra consistla deé ambas, particulas libres y agregados de particulas, y
cuerpos lipidos multilamelares Las aprticulas libres no podian ser claramente
visualizadas debido a los movimientos Brownianos sin embargo, muchos de los
agregados parecian consistir de matenal amorfo, no cristalino

La mustra homogenizada contenia particulas submicrénicas libres que tenian un
excelente homogeneidad de tamafio sin vesiculas de lipidos visibles Dispersidn
de luz dindmica mostro un distnbucién de tamafo logartmica monodispersa con
un diametro promed|6 de aproximadamente 220 nm El tamafio acumulativo del
99% fue aproximadamente 50 nm La FIG 11 muestra una comparacion de las
distnibuciones de tamafio de la nanosuspension preparada con esa del producto

de emulsidn grasa parenteral tipica {10 % Intralipid®, Pharmacia)

HO
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Eiemplo 14 Preparacién __de nanosuspensidon 1% itraconazola con

hidroxietilalmidon »

Preparacién de Solucion A Hidroxietilaimidon (1 g Apnomoto) fue disuelta en 3
mL de N-metll-2-p|rro||d|nona (NMP) Esta solucién fue calentada en un bafio de
agua a 70 — 80 °C durante 1 hora En otro contenedor fue adicionado 1 g de
itraconazola (Wyckoff) Tres mL de NMP fueron adicionados a la mezcla calentada
a 70 — 80 °C para efectuar la disolucidn (aproximadamente 30 minutos)
Fosfolipido (Lipoid S-100) fue adicionado a esta solucidbn caliente El
calentamiento fue continuado a 70 — 80 °C durante 30 minutos hasta que todo el
fosfolipido fue diguelto La solucién de hidroxietilalmidén fue combinad con la
solucion itraconazola/fosfolipido La mezcla fue calentada por otros 30 minutos a

80 — 95 °C para disolver la mezcla

Adicion de Solucion A a amortiguadora de Tns Noventa y cuatro (94) mL de
amortiguadora de Trs(hidrozimetil)aminometano 50 mM fueron enfriados en un
bafic de hielo A medida que la soluciébn de Tris esta rapidamente agitada, la
solucidbn A (ver arnba} fue exentamente adicionada por goteo (menos de 2

]

cc/minuto)

Despues de la adlcubln total, la suspension resultante fue sonicada (Procesador
Ultrasonico Cole-Palmer — 20,000 Hz, 80% de ajuste de amplhtud) mientras
todavia se enfriaba en el bafio de hielo Una sonda de una pulgada fue utihizada
La sonicacién fue continuada por 5 minutos El bafio de agua fue removido la
sonda fue removida y reafinada, y la sonda fue nuevamente inmersa en la
suspensidn La suspen'mén fue sonicada otra vez por 5 minutos sin el bafio de
hielo La sonda d:a sonicacidn fue una vez mas removida y reafinada, y despues
de inmersion de la sonda la muestra fue sonicada por otros 5 minutos En este
.

punto, la temperatura de la suspension habia ascendido a 82 °C La suspension

fue rapidamente enfrniada en un bano de hielo y cuando se observo que estaba por

‘|



debajo de la temperatura ambiente fue vertida dentro de una botella de vidrio Tipc
| y sellada La visuahizacibn microscopica de las particulas indicé tamafios de
particulas individuales en el orden de 1 micron o menores

Después de un afio de almacenamiento a temperatura ambiente, la suspesnion
fue reevaluada para el tamafio de las particulas y se encontro un diametro medio

de aproximadamente 300 nm

Eilemplo 15 Eilemplo Profético del Método A usando HES

La presente invencién contempla preparar una nanosuspension de 1 %
itraconizola con hidroxietdalmidon utilizando e! método A siguiendo los pasos del
Ejemplo 14 con‘la e;(cepcmn de que HES seria adicionado a la solucién
amortiguadora de Tns en vez que a la solucion NMP La solucion acuosa puede

que tenga que ser calgntada para disolver el HES

Eilemplo 16 Semillado durante Homoaenizacién para Convertir una Mezcla de

Polimorfas a una Polimorfa mas Estable

Preparacion de la muestra Una nanosuspension de itraconazola fue preparada
por un meétodo homogeplzacuén-mu:roprempltamén como sigue ltraconazola (2g)
y Solutol HR (2 25 g) fL;eron disueltos en 36 mL de N-metil-2-pirrolidinona (NMP)
con bajo calor y agitacidon para formar una solucién de concentrado de droga La
solucion fue enfriada a temperatura ambiente y filtrada a traves de un filtro de
nylon de 02 pm bajo vacio para remover la droga no disuelta o matena
particulada La solucion fue observada pajo luz polarizada para asegurar que el
matenal cristalino estaba presente después del filtrado La solucion del
concentrado de droga fue luego adicionad a 1 0 mL/minuto a aproximadamente
264 mL de una solucnép amortiguadora acuosa ( 22 g/L de glicerol en 5 mM de
amortiguadora de Tns) La solucidn acuosa fue mantenida a 2 - 3 °C y fue

contnuamente agitada a aproximadamente 400 rpm durante la adicion del
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concentrado de drogl‘:z Aproximadamente 100 mL de la suspensién resultante
fueron centrifugados y los sélidos resuspendidos en una solucién pre-filtrada de
20% NMP en agua Esta suspension fue re-centrifugada y los solidos fueron
trasfendos a un homo de vacio para secado de una dia a otro a 25 °C La muestra
de solido resultante fue marcada SMP 2 PRE

Caracterizacion de la Muestra _ La muestra SMP 2 PRE y la muestra de la materia
prima itraconazola fueron analizadas usando difractometria de polvo de rayos X
Las mediciones fuero:n efectuadas usando el instrumento Rigaku MiniFlex+ con
radiacion de cobre un tamafio de paso de 0 02° 22 y una velocidad de barndo de
0 25° 22/minutos Los patrones de difracciéon de polvo resultantes son mostrados
en la FIG 12 Los patrones muestran que SMP-2-PRE es significativamente
diferente de la materia prima, sugiriendo la presencia de una polimorfa distinta o
una pseudopolimorfa

Trazas de calorlmetll'ia de barndo diferencial (DSC) para las muestras son

mostradas en las FIG 13 a y b Ambas muestras fueron calentadas a 2 °/minuto a

180 °C en contenedores de aluminio herméticamente cerrados

La traza para la matena pnma de itraconazola (FIG 13 a) muestra una aguda
endoterma a aproximadamente 165 °C

La traza para SM 2 PRE (FIG 13 b) exhibe dos endotermas a aproximadamente
159°Cy 153 °C Este: resultado, en combinacion con los patrones de difraccién de
polvo de rayos X, sugiere que SMP 2 PRE consiste de una mezcla de polimorfas
y que la forma predominante es una polimorfa que es menos estable que la

polimorfa presente en la materia pnma
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Evidencia adicional para; esta conclusion es suministrada por la traza de DSC en la
FIG 14, que muestra que al calentarse SMP 2 PRE a través de la pnmera
transicion, luego enfriar y volver a calentar, la polimorfa menos estable se dernte y
recnstaliza para formar una polimorta mas estable

Semillado Una suspensién fue preparad combinando 0 2 g del SMP 2 PRE sélido
y 0 2 g de maternia pnma de itraconazola con agua destilada hasta un volumen final
de 20 mL (muestra sembrada) La suspension fue agitada hasta que todos los
sOlidos estaban humed?s Una sequnda suspensién fue preparada en la misma
manera sin adicionar matena prima de itraconazola (muestra no sembrada)
Ambas suspensiones fueron homogenizadas a aproximadamente 18 000 psi
durante 30 minutos 'La temperatura final de las suspensiones despues de la
homogenizaciéon fue aproximadamente 30 °C Las suspensiones fueron luego

centrifugadas y los s6lidos secados durante aproximadamente 16 horas a 30 °C-

La FIG 15 muestra las trazas de DCS de muestras sembradas y no sembradas La
tasa de calentamiento para ambas muestras fue 2 °/minuto hasta 180 °C en
contenedores de aluminio herméticamente sellados La traza de las muestras no
sembradas muestra dos endotermas, indicando que una mezcla de polimorfas
esta todavia presente: después de [a homogenizacibn La traza para la muestra
sembrada muestra que el semiltado y la homogenizacidon producen la conversion
de los soOlidos a la polimorfa estable En consecuencia, el semillado parece
influenciar la cinética de la transicion de una polimorfa menos estable a una mas
estable

3

Elemplo 17 Semillado durante Precipitacién para Formar Preferencialmente una

Polimorfa Estable

Preparacibn_de la Muestra Un concentrado de droga itraconazola-NMP fue
preparado disolviendo 1 67 g de itraconazola en 10 mL de NMP con agtacion t

calentamiento moderado La solucion fue filtrada dos veces usando filtros de

g
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jennga de 02 um Nanosuspensiones fueron luego preparadas adicionando 1 2
mL de concentrado de droga a 20 mL de una soluciébn acuosa receptora a
aproximadamente 3 l"C y agitando a aproximadamente 500 rpm Una
nanosuspension semillada fue preparada usando una mezcla de
aproximadamente 0}02 g de matena pnma de itraconazola en agua destiada
como solucién receptera Una nanosuspenston no semillada fue preparada usando
agua destilada solo como solucién receptora Ambas suspensiones fueron

centnfugadas, el supernadante decantado y los solidos secados en hormno de

vacio a 30 °C durante aproximadamente 16 horas

Caractenzacion de la Muestra La FIG 16 muestra una comparacion de las trazas

de DSC para los solidos de las suspensiones semillada y no semillada Las
muestras fueron calentadas a 2 °/minuto hasta 180 °C en contenedores de
aluminio herméticaménte sellados La linea a trazos representa la muestra no
semiliada la cual muestra dos endotermas, indicando la presencia de una mezcla

de polimorfas

La linea continua representa la muestra semillada, que muestra solo una
endoterma cerca de la temperatura de derretido esperada de la matena prnma
indicando que el matenal semillado indujo la formacién exclusiva de una polimorfa

mas estable i

Elemplo 18 Control de Polimorfa por Semillado del Concentrado de Droga

Preparacion de la Muestra La solubiidad de itraconazola en NMP a temperatura
ambiente (aproxmadamente 22 °C) se determino experimentalmente en 0 16
g/mL 0 20 g/mL de solucion de concentrado de droga fue preparada disolviendo
2 0 g de itraconazola y 0 2 g de poloxamer 188 en 10 mL de NMP con calor y

agitado A esta solucion se le permitio enfnar a temperatura ambiente para obtener

WO
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una solucion supersaturada Un expenmento de microprecipitacion fue
iInmediatamente realizado en el cual 15 mL del concentrado de droga fue
adicionado a 30 mL de una solucién acuosa que contiene 0 1 % de deoxicolato
22 % de ghcerol La solucién acuosa fue mantenida a -2 °C y a una tasa de
agitacién de 350 rpm durante el paso de adicion La presuspension resultante fue
homogenizada a‘ ~13 000 psi por aproximadamente 10 minutos a 50 °C La

suspensién fue luego centrifugada, el supernadante decantado, los cristales
|

s6lidos secados en un horno de vacio a 30 °C durante 135 horas

El concentrado de droga supersaturado fue subsiguientemente envejecido
mediante almacenamiento a temperatura ambiente para inducir cristalizacion
Después de 12 dias, el concentrado de droga era neblinoso , indicando que la
formacién de los cnstdles habia ocumdo Una suspension de itraconazola fue
preparada de co‘ncentrado de droga, en la misma forma que en el primer
experimento, adlmona!ndo 15 mL a 30 mL de una soluciébn acuosa que contiene
0 1 % de deoxicolato, 2 2 % de glicerol La solucion acuosa fue mantenida a -5 °C
y a una tasa de agitacion de 350 rpm durante el paso de adicion La
presuspension resultante fue homogenizada a ~13,000 psi por aproximadamente
10 minutos a 50 °C La suspension fue luego centrifugada, el supernadante
decantado, los cnstales sdlidos secados en un horno de vacio a 30 °C durante 135

horas

Caracternizacién de la:Muestra Analisis de difraccion de polvo de rayos X fueron

usados para determinar la morfologla de los cristales secos Los patrones
resultantes se muestran en la FIG 17 Los cnstales del pnmer experimento
(usando concentrado de droga fresco) consisten de una polimorfa mas estable En
contraste los cnstales del segundo expenmento (concentrado de droga
envejecido) estaban compuesto de polimorfas menos estables, con una pequefia

cantidad de las polimorfas mas estables también presente En consecuencia, se

o
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cree que el envgjecimiento indujo la formacidn de cristales de polimorfas menos
estables en el concentrado de droga, que luego actuaron como matenal de
semillado durante los pasos de microprecipitacion y homogenizacion asi que las

polimorfas menos estables fueron preferencialmente formadas

Eilemplo 19 Procesos de Microprecipitacion v _Homoagenizacidbn para hacer

particulas de Paclitaxel

Ejemplo A

Una solucién de pacllt'axel en NMP es precipitada en una solucion surfactante que
contiene 0 5 % poloxamer 188 y 0 05% mPEG-DSPE (con 2% de glicerina como
agente de tonicidad), a baja temperatura (< 10 °C) El volumen total de
suspension es 10 mL con una concentracion de droga de 1 % (wh)
Homogenizacién de alta presidn es realizada inmediatamente despues de la
precipitacién a una presion de ~ 25,000 psi a una temperatura de 40 °C Después
de la homogenizacion (20 minutos), el tamafio de las particulas de la suspension

es examinado usando dispersidn de luz El tamano medio de particula fue 186 nm

Ejemplo B

Una solucidn de pachtaxel en NMP es precipitada en una solucion surfactante que
contiene 05 % w/v poloxamer 183 y 0 05% w/v mPEG-DSPE (con 2% w/v de
glicenna como agente de tonicidad), a baja temperatura (< 10 °C) EI volumen
total de suspensién es 20 mL con una concentracion de droga de 1 % (w/v)
Homogenizacion 'de alta presion es realizada inmediatamente despues de la
precipitacion, a una pfesusn de ~ 25,000 psi a una temperatura de 40 °C Despues

de 30 minutos de homogenizacién, el tamafio de las particulas de la suspension

es examinado usando dispersion de luz El tamafio medio de particula fue 204 nm

Ejemplo C

18
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Una solucién de paclitaxel en NMP es precipitada en una solucién surfactante que
contiene 0 5 % poloxamer 188 y 0 05% mPEG-DSPE (con 2% de glicerina como
agente de tonlcu;Iad). a baja temperatura (< 10 °C) EI volumen total de
suspensidon es 10 lrnL con una concentracion de droga de 1 % (wiV)
Homogenizacion de 'alta presion es realizada inmediatamente despues de la
precipitacion a una presién de ~ 25,000 psi a una temperatura de 70 °C Despues
de la homogenizacion (20 minutos) el tamaiio de las particulas de la suspension
es examinado usando dispersién de luz El tamafio medio de particula fue 158 nm
Cerca del 45 % de las particulas estaban por debajo de 150 nm

Ejemplo D

Una solucion de pacllt’axel en NMP es precipitada en una solucion surfactante que
contiene 0 05% mPEG-DSPE {con 2% de glicerina como agente de tonicidad) a
baja temperatura (< 10 °C) El volumen total de suspensién es 10 mL con una
concentracion de droga de 1 % (w/v) Homogenizacion de alta presion es realizada
inmeditamente después de la precipitacidn, a una presion de ~ 25,000 psi a una
temperatura de 40 °C Después de la homogenizacion, el tamafio de las particulas

de la suspension es e;<am|nado usando dispersion de luz El tamafio medio de

particula fue 244 nm

Eiemplo 20 Caracteristicas de Disolucton de las Particulas Sumicronicas de

Paclitaxel

Una de las caracteristicas deseables de las formulaciones submicronicas de
drogas antineoplasticas es que ellas no se disuelvan con el propésito de facilitar
larga circulacidn cuando se administran a un indviduo Dos formulaciones de
particulas de pachtaxell preparadas por los métodos descritos en el Ejemplo 19
fueron ensayadas para su solubilidad por cinetica de disolucion usando % de

transmision a 400 nm como la medida de disolucién Las particulas no son

solubles si % de trasmisibn no retorna a 100% despues de la adicion de la

1>



suspension Una formulacion contiene los modificadores de superficie poloxamer
188 (P188) y mPEG-DSPE La otra formulacion contiene modificadores de
superficie de mPEG-DSPE solo Lcs resultados son mostrados en la FIG 18 En
ambos casos % de transmision no subi6 después de la gota inicial a cerca del 60

% indicando que‘las particulas no se disuelven

Eiemplo 21 Establlul:lad de las Particulas Submicrénicas de Paclitaxel bajo

condiciones de esfuerzo v con el almacenamiento

La estabilidad de las particulas submicrénicas preparadas en el Ejemplo A del

Ejemplo 19 fueron ensayadas usando pruebas de esfuerzo acelerado asi como

almacenamiento a 5 °C durante 1 mes Como se muestra en las FIG 19 y 20, el

tamafio medio de particula y el 99¥° percentil permanecieron virtualmente sin

cambio No se observo agregacion de las formulaciones tampoco, aun despues de

todos los ensayos de esfuerzo La agregacion fue estimada midiendo el tamafio de
|

las particulas antes Iy después de 1 minuto de sonicacibn y comparando la

diferencia a traves de la siguiente ecuacién

% agregacion = (Pgg — Pggs) X 100/ Pgg s

donde Pgs representa el 99*° percentil de la distnbucién de tamario de particula

antes de la sonicacién, Pgy representa el 99" percentll de la distnbucion de

tamario de particula d|espues de la sonicacion
|

Mientras que Incorporaciones especlficas han sido ilustrada y descrtas
numerosos cambios vienen a la mente sin apartarse del espintu de la invencion y

el alcance de la proteccion esta solo imitado por el alcance de las reivindicaciones

acompaiiantes

9
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REIVINDICACIONES .

Los que es reivindicado es

1

Un meétodo para preparar una composicion farmacéutica de particulas

submicronicas de paclitaxel o de sus compuestos dernvados, al solubilidad

de la cual es mayor en un primer solvente miscible en agua que en un

segundo solvente que es acuoso, el método incluye los pasos de

(1) mez?lar dtlentro del primer solvente miscible en agua o el segundo
solvente o de ambos el primer solvente miscible en agua y el
segundq' solvente un pnmer modificador de superficie que incluye un
fosfolipido conjugado con un polimero hidrofilico o soluble en agua,

(n)  disolver el agente antineoplastico o sus compuestos derivados en el
pnmer solvente miscible en agua para formar una solucion,

(m} mezclar la solucibn con el segundo solvente para obtener una
presuspension de particulas, y

(v) homogemzar la presuspensidn para formar una suspension de

pequefas particulas que tienen un tamafio de particula efectivo

promedio de menos de 1000 nm
El metodo de la reivindicacién 1, donde el fosfolipido es natural o sintetico

El metodo de la reivindicacién 1, donde el fosfolipido es fosfatidilcolina
fosfatidiletanolamina,  diacil-glicero-fosfoetanolamina,  fosfatidilserina,
fosfatidiinositol, fosfatidiighcerol, acido fosfatidico, lisofosfolipidos

fosfolipidos de huevo y soya o una combinacion de ellos

El metodo de la remindicacidn 3, donde el diacil-glicero-fosfoetanolamina es
seleccionado de un grupo consistente de diministoil-glicero-fosfoetanolamina
(DMPE), dipalmitoil-glicero-fosfoetanclamina (DPPE) distearoil-glicero-

fosfoetanolamina (DSPE), dioleolil-glicero-fosfoetanolamina (DOPE)
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El método de la reivindicacién 1, donde el polimero soluble o hidrofilico que
se conjuga con el fosfolipido es polietileno glicol (PEG)

El método de la reivindicacién 5, donde PEG es seleccionado de un grupo

consistente de PEG 350, PEG 550 PEG 750, PEG 1000, PEG 2000, PEG-
3000 y PEG 5000

El método de la reivindicaciéon 1, donde el polimero soluble o hidrofilico que
se conjuga con el fosfolipido es seleccionado de un grupo consistente de

Dextran, hidroxapropil metacrilato (HPMA) y poliglutamato

El método de la revindicacién 1 incluyendo ademas mezclado del pnmer
solvente miscible en agua o del segundo solvente 0 de ambos el pnmer
solvente miscible en agua y el segundo solvente con un segundo
modificador de superficie seleccionado de un grupo consistentes de
surfactantes aniénicos, surfactantes cationicos, surfactantes no-iénicos y
modificadores bidlogicos de superficie activa
)
El método de Ia! reivindicacién 8 donde el segundo modificador de superficie

es un copolimero de oxietileno y oxipropileno

El metodo de la rewvindicacion 9 donde el copolimero de oxietileno y
oxipropileno es copolimero de oxietileno y oxipropileno es un copolimero en

bloque

1

El metodo de la remvindicacidn 8 donde el modificador de superficie es

poloxamer |

12\
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El metodo de la rewvindicacidn 1 donde el pnmer solvente miscible en agua

es N-metil-2-pirrolidinona

El método de la reivindicacion 1 donde la homogenizacién es realizada a

cerca de 30 °C o mas

El método de la rewvindicacion 1 donde las pequefias particulas tienen un

tamaiio de particula efectivo promedio de menos de 400 nm

El método de la reivindicacion 1 donde las pequefias particulas tienen un
tamafio de particula efectivo promedio de menos de 200 nm
El método de la revindicacion 1 donde las pequeiias particulas tienen un

tamafio de particula efectivo promedio de menos de 150 nm

El método de la reivindicaciéon 1 incluyendo ademas la estenlizacion del

compuesto

El metodo de la.retvindicacién 17, donde la esterilizacion del compuesto
InCluye ﬂltrédo esténl de la solucion y el segundo solvente antes del
mezclado y la realizacion de los pasos subsiguientes bajo condiciones de

asepsia

El metodo de la rewvindicacion 17, donde la estenlizacién incluye filtrado

esténl de las particulas

El método de ‘la reivindicacion 17, donde la esternlizacidn incluye

esteriizacién por calor

7L
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El método de la revindicacidbn 20, donde la estenlizacion por calor es
efectuada por calor dentro del homogenizador en el cual el homogenizador
sirve como una fuente de calentamiento y presunzacion para la

esternilizacidon

El método de la rewvindicacibn 17, donde la estenlizacidn incluye

radiaciones gamma

El meétodo de la reivindicacién 1 incluyendo ademas la remocion de la

suspension del pnmer solvente miscible en agua

El metodo de la remindicacién 23, donde la remocion del pnmer solvente

miscible en agua es por la remocidn del primer solvente por filtracion

El método de la reivindicacién 24, donde Ia filtracion es ultrafiltracion de flujo

cruzado '

El metodo de la reivindicacion 23 donde la remocidon del primer solvente

miscible en agua es simultanea con la homogenizaciéon

El método de la reivindicacion 1 incluyendo ademas la remocion de la fase

liquida de la suspension para formar un polvo seco de particulas

El metodo de la revindicactén 27, donde la remocion de la fase hquida es
seleccionada de un grupo consistente de evaporacion, evaporacion
rotativa, liofiizacion, secado-congelado, drafiltracion,  centrifugacion,
fraccionamiento de campo de fuerza, filtracion de alta presion y osmosis

reversa

12%
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El método «de la revindicacidn 27 incluyendo ademas la adicién de un

diluyente al polvo seco

I
+

El método de la reivindicaciébn 29 donde el diluyente es adecuado para

administraciéon parenteral

El método de la reivindicacion 1 donde el compuesto es formulado para
administracion por una ruta seleccionada de un grupo consistente de
parenteral, ‘oral, pulmonar, tdpica, oftdlmica, nasal, bucal, rectal, vaginal y

trasdermica
El método de la reivindicacion 1 donde [as particulas no son solubles

El método de la revindicacion 1 donde las particulas no se agregan bajo
condiciones de esfuerzo o almacenamiento
Un compue'sto farmacéutico de particulas submicrénicas de paclitaxel o sus

compuestos derivados preparados por el método de la reivindicacién 1
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Fii.1 Metodo A
Droga + Golvante Goluclén de Drogu Agua + Surfactante + Amortiguadora
Miscibls en Agua Concentrada _Y- Opelonal
Calor o Energla
Mecdnica Suspension de Particulas Amorfas
ulas semicri:
Producto cristaline estable rI:uIﬂl:o en.nr.mrenl'l'l:::i ae via
)
Seplr'lclﬁn del
centrigugacién )
Mezclado de el
eposiclién del clzalladura vr g
liuyente Homogenizacibn Suspensibn
Lﬂesldun 8blido % Establizada
-_—
[
]
FK3 2. Metodo B
1
)
Droga + Solvente + Soluclén de Droga
Burfga n i Concentrada Agua + SBurfactante Qpclonal
Calor o Energlla u
Mecénlca
Suspensién Amorta o Gemicristalina
Producto Cristalino Estable (_
Separacidn del PASOS OPCIONALES
supemadante por
Centrifugacién por
ejemplo
Mezclado de aita
Reemplazo del clralladuras
Dlluysnte “Homogenizacién Suspensién
Residuo 8dlido ’ Establlizada
-_—"
}
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FIG 3 Particulas Amorfas ames de Homogenizacién (Ejemplo 1)

FIG. 4. Particulas Después de Templadas por Homogenizacion

68
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FIG, 5+ Didrectograma de Rayos X de Rraconazola Micraprscipetada con pobstilenc ghcol 660
12-hidroxlastearato Antes y Después de Homogsmizaclén {Ejemplo 5)

-
Despues de
- ] Homogenizaclén

Antes de Homogenizaclén

FIQ.5 Cristalee de Carbamazepina Antes de Homogsnizacion (Ejemplo 8)
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Microparticulas de Carbamazapina Despues de Homogenizacion (Avestin

FIG. 7: C-50)

Dlagrama del Proceso de Micropreciptacion para Prednisolona (Ejemplos 8 12)

FIQ 8:
1Y
i
22 g Prednisclona (533.3 mgimL) Tasa de Aglacléne
1g Daoxicolato (18 7 mg/mL) en 400 rpm
60 mb. NMP Tasa de Adlclér=
2 8mLiminute

Homegenizar por 20 pasadas a 10,000
pst manteniando la solucldn a menos
de 18 eC

1

Cantrifuhgar 1X resmplazando supsmadants con sl sistama
surfactants deseado vrg 04 % poloxamer 0.5 %
deoxicolate de sodle 22 % glleerina

HTE A 3
2L agun destilada 8 oC 1,0 % prednisclona
0.06% deoxicolnto

0.03 % NMP

Maezenir con mezclador de alta vetocidad

1

Centrifugar 1X resmplazando supernadante con ol slstema

‘ surfactante deseado vrg O 1% poloxamer 188 0.5 %

Homagenizar por 20 pasadas a 10,000 psl
desoxicolate de sodie 2.2 °% da glicerina

mantaniande la soluclén a mencs de 18 oC



FIG. 9:

Fotografia de Imagen Microscopica de Suspension de
Prednisolona antes de Homogenizacion
(Contraste de Modulacion Hoffman, magnificacion 1250X




\20
72

HIG. 10: Fotografia de imagen microscopica de Suspenston de

Predniscolona despues de Homogenizacion
(Contraste de Modulacion Hoffman, magnificacion 1250X




FIQ. 11: Comparacion de las Distnbuciones de Tamafo de una

nanosuspension (esta nvencion) y una emulsion grasa comercial
(Ejemplo 13)

Porcentaje del Total
m

W m W @ W @@ ™ o
Diadmtetro de Particula (nm)

e NeroGUS pErGion (1%) = Inirelphd{R) Enuision {10%)

FIG 12: Patrones de Difraccidn de Polvo de Rayos X para la matena pnma de rtraconazola

Intensidad {Conteas)

18.0-

10.0-

x108

45.04
4.0
8O
30.0+
28.0-
20.0-

{supenor) y §MP 2 PRE (Infenor)

]
El patron de materia pnma ha sldo movido hacla arriba por claridad (Ejemplo 18)

annil G.0MO0K.025 B(sec), '
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Flujo de Calor (Wig)

Flujo de Calor (Wig)
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m- 13a. Traza de DSC para Materta Pnma de ftraconazola {Elemplo 16)
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FIG. 13b: Traza de DSC para SMP-2-PRE (Ejemplo 16)
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L
m “,. Traza de DSC para SMP-2-PRE que muestra el derretimiento de las polimorfas
! menos estables al calentarsa a 180 oC Un avento de recristalizacton al
enfriarse el sugsiguiente derretimiento de !a polimorfa mas estable al
recalantalrse a 180 oC (EJemplo 18)
u —
a.n+
=
5 M
|
4]
-]
u 1
[+] M »
-3
w Fl
.- |
1
“ 1
=30 -
] 0 i ko 1h
B up Ushwwret VLD TA Rrciuments
Temperatura oC
FIQ 15 comparacidn de muestra SMP-2 PRE despuss de Homogenizacion
Linea continua = muestra semilfada con materia prima de ltraconazola. Linea de
Trazos = muestra no semillada. La linea continua ha sldo movida en 1 W7 g por
claridad (EJemplo 16)
]
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FIQ. 16.  Efecto del Samillado durante Precipitacion
!

Linea a trazos = muestra no semiliada, linea continua = muestra semillada con materia
prima de itraconazoia. La traza no semillada (linea a trazos) ha sido movida hacla arriba
en 1§ W7g por claridad {Ejemplo 17)

- W[

1 i
:
I \
K]
(4]
-
o
) - |
[

K ]

|
L
£ ;] 77 17 ™
Eallp . Uesci VR AD TA et

Temperatura {oC)

m. 17; Efecto dolISemlllado del Concentrado de Droga con el Envejecimiento

El puirén de difraccién de Reyox X ssperior es par creltales preparsdos de concemtrado de droga frasca v es
consistents con la polimorfa extable (ver FI3 12 superior) & pairdn inferior es para cristales preperados de
concentrado de droga envejecido y es consistents con lu polimorfa metusatabls(ver FIG 12 inferlor)

El patrén suparior ha sido movido hacks arrine por churidud (Ejemplo 16)

3 b
§:w e
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Efecto de Varlas condiclones de Esfuerzos sobre el Tamafio de las Particulas
sumicrdnicas de Paclitaxel
'

Tamarfio de Pasticula {micrones)

S5
) % i
511 -
ek
Incial Clcios
Termicos Agitaclon Centrifugado

FIG, 20:

Efecto del Aimacenamiento en el Tamafio de las Particulas submicrénicas de Paclitaxel

o

Tamafio de Particulas (mlcrones}

1 Mes
iniclal 2 semanas
tlempo
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may within one menth from the date of malling of this mtematonal search report, submit comments to this Authority

6 With regard to the drawings
a the figure of the drawings to be published with the abstractIsFigura No _ 1
[X]  assuggested by the apphicant
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b [] noneof the figuras Is to be published with the abetract
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\Sollcnante BAXTER INTERNATIONAL INC

Fecha de Solicitud 4 de mayo de 2006

Yo Emitio FERRERO obrando como apoderado del solicitante en e! asunto
identficado en la referencia, atentemente presento junto con este escrito el siguiente documento

Documento de cesibh mediante el cual los inventores ceden la invencién METODO
PARA PREPARAR PARTICULAS SUBMICRONICAS DE PACLITAXEL a favor de BAXTER
INTERNATIONAL INC debidamente legalizado por Apostilla junto con su respectiva traduccidn

oficial 1
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1 Country United States of Amenca

This public document
2 has been signed by PATRICIA A KOPPELMAN
3 acting in the capacity of NOTARY PUBLIC, LAKE COUNTY
4 bears the seal/stamp of STATE OF ILLINOIS
Certified

5 Springfield, llhnots

6 APRIL 17 2006

7 by the Secretary of State, State of llhinois

8 No  SO06KL12915

9 Seal/Stamp 10  Signature
Dbvee W M2
JESSE WHITE
SECRETARY OF STATE

STATE OF ILLINOIS
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AFFIDAVIT OF MICHAEL C MAYO \“Q)

I, Michael C Mayo, having been duly sworn, depose and state as follows

1 I am an attorney licensed to practice law in the State of lllinois and before the
United States Patent and Trademark Office under Registration No 38,545
2 | am employed as an attorney by Baxter International Inc { Baxter”)
3 One of my responsibilities at Baxter is the responsibility for the United States

patent application identified below and all applications foreign to the United States
based on the United States application identified below

Applicant CHAUBAL, Mahesh, et al
'‘US Appln Senal No 10/703,395
U S Filing Date 7 November 2003
Title METHOD FOR PREPARING SUBMICRON PARTICLES OF
ANTINEOPLASTIC AGENTS
Atty Docket No IFT-5657A-1A1C7
Q 4 | have personally reviewed the original Assignment assigning to Baxter
International Inc the above-identified United States application and all applications

foreign to the United States based on the above-identified United States application

5 The photocopy attached heretc is a true and accurate reproduction of the onginal
Assignment assigning to Baxter International Inc the above-identified United States
apphcation and all applications foreign to the United States

FURTHER AFFM;?AYETH NOT W
Date Z/zl Oc By .,

Michael C Mayo{ 5

BAXTER INTERNATIONAL INC
One Baxter Parkway — DF3-2E
Deerfield, IL 60015

On thlsZ@{day of % 2044, before me, a Notary Public, appeared

Michael C Mayo, to me personally khown to be the person signing this Affidavit, who,
being duly sworn, deposes and states that he 1s the person whose signature appears
above and he attests to the fact that the statements made above are true and complete
to the best of his knowledge and belief

Seal i
Notary Public

T GFFICIAL SEAL ‘[

\TRICIA A KOPPELMAN
uy Public, State of lllinois

= Jiy ~ommission Expires 8/29/06

.|

77382 vI/KOPPELP/CORPORATEPATENTA&TRADEMARK-BX200100232/01 10-2003
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Assianment
(Joint Inventors}

Baxter

Atty Dkt No  IFT 5657A 1A1C7
(BBL No 113857 443)

SerialNo _10/703 395 Filed November 7 2003

In considerabion of ONE DOL LAR and other good and vaiuable considerations the raceipt and sufficiency whereof
are hereby acknowledged we hereby assign to BAXTER INTERNATIONAL INC One Baxter Parkway OF3 3E Deerheld
llinois 60015 (hereinalter referred tc as assignee”) a corporation of Delaware hawing a prncipal place of business at
DEERFIELD ILLINOIS its successors legal representatives and assigns the entire nght hile and interes! Yhroughout the
world in our invention or improvements in

METHOD FOR PREPARING SUBMICRON PARTICLES OF ANTINEOPLASTIC AGENTS

and in the application for Lettars Patent of the United States therelor execuled by each ol us Individually on the date(s}
indicated below and any and all other Linited States apphcations and applications in any and all countries which we may file
aither solely or joimly with others on said nvention or improvements and in any and all Lettare Patent of the Unitad Siates
or of any other country which may be cbiained on any of the sard applicatons and in any reissue or extension theraol

We hereby authonze and request the Commussioner of Patenls to 18sue sald Lettors Patent to said BAXTER
INTERNATIONAL INC

We hereby authonze and request the attorneys of record in said epplication to insert in this assignment the date
and senal number of said application when officially known

We warranl ourselves to be the owners of the interest herein assigned and to have the right ic make thia
assignmant and further warrant that there are no outstanding prior assignments licensas or other rights in the interest
herain assigned

For said considerations we hereby agree upon the request and at the expense of said assignee iis successors
legal representatives and assigns 1o execute any and all dvisional continuation and renewal applications for said invention
or improvements and any necessary oath or supplemental cath or affidavit relating therelo and any application for the
reissue or extension of any Letiers Palant that may be granted upon said application that sald assignee its suCCessors
legal representatives and assigns may deem necessary of expedient and for the sald considerations we further agree upon
the request of said assignee s succssors legal representatives and assigns n the event of sald application or any
division thereof or Letters Patent 1ssued thereon or any reissue or application for the reissua thereof becoming invoived in
interfarence to cooperate to the best of our ability with sald assignee Hs successors lagal representatives and assigns in
the matters of prepanng and executing {he preliminary slatemeént and giving and producing evidence In support thereo! We
turther agree to perform upon euch request any and all affirnative acts to obtain Letters Patent and vest al! rights therein
heraby conveyed In said assignee Ws successors legal representatives and asagna whereby said Letters Patent will be
held and enjoyed by the said assignee s succassors legal representatives and assigns to the end of the term for which
said Letters Patent may be granied ae fully and entirely as the same would have been heid and enjoyed by us d this
assignment and sale had not been made and for the said considerations we hereby also assign 1o sald assignee s
successors legal representatives and essigns the entire nght title and interest in said invention or improvements for any
and all foreign countnes and the nght of prionty for patent and ulility modal applications in all countnes arsing undar any
applicable intemational convention for the protection of indusinal propenty and/or any nternal pnority legslation of such
countrnies and we furthar agree upon the request of said assignee de successors fegal representatives and assigns o
axacute any and all documents that shall be required to be executed in connection with any and all applications for foraign
Letters Patent therefor including the prcsecution thereol and lo execute any and all docurnents necossary 1o invest tile in
said foreign applications and patents n sard assignee

WITNESS our hand and seal

Date “/H/og Date “/(7/03

Signature W

Name MAHESH CHAUBAL inventor

Subscribed and swom before me

this _/ ] dayof % D) o003
’,) -

Notary

m o |
OFFICIAL SEal™
ﬁf:?: AN FAIEDONA

A ™ rw o

Signature JME%&M’M%

Name LING Invelito

Subscnbed and s%
this _{ 7} dayol _, 2003

mea «
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Assignment
Bﬂﬂﬂf (Joint Inventors)
' Page 2
Seria| No _ 10/703,395 Filed November 7 2003 Atty Dkt No IFT 5657A 1A1C7
(BBL No. 113957-443)
-
Date / 7 Z ﬂ ﬂ 7 Date \b
7 -
Signature M MW Signature
Name BARRETT RABINOW Inventor Name Inventor
Subscribed and sworn bafore me Subscnbed and swom before me

this _J_7 cayof M,ﬂ}unﬁ-m 2008 this 7] dayof }/LMLM-/ 2003

Nofary PdB| Notary Putd¢ (/

OFFICIAL SEA;
PEGGY ANN MIEDG:.

mmm ATE OF WLl
Wm wla




TRADUCCION OFICIAL No 03/05 06 preparada por Maria Elvira Martelo, traductora
oficial aprobada por el Ministerio de Justicia mediante Resolucion No 2879 de 1995 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores

BAXTER Traspaso

(Inventores Conjuntos)

No Serie 10/703 395 Presentado 7 de noviembre de 2003 No en hstado IFT 5657A1A1CT
- (BBL No 113957-443)

Por una contraprestacion de UN DOLAR y por otras contraprestaciones
buenas y valiosas, cuyo recibc y suficiencia aqui se reconocen, por el presente
documento cedemos as BAXTER INTERNATIONALMINC One Baxter Parkway, DF3-
3E, Deerfield Hlinois 60015 (en adelante el ‘cesionario ), una sociedad de Delaware
con domiciho comercial prncipal en DEERFIELD, ILLINOIS, sus sucesores,
representantes legales y cesionarnos, todo derecho, titulo e interes que tengamos en
todo el mundo en nuestro invento ¢ sus mejoras

METODO PARA PREPARAR PARTICULAS SUBMICRONICAS DE PACHITAXEL
y en la solicitud de patente nortéafhericana presentada para el mismo, ejecutada por
cada uno de nosotros individualmente en la(s) fecha(s) indicada(s) a continuacion, y
cualquier otra solicitud que podamos haber presentado en Estados Unidos y en todos
y cualquier oto pais, bien sea individualmente o conjuntamente con otros, para dicha
mnvencion o0 mejoras, y toda y cualquier otra patente de Estados Unidos o de cualquier

otro pais que se pueda haber obterndo a partir de dichas solicitudes y cualquier

reexpedicicn 0 extension de la misma



w [

Por el presente solictamos y autorizamos al Comisionado de Patentes para \a)

que expida dicha Patente a BAXTER INTERNATIONAL iNC

Por el presente autorizamos y solictamos a los apoderados registrados en
dicha solicitud que incluyan en este traspaso ia fecha y numero de sene de dicha
solicitud cuando se conozcan ofictalmente

Garantizamos que somos los propietarios de los intereses que por el presente
se traspasan y que tenemos derechd a efectuar el traspaso, y también garantizamos
que no existen traspasos, licencias u otros derechos anteriores pendientes en los
Intereses que aqul se traspasan

-

Por dichas contraprestaciones, por el presente acordamos que, a solicitud de
dicho cesionano, sus sucesores, representantes Ieg:Ies y cesipnarios, ejecutaremos
toda y cualquier solicitud dwsional, de continuacion y de renovacion de dicha
Invencion o mejoras y prestaremos cualquier juramento o juramento adicional o
rendiremos cualquier declaracidbn juramentada en relacibn con fas mismas, y
cualquier solicitud de reexpedicion de extension de cualquier patente que se pueda
otorgar a partr de dicha solctud y que dichos cesionano, sus Ssucesores
representantes legales y cesionarios puedan considerar necesarnia u oportuna, y por
dichas contraprestaciones tambien acordamos que, a solicitud de dicho cesionano,
SUS sucesores, representantes legales y cesionarios, en caso de que dicha solicitud o
division de la misma, patente expedida a‘ff;iar'tlr de la misma reexpedicion o solicitud
de reexpedicién se vea interfenda por otros inventos, cooperaremos segun nuestras
capacidades con dichos cesionano sus sucesores, representantes legales y

cesionanos en la preparacion y ejecucion de la declaracion preliminar y en la

presentacion de pruebas que la soporien También acordamos realizar a su solcitud

#
A



todo y cualquier acto afirmativo para obtener patentes e investir todos los derechos
que de ella se deriven, y que por G:l presente se traspasan, a dicho cesionano, sus
sucesores, representantes legales y cesionanos, quienes tendran y disfrutaran dicha
patente hasta que finalice el término por el cual dicha patente sea otorgada tan
plenamente como s nosotros mismos la hubiéramos tenido y disfrutado si no se
hublera efectuado este traspaso y venta, y por dichas contraprestaciones por el
presente tambien traspasamos a dicho cesionarno, sus sucesores, representantes
‘legales y cesionanos todo el derecho, titulo e interes que tengamos en dicho' Invento
0 mejoras en cualquiera y en todos los paises extranjeros y el derecho de priondad
para solicttudes de patente y modelos de utiidad de todos los paises que suna bajo
cualquier convencion internacional aplicable para la proteccion de propiedad industrial
y/o cualquier legislacién intema que regule las prioridades en dichos paises vy
tambien acordamos que, a sallmtud "éé dicho cesionano, Ssus Sucesores,
representantes legales y cesionanos, ejecutaremos todo y cualquier documento que
se requiera en relacion con todas y cualquera de las solictudes de patentes
extranjeras, incluyendo su tramite, y ejecutaremos todo y cualquier documento
necesano para investir el titulo de dichas solictudes en patente en dicho cesionano
DAN FE nuestra firma y sello

Fecha 11/17/03 Fecha 11/17/03

Firma [liegible) Firma [llegible]
Nombre MAHESH CHAUBAL Inventor Nombre JANE WERLING Inventor

Suscrito y juramentado ante mi Suscrito y juramentado ante mi
Hoy 17 de noviembre de 2003 Hoy 17 de noviembre de 2003
[Firma ilegible] +1[Firma ilegible]

Notano Publico Notano Pubhco



Fecha 17 de noviembre de 2003 Fecha [en blanco]

Firma [llegible] Firma [en blanco]

Nombre BARRETT RABINOW, Inventor Nombre [en blanco], Inventor

Suscrito y juramentado ante mi Suscnito y juramentado ante m '
Hoy 17 de noviembre de 2003 Hoy 17 de noviembre de 2003

[Firma ilegible] [Firma ilegibie]

Notario Publico Notario Publico

Sello notanal “SELLO OFICIAL', PEGGY MIEDO(ILEGIBLE) Notano Publico, Estado

de llinois, Mi comision expira el (ilegible)/18/(ilegible)

DECLARACION JURADA DE MICHAEL C MAYO

Yo, Michael C Mayo, habiendo prestado el debido juramento, declaro y digo lo
siguiente " '

1 Soy abogado licenciado para practicar el derecho en el Estado de lllinois y ante
la Cficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos, con Registro No 38,545,

2 He sido empleado como abogado por ?axter International Inc (“Baxter”)

3 Una de mis responsabilidades en Baxier es Ja responsabilidad por la solicitud
de patente norteamencana que se identifica a continuacion y de todas las sohcitudes

presentadas fuera de Estados Unidos con base en la solicitud norteamencana que se

identifica a continuacion

Solicitante CHAUBAL, Mahesh, et al

No de Sene de Solicitud Norteamencana 10/706,395

Fecha presentacién en Estados Unidos 7 de noviembre de 2003

Titulo METODO PARA PREPARAR

PARTICULAS SUBMICRONICAS DE

- % S, W
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PACHITAXEL
No en listado de casos IFT-5657A-A1AC7
4 . He revisado personalmente el Traspaso onginal mediante el cual se cede a

Baxter la solictud norteamericana amba dentficada y todas las solicitudes
extranjeras basadas en la solicitud norteamericana amba identificada

5 La fotocopia adjunta a la presente es una reproduccion fuel y correcta del
Traspaso onginal que cede a Baxler International Inc la solicitud norteamencana
' arnba identificada y todas las solicitudes extranjeras

EL DECLARANTE NO TIENE NADA QUE AGREGAR

Fecha 2/23/06 Por (firma ilegible)

Michael C Mayo

BAXTER INTERNATIONAL INC

One Baxter Parkway, DF3-2E

Deerfield IL 60015 EUA

Hoy, 23 de febrero de 2006, ante mi, un Notano Publico, comparecio Michael C
Mayo, reconocido personalmente por mi como la persona que firmo esta declaracion
juramentada, quien, habiendo prestado el debido juramento, declara y dice que es la
persona cuya firma aparece amba y que cértifica que las declaraciones efectuadas
son ciertas y completas, segun su leal saber y entender

[Firma ilegible], Notario Publico

Sello “SELLO OFICIAL", PATRICIA A KOPPELMAN, Notano Publico, Estado de

lihnois Mi comisién expira el 8/29/06

U4



ESTADO DE ILLINOIS
SECRETARIODE ESTADO
SPRINGFIELD, ILLINOIS
APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1 Pais Estados Unidos de Aménca
Este documento publico
2 Ha sido firmado por PATRICIA A KOPPELMAN
3 Actuando en su capacidad de NOTARIO PUBLICO, CONDADO DE LAKE
4 Lleva el selloftimbre de EL ESTADO DE ILLINOIS
Al
CERTIFICADO

5 En Spnngfield llinois

| n!

Eu‘ LI

6 eh? DE AB IiL DE 2006
7 Por el Secretano de Estado, Estado de Hiinois
8 Certfficado No SO06KL 12915
9 Sello (sello seco) SELLO DEL ESTADO DE ILLINOIS, 26 de agosto de 1818
10 Fima (Firma) JESSE WHITE
SECRETARIO DE ESTADO
ESTADO DE ILLINOIS

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta oficina para-su
confrontacién 2o

COLO 05873-841-020-6

WPCL 5873 - ID 523 UUC:. 2
MAY 02/06 TRADUGGION No os/o Or‘

MARIA ELVIRA MARTELC
Traductore e In erprete Chclol
Inglés -~ Espafol - Inglés
Res. No 2879 Min Justicia
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REPUBLICA DE COLOMBIA \
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Folio IS8
2020
Bogota D C ,
Doctor{a)

FERRERO EMILIO
Apoderado{a) y/o Representante de
BAXTER INTERNATIONAL INC

REFERENCTA Radicacidn No 06 42082
Solicitud internacional PCT/US2004/036604
Fecha inicio fase nacional 07/06/2006

Trémite 11
Evento 378
Actuacaidn 416
Oficio No 1909
Folios 1

Teniendo en cuenta gque la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expedlente indicado en la referencia refline los requisitos de forma establecidos en
la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacifén en
Materla de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacifn en la Gaceta de Propiedad Industrial

Camplase
Dado en Bogotd DC,

7NQY 2008

ALIX CARMENZA
Jefe de la di1

SPEDES DE VERGEL
810n de Nuevas Creac_ones

aalvarado



Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

RADICACION EXPEDIENTE No 06-042082

EL EXTRACTO DE LA PRESENTE SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION
PCT FUE PUBLICADO EN LA GACETA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL No 573
DE FECHA 28 DE FEBRERO DEL 2007, EL TERMINO HABIL SENALADO

POR LA LEY EXPIRA EL 30 DE MAYO DEL 2007

NOTA Dentro del plazo de los seis (8) meses siguientes a partir de la fecha de publicacion
en |la gaceta de Propiedad Industnal, debera solicitar y cancelar el examen de
patentabiidad so pena de que la solicitud caiga en abandono, de acuerdo con lo
establecido en el Articulo 44 de 1a Decision 486/2000

SE PRESENTARON OPOSICIONES POR PARTE DE TERCERQOS

sl _X_ NO__ _  _ __

Bogota D C, Junio de 2007



