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SOLUCION ALCOHOLICA ESTABLE DE ALPROSTADILO

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El alprostadilo (PGE1) es un principio activo, descrito en la
farmacopea europea, del grupo de los analogos de la prostaglandina. Es
identico con la prostaglandina E1 endogena. Sus efectos fisiologicos
principales consisten en la vasodilatacion y en una inhibicion de la
agregacion de trombocitos. De este perfil de actividad se derivan como
indicaciones mas importantes el tratamiento de la disfuncién erectil, el
tratamiento de enfermedades de oclusidn arterial periférica y el tratamiento
por corto plazo de ciertas disfunciones cardiacas en el neonato. Como formas
farmacéuticas de administracion se ofrecen para ello principalmente formas
medicinales parenterales, para el tratamiento de la disfuncion eréctil también
topicas.

El alprostadilo es un principio activo quimicamente inestable en
extremo. El comentario de la farmacopea europea menciona como reaccion
de descomposicion mas importante la separacién de agua para formar
prostaglandina A1 (PGA1).Este producto de descomposicion se designa en la
monografia de la farmacopea europea como impureza A. La misma puede
continuar reaccionando en una reaccion de isomerizacion para formar
prostaglandina Bi1, la cual se designa en la monografia de la farmacopea
europea como impureza B. La farmacopea europea menciona un total de once

impurezas con su respectiva estructura molecular. Segun el comentario de la
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farmacopea europea, la reaccion inicial de la descomposicién, a saber, la
separacion de agua para formar PGAL, se presenta con particular facilidad en
condiciones acidas y basicas; cationes bi y trivalentes empeoran en solucidn
de etanol adicionalmente la estabilidad.

A causa de la inestabilidad del principio activo no es posible
producir preparaciones parenterales listas para uso que poseen suficiente
estabilidad de almacenamiento para la comercializacion. Alprostadilo para la
aplicacion parenteral se ofrece, por consiguiente, exclusivamente en forma
de concentrados que se diluyen respectivamente reconstituyen poco antes de
la aplicacion mediante disolucién en una solucion estéril apropiada (e.qg.
solucion de sal comdun fisioldgico) para formar una solucion de infusidn lista
para uso. Como concentrados se usan esencialmente liofilizados o soluciones
no acuosas.

Liofilizados son concentrados sélidos pulverulentos que son
producidos mediante liofilizacion del principio activo junto con agentes
estabilizantes. EIl proceso de produccidn es aparatoso y caro; el liofilizado se
empaca en frascos o, con mas consideracién para el usuario en jeringas listas
para uso de camara doble o carpules de camara doble y se puede almacenar a
temperatura ambiente. Como agente estabilizante se usa principalmente alfa-
ciclodextrina (Alfadex). Designaciones comerciales de semejantes productos
son e.g. Caverject® (Pfizer, Pharmacia), Prostavasin® (UCB Pharma) o
Viridal® (UCB Pharma). El documento CN 102688203 describe un liofilizado

conteniendo alprostadilo en el cual se usa para la estabilizacion una mezcla
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de dextrano y hidroxipropil-beta-ciclodextrina.

Como soluciones no acuosas se usan esencialmente soluciones
del principio activo en etanol absoluto. Estos concentrados en etanol se
tienen que almacenar permanentemente a temperaturas bajas de 2 a 8°C.
Mantener la cadena de refrigeracion y comprobar su mantenimiento
representan una inversion considerable para los productores y usuarios de los
productos y causan altos costos. El plazo de uso de las preparaciones, aun
asi, es tipicamente sélo de 18 meses. Designaciones comerciales de estos
productos son e.g. Pridax® (Gebro, Pharmore), Alprestil® (Gebro),
Miniprog® (Pfizer, Pharmacia) o Aprostadil “PINT” ® (Pint Pharma).

Se describen en la literatura también preparaciones vy
concentrados aceitosos y liposomales. Los ultimos también se comercializan
en Japén e.g. bajo las designaciones de marca Liple® (Tanabe) y Palux®
(Taisho).

La estabilidad de preparaciones semisolidas se limita aun en las
condiciones méas favorables a pocos meses, lo que limita fuertemente la
aplicacion practica de semejantes productos en particular en la indicacién de
la disfuncidon eréctil. Se describen como preparaciones tdpicas lipogeles
puros que contienen aceites naturales, acidos grasos, alcoholes grasos o
lipidos sintéticos como, e.g. miristato isopropilo, y que se pueden espesar
adicionalmente con espesantes como, e.g., poloxameros. Semejantes
lipogeles se describen e.g. en KR 20010011625 y en JP 0383925.

Otras formas de administracion, e.g. varitas solidas para la
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aplicacion en la uretra se ofrecen e.g. bajo la marca Muse® de la firma
Abbott.

La solucion del principio activo en etanol absoluto (e.g. Pridax®
20 pg/ml concentrado para la produccion de una soluciéon de infusidn)
representa el estado de la técnica mas cercano para la presente invencion. La
ventaja principal de la solucion en etanol consiste en que es mas simple
procesarla como solucion lista para infusion que un liofilizado. El liofilizado
se tiene que reconstituir primero en una primera etapa con un solvente
apropiado en el frasco; a continuacidn se tiene que adicionar esta solucion en
una segunda etapa a la solucion de infusidon. La ampolla, en cambio, se puede
adicionar directamente en una etapa a una solucion de infusion. Esta
simplificacion de manejo reduce también el riesgo de errores de manipulacion
y riesgo de introducir gérmenes.

Otra ventaja de la solucion en etanol es la composicién muy
simple de la formula, consistiendo exclusivamente del principio activo y del
solvente. Esto permite —en comparacion con un liofilizado- una produccion
mucho mas simple y econémica.

Otra ventaja es que la composicion simple de la férmula facilita
sustancialmente el analisis de la preparacion. A causa de la baja dosis del
principio activo se tienen que cuantificar impurezas en el marco del control
de calidad hasta un rango de concentracion de 10 ng/ml. Con concentraciones
tan bajas es una gran ventaja si la preparacion se puede analizar directamente

son procesamiento y sin separacién de sustancias auxiliares.
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Una desventaja de la solucidon en etanol es su baja estabilidad
quimica. En concreto, muestra los siguientes efectos desventajosos:

e Se tienen que aceptar altas concentraciones de productos de
descomposicion en el producto acabado (e.g. 6% PGA1)

e EIl periodo hasta la caducidad de los productos acabados es
limitado (e.g 18 meses)

e EIl almacenamiento de los productos acabados tiene que hacerse
bajo refrigeracién, se tiene que mantener una cadena de
refrigeracion (2 a 8°C)

e EI tiempo de permanencia a temperatura ambiente que es
inevitable en el curso del proceso de produccidn se tiene que
limitar a pocas horas.

Existe un gran interés, por consiguiente, de crear una solucion
de alprostadilo, preferentemente en etanol, que siga siendo de aplicacion
simple y se pueda producirse econémicamente, y que se puede analizar sin
complicaciones, pero que posee al mismo tiempo una estabilidad mejorada.

El objetivo de la invencidn es, por consiguiente, desarrollar una
férmula tal que, en adicidon a las ventajas actuales de la solucion en etanol
(e.g. de Pridax®), contenga una concentracion menor de productos de
descomposicion, que tenga una mejor estabilidad y una durabilidad mas larga
y que requiera un régimen de refrigeracién menos severo en la produccion,

en el transporte y en el almacenamiento.
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Este objetivo se logra de la manera que la solucion de
alprostadilo contiene una pequefia cantidad de un componente acido.

Inventivamente hay presencia entonces de una composicion
farmacéutica liquida, en particular como concentrado para produccion
posterior de una solucion de infusion conteniendo alprostadilo como
principio activo, disuelto en al menos un solvente no acuoso conteniendo al
menos un acido o una sustancia que actua como acido o como donante de
protones como estabilizador para el principio activo.

Se descubrio sorprendentemente que la solucion inventiva tiene,
en comparacion con el estado de la tecnica (Pridax® 20 pg/ml concentrado
para la produccion de wuna solucion de infusion) un estabilidad
sustancialmente mejor al almacenamiento, en particular, que la formacion del
producto principal de descomposicion PGAL es claramente retardado. Este
efecto de estabilizacion es tan pronunciado que la preparacién inventiva es
capaz de alcanzar todos los objetivos de la invencién. Se puede reducir el
limite superior de especificacidon para el producto de descomposicion PGAL
(e.g. de 6% a 4%). Se extiende la durabilidad del producto (e.g. de 18 meses
a 36 meses). Se incrementa el tiempo de permanencia a temperatura ambiente
durante la produccion (e.g. de 4 a 8 horas), lo que permite incrementar el
tamafio de lotes. EI método analitico para la preparacion no se vuelve mas
complicado a causa del componente acido.

Se conoce de la literatura (Vieillard et al., Pharmaceut Anal Acta

2013, 4:4, 4.00-1488 Alprostadil Kommentar zur Ph. Eur. 4.00) que el
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principio activo alprostadilo es muy sensible a bases, acidos y agentes de
oxidacion; en particular bases y acidos aceleran la separacion de agua para
formar el producto principal de descomposicion, PGA1l. A causa de la
dosificacion baja del alprostadilo en la solucién concentrada de 20 pg/ml a
500 pg/ml es de esperarse que aun cantidades pequefias de las impurezas
precedentemente referidas conlleven un empeoramiento de la estabilidad. A
causa de su presencia ubicua, no es posible evitar estas impurezas
consecuentemente en el estado de la técnica actual meramente por el control
del proceso o por la limpieza de los medios de embalaje y solventes, o
semejantes tecnologia incrementaria los costes de produccidn a un grado que
no permitiria ofrecer el producto a un precio usual en el mercado.

De forma totalmente sorprendente se descubrio en contra de la
opinion sostenida en la literatura especializada, que cantidades muy pequefias
de &cidos organicos o inorganicos no conllevan un empeoramiento esperado
de la estabilidad, sino al contrario una mejora sustancial. Cantidades muy
pequefias de acidos organicos o inorganicos son, en el sentido de la
invencién, cantidades que producen una concentracion de acidos de 500
pg/ml o menos.

La concentracion del principio activo en las soluciones de
alprostadilo en etanol se indica de acuerdo al estado de la técnica en unidades
de pg/ml. Analogamente se indica en la presente invencidén también la
concentracion del 4cido en unidades de pg/ml. Se puede convertir en

cualquier momento en unidades de pg/g dividiendo por la densidad del
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solvente (alcohol absoluto, aproximadamente 0.789 g/ml). En la estimacidn
tedrica de la cantidad de acido que se necesita para la estabilizacion de la
regresion exponencial de los datos de estabilidad generados resulta la
cantidad de 4acido en la unidad pM, correspondientemente, umol/l. Con la
ayuda del peso molecular del acido en cuestion se puede convertir esta
indicacion de concentracion también en la unidad de pg/ml.

En otras formulas ventajosas se usan concentraciones bajas de
acido de 0.05 a 500 pg/ml, de preferencia 0.1 a 100 pg/ml, en particular 5 a
50 pg/ml. En una modalidad particularmente preferida de la invencion se
prevé para la estabilizacién de soluciones en etanol conteniendo 20 pg/ml de
alprostadilo una adicién de acido de también 20 pg/ml.

Este efecto ventajoso se presenta en particular si el alprostadilo
esta contenido en una concentracién de 1 a 1000 pg/ml, de preferencia de 5
a 750 pg/ml, en particular de 20 a 500 pg/ml.

Para la determinacion analitica del &cido adicionado
artificialmente se puede recurrir a métodos analiticos correspondientes al
estado de la técnica como, e.g., HPLC, GC, titulacibn o métodos
espectroscopicos. No es posible una comprobacién de la adicion de acido
mediante medicién del valor pH en las formulas inventivas alcoholicas, i.e.,
no acuosas. En un ensayo simplificado se puede realizar, sin embargo, la
adicién de acido diluyendo del farmaco acabado en la proporcién de 1:25 con
una soluciéon de 0.9% de NaCl y se puede medir a continuacion el valor pH

de ambas soluciones. Una reduccién del valor pH en al menos 0.2 unidades
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relativo al valor inicial de la solucién de 0.9% de NaCl usada sefiala la
adicién de acido en la formula.

Bajo los términos ‘componente acido’ y ‘acido’ se entiende en el
sentido de la invencidon compuestos segun la definicion de acido de Brdnsted
y Lowry, es decir, sustancias que son capaces de descargar protones o de
funcionar como donante de protones. Para que actué ante el alprostadilo como
donante de protones, un acido tiene que poseer un valor de pKs que es menor
que 4.85, que es el valor pKs del alprostadilo. Se puede tratar aqui tanto de
sustancias inorganicas como de organicas. Los acidos pueden ser tanto
monobasicos como polibasicos. Acidos ventajosamente apropiados en el
sentido de la invencién son aquellos acidos organicos e inorganicos que se
pueden usar en farmacos parenterales, gracias a su perfil toxicologico, y que
se disuelven total y claramente también a temperaturas bajas en las
concentraciones inventivas en los solventes usados, en particular en alcohol
absoluto. Ejemplos de semejantes acidos son el acido clorhidrico, acido
acético, é&cido citrico, acido malico, é&cido lactico, &cido tartarico o
acetilcisteina. Resultaron particularmente apropiados en el sentido de la
invencién los acidos carboxilicos organicos, en particular los acidos hidroxi
carboxilicos organicos polibasicos, gracias a su amplio O&ptimo de
estabilizacion. Se usan por ello de preferencia acidos como e.g. el acido
citrico, acido malico o acido tartarico; se prefiere en particular el uso del
acido malico DL.

También se pueden usar, sin embargo, acidos inorganicos,
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seleccionados en particular del grupo acido clorhidrico o &cido fosfdrico.

Ensayos de estabilidad dieron como resultado que se puede
lograr una mejora de estabilidad esencialmente con todos aquellos &cidos que
cumplen las condiciones aqui indicadas. Siempre se puede reconocer una
estabilizacion tanto en que el contenido de alprostadilo se reduce mas
lentamente durante un almacenamiento de ensayo, como también en que el
contenido de impurezas, en particular en impurezas A, incrementa mas lento.
La concentracion a la que se presenta una mejora maxima de estabilidad y el
grado de la mejora de estabilidad dependen significativamente del tipo del
acido usado, en particular de su valor pKsl, el efecto estabilizante pasando
en todos los casos a través de un optimo de concentracion.

No se pudo observar ninguna mejora de estabilidad con la adicidn
de sistemas de tampdn acidos. Mientras que la adicion e.g. de 50 pg/ml de
acido acético conlleva una mejora de la estabilidad en comparacion con una
solucion de alprostadilo en etanol puro, la estabilidad empeora al adicional
una mezcla de tampén consistiendo de 50 pg/ml de dcido acético y 50 pg/ml
de acetato s6dico o 25 pug/ml de acido acético y 25 pg/ml de acetato sodico.

En la adicion de acidos puros se mostr6 que el rango de
concentracion del efecto éptimo de estabilizacion es tanto mas bajo y también
tanto mas estrecho o restringido, tanto mas fuerte el &cido. La siguiente tabla
1 aclara esta relacidon para una solucion de alprostadilo en etanol libre de
agua en una concentracion de 20 pg/ml:

Tabla 1: acidos apropiados para la estabilizacion de una solucidon de 20 pg/ml

Acido Indice | Rango de concentracion | Rango de concentracion del
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de alprostadilo en etanol libre de agua y concentraciones de acido apropiados

para ello
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La tabla 1 contiene entonces concentraciones ventajosas de

acidos que se pueden usar ventajosamente, con cuyo uso experimental se
15 dieron las mejores estabilizaciones para alprostadilo.

Se puede deducir de los ensayos comparativos ademas que se
pueden lograr los efectos de estabilizacion ventajosos si el acido tiene un
valor pKsl de < 4-85, en particular en el rango de 2 a 4.8.

Resultd ventajoso en este contexto que el acido tenga un valor

20 pKsl de mayor o igual a 0 hasta menor que 4.85, y esté contenido en una
concentracion de igual o mayor que ¢ min = 1.45 * ¢ a la potencia de (1.02 *
pKsl) uM (=pumol/l) y menor que ¢ max = 11.75 * e a la potencia de (1.35 *

pKsl) uM (=pmol/l), o que el acido tenga un valor de pKsl de menor que O
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y esté contenido en una concentracién de igual o mayor que ¢ min = 1.0 uM
(=umol/l) y menor que ¢ max = 15 uM (=pumol/l).

Resultdé aqui ademdas particularmente ventajoso para la
estabilizacion de alprostadilo si el acido inorganico u organico tiene un valor
de pKsl mayor o igual a 2 hasta menor que 4.8 y esta contenido en una
concentracion de 0.5 a 500 pg/ml, en particular de 1 a 250 pug/ml.

Se puede emplear ventajosamente como solvente no acuoso,
glicol propileno, 1,3 butandiol, acetato de etilo, etanol 96% PhEur (95.1 -
96.9% (V/V) correspondientes a 92.6 — 95.2 % por peso) o etanol libre de
agua PhEur (min. 99.5% (V/V) correspondientes a 99.2% % por peso min.)
respectivamente etanol absoluto, en cada caso de conformidad con las
definiciones y exigencias de la farmacopea europea. Etanol libre de agua
PhEur (min. 99.5% (V/V) y etanol absoluto se entienden aqui como
sindnimos; frecuentemente se designan también como etanol de 100%, lo que
presentemente también tiene el mismo significado.

Todos estos solventes son aplicables en preparaciones
parenterales con base en su perfil toxicolégico y el principio activo
alprostadilo es soluble en ellos en suficiente concentracion. También mezclas
de estos solventes se pueden aplicar ventajosamente. Se pueden adicionar
ademas agentes de solubilidad al solvente como polietilenglicol o
polisorbato.

Se obtiene una composicién ventajosa, ya que sobre todo

particularmente sencilla, si la composicién consiste final y exclusivamente
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de alprostadilo como principio activo, disuelto en un solvente no acuoso, y
de al menos un acido respectivamente una sustancia que actla como acido o
donante de protones como estabilizador para el principio activo, y si no
comprende ningun otro componente, excipiente o aditivo.

El envasado de la solucion inventiva se realiza en medios de
envasado primarios apropiados. Por medios de envasado primarios se
entiende en este contexto medios de envasado que estan en contacto directo
con el farmaco. Estos tienen que satisfacer las exigencias de la literatura
medicinal especializada y se tienen que seleccionar ademas de manera tal que
emitan las menos sustancias posibles nocivas para la estabilidad del
contenido, como e.g. contaminacidon basica. El especialista conoce materiales
apropiados de los cuales se componen medios de envasado primarios que se
pueden usar para sustancias parenterales sensibles. Se puede pensar para esto
a guisa de ejemplo, pero no exclusivamente, en vidrio para tubos o vidrio
soplado de la clase hidrolitica | o de la clase hidrolitica Il con mejoramiento
interior. Se pueden usar también a guisa de ejemplo, pero no exclusivamente,
plasticos como COP, COC, PP, PE, HDPE, teflén, PA.

Envases primarios preferentes son ampollas de cristal o botellas
perforables (frascos) consistiendo de vidrio para tubos de la clase hidrolitica
I. Como material de tapa primario para la botellas perforables se pueden
tomar en cuenta tapones de caucho de bromobutilo o de caucho de clorobutilo,
de preferencia recubiertos. Otros envases primarios posibles son, a guisa de

ejemplo pero no exclusivamente, carpules o jeringas listas para uso.
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De esto resulta que se da una buena estabilizacién de la
composicion respectivamente del alprostadilo en una combinacion de kit de
partes de una composicion inventiva envasada respectivamente contenida en
una ampolla de vidrio, un frasco de vidrio o una jeringa lista para uso.

El acido se adiciona en el sentido de la invencion
preferentemente durante el proceso de produccién del farmaco acabado al
solvente. Variantes de realizacién posibles serian, adicionar el &cido durante
el proceso de produccion del solvente o de otro coadyuvante o durante el
proceso de produccidn del principio activo alprostadilo.

La composicion farmacéutica inventiva es ventajosamente un
concentrado para la preparacion de una solucién de infusion para
administracion parenteral; el concentrado referido se puede preparar o esta
preparado en particular por medio de una etapa de dilucién para formar una
solucion de infusién lista para uso para la administracion parenteral. Por
medio de la dilucion, e.g. mediante una solucién acuosa isétona,
preferentemente mediante solucién de sal comdun fisioldgica, en particular en
una proporcion de 1:10 a 1:500, de preferencia 1:20 a 1:250, se puede obtener
entonces la solucién de infusion parenteral lista para uso.

La composicién es posible alternativamente como solucion
inyectable concentrada para la administracion directa.

Todas las indicaciones de concentracion indicadas en la presente
solicitud, e.g. para el acido, para alprostadilo, etc., se refieren en todo caso

a semejante concentrado y no a la solucidon de infusidn diluida, lista para uso.
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Se prevé, correspondientemente, segln la invencién en otro
aspecto un método para la produccién de una composicion farmacéutica
liguida como concentrado, en cuyo curso se adiciona al principio activo
alprostadilo disuelto en un disolvente no acuoso, segun descrito en lo
precedente, al menos un &cido o una sustancia que actda como acido o como
donante de protones, segun descrito en lo precedente, como estabilizador para
el principio activo.

Inventivo es ademas el uso de al menos un acido respectivamente
de una sustancia que actla como acido o como donante de protones, segun
descrito en lo precedente, como estabilizador para el principio activo
alprostadilo respectivamente para una composicion farmacéutica liquida,
segun descrita en lo precedente, conteniendo el principio activo alprostadilo
disuelto en un solvente no acuoso.

La composicion inventiva sirve en su indicacién mas importante
para el tratamiento de la enfermedad de oclusion arterial cronica en el estadio
I1l'y IV cuando una terapia para la ampliacion de los vasos sanguineos no es
posible o no tiene éxito.

EJEMPLOS

En lo que sigue, se representa la invencién con la ayuda de
algunos ejemplos de realizacion que se deberia entender a guisa de ejemplo
pero no restrictivamente:

Ejemplo 1:

(Preparacidn de laboratorio / etanol / 20 mg/ml alprostadilo / 40
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pg/ml de acido acético / frascos)

En un reactor de vidrio de 2.5 | con mecanismo de agitacion se
prepara etanol absoluto y se adiciona acido acético libre de agua. Después de
la disolucion total se adiciona bajo agitacion el principio activo alprostadilo,
se envasa la solucion en frascos de 2 ml tipo | de vidrio oscuro y se cierra

con un tapon de caucho de clorobutilo.

Cantidad / g
Alprostadilo 0.043
Etanol absoluto 1700

Acido acético, libre de agua [0.086

Ejemplo 2:

(Preparacidon de laboratorio / etanol / 20 mg/ml alprostadilo / 20
pg/ml de 4cido méalico / frascos)

En un reactor de vidrio de 2.5 | con mecanismo de agitacion se
prepara etanol absoluto y se adiciona &cido méalico DL. Después de la
disolucidn total se adiciona bajo agitacion el principio activo alprostadilo, se
envasa la solucidn en frascos de 2 ml tipo | de vidrio oscuro y se cierra con

un tapon de caucho de clorobutilo.

Cantidad / g
Alprostadilo 0.043
Etanol absoluto 1700

Acido malico DL 0.043
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Ejemplo 3:

(Preparacidon de laboratorio / etanol / 20 mg/ml alprostadilo / 20
pg/ml de 4cido maéalico / jeringas listas para uso)

En un reactor de vidrio de 2.5 | con mecanismo de agitacion se
prepara etanol absoluto y se adiciona acido malico DL. Después de la
disolucidn total se adiciona bajo agitacion el principio activo alprostadilo, se

envasa la solucidn en jeringas listas para uso.

Cantidad / g
Alprostadilo 0.40
Etanol absoluto 15780
Acido malico DL 0.40

Ejemplo 4:

(Preparacién de laboratorio / etanol / 20 mg/ml alprostadilo / 20
pg/ml de 4cido mélico / ampollas)

La formula de acuerdo al ejemplo 4 representa una modalidad
particularmente preferida de la invencidn.

En un reactor de vidrio de 20 | con mecanismo de agitacion se
prepara etanol absoluto refrigerado y se adiciona acido malico DL. Después
de la disolucion total se adiciona bajo agitaciéon el principio activo
alprostadilo. Después de la disolucion total del principio activo se filtra la

solucidn a través de un filtro estéril con un tamafio de poros de 0.2 um y se
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envasa en condiciones asépticas en ampollas de vidrio oscuro tipo 1 de 2 ml.
Se inspeccionan las ampollas envasadas respecto a particulas visibles y

respecto a estanqueidad, se etiquetan y se empacan en embalaje secundario.

Ejemplos de realizacion adicionales se indican en las siguientes
tablas 2 y 3; se indican en cada caso sdlo las adiciones al solvente en la
unidad pg. Todos los ejemplos indicados en las tablas se pueden producir en

10 tamafios de lotes discrecionales y se pueden envasar en todos los tipos de
medios de envasado apropiados.
Tabla 2:

Ejemplos de receta para la preparacion con concentracion de alprostadilo de

20 pg/ml
15 [Ejemplo sle|7[s|o]10f11]12]13]14
etanol absolto | ad | ad | ad | ad | ad | ad | ad | ad
Iml|lml|lml{lmllml| 1ml|]lml|]ml
etanol 96% ad
1 ml
propilenglicol ad
1 ml
20 PGE 1 2012020 (20 (20 ( 20 | 20|20 |20 | 20
acido acético 100
HC1 0.5
acido fosforico 5
acido malico 50 10 50| 20
acetil cisteina | 20 10
acido citrico 20
acito tartarico 15 | 10
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Tabla 3:

Ejemplos de receta para la preparacion con concentracion de alprostadilo de

Ejemplo 151617 |18 | 19| 20 | 21 | 22| 23
etanol absohito | ad | ad | ad | ad | ad | ad | ad
Iml|lml|lmlflml|lml|1ml|]ml
etanol 96% ad
1 ml
propilenglicol ad
1 ml
PGE 1 10 | 10 | 500 500|500 | 500 | 500 |500| 500
acido acético | 40 100
HCl1 0251075
acido fosforico 75
acido malico 20| 20 | 20 50
acetil cisteina 20

Demostracion del efecto estabilizante de la adicion de acido:

La comprobacion del efecto estabilizante de la adicion del &cido
se realiz6 con la ayuda de ensayos de estabilidad a la temperatura de
almacenamiento prescrita de 4°C y en condiciones de estrés a 25°C / 65%
HR. Como medio de envasado se usaron en cada caso frascos de 2 ml de
vidrio para tubos de la clase hidrolitica I. Esta calidad de vidrio es idéntica
a la calidad de vidrio para las ampollas. A continuacion se reportan los
resultados del ensayo a 25°C, puesto que estos ensayos permiten enunciar
diferencias en la estabilidad después de una duraciébn mas corta de
almacenamiento. Se sabe de ensayos de estabilidad durante muchos afios del

producto comercial Pridax® 20 (Pridax 20 pg/ml concentrado para la
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produccion de wuna solucion de infusion) que las reacciones de
descomposicion en la preparacion a 4°C ocurren cualitativamente de la misma
manera que a 25°C, pero mas lento en un factor de aproximadamente 10.

En un primer ensayo que constituyd la presente invencion se
prob6 como control la férmula del producto comercial Pridax® 20 pg/ml
concentrado para la produccién de una solucion de infusion (designacion de
muestra X03 130002-3) que se deberia considerar como el estado de la técnica
mas cercano, en comparacion con una férmula de ensayo inventivo
conteniendo 20 pg/ml de 4acido acético y con una composicion idéntica en lo
demas (designacion de muestra X03 1300002-9).

El contenido de PGE1 se mide para esto en la unidad (pg/ml). En
todas las siguientes tablas de resultados se indica el contenido en % del valor
inicial de PGE1l para que éstos sean mas faciles de comparar. La
concentracion del producto de descomposicion PGAL1 se mide e indica en
porcientos por masa (% m/m) referidos al contenido declarado.

La siguiente tabla 4 muestra, para ambas formulas, los
contenidos de PGEL (principio activo) y PGAL (producto de descomposicion)
en cada caso directamente después de la produccion (t = 0) y después de un
almacenamiento durante 12 semanas a 25°C / 65% HR (t = 12 s). Los valores
absolutos de PGEI1 directamente después de la producciéon eran de 18.3 pg/ml
para todas las formulas libres de acido y 18.3 pg/ml para las féormulas
conteniendo acido acético.

Tabla 4:
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Control vs. 20 pg/ml de acido acético, almacenamiento 12 semanas a 25°C

Formula =0 t= 12 semanas
X03 130002-3 PGE 1 100% 84 2%
(sin dcido)
PGAL 0.28% 19.80%
X03 130002-9 PGE 1 100% 95.6%
(con 20pg/'ml de
acido acético) PGAL 0.13% 5.22%

La adicion de 20 pg/ml de acido acético a la solucidén de
alprostadilo segln el estado de la técnica produce un efecto de estabilizacidn
claro después de un almacenamiento de 12 semanas a 25°C, apreciable en una
reduccion significativamente menor del contenido de PGEL (principio activo,
alprostadilo) y un incremento significativamente menor del contenido de
PGAL (producto de descomposicion de alprostadilo).

Comprobacion de la influencia de la cantidad respectivamente
concentracion de la adicion de acido:

En otro ensayo se investigd la influencia de la cantidad de &cido
acético en el efecto de estabilizacion encontrado. Se prob6 para ello la
formula del producto comercial Pridax® 20 pg/ml concentrado para la
produccion de una solucién de infusion (designaciéon de muestra X03 130007)
en comparacion con una férmula de ensayo inventivo conteniendo 5 pg/ml,
20 pg/ml y 50 pg/ml de 4cido acético y con una composicién idéntica en lo
demas (designaciones de muestra X03 130007-1, X03 130007-2 y XO03
130007-3).

La siguiente tabla 5 y la gréfica 1 asociada muestran para estas
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cuatro formulas los contenidos de PGE1 (principio activo) y PGA1 (producto
de descomposicion) en cada caso directamente después de la produccion (t =
0) y despueés de un almacenamiento durante 6 semanas a 25°C / 65% HR (t =
6 s). Los valores absolutos de PGE1 directamente después de la produccidn
se ubicaban entre 20.0 y 20.2 pg/ml.

Tabla 5:

Control vs. &cido acético en diferentes concentraciones, almacenamiento 6

sem a 25°C
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Formula =0 t = 6 semanas
X03 130007 PGE 1 100% 93.5%
(sin acido)
PGAI 0.13% 5.15%
X03 130007-1 PGE 1 100% 95.0%
(con Spg/ml de
5 scido acético) PGA1 0.12% 6.82%
X03 130007-2 PGE 1 100% 97.0%
(con 20pg/ml de
scido acético) PGAl 0.10% 3.95%
X03 130007-3 PGE 1 100% 99 0%
(con 50pg/ml de
scido acético) PGAl 0.11% 236%
10  Grafica 1:

Control vs. acido acético en diferentes concentraciones, almacenamiento 6

sem a 25°C
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a la solucion de alprostadilo se pudo reproducir en este ensayo por medio de
la muestra X03 130007-2. El incremento de la cantidad de &cido acético a 50
pg/ml produjo una mejoria adicional de la estabilidad, con una concentracion
de so6lo 5 pg/ml no se pudo observar ningun efecto de estabilizacidon
significativo.

Comprobacidon del tipo de acido:

En otro ensayo se investigo el efecto estabilizante comparativo
de diferentes acidos con una adicidon constante de acido de respectivamente
20 pg/ml de adiciéon. Se verificaron para esto la formula del producto
comercial Pridax® 20 ug/ml para la produccién de una solucién de infusiéon
(designacion de muestra X03 130007) en comparacion con férmulas de
ensayo conteniendo en cada caso 20 pg/ml de acido acético (designacioén de
muestra X03 130007-2), acido malico (designacién de muestra X03 130007-
5), acido tartarico (designacion de muestra 130007-8), 4acido citrico
(designacion de muestra X3 130007-11), acetilcisteina (designacién de
muestra X03 130007-14), acido fosfdérico (designacion de muestra X03
140006-6) y acido clorhidrico (designacion de muestra C03 140006-3) y con
idéntica composicién en lo demas.

La siguiente tabla 6 muestra los contenidos de PGE1 (principio
activo) y PGAL (producto de descomposicion) para estas ocho féormulas, en
cada caso directamente después de la produccion (t = 0) y después de un
almacenamiento durante 6 semanas a 25°C y 65% HR (t = 6 s). Los valores

absolutos de PGE1 directamente después de la produccidn se ubicaban entre
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20.0 y 20.3 pg/ml.
Tabla 6:

Control vs. 20 pg/ml de diferentes dcidos, almacenamiento por 6 semanas a

25°C
5 Formula =0 t = 6 semanas
X03 130007 PGE 1 100% 93.5%
(sin Acido)
PGA1 0.13% 5.15%
X03 130007-2 PGE 1 100% 97.0%
{con 20pg/ml de
cido acético) PGA1 0.10% 3.95%
X03 130007-5 PGE 1 100% 100.0%
10 {con 20pg/ml de
4cido malico PGA1 <0.05% 0.60%
X03 130007-8 PGE 1 100% 98.0%
{con 20ng/'ml de
scido tartarico PGA1 0.06% 0.67%
X03 130007-11 PGE 1 100% 99.0%
{con 20ng/'ml de
4cido citrico PGA1 0.09% 0.50%
X03 130007-14 PGE 1 100% 98.0%
15 (con 20pg/ml de
acetil cisteina) PGA1 <0.05% 0.71%
X03 130006-6 PGE 1 100% 92.0%
{con 20ug/ml de
4cido fosforico PGAl 0.06% 13.56%
{con 20ug/ml de
drido clothidrico PGAL <0.05% <0 .05%
20 La grafica 2 asociada muestra para las cinco formulas en que se

observd un efecto estabilizante y para la férmula libre de 4cido los contenidos
de PGE1 (principio activo) y PGA1 (producto de descomposicién) después

de un almacenamiento de 6 semanas a 25°C / 65% HR. No se representan los
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valores de las formulas con acido clorhidrico ni acido fosférico, puesto que
no se observd en estos casos ninguna estabilizacion. La adiciéon de 20 pg/ml
de acido clorhidrico produce la descomposicion total de alprostadilo y de su
producto de descomposicion PGAT; la adicion de 20 ug/ml de acido fosforico
produjo un empeoramiento de la estabilidad en comparacién con la
formulacion libre de acido. En ambos casos se rebasé con 20 pg/ml la
concentracion O&ptima para la estabilizacion. Para el acido acético, la
concentracion oOptima empieza un poco mas arriba, a partir de 50pg/ml
aproximadamente.

Grafica 2:

Control vs. 20 pg/ml de diferentes dcidos, almacenamiento 6 semanas a 25°C
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acido depende en cuanto a su grado del tipo de acido usado. El acido acético
que se usO primero tiene un efecto estabilizante mentor que los acidos
organicos polivalentes y la acetilcisteina. Para el mecanismo de
funcionamiento del efecto de estabilizacion, esto significa que no se trata
meramente de una optimacidén no especifica de la concentracion del acido,
andlogamente a la optimacion del valor pH en un sistema acuoso, sino que se
observa sorprendentemente un mecanismo de estabilizacidén especifico por
acido.

Comprobacion de un efecto estabilizante también de los acidos
fuertes acido fosforico y acido clorhidrico:

Puesto que no se presentd ningun efecto estabilizante para el
acido fosforico y el acido clorhidrico con una concentracion de 20 ug/ml, se
prob6 en ensayos adicionales si semejante efecto no seria demostrable para
estos acidos con concentraciones mas bajas.

Se probd para esto el acido fosférico a una concentracién de 5
pg/ml. La siguiente tabla muestra que se presenta un buen efecto de
estabilizacién a esta concentracion:

Tabla 7:
Control vs. 5 y 20 ug/ml de acido fosforico, almacenamiento 6 semanas a

25°C
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Formula =0 t = 6 semanas
X03 130007 PGE 1 100% 03.5%
(sin Acido)
PGAI 0.13% 5.15%
X03 130006-5 PGE 1 100% 98 5%
{con Spg/ml de
2cido fosforico PGAI 0.08% 1.96%
X03 130006-6 PGE 1 100% 92.0%
{con 20pg/ml de
2cido fosforico PGAI 0.06% 13.56%

Se probd adicionalmente el acido clorhidrico en el rango de
concentracion de 0.05 pg/ml hasta 2 pg/ml. Se observo también para el acido
clorhidrico un efecto estabilizante en un rango de concentracion de 0.1 a 0.8
pg/ml; el 6ptimo de la estabilizacion se observo en aproximadamente 0.5
pg/ml; ya con una adicidon de 2 pug/ml la estabilidad esta significativamente
peor que sin adicion de acido.

Comprobacién de la cantidad respectivamente concentracion de
acido malico:

Puesto que en la comparacion de los diferentes acidos el acido
malico resultd ser particularmente apto, y puesto que el acido malico es
particularmente apropiado para el uso en preparaciones parenterales gracias
a su perfil toxicoldgico, se investigd en otro ensayo la influencia de la
cantidad o concentracion de &cido malico sobre el efecto estabilizante
encontrado. Se prob6 para ello, analogamente con el ensayo descrito en lo
precedente con el acido acético, la formula el producto comercial Pridax® 20

pg/ml concentrado para la producciéon de una solucién de infusidén
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(designacion de muestra X03 130007) en comparacion con férmulas de
ensayo conteniendo 5 pg/ml, 20 pg/ml y 50 pg/ml de acido malico DL y con
la misma composicion en lo demas (designaciones de muestra X03 130007-
4, X03 130007-5y X03 130006-1).

La siguiente tabla 8 y la grafica 3 asociada muestran para estas
cuatro formulas los contenidos de PGE1 (principio activo) y PGA1 (producto
de descomposicion) en cada caso directamente después de la produccion (t =
0) y después de un almacenamiento de 6 semanas a 25°C / 65 HR (t = 6 s).
Los valores absolutos de PGEL1 directamente después de la produccion se
ubicaban entre 20.0 y 20.1 pg/ml.

Tabla 8:

Control vs. acido malico en diferentes concentraciones, almacenamiento 6

sem a 25°C
Formula =0 t = 6 semanas
X03 130007 PGE 1 100% 93.5%
(sin cido)
PGAI 0.13% 5.15%
X03 130007-4 PGE 1 100% 100.0%
(con Spg/ml de
PGAI < 0.05% 1.19%

acido malico)

X03 130007-5 PGE 1 10024 100.0%%
(con 20pg/ml de

cido mélico) PGAI < 0.05% 0.60%
X03 130007-6 PGE 1 100% 98.5%
(con 50pg/ml de

PGAI < 0.05% 0.72%

acido malico)

Grafica 3:

Control vs. a4cido maéalico en diferentes concentraciones, almacenamiento 6
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sem a 25°C
g 102% 6,0%
8
%1[}9% | 5,0% .
- E
T 98% 4,0% o
= s
=~ —
o 96% 3,0%
% & e PGE1
8 o
2 94% 2,0% 'é —8—PGA 1
< E
_g 92% 1,0% S
g 90% : 0,0%
O 0 5 20 50
Adicion de dcido malico pg/ml

El ensayo muestra que el acido malico, a diferencia del acido
acético, estabiliza el alprostadilo significativamente ya con una adicion muy
pequeiia de 5 pg/ml. Un incremento de la adicién de 4cido a 20 pg/ml produce
una mejora del efecto estabilizante, otro incremento a 50 pg/ml, en cambio,
ya no produce ninguna mejora adicional de la estabilidad, nuevamente en
contraste con el acido acético.

Resumen de los resultados de ensayos respecto al tipo y la
cantidad del &cido requerido:

Para la estabilizacion de alprostadilo en solucién alcohdlica son
apropiados aquellos acidos que tienen un valor kPs1 mas bajo que el propio
alprostadilo, es decir, més bajo que 4.85, y que adem@s de su acidez no tienen

otras propiedades que influyen en la estabilidad.
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Para los &cidos apropiados existe una relacion entre el valor
pKsl y la cantidad o la concentracion de acido necesaria de la manera que

conforme disminuya el valor pKsl disminuye también el requerimiento de

acido.

5 De los valores de estabilidad se puede establecer la siguiente
relacion entre el valor pKsl del acido estabilizante y la concentracion de
acido necesaria por medio de una regresion exponencial:

Cmaxen puM ¢ =11.75 e(1.35* pKsl)
Cminen uM ¢ = 1.45 e¢(1.02* pKsl)

10 Estas formulas indican la concentracion de acido necesaria para
la estabilizacidon en la unidad uM (= pmol/l). Las mismas valen para acidos
organicos e inorganicos apropiados en un rango de pKsl de 0 a 4.85.

Para acidos que tienen un pKsl < 0, este se asume como 0, de lo
qgue resultan los siguientes valores constantes:

15 C max = 13.2 uM

C min =13 uM
La tabla 1, ya descrita en lo precedente, indica en pg/ml a guisa

de ejemplo concentraciones apropiadas para la estabilizacion para diferentes
acidos.
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