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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
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Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el casao, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busgueda Internacional
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FORMULATIONS OF DEOXYCHOLIC ACID AND SALTS THEREOF

FIELD OF THE INVENTION

[0001] This invention relates to aqueous pharmaceutical formulations containing very low

concentrations of a salt of deoxycholic acid (“DCA”), wherein the formulation is maintained
at a pH such that precipitation of DCA is substantially inhibited. In a preferred embodiment,
the pharmaceutical composition is buffered to maintain a physiologically acceptable pH such

that the composition is suitable for injection.

BACKGROUND

[0002] Recently published literature reports that the aqueous solutions of DCA has fat
removing properties when injected into fatty deposits in vivo (See, WO 2005/117900 and WO
2005/112942, US2005/0261258; US2005/0267080; US2006/127468; and US2006/0154906).
DCA injected into fat tissue degrades fat cells via a cytolytic mechanism to provide the

desired aesthetic results.

[0003] Notwithstanding the benefits of aqueous formulations of DCA, it has been found
that at low concentrations of DCA (i.e., less than or about 2% w/v;) in aqueous solutions
which optionally contain benzyl alcohol, forms a precipitate after storage over a period of
time. Surprisingly, it has been found that the lower the concentration DCA, the higher is the
rate of precipitation notwithstanding any significant change in the pH of the solution. This
precipitation at very low concentrations is a problem for commercialization as a precipitate is

counter-indicated for subcutancous injections of DCA.

[0004] In cach treatment regimen, the current clinical trials of aqueous formulations of
DCA employ multiple injections of small amounts of the aqueous formulation into different

sites defining the fat deposit to be treated.

[0005] As is apparent, aqueous formulations of DCA used in such treatments overlap with
the problems arising from precipitation of the DCA. That is to say that an initially clear
aqueous solution of DCA when stored for a period of time, will form a precipitate at
commercially relevant concentrations of DCA notwithstanding the fact that the pH of these
solutions are between about 7.50 and about 8.0 which are substantially above the pKa of

deoxycholic acid.
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[0006] Thus, there is a need for stabilizing the low concentration aqueous solutions of

deoxycholic acid or a salt thereof against precipitation during a shelf life of at least 2 months.

SUMMARY OF THE INVENTION

[0007] It has been surprisingly found that aqueous solutions of a salt of deoxycholic acid at
concentrations of from about 0.4% w/v to less than about 2% w/v can be stabilized by
adjusting the pH of the solution to above about 8 and preferably from a physiologically
acceptable pH from about 8.1 to about 8.5. The pH is preferably maintained within this range
by using buffers.

[0008] Accordingly, in one of its composition aspects, this invention is directed to aqueous
formulations consisting essentially of a salt of deoxycholic acid at a concentration of from
about 0.4% w/v to less than about 2% w/v and optionally a preservative effective amount of
benzyl alcohol which formulations are stabilized against precipitation by adjusting the pH of
the initially formed clear solution to a pH of from about 8.1 to about 8.5. In another
embodiment, this invention is directed to an aqueous formulation consisting essentially of a
salt of deoxycholic acid at a concentration of from about 0.5% w/v to about 1% w/v and
optionally a preservative effective amount of benzyl alcohol which formulations are
stabilized against precipitation by adjusting the pH of the initially formed clear solution to a

pH of from about 8.1 to about 8.5.

[0009] In another embodiment, this invention is directed to an aqueous formulation

consisting essentially of:

a sterile aqueous solution buffered to a pH of about 8.3;

about 0.5% w/v or about 1% w/v of a salt of deoxycholic acid;
optionally a preservative effective amount of benzyl alcohol; and
about 1% w/v of sodium chloride,

wherein the composition is stable against precipitation.

[0010] Also disclosed herein is a method for stabilizing an aqueous composition of a salt of
deoxycholic acid against precipitation during storage wherein the concentration of the
deoxycholic acid salt is an amount effective to lyse fat cells provided that the amount of the
deoxycholic acid salt ranges from about 0.4% w/v to less than 2% w/v, which method

comprises:
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forming an aqueous solution of a deoxycholic acid salt at an initial pH above its pKa;
adjusting the pH of the aqueous solution to a pH of from about 8.1 to about 8.5; and
optionally including a sufficient amount of buffer to maintain the pH at from about

8.1 to about &.5.

[0011] Also disclosed herein is a method to lyse a fat cell comprising administering to said

cell a composition according to this invention.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0012] Fig. 1 illustrates (67 X enhancement) that an aqueous composition of water and 0.9
% w/v benzyl alcohol and no sodium deoxycholate contains only a trace of precipitate, which

is presumed to be bioprene tubing particles.

[0013] Fig. 2 illustrates (67 X enhancement) that an aqueous composition of water, 0.5 %
w/v sodium deoxycholate and 0.9 % w/v benzyl alcohol contains significant amounts of

precipitate which is presumed to be deoxycholate crystals.

[0014] Fig. 3 illustrates (67 X enhancement) that an aqueous composition of water, 1 % w/v
sodium deoxycholate and 0.9 % w/v benzyl alcohol contains significant amounts of
precipitate, albeit less than that of 0.5 % w/v sodium deoxycholate. As before, the precipitate

is presumed to be deoxycholate crystals.

[0015] Fig. 4 illustrates (67 X enhancement) that an aqueous composition of water, 2 % w/v
sodium deoxycholate and 0.9 % w/v benzyl alcohol contains significant amounts of

precipitate but substantially less than that observed in Figs. 2 and 3.

DETAILED DESCRIPTION

[0016] As used herein, certain terms have the following defined meanings.

[0017] All numerical designations, ¢.g., pH, temperature, time, concentration, and
molecular weight, including ranges, are approximations which are varied ( +) or (— ) by
increments of 0.1. It is to be understood, although not always explicitly stated that all
numerical designations are preceded by the term “about”. The term “about” also includes the
exact value “X” in addition to minor increments of “X” such as “X +0.1” or “X - 0.1.” It
also is to be understood, although not always explicitly stated, that the reagents described

herein are merely exemplary and that equivalents of such are known in the art.

3



10

15

20

WO 2013/028177 PCT/US2011/048806

[0018] As used herein, the term “comprising” is intended to mean that the compositions and

methods include the recited elements, but do not exclude others.

[0019] “Consisting essentially of” when used to define compositions and methods, shall
mean excluding any active ingredients. An “active ingredient” is a substance intended to
furnish pharmacological activity or other direct effect in the diagnosis, cure, mitigation,
treatment, or prevention of disease or to affect the structure or any function of the human
body. Thus, for example, a composition consisting essentially of the elements as defined
herein would not exclude trace contaminants from the isolation and purification method and
pharmaceutically acceptable carriers, such as phosphate buffered saline, preservatives, and
the like but would exclude enzymes such as phosphatases, and proteins. Non-limiting

examples of such proteins are heparin, albumin, and the like

[0020] “Consisting of” shall mean excluding more than trace elements of other ingredients
and substantial method steps for administering the compositions of this invention.

Embodiments defined by each of these transition terms are within the scope of this invention.

[0021] As used herein, the term “salt of deoxycholic acid” or ““a salt thereof” refers to
pharmaceutically acceptable salts of (4R)-4-((3R,5R,10S,12S,13R,17R)-3,12-dihydroxy-
10,13-dimethylhexadecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-17-yl)pentanoate having an
alkali metal or an ammonium ion as the cation. Preferred are alkali metal salts, with sodium

salts being more preferred.

[0022] Sodium deoxycholate or sodium (4R)-4-((3R,5R,105,128,13R,17R)-3,12-dihydroxy-
10,13-dimethylhexadecahydro-1H-cyclopentaa]phenanthren-17-yl)pentanoate can be
prepared according to the methods disclosed in PCT/US2010/061150 titled “Methods for the
Purification of Deoxycholic Acid,” filed on December 17, 2010.
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[0023] As used herein, the term “aqueous pharmaceutical formulation” refers to a
composition of a deoxycholic acid or a salt thereof in water suitable for administration to a

patient preferably via subcutaneous injection from a syringe.

[0024] As used herein, the term “buffer” refers to an aqueous solution comprising a mixture
of a weak acid and its conjugate base or a weak base and its conjugate acid. A buffer has the
property that the pH of the solution changes very little when a small amount of acid or base is
added to it. Buffer solutions are used as a means of keeping pH at a nearly constant value in
a wide variety of chemical applications. Examples of suitable buffers include phosphate
buffers and those known in the literature (see, for example, Troy, D.B., ed. (2005)
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21% ed., Lippincott Williams & Wilkins).

[0025] As used herein, the term “base” refers to various typically water-soluble
compounds, molecules or ions that in solution have a pH greater than 7. Such compounds,
molecules or ions are able to take up a proton from an acid or are able to give up an unshared
pair of electrons to an acid. Examples of suitable bases include metal carbonates and
bicarbonates, for example sodium carbonate, calcium carbonate, magnesium carbonate, zinc
carbonate, sodium bicarbonate and the like; and metal hydroxides, for example sodium
hydroxide, potassium hydroxide, and the like, such as those known in the literature (see, for
example, Troy, D.B., ed. (2005) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21% ed.,
Lippincott Williams & Wilkins).

[0026] As used herein, the term “metal carbonates” refers to the metal salt of COs>. For

example, sodium carbonate, calcium carbonate, magnesium carbonate, zinc carbonate, and

the like.

[0027] As used herein, the term “metal bicarbonates” refers to the metal salt of HCOs™. For

example, sodium bicarbonate, and the like.

[0028] As used herein, the term “metal hydroxides” refers to the metal salt of ‘OH. For

example, sodium hydroxide, potassium hydroxide, and the like.

[0029] As used herein, the terms “sterile water” or “water for injection” refer to a sterile,
nonpyrogenic preparation of water for injection which contains no bacteriostat, antimicrobial
agent or added buffer. In general, the osmolar concentration of additives totals at least 112

mOsny/liter (two-fifths of the normal osmolarity of the extracellular fluid -280 mOsm/liter).
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OH
[0030] Asused herein, the term “benzyl alcohol” refers to the compound ©/\ .

[0031] As used herein, the term “precipitation” refers to the formation of a solid in a

solution and is readily differentiated from gel formation.

[0032] As used herein, the term “solution” refers to a substantially homogeneous mixture

comprising two or more substances dissolved in a solvent.

[0033] As used herein, the terms “substantially inhibit precipitation” and “inhibits
precipitation” means to inhibit most or all visible precipitation so as to maintain homogeneity

for a period of time ranging from at least 1 month to at least 1 year.

[0034] As used herein, the term “relative standard deviation for homogeneity” or “Hz”
refers to the value obtained by dividing the standard deviation of the homogeneity by the

absolute value of the mean. An Hg less than 10 indicates very good homogeneity.

Formulations

[0035] Knowledge about the chemical and physical stability of a drug composition in the
desired media for delivery is valuable. In the longer term, the stability of the composition
will dictate the shelf life of the marketed product. It is preferable that the active ingredient in
a pharmaceutical composition be at the required concentration when administered to a

patient.

[0036] In the discussion below, sodium deoxycholate is recited for illustrative purposes
only and it is understood that other pharmaceutically acceptable salts of deoxycholic acid can

be used interchangeably with the sodium salt.

[0037] Current clinical methods for the administration of a sodium deoxycholate to a
patient to dissolve fat include the administration via subcutaneous injections of a low
concentration (i.e., <2% w/v) of an aqueous solution of the salt of deoxycholic acid where the
amount of the salt of deoxycholic acid is sufficient to lyse fat cells (about 0.4% w/v and
higher). At such concentrations, as it has been shown that the low concentration is beneficial
for the effective and safe removal of fat deposits in the body. However, it has been observed
that a precipitate forms at such relatively low concentrations of sodium deoxycholate in

aqueous media. This precipitation results in a limited shelf life of aqueous solutions of
6
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sodium deoxycholate, even at cold temperatures (3-5 °C). In one embodiment, the sodium

salt can be replaced by another alkali metal salt.

[0038] This instability of aqueous solutions of sodium deoxycholate can be circumvented
by the preparation of an aqueous solution of sodium deoxycholate at a concentration of about
5% to about 16% w/v, and having the practitioner dilute the pharmaceutical composition of
the sodium deoxycholate solution just prior to use. Whereas this dilution method is effective
to allow for both storage stability and effective patient dosing, it is not ideal as a method for
routine use especially if a sterile injectable solution of no more than about 2 mL is required.

Moreover, current clinical plans include up to 50 injections per treatment session.

[0039] It has been found that aqueous formulations of sodium deoxycholate at
concentrations ranging from about 0.4% w/v to less than about 2% w/v can be stabilized by
adjusting the pH of the solution. This invention is directed to an aqueous formulation
consisting essentially of a salt of deoxycholic acid at a concentration ranging from about
0.4% w/v to less than about 2% w/v and optionally a pharmaceutically acceptable excipient
such as a preservative effective amount of benzyl alcohol and/or a pH adjusting buffer,

wherein said formulation is maintained at a pH of about 8.1 to about 8.5.

[0040] In another embodiment, the aqueous formulation is lyophilized to provide for a
stable composition which is ready to be reconstituted by addition of the appropriate amount
of water. In this embodiment, this invention comprises lyophilized compositions as described

above which optionally further contain a lyophilization aid.

[0041] In one embodiment, the aqueous formulation contains about 0.5% w/v of a salt of
deoxycholic acid. In another embodiment, the aqueous formulation contains about 1% w/v of

a salt of deoxycholic acid.

[0042] In a further embodiment, the water employed in the aqueous formulation is sterile
water. In still a further embodiment, the preservative effective amount of benzyl alcohol is
about 0.9% w/v benzyl alcohol and the pH of the formulation is about 8.3. In one

embodiment, said salt is an alkali metal salt. In another embodiment, said salt is a sodium

salt.
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[0043] In one embodiment, the pharmaceutical formulations disclosed herein are suitable
for injection into a human. The method of injection can be any type of injection, such as

subcutaneous injection, as well as other forms of injection.

[0044] In one preferred aspect of this invention, the precipitation of the salt of deoxycholic
acid in the aqueous formulation is inhibited for a period of at least about six months. In
another aspect, the precipitation is inhibited for a period of at least about one year. In yet

another aspect, the precipitation is inhibited for a period of at least about two years.

[0045] It is contemplated that when stored at various temperatures, for example at ambient
or cold temperatures, the formulation can have an increased shelf life. In certain
embodiments, the composition is stored at a temperature of from about 17 °C to about 27 °C.
In some embodiments, the temperature of the formulation is increased to a temperature of
about 25 °C to about 37 °C. In other embodiments, the formulation is stored at a temperature

of from about 2 °C to about & °C.

[0046] In certain embodiments, the pH of the formulation ranges from about 8.1 to about
8.5. In one embodiment, the pH of the composition is about 8.1, or alternatively, about 8.2,
or alternatively, about 8.3, or alternatively, about 8.4, or alternatively, about 8.5. In a

preferred embodiment, the pH of the formulation is about 8.3.

[0047] In one embodiment, the pH is established by the use of a base. It is contemplated
that any base can be used to increase the pH of the composition provided that it does not react
with the sodium deoxycholate and will not cause harm to the patient. In some embodiments,
the base is selected from the group consisting of metal carbonates, metal bicarbonates, metal
hydroxides, or a mixture thereof. Examples of bases include, but are not limited to, a base
selected from the group consisting of sodium carbonate, calcium carbonate, magnesium
carbonate, zinc carbonate, sodium bicarbonate, sodium hydroxide and potassium hydroxide

or a mixture thereof. In one embodiment, the base is sodium hydroxide.

[0048] In certain cases, the pH of the composition may be maintained at the desired pH
during storage with the use of a buffer. Various buffers are known in the art and it is
contemplated that any buffer having buffering capacity at the desired pH can be used in the
formulations disclosed herein. In one embodiment, the buffer is a phosphate buffer. The

amount of phosphate in the composition can be determined to provide a desired pH and salt
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concentration. In one embodiment, the composition comprises about 10 mM phosphate
buffer. In a preferred embodiment, the composition comprises about 10 mM dibasic sodium

phosphate buffer.

[0049] In some embodiments, the composition comprises at least one excipient to aid in
achieving a composition with desired properties, such as increased solubility, preservability
or to provide an isotonic solution. Such excipients are known in the art. In one embodiment,
the composition comprises about 1% w/v sodium chloride. In another embodiment, the
composition comprises about 0.9% w/v benzyl alcohol. In some embodiments, the

composition comprises about 0.9% w/v benzyl alcohol and about 1% w/v sodium chloride.

[0050] In some embodiments, the pH of the composition is established by use of a base and

optionally maintained by use of a buffer.

[0051] In a preferred embodiment, this invention provides a stabilized composition

comprising:

a phosphate buffer of a pH of about 8.3;

about 0.5% w/v or about 1% w/v of sodium deoxycholate;
a preservative effective amount of benzyl alcohol; and
about 1% w/v of sodium chloride,

wherein the composition is stabilized against precipitation.

[0052] In a further embodiment, the phosphate buffer is 10 mM dibasic sodium phosphate
buffer.

[0053] In one embodiment, the preservative effective amount of benzyl alcohol is about

0.9% w/v.

[0054] The formulations disclosed herein comprise from about 0.4% w/v to less than about
2% w/v of a salt of deoxycholic acid in water maintained at a pH sufficient to substantially
inhibit precipitation of the salt of deoxycholic acid. The amount of precipitation or
homogeneity of the composition can be measured using various methods. For example, it can
be measured quantitatively using light scattering by illuminating the composition with a
spectrophotometer. Or alternatively, the homogeneity can be measured qualitatively by

observing the visual clarity of the solution with the eye. In some embodiments, the

9



10

15

20

25

30

WO 2013/028177 PCT/US2011/048806

composition has a relative standard deviation for homogeneity of less than about 5%.
Alternatively, the composition has a relative standard deviation for homogeneity of less than

about 4%, or alternatively, about 3%, or alternatively, about 2%, or alternatively, about 1%.

[0055] In another embodiment, this invention is directed to a composition consisting

essentially of:

a sterile aqueous solution buffered to a pH of about 8.3;
about 0.5% w/v or 1% w/v of sodium deoxycholate;
about 0.9% w/v benzyl alcohol; and

about 1% w/v of sodium chloride,

wherein the composition is stable against precipitation.

[0056] In another embodiment, this invention is directed to a composition consisting of:

an aqueous solution buffered to a pH of about 8.3;

about 0.5% w/v or about 1% w/v of sodium deoxycholate;
about 0.9% w/v benzyl alcohol; and

about 1% w/v of sodium chloride,

wherein the composition is stable against precipitation.

[0057] In some embodiments, the solutions herein do not include lipids, phospholipids, or
phosphatidylcholine. In some embodiments, the solutions herein include up to 5% w/w, w/v,
or v/v lipids, specifically phospholipids, or more specifically phosphatidylcholine. Preferably,
the amount of lipids used is less than that of sodium deoxycholate or another salt of

deoxycholic acid .

[0058] In some embodiments, the aqueous pharmaceutical composition of the invention can
further comprise a second therapeutic agent selected from the group consisting of: anti-
microbial agents, vasoconstrictors, anti-thrombotic agents, anti-coagulation agents, suds-
depressants, anti-inflammatory agents, analgesics, dispersion agents, anti-dispersion agents,
penetration enhancers, steroids, tranquilizers, muscle relaxants, and anti-diarrhea agents. In
some embodiments, a solution is in a container that contains up to 500 mL of solution. Such

container can be a syringe or syringe-loadable container.

[0059] In some embodiments, the formulations further comprise a molecule known to cause

fat to die by an orthogonal mechanism. Such molecules include neuropeptide Y (NPY)
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antagonists including, but not limited to, NPY receptor antagonists, such as BIBP-3226
(Amgen), BIBO-3304 (Bochringer Ingleheim), BMS-192548 and AR-H040922 (Bristol-
Myers Squibb), LY-357897 (Eli Lilly), 1229U91 and GW438014S (GlaxoSmithKline), JNJ-
5207787 (Johnson & Johnson), Lu-AA-44608 (Lundbeck), MK-0557 (Merck NPY), NGD-
95-1 (Neurgogen), NLX-E201 (Neurologix), CGP-71683 (Novartis), PD-160170 (Pfizer),
SR-120819A, BIIE0246, and S.A.0204 (Sanofi Aventis), S-2367 (Shiongli), dihydropyridine
and dihydropyridine derivatives that are NPY receptor antagonists, bicyclic compounds that
are NPY receptor antagonists, carbazole NPY receptor antagonists, and tricyclic compounds
that are NPY receptor antagonists (See, ¢.g., WO 2006/133160 and U.S. 6,313,128). Also
contemplated are fat selective pro-apoptotic peptides such as the CKGGRAKDC peptide that
homes to white fat vasculature (See, Kolonin M.G. et al., Nat. Med., 2004, 10(6): 625-32).

[0060] Another aspect of the invention relates to mixing adipo-ablative bile acids, such as,
deoxycholic acid (DCA) with agents that kill fat cells. In one aspect, this invention
contemplates a means to enhance the aesthetic effects of deoxycholate injections by mixing
into the deoxycholate injectate a molecule that causes fat to die by an orthogonal mechanism.
Examples of such candidate molecules include, but are not limited to, neuropeptide Y (NPY)
antagonists and fat selective pro-apoptotic peptides. Since fat cell killing may be required to
mediate the desired effects, the effects of an agent with fat killing ability can be enhanced via
the addition of a molecule with potent fat cell killing effects. Additionally, molecules that
require access to the vasculature to kill (such as certain pro-apoptotic peptides that bind to
proteins expressed on the luminal side of capillaries) can gain access to these proteins
because deoxycholate may cause vascular leakage. Thus, such agents can be synergistic with
deoxycholate potentially creating a more potent means to mediate body contouring in fewer

therapeutic sessions.

[0061] Examples of NPY antagonists include, but are not limited to, NPY receptor
antagonists, such as BIBP-3226 (Amgen), BIBO-3304 (Bochringer Ingleheim), BMS-192548
and AR-H040922 (Bristol-Myers Squibb), LY-357897 (Eli Lilly), 1229U91 and GW438014S
(GlaxoSmithKline), INJ-5207787 (Johnson & Johnson), Lu-AA-44608 (Lundbeck), MK-
0557 (Merck NPY), NGD-95-1 (Neurgogen), NLX-E201 (Neurologix), CGP-71683
(Novartis), PD-160170 (Pfizer), SR-120819A, BIIE0246, and S.A.0204 (Sanofi Aventis), S-
2367 (Shiongli), dihydropyridine and dihydropyridine derivatives that are NPY receptor

antagonists, bicyclic compounds that are NPY receptor antagonists, carbazole NPY receptor
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antagonists, and tricyclic compounds that are NPY receptor antagonists. See, e.g., WO

2006/133160 and U.S. 6,313,128.

[0062] Exemplary fat selective pro-apoptotic peptides includes, but is not limited to,
CKGGRAKDC peptide that homes to white fat vasculature. See, Kolonin M.G. ef al., Nat.
Med. June 10(6):625-32 (2004).

[0063] Sodium deoxycholate or sodium (4R)-4-((3R,5R,105,128,13R,17R)-3,12-dihydroxy-
10,13-dimethylhexadecahydro-1H-cyclopentaa]phenanthren-17-yl)pentanoate can be
prepared according to the methods disclosed in PCT/US2010/061150 titled “Methods for the
Purification of Deoxycholic Acid,” filed on December 17, 2010. Other salts of deoxycholic

acid can be prepared likewise by the skilled artisan.

Methods

[0064] Disclosed herein are methods for stabilizing an aqueous formulation of deoxycholic
acid salt against precipitation during storage wherein the concentration of or a salt thereof is
an amount effective to lyse fat cells provided that the amount of salt ranges from about 0.4%

w/v to about less than 2% w/v, which method comprises:

forming an aqueous solution of the salt of deoxycholic acid at an initial pH above its
pKa;

adjusting the pH of the aqueous solution to a pH of from about 8.1 to about 8.5; and
optionally including a sufficient amount of buffer to maintain the pH at from about

8.1 to about &.5.

[0065] In one aspect of this invention, methods disclosed herein substantially stabilize the
formulation of deoxycholic acid salt against precipitation over a period of time preferably for
at least about six months. In another aspect, the methods stabilize the formulation of
deoxycholic acid salt against precipitation for a period of at least about one year. In yet
another aspect, the methods stabilize the formulation of deoxycholic acid salt against

precipitation for a period of at least about two years.

[0066] It has been found that the pH of the solution can inhibit the precipitation of
deoxycholic acid or a salt thereof at concentrations of from about 0.4% w/v to less than about
2% w/v in water to allow deoxycholic acid or a salt thereof, to be maintained in solution. In

one embodiment, the pH is established by the use of a base. It is contemplated that any base
12
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can be used to increase the pH of the composition provided that it does not react with
deoxycholic acid or a salt thereof. In some embodiments, the base is selected from the group
consisting of metal carbonates, metal bicarbonates, and metal hydroxides, or a mixture
thereof. Examples of bases include, but are not limited to, a base selected from the group
consisting of sodium carbonate, calcium carbonate, magnesium carbonate, zinc carbonate,
sodium bicarbonate, sodium hydroxide and potassium hydroxide or a mixture thereof. In one

embodiment, the base is sodium hydroxide.

[0067] In certain embodiments, the pH ranges from about 8.1 to about 8.5. In one
embodiment, the pH of the composition is about 8.1, or alternatively, about 8.2, or
alternatively, about 8.3, or alternatively, about 8.4, or alternatively, about 8.5. In a preferred

embodiment, the pH of the aqueous solution is about 8.3.

[0068] In certain cases, the pH of the composition may need to be maintained with the use
of a buffer. Various buffers are know in the art and it is contemplated that any buffer having
buffering capacity at the desired pH can be used in the formulations disclosed herein. In one
embodiment, the buffer is a phosphate buffer. The amount of phosphate required to provide a
desired pH and salt concentration can be calculated using methods well known in the art. In
one embodiment, the composition comprises about 10 mM phosphate buffer. In another

embodiment, the phosphate buffer is 10 mM dibasic sodium phosphate buffer.

[0069] In certain cases, the pH is established by use of a base and optionally maintained by

use of a buffer.

[0070] In one embodiment, the methods disclosed herein provide formulations which are
suitable for injection into a human. The method of injection can be any type of injection,
such as subcutaneous injection, as well as other forms of injection. Therefore, in some

embodiments, the aqueous solution comprises sterile water or water for injection (WFI).

[0071] In one aspect, it may be that one or more excipients are used to maintain the
solubility, or increase the preservability of deoxycholic acid salt present in the formulation.
In one embodiment, the method comprises adding about 1% w/v benzyl alcohol. In some
embodiments, the formulation also comprises at least one excipient to aid in achieving an
isotonic solution. Such excipients are known in the art. In one embodiment, the method

comprises adding about 1% w/v sodium chloride. In some embodiments, the method
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comprises adding both 1% w/v benzyl alcohol and 1% w/v sodium chloride. In some
embodiments, the method comprises adding both 0.9% w/v benzyl alcohol and 0.9% w/v
sodium chloride. Using the methods disclosed herein, an aqueous solution comprising less
than about 2% w/v of deoxycholic acid salt is maintained at a pH sufficient to substantially
inhibit precipitation of deoxycholic acid salt. The amount of precipitation or homogeneity of
the composition can be measured using various methods. For example, it can be measured
quantitatively by measuring the light scattering via illumination by a spectrophotometer. Or
alternatively, the homogeneity can be measured qualitatively by simply observing the visual
clarity of the solution with the eye. In some embodiments, the method provides a
pharmaceutical composition having a relative standard deviation for homogeneity of less than
about 5%. Alternatively, the relative standard deviation for homogeneity of less than about

4%, or alternatively, about 3%, or alternatively, about 2%, or alternatively, about 1%.

[0072] The storage temperature can assist in maintaining the solubility of deoxycholic acid
salt in the formulation. In certain embodiments, the storage temperature is from about 17 °C
to about 27 °C. In some embodiments, the storage temperature is about 25 °C to about 37 °C.

In other embodiments, the storage temperature is from about 2 °C to about 8 °C.

[0073] It is contemplated that the concentration of the salt of deoxycholic acid in the
formulation is about 0.5% w/v, or alternatively about 0.7% w/v, or alternatively about 1%
w/v, or alternatively about 1.2% w/v, or alternatively about 1.4% w/v, or alternatively less
than about 2% w/v. In a preferred embodiment, the salt of deoxycholic acid is sodium
deoxycholate. In another preferred embodiment, the composition comprises 0.5% w/v of
sodium deoxycholate. In another preferred embodiment, the composition comprises 1% w/v

of sodium deoxycholate.

[0074] In one embodiment, the aqueous formulation is split into a plurality of individual
solutions which are separately administered to the fat cells. For example, the aqueous
formulation is split into 5, 10, 15, 20, 25 or 30 separate solutions and, in some cases, up to 50

separate solutions.

[0075] In a preferred embodiment, the salt of deoxycholic acid is sodium deoxycholate. As
the methods of this invention include subcutaneous injections, there is also provided a syringe

comprising a chamber, a plunger and an injection needle wherein the chamber comprises a

14
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formulation of this invention. Preferably, the chamber is sufficient to hold at least 2 mL and

preferably no more than 4 mL of the formulation.

[0076] In another embodiment, this invention provides a synthesis of DCA from protected
commercially available 9-a,17-p-dihydroxy-5-a-androstan-3-one as shown in scheme 1

5  below.

Scheme 1: Synthesis of DCA

OR' OR! o
- - " protect
R%O" RO
© H H b
1 2 3
O
O/\(7)n O/\(7)n o /\(7)n
O O 0
idi hydrogenate
" eliminate oxidize ydrog
R3O ‘@ RO RIO™
H H H
4 5 6

addition
—_—

R3O"

CO,R CO-H

hydrolyze salt
_—

sodium deoxycholate
formation

HOY
H H
11 12 (DCA)

[0077] The 9-0,17-B hydroxyl groups of commercially available 9-a,17-f-dihydroxy-5-a-
androstan-3-one are differentially protected with hydroxyl protecting groups which can be

10 removed under conditions where one of the hydroxyl groups is regenerated while the other
hydroxyl group remains protected. Such differential protection is referred to as orthogonal
protection and uses well known reagents and reaction conditions. In one example, one
hydroxy group is protected as an acetyl group, whereas the other hydroxy group is protected
as a benzyl group. Each group can be selectively removed under reaction conditions that

15  retain the other hydroxyl protecting group intact.
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[0078] It is contemplated that the relatively sterically protected 9-a-hydroxyl group may not
need to be protected as the reactions contemplated prior to elimination of that group are likely
inhibited at this position due to steric hindrance. Regardless, protection of this hydroxyl

group adequately insures that the group remains intact until elimination of the hydroxyl group

via dehydration is desired.

[0079] The 3-one group of orthogonally protected 9-a,17-B-dihydroxy-5-a-androstan-3-
one, compound 1, is reduced with conventional reducing agent such as sodium borohydride
to provide the 3-a-hydroxy derivative which is then protected with yet another orthogonal

protecting group to provide compound 2.

[0080] The hydroxyl protecting group at the 17-position of compound 2 is then selectively
removed and the hydroxyl group so regenerated is then oxidized with a suitable oxidation
reagent such as CrOs; to provide the 17-keto derivative, compound 3. The 17-keto group in
compound 3 is protected as a ketal under standard ketalization conditions such as reaction
with 1,2-dihydroxyethane or 1,3-dihydroxypropane to give compound 4 (which illustrates
ketal formation with the 1,2-dihydroxyethane for illustrative purposes only).

[0081] Deprotection of the 9-a-hydroxyl as necessary is followed by dehydration of that
hydroxyl group under conditions such as acid-catalyzed elimination provides the 9,10-
unsaturated derivative, compound 5. Generation of a 12-keto group is accomplished by
allylic oxidation of compound 5 with oxidation reagents such as chromic acid or TBHP (tert-
butyl hydroperoxide) and NaOCl to provide compound 6. See, for example, U.S. Patent
Application Serial No. 61/348,686. Alternatively, the allylic oxidation is accomplished by
using about 2 to 5 equivalents of TBHP and about 0.3 to 0.5 equivalents of Cul as a catalyst.
The reaction is carried out in a solvent such as acetonitrile at 40 °C for about 40-55 hours.
The slow portionwise addition of TBHP results in more efficient oxidation. The product
formed contains a mixture of compound 6 and the corresponding allylic alcohol. The product

mixture is then oxidized with PCC to give compound 6.

[0082] Hydrogenation of compound 6 under standard conditions such as 10% Pd/C and H,
provides compound 7. Reduction of the 12-keto group in compound 7 with reagents such as
LiAl(OBu');H provides the 12-hydroxy derivative, compound 8. Olefination of compound 8
under standard Wittig conditions such as using ethyltriphenylphosphonium bromide in
presence of a base such as potassium tert-butoxide provides compound 9. Addition of an

alkyl acrylate such as methyl acrylate in presence of a Lewis acid provides compound 10,

16



10

15

20

25

WO 2013/028177 PCT/US2011/048806

wherein R is an alkyl group such as methyl. Reduction of the double bond in compound 10
again proceeds under standard hydrogenation conditions such as Pd/C and H; to provide
compound 11. Deprotection of the 3-OR3 followed by hydrolysis with a base such as LiOH
provides DCA, compound 12.

[0083] Compound 12 (crude DCA) was further purified with methanol wash and
recrystallized from ethanol. It was diluted with 2 mol% MeOH in CH,Cl, (25 vol) and
heated to 35-37 °C for 1 hour. The slurry was allowed to cool to 28-30 °C and filtered. The
filter cake was washed with CH,Cl, (5 vol) and dried under vacuum at 40 °C to afford DCA.

[0084] DCA was dissolved in 10% DI water/ EtOH (12 vol), polish filtered over celite and
washed with 10% DI water/ EtOH (3 vol). The resulting 15 volume filtrate was added to DI
water (30 vol) and a thin white slurry was afforded. The slurry was held for 24 hours,
filtered, washed with DI water (20 vol) and dried under vacuum at 40 °C to afford DCA.

[0085] Conversion of DCA to a pharmaceutically acceptable salt such as sodium
deoxycholate proceeds via conventional conditions. Alternatively, conversion of a
pharmaceutically acceptable salt of DCA such as sodium deoxycholate to DCA also proceeds

via conventional conditions.

[0086] In another embodiment, this invention provides a stabilized formulation comprising:
a buffered aqueous solution having a pH of about 8.1 to about 8.5 and further
comprising about 0.5% of sodium deoxycholate and about 0.9% of benzyl alcohol,

wherein the formulation is stabilized against precipitation, and the sodium deoxycholate is

prepared according to scheme 1.

[0087] In another embodiment, this invention provides a stabilized formulation comprising:
a buffered aqueous solution having a pH of about 8.1 to about 8.5 and further
comprising about 1% of sodium deoxycholate and about 0.9% of benzyl alcohol,

wherein the formulation is stabilized against precipitation, and the sodium deoxycholate is

prepared according to scheme 1.
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Examples

[0088] In the examples and elsewhere in the specification, abbreviations have the following

meanings:
Mg = Milligram
mL = Milliliter
Mm = Millimeter
mM = Millimolar
T = Time
uv =  Ultraviolet
v/v = Volume /Volume
w/v = Weight/Volume (g/mL)
w/w = Weight/ Weight
WFI = Water for Injection
mOsm =  Milliosmole

[0089] The invention is further understood by reference to the following examples, which

are intended to be purely exemplary of the invention.

Example 1
Concentration dependent precipitation from a solution of sodium deoxycholate

[0090] Solutions of sodium deoxycholate at different concentration were evaluated for
precipitate formation after 1 week of storage. The results are depicted in Figs. 1-4, and
demonstrate that at about 0.5% and at about 1 % (w/v) concentration of sodium deoxycholate
in an aqueous solution containing only water and 0.9 % w/v benzyl alcohol, a significant
amount of precipitate is formed such that it would inhibit use of the solution as a composition
for subcutaneous injections. By visual inspection of Figs. 1-4, the amount of precipitation

can be rated as tabulated below.

Table 1
% w/v Sodium | Precipitation Comment
Deoxycholate Rating
0 1 Precipitation substantially invisible to the naked eye
0.5 10 Significant amounts of precipitate visible to the naked eye
1.0 7 Significant amounts of precipitate visible to the naked eye
but less than that for 0.5% w/v
2.0 2 Precipitation visible to the naked eye but present in
substantially smaller amounts compared to the 0.5 and 1%
solutions above
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[0091] The precipitation rating estimates that “0” refers a clear solution and that “10” refers

to a mixture exhibiting substantial precipitation readily visible to the naked eye.

[0092] Such an observation demonstrates that in the concentration ranges tested, the
precipitation phenomena was substantially affected by deoxycholate concentration. To
ascertain pH’s effect on precipitation, the pH of the solutions were measured, as provided in
Table 2, which demonstrates that the pH of the solutions were substantially the same,
especially for the 1% and the 2% solutions. The inverse aqueous solubility of sodium
deoxycholate, where a more dilute solution (0.5% or 1%) provides more precipitation than a
more concentrated solution (2%), is a surprising observation and also evidences that the
precipitation phenomena is not directly related to pH, because the pH of the solutions were

substantially the same again, especially for the 1% and 2% solutions.

Table 2

% w/v Sodium Reading # Temperature/ °C pH
Deoxycholate

0 1 24.0 7.75

0 2 24.1 7.58

0.5 1 24.7 7.77

0.5 2 24.5 7.71

1 1 24.6 7.93

1 2 24.5 7.97

2 1 24.9 8.07

2 2 24.7 8.06

[0093] Accordingly, this invention provides that the surprising precipitation from dilute,
0.4% to less than 2% (w/v), salt of deoxycholic acid solutions are inhibited, to the extent that

such solutions are useful for subcutaneous injections, by increasing the solution pH.
Example 2
Sodium deoxycholate (API) formulations with and without benzyl alcohol

1. A composition of sodium deoxycholate (0.5% and 1% ) was prepared comprising
sodium phosphate (10 mM), sodium chloride (75-90 mM), benzyl alcohol (0.9%),
deoxycholic acid, pH 8.3.

2. An isotonic composition of sodium deoxycholate without benzyl alcohol was

prepared using the free acid form, namely, deoxycholic acid, as follows.

19



10

15

20

25

30

WO 2013/028177 PCT/US2011/048806

a. Preparation of 100 mL isotonic batches at 10 mg/mL

[0094] 1.0 g of the deoxycholic acid (DCA) added to the solution only after a basic solution
was made with 70 mL water, 142 mg anhydrous dibasic sodium phosphate and 267 uL. 10M
NaOH. It took about 20 minutes for the API to go into solution. The pH of the solution was
11.1. The rapid addition of HCI was known to cause some precipitation, so 225 uL of IM
HCI was slowly added to bring the solution to pH 8.3. The solution was allowed to mix for
an additional 15 minutes. After bringing the volume up to 100 mL with water, the osmolality
was found to be 51 mOsm. Addition of 859 mg of NaCl brought the osmolality up to 305

mQOsm.

[0095] The solution so prepared could optionally be lyophilized to provide for a lyophilized
product which could be reconstituted by addition of the appropriate amount of sterile water.
Accordingly, this invention also provides for lyophilized products of the solutions disclosed

herein.

b. Preparation of 1000 mL isotonic batches at 10 mg/mL

[0096] The results from section a (above) did not scale up perfectly when multiplied ten
fold. To 900 mL of water, 1.4g anhydrous dibasic sodium phosphate, 8.6 g NaCl, and 2.7 mL
10 M NaOH were added. 10.0 g of DCA was then added and allowed to mix to clarity for 30
minutes. The pH of the solution was 10.4. 1.5 mL 1 M HCI was slowly added and allowed to
mix for 5 minutes. The final pH was 8.1. An additional 20 uL. of 10M NaOH had to be
added to bring the pH to 8.3. After bringing the volume up to 1000 mL with water, the

osmolality was 314 mOsm.

[0097] Based on observations of the pH change during the addition of 1 M HCI, it was
determined that for 1000 mL batches at 10 mg/mL API, just 1.0 mL of 1M HCI should be
immediately added and then slowly titrated with small volumes of the acid. The suggested

order of addition for 1000 mL of 10 mg/mL API is outlined in Table 3.

c. Preparation of 100 mL isotonic batches at 5 mg/mL

[0098] 0.50 g of deoxycholic acid (DCA) was added to the solution only after a basic
solution was made with 70 mL water, 142 mg anhydrous dibasic sodium phosphate and 134
uL 10M NaOH. It took about 20 minutes for the API to go into solution. The pH was 10.7.
The rapid addition of HCI was known to cause some precipitation, so 115 uL of 1 M HCI was
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slowly added to bring the solution to pH 8.3. The solution was allowed to mix for an
additional 15 minutes. After bringing the volume up to 100 mL with water, the osmolality
was found to be 39 mOsm. Addition of 859 mg of NaCl brought the osmolality up to 294

mQOsm.

d. Preparation of 1000 mL isotonic batches at S mg/mL

[0099] The results from section ¢ (above) did not scale up perfectly when multiplied ten
fold. To 900 mL of water, 1.4g anhydrous dibasic sodium phosphate, 8.6 g NaCl, and 1.3 mL
10M NaOH were added. 5.0 g of DCA was then added and allowed to mix to clarity for 30
minutes. The pH was 8.6. After adding just 350 uL. 1M HCI, the pH dropped to 8.0. An
additional 25 uL of 10M NaOH had to be added to bring the pH to 8.4. After bringing the
volume up to 1000 mL with water, the osmolality was 305 mOsm. Based on observations of
the pH change during the addition of 1 M HCI, it was determined that for 1000 mL batches at
5 mg/mL API, that the solution should be slowly titrated with small volumes of 1M HCL

The suggested order of addition for 1000 mL of 5 mg/mL is outlined in Table 3.

Table 3. Order of addition (left to right) for isotonic 1000 mL benzyl alcohol free

formulation
Dibasic
API 10M
Anhydrous DCA NaCl 1M HCI pH
Concentration Sodium NaOH
Phosphate
10 mg/mL ldg 2.7mL 10.0g 8.6g 1.0 mL + 8.3
incremental
addition to
final pH
5 mg/mL ldg 1.3 mL 50¢g 86¢g incremental 8.3
addition to
final pH
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What 1s Claimed is:

1. A precipitation stable aqueous composition consisting essentially of from about 0.4%
w/v to less than about 2% w/v of a salt of deoxycholic acid and a pharmaceutically acceptable

excipient, wherein said composition is maintained at a pH of about 8.1 to about 8.5.

2. The composition of claim 1, wherein said salt of deoxycholic acid is present in an

amount from about 0.5% w/v to about 1% w/v.

3. The composition of claim 1 or claim 2, wherein said salt of deoxycholic acid is

present in an amount of about 0.5% w/v.

4. The composition of claim 1 or claim 2, wherein said salt of deoxycholic acid is

present in an amount of about 1% w/v.

5. The composition of any one of claims 1 to 4, wherein said excipient is a solvent, a

buffer, a preservative, a lyophilization aid, or any combination thereof.

6. The composition of claim 5, wherein said excipient is a solvent ,such as sterile water.
7. The composition of claim 5, wherein said excipient is a preservative, such as benzyl
alcohol.

8. The composition of claim 7, wherein said preservative is 0.9% benzyl alcohol.

9. The composition of any one of claims 1 to 8, wherein said composition has a pH of
about 8.3.

10. The composition of any one of claims 1 to 9, wherein said salt is an alkali metal salt.
11.  The composition of claim 10, wherein said alkali metal salt is sodium.

12. A precipitation stable aqueous composition consisting essentially of:

a sterile aqueous solution buffered to a pH of about 8.3;
about 0.5% w/v of sodium deoxycholate;
about 0.9% w/v benzyl alcohol; and

about 1% w/v of sodium chloride.
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13. A precipitation stable aqueous composition consisting essentially of:
an aqueous solution buffered to a pH of about 8.3;
about 1% w/v of sodium deoxycholate;
about 0.9% w/v benzyl alcohol; and

5 about 1% w/v of sodium chloride.

14.  The composition of any one of claims 1 to 13, wherein the deoxycholic acid is

synthesized according to the following scheme:

OR' OR!
" reduce " oxidize protect
([ 9C ‘
R3O R3O
o H

H
2
o) ), 2 9y,
n d !
(6]
‘ e hydrogenate
" eliminate oxidize ydrog
R3O R%OM RIO™
H
4
o O/\(7)n oH o
(6]
feduee, Wittig addition
= addition_
R°O" SN RO
8

CO,R COzH

hydrolyze salt
—_—

sodium deoxycholate
formation

HO
H H

11 12 (DCA)

RO

10

15. A method of lysing a fat cell comprising administering to said cell a composition of

any of claims 1 to 14.
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FORMULACIONES DE ACIDO DESOXICOLICO Y SALES DEL MISMO

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a formulaciones
farmacéuticas acuosas que contienen concentraciones muy bajas
de una sal de acido desoxicdlico (por sus siglas en inglés,
“DCA”), en donde la formulacidén se mantiene a un pH de manera
que la precipitacién del DCA es sustancialmente inhibida. En
una modalidad preferida, la composicidén farmacéutica es
amortiguada para mantener un pH fisioldgicamente aceptable de

manera que la composicidén es adecuada para inyecciédn.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La literatura recientemente publicada reporta dque
las soluciones acuosas de DCA tienen propiedades que eliminan
la grasa cuando se inyectan en depdsitos grasos in vVvivo
(Véase, documentos WO 2005/117900 y WO 2005/112942,
Us2005/0261258; Us2005/0267080; US2006/127468; y
US2006/0154906) . E1 DCA inyectado en tejido graso degrada las
células grasas via un mecanismo citolitico para proporcionar
los resultados estéticos deseados.

No obstante los beneficios de formulaciones acuosas
de DCA, se ha encontrado que a bajas concentraciones de DCA
(es decir, menos de o aproximadamente 2% en p/v), en

soluciones acuosas las cuales opcionalmente contienen alcohol
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bencilico, se forma un precipitado después del almacenamiento
durante un periodo de tiempo. De manera sorprendente, se ha
encontrado que a inferior la concentracidén de DCA, superior
es la velocidad de precipitacién no obstante cualquier cambio
significante en el pH de la solucidén. Esta precipitacidén a
concentraciones muy bajas es un problema para
comercializacidén vya gque un precipitado estd contraindicado
para inyecciones subcutdneas de DCA.

En cada régimen de tratamiento, los ensayos
clinicos actuales de formulaciones acuosas de DCA emplean
inyecciones multiples de cantidades pequenas de la
formulacidén acuosa en diferentes sitios que definen el
depdsito de grasa a ser tratado.

Como es aparente, las formulaciones acuosas de DCA
usadas en tales tratamientos se traslapan con los problemas
que se originan a partir de la precipitacidén del DCA. Es
decir, que wuna solucidn acuosa inicialmente clara de DCA
cuando se almacena por un periodo de tiempo, formara un
precipitado a concentraciones comercialmente relevantes de
DCA no obstante el hecho de que el pH de estas soluciones
estd entre aproximadamente 7.50 y aproximadamente 8.0 los
cuales estdan sustancialmente arriba del pKa de Aacido
desoxicdlico.

De este modo, existe una necesidad para estabilizar

las soluciones acuosas de baja concentracién de 4acido
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desoxicdélico o una sal del mismo contra la precipitacidn

durante una vida de anaquel de al menos 2 meses.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Se ha encontrado de manera sorprendente que las
soluciones acuosas de wuna sal de 4acido desoxicdélico a
concentraciones desde aproximadamente 0.4% en p/v a menos de
aproximadamente 2% en p/v pueden ser estabilizadas ajustando
el pH de la solucién hasta arriba de aproximadamente 8 vy
preferiblemente de un pH fisioldgicamente aceptable desde
aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente 8.5. El1 pH es
preferiblemente mantenido dentro de este intervalo usando
amortiguadores.

Por consiguiente, en uno de sus aspectos de
composicidén, esta invencidén se dirige a formulaciones acuosas
que consisten esencialmente de una sal de &acido desoxicdlico
a una concentracidén desde aproximadamente 0.4% en p/v a menos
de aproximadamente 2% en p/v y opcionalmente una cantidad
efectiva preservativa de alcohol bencilico en la cual las
formulaciones son estabilizadas contra la ©precipitacién
ajustando el pH de la solucidén clara inicialmente formada a
un pH desde aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente 8.5. En
otra modalidad, esta invencién se dirige a una formulacidn
acuosa que consiste esencialmente de una sal de éacido

desoxicdélico a una concentracidén desde aproximadamente 0.5%
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en p/v hasta aproximadamente 1% en p/v y opcionalmente una
cantidad efectiva preservativa de alcohol bencilico en 1la
cual las formulaciones son estabilizadas contra la
precipitacidn ajustando el PH de la solucidn clara
inicialmente formada a un pH desde aproximadamente 8.1 hasta
aproximadamente 8.5.

En otra modalidad, esta invencidén se dirige a una
formulacidén acuosa que consiste esencialmente de:

una solucidén acuosa estéril amortiguada a un pH de
aproximadamente 8.3;

aproximadamente 0.5% en p/v o aproximadamente 1% en
p/v de una sal de acido desoxicdlico;

opcionalmente una cantidad efectiva preservativa de
alcohol bencilico; y

aproximadamente 1% en p/v de cloruro de sodio,

en donde la composicién es estable contra la
precipitacidn.

También descrito en la presente estd un método para
estabilizar una composicidén acuosa de wuna sal de acido
desoxicdlico contra la precipitacidén durante el
almacenamiento en donde la concentracidén de la sal de &acido
desoxicdlico es una cantidad efectiva para someter a lisis
células grasas siempre que la cantidad de la sal de acido
desoxicdlico varie desde aproximadamente 0.4% en p/v a menos

de 2% en p/v, en el cual el método comprende:
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formar una solucidén acuosa de una sal de acido
desoxicdlico a un pH inicial arriba de su pKa;

ajustar el pH de la solucidén acuosa a un pH desde
aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente 8.5; vy

opcionalmente incluir wuna cantidad suficiente de
buffer para mantener el pH a desde aproximadamente 8.1 hasta
aproximadamente 8.5.

También descrito en la presente estd un método para
someter a lisis una célula grasa que comprende administrar a

tal célula una composicidén de conformidad con esta invenciédn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 ilustra (mejoramiento 67 X) gue una
composicién acuosa de agua y 0.9 % en p/v de alcohol
bencilico y sin desoxicolato de sodio contiene solamente un
rastro de precipitado, el cual se presume es particulas de
tubos de biopreno.

La Figura 2 ilustra (mejoramiento 67 X) gque una
composicién acuosa de agua, 0.5 % en p/v de desoxicolato de
sodio y 0.9 % en p/v de alcohol bencilico contiene cantidades
significantes de precipitado el cual se presume son cristales
de desoxicolato.

La Figura 3 ilustra (mejoramiento 67 X) gue una

(o)

composicién acuosa de agua, 1 % en p/v de desoxicolato de

(o)

sodio y 0.9 % en p/v de alcohol bencilico contiene cantidades
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significantes de precipitado, aunque menos que aquella de 0.5
% en p/v de desoxicolato de sodio. Como anteriormente, el
precipitado se presume es cristales de desoxicolato.

La Figura 4 ilustra (mejoramiento 67 X) que una
composicidén acuosa de agua, 2 % en p/v de desoxicolato de
sodio y 0.9 % en p/v de alcohol bencilico contiene cantidades

significantes de precipitado pero sustancialmente menos dque

aquellas observadas en las Figuras 2 y 3.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Como se usa en la presente, ciertos términos tienen
los siguientes significados definidos.

Todas las designaciones numéricas, por ejemplo, pH,
temperatura, tiempo, concentracidén, y peso molecular, qgue
incluyen intervalos, son aproximaciones las cuales son
variadas (+) o (-) por incrementos de 0.1. Se entiende,
aunqgue no siempre se declara explicitamente que todas las
designaciones numéricas son precedidas por el término
“aproximadamente”. E1l término “aproximadamente” también
incluye el valor exacto “X” en adicidén a incrementos menores
de “X” tal como “X 4+ 0.1”" o “X - 0.1”. También se entiende,
aunque no siempre se declara explicitamente, que los
reactivos descritos en la presente son meramente ejemplares y
que equivalentes de tales se conocen en la técnica.

rz

Como se usa en la presente, el término que
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comprende” se entiende por significar que las composiciones y
métodos incluyen los elementos mencionados, pero no excluye
otros.

“Que consiste esencialmente de” cuando se usa para
definir composiciones vy métodos, debe significar excluir
cualquiera de 1los 1ingredientes activos. Un “ingrediente
activo” es una sustancia propuesta para proporcionar
actividad farmacoldégica u otro efecto directo en el
diagnéstico, cura, mitigacidén, tratamiento, o prevencidén de
enfermedad o para afectar la estructura o cualgquier funcidn
del cuerpo humano. De este modo, por ejemplo, una composicidn
que consiste esencialmente de los elementos como se define en
la presente podria no excluir rastros de contaminantes a
partir del método de aislamiento y purificacidén y portadores
farmacéuticamente aceptables, tales como salina amortiguada
de fosfato, preservativos, y similares pero podria excluir
enzimas tales como fosfatasas, vy proteinas. Ejemplos no
limitantes de tales ©proteinas son heparina, albUmina vy
similares.

“Consiste de” debe significar excluir méds de
microelementos de otros ingredientes vy etapas de método
sustancial para administrar las composiciones de esta
invencién. Modalidades definidas por cada uno de estos
términos de transicidén estdn dentro del alcance de esta

invencién.
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Como se usa en la presente, el término “sal de
dcido desoxicdlico” o “una sal del mismo” se refiere a sales
farmacéuticamente aceptables de (4R) -4-
((3R,5R,10S8,12S,13R,17R)-3,12-dihidroxi-10, 13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopental[a] fenantren-17-
il)pentanocato que tienen un metal &lcali o un idén amonio como
el catidén. Sales de metal &lcali preferidas son preferidas,

con sales de sodio siendo méas preferidas.

o} Na*

Desoxicolato de sodio o (4R)-4-
((3R,5R,10S,12S,13R,17R)-3,12-dihidroxi-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopentala]fenantren-17-
il)pentanoato de sodio pueden ser preparados de conformidad
con los métodos descritos en el documento PCT/US2010/061150
titulado “Methods for the Purification of Deoxycholic Acid,”
presentado el 17 de Diciembre de 2010.

Como se usa en la presente, el término “formulacidn
farmacéutica acuosa” se refiere a una composicidén de un acido
desoxicdélico o una sal del mismo en agua adecuada para

administracién a un paciente preferiblemente via inyeccidn
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subcutanea de una jeringa.

Como se usa en la presente, el término
“amortiguador” se refiere a una solucidén acuosa gque comprende
una mezcla de un &cido débil y su base conjugada o una base
débil vy su 4acido conjugado. Un amortiguador tiene 1la
propiedad de que el pH de la solucidén cambia muy poco cuando
una pequefia cantidad de &cido o base se agrega a este.
Soluciones amortiguadoras son usadas como un medio para
mantener el pH a un wvalor casi constante en una amplia
variedad de aplicaciones quimicas. Ejemplos de amortiguadores
adecuados incluyen amortiguadores de fosfato vy aquellos
conocidos en la literatura (véase, por ejemplo, Troy, D.B.,
ed. (2005) Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
21st ed., Lippincott Williams & Wilkins).

Como se usa en la presente, el término “base” se
refiere a varios compuestos, moléculas o© iones tipicamente
solubles en agua que en solucidén tienen un pH mayor de 7.
Tales compuestos, moléculas o iones son capaces de tomar un
protdén de un acido o son capaces de dar un par no compartido
de electrones a un 4acido. Ejemplos de bases adecuadas
incluyen carbonatos y bicarbonatos de metal, por ejemplo
carbonato de sodio, carbonato de calcio, carbonato de
magnesio, carbonato de zinc, bicarbonato de sodio vy
similares; e hidrdéxidos de metal, por ejemplo hidrdéxido de

sodio, hidréxido de potasio, y similares, tales como aquellos
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conocidos en la literatura (véase, por ejemplo, Troy, D.B.,
ed. (2005) Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
21st ed., Lippincott Williams & Wilkins).

Como se usa en la presente, el término “carbonatos
de metal” se refiere a la sal de metal de CO3%2~. Por ejemplo,
carbonato de sodio, carbonato de calcio, carbonato de
magnesio, carbonato de zinc, y similares.

Como se usa en la presente, el término “bicarbonato
de metal” se refiere a la sal de metal de HCO3z . Por ejemplo,
bicarbonato de sodio, y similares.

Como se usa en la presente, el término “hidrdéxidos
de metal” se refiere a la sal de metal de ~OH. Por ejemplo,
hidréxido de sodio, hidrdéxido de potasio, y similares.

Como se usa en la presente, los términos “agua
estéril” o "agua para inyeccidén” se refiere a una preparaciédn
no pirogénica, estéril de agua para inyeccidén la cual no
contiene bacteriostat, agente antimicrobiano o amortiguador
agregado. En general, la concentracidén osmolar de aditivos
totales al menos 112 mOsm/litro (dos quintas partes de la
osmolaridad normal del fluido extracelular -280 mOsm/litro).

Como se usa en la presente, el término “alcohol

Como se usa en la presente, el término

bencilico” se refiere al compuesto

“precipitacién” se refiere a la formacidén de un sdélido en una
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solucidén y es facilmente diferenciado de la formacidén de gel.
Como se usa en la presente, el término “solucidn”
se refiere a una mezcla sustancialmente homogénea due

comprende dos o mds sustancias disueltas en un solvente.

Como se usa en la presente, los términos
“sustancialmente 1inhibe la precipitacién” e “inhibe 1la
precipitacién” significa inhibir la mayoria o toda la

precipitacidén visible para asi mantener la homogeneidad por
un periodo de tiempo que varia desde al menos 1 mes hasta al
menos 1 ano.

Como se usa en la presente, el término “desviacién
estdandar relativa por homogeneidad” o *“He” se refiere al
valor obtenido dividiendo la desviacién estédndar de la
homogeneidad por el valor absoluto de la media. Un He menor

de 10 indica muy buena homogeneidad.

Formulaciones

Conocer acerca de la estabilidad quimica y fisica
de una composicidén de farmaco en el medio deseado para
suministro es wvalioso. En el largo plazo, la estabilidad de
la composicidén dictard 1la wvida de anaquel del producto
comercializado. Es preferible que el ingrediente activo en
una composicidn farmacéutica esté a la concentracidn
requerida cuando se administra a un paciente.

En la discusidén abajo, el desoxicolato de sodio es
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mencionado para propdsitos ilustrativos solamente y se
entiende que otras sales farmacéuticamente aceptables de
dacido desoxicdlico pueden ser usadas intercambiablemente con
la sal de sodio.

Los métodos clinicos actuales para la
administracién de un desoxicolato de sodio a un paciente para
disolver la grasa incluyen la administracidén via inyecciones
subcutdneas de una baja concentracidén (es decir, <2% en p/v)
de una solucidén acuosa de la sal de acido desoxicdélico donde
la cantidad de la sal de 4&acido desoxicdlico es suficiente
para someter a lisis células grasas (aproximadamente 0.4% en
p/v y superior). A tales concentraciones, ya se ha mostrado
que la baja concentracidén es benéfica para la remocidn
efectiva y segura de depdsitos de grasa en el cuerpo. Sin
embargo, se ha observado gque un precipitado forma tales
concentraciones relativamente bajas de desoxicolato de sodio
en medio acuoso. Esta precipitacidén resulta en una vida de
anaquel limitada de soluciones acuosas de desoxicolato de
sodio, aun a temperaturas frias (3-5 °C). En una modalidad,
la sal de sodio puede ser reemplazada por otra sal de metal
dlcali.

Esta inestabilidad de soluciones acuosas de
desoxicolato de sodio pueden ser eludidas por la preparacidn
de una solucidén acuosa de desoxicolato de sodio a una

concentracidén de aproximadamente 5% hasta aproximadamente 16%
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en p/v, y habiendo el practicante diluido la composicidn
farmacéutica de la solucidén de desoxicolato de sodio solo
antes del uso. Mientras este método de dilucidn es efectivo
para permitir tanto estabilidad de almacenamiento como
dosificacién efectiva del paciente, no es ideal como un
método para uso de rutina especialmente si una solucién
inyectable estéril de no mds de aproximadamente 2 mL se
requiere. Sin embargo, planes <clinicos actuales incluyen
hasta 50 inyecciones por sesidén de tratamiento.

Se ha encontrado que formulaciones acuosas de
desoxicolato de sodio a concentraciones que varian desde
aproximadamente 0.4% en p/v a menos de aproximadamente 2% en
p/v pueden ser estabilizadas ajustando el pH de la solucidn.
Esta invencién se dirige a una formulacidén acuosa gue
consiste esencialmente de una sal de acido desoxicdlico a una
concentracién que varian desde aproximadamente 0.4% en p/v a
menos de aproximadamente 2% en p/v y opcionalmente un
excipiente farmacéuticamente aceptable tal como una cantidad
efectiva preservativa de alcohol bencilico y/o un
amortiguador gque ajusta el pH, en donde tal formulacidn se
mantiene a un pH de aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente
8.5.

En otra modalidad, la formulacidén acuosa es
liofilizada para proporcionar una composicidn estable la cual

es facil para ser reconstituida por adicién de la cantidad
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apropiada de agua. En esta modalidad, esta invencién
comprende composiciones liofilizadas como se describe
anteriormente las cuales opcionalmente ademds contienen un
auxiliar de liofilizacidn.

En una modalidad, la formulacidén acuosa contiene
aproximadamente 0.5% en p/v de una sal de acido desoxicdlico.
En otra modalidad, la formulacién acuosa contiene
aproximadamente 1% en p/v de una sal de acido desoxicdédlico.

En una modalidad adicional, el agua empleada en la
formulacidén acuosa es agua estéril. En todavia una modalidad
adicional, la cantidad efectiva preservativa de alcohol
bencilico es aproximadamente 0.9% en p/v de alcohol bencilico
y el pH de la formulacidén es aproximadamente 8.3. En una
modalidad, tal sal es una sal de metal 4&lcali. En otra
modalidad, tal sal es una sal de sodio.

En una modalidad, 1las formulaciones farmacéuticas
descritas en la presente son adecuadas para inyeccidén en un
humano. El método de inyeccidén puede ser cualquier tipo de
inyeccidén, tal como inyeccidn subcutdnea, asi como también
otras formas de inyeccién.

En un aspecto preferido de esta invencidén, la
precipitacién de la sal de 4acido desoxicdlico en la
formulacidén acuosa es inhibida por un periodo de al menos
aproximadamente seis meses. En otro aspecto, la precipitaciédn

es inhibida por un periodo de al menos aproximadamente un
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aflo. En aun otro aspecto, la precipitacidén es inhibida por un
periodo de al menos aproximadamente dos anos.

Se contempla que cuando se almacenan a varias
temperaturas, por ejemplo a temperaturas ambientes o frias,
la formulacidén puede tener una vida de anaquel incrementada.
En ciertas modalidades, la composicidén se almacena a una
temperatura desde aproximadamente 17 °C hasta aproximadamente
277 °C. En algunas modalidades, la temperatura de la
formulacidn se incrementa a una temperatura de
aproximadamente 25 °C hasta aproximadamente 37 °C. En otras
modalidades, la formulacidén se almacena a una temperatura
desde aproximadamente 2 °C hasta aproximadamente 8 °C.

En ciertas modalidades, el pH de la formulacidn
varia desde aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente 8.5. En
una modalidad, el pH de la composicidén es aproximadamente
8.1, o alternativamente, aproximadamente 8.2, o
alternativamente, aproximadamente 8.3, o alternativamente,
aproximadamente 8.4, o alternativamente, aproximadamente 8.5.
En una modalidad preferida, el pH de 1la formulacidén es
aproximadamente 8.3.

En una modalidad, el pH se establece por el uso de
una base. Se contempla que cualguier base puede ser usada
para incrementar el pH de la composicidédn siempre que no
reaccione con el desoxicolato de sodio y no causard peligro

al paciente. En algunas modalidades, la base se selecciona a
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partir del grupo que consiste de carbonatos de metal,
bicarbonato de metal, hidrdéxidos de metal, o una mezcla de
los mismos. Ejemplos de bases incluyen, pero no se limitan a,
una base seleccionada a partir del grupo gque consiste de
carbonato de sodio, carbonato de calcio, carbonato de
magnesio, carbonato de zinc, bicarbonato de sodio, hidréxido
de sodio e hidréxido de potasio o una mezcla de los mismos.
En una modalidad, la base es hidréxido de sodio.

En ciertos casos, el pH de la composicién puede ser
mantenido al pH deseado durante el almacenamiento con el uso
de un amortiguador. Se conocen varios amortiguadores en la
técnica y se contempla que cualgquier amortiguador gue tiene
capacidad amortiguadora al pH deseado puede ser usado en las
formulaciones descritas en la presente. En una modalidad, el
amortiguador es un amortiguador de fosfato. La cantidad de
fosfato en la composicidén puede ser determinada para
proporcionar un pH deseado y concentracidén de sal. En una
modalidad, la composicidén comprende aproximadamente 10 mM de
amortiguador de fosfato. En una modalidad preferida, la
composicidén comprende aproximadamente 10 mM de amortiguador
de fosfato de sodio dibéasico.

En algunas modalidades, la composicidén comprende al
menos un excipiente para ayudar a lograr una composicidén con
propiedades deseadas, tal solubilidad, preservabilidad

incrementada o para proporcionar una solucidén isotdnica.
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Tales excipientes se conocen en la técnica. En una modalidad,
la composicidédn comprende aproximadamente 1% en p/v de cloruro
de sodio. En otra modalidad, la composicidén comprende
aproximadamente 0.9% en p/v de alcohol bencilico. En algunas
modalidades, la composicidédn comprende aproximadamente 0.9% en
p/v de alcohol bencilico y aproximadamente 1% en p/v de
cloruro de sodio.

En algunas modalidades, el pH de la composicidén se
establece por el uso de una base y opcionalmente mantenido
por el uso de un amortiguador.

En una modalidad preferida, esta invencidn
proporciona una composicidén estabilizada que comprende:

un amortiguador de fosfato de un PH de
aproximadamente 8.3;

aproximadamente 0.5% en p/v o aproximadamente 1% en
p/v de desoxicolato de sodio;

una cantidad efectiva preservativa de alcohol
bencilico; vy

aproximadamente 1% en p/v de cloruro de sodio,

en donde la composicidn es estabilizada contra la
precipitacidn.

En una modalidad adicional, el amortiguador de
fosfato es 10 mM de amortiguador de fosfato de sodio
dibasico.

En una modalidad, la cantidad efectiva preservativa
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de alcohol bencilico es aproximadamente 0.9% en p/v.

Las formulaciones descritas en la presente
comprenden desde aproximadamente 0.4% en p/v a menos de
aproximadamente 2% en p/v de una sal de acido desoxicdélico en
agua mantenida a un PH suficiente para inhibir
sustancialmente la precipitacién de la sal de acido
desoxicdlico. La cantidad de precipitaciédn u homogeneidad de
la composicidén puede ser medida usando varios métodos. Por
ejemplo, puede ser medida cuantitativamente usando dispersidn
de luz iluminando la composicidén con un espectrofotdmetro o
alternativamente, la homogeneidad puede ser medida
cualitativamente observando la claridad visual de la solucidn
a simple vista. En algunas modalidades, la composicidén tiene
una desviacidén estédndar relativa para homogeneidad de menos
de aproximadamente 5%. Alternativamente, la composicién tiene
una desviacidén estédndar relativa para homogeneidad de menos
de aproximadamente %, O alternativamente, aproximadamente

3

o\

, o) alternativamente, aproximadamente 2%, o
alternativamente, aproximadamente 1%.

En otra modalidad, esta invencidén se dirige a una
composicidén que consiste esencialmente de:

una solucidén acuosa estéril amortiguada a un pH de
aproximadamente 8.3;
aproximadamente 0.5% en p/v o 1% en p/v de

desoxicolato de sodio;
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aproximadamente 0.9% en p/v de alcohol bencilico; vy

aproximadamente 1% en p/v de cloruro de sodio,

en donde la composicidén es estable contra la
precipitacidn.

En otra modalidad, esta invencidén se dirige a una
composicidén que consiste de:

una solucidén acuosa amortiguada a un pH de
aproximadamente 8.3;

aproximadamente 0.5% en p/v o aproximadamente 1% en
p/v de desoxicolato de sodio;

aproximadamente 0.9% en p/v de alcohol bencilico; y

aproximadamente 1% en p/v de cloruro de sodio,

en donde la composicidén es estable contra la
precipitacidn.

En algunas modalidades, las soluciones acuosas aqgqui
no incluyen lipidos, fosfolipidos, o fosfatidilcolina. En
algunas modalidades, las soluciones aqui incluyen hasta 5%
en p/p, p/v, o v/v de lipidos, especificamente fosfolipidos,
0 mas especificamente fosfatidilcolina. Preferiblemente, la
cantidad de lipidos usados es menos dgue aquella de
desoxicolato de sodio u otra sal de acido desoxicdédlico.

En algunas modalidades, la composicién farmacéutica
acuosa de la invencidén puede comprender ademds un segundo
agente terapéutico seleccionado del grupo gque consiste de:

agentes anti-microbianos, vasoconstrictores, agentes anti-
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trombéticos, agentes anti-coagulacidén, depresores de espumas,
agentes anti-inflamatorios, analgésicos, agentes de
dispersidén, agentes anti-dispersidén, intensificadores de 1la
penetracidn, esteroides, tranquilizadores, relajantes
musculares, y agentes anti-diarrea. En algunas modalidades,
una solucidén estd en un contenedor que contiene hasta 500 mL
de solucidén. Tal contenedor puede ser una Jjeringa o un
contenedor cargable con jeringa.

En algunas modalidades, las formulaciones ademéas
comprenden una molécula conocida por provocar dque la dJgrasa
muera pPor un mecanismo ortogonal. Tales moléculas incluyen
antagonistas del neuropéptido Y (NPY) gque incluyen, pero no
se limitan a, antagonistas del receptor NPY, tales como BIBP-
3226 (Amgen), BIBO-3304 (Boehringer Ingleheim), BMS-192548 vy
AR-H040922 (Bristol-Myers Squibb), LY-357897 (E1li Lilly),
1229091 y GW438014S (GlaxoSmithKline), JNJ-5207787 (Johnson &
Johnson), Lu-AA-44608 (Lundbeck), MK-0557 (Merck NPY), NGD-
95-1 (Neurgogen), NLX-E201 (Neurologix), CGP-71683
(Novartis), PD-160170 (Pfizer), SR-120819A, BIIE0246, vy
S.A.0204 (Sanofi Aventis), S-2367 (Shiongli), dihidropiridina
y derivados de dihidropiridina que son antagonistas del
receptor NPY, compuestos biciclicos que son antagonistas del
receptor NPY, antagonistas del receptor NPY carbazol, vy
compuestos triciclicos que son antagonistas del receptor NPY

(Véase, por ejemplo, documentos WO 2006/133160 y U.S.
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6,313,128). También contemplados estan péptidos pro-
apoptdéticos selectivos de la grasa tales como el péptido
CKGGRAKDC que reside para vasculatura de grasa blanca (Véase,
Kolonin M.G. et al., Nat. Med., 2004, 10(6): 625-32).

Otro aspecto de la invencién se refiere a la mezcla
de 4dcidos biliares adipo-ablativos, tales como, dcido
desoxicdlico (DCA) con agentes que eliminan células grasas.
En un aspecto, esta invencidn contempla un medio para mejorar
los efectos estéticos de inyecciones de desoxicolato
mezclando en el inyectado de desoxicolato una molécula dque
causa que la grasa muera por un mecanismo ortogonal. Ejemplos
de tales moléculas candidatas incluyen, pero no se limitan a,
antagonistas del neuropéptido Y (NPY) vy péptidos pro-
apoptdéticos selectivos de la grasa. Puesto que la eliminacidn
de células grasas puede ser requerida para mediar los efectos
deseados, los efectos de un agente con capacidad para
eliminar la grasa pueden ser mejorados via la adicidén de una
molécula con efectos de eliminacidén de células grasas
potentes. Adicionalmente, las moléculas que requieren acceso
a la vasculatura para eliminacidén (tal como ciertos péptidos
proapoptdéticos que se unen a proteinas expresadas en el lado
luminal de capilares) pueden ganar acceso a estas proteinas
debido a que el desoxicolato puede causar la fuga vascular.
De este modo, tales agentes pueden ser sinergisticos con

desoxicolato creando potencialmente un medio mds potente para
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mediar el contorno corporal en algunas sesiones terapéuticas.

Ejemplos de antagonistas de NPY incluyen, pero no
se limitan a, antagonistas del receptor NPY, tales como BIBP-
3226 (Amgen), BIBO-3304 (Boehringer Ingleheim), BMS-192548 vy
AR-H040922 (Bristol-Myers Squibb), LY-357897 (E1li Lilly),
1229091 y GW438014S (GlaxoSmithKline), JNJ-5207787 (Johnson &
Johnson), Lu-AA-44608 (Lundbeck), MK-0557 (Merck NPY), NGD-
95-1 (Neurgogen) , NLX-E201 (Neurologix), CGP-71683
(Novartis), PD-160170 (Pfizer), SR-120819A, BITIEO246, y
S.A.0204 (Sanofi Aventis), S-2367 (Shiongli), dihidropiridina
y derivados de dihidropiridina que son antagonistas del
receptor NPY, compuestos biciclicos que son antagonistas del
receptor NPY, antagonistas del receptor NPY, antagonistas del
receptor NPY carbazol, vy compuestos triciclicos que son
antagonistas del receptor NPY. Véase, por ejemplo, documentos
WO 2006/133160 y U.S. 6,313,128.

Péptidos pro-apoptdticos selectivos de la grasa
ejemplares, incluyen pero no se limitan a, péptido CKGGRAKDC
que reside a la vasculatura de grasa blanca. Véase, Kolonin
M.G. et al., Nat. Med. Junio 10(6):625-32 (2004).

E1l desoxicolato de sodio o) (4R)-4-
((3R,5R,10S8,12S,13R,17R)-3,12-dihidroxi-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopentala] fenantren-17-
il)pentanoato de sodio pueden ser preparados de conformidad

con los métodos descritos en el documento PCT/US2010/061150
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titulado “Methods for the Purification of Deoxycholic Acid,”
presentado el 17 de Diciembre de 2010. Otras sales de 4&cido
desoxicdélico pueden ser preparadas del mismo modo por el

experto en la técnica.

Métodos

descritos en la presente estdn métodos para
estabilizar una formulacidn acuosa de sal de acido
desoxicdlico contra la precipitacidn durante el
almacenamiento en donde la concentracidén de o una sal del
mismo es una cantidad efectiva para someter a lisis células
grasas siempre que la cantidad de sal varie desde
aproximadamente 0.4% en p/v hasta aproximadamente menos de 2%
en p/v, en el cual el método comprende:

formar una solucidén acuosa de la sal de é&cido
desoxicdlico a un pH inicial arriba de su pKaj;

ajustar el pH de la solucidén acuosa a un pH desde
aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente 8.5; y

opcionalmente incluir una cantidad suficiente de
buffer para mantener el pH a desde aproximadamente 8.1 hasta
aproximadamente 8.5.

En un aspecto de esta invencidén, los métodos
descritos en la presente sustancialmente estabilizan 1la
formacién de la sal de 4acido desoxicdlico contra la

precipitacidn durante un periodo de tiempo preferiblemente



10

15

20

25

24

por al menos aproximadamente seis meses. En otro aspecto, los
métodos estabilizan la formacién de la sal de Aacido
desoxicdélico contra la precipitacidén por un periodo de al
menos aproximadamente un afo. En autn otro aspecto, 1los
métodos estabilizan la formacién de la sal de 4acido
desoxicdlico contra la precipitacidén por un periodo de al
menos aproximadamente dos afios.

Se ha encontrado que el pH de la solucidén puede
inhibir la precipitacién de dcido desoxicdélico o una sal del
mismo a concentraciones desde aproximadamente 0.4% en p/v a
menos de aproximadamente 2% en p/v en agua para permitir al
dcido desoxicdlico o una sal del mismo, ser mantenidas en
solucidén. En una modalidad, el pH se establece por el uso de
una base. Se contempla que cualguier base puede ser usada
para incrementar el pH de la composicidédn siempre qgue no
reaccione con 4&cido desoxicdlico o una sal del mismo. En
algunas modalidades, la base se selecciona a partir del grupo
que consiste de carbonatos de metal, bicarbonato de metal, vy
hidréxidos de metal, o una mezcla de los mismos. Ejemplos de
bases incluyen, pero no se limitan a, una base seleccionada a
partir del grupo que consiste de carbonato de sodio,
carbonato de calcio, carbonato de magnesio, carbonato de
zinc, bicarbonato de sodio, hidrdéxido de sodio e hidrdéxido de
potasio o una mezcla de los mismos. En una modalidad, la base

es hidroéxido de sodio.
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En ciertas modalidades, el PH varia desde
aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente 8.5. En una
modalidad, el pH de la composicidén es aproximadamente 8.1, o
alternativamente, aproximadamente 8.2, o alternativamente,
aproximadamente 8.3, o alternativamente, aproximadamente 8.4,
o alternativamente, aproximadamente 8.5. En una modalidad
preferida, el pH de la solucidén acuosa es aproximadamente
8.3.

En ciertos casos, el pH de la composicién puede
necesitar ser mantenido con el uso de un amortiguador. Varios
amortiguadores se conocen en la técnica y se contempla dque
cualquier amortiguador que tiene capacidad amortiguadora al
pH deseado puede ser usado en las formulaciones descritas en
la presente. En una modalidad, el amortiguador es un
amortiguador de fosfato. La cantidad de fosfato requerida
para proporcionar un pH y concentracién de sal deseada puede
ser calculada usando métodos bien conocidos en la técnica. En
una modalidad, la composicidén comprende aproximadamente 10 mM
de amortiguador de fosfato. En otra modalidad, el
amortiguador de fosfato es 10 mM de amortiguador de fosfato
de sodio dibasico.

En ciertos casos, el pH se establece por el uso de
una base vy opcionalmente mantenido por el uso de un
amortiguador.

En wuna modalidad, los métodos descritos en 1la
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presente proporcionan formulaciones las cuales son adecuadas
para inyeccidén en un humano. El1 método de inyeccidn puede ser
cualquier tipo de inyeccidn, tal como inyeccidn subcutanea,
asi como también otras formas de inyeccién. Por lo tanto, en
algunas modalidades, la solucidén acuosa comprende agua
estéril o agua para inyeccidén (WFI).

En un aspecto, puede ser gue uno o mas excipientes
sean usados para mantener la solubilidad, o incrementar la
preservabilidad de la sal de 4dcido desoxicdlico presente en
la formulacidén. En una modalidad, el método comprende agregar
aproximadamente 1% en p/v de alcohol bencilico. En algunas
modalidades, la formulacién también comprende al menos un
excipiente ayudar a lograr wuna solucidén isotdnica. Tales
excipientes se conocen en la técnica. En una modalidad, el
método comprende agregar aproximadamente 1% en p/v de cloruro
de sodio. En algunas modalidades, el método comprende agregar
tanto 1% en p/v de alcohol Dbencilico como 1% en p/v de
cloruro de sodio. En algunas modalidades, el método comprende
agregar tanto 0.9% en p/v de alcohol bencilico como 0.9% en
p/v de cloruro de sodio. Usando los métodos descritos en la
presente, una solucidén acuosa que comprende menos de
aproximadamente 2% en p/v de sal de &acido desoxicdlico se
mantiene a un pH suficiente para inhibir sustancialmente la
precipitacién de la sal de &dcido desoxicdlico. La cantidad de

precipitacidén u homogeneidad de la composicidén puede ser
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medida usando varios métodos. Por ejemplo, puede ser medida
cuantitativamente midiendo la dispersidn de luz via
iluminacidén por un espectrofotdmetro o alternativamente, la
homogeneidad puede ser medida cualitativamente observando
simplemente la claridad visual de la solucidén a simple vista.
En algunas modalidades, el método proporciona una composicidn
farmacéutica que tiene una desviacidén estéandar relativa para
homogeneidad de menos de aproximadamente 5%.
Alternativamente, la desviacién estandar relativa para
homogeneidad de menos de aproximadamente 4%, o)
alternativamente, aproximadamente 3%, o alternativamente,
aproximadamente 2%, o alternativamente, aproximadamente 1%.

La temperatura de almacenamiento puede ayudar a
mantener la solubilidad de la sal de acido desoxicdlico en la
formulacién. En ciertas modalidades, la temperatura de
almacenamiento es desde aproximadamente 17 °C hasta
aproximadamente 27 °C. En algunas modalidades, la temperatura
de almacenamiento es aproximadamente 25 °cC hasta
aproximadamente 37 °C. En otras modalidades, la temperatura
de almacenamiento es desde aproximadamente 2 °C hasta
aproximadamente 8 °C.

Se contempla que la concentracién de la sal de
dcido desoxicdélico en la formulacidédn es aproximadamente 0.5%
en p/v, o alternativamente aproximadamente 0.7% en p/v, O

alternativamente aproximadamente 1% en p/v, o)
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o°

alternativamente aproximadamente 1.2 en p/v, o)

o°

alternativamente aproximadamente 1.4 en p/v, o)
alternativamente menos de aproximadamente 2% en p/v. En una
modalidad preferida, la sal de dcido desoxicdlico es
desoxicolato de sodio. En otra modalidad preferida, la
composicién comprende 0.5% en p/v de desoxicolato de sodio.
En otra modalidad preferida, la composicidén comprende 1% en
p/v of desoxicolato de sodio.

En una modalidad, la formulacidén acuosa es dividida
en una pluralidad de soluciones individuales las cuales son
separadamente administradas a las células grasas. Por
ejemplo, la formulacidén acuosa se divide en 5, 10, 15, 20, 25
o 30 soluciones separadas vy, en algunos casos, hasta 50
soluciones separadas.

En una modalidad ©preferida, la sal de acido
desoxicdlico es desoxicolato de sodio. Como los métodos de
esta invencidén incluyen inyecciones subcutdneas, también se
proporciona una jeringa que comprende una camara, un émbolo y
una aguja de 1inyeccién en donde la camara comprende una
formulacién de esta invencidn. Preferiblemente, la camara es
suficiente para mantener al menos 2 mL y preferiblemente no
mds de 4 mL de la formulacién.

En otra modalidad, esta invencidén proporciona una
sintesis de DCA a partir de 9-a,17-B-dihidroxi-5-a—-androstan-

3-ona comercialmente disponible como se muestra en el esquema
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de reaccidén 1 abajo.

Esquema de reaccidén 1l: Sintesis de DCA
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Los grupos 9—a, 17-0 hidroxilo de 9-a, 17-p-
dihidroxi-5-a—androstan-3-ona comercialmente disponibles son
diferencialmente protegidos con grupos hidroxilo protectores
los cuales pueden ser removidos bajo condiciones donde uno de
los grupos hidroxilo es regenerado mientras el otro grupo
hidroxilo permanece protegido. Tal proteccidén diferencial es
referida como proteccidén ortogonal 'y usa reactivos vy
condiciones de reaccidén bien conocidos. En un ejemplo, un
grupo hidroxilo es protegido como un grupo acetilo, mientras

el otro grupo hidroxi es protegido como un grupo bencilo.
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Cada grupo puede ser selectivamente removido bajo condiciones
de reaccidén gque retienen el otro grupo protector hidroxilo
intacto.

Se contempla que el grupo 9-a-hidroxilo
relativamente estéricamente protegido puede no necesitar ser
protegido ya que las reacciones contempladas previo a la
eliminacién de tal grupo son probablemente inhibidas en esta
posicidén debido al impedimento estérico. Independientemente,
la proteccién de este grupo hidroxilo adecuadamente asegura
que el grupo permanece 1intacto hasta que se desea la
eliminacién del grupo hidroxilo via deshidratacidn.

El grupo 3-ona de 9-a,17-f-dihidroxi-5-a—-androstan-—
3-ona ortogonalmente protegida, compuesto 1, se reduce con
agente reductor convencional tal como borohidruro de sodio
para proporcionar el derivado 3-a-hidroxi el cual es entonces
protegido con aun otro grupo protector ortogonal para
proporcionar el compuesto 2.

El grupo protector hidroxilo en la posicién 17 del
compuesto 2 es entonces selectivamente removido y el grupo
hidroxilo asi regenerado es entonces oxidado con un reactivo
de oxidacién adecuado tal como Cr0O3 para proporcionar el
derivado 17-ceto, compuesto 3. El grupo 17-ceto en el
compuesto 3 es protegido como un cetal bajo condiciones de
cetalizacidn estdndares tales como reaccioén con 1,2-

dihidroxietano o 1,3-dihidroxipropano para dar el compuesto 4
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(el cual ilustra la formacidén cetal con el 1,2-dihidroxietano
para propdsitos ilustrativos solamente).

La desproteccidn del 9-a-hidroxilo como sea
necesario es seguida por deshidratacidén de tal grupo
hidroxilo bajo condiciones tales como eliminacién catalizada
por 4acido para proporcionar el derivado 9,10-insaturado,
compuesto 5. La generacién de un grupo 1l2-ceto es realizada
por oxidacidén alilica del compuesto 5 <con reactivos de
oxidacidén tales como 4dcido crdémico o TBHP (hidroperdxido de
terc-butilo) y NaOCl para proporcionar el compuesto 6. Véase,
por ejemplo, Solicitud de Patente Estadounidense Serie No.
61/348,686. Alternativamente, la oxidacidén alilica se realiza
usando aproximadamente 2 a 5 equivalentes de TBHP vy
aproximadamente 0.3 a 0.5 equivalentes de Cul como un
catalizador. La reaccidén se lleva a cabo en un solvente tal
como acetonitrilo a 40 °C por aproximadamente 40-55 horas. La
adicién lenta en forma de porciones de TBHP resulta en una
oxidacién méds eficiente. El1 producto formado contiene una
mezcla del compuesto 6 y el alcohol alilico correspondiente.
La mezcla de producto es entonces oxidada con PCC para dar el
compuesto 6.

La hidrogenacién del compuesto 6 bajo condiciones
estdndares tales como 10% de Pd/C vy Hz proporciona el
compuesto 7. La reduccidén del grupo 12-ceto en el compuesto 7

con reactivos tales como LiAl (OBut)3H proporciona el derivado
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12-hidroxi, compuesto 8. La olefinacién del compuesto 8 bajo
condiciones Wittig estandares tales como usando bromuro de
etiltrifenilfosfonio en la presencia de una base tal como
terc-butéxido de potasio proporciona el compuesto 9. La
adicién de un acrilato de alquilo tal como metil acrilato en
la presencia de un &acido Lewis proporciona el compuesto 10,
en donde R es un grupo alquilo tal como metilo. La reduccidn
del doble enlace en el compuesto 10 nuevamente procede bajo
condiciones de hidrogenacidén estdndar tales como Pd/C y H2
para proporcionar el compuesto 11. La desproteccidén del 3-ORs
seguida por hidrdélisis con una base tal como LiOH proporciona
DCA, el compuesto 12.

El compuesto 12 (DCA crudo) ademds se purificd con
lavado de metanol y recristalizdé de etanol. Se diluyd con 2%
mol de MeOH en CH2Clz (25 wvol) y calentd a 35-37 °C por 1
hora. La suspensidén se dejdé enfriar a 28-30 °C y filtrd. La
torta de filtro se lavd con CHxClz (5 vol) y se secd bajo
vacio a 40 °C para proporcionar DCA.

El DCA se disolvié en 10% de agua DI/ EtOH (12
vol), se filtrd pulido sobre celite y se lavd con 10% de agua
DI/ EtOH (3 wvol). Lo filtrado de volumen 15 resultante se
agregdé a agua DI (30 wvol) y se proporciond una suspensiodn
blanca delgada. La suspensidén se mantuvo por 24 horas, se
filtrd, lavd con agua DI (20 vol) y se secd bajo vacio a 40

°C para proporcionar DCA.
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La conversidén de DCA a una sal farmacéuticamente
aceptable tal como desoxicolato de sodio procedes via
condiciones convencionales. Alternativamente, la conversidn
de una sal farmacéuticamente aceptable de DCA tal como
desoxicolato de sodio a DCA también procede via condiciones
convencionales.

En otra modalidad, esta invencidédn proporciona una
formulacién estabilizada gque comprende:

una solucidén acuosa amortiguada que tiene un pH de
aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente 8.5 y que comprende
ademas aproximadamente 0.5% de desoxicolato de sodio vy
aproximadamente 0.9% de alcohol bencilico,

en donde la formulacidn es estabilizada contra la
precipitacidén, vy el desoxicolato de sodio se prepara de
conformidad con el esquema de reaccidn 1.

En otra modalidad, esta invencidn proporciona una
formulacién estabilizada que comprende:

una solucidén acuosa amortiguada que tiene un pH de
aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente 8.5 y que comprende
ademéds aproximadamente 1% de desoxicolato de sodio vy
aproximadamente 0.9% de alcohol bencilico,

en donde la formulacidn es estabilizada contra la
precipitacidén, vy el desoxicolato de sodio se prepara de

conformidad con el esquema de reaccidn 1.
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Ejemplos
En los ejemplos y en otra parte en la

especificacién las abreviaturas tienen los siguientes

significados:
Mg = Miligramo
mL = Mililitro
Mm = Milimetro
mM = Milimolar
T = Tiempo
uv = Ultravioleta
v/v = Volumen/Volumen
w/v = Peso/Volumen (g/mL)
p/p = Peso/Peso
WFI = Agua para Inyeccidn
mOsm = Miliosmole

La invencidén es ademds entendida por referencia a
los siguientes ejemplos, los cuales estdn propuestos para ser

puramente ejemplares de la invencidn.

Ejemplo 1
Concentracién dependiente de la precipitacién a partir de una
solucidén de desoxicolato de sodio
Soluciones de desoxicolato de sodio a diferente
concentracidén se evaluaron para formacidén de precipitado

después de 1 semana de almacenamiento. Los resultados son
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representados en las Figuras 1-4, y demuestran dJque a
aproximadamente 0.5% vy a aproximadamente 1 % (p/v) la
concentracién de desoxicolato de sodio en una solucidn acuosa
que contienen solamente agua y 0.9 % en p/v de alcohol
bencilico, una cantidad significante de precipitado se forma
de manera gque podria inhibir el uso de la solucidédn como una
composicidén para inyecciones subcutdneas. Por inspeccidn
visual de las Figuras 1-4, la cantidad de precipitacidén puede

ser clasificada como se tabula abajo.

Tabla 1
% en p/v de |Clasificacién | Comentario
desoxicolato | de
de sodio precipitacidn
0 1 Precipitacidn sustancialmente
invisible a simple vista
0.5 10 Cantidades significantes de
precipitado visible a simple vista
1.0 7 Cantidades significantes de
precipitado visible a simple vista
pero menos de aquella para 0.5% en
p/v
2.0 2 Precipitacidén visible a simple
vista pero presente en cantidades
sustancialmente menores comparadas
con las soluciones al 0.5 y 1%
anteriores

La clasificacidén de precipitacidén estima que “0” se
refiere a solucidén clara y que “10” se refiere a una mezcla
que presenta precipitacidén sustancial facilmente visible a
simple vista.

Tal operacidén demuestra que en los rangos de

concentracidén probados, el fendmeno de precipitacidn fue
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solubilidad acuosa inversa de desoxicolato de

una
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por la

efecto

los pH de las soluciones fueron medidos,

concentracidn de

del PH en la

como

2, lo cual demuestra que los pH de

sustancialmente

y el 2% de las

(0.5% o 1%)

los mismos,

soluciones. La

sodio, donde
proporciona mas
(2%), es una

observacidén sorprendente y también pone en evidencia que el

fenémeno de precipitacién no estd directamente relacionado

con

sustancialmente los mismos nuevamente,

el pH,

debido a que los

soluciones de 1% y 2%.

pH de 1las

soluciones

fueron

especialmente para las

Tabla 2
% en p/v de Lectura # Temperatura/ PH
desoxicolato °C
de sodio

0 1 24.0 7.75
0 2 24.1 7.58
0.5 1 24.7 7.77
0.5 2 24.5 7.71
1 1 24.6 7.93
1 2 24.5 7.97
2 1 24.9 8.07
2 2 24.7 8.06




10

15

20

25

37

Por consiguiente, esta invencidédn proporciona que la
precipitacidén sorprendente a partir del diluto, 0.4% a menos
de 2% (p/v), las soluciones de sal de acido desoxicdlico son
inhibidas, en la magnitud de gque tales soluciones son Utiles
para 1nyecciones subcutdneas, incrementando el pH de 1la

soluciédn.

Ejemplo 2
Formulaciones de desoxicolato de sodio (API) con y sin
alcohol bencilico

1. Se prepard una composicidén de desoxicolato de
sodio (0.5% y 1%) que comprende fosfato de sodio (10 mM),
cloruro de sodio (75-90 mM), alcohol bencilico (0.9%), &cido
desoxicdlico, pH 8.3.

2. Se prepard una composicidn isotdénica de
desoxicolato de sodio sin alcohol bencilico usando la forma

de &cido libre, es decir, acido desoxicdlico, como sigue.

a. Preparacién de lotes isotdénicos de 100 mL a 10
mg/mL

1.0 g del 4&cido desoxicdlico (DCA) agregado a la
solucidén solamente después que se hizo una solucidn bdasica
con 70 mL de agua, 142 mg de fosfato de sodio dibasico
anhidro y 267 pL de NaOH 10 M. Se tomd aproximadamente 20

minutos para que el API entrara en solucién. E1 pH de 1la
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solucidén fue 11.1. La adicidén rdapida de HC1l se conoce por
provocar alguna precipitacidn, asi 225 pL de HC1l 1M se agregd
lentamente para llevar la solucidén a pH 8.3. La solucidn se
dejé mezclar por unos 15 minutos adicionales. Después de
llevar el volumen hasta 100 mL con agua, la osmolalidad se
encontrd por ser 51 mOsm. La adicidén de 859 mg de NaCl 1llevd
la osmolalidad hasta 305 mOsm.

La solucién asi preparada podria opcionalmente ser
liofilizada para proporcionar un producto liofilizado el cual
podria ser reconstituido por adicidén de la cantidad apropiada
de agua estéril. Por consiguiente, esta invencidén también
proporciona productos liofilizados de las soluciones

descritas en la presente.

b. Preparacién de lotes isotdénicos de 1000 mL a
10 mg/mL

Los resultados de la seccidén a (anterior) no se
escalaron perfectamente cuando se multiplicaron diez veces. A
900 mL de agua, se agregaron 1.4g de fosfato de sodio
dibdsico anhidro, 8.6 g de NaCl, y 2.7 mL de NaOH 10M. Se
agregaron entonces 10.0 g de DCA y se dejaron mezclar para
clarificar por 30 minutos. El pH de la solucidén fue 10.4. Se
agregaron lentamente 1.5 mL de HCl1 1M y se dejaron mezclar
por 5 minutos. El pH final fue 8.1. Un adicional de 20 pL de

NaOH 10M tiene que ser agregado para llevar el pH a 8.3.
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Después de llevar el volumen hasta 1000 mL con agua, la
osmolalidad fue 314 mOsm.

Basados en las observaciones del cambio de pH
durante la adicidén de HC1l 1M, se determind que para lotes de
1000 mL a 10 mg/mL de API, solo 1.0 mL de HC1l 1M deben ser
inmediatamente agregados y después lentamente titulados con
volumenes pequefios del 4dcido. El1 orden sugerido de adicidn

para 1000 mL de 10 mg/mL de API se resume en la Tabla 3.

c. Preparacién de lotes isoténicos de 100 mL a 5
mg/mL

Se agregaron 0.50 g de &acido desoxicdlico (DCA) a
la solucidn solamente después que se hizo una solucidn bdasica
con 70 mL agua, 142 mg de fosfato de sodio dibadsico anhidro y
134 pL de NaOH 10 M. Se tomd aproximadamente 20 minutos para
que el API entrara en solucién. El1l pH fue 10.7. La adicidn
radpida de HC1l se conoce por provocar alguna precipitaciédn,
asi 115 pL de HC1l 1 M fueron lentamente agregados para llevar
la solucidén a pH 8.3. La solucidén se dejd mezclar por unos 15
minutos adicionales. Después de llevar el volumen hasta 100
mL con agua, la osmolalidad se encontrd por ser 39 mOsm. La
adicién de 859 mg de NaCl 1llevd la osmolalidad hasta 294

mOsm.
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d. Preparacidén de lotes isotdénicos de 1000 mL a 5
mg/mL

Los resultados de la seccidén c¢ (anterior) no se
escalaron perfectamente cuando se multiplicaron diez veces. A
900 mL de agua, se agregaron 1.4g de fosfato de sodio
dibadsico anhidro, 8.6 g de NaCl, y 1.3 mL de NaOH 10M. 5.0 g
de DCA se agregaron entonces vy se dejaron mezclar para
clarificacién por 30 minutos. E1 pH fue 8.6. Después de
agregar solo 350 pL de HC1 1M, el pH caydé a 8.0. Un adicional
de 25 pL de NaOH 10M tiene que ser agregado para llevar el pH
a 8.4. Después de llevar el volumen hasta 1000 mL con agua,
la osmolalidad fue 305 mOsm. Basados en las observaciones del
cambio de pH durante la adicidén de HC1 1M, se determind que
para lotes de 1000 mL a 5 mg/mL de API, que la solucidén debe
ser lentamente titulada con voluUmenes pequefios de HC1 1M. El
orden sugerido de adicidén para 1000 mL de 5 mg/mL se resume

en la Tabla 3.



41

Tabla 3. El1 orden de adicidén (izquierda a derecho) para

formulacidédn libre de alcohol bencilico de 1000 mL isotdnica

Fosfato
Concentracién |de sodio | NaOH
APT anhidro 1M DCA NacCl HC1l 1M PH
dibasico
10 mg/mL 1.4 g 2.7 10.0g | 8.6 1.0 mL +18.3
mL g adicién
incrementada
a pH final
5 mg/mL 1.4 g 1.3 5.0 g |8.6 adicién 8.3
mL g incrementada
a pH final
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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencidén como antecede, se

reclama como propiedad lo contenido en las siguientes.

1. Una composicién acuosa estable de
precipitacidén caracterizada porque consiste esencialmente
desde aproximadamente 0.4% en p/v a menos de aproximadamente
2% en p/v de una sal de acido desoxicdlico y un excipiente
farmacéuticamente aceptable, en donde tal composicidén se
mantiene a un pH de aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente
8.5.

2. La composicidn de conformidad con la
reivindicacidén 1, caracterizada porque tal sal de 4&cido
desoxicdlico esta presente en una cantidad desde
aproximadamente 0.5% en p/v hasta aproximadamente 1% en p/v.

3. La composicidén de conformidad con la
reivindicacidén 1 o reivindicacidén 2, caracterizada porque tal
sal de &cido desoxicdlico estd presente en una cantidad de
aproximadamente 0.5% en p/v.

4. La composicidén de conformidad con la
reivindicacidén 1 o reivindicacidén 2, caracterizada porque tal
sal de &cido desoxicdlico estd presente en una cantidad de
aproximadamente 1% en p/v.

5. La composicién de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque tal
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excipiente es un solvente, un amortiguador, un preservativo,
un auxiliar de 1liofilizacidén, o cualquier combinacidén del
mismo.

6. La composicién de conformidad con la
reivindicacidén 5, caracterizada porque tal excipiente es un
solvente, tal como agua estéril.

7. La composicién de conformidad con la
reivindicacidén 5, caracterizada porque tal excipiente es un
preservativo, tal como alcohol bencilico.

8. La composicién de conformidad con la
reivindicacidén 7, caracterizada porque tal preservativo es
0.9% de alcohol bencilico.

9. La composicién de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizada porque tal
composicién tiene un pH de aproximadamente 8.3.

10. La composicidén de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizada porgque tal sal
es una sal de metal &lcali.

11. La composicidén de conformidad con la
reivindicacidén 10, caracterizada porque tal sal de metal
dlcali es sodio.

12. ©Una composicioén acuosa estable de
precipitacidn caracterizada porque consiste esencialmente de:

una solucidén acuosa estéril amortiguada a un pH de

aproximadamente 8.3;



aproximadamente 0.5% en p/v de desoxicolato de
sodio;

aproximadamente 0.9% en p/v de alcohol bencilico; vy

aproximadamente 1% en p/v de cloruro de sodio.

13. Una composicién acuosa estable de
precipitacidn caracterizada porque consiste esencialmente de:

una solucidén acuosa amortiguada a un pH de
aproximadamente 8.3;

aproximadamente 1% en p/v de desoxicolato de sodio;

aproximadamente 0.9% en p/v de alcohol bencilico; vy

aproximadamente 1% en p/v de cloruro de sodio.

14. La composicidén de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizada porque el &cido
desoxicdlico es sintetizado de conformidad con el siguiente

esquema de reaccidn:



45

OR' Q

oR!
APV S IS G S
8C C 8C
At At
o 1 RO a RO L)

1 2 3
Y, Q" ), 0 o/\g:n

d o
5 ‘. elimina oxida hidrogena
eC
. gt Dt
RO 1 Rio® R H

! [+
4 5
o D/\{? }n ‘:___"H [a)
o
reduce Wittig adicidn
—_— —_— —_—
RO R0t R'0"
H 7 8
10 oH - oH oH
: CO,R x COLR : COH

sal

reduce i ;
—_— Mﬂ. — o« desoxicolato de sodio
.- - formacidn
RO ! R0 [ HO )
10 1 12 (DCA)
15 15. Un método para someter a lisis wuna célula

grasa caracterizado porque comprende administrar a tal célula

una composicidén de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 14.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una composicidn

o\

farmacéutica acuosa que comprende desde aproximadamente 0.4
en p/v a menos de aproximadamente 2% en p/v de una sal de
dacido desoxicdlico, en donde la composicidén se mantiene a un
pH desde aproximadamente 8.1 hasta aproximadamente 8.5 de
manera que la composicidén es estabilizada contra la
precipitacidén. También descritos en la presente, estan
métodos para estabilizar una composicién farmacéutica acuosa
que comprende desde aproximadamente 0.4% en p/v a menos de
aproximadamente 2% en p/v de una sal de &cido desoxicdlico
contra la precipitacidén, tal método comprende mantener el pH
de la solucidn desde aproximadamente 8.1 hasta

aproximadamente 8.5.
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