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Director de la Direccién de Nuevas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio
Ministerio de Comercio, Industria y Turismo

E. S. D.

Re.: Expediente No. NC2019/0002663

Solicitud de Patente PCT entrada en Fase Nacional, para: “COMPOSICIONES DE
ESTER DE COLINA DE ACIDO LIPOICO Y METODOS PARA ESTABILIZAR EN
PRODUCTOS FARMACOLOGICOS FARMACEUTICAMENTE RELEVANTES”
Solicitante: NOVARTIS AG

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domiciliada
como aparece al pie de mi firma, obrando en mi calidad de apoderada de la sociedad
solicitante del asunto citado en la referencia, en atencién a su oficio No. 7438 notificado
el 18 de mayo de 2021, me permito dar respuesta al mismo de la siguiente manera:

1. Modificacion al Titulo

El examinador ha indicado que el titulo de la solicitud no es claro, porque se desconoce
qué son los “PRODUCTOS FARMACEUTICAMENTE RELEVANTES’. Siguiendo la
recomendacion del examinador, se informa que el titulo se ha modificado para recitar:
“COMPOSICIONES DE ESTER DE COLINA DE ACIDO LIPOICO Y METODOS PARA
ESTABILIZARLAS”.

2. Modificacién a las Reivindicaciones

De acuerdo con lo establecido en el Articulo 34 de la Decision 486 y en vista de las
observaciones realizadas por el examinador, se presenta en esta oportunidad un nuevo
pliego reivindicatorio conformado por veintidds (22) reivindicaciones, en donde se han
realizado las siguientes modificaciones:

e No se incluyen las anteriores reivindicaciones 6, 13, 20, 22 y 24.

e Se incluyen las nuevas reivindicaciones 8 a 11, las cuales se encuentran
soportadas de la descripcién inicialmente presentada, asi como en las
reivindicaciones originales.
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Se modifico la anterior reivindicacion 1 a fin de:

- Eliminar las expresiones “de materia estable y biocompatible para el
tratamiento de la presbicia” y “0,003-0,010% de un conservante”.

- Especificar que las concentraciones reclamadas son en peso.

- Definir la expresion “fuente de energia bioquimica”.

Se modificd la anterior reivindicacion 2 con el propésito de recitar “donde la
ciclodextrina representa 1-20% en peso de la composicion, y en donde la
ciclodextrina comprende hidroxipropil beta ciclodextrina”.

Se modificaron las anteriores reivindicaciones 3 y 4 con el fin de reclamar que el
agente de ajuste de la tonicidad comprende “glicerol” y “cloruro de sodio”,
respectivamente.

Se modificé la anterior reivindicacion 7 a fin de divulgar “donde la fuente de
energia bioquimica comprende alanina”.

Se modifico la anterior reivindicacién 10 con el propoésito de:

- Reclamar “(...) A. moler finamente la sal farmacéutica del éster de colina del
acido lipoico, B. agregar la sal farmacéutica de éster de colina de acido lipoico
molida y los otros componentes de la composicién al agua purificada que esta
desoxigenada a menos de 5 ppm con un gas inerte para formar una mezcla de
componentes (...) D. llenar frascos oftalmicos con los componentes mezclados
y tapar los frascos (...)".

- Eliminar el término “Mylar” en la etapa E y divulgar “(...) empaquetar los frascos
oftalmicos llenos y tapados en bolsas de papel de aluminio impermeables a
gas que contienen un barredor de oxigeno y un gas inerte (...)".

- Corregir el simbolo de unidad de temperatura por “°C” y reclamar “(...)
almacenar las bolsas de papel de aluminio empaquetadas a 2—-8°C”.

Se combinaron las anteriores reivindicaciones 12y 13.

Se modificé la anterior reivindicacién 14 con el fin de ensefar “donde las bolsas
de papel de aluminio empaquetadas también contienen una capa de nitrégeno”.

Se modific6 la anterior reivindicacion 16 a fin de eliminar el término
“preferiblemente” y divulgar “donde el nivel de desoxigenacion del agua purificada
es de 2 ppm”.

Se modificd la anterior reivindicacién 23 con el propdsito de divulgar “donde las
bolsas de papel aluminio son bolsas de papel aluminio de tereftalato de polietileno
orientado biaxialmente (BoPET)”.

Las reivindicaciones restantes y sus dependencias fueron ajustadas en vista de
las modificaciones anteriores.
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En este sentido el pliego reivindicatorio ha sido modificado con el fin de aclarar la materia

reivindicada y para responder a los requerimientos elevados por su Despacho.

3. Claridad y Concisién de las Reivindicaciones

El examinador ha sefalado que la anterior reivindicacion 9 “no es clara, porque
reclama: “la composicion de las reivindicaciones1 a 5, donde la composicion esta
libre de conservantes”. No obstante, en la reivindicacion 1 se precisa que la
composicion comprende del 0.003 al 0.010% de un agente conservante (...)". En
respuesta a ello, se informa que se elimind el agente conservante como componente
en la reivindicacion 1. Adicionalmente, se incluy6 la nueva reivindicacién 8 a fin de
reclamar que la composicién “ademas comprende 0,003%-0,010% en peso de un
conservante” y se mantuvo la materia reclamada en la anterior reivindicacién 9
(nueva reivindicacioén 10).

El examinador ha alegado que la anterior reivindicacion 11 “se refiere Gnicamente a
un valor de pH, el cual es un resultado a alcanzar y no define al método, puesto que
la reivindicacion incluiria no sélo la solucién propuesta por el solicitante, sino todas
las alternativas presentes o futuras que llequen a ese resultado (...)”. En dicho
respecto, es de manifestar que si bien la materia reclamada en la reivindicacion en
mencion denota cierto “resultado o efecto a lograr”, éste esta asociado a las
caracteristicas técnicas incluidas en la reivindicacion 12, de la cual es dependiente,
y que permiten lograr dicho efecto. Por lo tanto, respetuosamente se solicita que la
objecién en cuestion sea retirada.

4. Descripcion y Figuras

En relacidén con las objeciones realizadas a la descripcion, se informa que se presenta
una nueva descripcion en la cual se han realizado las siguientes modificaciones:

- Se definieron las marcas “Mylar” y “Sofzia®” indicando que: “Mylar es un
tereftalato de polietileno orientado biaxialmente, es decir, BOPET” y “Sofzia®
es un sistema conservante de acido borico, propilenglicol, sorbitol y cloruro de
zinc”.

Con respecto al término “Mylar”, el solicitante sefiala que es un material de
lamina preferido para preparar bolsas. En la presente solicitud, “Mylar” se
menciona como “bolsa impermeable al gas”, por ejemplo en el parrafo [0117]
de la solicitud originalmente presentada. Sin embargo, el método de la nueva
reivindicacion 12 ya menciona tales “bolsas de laminas impermeables al gas”.
“Mylar” es una marca muy conocida y una persona capacitada en la técnica
sabria qué es y qué representa. “Mylar” es un tereftalato de polietileno
orientado biaxialmente, es decir, BOPET. Los BOPET son bien conocidos
desde hace mas de 50 afios y forman parte del conocimiento comun general
de una persona capacitada en la técnica. Por lo tanto, en las reivindicaciones
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se ha reemplazado el término “Mylar” con el término técnico “tereftalato de
polietileno orientado biaxialmente (BOPET)”. Se puede encontrar informacion
sobre los BoPET facilmente en Internet, por ejemplo en BoPET - Wikipedia.
De este modo, el término “Mylar” en la solicitud debe interpretarse como que
representa a los BOPET en general, ya que esta claro que todos los BoPET
son adecuados para este proposito.

- Se corrigié la numeracion de los ejemplos 18 y 19 a fin de mantener la
numeracion consecutiva.

En cuanto a la objecién realizada a los barredores de oxigeno “Oxy-Guard™” vy
“StabilOx™” que se incluian en la anterior reivindicaciéon 24, se informa que teniendo en
cuenta que dicha reivindicacion no es incluida en el nuevo capitulo reivindicatorio, se
entiende por subsanada la objecion en cuestion.

Adicionalmente, se informa que se presenta un nuevo pliego de figuras, en el cual la
Figura 6 ha sido corregida de acuerdo con las observaciones del examinador.

5. Novedad v Nivel Inventivo

De acuerdo con el oficio que se contesta, una vez consultadas las fuentes de informacion
accedidas por la Oficina de Patentes, no se encontraron documentos que anticipen el
objeto de la solicitud, tal y como se encuentra reivindicado. Por lo tanto, se entiende que
la presente invencion es tanto novedosa como inventiva en relacion con la técnica
anterior.

Teniendo en cuenta que las objeciones de claridad se han superado de acuerdo con las
modificaciones previamente mencionadas en este memorial, respetuosamente se solicita
a su Despacho otorgar la presente solicitud de patente, o si se considera que todavia
hay razones para seguir objetando esta invencién, se ruega expedir otro examen de
fondo con los debidos motivos y razones que sustenten su objecién con el fin de que
nuestro mandante tenga la posibilidad de exponer sus argumentos en contra de dichas
objeciones.

Se solicita al Despacho que en este caso acepte el nuevo pliego reivindicatorio aqui
presentado.

Dado que el capitulo reivindicatorio ha sido modificado, se anexa el comprobante de

pago de tasa oficial correspondiente a dicha modificacion. Adicionalmente, se anexa el
comprobante de pago de tasa oficial correspondiente a nuevo examen de patentabilidad.
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6. Conclusion

Teniendo en cuenta las modificaciones introducidas en esta oportunidad y los
argumentos que se presentan, es posible establecer que las reivindicaciones cumplen
con los requerimientos de la Decision 486.

7. Anexos

¢ Nuevo pliego reivindicatorio conformado por veintidds (22) reivindicaciones.

¢ Nueva descripcion.

e Nuevo pliego de figuras.

e Comprobante de pago en linea por concepto de modificacion a las
reivindicaciones

e Compobante de pago en linea por concepto de nuevo examen de patentabilidad.

Margarita Castellanos Abondano
C.C. No. 39.779.654 de Bogota
T.P.A. No. 70.819 del C.S.J.

Calle 117 No. 5A-35 - Bogota, D.C.

Teléfono: 7560770

Sefior Director,

Bogota, D.C.
MCA/magm
P5125
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REIVINDICACIONES

Una composicion que comprende 0,1-10% en peso de una sal farmacéutica
de éster de colina de acido lipoico, 1-30% en peso de una ciclodextrina, 0,1—
2% en peso de un agente de ajuste de la tonicidad, 0,1-0,5% en peso de un
agente mejorador de la viscosidad, 0,05% a alrededor de 1,0% en peso de
una fuente de energia bioquimica seleccionada a partir de un aminoacido o
derivado del mismo, un azucar o derivado del mismo y un lipido, y agua

purificada.

La composicion de la reivindicacion 1, donde la ciclodextrina representa 1-
20% en peso de la composicion, y en donde la ciclodextrina comprende
hidroxipropil beta ciclodextrina.

La composicion de la reivindicacién 1 o 2, donde el agente de ajuste de la

tonicidad comprende glicerol.

La composicion de la reivindicacion 1 o 2, donde el agente de ajuste de la

tonicidad comprende cloruro de sodio.
La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende
ademas un estabilizador seleccionado del grupo que consiste en metionina,

cisteina e histidina.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde la fuente de

energia bioquimica comprende alanina.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde la sal

farmacéutica del éster de colina del acido lipoico es un cloruro o un yoduro.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que ademas



comprende 0,003%-0,010% en peso de un conservante.

9. La composicion de la reivindicacion 8, donde el conservante comprende

cloruro de benzalconio.

10. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la

composicidn esta libre de conservantes.

11. Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde el agente

mejorador de la viscosidad comprende hidroxipropil metil celulosa (HPMC).

12.  Un método para producir la composicion farmacéutica estable vy
biocompatible de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que

comprende:
A. moler finamente la sal farmacéutica del éster de colina del acido lipoico,
B. agregar la sal farmacéutica de éster de colina de acido lipoico molida y los

otros componentes de la composicion al agua purificada que esta desoxigenada a

menos de 5 ppm con un gas inerte para formar una mezcla de componentes,

C. mezclar vigorosamente la mezcla de componentes a temperatura ambiente,
D. llenar frascos oftalmicos con los componentes mezclados y tapar los frascos,
E. empaquetar los frascos oftalmicos llenos y tapados en bolsas de papel de

aluminio impermeables a gas que contienen un barredor de oxigeno y un gas inerte,

F. almacenar las bolsas de papel de aluminio empaquetadas a 2—-8°C.

13. Elmétodo de la reivindicacion 12, donde el pH de la mezcla de componentes

se ajusta a un rango de pH de 4-5.

14.  El método de la reivindicacion 12 o 13, donde la mezcla se realiza bajo un

manto de nitrégeno o bajo aire ambiente.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, donde las bolsas de



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

papel de aluminio empaquetadas también contienen una capa de nitrogeno.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, donde la sal
farmacéutica del éster de colina del acido lipoico se muele hasta un polvo

finamente dividido de un tamafio promedio de 5 mm o menos.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, donde el nivel de

desoxigenacion del agua purificada es de 2 ppm.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17, donde la

temperatura de mezcla esta entre 20 y 25°C.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18, donde los

componentes se mezclan durante 8 horas.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 19, donde el gas inerte

es nitrogeno.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20, donde los frascos

oftdlmicos son unidades de soplado-llenado-sellado.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21, donde las bolsas de
papel aluminio son bolsas de papel aluminio de tereftalato de polietileno

orientado biaxialmente (BoPET).
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COMPOSICIONES DE ESTER DE COLINA DE ACIDO LIPOICO Y METODOS

PARA ESTABILIZARLAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en general a composiciones farmacéuticamente
compatibles que comprenden éster de colina de &cido lipoico y composiciones y
métodos especificos para estabilizar las composiciones y minimizar la irritacién del
tejido ocular cuando se aplican como gotas para los o0jos. Las composiciones de este
documento se contemplan como terapias para (sin limitacion) trastornos oculares

como presbicia, ojo seco, cataratas y degeneracion macular relacionada con la edad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El éster de colina del &cido lipoico (LACE, conforme a sus siglas en inglés) es un
derivado sintetizado quimicamente del acido R—o—lipoico.

El acido lipoico, también conocido como &cido tidctico, es un &cido graso de ocho
carbonos con una unién de disulfuro que se une a los carbonos 6 y 8 para formar un
anillo de 1,2—ditiolano. El acido forma isémeros épticos, de los cuales el isbmero R—
o—lipoico es el mas activo biologicamente.

El éster de colina de &cido lipoico (LACE, estructura quimica, ver Figura 1) se disefio
para penetrar en las membranas biolégicas con la incorporacién del grupo de cabeza
de colina catiénica. Mientras que el acido lipoico no penetra la cérnea, el derivado del
éster de colina del acido lipoico penetra la cérnea, es hidrolizado por esterasas
corneales y es transformado en el acido lipoico biolégicamente activo. LACE se ha
formulado como una solucidn oftalmica que se aplica dos veces al dia como una gota
para el ojo para tratar la presbicia.

LACE, que es un profarmaco que consiste en acido lipoico y colina, es una molécula
Unica para tratar la presbicia. El acido lipoico (LA) es el ingrediente activo, y el grupo

de cabeza de la colina sirve para ayudar a la permeabilidad en el 0jo. Los enlaces
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entre LA y la colina son hidrolizados por las esterasas en la pelicula lagrimal y la
cérnea después de que se administra la gota ocular. El &cido lipoico libre entra en el
ojo y finalmente llega al cristalino. Alli es reducido a &cido dihidrolipoico por
oxidorreductasas endogenas, que luego causan la hidrélisis de las proteinas
citosolicas dentro de las células lenticulares alargadas superficiales. Esta escision de
proteinas permite un flujo libre de citosol y la reversion de los procesos oxidativos
asociados con la rigidizacion del cristalino relacionada con la edad. Se espera que
las soluciones oftalmolégicas preparadas a partir de LACE permitan la acomodacion
y mejoren el foco de vision cercana en las personas con presbicia, la pérdida de la
acomodacion relacionada con la edad.
La presbicia es una incapacidad relacionada con la edad para enfocarse en objetos
cercanos; esta afeccion es causada por cambios fisioldégicos en la microestructura
del cristalino que producen la pérdida de flexibilidad en el autoajuste de la longitud
focal y la curvatura del cristalino para enfocar el objeto visual. Esta afeccion se
corrige con lentes correctivos. Se ha informado que el éster de colina del acido
lipoico ("LACE") (véase, por ejemplo, la Patente Estadounidense Nro. 8.410.462)
puede restaurar la vision de cerca.
En apoyo de esta afirmacion, existen estudios ex—vivo que demostraron que el
ablandamiento del cristalino se puede inducir farmacolégicamente en cristalinos de
donantes humanos utilizando el agente reductor de disulfuro proteico ditiotreitol
(DTT), y en cristalinos de ratén, con &cido lipoico.
Este mecanismo de accion permite contemplar el tratamiento de mudltiples
enfermedades y trastornos oculares. Estos trastornos son, entre otros, presbicia,
degeneracion macular relacionada con la edad, cataratas y ojo seco.
Un problema que ha hecho que la formulacion de LACE sea problemética ha sido la
propension a desestabilizarse mediante la apertura del anillo de la unién de ditiolano
para formar especies oxidadas que comprometen la actividad de la molécula. A

temperatura ambiente, LACE se degrada rapidamente en especies oxidadas (ver
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“‘Cromatograma de HPLC de solucion oftalmica de LACE con productos de
degradacion”, ver la FIGURA 2). Incluso cuando se almacena a temperaturas
refrigeradas, la oxidacion rapida se produce en el almacenamiento tan pronto como
en 1 semana, lo que comprende la utilidad de la molécula como producto
farmacolégico. Para que la solucion oftalmica de LACE (también conocida como
Solucion Oftadlmica EV06) sea utilizada en su maximo potencial como producto
farmacoldgico, fue fundamental que la formulacién acuosa se estabilizara durante el
almacenamiento y durante el uso.
Otra cuestion que desconcertd para el desarrollo farmacéutico de las soluciones
oftdlmicas de LACE fue la incidencia de la irritacion de la superficie ocular observada
in vivo en un modelo de irritacibn de conejo. La invencion detalla parametros
inesperados que causaron o contribuyeron a la irritacion ocular, y procesos para
eliminar o minimizar estos pardmetros. Estos parametros no estaban relacionados
con la composicibn de la formulacion o las propiedades de la sustancia
farmacoldgica, factores que normalmente se correlacionaban o se atribuian a la
irritacion ocular.
Las composiciones y los métodos descriptos describen formulaciones y métodos
para estabilizar las formulaciones de LACE oftalmicas a largo plazo.
También se describen descubrimientos no anticipados en cuanto a la causa de la
irritacion de las formulaciones de LACE formuladas bajo ciertas condiciones del
proceso. La causa de la irritacion se correlacion6 con la agregacion de las moléculas
de sal de LACE en el agua, como parte de las interacciones hidréfobas con las
moléculas de agua circundantes y las interacciones i6nicas con el contraanion
(cloruro o yoduro). Los parametros criticos del proceso se identificaron como factores
clave en la generacion de soluciones oftalmicas finales y confortables de cloruro de
LACE (solucion oftdlmica EV06). Para la sal de cloruro, las condiciones del proceso
final minimizaron la formaciéon de las especies de degradacion y minimizaron la

formacién de especies que se atribuyeron a la irritacion ocular.



4
Con LACE-yoduro, la simple optimizacion del proceso no generd soluciones
confortables. La especie agregada de LACE no se pudo dispersar cuando la forma
de sal era yoduro, debido a la estabilizacién de la especie agregada por el ion de
yoduro mas grande.
Una vez disuelta en una solucion acuosa, para la sal de yoduro de LACE, la
agregacion no se pudo dispersar una vez formada, y se asentd como una especie
agregada termodinamicamente que era aproximadamente 39-41% del pico de
yoduro de LACE. Se realizaron correlaciones para especies asociativas e irritacion
ocular. El segundo aspecto de la invencion es la estabilizacion de un producto
farmacolégico de yoduro de LACE mediante la generacion de complejos de inclusion
en ciclodextrinas.

BREVE SINTESIS DE LA INVENCION.,

La invencion propuesta logra dos objetivos principales: (a) generar soluciones
oftdlmicas de LACE que sean estables durante por lo menos un afio a temperaturas
de almacenamiento refrigeradas de 2-5°C, y (b) generar formulaciones (tanto LACE—
cloruro como LACE-yoduro) que no sean irritantes para el ojo.

La estructura quimica de LACE dicta dos puntos de degradacion. Uno es la apertura
del anillo de diotiolano, y el otro es la degradacién oxidativa e hidrolitica. Como se
menciond anteriormente, LACE interactia con el oxigeno para generar rapidamente
especies oxidadas. En el agua, LACE también es susceptible a la hidrélisis de la
union de éster para generar acido lipoico y colina. La tasa a la que se produce la
hidrélisis se correlaciona con la temperatura; la hidrélisis es menor a temperaturas y
pH mas bajos.

Se llevaron a cabo estudios con derivados de solucion oftalmica de LACE, también
llamada solucion oftdlmica EV06, almacenados en frascos con gotero de LDPE
(polietileno de baja densidad, conforme a sus siglas en inglés) permeable, que son
permeables a los gases. En este documento se describen métodos que los

inventores han desarrollado para minimizar la oxidacion de la solucion de LACE



compuesta durante el almacenamiento.

Ademas, los extensos estudios de compatibilidad de mezclas de excipientes con
LACE establecieron la criticidad de ciertos excipientes como factores estabilizadores,
el rol del pH en la estabilizacion de la hidrdlisis de LACE en agua, asi como el efecto
de los agentes de ajuste de osmolalidad, tales como el cloruro de sodio y glicerol. Lo
mas importante fue que el efecto estabilizador de la alanina para LACE, a diferencia
del citrato, fosfato y borato, se ha descripto en la invencién propuesta.

Mientras se buscaban las causas de la irritacion, se descubrié que LACE, cuando se
disuelve en agua, forma micelas y agregados micelares, comunes a los compuestos
que son de naturaleza anfifilica. Como definicién, los ejemplos de compuestos
formadores de micelas son fosfatidil colina, fosfatidil colina pegilada, estearato de
PEG (polietilenglicol), sorbitol, etc. Aunque el fenbmeno de formacion de micelas de
LACE no es inesperado debido a la naturaleza anfifilica de la molécula, la formacion
de estos agregados a temperaturas mas bajas fue sorprendente. La presencia de los
agregados se midi6 mediante un método RP—HPLC (cromatografia liquida de alto
rendimiento de fase inversa, conforme a sus siglas en inglés) desarrollado
internamente. La medicion se podria realizar tanto con HPLC-UV (cromatografia
liguida de alto rendimiento con detector de UV, conforme a sus siglas en inglés)
como con HPLC-ELSD (cromatografia liquida de alto rendimiento con detector de
diseminacién de luz evaporativa, conforme a sus siglas en inglés). Tanto las sales de
cloruro como de yoduro de LACE forman agregados micelares en soluciones
acuosas, aunque el yoduro de LACE forma agregados mas estables en agua, debido
a la interaccion mas fuerte del contraién de yoduro y la molécula de LACE catidnica.
La concentracion de equilibrio de los agregados de yoduro LACE es de 39-41% del
pico de API. En comparacion, la concentracion de equilibrio de cloruro de LACE es

<1%, después de la dispersién con agitacion.

A. CLORURO DE LACE EN SOLUCIONES ACUOSAS.
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Las soluciones acuosas de cloruro de LACE formaron estructuras de tipo gel a
temperaturas refrigeradas (2-5°C). También se espera que el numero y la
agregacion de estos conjuntos micelares aumenten con el aumento de la
concentracion del farmaco formador de micelas. Los inventores han correlacionado
la extensién de la agregacién micelar de LACE con la irritacién de la superficie
ocular, un resultado inesperado y sorprendente, ya que los vehiculos micelares a
menudo se contemplan como sistemas de suministro de farmacos para compuestos
insolubles. Por lo tanto, esta es la primera explicacion de irritacion correlacionada
con los agregados micelares. Una vez descubierto, este fendomeno debia
minimizarse mediante métodos de composicibn para correlacionarse con la
comodidad.

La formacion de agregados micelares parecia estar correlacionada con la
temperatura de la composicion (FIGURA 4). La formacion de autoensamblajes es un
fendmeno termodindmico, correlacionado con una reduccién eficiente de la energia
libre de superficie para lograr un estado de energia minimizado. Cuando LACE se
combind en agua a una temperatura mas baja (5°C), se formaron agregados que
tenian una consistencia de tipo gel. Las composiciones formuladas a temperaturas
refrigeradas fueron extremadamente irritantes para el ojo. El estado agregado podria
cuantificarse mediante un método de RP-HPLC (ver el cromatograma que se
muestra en las FIGURAS 12A-12B). Una serie de experimentos de investigacion
demostré la no presencia de polimeros u oligdbmeros, cuando se midi6 mediante
cromatografia de exclusiébn por tamafio (SEC, conforme a sus siglas en inglés)
exhaustiva. Otras investigaciones evaluaron la irritacion ocular como una funcion de
los procesos realizados en presencia de aire ambiente o en presencia de nitrégeno.
No hubo correlacion de irritacion con el aire o el nitrdgeno. Ambos fueron igualmente
confortables cuando se formularon a temperatura ambiente, aunque los productos de
degradacion fueron superiores en presencia de aire. Cuando LACE se combiné a

temperatura ambiente, la agregacion micelar fue menor segun lo cuantificado por el
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método de HPLC. LACE combinado a temperatura ambiente generd soluciones que
eran confortables y no irritantes.
Tampoco se anticipoé el "desenredo” de los agregados micelares. Los agregados
formados en las composiciones acuosas de LACE se podrian "desenredar”, ya que
las soluciones se dejaron equilibrar en la mesa de trabajo a temperatura ambiente,
segun lo medido por HPLC. Experimentos adicionales mostraron que la mezcla
vigorosa logr6 la desagregacion. Por lo tanto, se demostré que estas especies no
eran especies permanentes con uniones covalentes, sino mas bien un
autoensamblaje de agregados de LACE que parecia tener una menor concentracion
a temperatura ambiente, en comparacién con los 5°C. Las soluciones acuosas de
LACE, cuando se congelan, forman una consistencia fibrosa. Estas soluciones,
cuando se llevaron a temperatura ambiente y se almacenaron a esta temperatura, se
vieron como soluciones homogéneas nuevamente, lo que dio aiun mas crédito al
concepto de dependencia de la temperatura del autoensamblaje.
Sin embargo, una vez compuestas, las soluciones de LACE libres de agregados
pudieron almacenarse en condiciones refrigeradas para minimizar la degradacion
oxidativa e hidrolitica. Se establecié a través de estudios de estabilidad que la
temperatura de almacenamiento ideal de LACE es de 2-5°C, para minimizar los
eventos de degradacion.
Se determind que las condiciones ideales de composicién estaban a temperatura
ambiente (22—25°C), a fin de producir la solucion menos irritante, y se determiné que
la condicion ideal de almacenamiento era entre 2-5°C, para lograr una solucion
oftdlmica estable y confortable de LACE para la presbicia.
A fin de ayudar adicionalmente a la estabilizacion de soluciones oftalmicas
preparadas a partir de LACE, se colocaron paquetes de barredores de oxigeno en
bolsas Mylar impermeables con las botellas oftdlmicas de LDPE para evitar la
degradacion inducida por la oxidacion. Los extensos estudios de estabilidad

demostraron el logro de la estabilidad de un afio de soluciones oftdlmicas EVO06.
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Mylar es un tereftalato de polietileno orientado biaxialmente, es decir, BOPET.
También se describen en esta invencion propuesta formas de realizacién de diversas
composiciones que estabilizan el LACE, que incluyen otros tipos de preparaciones
acuosas que incluyen liposomas, emulsiones compuestas para el proposito principal
de estabilizacion del farmaco.

B. YODURO DE LACE EN SOLUCIONES ACUQOSAS.

El yoduro LACE en soluciones acuosas forma agregados micelares (al igual que el
cloruro de LACE) que causan irritacion en el tejido ocular. Los experimentos a
continuacion describen algunos de los métodos de formulacion para interrumpir la
micelizacion.

En los experimentos en los que o bien se afiadio cloruro de sodio a una formulacion
de yoduro de LACE existente, o se utilizé una solucion que contenia cloruro de sodio
para disolver el APl (ingrediente farmacéutico activo, conforme a sus siglas en
inglés) de yoduro LACE, el pico de "especies asociativas" no se redujo
significativamente.

En experimentos en los que se utilizdé un cosolvente tal como etanol o propilenglicol
para suspender el API antes de la adicion de un vehiculo acuoso, hubo una
reduccion muy significativa en el porcentaje de especies asociativas. La adicion de
un solvente organico a una formulacién existente también disminuyd el pico de
especies asociativas, en menor medida.

Estos resultados apuntan a estrategias de formulacién que puedan interferir con la
interaccion hidréfoba entre las moléculas de LACE como un medio para controlar las

especies asociativas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIGURA 1 ilustra la estructura quimica del éster de colina del &cido lipoico
(LACE).

La FIGURA 2 ilustra gréaficos de especies micelares de LACE a los 8,1 minutos, a 1,
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3y 4 horas de la mezcla de la Formulacion KW-LACE-01-86-2.
La FIGURA 3 ilustra gréaficos de especies micelares de LACE a los 8,1 minutos, a las
6, 8 y 24 horas de la mezclar de la Formulacién KW-LACE-01-86-2.
La FIGURA 4 es un grafico que ilustra que las especies de LACE micelares son mas
altas cuando se mezclan a temperaturas refrigeradas.
La FIGURA 5 es un grafico que ilustra que las concentraciones altas de LACE
micelar (indicadas por un pico grande entre 7,9 y 8,5 minutos en la traza de HPLC)
se correlacionan con el cloruro de LACE aglomerado.
La Figura 5B es un gréfico que ilustra que una concentracion de LACE micelar
inferior se correlaciona con el cloruro de LACE no aglomerado.
La FIGURA 6 es un gréfico que ilustra el efecto de la alanina en funcion del pH.
La Figura 7 es un gréfico que ilustra la estabilidad de formulaciones libres de BAC y
libres de glicerol.
La FIGURA 8 es un gréfico que ilustra la estabilidad de formulaciones que contienen
sulfito.
La FIGURA 9 es un gréfico que ilustra la estabilidad de las composiciones LACE
libres de BAC.
La Figura 10 es un grafico que ilustra la estabilidad de las composiciones LACE
libres de glicerol.
La Figura 11 es un gréfico que ilustra el efecto de composiciones tamponadas sobre
la estabilidad de LACE.
La FIGURA 12A es un grafico que ilustra la correlacion de la puntuacion de irritacion
(en un modelo de irritaciébn de conejo) con el % de especies micelares de LACE
medido por HPLC-UV.
La FIGURA 12B es un grafico que ilustra la correlacion de la puntuacion de irritacion
(en un modelo de irritacibn de conejo) con el % de especies micelares de LACE
medido por HPLC-ELSD.

La Figura 12C es una curva tipica de glicerol.
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La FIGURA 13A es un grafico de HPLC de FK-LACE-02-15, 1,92% de yoduro de
LACE (Lote 092309), con 1,8% de NaCl agregado (T = 0 horas).
La FIGURA 13B es un gréafico de HPLC de FK-LACE-02-15, 1,92% de yoduro de
LACE (Lote 092309), con 1,8% de NaCl agregado (T = 4 horas).
La FIGURA 13C es un gréfico de HPLC de yoduro de LACE (lote 011510), disuelto
en un tampén de pH 4,5 con 1,8% de NaCl.
La FIGURA 14 es un grafico de HPLC de yoduro de LACE (lote 011510), disuelto en
etanol al 78%.
La FIGURA 15 es un grafico de HPLC de yoduro de LACE (Lote 011510), disuelto en
propilenglicol al 10%.
La FIGURA 16 es un grafico de HPLC de yoduro de LACE formulado en sulfobutil
éter ciclodextrina.
La FIGURA 17 es un grafico de HPLC de yoduro de LACE formulado con
polipropilenglicol para interrumpir la micelizacion.
La FIGURA 18 es un gréafico que ilustra el efecto de HP—B—CD sobre la oxidacion de
yoduro de LACE.
La FIGURA 19 es un grafico que ilustra el efecto de HP-B—CD sobre las impurezas
totales de yoduro de LACE.
La FIGURA 20 es un gréfico que compara la formulacién original de cloruro de LACE
y yoduro de LACE HP-B-CD.
La FIGURA 21 es un calculo de la energia de activacion de la formacién de especies
oxidadas (yoduro de LACE/HP-B-CD frente a cloruro de LACE formulacién sin HP—
B-CD).
La FIGURA 22 es un célculo de la energia de activacion de la formacion de acido
lipoico (yoduro de LACE/HP—B—CD frente a cloruro de LACE formulacion sin HP—B—
CD).
La FIGURA 23 es una célula de Franz para estudios de permeabilidad de la cornea.

La FIGURA 24 es una permeabilidad del &cido lipoico en el Estudio 1 (Cérneas 1-3:
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1,92% LACE-I con 7,4% HP-B-CD; Cérneas 4-6: 1,5% LACE-CI, sin HP—B—CD).
La FIGURA 25 es un gréafico que muestra la permeacion de LACE en el Estudio 1.
La FIGURA 26 es un gréafico que muestra la permeacion de LACE en el Estudio 2
La FIGURA 27 es un grafico que ilustra el acido lipoico extraido de las corneas en el
Estudio 2 (Corneas 1-3: formulacién de yoduro de LACE al 3,0%; Corneas 4-6:
formulacién de yoduro de LACE al 4,5%).
La FIGURA 28 es un gréafico que muestra la permeacion de LACE en el Estudio 3.
La FIGURA 29 es un grafico que ilustra el acido lipoico extraido de las coérneas en el
Estudio 3 (Coérneas 1-3: formulacion de yoduro de LACE/HP-B-CD al 3,0%;
Cérneas 4—6: formulacién de yoduro de LACE/sin HP-B-CD al 4,5%).
La FIGURA 30 es un gréafico que muestra la permeacion de LACE en el Estudio 4.
La FIGURA 31 es un grafico que ilustra el acido lipoico extraido de las corneas en el
Estudio 4 (Coérneas 1-3: formulacion de yoduro de LACE/HP-B-CD al 1,92%;
Cérneas 4—6: formulacién de yoduro de LACE/sin HP-B-CD al 1,92%).
La FIGURA 32 es un gréfico que ilustra el cambio a lo largo del tiempo en el
porcentaje de area de las especies asociativas en funcién de la cantidad de HP—B-
CD en la formulacién [expresada como equivalencia molar (M. E) en relacion con un

mol de LACE].

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A. DEFINICIONES DE TERMINOS.

Se entiende que el término "EV06", "LACE" o "éster de colina del 4cido lipoico" tiene
la siguiente estructura quimica como se muestra en la Figura 1.

Como se usa en este documento, las formulaciones de LACE se refieren a
formulaciones de éster de colina de acido lipoico. Por ejemplo, la formulacion de
1,5% de cloruro de LACE se refiere a una formulacion que tiene 1,5% de cloruro de
éster de colina de &cido lipoico en peso de la formulacion. Alternativamente, la

solucién oftalmica de EV06, 1,5%, se refiere a una formulacion comprendida de 1,5%
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de sal de cloruro de éster de colina de acido lipoico. Yoduro de LACE al 3% se
refiere a una solucion que esta comprendida de 3% de yoduro de LACE en peso de
la formulacion.
Como se usa en este documento, un "derivado" del éster de colina del &cido lipoico
se entiende como cualquier compuesto 0 una mezcla de compuestos, excluyendo el
acido lipoico y la colina, formados a partir de la reaccion del éster de colina del &cido
lipoico con un excipiente farmacéutico no acuoso.
Como se usa en el presente documento, el término "autoensamblaje” denota un
ensamblaje termodindmico de moléculas para lograr el estado de energia mas
estable. Un ejemplo de autoensamblaje son las micelas formadas en agua,
tipicamente formadas por moléculas con un componente hidréfobo y un componente
hidrofilo. EI componente hidréfilo de la molécula se encuentra en la superficie de las
micelas, mientras que el interior contiene las partes hidrofobas; para LACE, el grupo
de cabeza de colina esté sobre la superficie de la micela.
A menos que se indique especificamente 0 sea obvio en el contexto, como se usa en
el presente documento, el término "excipiente" se refiere a un excipiente
farmacéuticamente aceptable.
El término "tratar" se refiere a administrar una terapia en una cantidad, manera o
modo efectivo para mejorar una afeccion, un sintoma o parametro asociado con una
enfermedad o con un trastorno.
El término "prevenir" se refiere a impedir que un paciente contraiga un trastorno,
hacer que un paciente permanezca libre de un trastorno durante un periodo de
tiempo mas largo, o detener la progresién de un trastorno, o bien hasta un grado
estadisticamente significativo, o hasta un grado detectable para el experto en la
técnica.
El término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a aquella cantidad de un
ingrediente activo (por ejemplo, LACE o sus derivados), que logra la prevencion o el

retraso de la aparicién, o el alivio de los sintomas, de una enfermedad o un trastorno
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ocular (por ejemplo, presbicia) en un sujeto, o la obtencién de un resultado bioldgico
deseado, como una amplitud acomodativa mejorada u otro parametro adecuado que
indique el estado de la enfermedad.

Como se usa en el presente documento, el término "estabilidad en almacenamiento”
0 "estable en almacenamiento" se entiende como un caracter o una caracterizacion
de una composicién o de un ingrediente activo (por ejemplo, LACE o sus derivados)
gue permanece sustancialmente sin cambios durante el almacenamiento. Se
conocen métodos para determinar dicha estabilidad en almacenamiento; por
ejemplo, la estabilidad en almacenamiento puede medirse por HPLC para determinar
el porcentaje de la composicién o del ingrediente activo (por ejemplo, éster de colina
de &cido lipoico) que permanece o que ha sido degradado en una formulacién
después del almacenamiento de la formulacion durante un cierto periodo de tiempo.
Por ejemplo, la composicion farmacéutica estable al almacenamiento puede referirse
a una composicion, que después de almacenarse segun el estandar farmacéutico
(ICH), tiene por lo menos el 90% (por ejemplo, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, o mas del 99%) del ingrediente activo (por ejemplo, éster de colina
del acido lipoico) presente en la composicion, segun se mide por HPLC.

Como se usa en este documento, el término "tiempo de retencién relativo" o "RRT"
de un compuesto se puede calcular utilizando la ecuacién "RRT = (t2 — to)/(t1 — to)",
donde to = tiempo vacio, t1 = tiempo de retencion del éster de colina del acido lipoico,
y t2 = tiempo de retencion del compuesto, medido por HPLC.

El término "sujeto” como se usa en el presente documento generalmente se refiere a
un animal (por ejemplo, una mascota) o un ser humano, incluido un humano sano o
un paciente con ciertas enfermedades o trastornos (por ejemplo, presbicia).

COMPOSICIONES DE LACE Y FORMAS DE REALIZACION

Como se describe en el presente documento, la invencion propuesta proporciona
formas de realizacion de composiciones farmacéuticas que comprenden cantidades

terapéuticamente eficaces de éster de colina del acido lipoico, excipientes, tampones
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y condiciones que son compatibles, y métodos y procesos que producen soluciones
biocompatibles (no irritantes) y estables adecuadas como gotas oculares oftalmicas.
La concentracion de éster de colina del &cido lipoico o sus derivados en la
composicién farmacéutica puede ser cualquier concentracién de 0,01-0,1%, 0,1% a
10% (por ejemplo, 0,1%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, o cualquier
rango sobre la base de estos valores numéricos especificados), en peso de la
composicion. En algunas formas de realizacion, la concentracion del éster de colina
del &cido lipoico en la composicidén farmacéutica es del 1%. En algunas formas de
realizacion, la concentracion del éster de colina del acido lipoico en la composicion
farmacéutica es del 3%. En algunas formas de realizacién, la concentracion del éster
de colina del acido lipoico en la composicion farmacéutica es del 4%. El rango
preferido de LACE en la composicion es 1-3%. Dentro de este rango, el rango de
composicion preferido es 1,5-5%. La forma de sal de LACE puede ser yoduro o
cloruro.
En otra forma de realizacion, las composiciones eficaces en la invencion propuesta
son formulaciones acuosas que contienen LACE (cloruro o yoduro), y alanina, donde
la alanina esta en concentraciones entre 0,1-0,5%, 0,5% —1%, 1% —1,5%, 1,5%—3%,
1,5-5%. Dentro de este rango, la composicién preferida es alanina al 0,5% y LACE al
1,5%. Otra forma de realizacion preferida es 0,5% de alanina y 1,5-4% de yoduro de
LACE o cloruro de LACE.
En una forma de realizacion preferida, la forma eficaz de la sal de LACE vy la
composicion que contiene alanina contiene cloruro de benzalconio como conservante
en concentraciones entre 30—150 ppm.
En otra forma de realizacion, la forma eficaz de sal de LACE y la composicién del
producto farmacoldgico que contiene alanina no contiene conservante.
En otra forma de realizacion, otros conservantes tales como policuartenio,
polihexametileno Biguanida (PHMB), Sofzia se incluyen en la formulacion acuosa de

LACE como conservantes en concentraciones aprobadas por la FDA (Administracion
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de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos) para uso humano. Otros
conservantes pueden ser 2—fenil etanol, acido boérico, edetato disoddico. Sofzia® es
un sistema conservante de acido bérico, propilenglicol, sorbitol y cloruro de zinc.
Debido a que las soluciones micelares autoensambladas de sal de LACE disuelta en
agua en altas concentraciones pueden demostrar alguna irritacion, un método para
producir soluciones biocompatibles puede ser la encapsulacion en liposomas. En
este caso, LACE estara contenido en el interior de los liposomas. Los liposomas son
generalmente biocompatibles con la superficie ocular. En otro ejemplo, la sal de
LACE se encapsula formando complejos con una ciclodextrina, tal como la
ciclodextrina de sulfobutiléter o la ciclodextrina de hidroxipropil beta.
En otra forma de realizacion, la composicion farmacéutica tiene glicerol en
concentraciones de 0,1%-10%. En una forma de realizacion preferida, la
composicion tiene una concentracion de glicerol de 0,1-5%.
En algunas formas de realizacion, el conservante es cloruro de benzalconio, y la
fuente de energia bioguimica es alanina. En algunas formas de realizacion, el éster
de colina del acido lipoico tiene un contraion seleccionado del grupo que consiste en
cloruro, bromuro, yoduro, sulfato, metanosulfonato, nitrato, maleato, acetato, citrato,
fumarato, hidrégeno fumarato, tartrato (por ejemplo, (+)-tartrato, (—)—tartrato, o una
mezcla de los anteriores), bitartrato, succinato, benzoato y aniones de un aminoacido
tal como &cido glutadmico.
El agente tampon adecuado puede ser cualquiera de los conocidos en la técnica que
pueden lograr un pH deseado (por ejemplo, descripto en el presente documento)
para la composicion farmacéutica. Los ejemplos no limitativos incluyen tampones de
fosfato (por ejemplo, monohidrato monobaésico de fosfato de sodio, fosfato de sodio
dibasico anhidro), tampon de acetato, tampdn de citrato, tampones de borato y
HBSS (solucion salina equilibrada de Hank). Las cantidades adecuadas de un
agente tampon pueden calcularse facilmente sobre la base de un pH deseado. En

cualquiera de las formas de realizacién descriptas en el presente documento, el
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agente tampdn esta en una cantidad que es aceptable como un producto oftalmico.
Sin embargo, en algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica no
incluye un agente tampon. En algunas formas de realizacion, el pH de la solucion
acuosa o de la composicion farmacéutica final se ajusta con un acido (por ejemplo,
acido clorhidrico) o una base (por ejemplo, hidréxido de sodio) al rango de pH
deseado (por ejemplo, como se describe aqui).
En otras formas de realizacion, el sistema de tampon podria seleccionarse de
tampones de borato, tampones de fosfato, tampones de calcio y combinaciones y
mezclas de los anteriores. En la forma de realizacion preferida, el tampén es un
tampon de aminoacido. En otra forma de realizacion preferida, el tampén de
aminoécido comprende alanina.
En algunas formas de realizacion, el éster de colina del acido lipoico tiene un
contraion seleccionado del grupo que consiste en cloruro, bromuro, yoduro, sulfato,
metanosulfonato, nitrato, maleato, acetato, citrato, fumarato, hidrégeno fumarato,
tartrato (por ejemplo, (+)-tartrato, (—)—tartrato, o una mezcla de los anteriores),
succinato, benzoato y aniones de un aminoécido tal como el acido glutdmico. Otros
contraiones son el estearato, el propionato y el furoato.
En algunas formas de realizacion, la formulacion oftalmica tiene un pH de 4 a 8. En
algunas formas de realizacion, la formulacion oftalmica tiene un pH de 4,5. En
algunas formas de realizacion, la formulacion oftdlmica comprende por lo menos un
ingrediente seleccionado del grupo que consiste en una fuente de energia
bioguimicamente aceptable, un conservante, un agente tampon, un agente para la
tonicidad, un surfactante, un agente modificador de la viscosidad y un antioxidante.
En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica contiene un
antioxidante. En algunas formas de realizacion preferidas, el antioxidante comprende
ascorbato. En otra forma de realizacion preferida, el antioxidante contiene glutation.
El antioxidante adecuado puede ser cualquiera de los conocidos en la técnica. Los

ejemplos no limitativos incluyen acido ascorbico, estearato de &cido L—ascorbico,
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alfatioglicerol, acido etilendiaminatetraacético, acido eritérbico, clorhidrato de
cisteina, N-acetilcisteina, L—carnitina, acido citrico, acetato de tocoferol,
dicloroisocianurato de potasio, dibutilhidroxitolueno, 2,6—di— t—butil-4—metilfenol,
lecitina de soja, tioglicolato de sodio, tiomalato de sodio, vitamina E natural, tocoferol,
pastiminato de ascorbilo, pirosulfito de sodio, butilhidroxianisol, 1,3—butilenglicol,
pentaeritritil tetrakis [3—(3,5—di—t—butil-4—hidroxifenil)]propionato, galato de propilo,
2—mercaptobencimidazol y sulfato de oxiquinolina. La cantidad adecuada de
antioxidante puede estar en el rango de 0,1% a 5% (por ejemplo, 0,1%, 0,5%, 1%,
2%, 3%, 4%, 5%, o cualquier rango sobre la base de estos valores numéricos
especificados) en peso de la composicidn. En cualquiera de las formas de realizacion
descriptas en el presente documento, el antioxidante estd en una cantidad que es
oftdlmicamente aceptable.
En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica se prepara mediante
la combinacion en un entorno inerte, tal como nitrégeno de alta pureza o argén. En
una forma de realizacion preferida, la composicion farmacéutica se combina en un
entorno de nitrdgeno con menos de 2 ppm de oxigeno.
En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica se prepara por
combinacion a temperaturas entre 20-25°C.
En una forma de realizacion preferida, la molécula sdélida de LACE se tritura hasta un
polvo fino. Preferiblemente, la molécula sdélida de LACE se tritura hasta un polvo sin
aglomeraciones. En una forma de realizacion, el tamafio de particula seré inferior a
500 micrones. En otra forma de realizacion preferida, el tamafio de particula sera
inferior a 100 micrones.
En una forma de realizacion preferida, la composiciéon farmacéutica se prepara
mediante la desaireacion inicial de la solucibn acuosa mantenida a temperatura
ambiente (20-25°C), luego, la disolucién de los excipientes en la solucién, seguido
de la adicién lenta de LACE sdlido en partes bajo una disoluciéon vigorosa bajo

rociado lento de nitrégeno.
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En una forma de realizacién, la composicién farmacéutica se agita vigorosamente
durante 4 horas a 24 horas. En una forma de realizacion preferida, la composiciéon
farmacéutica se agita vigorosamente de 4 a 8 horas. En otra forma de realizacidén
preferida, la composicion farmacéutica se agita vigorosamente durante 8 horas.
La composicion farmacéutica preparada por cualquiera de los métodos puede tener
una estabilidad en almacenamiento de por lo menos 3 meses (por ejemplo, 3 meses,
6 meses, 9 meses, 1 afio 0 mas de 1 afio).
La composicién farmacéutica también puede tener perfiles favorables de degradante
relacionado con el farmaco (por ejemplo, impurezas totales relacionadas con el
farmaco, o la cantidad de una impureza relacionada con el farmaco especifico)
después del almacenamiento a 5°C durante un cierto periodo de tiempo. Se conocen
herramientas analiticas (por ejemplo, HPLC) para medir la cantidad de degradante
relacionado con el farmaco en una formulacion.
Una fuente de energia bioguimicamente aceptable adecuada puede ser cualquiera
de las conocidas en la técnica. Por ejemplo, la fuente de energia bioguimicamente
aceptable puede ser cualquiera de las que pueden facilitar la reduccién al participar
como un intermediario de las vias metabdlicas de energia, en particular, la via
metabdlica de la glucosa. Ejemplos no limitativos de fuentes de energia
bioguimicamente aceptables adecuadas incluye aminoacidos o sus derivados (por
ejemplo, alanina, glicina, valina, leucina, isoleucina, 2—oxoglutarato, glutamato y
glutamina, etc.), un azlcar o sus metabolitos (por ejemplo, glucosa, glucosa—6—
fosfato (G6P)), piruvato (p. €j., piruvato de etilo), lactosa, lactato o sus derivados), un
lipido (p. ej., un &cido graso o sus derivados, como mono—, di— y tri-glicéridos y
fosfolipidos), y otros (por ejemplo, NADH). La cantidad adecuada de una fuente de
energia bioquimicamente aceptable puede estar en el rango de 0,01% a 5% (por
ejemplo, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, o cualquier rango sobre la
base de estos valores numéricos especificados) en peso de la composicién. En

algunas formas de realizacion, la fuente de energia bioquimica es piruvato de etilo.



19

En algunas formas de realizacion, la fuente de energia bioquimica es alanina. En
algunas formas de realizacién, la cantidad de piruvato de etilo o alanina esta en el
rango de 0,05% a 5% (por ejemplo, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%,
5%), o cualquier rango sobre la base de estos valores numéricos especificados) en
peso de la composicion. En algunas formas de realizacion, la cantidad de alanina es
del 0,5% en peso de la composicion. En cualquiera de las formas de realizacion
descriptas en el presente documento, la fuente de energia bioquimicamente
aceptable estd en una cantidad que es oftadlmicamente aceptable.

Los conservantes adecuados pueden ser cualquiera de los conocidos en la técnica.
Los ejemplos no limitativos incluyen cloruro de benzalconio (BAC), cetrimonio,
clorobutanol, edetato disodico (EDTA), policuaternio—1 (Polyquad®),
polihexametileno biguanida (PHMB), complejo de oxicloro estabilizado (PURITE®),
perborato de sodio y Sofzia®. La cantidad adecuada de un conservante en la
composicién farmacéutica puede estar en el rango de 0,005% a 0,1% (por ejemplo,
0,005, 0,01, 0,02%, 0,05%, 0,1%, o cualquier rango sobre la base de estos valores
numéricos especificados) en peso de la composicion. En algunas formas de
realizacion, el conservante es cloruro de benzalconio. En algunas formas de
realizacion, el cloruro de benzalconio esta en una cantidad de 0,003% a 0,1% (por
ejemplo, 0,003, 0,01, 0,02%, 0,05%, 0,1%, o cualquier rango sobre la base de estos
estos valores numéricos especificados) en peso de la composicion. En algunas
formas de realizacion, el cloruro de benzalconio esta en la cantidad de 0,01% en
peso de la composicion. En cualquiera de las formas de realizacion descriptas en el
presente documento, el conservante esta en una cantidad que es oftalmicamente
aceptable. En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica esta libre
de conservante.

Los agentes para la tonicidad adecuados pueden ser cualquiera de los conocidos en
la técnica. Los ejemplos no limitativos incluyen cloruro de sodio, cloruro de potasio,

manitol, dextrosa, glicerol, propilenglicol y sus mezclas. La cantidad adecuada de
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agente para la tonicidad en la composicién farmacéutica es cualquier cantidad que
pueda lograr una osmolalidad de 200-460 mOsm (por ejemplo, 260-360 mOsm, o
260-320 mOsm). En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica es
una composicion isoténica. En algunas formas de realizacion, la cantidad de agente
para la tonicidad (por ejemplo, cloruro de sodio) es de 0,1% a 5% (por ejemplo,
0,1%, 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, o cualquier rango sobre la base de estos valores
numeéricos especificados) en peso de la composicion. En cualquiera de las formas de
realizacion descriptas en el presente documento, el agente para la tonicidad esté en
una cantidad que es oftalmicamente aceptable.

El surfactante adecuado puede ser cualquiera de los conocidos en la técnica, que
incluyen los surfactantes idnicos y surfactantes no ionicos. Ejemplos no limitativos de
surfactantes no idnicos utiles incluyen ésteres grasos de polioxietileno (por ejemplo,
polisorbato 80 [poli(oxietileno)sorbitano monooleato], polisorbato 60
[poli(oxietileno)sorbitano monoestearato], polisorbato 40 [poli(oxietileno)sorbitano
monopalmitato],  poli(oxietileno)sorbitano  monolaurato, poli(oxietileno)sorbitano
trioleato, o polisorbato 65 [poli(oxietileno)sorbitano triestearato]), aceites de ricino
hidrogenados de polioxietileno (por ejemplo, aceite de ricino hidrogenado de
polioxietileno 10, aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno 40, aceite de ricino
hidrogenado de polioxietileno 50, o aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno 60),
polioxietilieno  polioxipropileno  glicoles (por ejemplo, polioxietileno (160)
polioxipropileno (30) glicol [Pluronic F681], polioxietileno (42) polioxipropileno (67)
glicol [Pluronic P123], polioxietileno (54) polioxipropileno (39) glicol [Pluronic P85],
polioxietileno (196) polioxipropileno (67) glicol [Pluronic F1271], o polioxietileno (20)
polioxipropileno (20) glicol [Pluronic L—441]), polioxil 40 estearato, ésteres grasos
de sacarosa, y una de sus combinaciones. En algunas formas de realizacion, el
surfactante es polisorbato 80. La cantidad adecuada de surfactante en la
composicion farmacéutica puede estar en el rango de 0,01% a 5% (por ejemplo,

0,05, 0,1, 0,2%, 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, o cualquier rango sobre la base de
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estos valores numéricos especificados) en peso de la composicién. En algunas
formas de realizacion, el surfactante es polisorbato 80, y la cantidad de polisorbato
80 esta en el rango de 0,05% a 5% (por ejemplo, 0,05, 0,1, 0,2%, 0,5%, 1%, 2%,
3%, 4%, 5%, o cualquier rango sobre la base de estos valores numéricos
especificados) en peso de la composicién. En algunas formas de realizacién, la
cantidad de polisorbato 80 es 0,5% en peso de la composicién. En cualquiera de
las formas de realizacion que se describen en la presente solicitud el surfactante se
presenta en una cantidad que es oftdlmicamente aceptable. Sin embargo, en algunas
formas de realizacion, la composicion farmacéutica esta libre de surfactante.
El agente modificador de la viscosidad adecuado puede ser cualquiera de los
conocidos en la técnica. Ejemplos no limitativos incluyen geles de carbopol, agentes
celulésicos (por ejemplo, hidroxipropil metilcelulosa), policarbdfilo, polivinil alcohol,
dextrano, gelatina, glicerol, polietilenglicol, poloxamero 407, polivinil alcohol y
polivinil pirrolidona y sus mezclas. La cantidad adecuada de agente modificador de la
viscosidad puede encontrarse en el rango de 0,1% a 5% (por ejemplo, 0,1%, 0,5%,
1%, 2%, 3%, 4%, 5%, o cualquier rango sobre la base de estos valores numéricos
especificados) en peso de la composicion. En cualquiera de las formas de
realizacion que se describen en esta solicitud, el agente modificador de la viscosidad
se presenta en una cantidad que es oftdlmicamente aceptable. En algunas formas
de realizacion, la composicién farmacéutica esté libre de un agente modificador de la
viscosidad (por ejemplo, un agente modificador de la viscosidad polimérico tal como
hidroxipropil metilcelulosa).
En algunas formas de realizacion, la composicién farmacéutica se caracteriza por
uno o mas de los siguientes:
(@) tener una concentracion de la sal de éster de colina de acido lipoico de 0,1%
a 10% (por ejemplo, 0,1%, 1,0%, 1,5%, 3%, 4%, 5%, o cualquier rango entre los
valores numéricos especificados) en peso de la composicion;

(b) tener una concentracibn de un conservante (por ejemplo, cloruro de
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benzalconio) de 0,003% a 0,1% (por ejemplo, 0,01%) en peso de la composicion;
(©) tener una fuente de energia bioquimica (por ejemplo, alanina) de 0,1% a 5%
(por ejemplo, 0,5%) en peso de la composicion; y
(d)  tener una concentracion de glicerol de 0,5% a 5% (por ejemplo, 2,7%) en
peso de la composicion;
(e) tener una concentracion de hidroxipropil beta ciclodextrina de 1% a 20% en
peso de la composicion;
) tener una concentracion de hidroxipropil metil celulosa (HPMC) de 0,1-0,5%
en peso de la composicion.
En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica consiste
esencialmente en 1-3% en peso de glicerol, 0,5% en peso de alanina, 0,005-0,01%
en peso de cloruro de benzalconio, 1-3% en peso de éster de colina de acido
lipoico, y agua, donde el pH de la composicién farmacéutica es 4,3 a 4,7.
En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica consiste
esencialmente en 1-3% en peos de glicerol, 0,5% en peso de alanina, 1-30% de
hidroxipropil beta ciclodextrina, 0,005-0,01% en peso de cloruro de benzalconio, 1-
3% en peso de una sal farmacéutica de éster de colina de acido lipoico, y agua,
donde el pH de la composicion farmacéutica es 4,3 a 4,7.
En otra forma de realizacion, la forma de sal farmacéutica de éster de colina de
acido lipoico es un cloruro.
En otra forma de realizacion, la forma de sal farmacéutica de éster de colina de
acido lipoico es un yoduro.
En otra forma de realizacion, la forma de sal farmacéutica de éster de colina de
acido lipoico se encuentra en el grupo, sin limitacién, de cloruro, bromuro, yoduro,
mesilato, fosfato, tosilato, estearato, metanosulfonato.
En otra forma de realizacion, el agente mejorador de la viscosidad es metil celulosa,
hidroxipropil metil celulosa, polivinil alcohol, polivinil pirrolidona.

En una forma de realizacion preferida, el agente mejorador de la viscosidad preferido
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es hidroxipropil metil celulosa en concentraciones de 0,1-0,5%.
En otra forma de realizacion, se agrega un antioxidante a fin de estabilizar LACE.
Los antioxidantes adecuados pueden ser ascorbatos, glutation, histidina, metionina,
cisteina.
En otra forma de realizacion, el pH de la composicion es entre 4 y 5.
En una forma de realizacién, la composicion oftalmica se dosifica a cada ojo del
sujeto una vez por dia, dos veces por dia, tres veces por dia y cuatro veces por dia.
En algunas formas de realizacion, la invencién también proporciona un sistema para
almacenar una composicion farmacéutica que comprende un ingrediente activo en
una solucion acuosa, donde el ingrediente activo (por ejemplo, éster de colina de
acido lipoico o sus derivados) es susceptible de hidrdlisis en la soluciéon acuosa. En
una forma de realizacion preferida, la composicion farmacéutica se almacena en un
frasco con gotero oftalmico de LDPE, se cubre con nitrégeno durante el proceso de
llenado, se tapa, luego se empaqueta en una bolsa secundaria Mylar, impermeable
al gas que contiene un absorbente de oxigeno.
En otra forma de realizacién, el frasco o la unidad con gotero es de tereftalato de
polietileno (PET, conforme a sus siglas en inglés). En otra forma de realizacion, el
frasco con gotero esta construido de un material que tiene una baja permeabilidad al
gas.
En otra forma de realizacion, el frasco o la unidad con gotero es una botella oftdlmica
de vidrio con una punta de gotero de polipropileno para dispensar en el ojo.
En otra forma de realizacion, el frasco con gotero puede construirse de cualquier
material que tenga una baja permeabilidad al gas. En otra forma de realizacién, el
frasco con gotero puede ser una dosis unitaria, llenada por técnicas de sellado de
relleno por soplado.
En una forma de realizacién, la composicion farmacéutica se almacena a 2-5°C,
durante un periodo de 3 meses a 2 afos.

METODOS DE TRATAMIENTO




24

Las composiciones farmacéuticas que comprenden éster de colina de acido lipoico o
sus derivados (por ejemplo, como se describe en el presente documento) pueden
emplearse en un método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno asociado
con el dafio oxidativo. Se conocen enfermedades o trastornos asociados al dafio
oxidativo.

En algunas formas de realizacion, la invencién proporciona un método para tratar
una enfermedad ocular en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar a
un ojo del sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de las
composiciones farmacéuticas descriptas en este documento.

En algunas formas de realizacion, las enfermedades oculares son presbicia, ojo
seco, cataratas, degeneraciéon macular (incluida la degeneracion macular relacionada
con la edad), retinopatias (incluida la retinopatia diabética), glaucoma o
inflamaciones oculares. En algunas formas de realizacion, la enfermedad ocular es
presbicia.

La cantidad adecuada de composiciones farmacéuticas para los métodos de
tratamiento o prevencion de una enfermedad ocular en este documento puede ser
cualquier cantidad terapéuticamente eficaz. En algunas formas de realizacién, el
método comprende administrar al ojo del sujeto una cantidad de la composicion
farmacéutica efectiva para aumentar la amplitud acomodativa del cristalino en por lo
menos 0,1 dioptrias (D) (por ejemplo, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 1,2, 15, 1,8, 2, 25,305
dioptrias). En algunas formas de realizacion, el método comprende administrar al ojo
del sujeto 1-5 gotas (alrededor de 40 uL por gota) de la composicion farmacéutica.
En algunas formas de realizacion, el ojo del sujeto se trata con la composicion
farmacéutica 1, 2, 3, 4, 5 o0 mas de 5 veces por dia, cada vez, con 1-5 gotas
(alrededor de 40 pL por gota). En algunas formas de realizacion, el cristalino o el ojo
del sujeto se trata con la composicion farmacéutica con 1, 2, 3, 4, 5 0 mas de 5 gotas
cada vez. En algunas formas de realizacion, el ojo del sujeto se trata con la

composicién farmacéutica de la presente invencion dos o tres veces por dia, cada
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vez, con 1 o 2 gotas (alrededor de 40 uL por gota).
Los métodos incluyen métodos preventivos que pueden realizarse en pacientes de
cualquier edad. Los métodos también incluyen métodos terapéuticos que se pueden
realizar en pacientes de cualquier edad, en particular, en pacientes que tienen entre
20y 75 afos de edad.
Los siguientes ejemplos son ilustrativos y no limitan el alcance de las formas de

realizacion reivindicadas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1
Estructura quimica y propiedades generales del cloruro de éster de colina de acido

lipoico (LACE)
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Tabla 1:
Propiedades generales del cloruro de éster de colina de acido lipoico (LACE)
Apariencia:
Perfil de solubilidad: >50 mg/mL en agua
> 4 mg/mL en acetonitrilo

pH solucién 7-7,5
P Log <2
Rotacion 70,3°
especifica:
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Rotacién
optica:

0,338 a 25°C a 0,005 g/mL en acetonitrilo

Propiedades
espectrales

UV Amax 333 nm

Higroscopicidad:

Altamente higroscépico

Cristalinidad: Transicién de fusién cristalina aguda no
observada, mayormente amorfo
Polimorfos: No se conocen en este momento

Tamario de particula:

Dso: 100-200 mm

Rango
fusion/ebullicién:

Transicion térmica observada a 230-235°C

Cinética de las especies micelares correlacionadas con la duracion de la mezcla de

Ejemplo 2

soluciones de proceso de cloruro de LACE

Los experimentos descriptos en esta seccion demuestran que las especies micelares
de cloruro de LACE se estabilizan y disminuyen con los tiempos de mezcla
prolongados a 25°C. Los resultados demostraron que la naturaleza reversible de

estas especies es caracteristica de los sistemas autoensamblados, como las micelas

y los agregados micelares.

Las especies micelares formadas por autoensamblaje espontaneo de moléculas son
impulsadas por la energia libre total del sistema equilibrado. El experimento demostro

la cinética del logro de ese estado equilibrado con duraciones mas largas de mezcla.

Objetivos:

o Establecer el intervalo de tiempo de proceso estableciendo si el crecimiento de las

especies micelares se ha estabilizado.

o Establecer el "tiempo de mantenimiento™:

Procedimiento:
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o Dos lotes de 200 g de cloruro de LACE al 1,5% se prepararon a 25°C después de

gue el vehiculo se desoxigend con nitrégeno burbujeado. El nitrégeno se burbujeo
continuamente durante la disolucion de LACE.

0 Se prepardé un lote utilizando GMP Lote # 2 (G2-14LAC) tal como esta, con
aglomeraciones significativas; el otro se preparé usando una muestra de G2-14LAC
gue se habia molido a un polvo fino con un mortero y pistadero.

0 Después de la disolucion de LACE vy del ajuste de pH, los lotes se agitaron durante
24 horas con una capa constante de nitrégeno, manteniendo el oxigeno disuelto en ~
1,6 ppm (frente a 8,2 ppm de solubilidad saturada). En puntos temporales de 1 h, 3 h,
4h,6h,8h,9hy 24 h, se retiraron alrededor de 5-15 ml con una jeringa y se filtraron
en forma estéril en frascos con gotero (5 mi/frasco), sin recubrimiento de nitrégeno en
el frasco (el aparato estaba en uso para los lotes a granel).

0 Las muestras de todos los puntos de tiempo se diluyeron a 10 mg/g, y luego se
inyectaron para el andlisis de RP-HPLC con deteccion de ELSD dentro de los 30
minutos de la eliminacion de la solucion a granel.

o0 Después del punto de tiempo de 24 horas, las soluciones a granel se filtraron en
forma estéril, y cada una se dividi6 en dos porciones de ~ 50 ml, una mantenida a
5°C, y la otra porcién de 50 ml mantenida a 25°C. Todas las porciones se cubrieron
con nitrégeno soplado en el recipiente.

o Al final del tiempo adicional de mantenimiento de 24 horas, se llené con cada
porcion frascos con gotero con una capa de nitrogeno en el frasco.

Observaciones sobre la disolucion.

o La porcion aglomerada de G2-14LAC se afadi6 a la formulacion KW-LACE-01-86-1
durante alrededor de 5 minutos, y algunas de las aglomeraciones necesitaron otros
20 minutos para disolverse.

o El polvo G2-14LAC se afiadio a la formulacion KW-LACE-01-86-2 durante alrededor
de 15 minutos, porque cada espatula formé agregado a modo de una balsa delgada
de material flotando sobre la superficie, que no se disperso de inmediato. Por lo tanto,

no se afiadié otra porcion hasta que las porciones anteriores fueran atraidas al
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vortice. El tiempo estimado para que una porcion se disolviera fue de alrededor de 10
minutos, y el proceso completo llevo alrededor de 25 minutos.
Resultados.
o0 Un pico a RT = 8 minutos (correlacionado con la especie micelar) fue evidente en
ambas formulaciones desde el primer punto de tiempo tomado.
o No hubo diferencias consistentes entre los dos lotes en el % de area del pico de los
8 min (especie micelar), aunque el segundo lote, preparado con cloruro de LACE en
polvo, tuvo niveles mas altos de la especie micelar en algunos puntos temporales.
0 El % de area del pico de los 8 min se redujo significativamente a las 24 horas, como
se muestra en la tabla a continuacion.
o El pH final fue de 4,54, para ambos lotes.

Tabla 2:

Cinética de la formacion y desaglomeracion de especies micelares de LACE con

mezcla extensa de cloruro de LACE

Area porcentual de RT = 8 min pico amplio (LACE especie micelar)

Area total de LACE y picos relacionados
(los resultados son para la 1" inyeccion del vial de HPLC, a menos

que se observe lo contrario)

KW-LACE-01-86-1 KW-LACE-01-86-2
1,5% LACE, preparado a partir de  [1,5% LACE, preparado a partir de
G2-14LAC con aglomeraciones G2-14LAC molido
Tiempo de mezcla % especie micelar a 8 minutos % especie micelar a8 minutos
(horas)
1 hora 0,30% 0,63%
2 horas 0,51% 0,56%
3 horas 0,56% 0,67%
4 horas 0,50% 0,44%
6 horas 0,64% 0,70%
8 horas 0,47% 0,44%
9 horas 0,42% 0,44%
24 horas 0,07% 0,17%
48 h (5°C mantenim.)  |No detectado 0,09%
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48 h (25°C mantenim.) [No detectado No detectado

Los resultados demuestran que las especies micelares de cloruro de LACE a 8,1
minutos se minimizan con los tiempos de mezcla extendidos. El pico a 8,1 minutos
disminuye drasticamente con los tiempos de mezcla més largos.

Cada una de las soluciones también se midié para establecer los degradantes de
éster de colina de acido lipoico. Como se menciona anteriormente, el mecanismo de
degradacion de LACE es oxidativo e hidrolitico, lo que produce una especie oxidada

e hidrolizada.



30

Tabla 3:

Andlisis de impurezas (sustancias relacionadas) de solucién oftalmica EV0O6 como

una funcién de la mezcla

KW-LACE-
01-86-1:
G2-14LAC
icon
laglomeraciones

Punto de tiempo

1 hora

3 horas

14 horas

6 horas

8 horas

9 horas

ICompuestos

relacionados

Especificacion

Individual:

Informe 2:0.1%

RRT 0.50 0.28%

RRT 0.54 0.14%
RRT 0.57 0.16%

Acido lipoico 0.02%

RRT 0.50 0.37%

RRT 0.54 0.16%
RRT 0.57 0.18%

lAcido lipoico 0.03%

RRT 0.50 0.38%
RRT 0.54 0.16%
RRT 0.57 0.18%

lAcido lipoico 0.03%

RRT 0.50 0.43%

RRT 0.54 0.17%
RRT 0.57 0.19%

lAcido lipoico 0.03%

RRT 0.50 0.47%

RRT 0.54 0.17%
RRT 0.57 0.20%

/Acido lipoico 0.03%

RRT 0.50 0.49%
RRT 0.54 0.18%
RRT 0.57 0.20%

lAcido lipoico 0.03%

icon
laglomeraciones

luego de primeras
24 h

luego de primeras
24 h

ICompuestos

relacionados

Especificacion

Individual:
Informe 2:0.1%
(% Area)

ITotal: Informe

RRT 0.50 0.65%
RRT 0.54 0.20%
RRT 0.57 0.25%
/Acido lipoico 0.04%
RRT 1.61 0.16%

Total 1.31%

RRT 0.50 0.68%
RRT 0.54 0.17%
RRT 0.57 0.20%
lAcido lipoico 0.05%
RRT 1.61 0.17%

Total 1.27%

RRT 0.50 0.89%
RRT 0.54 0.21%
RRT 0.57 0.27%
lAcido lipoico 0.06%
RRT 1.61 0.20%

[Total 1.61%

(% Area) RRT 1.61 0.17% RRT 1.61 0.17% RRT 1.61 0.16% RRT 1.61 0.16% RRT 1.61 0.16% RRT 1.61 0.16%
Total: Informe  [Total 0.77% |[Total 0.91% [Total 0.91% |[Total 0.98% [Total 1.02% [Total 1.05%
OKlegé‘_AiCE_ ) 48 horas 48 horas
G2-14LAC Punto de tiempo  [24 horas 5°C mantenim. 25°C mantenim.

Los datos muestran que los productos de degradaciéon de LACE aumentan con el

tiempo de mezcla extendido. Por lo tanto, las condiciones finales del proceso para la

composicién de la solucion oftdlmica EV06 implicaron un maximo de 8 horas para

lograr una solucién no irritante con degradantes minimizados.

Un experimento de mezcla similar realizado con yoduro de LACE no produjo una

solucion que tuviera una agregacion minima. De hecho, en el caso del yoduro de

LACE, las especies agregadas fueron tan altas como del 39% del API al final de las 8

horas de mezcla.
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Ejemplo 3

Correlacion de la temperatura de mezcla con la presencia de especies de cloruro de

LACE micelares

Los datos mostrados en la FIGURA 4 son de una solucion de cloruro de LACE
formulada en condiciones bajo argén y refrigeradas. La solucion fue extremadamente
irritante para la superficie ocular. El porcentaje de especies micelares fue de 8-10%
del pico de API LACE principal (especies micelares indicadas por flecha, en el tiempo
de retencién de 7,9-8,1 minutos), una concentracion que normalmente no se observa
en soluciones mezcladas a temperatura ambiente.

Ejemplo 4

Correlacion de las aglomeraciones con la formacion de especies de LACE micelares

La FIGURA 5A es un cromatograma de RP-HPLC de soluciéon oftalmica EV06
preparada a partir de un lote de cloruro de LACE que tenia "aglomeraciones" solidas.
La solucion preparada a partir de este lote de API (ingrediente farmacéutico activo,
sustancia de farmaco so6lido LACE) mostroO un mayor porcentaje (10-15%) de las
especies micelares de LACE (mostradas con una flecha) que las soluciones
preparadas a partir de un lote de API en polvo (FIGURA 5B).

Por lo tanto, aunque ambas soluciones parecian completamente disueltas, la
solucion formulada a partir de API no aglomerado tenia una menor concentracion de
especies micelares de LACE (ver Figura 5B). Cuando se correlaciona con la irritacion
ocular, la solucién mostrada en la Figura 5A tuvo mayores puntajes para la irritacion
en un modelo de conejo. Esto llevd a la incorporacion de procedimientos de

desaglomeracion para producir material en polvo, antes de la composicion.

Ejemplo 5

Estudios de compatibilidad de excipientes con LACE

SINTESIS
El propdsito de estos experimentos fue descubrir posibles variables

desestabilizadoras en la formulacién, a través de variaciones sisteméticas en la
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composicion de la formulacion y el microentorno (como el pH). El acido lipoico y
cualquier derivado del acido lipoico estarian sujetos a degradacion y polimerizacion
en calor, luz y oxigeno, lo que provocaria la apertura del anillo de ditiolano. Por lo
tanto, la presencia de excipientes que pueden inducir la escision de radicales libres
oxidativos podria ser un factor desestabilizador. Las cuadriculas de formulacion 1y 2
investigaron sistematicamente el efecto de los excipientes ya presentes en la
formulacién como posibles factores desestabilizadores.

La composicion de formulacidon para LACE en estos experimentos contiene la
sustancia farmacoldgica, alanina, glicerol, cloruro de benzalconio en agua purificada,
en hidroxido de sodio 1 N o &cido clorhidrico 1 N agregado para lograr un pH entre
4,4-4,6 y una osmolalidad de 290-300 mOsm/kg. Los experimentos descriptos en
este documento fueron estudios de compatibilidad para identificar excipientes que
podrian estabilizar las soluciones oftalmicas de LACE.

La Cuadricula de formulacion # 1 evalud las siguientes variables dadas en (a)-(e).
Las formulaciones se prepararon en una caja de guantes inundada con nitrégeno y
se filtraron en forma estéril. Todas las formulaciones se evaluaron en condiciones
aceleradas a 57°C y se evaluaron por HPLC para el ensayo y las impurezasa T = 0,
3,5 dias y 7 dias. Un total de 19 formulaciones fueron probadas en la Cuadricula # 1.
(a) Efecto del pH: las formulaciones se prepararon a pH 3,5, 4y 5, y se compararon
con la formulacion de control a pH 4,5. Como se muestra en la FIGURA 6, la tasa de
degradacion de LACE fue equivalente en todos los niveles de pH en el rango de 3,5-
5.

(b) Efecto de alanina: El rol de la alanina en la formulacién se dedujo mediante la
comparacion de las tasas de degradacion con la formulacion original (control). Como
se muestra en la FIGURA 6, la ausencia de alanina parece acelerar la tasa de
degradacion de LACE. Por lo tanto, la alanina es un excipiente critico en las
formulaciones oftalmicas EVO6.

(c) Efecto del cloruro de benzalconio y glicerol: se planteé la hipétesis de que los

peréxidos contenidos en el glicerol podian catalizar la oxidacién; de manera similar,
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se planteo la hipodtesis de que BAK podria desestabilizar la sustancia de farmaco,
debido a la escision de radicales libres y la posterior oxidacion. Como se ve en la
FIGURA 7, la formulacion libre de cloruro de benzalconio fue sustancialmente mas
estable que el control. El prototipo libre de glicerol también fue mas estable que el
control. Ademas, el cloruro de sodio agregado a la formulacion (en lugar de glicerol,
para ajustar la osmolalidad) parecié tener un efecto desestabilizador (también
mostrado en la FIGURA 7). En otro experimento con diversas combinaciones de
glicerol, cloruro de sodio, sulfito y pH, donde todas las variaciones eran libres de
cloruro de benzalconio, fue notable que todas las formulaciones libres de cloruro de
benzalconio fueron mas estables que el control (FIGURA 5). Los experimentos en las
FIGURAS 7 y 9 demuestran que la eliminacion del cloruro de benzalconio en LACE
puede ser un método para estabilizar la formulacion. Para composiciones oftalmicas
EVO06, la minimizacion del contenido de cloruro de benzalconio a 50 ppm puede tener
un factor de estabilizacion importante. El cloruro de sodio demostr6 un efecto
desestabilizador, por lo que el glicerol se consider6 mas adecuado como agente para
la tonicidad en las composiciones finales EVO6.

(d) Efecto del sulfito: se realizaron diversos experimentos con sulfito (FIGURA 8),
con combinaciones de diversos niveles de sulfito. Se afadio sulfito a la formulacion
como un antioxidante (FIGURA 8), a diversos niveles de pH (4, 45) vy
concentraciones. La presencia de sulfito no pareci6 mejorar sustancialmente la
estabilidad del LACE. No estuvo claro si se presentd un efecto perjudicial, ya que el
0,1% de sulfito en la formulaciéon era equivalente al control.

(e) Efecto del glicerol: el efecto del glicerol se investigd en diversas combinaciones
de formulaciones, mediante la eliminacion sistematica del glicerol. Como se muestra
en las FIGURAS 7 y 10, las combinaciones libres de glicerol parecieron ser mas
estables que el control. Sin embargo, debido al alto efecto desestabilizador del
cloruro de sodio, se seleccion6 el glicerol como el excipiente critico para el ajuste de
la tonicidad.

(f) Efecto del tampdn: Se ensayaron diversas composiciones tamponadas. El
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tampodn de acetato y el acetato + acido borico parecieron estabilizar la formulacion.

EXPERIMENTOS.

a) Configuracion del método de HPLC: el ensayo de HPLC consistié en un gradiente
de fase moévil de 50 minutos compuesto por (A) 0,05 M de fosfato de sodio
monobasico, 0,005 M de sal sodica de acido 1-heptano sulfonico, 0,2% v/v de
trietilamina, ajustado a pH 4,5 con acido fosférico; y (B) acetonitrilo. La columna
analitica utilizada fue una YMC Pack ODS AQ (4,6 x 250 mm, 5 um, 120 A), P/N
AQ125052546WT; la longitud de onda de deteccién analitica fue de 225 nm.

b) FORMULACIONES.

Las formulaciones se prepararon con mucho cuidado para asegurar que el API LACE
no estuviera expuesto al oxigeno o al calor. El API se dividio en partes alicuotas en
viales de vidrio limpios bajo una atmodsfera inerte de N2 dentro de la bolsa de
guantes, y se almacend envuelta en papel de aluminio en un congelador a -20°C
hasta su uso. Las formulaciones se prepararon con excipientes de alta pureza y
recipientes de vidrio estériles. Todos los excipientes se prepararon previamente en
soluciones madre y se mezclaron antes de agregar el APl y los ajustes finales de pH.
Las formulaciones estan tabuladas en el Apéndice A.

ll. RESULTADOS Y DISCUSION.

La FIGURA 6 es un gréfico del % de API frente al tiempo a 57°C (sobre T = 0, 3,5
dias y 7 dias), que compara sistematicamente las formulaciones que se prepararon a
pH 3,5, 4, 4,5 (original), 5 y el control sin alanina. Incluso en T = 0, la formulacién sin
alanina se habia degradado considerablemente en el contenido de API. Como se ve
en la Figura 6, las formulaciones fueron equivalentes en estas condiciones a pH 3,5-
5.

La FIGURA 7 es un gréfico de formulaciones que comparan las siguientes variables:
(a) Control (original) frente al Control + 0,25% de cloruro de sodio, Control + 0,25%
de cloruro de sodio sin glicerol, (b) Control (original) frente al control sin cloruro de
benzalconio, (c) Control (original) frente a la formulacion original sin glicerol.

Como se ve en la Figura 7, la adicion de cloruro de sodio a la formulacioén original no
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estabilizo la formulacion.

La FIGURA 8 muestra el efecto del sulfito sobre la estabilidad de LACE a 57°C. Las
formulaciones que contenian sulfito se prepararon en concentraciones de sulfito al
0,05% vy sulfito al 0,1% a pH 4 y 4,5. La adicién de sulfito no estabilizo la formulacion
original.

La FIGURA 9 explora adicionalmente el efecto potencialmente estabilizador de la
eliminacion del cloruro de benzalconio. Las variaciones de formulacion sin cloruro de
benzalconio fueron superiores a la formulacion original de control (pH 4,5). Las
variaciones de la formulacion fueron composiciones libres de BAC a pH 4, 4,5, sin
glicerol/sin BAC + 0,9% de cloruro de sodio, sin BAC + 0,05% de sulfito a pH 4y 4,5.
Las FIGURAS 7 y 10 comparan el efecto del glicerol, en diversas composiciones,
como una funcién del pH, el sulfito y el cloruro de sodio. La formulacién sin glicerol,
sin BAC, en presencia de cloruro de sodio y sulfito y la formulacién sin glicerina con
BAC fueron superiores a la formulacion original.

La FIGURA 11 exploré el uso de diversas composiciones tamponadas sobre la
estabilidad de LACE. La formulacién original (pH 4,5) se compard con compaosiciones
de tampodn de acetato y borato a pH 7,5. El edetato de sodio agregado como un
antioxidante no estabilizé la formulacién. El tampon de acetato y el tampon de
acetato mas acido borico parecieron ser superiores a la formulacion de control.

Para resumir, la eliminacién de cloruro de benzalconio parecié mejorar la estabilidad
de manera consistente. La eliminaciéon del glicerol también puede ser un paso
positivo. Se sabe que el glicerol tiene presencia residual de formaldehido que
ocasionalmente conduce a la degradacion del API. De manera interesante, la adicion
de edetato o sulfito no tuvo un efecto positivo. Otro antioxidante como el ascorbato

de sodio puede tener un efecto positivo.
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Tabla 4:

Formulaciones de experimentos de compatibilidad

Formulacion #1

Ingrediente % p/p deseado Igramos necesarios Igramos usados % p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.1849 0.9253
Alanina 0.5 0.1 2.0254 0.5068
Glicerol 0.1 0.02 0.401 0.0996
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.0378 0.0094
/Agua ultrapura (1ra. adicidn) 75 15 12.338 61.7409
1IN NaOH Us?q? para ajustér a pH deseado antes de 00815 00143
1N HCl adicion de agua final
/Agua ultrapura (2da. adicion) C.s. C.s. 4.9149 24.5948
Total 100 20 19.9835
pH deseado pH final mOsm/L
4.5 4.55
Formulacion # 2 | | | |
Ingrediente % p/p deseado Igramos necesarios Igramos usados (% p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.1977 0.9923
Alanina 0 0 0 0.0000
Glicerol 0.1 0.02 0.4009 0.0998
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.0386 0.0097
)Agua ultrapura (1ra. adicion) 75 15 14.4079 72.3176
1TNN:2|H ;inacci:ignpj;aazjﬁ:;?r:j pH deseado antes de 0.1185 0.0209
/Agua ultrapura (2da. adicidn) C.s. C.s. 4.7595 23.8894
Total 100 20 19.9231
pH deseado pH final mOsm/L
4.5 4.48
Formulacion # 3 ‘ | | ‘
Ingrediente % p/p deseado Igramos necesarios Igramos usados % p/p act.
Ester de colina de 4cido lipoico (LACE) 1 0.2 0.1993 0.9935
Alanina 0.5 0.1 2.0227 0.5042
Glicerol 0.1 0.02 0.4031 0.0997
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.0409 0.0102
/Agua ultrapura (1ra. adicién) 75 15 12.414 61.8862
1TNN:2|H ;inacci:ignpj;aazjﬁ:;?r:j pH deseado antes de 0.0653 0.0114
/Agua ultrapura (2da. adicidn) C.s. c.s. 4.9141 24.4977
Total 100 20 20.0594
pH deseado pH final mOsm/L
3.5 3.59
Formulacidon # 4




37

Ingrediente % p/p deseado Igramos necesarios Igramos usados (% p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.2036 1.0357
Alanina 0.5 0.1 2.021 0.5141
Glicerol 0.1 0.02 0.4012 0.1013
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.0402 0.0102
/Agua ultrapura (1ra. adicion) 75 15 12.3097 62.6215
1N NaOH i
o ;J;iac?gnp;eraazjﬁ:;?r:; pH deseado antes de 0.0289 0.0052
/Agua ultrapura (2da. adicion) C.s. C.s. 4.6527 23.6691
Total 100 20 19.6573
pH deseado pH final mOsm/L
4 4.07
Formulacion #5 | ‘ | |
Ingrediente % p/p deseado Igramos necesarios Igramos usados % p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.2368 1.1813
Alanina 0.5 0.1 2.0239 0.5048
Glicerol 0.1 0.02 0.4016 0.0994
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.041 0.0102
/Agua ultrapura (1ra. adicién) 75 15 12.3029 61.3746
/Agua ultrapura (2da. adicidn) C.s. C.s. 5.0265 25.0753
Total 100 20 20.0456
pH deseado pH final mOsm/L
5 5.01
Formulacién # 6 | ‘ | |
Ingrediente % p/p deseado [gramos necesarios Igramos usados % p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.2013 1.0040
Alanina 0.5 0.1 2.0216 0.5041
Cloruro de sodio 0.25 0.05 0.5282 0.2635
Glicerol 0.1 0.02 0.4025 0.0996
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.04 0.0100
)Agua ultrapura (1ra. adicidn) 75 15 11.8086 58.8963
1N NaOH i
NhG ;J;;cilgnpj;aazjﬁasi?r:; pH deseado antes de 0.0208 0.0036
/Agua ultrapura (2da. adicion) C.s. C.s. 5.0268 25.0716
Total 100 20 20.0498
pH deseado pH final mOsm/L
4 4.01
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Formulaciéon # 7

Ingrediente % p/p deseado |gramos necesarios gramos usados (% p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.2004 0.9999
Alanina 0.5 0.1 2.0209 0.5042
Cloruro de sodio 0.9 0.18 1.8409 0.9186
Glicerol 0 0 0 0.0000
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.0402 0.0100
/Agua ultrapura (1ra. adicién) 75 15 10.9219 54.4961
1N NaOH Usado para ajustar a pH deseado antes de 0.009
1N HCI adicién de agua final 0-0016
)Agua ultrapura (2da. adicion) C.s. C.s. 5.0083 24.9895
Total 100 20 20.0416
pH deseado pH final mOsm/L
4 4.12
Formulacion # 8
Ingrediente % p/p deseado gramos necesarios ramos usados (% p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.1956 0.9784
Alanina 0.5 0.1 2.022 0.5057
Sulfito de sodio 0.05 0.01 0.2068 0.0517
Glicerol 0.1 0.02 0.4005 0.0994
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.0401 0.0100
IAgua ultrapura (1ra. adicion) 75 15 12.16 60.8219
1N NaOH j
o :(CJI ;J;iac?gnp;eraazjﬁ:;?r:; pH deseado antes de 0.1008 0.5042
)Agua ultrapura (2da. adicidn) C.s. C.s. 4.867 24.3438
Total 100 20 19.9928
pH deseado pH final mOsm/L
4 4.03
Formulacion #9
Ingrediente % p/p deseado gramos necesarios ramos usados (% p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.2205 1.0953
Alanina 0.5 0.1 2.027 0.5035
Sulfito de sodio 0.05 0.01 0.2062 0.0512
Glicerol 0.1 0.02 0.3996 0.0985
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.0392 0.0097
lAgua ultrapura (1ra. adicion) 75 15 12.1982 60.5944
1TNN:(8|H ;in?gnpj;aazjﬁ:;iar:j pH deseado antes de 0.0995 0.4943
)Agua ultrapura (2da. adicion) C.s. C.s. 4.9407 24.5429
Total 100 20 20.1309 100.0000
pH deseado pH final mOsm/L
4.5 4.03
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Formulacién # 10

Ingrediente % p/p deseado gramos necesarios gramos usados (% p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.1973 0.9873
Alanina 0.5 0.1 2.0249 0.5066
Sulfito de sodio 0.1 0.02 0.4136 0.1035
Glicerol 0.1 0.02 0.4013 0.0996
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.041 0.0102
/Agua ultrapura (1ra. adicién) 75 15 11.9708 59.9031
1IN NaOH Usado para ajustar a pH deseado antes de
1N HCI adiciénpde agJua final ° 0.1921 0.9613
)Agua ultrapura (2da. adicion) C.s. C.s. 4.7426 23.7325
Total 100 20 19.9836
pH deseado pH final mOsm/L
4.5 4.35
Formulacion#11
Ingrediente % p/p deseado ramos necesarios ramos usados (% p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.2097 0.9746
Alanina 0.5 0.1 2.0437 0.4749
Cloruro de sodio 0.9 0.18 1.8022 0.8376
Sulfito de sodio 0.05 0.01 0.2116 0.0492
Glicerol 0 0 0 0.0000
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.0384 0.0089
/Agua ultrapura (1ra. adicién) 75 15 17.0628 79.3025
ook I A s
IAgua ultrapura (2da. adicidn) C.s. C.s.
Total 100 20 21.5161
pH deseado pH final mOsm/L
3.5 3.52
Formulacion # 12
Ingrediente % p/p deseado  igramos necesarios igramos usados % p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.1953 0.9703
Alanina 0.5 0.1 2.0402 0.5068
Cloruro de sodio 0.9 0.18 1.7998 0.8943
Sulfito de sodio 0.05 0.01 0.2135 0.0531
Glicerol 0 0 0 0.0000
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.0423 0.0105
/Agua ultrapura (1ra. adicién) 75 15 15.6996 78.0031
et I o T
/Agua ultrapura (2da. adicién) c.s. C.s.
Total 100 20 20.1269
pH deseado pH final mOsm/L
4 4
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Ingrediente % p/p deseado |gramos necesarios |gramos usados % p/p act.
Ester de colina de 4cido lipoico (LACE) 1 0.2 0.1997 0.9946
Alanina 0.5 0.1 2.0386 0.5077
Cloruro de sodio 0.9 0.18 1.8033 0.8982
Sulfito de sodio 0.05 0.01 0.2152 0.0536
Glicerol 0 0 0 0.0000
Cloruro de benzalconio 0.01 0.002 0.0397 0.0099
/Agua ultrapura (1ra. adicion) 75 15 15.6858 78.1239
1?NN|32|H ;J;i:?gnpjéaazjﬁ:tf?;; pH deseado antes de 0.0958 0.0168
/Agua ultrapura (2da. adicién) C.s. C.s.
Total 100 20 20.0781
pH deseado pH final mOsm/L
4.5 4.48
Formulacién # 14 | ‘ ‘ |
Ingrediente % p/p deseado bramos necesarios [gramos usados % p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.1976 0.9873
Alanina 0.5 0.1 2.0425 0.5103
Glicerol 0.1 0.02 0.4158 0.1031
Cloruro de benzalconio 0 0 0 0.0000
)Agua ultrapura (1ra. adicién) 75 15 17.3172 86.5237
1TNN:2|H ;inacci:ignpj;aazjﬁ:;?r:j pH deseado antes de 0.0413 0.0073
Agua ultrapura (2da. adicion) C.s. C.s.
Total 100 20 20.0144
pH deseado pH final mOsm/L
4 4.05
Formulacion # 15 | ‘ ‘ |
Ingrediente % p/p deseado |gramos necesarios [gramos usados % p/p act.
Ester de colina de acido lipoico (LACE) 1 0.2 0.215 1.0757
Alanina 0.5 0.1 2.0453 0.5117
Glicerol 0.1 0.02 0.4078 0.1012
Cloruro de benzalconio 0 0 0 0.0000
/Agua ultrapura (1ra. adicion) 75 15 17.2993 86.5545
1TNN:2|H gji?gnpjgaazjﬁastf?;j pH deseado antes de 0.0192 0.0034
/Agua ultrapura (2da. adicion) C.s. C.s.
Total 100 20 19.9866
pH deseado pH final mOsm/L
4.5 4.52
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Ejemplo 6:

Correlacion de la irritacion ocular con el porcentaje de especies de LACE micelares

Las FIGURAS 12A y 12B proporcionan generalmente una instantdnea de la correlacion
de la irritacion con la especie de LACE micelar en una serie de lotes compuestos.

Ejemplo 7

Método de ajuste de osmolalidad con glicerol

o El rango de osmolalidad requerido para las formulaciones que contienen farmaco y
placebo es de 280 a 320 mOsm/kg. Preferiblemente, todas las formulaciones de LACE
deben estar dentro de 290-310 mOsm/Kag.

o Dado que LACE tiene contribuciones a la osmolalidad, cada formulacién tendra
concentraciones variables de glicerol para lograr la osmolalidad requerida.

|. Sintesis: Composiciones finales ajustadas.

Tabla 4:

Composiciones finales de soluciones oftalmicas EV06 con concentraciones ajustadas de

glicerol
Conc. LACE Glicerol (%) /Alanina (%) Cloruro de Osmolalidad total
benzalconio (%) real (mOsm/kg)
0% 2.07% 0.5% 0.005% 295
1% 1.56% 0.5% 0.005% 299
2% 1.07% 0.5% 0.005% 296
2.5% 0.80% 0.5% 0.005% 302
3.0% 0.53% 0.5% 0.005% 308

Il. Detalle experimental:

A. Placebos que contienen glicerol.
Se prepard una serie de placebos. Todos los placebos y las soluciones que contienen
LACE que se prepararon posteriormente contenian lo siguiente, con cantidades

variables de glicerol:
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* 0,5% (5 mg/g) de alanina

* 0,005% (0,05 mg/g) de cloruro de benzalconio

* Pequenas cantidades de hidréxido de sodio 1 N, acido clorhidrico 1 N, para ajustar el
pH a 4,5

» Agua para inhalacion (agregada para el peso final)

Tabla 5:

Placebo que contiene glicerol (efecto de la concentracion de glicerol)

Porcentaje de glicerol Osmolalidad (mOsm/kg)
0.5% 114
1.0% 172
1.5% 233
2.0% 292
2.5% 354
B. Formulaciones que contienen LACE.

Sobre la base de la curva tipica que se muestra en la FIGURA 12C y los datos de las
formulaciones que mostraron un adicional de 44-55 mOsm/kg (promedio de 48
mOsm/kg) por cada 1% de LACE, se prepard una serie de soluciones para confirmar la

contribucion osmdtica real de LACE. El objetivo para la osmolalidad total fue de 300

mOsm/kg.
Tabla 6:
Concentraciones de glicerol para composiciones EV06
Conc. LACE Osmolalidad objetivo (% Glicerol para Osmolalidad total real
sin LACE Osm objetivo (mOsm/kg)
0% 300 2.06% 295
1% 250 1.64% 308
2% 203 1.25% 324

Estos datos indican que el efecto de LACE sobre la osmolalidad es algo mayor que el

esperado, del orden de 57-60 mOsm/kg por cada 1%. En consecuencia, se prepar6



43

una serie completa de soluciones con osmolalidades objetivo ligeramente alteradas
para las soluciones sin LACE vy, por lo tanto, diferentes contenidos de glicerol objetivo.
Todas las soluciones se prepararon utilizando la misma solucion madre de
alanina/cloruro de benzalconio, pH 4,5, que se uso en los placebos, de modo que la
composicion final fue consistentemente:

0 0,5% (5 mg/g) de alanina

0 0,005% (0,05 mg/g) de cloruro de benzalconio

0 Pequefas cantidades de hidroxido de sodio 1 N, acido clorhidrico 1 N, para ajustar el
pHa4,5

o0 Agua para inhalacion (agregada hasta el peso final de 5,0 g por formulacién)

Tabla 7:
Ajuste de osmolalidad de las composiciones EV06

Conc. LACE Osmolalidad objetivo sin % Glicerol real usado Osmolalidad total real
(% Real) LACE para Osm objetivo (mOsm/kg)

0% 300 2.06% 295

1% (1.01%) 242 1.56% 299

2% (2.04%) 180 1.06% 296
2.5% (2.51%) 150 0.80% 302
3.0% (2.94%) 120 0.56% 308

C. Preparaciones estériles.

Sobre la base de estos resultados experimentales, se prepararon lotes de 10,0 g
fitrados de manera estéril de cada formulacion, con las siguientes composiciones

objetivo, y se empaquetaron en frascos con gotero estériles (2 ml por frasco):
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Tabla 8:

Cuadricula de composicion final de composiciones EV06
Conc. LACE Glicerol (%) Alanina (%)  (Cloruro de

benzalconio (%)

0% 2.07% 0.5% 0.005%
1% 1.56% 0.5% 0.005%
2% 1.07% 0.5% 0.005%
2.5% 0.80% 0.5% 0.005%

3.0% 0.53% 0.5% 0.005%
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Ejemplo 8

Método de preparacion de composiciones farmacéuticas de cloruro de LACE

Un método para preparar la composicion farmacéutica de LACE es el siguiente:

o A temperatura ambiente, se agrega agua para inyeccion (WFI, conforme a sus siglas
en inglés) al 80% del peso del lote al recipiente de composicién de vidrio. El agua se
purga con nitrégeno para lograr: S10 ppm de oxigeno.

o Paso a paso, se agregan alanina, glicerol y BAK, y se mezclan hasta que se
disuelven.

o El pH se ajusta a 4,4-4.6 con HC| o NaOH.

o El LACe se muele en un mortero con pistadero bajo nitrégeno para desaglomerar, y se
agrega lentamente mientras se mezcla.

0 Se agrega agua desoxigenada para inyeccion a fin de lograr el peso objetivo del lote
final.

o El lote se mezcla durante un total de 8 horas para garantizar una dispersion y
disolucion completas.

o El pH puede ajustarse a 4,4-4,6 con NaOH o HCI si es necesario.

0 La osmolalidad puede ajustarse a 290-310 con glicerol si es necesario.

o Después de 8 horas de mezcla, la solucion del producto farmacolégico EV06 a granel
se filtra asépticamente a través de una capsula de filtro de esterilizacién SHC de 0,5/0,2
KM, a una bolsa de contencion.

0 La solucion de producto a granel en la bolsa de contencion se mantiene a 5°C
mediante refrigeracién o bafio de hielo.

0 Se realiza la prueba del punto de burbujeo de filtro a fin de garantizar la integridad del
filtro.

o La solucion a granel filtrada estéril se transfiere asépticamente a la habitacion Clase
100, y con ella se llenan frascos preesterilizados.

0 Se aplican puntas y tapas estériles a los frascos bajo una capa de nitrégeno.
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o Los frascos sellados se transfieren a bandejas, que se embolsan con una purga de
nitrégeno y se transfieren inmediatamente al almacenamiento a 5°C.

Ejemplo 9

Estudios de estabilidad de formulaciones de cloruro de LACE

Los primeros prototipos de formulacion contenian edetato de sodio y 0,01% de cloruro
de benzalconio. Los estudios de estabilidad con y sin estos excipientes demostraron que
el edetato de sodio no estabilizaba el LACE. La presencia de exceso de cloruro de
benzalconio desestabilizé ligeramente el farmaco. Asi, la formulacion final no contiene
edetato de sodio y 0,005% de cloruro de benzalconio. A través de pruebas
microbioldgicas, se demostrd que 0,004% de cloruro de benzalconio en la composicion
de formulacion actual es eficaz como conservante en el producto farmacoldgico.

En un esfuerzo por estabilizar ain mas la formulacion del farmaco, se realizaron
estudios sistematicos de estabilidad (5°C, 25°C y 40°C) en lotes de R&D de mediana
escala con solucion oftalmica EV06 embotellada en presencia y ausencia de paquetes
barredores de oxigeno contenidos en bolsas zip-lock de papel aluminio impermeables al
vapor. Las botellas de producto almacenadas a 5°C en presencia de un paquete
barredor de oxigeno sellado en bolsas de aluminio resellables demostraron estabilidad a
los 12 meses.

Se implementaron precauciones adicionales a lo largo del proceso de desarrollo para
estabilizar la formulacion final contra la degradacion debido a la exposicion al oxigeno
ambiental y las condiciones no refrigeradas. Se implementaron la manipulacion de la
sustancia farmacolégica bajo nitrégeno (exclusién de oxigeno y minimizacion de la
humedad) y la composicién bajo un manto de nitrégeno, para minimizar la exposicion al
oxigeno. Después de la composicion, el producto se introdujo en una bolsa de
contencion impermeable al vapor y se almacend en condiciones de refrigeracion hasta
que se produjo el embotellado. La bolsa de contencidén que contenia la solucién a granel

se mantuvo fria durante el llenado. Se colocé un manto de nitrdgeno sobre la solucion
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de farmaco en cada botella, a fin de minimizar la exposicidon al oxigeno.
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Tabla 9:
Sostén de estabilidad — Lote ECV-12JUN14-120-04

Tabla de estabilidad para solucién oftalmica EV06, 3.0%
Recipiente: frasco con gotero de polietileno, 6 cc  Cierre: Punta y tapa gotero
Recipiente secundario: Bolsa papel aluminio Adsorbente de oxigeno: Paquete adsorbente de oxigeno
presente
. Criterios
Prueba Método lacept T=0 2 Semanas 1 Mes 2 Meses 3 Meses 6 Meses 12 Meses
5°C
Sol. transp. amarillo
palido a amarillo,
|Aparieficia IATM-1095 sf:tnecr:zlemne;::l:g,i: 2 Se ajusta Se ajusta Se ajusta Se ajusta Se ajusta ISe ajusta Se ajusta
extrafia
(= ), — 0/
e IATM-1405 | 900~ 1100%de ;) 1, 107.1% 106.7% 98.9% 98.1% 95.0% 94.7%
Declaracién etiqueta
RRT 0.65:0.08% RRT 0.59:0.07%
-0.219 :0.349
C ] RRT 058:0.17% | RR1O0-9902L% 1 porg61:0100 [RRT 0.67:0.15% | <RT 06L0-34% 1 por g 6310 1006
RRT 0.57:0.05% : RRT 0.64:0.09% : : RRT 0.67:0.21% :
: RRT 0.63:0.09% iy RRT 0.66:0.07% |RRT 0.71:0.12% : RRT 0.68:0.09%
L RRT 0.59:0.21% - RRT 0.67:0.15% : : RRT 0.69:0.23% :
Informe individual |20 o0 RRT 0.66:017% | por 'eo'ooor | RRT0.86:0.07% [RRT 0.74:0.16% RRT 0.84:006% | RRT 0.72:0.12%
IATM-1405 2: 0.05% (% Area) poie RRT 0.83:0.06% oY RRT 1.21:0.08% |RRT 0.83:0.05% DORe RRT 0.89:0.05%
RRT 0.83:0.06% : RRT 1.18:0.05% : . RRT 1.14:0.08% :
Informe total : RRT 1.23:0.16% . RRT 1.27:0.09% |RRT 1.09:0.07% . RRT 1.38:0.06%
RRT 1.23:0.14% P RRT 1.20:0.10% ey 00 RRT 1.20:0.10% oo
Hotal - 0.8% LA: 0.06% LA 0.10% LA:0.17%  [RRT 1.15:0.09% LA 0.32% RRT 1.42:0.09%
T [Total : 0.7% Total : 0 .80/. [Total : 0.6% LA: 0.22% To(f;\l' ’1 306 LA: 0.38%
SR Total : 0.9% i Total: 1.0%
Ensayq, IATM-1406 Informe 0.0447 mg/mL 0.0443 mg/mL 0.0446 mg/mL 0.0447 mg/mL 0.0440 mg/mL 0.0441 mg/mL 0.0504 mg/mL
onseryante
pH UsP <791> Informe 4.6 45 45 4.5 4.5 4.4 4.3
(Osmolplidad  |USP <785>  250-350 mOsm/kg  [262 mOsm/kg 263 mOsm/kg 263 mOsm/kg 262 mOsm/kg 262 mOsm/kg 261 mOsm/kg 255 mOsm/kg
25°C + 5°
Sol. transp. amarillo
pélido a amarillo,
|Apariepcia  |ATM-1095 ;fgﬁ:::":;;:g,:jz [Se ajusta Se ajusta [Se ajusta Se ajusta ISe ajusta Se ajusta
extrafia
= X — 0/
ACE IATM-1405 900-1100%de ) 19, 107.3% 1107.0% 97.2% 98.9% 87.1%
Declaracién etiqueta
g 0/
RRT 0.56:0.05% (oo o o0 5200 gg; g'sgjg'igéz RRT 0.61:0.58%
RRT 0.57:0.05% RRT 0.58:0.22% |00 0'64;0'120/" RRT 0.59:018% | oot | RRT 0.60:0.30%
RRT 0.59:0.21% RRT 0.63:0.12% |00 0'67jo'mﬂ/" RRT 0.66:0.09% | oo 0'E3j0'060/‘; RRT 0.84:0.06%
compdesto Informe individual |RRT 0.64:0.13% RRT 0.66:0.21% RRT 0.83:0.07“/2 RRT 0.86:0.07% RRT 1'09:0‘07% RRT 1.14:0.08%
: IATM-1405 2:0.05% (% Area) |RRT 0.67:0.21% RRT 083:0.07% [oor o0 eor RRT 1.21:0.08% | por'yeo's0p | RRT 120:0.20%
elacionace: Informe total  |RRT 0.83:0.06% RRT 1.23:0.09% |oo- 1'3530'09; RRT 127:0.09% | Son 500500, | RRT126:051%
RRT 1.23:0.14% RRT 1.25:0.07% |0 e ° LA: 0.94% RRT 1270000 | RRT 1.34:0.18%
Total : 0.8% LA: 0.35% 0% . Total:  1.6% R LA: 1.18%
Total: 120 [TOtEl: 15% LA: 1.05% Total: 3.2%
: : Total: 2.4% o
E:faz'l ante [ATM-1406 Informe 0.0447 mg/mL 10.0445 mg/mL. 0.0447 mg/mL 10.0438 mg/mL 0.0435 mg/mL 0.0462 mg/mL
pH IUSP <791> Informe 4.6 4.4 4.4 4.3 4.2 4.1
(Osmolplidad  |USP <785>  250-350 mOsm/kg  [262 mOsm/kg [264mOsm/kg 264mOsm/kg 263 mOsm/kg 261 mOsm/kg 259 mOsm/kg

Compuestos relacionados: LA = < —R—Acido lipoico (Norma USP Standard)

Ejemplo 10

Estudios de formulacion para interrumpir la micelizacion del yoduro de LACE

Sintesis de los experimentos:

En los experimentos en los que se afadio cloruro de sodio a una formulacion de yoduro
de LACE existente, o0 se utilizé una solucion que contenia cloruro de sodio para disolver
el APl de yoduro de LACE, el pico de "especies asociativas” no disminuyo
significativamente.

En los experimentos en los que se utilizdé un cosolvente tal como etanol o propilenglicol
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para suspender el API antes de la adicién de un vehiculo acuoso, hubo una reduccion
muy significativa en el porcentaje de las especies asociativas. La adicion de un solvente
organico a una formulacién existente también disminuyo el pico de especies asociativas,
en menor medida.

Estos resultados apuntan a estrategias de formulacion que pueden interferir con la
interaccion hidréfoba entre las moléculas de LACE como un medio para controlar las
especies asociativas.

Antecedentes.

Se ha formulado la hipétesis de que la "especie asociativa" que hemos observado por
RP-HPLC, que representa un gran porcentaje del API en los diversos lotes formulados
preparados utilizando el yoduro de LACE, es un agregado micelar. Esto se sustenta en
parte en la estructura de tipo surfactante de la molécula de LACE, y en la capacidad
para disipar esta especie mediante dilucion o agitacion adicional, en el caso del cloruro
de LACE.

En la literatura, el cloruro de sodio es un disruptor micelar conocido. Por lo tanto, se
realizaron una serie de experimentos para evaluar si esta "especie asociativa" podria
disiparse mediante la adicion de cloruro de sodio u otros ingredientes que se esperaria
interrumpan la especie asociativa por otros mecanismos, como las interacciones
hidrofobas.

Resultados.

Como primera prueba de esta hipétesis, una formulacion existente (lote FK-LACE-02-
15), que se sabe que exhibe un gran pico de "especies asociativas", se mezclé con
soluciones que contenian diversos niveles de cloruro de sodio (NaCl). La concentracion
final de LACE diluida se dirigio al nivel apropiado para el andlisis RP-HPLC (12,8 mg/ml
de LACE-yoduro).

La Tabla 10 muestra los resultados clave de este conjunto de experimentos, que no

demostraron ningun cambio significativo en el nivel de especies asociativas a lo largo
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del tiempo, incluso, en niveles de sal (NaCl) muy por encima de lo que seria aceptable
en el 0jo (debido a la muy alta osmolalidad).
La dilucién de la formulacién con acetonitrilo a la misma concentracion final de yoduro
de LACE, que produjo un total de ~33% de acetonitritrilo, condujo a una modesta
disminucion en el nivel de especies asociativas, desde un rango de 36-40% hasta 26%
en 4 horas.

Tabla 10:

Adicion de sal o solvente orgéanico al lote FK-LACE-02-15

% Especies asociativas a:
Condicion (ingrediente enumerado con T=0 4 horas 24 horas
concentracién final)
Formulacion como tal (dil. a 12.8
( 39.0%

mg/g)
Form. + 0.9% NaCl 37.1% 38.3 37.2%
Form. + 1.8% NaCl 35.9% (sin medicion) 36.4%
Form. + 3.6% NaCl 36.2% 36.0 (sin medicion)
Formulacion + 33% Acetonitrilo

’ 33.4% 25.8 23.7%

En el siguiente conjunto de experimentos, el APl de yoduro de LACE se disolvi6 de
diversas maneras para determinar si estas condiciones podrian prevenir la formacion
inicial de las especies asociativas y, por lo tanto, eliminar la semilla que permitia un
mayor crecimiento de esta especie a lo largo del tiempo. Las condiciones ensayadas
fueron:

Disolucién en tampon pH 4,5 (alanina al 0,5%, BAK al 0,005%) con NaCl al 1,8%.
Disolucion en etanol - el API no se disolvié en etanol puro, y formé una suspension. Se
afadio alrededor de 22% en volumen del tampon acuoso pH 4,5, lo que llevé a la
disolucién casi completa del API, con algo de calentamiento a 37°C.
Disolucion/suspension en propilenglicol, seguido de disolucion en el tampdn acuoso pH

4,5. Se afiadié primero propilenglicol, que representd el 10% en peso de la solucion
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Disolucion en un tampén de pH 4,5 que contiene 0,6% de NaCl y 1,5% de propilenglicol
(PG). EIl objetivo fue evaluar si la interrupcion de las interacciones carga-carga (por
NaCl) y las interacciones hidréfobas (por PG) tendrian un efecto sinérgico, utilizando
concentraciones de cada uno que serian razonables en términos de osmolalidad.

Como se muestra en la Tabla 10, los experimentos con etanol y propilenglicol tuvieron
éxito la eliminacion o reduccion significativa de las especies asociativas presentes en T
= 0, en relacion con los otros experimentos de disolucién. Debe observarse que la
solucién se agregoé al polvo de API, en lugar de la practica de formulacion de agregar

API a la solucién, lo que puede explicar por qué T = 0 fue alto en algunos de estos
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casos, pero no el dia en que se prepararon los lotes formulados.

Experimentos con disolucion directa de API de yoduro de LACE (Lote # 011510)

Tabla 10:

Método de disolucién %% Especies asociativas a TO
Tampén con 1.8% NaCl 34.7%
Etanol (78% final), 0.0%
luego tampon (22%)

Propilenglicol (10%), 11.7%
luego tampon (90%)

Tampon con 0.6% NacCl, 1.5% PG 40.9%

Estudios de formulacidn con ciclodextrinas para interrumpir la micelizacion del yoduro

Ejemplo 11

Hipotesis.

Las especies asociativas pueden mitigarse mediante la inclusion de excipientes que
interfieren con las interacciones hidréfobas entre las moléculas de LACE.

Se prepararon formulaciones que contenian polipropilenglicol, Dexolve-7 (sulfobutiléter-

de LACE
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beta-ciclodextrina) o hidroxipropil-beta-ciclodextrina y se analizaron para detectar
especies asociativas y sustancias relacionadas.
Tabla 11:

Estudios de formulacion para prevenir la micelizacion del yoduro de LACE en solucion

ID Lote, Tamaiio Osmolalidad % Especies % Sustancias %
Especies
FK-LACE-02-09
29 QoL
g Bﬁ:l%opé;ﬁwlulacién 160¢g 278 . 1.33% 0.83%
f LACE-CI (4 semanas)
FK-LACE-02-28 0.0% No visible por
5.76%Dexolve > © = (24h) e | RP-HPLC
FK-LACE-02-29 0.0% . .
59% PPG 3g 299 (72h) 6.69% 4.66%
FK-LACE-02-32 25 g 279 4.5% (24h) 0.94% 0.21%
. (4] . (]
S Igual al control 3.6% (96h)
FK-LACE-02-33 13.2% (24 h) A o
5% PPG 25g 273 14.2% (96h) 5.67% 5.15%
FK-LACE-02-36 0.0 % - .
5.76% Dexolve 2> 8 281 (72 h) 0284 @98k
FK-LACE-02-37 . 0.0 % . 5
5 0% HPCD 25g 151 (72 h) 0.81% 0.11%
% especies oxo—LACE se muestra a T=0.
Ejemplo 12

Estabilidad mejorada en formulaciones de HP-B-CD/yoduro de LACE

Estos experimentos demuestran la mejora de la estabilidad lograda por la formulacién
de HP-B-CD/yoduro de LACE en comparacion con la formulacion sin HP-B-CD/yoduro
de LACE.

Experimento # 1.

Se prepararon formulaciones que comprendian 3% de yoduro de LACE, o bien con

(16,1% de HPBCD) o sin hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) a una escala de 10 g.
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Ambas formulaciones contenian 0,5% de alanina, pH 4,5, 50 ppm de cloruro de
benzalconio y glicerol para el ajuste de la osmolalidad, y todas las soluciones tenian un
pH de 4,2-4,5. En la formulacibn que contenia HP-B-CD, la ciclodextrina estaba
presente en una relaciéon molar de 1,5:1, en relacion con la concentracion de LACE.
Las formulaciones se filtraron a través de una membrana de PVDF de 0,2 um, y con 5
ml de cada formulacion se llen6 un frasco gotero de LDPE de 10 ml, y luego se cubrid
con nitrégeno antes de insertar la punta del gotero y tapar el frasco. El frasco gotero no
estaba en la bolsa de barrera en el momento del llenado.

Los frascos con gotero con las dos formulaciones se almacenaron a 25°C en una
incubadora de temperatura controlada, y se tomaron muestras de 0,5 ml (alrededor de
10 gotas) en cada punto de tiempo para el analisis de sustancias relacionadas (por
HPLC). El manto de nitrdgeno no se reabastecid, por lo que se introdujo algo de aire en
el frasco con cada muestreo. Este experimento fue una investigacion temprana de la
estabilidad a temperatura ambiente (25 + 0,1°C) sin proteccion contra el oxigeno, con
muestreo continuo.

La FIGURA 18 muestra un curso temporal del aumento de las especies oxidadas de
LACE durante 20 dias a 25°C con muestreo repetido (cuadrado: LACE-I, formulacion al
3%, 16,1% HP-B-CD; diamante: LACE-I , formulacion al 3%, sin HP-B-CD). Los puntos
de tiempo de muestreo fueron T-0, 1 dia, 2 dias, 8 dias, 12 dias y 17 dias).

Estos datos (FIGURAS 18 y 19) demostraron que la ciclodextrina protegié LACE contra
la oxidacion, tanto inicialmente, de manera de producir cantidades méas bajas de API
oxidado durante la preparacion, asi como también bajo una condicién de estrés
acelerado con cantidades crecientes de oxigeno presente. La formulacién con HP-B-
CD se mantuvo dentro de la especificacion de <2,0% de impurezas totales durante 17
dias (sin incluir el &cido lipoico) en estas condiciones. Al final de los 20 dias, la

concentracion de &cido lipoico fue de ~ 0,20%.

Ejemplo 13
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Estabilidad comparativa entre la formulacién clinica de cloruro de LACE v yoduro de

LACE HP-B-CD

Para los estudios de estabilidad tanto en la formulacion clinica de cloruro de LACE
como en el prototipo de yoduro de LACE con una relacién molar de 1:1 de HP-B-CD a
LACE, las formulaciones se filtraron, se colocaron en frascos con gotero de LDPE, se
cubrieron con nitrégeno, y luego se colocaron dentro de bolsas de papel aluminio de
barrera con un barredor de oxigeno. Es probable que algo de oxigeno todavia estuviera
presente en la bolsa al comenzar. Sin embargo, después del primer punto de tiempo
después de T = 0, el aumento en las especies de LACE oxidadas se detiene, incluso a
temperaturas elevadas, probablemente debido al agotamiento del oxigeno restante
(FIGURA 20). La tasa de aumento de las especies oxidadas para el cloruro de LACE
fue ligeramente mas alta a 25°C que a 5°C, aunque no de manera significativa.

El prototipo de formulacion de yoduro de LACE que contiene HP-B-CD muestra niveles
mas bajos de LACE oxidado al inicio (~ 0,11% para yoduro de LACE, en oposicion al
0,3%, para cloruro de LACE), a pesar de estar preparado sin ningun manto de
nitrégeno durante la disolucién del API. Para la formulacién clinica de cloruro de LACE,
la solucién se desoxigend, y se mantuvo un manto de nitrégeno durante la disolucion.
Ademas, después de que se cubrié con nitrégeno y se coloc6 dentro de la bolsa, la
formulacién del prototipo de yoduro de LACE mostré un aumento mucho menor en el
porcentaje total de LACE oxidado antes de nivelarse. El alcance del aumento inicial
dependi6 de la temperatura para ambas formulaciones. Esto permitio la estimacion de
la energia de activacion para cada formulacion mediante el modelado de Arrhenius.
Para el prototipo de la formulacion de yoduro de LACE con HP-B-CD, la energia de
activacion fue mas del triple con respecto a la formulacién original de LACE-CI
(FIGURA 21), lo que indica ademas que HP-B-CD estabiliza el LACE contra la

oxidacion.
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Formulacion Energia de activacién
LACE-Cl clinica 9.9 kJ/mol
Prototipo LACE-1 con HPbCD 33.2 kJ/mol

Las energias de activacion para el mecanismo de hidrolisis de la degradacion de LACE,
que produce el crecimiento de acido lipoico, también se calcularon a partir de los datos
de estabilidad (FIGURA 22). En contraste con el mecanismo de oxidacion, las energias
de activacion para la hidrélisis tanto para la formulacion LACE-CI como para la
formulacion LACE-I fueron similares (65,6 kJ/mol y 69,4 kJ/mol, respectivamente)
(FIGURA 21), lo que indica que la ciclodextrina no tiene impacto significativo sobre la
hidrdlisis.
Ejemplo 14
Estudios de permeabilidad corneal del cloruro de LACE y el yoduro de LACE

Una pregunta critica fue si el farmaco formulado con hidroxipropil beta ciclodextrina
(HP-B-CD) impregnaba adecuadamente el tejido corneal y era accesible a las
esterasas corneales para liberar el farmaco activo, el &cido lipoico. Como se menciond
anteriormente, el acido lipoico es el farmaco activo para esta indicacion: la presbicia.
Los siguientes experimentos evaluaron: (a) la permeabilidad del éster de colina del
acido lipoico (LACE) a través de la cérnea de ternero bovina a través de formulaciones
de LACE-yoduro que contenian hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) en diferentes
concentraciones, y (b) la permeabilidad comparativa del cloruro de LACE frente al
yoduro de LACE. Los experimentos se realizaron utilizando un aparato de difusion de
células Franz que se muestra en la FIGURA 23.

El LACE se suministra a partir de estas formulaciones como una de dos sales: LACE-
cloruro y LACE-yoduro. LACE es el profarmaco, que viaja a través de la barrera corneal
antes de hidrolizarse en &cido lipoico, el farmaco activo, a través de la accion de las
esterasas oculares y a través de la hidrdlisis pasiva del compuesto farmacoldgico en

condiciones fisioldgicas. Por lo tanto, las concentraciones de LACE y acido lipoico se
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ensayaron en cada punto de tiempo para evaluar la permeabilidad.

Composiciones para la permeabilidad corneal, por Estudio #

Estudio 1 Estudio 2 Estudio 3 Estudio 4

AC- ECV- IAC- IAC- IAC- ECV- IAC- FK-

LACE- [23Aprl5- |LACE- |LACE- |LACE- [23Aprl5- |[LACE- |LACE-
(% p/p) 03-33 112-08 03-36 03-39 03-39 112-08 03-33 02-32
LACE-I 1.92 1.5% 3.0 4.5 4.5 1.5% 1.92 1.92

LACE-CI LACE-CI

HP-JJ-CD [6.88 10.75 16.12 16.12 6.88
Alanina 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
BAK 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005
Glicerol 1.1 1.37 0.6 0.0 0.0 1.37 1.1 1.38
WFI 89.6 96.6 85.15 78.88 78.88 96.6 89.6 96.2

Procedimiento:

a. Seis globos oculares bovinos se diseccionan en una campana de flujo laminar
esteril.
b. Las corneas se extraen del globo ocular, se enjuagan brevemente con agua

destilada doble estéril y se sumergen en 3 ml de tampodn de glutation (glutatién al 0,1%,

oxidado, fosfato sédico 6 mM, pH 7, filtrado estéril) en un plato de cultivo estéril.

C. Las cOrneas se mantienen a 5°C y se usan dentro de las 24 horas posteriores a
la escision.
d. Seis células de difusion vertical de Franz de 5 ml se limpian con agua destilada e

isopropanol y se secan al aire en un gabinete de flujo laminar antes de la instalacion.

e. Una pequeiia barra de agitacion se coloca dentro de la camara de fluido
receptor. La botella de fluido receptor (solucién salina tamponada con fosfato 5 mM con
Tween 20 al 0,1%, pH 7,4, filtrado estéril) se tara en una balanza analitica, y se afiaden
4,5 ml de esto a cada célula de Franz. Se registra el peso exacto del fluido receptor
inicial.

f. La cdérnea se enjuaga suavemente con tampon de glutation con fluido receptor y
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se coloca en el pedestal del donante. La camara del donante se coloca encima de la
cérnea, y todo el conjunto se sujeta al pedestal con un sujetador metalico. En este
punto, se agregan 0,5 ml de fluido receptor adicional a través del brazo de muestreo,
hasta que el nivel del fluido alcanza el punto marcado en el brazo con una linea negra.
El peso de esta adicion también se registra.

g. El aparato de difusion de Franz se conecta a una unidad de calentamiento, y la
temperatura se eleva a 37°C. Cuando se alcanza esa temperatura, la formulacion ("la
solucién donante") se agrega a la cAmara de donante.

h. Se afiaden 0,2 ml de solucién donante. Tanto la camara del donante como el
brazo de muestreo estan cubiertos por parafilm cuando no estan en uso, a fin de evitar
la evaporacion.

I. El muestreo se realiza a través de la pipeta Drummond y solo a través del brazo
de muestreo. Se toman muestras de 200 a 300 pl de fluido receptor de cada célula en
cada punto de tiempo.

J- La muestra se agrega a un vial de HPLC de vidrio ambar con 0,3 ml de inserto
de vidrio y se pesa. El volumen tomado del brazo de muestreo se reemplaza con fluido
receptor nuevo.

k. Durante el muestreo, nunca se permitié que el nivel de liquido cayera por debajo
del inicio del brazo de muestreo, de manera que se introdujeran burbujas de aire en la
camara de receptor. Si el fluido se habia evaporado significativamente entre dos puntos
temporales, se agreg06 y registré un reemplazo de muestreo previo, y el muestreo
procedié de manera normal.

I Las muestras se almacenaron a 5°C, hasta el analisis de ensayo por HPLC.

m. Las cérneas se extrajeron con homogeneizacion de molino de cuentas.

Estudio 1: El propésito de este estudio fue comparar la permeabilidad de AC-LACE-
03-33, que contiene 1,92% de LACE-yoduro, con ECV-23April15-112-08, Demo # 6

(Frontage, 1,5% de LACE-Cloruro), para evaluar los efectos de HP-B-CD sobre el paso
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de LACE a través de la cornea. Dada la diferencia en el peso molecular entre LACE-l y
LACE-CI, estas fueron concentraciones equivalentes de LACE. Por lo tanto, un cloruro
de LACE al 1,5% fue equivalente a una formulaciéon de yoduro de LACE al 1,92%. No
se uso inhibidor de esterasa en el experimento.

Los resultados del Estudio 1 (FIGURAS 24 y 25) demostraron que la mayoria del
producto farmacoldgico que impregnaba era &cido lipoico, que se habia hidrolizado de
LACE durante el paso a través de la cérnea, o en la solucién de receptor antes de la
recoleccion del punto de tiempo. La especie permeada fue casi completamente acido
lipoico para la formulacion de yoduro de LACE, con LACE algo mas intacto impregnado
con la formulacién de cloruro de LACE. Esto es algo esperado debido al mayor tamafio
ionico y el peso molecular de la molécula de yoduro de LACE, en comparacion con la
molécula de cloruro de LACE, posiblemente, de manera de producir un tiempo de
permanencia mas largo en la cornea y un mayor grado de hidrodlisis al acido lipoico. Los
permeados se analizaron inmediatamente después de la recoleccion luego de cada
punto de muestreo. El porcentaje total de farmaco permeado fue similar entre las
formulaciones que contenian LACE-1 y LACE-CI, en 5-7% (sin incluir un valor atipico de
alta permeabilidad para LACE-I).

Estudio 2: El proposito de este estudio fue evaluar la permeabilidad de dos
formulaciones de LACE-I, con diferentes concentraciones de LACE-I: AC-LACE-03-36
(3% de LACE-yoduro/10,7% de HP-B -CD) y AC-LACE-03-39 (4,5% Lace-
yoduro/16,1% HP-B-CD) (FIGURAS 26 y 27).

Los resultados del Estudio 2 mostraron que la mayor parte del farmaco permeado
existia en el fluido receptor en su forma de &cido lipoico, pero en concentraciones mas
bajas en comparacién con el estudio anterior, a pesar de que habia concentraciones
mas altas de farmaco. Una porcién significativa del farmaco estaba contenida dentro
del tejido corneal debido al cultivo de corneas de ternero mas gruesas (~ 1,5-1,8 mm en

el Estudio 2, ~ 0,6-0,8 mm en el Estudio 1) disponibles para este estudio. Se extrajo un
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rango del 1 al 5% de la cantidad total de &cido lipoico del tejido corneal, con un
promedio del 3,4% extraido de las corneas expuestas a AC-LACE-03-36 (3,0% LACE-
1/10,7% HP -B-CD) y 2,5% extraido de las cérneas para AC-LACE-03-39 (4,5% LACE-
1/16,1% HP-B-CD).

Estudio 3: Este estudio investigo la permeabilidad entre una formulacién de yoduro de
LACE que contenia HP-B-CD y una formulacion de cloruro de LACE que no contenia
HP-B-CD. El propdsito de este estudio fue aprovechar los datos anteriores obtenidos
en el Estudio 2, mediante el examen de la diferencia en la permeabilidad corneal de
LACE entre AC-LACE-03-39 (4,5% LACE-1/16,1% HP-B-CD) y ECV- 23April15-112-08
(1,5% LACE-CI, sin HP-B-CD) para determinar adicionalmente si la concentracion de
LACE era un impedimento para su permeacion a través de la capa corneal.

La extraccion de LACE/LA de la seccion de contacto de la cérnea se realiz6 mediante
homogeneizacion de molino de cuentas, y reveld que se encontrdé una mayor masa de
acido lipoico en el tejido corneal expuesto a AC-LACE-03-39 (4,5% de LACE 1/16,1%
HP-B-CD) al concluir el estudio, aunque el aumento en la concentracion dentro de las
corneas fue significativamente menor que el aumento en la concentracion de API
administrada (FIGURAS 28 y 29). Por lo tanto, la dosis mas alta de 4,5% de LACE-I
puede no proporcionar una ventaja significativa en términos de farmaco permeado.
Estudio 4: Este estudio comparé el efecto de la hidroxipropil beta ciclodextrina sobre la
permeabilidad, manteniendo constante la forma de la sal de LACE. En este estudio,
ambas cohortes fueron LACE-yoduro.

Las formulaciones fueron FK-LACE-02-32 (1,92% LACE-I, sin HP-B-CD) y AC-LACE-
05-21B (1,92% LACE-I, 1 equivalente molar de HP-B-CD) (7,4%)). El propésito de este
estudio fue doble. El primer objetivo fue comparar directamente dos soluciones de
LACE-I, de concentraciones iguales, de manera que el impacto de HP-B-CD sobre la
permeacion se examinara directamente. El segundo objetivo fue examinar el impacto

de HP-B-CD sobre la retencion del producto farmacoldgico dentro del tejido corneal.
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Los datos de este estudio indican que HP-B-CD no tiene impacto sobre la retencién
corneal del farmaco; para ambas formulaciones, se extrajo en promedio 7% del total de
LA (acido lipoico) de las secciones de cornea (FIGURAS 30y 31).

En términos de permeacién a través de la capa corneal, las 3 corneas para FK-LACE-
02-32 mostraron permeacion de 4-6 horas en adelante, mientras que solo 1 cérnea
para AC-LACE-05-21B mostré permeacion a partir del punto del tiempo de 4 horas. Sin
embargo, el promedio del producto farmacolégico permeado a las 28 horas fue similar,
con 12,67 + 5,62% del total de LA para FK-LACE-02-32, y 11,27 + 9,78% del total de
LA para AC-LACE-5-21B. La similitud en las concentraciones corneales extraidas, asi
como la permeacion promedio similar a las 28 horas, muestran que el HP-B-CD no es
un impedimento para que LACE-I ingrese al tejido corneal.

Todos los datos evaluados en conjunto demuestran que LACE-yoduro puede
administrarse a la superficie ocular sin impedimento de transporte debido a su mayor
tamafio molecular y al sistema de suministro (HP-B-CD). Ademas, los resultados del
estudio demostraron un transporte eficiente de LACE a través de la cornea en todas las
concentraciones investigadas. Asimismo, las altas concentraciones de é&cido lipoico
producidas en el fluido receptor para las concentraciones de LACE-yoduro/HP-B-CD
demostraron la conversion de LACE en &cido lipoico por las esterasas de la cOrnea.
LACE-cloruro, en contraste, mostr6 mas de una mezcla de &cido lipoico y LACE,

posiblemente, debido a su menor peso molecular.
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Ejemplo 15

Especies asociativas como una funcion de la relacion molar de LACE—I: HP—B—CD.

Los experimentos previos demostraron que hidroxipropil Beta ciclodextrina (HP—B—CD) podia
interrumpir la micelizacion de LACE-I en solucion acuosa. Estos experimentos determinan la
relacion molar de LACE—yoduro a hidroxipropil Beta ciclodextrina (HP-B—CD necesaria para

generar complejos de inclusion termodinamicamente estables.

HP-B-CD + Lace- <——}HP-B-CD -Lace-Yoduro] (Complejo inclusion completo)
HP-B-CD + Lace- <——HP-B-CD —Lace-Yoduro] + HP-B-CD (Complejo inclusién completo)
HP-B-CD + Lace— <——pHP-B-CD —Lace-Yodurol + Lace-Yoduro (Complej. inclusién parcial

El enfoque fue generar complejos de inclusion completos de LACE-yoduro en HP-B-CD, de
modo de evitando asi cualquier oportunidad de agregacion de moléculas de LACE. Se
prepararon varios lotes de formulacion utilizando relaciones molares variables de LACE-
yoduro a HP-B-CD, y se evalué el crecimiento de especies agregadas a lo largo del tiempo.
Las formulaciones se almacenaron a 5°C. La formacion de especies asociativas medida por
HPLC de fase inversa se informé como el porcentaje de area con respecto al rea de pico
principal de LACE.

Los resultados establecieron que la formacién de especies asociativas podria evitarse cuando
hubiera por lo menos una equivalencia molar entre la concentracién de LACE-1 y HP-B-CD
(como se muestra en la FIGURA 32).

Ejemplo 16

Correlacion entre las especies agregadas V la irritacidon ocular in vivo

El Ejemplo 16 establecié la correlacion entre la concentracion de especies asociativas y la
irritacion ocular en un modelo in vivo (modelo Draize de conejo). Los datos mostraron que se
podian obtener puntuaciones de irritacion promedio de 0-0,5 cuando la relacion de equivalente

molar de LACE-yoduro:HP-B-CD era 1:1 0 1:1,5.
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Tabla 12

Correlacion entre las especies asociativas y la irritacion ocular

Lote % LACE-I (Ciclodextrina Relacion Especies asociativas Especies Puntuaciones
(p/p) molarCDa  |(% area frente a asociativas irritacion
IAPI LACE) (% in solucion)* promedio
FK-LACE-02-09 1.92 Ninguna N/A 39% 0.75% 4.25
IAC-LACE-03-18 1.92 HP-y-CD 1.0 6.4% 0.12% 0
(6.0%)
IAC-LACE-03-10C 4 HP-B-CD 0.54 8.4% 0.34% 4
(7.8%)
IAC-LACE-03-10D 4 HP-B-CD 0.35 24.9% 1.0% 6
(5.0%)
IAC-LACE-03-33 1.92 HP-B-CD 1.0 0.5% 0.01% 0
(7.4%)
IAC-LACE-03-36 3 HP-B-CD 1.0 1.3% 0.04% 0.5
(10.7%)
IAC-LACE-03-39 4.5 HP-B-CD 1.0 0.3% 0.014% 0
(16.1%)
IAC-LACE-03-54 3 HP-B-CD 15 0.6% 0.02% 0
(16.1%)
FK-LACE-02-36 1.92 Dexolve ~038 BLOQ 0.0% 0
(5.8%)

* Calculado multiplicando la concentracién de LACE-I por % de area de especies asociativas

SINTESIS DE ESTUDIOS DE ESTABILIDAD DE LACE-YODURO/HPBCD

Ejemplo 17

[Estudio # Propésito/ Disefio Lote# Fecha inicio _Descripcién de Formulacién Puntos de tiempo Tabla Discusién/Observ.

Efecto de ciclodextrinafrente anada; | r_| ACE-02-32  [13-abr-16 __|Sin HPbCD, formulacién ctrl. 1 mes, 3 meses 13
N/A Condiciones: 5C, 25C
Condiciones: viales de vidrio, sin FK-LACE-02-36 13-abr-16 Dexolve, ~0.8 ME 1 mes, 3 meses
bolsa, capa de nitrégeno FK-LACE-02-37 13-abr-16 0.73MEHPBCD 1 mes, 3 meses
Efecto de ciclodextrinas frente a IAC-LACE-03-54 25 16 |1.5:1 ME HPBCD, 3.0% LACE-I 14
. o . — —-03- —Mmayo-— 5: ,3.0% — 5

052516 n_ada,_Condluones. 25C, LDPE uso L 5.8,17, 20 dias Demostré efecto
[final simulado, en bolsa, capa de protector de
nitrégeno, barredores de oxigeno IAC-LACE-03-56 25—-mayo—-16 [3.0% LACE-I, sin HPbCD HPbCD
Efectode concentr. LACE-1y dif. IAC-LACE-05-21  [1-jul-16 1:1 ME HPBCD, 3.0% LACE-I 2sem 1.2 3 #15 Estable a 5C
relaciones HPbCD/LACE-I; IAC-LACE-05-21B _[1-jul-16 1:1 ME HPBCD, 1.92% LACE-I meses Estable a 5C

0205 Condiciones: 5C, 25C, 40C 3 ) " (3 meses el 1 oct)
LDPE, en bolsa, capa nitrégeno, IAC-LACE-05-23 1-jul-16 1.5:1 ME HPBCD, 3.0% LACE-I Estable a 5C
barredores de oxigeno IAC-LACE-05-23B  [1-jul-16 1.5:1 ME HPBCD, 1.92% LACE-I Estable a 5C
Estabilidadenlote preparadosin b sem. 1.2 3 #16
lpurga N2 durante preparacion; 1:1 ME HPbCD. 3.0% L ACE—I mesesv o Estable a 5C, 25C, y

214 — . _ e e : »3.0% . e

0 ICondiciones: 5C, 25(;,_ 4,OC IAC-LACE-05-39 12—-jul-16 Cavasol HPbCD (mejor pureza) (3 meses el 12 oct) AtOC_, excepto acido
LDPE, en bolsa, capa nitrégeno, lipoico aumenta a
barredores de oxigeno temperaturas mas altas

ili 0,

Establll.dad en Igte pr.eparado con 0.23% 1:1 ME HPbCD, 3.0% LACE-I b sem, 1, 3 meses (3 17
HPMC; Condiciones: 5C, 25C, 40C R X

0225 - S IAC-LACE-07-01 19-agos-16  [Cavitron HPbCD (mejor pureza) meses el 19 nov)
LDPE, sin purga nitrég., LDPE, en . 1 mes el 19 sep

0.23% HPMC (Tipo 2910)

bolsas, capa N2, barredores Oz
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2 sem., 1 mes (1

Datos TO = 1 mes @

0226 Estabilidad en lote almacenado fuerade  |JAC-LACE-05-39 19-agos-16 é:l MEI';:F;%CC% 3'0% LACE- mes el 19 sep) 5C, dentro de bolsa

bolsa (5C, 25C) — RS solo avaso (mejor pureza) (de Estudio# 0214)
3,6,12,18,24 len viales

0220 DG10_p100_060816 [2-sep-16 N/A meses mbar, en
Estabilidad en LACE API (Lote R&D) P P (3 meses el 2 dic) ’
ICondiciones: —20C, 5C, 25C bolsa

ME = Equivalentes molares
Tabla 13-1:

FK-LACE—-02-32: 1,92% LACE-Yoduro Lote# 011510, Formulacion estandar (sin

ciclodextrina)

Ensayo Especificacion TO T=1mes @ 5°C IT=1mes @ 25°C (17 mayo 2016)
obietivo (RS: 4/08/2016) (17May2016)
IApariencia Sol. transparente, Se ajusta Se ajusta Se ajusta
ligeram. amarilla
Ensayo API 19.2 mg/g = 10% 15.44 mglg 12.53 mg/g * 16.32 mg/g
(17.18-21.12)
Sustancias Informe todas las Oxid. LACE (2 picos): Oxid. LACE (2 picos): Oxid. LACE (2 picos): RRT 0.45
relacionadas con impurezas RRT 0.48 0.13% RRT 0.48 0.88% 2.78%
API 50.05% RRT052  0.09% RRT052  0.47% RRT052  1.32%
RRT 1.84 0.21% RRT 1.84 —_— Acido lipoico (RP): 0.7% ** Resto ocultos
RRT 2.00 0.18% RRT 2.00 0.32% por pico yoduro elucién temprana debido a
RRT 2.29 0.19% Acido lipoico (RP) 0.05% ** Dexolve en muestra previa.
Acido lipoico (RP) Total Imp. 4.80%
<0.05%** Total Imp. 1.72%
Total Imp.  0.79%
Especies asociativas Informe 4.5% 36.2% 1.78%
(método RP-HPLC)
pH 4.5+0.5 4.66 5.26 * 4.70
Osmolalidad 300 279 265 287
(mOsm/kaq) (280-320)

* Puede ser necesario repetir desde el segundo vial almacenado a 5°C, que no se ha

muestreado tanto.

** Acido lipoico estimado a partir del % de area del pico RRT 1.17 en el método RP-HPLC

utilizado para la determinacién de especies asociativas.

* Debido al repetido muestreo y/o a las condiciones de almacenamiento (que carecen de una

bolsa de papel aluminio con absorbentes de oxigeno), esta formulacion muestra cierta

degradacion oxidativa.

* A medida que aumentaron las especies asociativas (1 mes a 5°C), la osmolalidad disminuy®.
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Tabla 13-2:
FK-LACE-02-37: 1,92% LACE-Yoduro lote# 011510, Formulacién con 5% HP-JJ-CD
(~0,75:1 relacion molar de HPBCD:LACE)

Ensayo Especificacion TO IT=1mes @ 5°C IT=1mes @ 25°C IAPI (Lote # 011510)
objetivo (RS: 4/11/2016) (17May2016) (17May2016) RS analizado 22/3/2016
I/Apariencia Sol. transp. Se ajusta Se ajusta Se ajusta Se ajusta
ligeram. amarilla
Ensayo API 19.2 mg/g = 10% 18.97 mg/g ** 17.54 mg/g 17.57 mg/g N/A
(17.18-21.12)
Sust. relacionadas con APl |Informe todas las Oxid. LACE (3 pico): Oxid. LACE (3 pico): Oxid. LACE (2 picos): Oxid. LACE (2 pico):
impurezas RRT 0.40 0.05% RRT 0.45 0.05% RRT 0.48 1.77% |RRT 0.48 0.08%
>0.05% RRT 0.48 0.04% RRT 0.48 0.20% RRT 0.52 0.53% |RRT0.52 0.04%
RRT 0.52 0.02% RRT 0.52 0.10%
RRT 2.00 0.46% RRT 2.00 0.54% RRT 2.00 0.50% |[RRT 1.74 0.24%
lAcido lipoico (RP) <0.05%  |Acido lipoico (RP) 0.1% lAcido lipoico (RP) 1.1%  |RRT 2.00 0.20%
[Total Imp. 0.57% [Total Imp. 0.99% [Total Imp. 3.90% |Total Imp. 0.56%
Especies asociativas Informe 0.0% 0.0% (09 mayo16 — 27 0.18% N/A
(método RP-HPLC) dias)
pH 4.5+0.5 4.78 5.39 *** 4381 N/A
Osmolalidad (mOsm/kg) 300 297 306 310 N/A
(280-320)

** Anteriormente informado 21,3 mg/g. Debido a problemas de bombeo en HPLC que causan
un desplazamiento en los tiempos de retencion, la curva tipica utilizada en la determinacion
anterior ahora esta en duda. El resultado informado aqui se sustenta en la curva tipica actual
aplicada a la ejecucién de 22abr2016.

*** Es posible que deba repetirse desde el segundo vial almacenado a 5°C, que no se ha
muestreado tanto.

Observaciones.

* A pesar de la manipulacién repetida, las sustancias relacionadas en este lote no han
aumentado sustancialmente.

+ Esto se compara favorablemente con el lote FK-LACE-02-32 (sin ciclodextrina) que se
colocd en estabilidad al mismo tiempo en las mismas condiciones de almacenamiento, y
muestra mayores aumentos en las impurezas LACE oxidadas a 5°C y 25°C .

» Esta comparacién indica que la ciclodextrina puede proteger parcialmente la molécula LACE

contra la oxidacion.
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Tabla 14:

Estabilizacion de por LACE-Yoduro por Hidroxipropil Beta Ciclodextrina

| —()3— 0, | 0,
':f LACE-03 “:g;]CLDACE 1,16.1% ICondiciones: Almacenado a 25°C, frascos gotero LDPE, manto de N inicialmente, sin bolsa o barredor de oxigeno
Especificaciones T=24h T=48h IT = 8 dias T =17 dias T =20 dias
RRT 0.39 0.19% RRT 0.39 0.19% RRT 0.39 0.19% RRT 0.39 0.12% RRT 0.39 0.18%
Unico desconocido: RRT 0.51 0.10% RRT 0.51 0.09% RRT 0.51 0.39% RRT 0.51 1.04% RRT 0.51 1.49%
N : RRT 0.54 0.14% RRT 0.54 0.14% RRT 0.54 0.05% RRT 0.54 0.14% RRT 0.54 0.31%
Sustancias NMTO05% RRT0.62 0.04% RRT0.62  0.04% RRT0.62 0.04% RRT0.62 0.13% RRT0.62 0.20%
relacionadas |Total desconocidos: RRT 0.67 0.03% RRT 0.67 0.04% RRT 0.67 RRT 0.67 RRT 0.67
NMT 2.0% Lipoato 0.25% |Lipoato 0.29% |Lipoato 0.26% |Lipoato 0.24% |Lipoato 0.36%
IAcido lipoico: RRT 1.55 0.11% RRT 1.55 0.10% RRT 1.55 0.11% RRT 1.55 0.11% RRT 1.55 0.11%
INMT 1.0% Acido lipoico 0.30% lAcido lipoico 0.15% lAcido lipoico 0.11% Acido lipoico 0.11% /Acido lipoico 0.21%
Total desc. 0.61% Total desc. 0.60% [Total desc. 0.78% Total desc. 1.54% Total desc. 2.29%
Total Imp. 1.16% [Total Imp. 1.04% ITotal Imp. 1.15% Total Imp. 1.89% Total Imp. 2.86%

Cierre de recipiente

LDPE, en bolsa, barredor de oxigeno,

capa de N

Condiciones

5C

— —03— 0, | 1
;C LACE-03 ::"g;’CI‘DACE 1, sin ICondiciones: Almacenado a 25°C, LDPE frascos gotero, manto de N2 inicialmente, sin bolsa o barredor de oxigeno
Especificaciones T=24h T=48h T =8 dias IT =17 dias IT = 20 dias
RRT 0.40 0.37%
RRT 0.41 0.26%
0, 0,
RRT 040 0.37% RRT 041 0.35% RRT0.50  1.60% RRT 051  2.84%
. RRT 0.39 0.36% RRT 0.57 0.11% RRT 051  0.38% RRT 0.52 0.52% RRT 059  0.82%
Unico desconocido: RRT 0.63  0.48% RRT 0.63  0.25% RRT 0.57 0'820/0 RRT 0.55 1.10% RRT 0.62 0.850/0
Sustancias NMT 0.5% RRT0.71  0.14% RRT 0.71 0.15% : o RRT 0.61 0.81% : 0070
X RRT 0.64 0.36% RRT 0.67
lacionad Total desconocidos: RRT0.76  0.17% RRT0.76  0.16% RRT 0.67 0.92% X
relacionadas 2 . . RRT 0.68 0.37% . Lipoato 0.24%
NMT 2.0% Lipoato 0.18% Lipoato 0.21% Linoato 0.17% Lipoato 0.27% RRT 145  0.21%
Acido lipoico: NMT RRT1.55 0.14% RRT 159 0.13% RRT 157 0.07% RRT 145 017% RRT 152 0.51%
cido fipoico: lAcido lipoico 0.21% RRT1.69 0.11% 1o i 560 RRT 152 0.49% i 05%
1.0% lAcido linoico 0.17% Acido lipoico 0.28% RRT 1.65 0.06% RRT 1.67 0.05%
Total desc. 1.29% cido fipoico 9.17% A oY BN lAcido lipoico 0.06%
o Total desc. 2.35% lAcido lipoico 0.07% P )
Total Imp. 1.68% |Total desc. 1.28% Total desc. 5.54%
[Total Imp. 2.80% [Total desc. 6.04% T
[Total Imp. 1.66% Total I 5.84%
Total Imp. 6.38% otal Imp. 5.84%
Tabla 15-1: (Estudio #0205)
Lote# IAC-LACE-05-21
Descripcion 3% LACE-I/ HPBCD
Equivalentes molares de API:HPbCD 1:1
IAPI Lote#
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Lote # AC-LACE-05-21, 5°C; Fechainicio: 01/07/2016

Ensayo Especificacion T=0 2 Sem 4 Sem 2 Meses 3 Meses API
L [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA  |PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 4.6 - - -
(Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 303 307 310 -
Especies asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
\Viscosidad TBD - - - -
Ensayo, API 30 (27-33) mg/g 33.0 31.0 32.6 -
Sustancias relacionadas|info. todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza  |Area % |Area % Area % lArea % Area %  |Area %
0.51 006 [0.12 0.21 - 0.19
0.68 Lace oxidado (0,03 0.02 0.05 0.04
1.00 IAPI 98.95  [99.40 99.07 99.13
1.65 0.26  [0.29 0.38 0.34
1.86 0.08  [0.08 0.13 0.17
14.05 Acido lipoico [0.50  [ND 0.06 0.13
[Total impurezas 1.05 0.60 0.93 0.87
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Tabla 15-2: (Estudio #0205)

Efecto de concentracién de LACE-I y diferentes relaciones molares de LACE-

Yoduro/HP—-B-CD

Lote#

AC-LACE-05-21

Descripcion

3% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares de API:HPbCD  [1:1

APl Lote#

Cierre recipiente

oxioeno, capa N2

LDPE, en bolsa, barredor de

Condiciones 25C
Lote # AC-LACE-05-21, 25°C; Fecha inicio: 01/07/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 4 Sem. 2 Meses 3 Meses API
L [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA |PASADA PASADA
lApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 4.6 - - -
(Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 303 308 304 -
Especies asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
iscosidad TBD - - - -
Ensayo, API| 30 (27-33) mg/g 33.0 30.8 32.5 -
Sustancia relacionada |Informe todas las impurezas > 0.05 % RRT Impureza _ |Area % |Area % Area % lArea % Area % |Area %
0.51 0.06 0.17 0.29 - 0.19
0.68 Lace oxidado 10,03 0.85 1.87 0.04
1.00 IAPI 98.95 |98.07 96.62 99.13
1.65 0.26 0.37 0.32 0.34
1.86 0.08 0.26 0.31 0.17
4.05 Acido lipoico [0.50  [0.18 0.39 0.13
Total Impurezas 1.05 1.93 3.38 0.87




68

Tabla 15-3: (Estudio #0205)

Efecto de la concentracion de LACE-I y diferentes relaciones molares de LACE-Yoduro/HPBCD

Lote#

AC-LACE-05-21

Descripcion

3% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares de API:HPbCD |1:1

API Lote#

Cierre recipiente

LDPE, en bolsa, barredor de

oxigeno, capa N2

Condiciones 40C
Lote # AC-LACE—-05-21, 40°C; Fecha inicio: 01/07/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 4 Sem. 2 Meses 3 Meses API
. [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA |PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 46 - - -
(Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 303 312 310 -
species asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
iscosidad TBD - — — —
_nsayo, API 30 (27-33) mglg 33.0 30.8 32.1 -
Sustancia relacionada _[Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza___|Area % |Area % lArea % Area % Area % |Area %
0.51 0.06  [0.18 0.38 - 0.19
0.68 Lace oxidado 10,03 6.46 8.18 0.04
1.00 API 98.95 91.97 89.23 99.13
1.65 0.26 0.22 0.26 0.34
1.86 0.08 0.32 0.50 0.17
14.05 Acido lipoico |0.50  [0.65 1.32 0.13
[Total Impurezas 1.05 8.03 10.77 0.87
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Tabla 15-4: (Estudio #0205)

Efecto de la concentracion de LACE-I y diferentes relaciones molares de LACE-Yoduro/HPBCD

Lote #

AC-LACE-05-21B

Descripcién

1.92% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares molares de API:HPbCD

1:1

IAPI Lote #

Cierre de recipiente

LDPE, en bolsa, barredor de

0Xigeno, capa N2

Condiciones 5C
Lote # AC-LACE-05-21, 5°C; Fecha inicio: 01/07/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 4 Sem. 2 Meses 3 Meses API
L [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA |PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 45 - - -
(Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 299 312 310 -
Especies asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
iscosidad TBD = - - -
nsayo, API 30 (27-33) mglg 20.5 19.4 20.8 -
sustancia relacionada [Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza _ |Area % |Area % Area % Area % Area %  |Area %
0.51 0.07 0.11 0.20 - 0.19
0.53 ND ND 0.09
0.68 Lace ox. 0.03 ND 0.05 0.04
1 IAPI 99.35  99.37 99.01 99.13
1.65 0.35 0.22 0.41 0.34
1,86 0.09 0.13 0.19 0.17
2,28 ND 0.08 ND
14,05 lAcido lipoico |yp 0.03 ND 0.013
[Total Impurezas 0.65 0.63 0.99 0.87
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Tabla 15-5: (Estudio #0205)

Efecto de la concentracion de LACE-I y diferentes relaciones molares de LACE-Yoduro/HPBCD

Lote #

AC-LACE-05-21B

Descripcién

1.92% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares molares de API:HPBCD

11

API Lote #

Cierre de recipiente

LDPE, en bolsa, barredor de

oxigeno, capa N2

Condiciones 25C
Lote # AC-LACE-05-21, 25°C; Fecha inicio: 01/07/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 4 Sem. 2 Meses 3 Meses API
Ao [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA PASADA
pariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 45 - - -
—smolalidad 300 (280—320) mOsm 299 308 1305 -
Especies asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
\Viscosidad TBD - - - -
Ensayo, API 30 (27-33) mg/g 20.5 19.5 20.7 -
Sustancia relacionada [Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza Area % |Area % Area % Area % Area % |Area %
0.51 0.07 0.12 0.24 - 0.19
0.53 IND ND 0.11
0.68 LACE oxid 0.03 1.01 4.40 0.04
1 IAPI 99.35  [97.91 94.04 99.13
1.65 0.35 0.36 0.30 0.34
1,86 0.09 0.31 0.47 0.17
2,28 ) ND 0.09 ND
14,05 lAcido lipoico  |yp 0.14 0.40 0.013
[Total Impurezas 0.65 2.09 5.96 0.87
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Tabla 15-6: (Estudio #0205)

Efecto de la concentracion de LACE-I y diferentes relaciones molares de LACE-Yoduro/HPBCD

Lote # AC-LACE-05-21B
Descripcién 1.92% LACE-I/ HPBCD
Equivalentes molares molares de API:HPbCD 1:1
API Lote #
Cierre de recipiente LDPE, en bolsa, barredor de oxigeno,
cana N?
Condiciones 40C
Lote # AC-LACE-05-21B, 40°C; Fecha inicio: 01/07/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 4 Sem. 2 Meses 3 Meses API
L [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 45 - _ _
smolalidad 300 (280-320) mOsm 299 312 308 -
Especies asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
\Viscosidad TBD = = - -
Ensayo, API 30 (27-33) mglg 20.5 19.6 20.4 -
Sustancia relacionada [Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza Area % |Area % Area % Area % lArea % |Area %
0.51 0.07 0.17 0.32 - 0.19
0.53 ND ND 0.15
0.68 LACE oxid 0.03 14.01 16.95 0.04
1 IAPI 99.35 84.49 89.46 99.13
1.65 0.35 0.28 0.28 0.34
1,86 0.09 0.27 0.51 0.17
2,28 ND 0.10 ND
14,05 IAcido lipoico  [\p 0.67 1.27 0.13
[Total Impurezas 0.65 15.51 10.54 0.87
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Tabla 15-7: (Estudio #0205)

Efecto de la concentracion de LACE-I y diferentes relaciones molares de LACE-Yoduro/HPBCD

Lote #

AC-LACE-05-23

Descripcién

3% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares molares de API:HPbCD

1:1.5

/API Lote #

Cierre de recipiente

LDPE, en bolsa, barredor de oxigeno,

cana N2
Condiciones 5C
Lote # AC-LACE-05-23, 5°C; Fecha inicio: 01/07/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 4 Sem. 2 Meses 3 Meses API
L [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 4.6 - - -
smolalidad 300 (280-320) mOsm 297 300 298 =
Especies asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
iscosidad TBD - - = =
Ensayo, API 30 (27-33) mglg 32.0 32.2 32.2 -
Sustancia relacionada _[Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza Area % |Area % Area % Area % Area % |Area %
0.49 0.05 0.09 0.18 - 0.19
0.52 ND ND 0.06
0.61 LACE oxid 0.04 0.04 0.08 0.04
1.00 IAPI 99.10  [99.29 98.45 99.13
1.52 0.34 0.39 0.42 0.34
1,73 i 0.07 0.08 0.17 0.17
4,11 lAcido lipoico  |p.28 ND 0.06 0.13
[Total Impurezas 0.68 0.71 1.55 0.87
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Tabla 15-8: (Estudio #0205)

Efecto de la concentracion de LACE-I y diferentes relaciones molares de LACE-Yoduro/HPBCD

Lote #

AC-LACE-05-23

Descripcién

1.92% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares molares de API:HPbCD

1:1.5

API Lote #

Cierre de recipiente

LDPE, en bolsa, barredor de oxigeno,

cana N2
Condiciones 25C
Lote # AC-LACE-05-23, 5°C; Fecha inicio: 01/07/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 4 Sem. 2 Meses 3 Meses API
. [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 46 - - -
(Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 297 300 297 =
=species asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
iscosidad TBD — — — —
nsayo, API 30 (27-33) mglg 32.0 32.2 32.2 -
Sustancia relacionada _[Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza Area % |Area % Area % Area % Area % |Area %
0.49 0.05 0.09 0.21 - 0.19
0.52 ND ND 0.07
0.61 LACE oxid 0.04 0.04 3.56 0.04
1.00 IAPI 99.10  [99.29 95.00 99.13
1.52 0.34 0.39 0.32 0.34
1,73 i 0.07 0.08 0.30 0.17
4,11 lAcido lipoico  [0.28 ND 0.38 0.13
[Total Impurezas 0.68 .71 5.00 0.87
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Tabla 15-9: (Estudio #0205)

Efecto de la concentracion de LACE-I y diferentes relaciones molares de LACE-Yoduro/HPBCD

Lote #

IAC-LACE-05-23

Descripcién

3% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares molares de API:HPbCD

1:1.5

IAPI Lote #

Cierre de recipiente

de oxioeno. capa N2

LDPE, en bolsa, barredor

Condiciones

40C

Lote # AC-L ACE-05-23, 40°C; Fecha inicio: 01/07/2016

Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 4 Sem. 2 Meses 3 Meses API
L [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 46 - - -
[Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 297 301 299 -
species asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
iscosidad TBD - - - -
_nsayo, API 30 (27-33) mglg 32.0 32.2 32.2 -
Sustancia relacionada [Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza Area % |Area % Area % Area % lArea % |Area %
0.49 0.05 0.13 0.15 - 0.19
0.61 LACE oxidado [0.04 27.07 21.07 0.04
1.00 IAPI 99.10  [71.56 76.39 99.13
1.52 0.34 0.23 0.29 0.34
1.73 0.07 0.41 0.52 0.17
4,11 lAcido lipoico  [0.28 0.48 1.18 0.13
[Total Impurezas 0.68 2.13 23.61 0.87
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Tabla 16-1: (Estudio #0214)

Procesamiento "sin nitrégeno” de LACE-Yoduro en HPBCD: Efecto sobre la estabilidad

Lote # AC-LACE-05-39

Descripcién 3% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares molares de API:HPbCD  [1:1

APl Lote #

Cierre de recipiente LDPE, en bolsa, barredor de
oxigeno, capa N2

Condiciones 5C

Lote # AC-LACE-05-39, 5°C; Fecha inicio: 13/07/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 1 Mes 2 Meses 3 Meses API
L [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 4.7 - -
(Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 304 302 298
Especies asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ
/iscosidad TBD - - -
nsayo, API 30 (27-33) mg/g 31.6 32.7 31.3
Jstancia relacionada [Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza Area % |Area % Area % Area % |Area %

0.51 0.08 0.16 0.09 0.10
0.53 0.03 ND 0.03 ND
0.68 ND ND 0.04 0.04
0.93 ND ND 0.05 ND
1.00 IAPI 99.26  [99.19 199.19 99.13
1,36 0.10 ND 0.05 ND
1.65 0.39 0.42 0.42 0.34
1.86 0.04 0.09 0.07 ND
2.28 i ND 0.08 0.07 0.17
4.05 /Acido lipoico  |\n ND 0.06 0.13

[Total Impurezas 0.74 0.81 0.81 0.87
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Tabla 16-2: (Estudio #0214)

Procesamiento "sin nitrégeno" de LACE-Yoduro en HPBCD: Efecto sobre la estabilidad

Lote # AC-LACE-05-39
Descripcién 3% LACE-I/ HPBCD
Equivalentes molares molares de API:HPbCD 1:1
API Lote #
Cierre de recipiente LDPE, en bolsa, barredor de
oxigeno, capa N2
Condiciones 25C
Lote # AC-LACE-05-39, 25°C; Fecha inicio: 13/07/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 1 Mes 2 Meses 3 Meses API
. [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 47 - _
(Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 304 300 299
Especies asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ
iscosidad TBD - - =
nsayo, API 30 (27-33) mg/g 31.6 33.3 30.3
Sustancia relacionada _[Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza Area % |Area % Area % Area % |Area %
0.51 0.08 0.20 0.17 0.10
0.53 0.03 0.04 0.04 ND
0.68 ND ND 0.06 0.04
0.93 ND ND 0.04 ND
1.00 IAPI 99.26 99.82 98.46 99.13
1,23 ND ND 0.25 ND
1.36 b1  [0.08 0.06 0.34
1.65 b3g  [041 0.40 ND
1.86 0.04 0.11 ND 0.17
2.228 ND 0.09 0.09 0.13
14.05 Acido lipoico [\ 0.043 0.43
[Total Impurezas 0.74 1.18 1.54 0.87
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Tabla 16-3: (Estudio #0214)

Procesamiento "sin nitrégeno" de LACE—Yoduro en HPBCD: Efecto sobre la estabilidad

Lote # AC-LACE-05-39

Descripcién 3% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares molares de API:HPbCD |1:1

IAPI Lote #

Cierre de recipiente LDPE, en bolsa, barredor de oxigeno,
capa N2

Condiciones 40C

Lote # AC-LACE-05-39, 40°C; Fecha inicio: 13/07/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 1 Mes 2 Meses 3 Meses API
L [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 4.7 - -
smolalidad 300 (280-320) mOsm 304 302 302
species asociativas TBD BLOQ BLOQ BLOQ

\Viscosidad TBD = = -

Ensayo, API 30 (27-33) mglg 31.6 33.7 31.1

Sustancia relacionada [Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza Area % |Area % Area % Area % |Area %
0.51 0.08 0.16 0.20 0.10
0.53 0.03 ND ND ND
0.68 ND ND 0.12 0.04
0.93 ND ND ND ND
1.00 IAPI 99.26  [97.93 97.19 99.13
1,36 0.10 0.11 0.33 ND
1.65 0.39 0.32 ND 0.34
1.86 0.04 0.18 0.29 ND
2.28 ) ND 0.06 0.08 0.17
4.05 )Acido lipoico  |\in 1.01 1.80 0.13

[Total Impurezas 0.74 2.08 2.81 0.87
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Tabla 17-1: (Estudio #0225)
Formulacién de LACE-Yoduro en Cavitron HPBCD y 0,23% HPMC Efecto sobre la estabilidad

¥6 —

Lote # AC-L ACE-07-01
Descripcién 3% LACE-I/ HPBCD
Equivalentes molares molares de API:HPbCD  [1:1
API Lote #
Cierre de recipiente LDPE, en bolsa, barredor de
oxigeno, capa N2
Condiciones 5C
Lote # AC-LACE-07-01, 5°C; Fecha inicio: 19/08/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem. 1 Mes 3 Meses API
. [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 4.6 -
(Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 280 -
Especies asociativas TBD
iscosidad TBD (cP) 10 —
Ensayo, API 30 (27-33) mglg 28.6 29.4
Sustancia relacionada _[Informe todas las impurezas > 0.05%  |RRT Impureza Area % |Area % Area % Area %
0.50 0.04 0.12 0.20
0.59 0.07 0.09 0.04
0.74 0.02 0.04
0.86 0.08 0.04
0.91 0.02 ND
1,00 IAPI 99.15  [99.18 99.13
1.13 0.08 0.15
1.27 b3g 032 0.34
1.42 bo7 008 017
3.07 Acido lipoico |np ND 0.13
[Total Impurezas 0.85 0.82 0.87
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Tabla 17-2: (Estudio #0225)
Formulacién de LACE-Yoduro en Cavitron HPBCD y 0,23% HPMC Efecto sobre la

estabilidad
Lote # AC-LACE-07-01
Descripcién 3% LACE-I/ HPBCD
Equivalentes molares molares de API:HPbCD [1:1
IAPI Lote #
Cierre de recipiente LDPE, en bolsa, barredor de

oxigeno, capa N2

Condiciones 25C

Lote # AC-LACE-07-01, 25°C; Fecha inicio: 19/08/2016

Ensayo Especificacion T=0 2 Sem 1 Mes 3 Meses  |API
. [Transparente, amarillo claro PASADA
|Apariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 4.6
(Osmolalidad 1300 (280-320) mOsm 280
Especies asociativas TBD
iscosidad TBD 10
Ensayo, API 30 (27-33) mg/g 28.6
Sustancias relacionadas |Informe todas las impurezas > 0.05 % RRT Impureza_ |Area % |Area %  |Area % lArea %
0.50 0.04 0.15 0.20
0.59 0.07 0.10 0.04
0.74 0.02 0.02
0.86 0.08 0.025
0.91 0.02 ND
1.00 IAPI 99.15 [98.93 99.13
1.13 0.08 ND
1.27 0.38 0.49 0.34
1.42 0.07 0.07 0.17
3.07 lAcido lipoico [ND 0.21 0.13
[Total Impurezas 0.85 1.07 0.87

96 —
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Tabla 17-3: (Estudio #0225)

Formulacién de LACE-Yoduro en Cavitron HPBCD y 0,23% HPMC Efecto sobre la estabilidad

Lote # AC-LACE-07-01

Descripcién 3% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares molares de AP1:HPbCD 1:1

API Lote #

Cierre de recipiente LDPE, en bolsa, barredor de oxigeno, capa

N2
Condiciones 40C
Lote # AC-LACE-07-01, 40°C; Fecha inicio: 19/08/2016
Ensayo Especificacion T=0 2 Sem 1 Mes 3 Meses API
- [Transparente, amarillo claro PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 4.6

Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 280

Especies asociativas TBD

\Viscosidad TBD 10

Ensayo, API 30 (27-33) mg/g 28.6

Sustancias relacionadas |Informe todas las impurezas > 0.05 % RRT Impureza  |Area % |Area %  |Area % lArea %
0.50 0.04 0.19 0.20
0.59 0.07 0.14 0.04
0.74 0.02 ND
0.86 0.08 ND
0.91 0.02 ND
1.00 IAPI 99.15  [98.19 199.13
1.13 0.08 0.20
1.27 038 037 0.34
1.42 0.07 0.08 0.17
3.07 Acido lipoico [ND 0.84 0.13

[Total Impurezas 0.85 1.82 0.87
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Tabla 18-1: (Estudio #0226)
Formulacién de LACE-Yoduro en Cavitron HPBCD en relacion molar 1:1
(almacenado sin proteccion de oxigeno (sin barredores de O2, sin capa N2, sin
bolsa)

Efecto sobre la estabilidad

Lote #
Descripcién
Equivalentes molares molares de API:HPbCD
API Lote #
Cierre de recipiente

AC-LACE-05-39
3% LACE-I/ HPBCD
11

LDPE, sin barredores de 02,

sin capa N2. sin bolsa

Condiciones 5C
Lote # AC-LACE-05-39, 5°C; Barredores O2 eliminados: 19/08/2016
Ensayo Especificacion Embotellado inicial 13-7-16  [TO (barr. 02) 1 [2 Sem 4 Sem Ctrl. (barr API
Mes (sin barr 02) (sin barr {022
02) Meses)
L [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 47 -
Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 304 298 -
Especies asociativas TBD BLOQ BLOQ -
iscosidad TBD - - -
Ensayo, APl 30 (27-33) mg/g 316 31.3 -
Sustancia relacionada |Informe todas las impurezas > 0.05 % RRT Impureza lArea % |Area % Area % Area%  |Area%  |Area %
0.51 0.08 0.09 0.13 0.10
0.53 0.03 0.03 0.04 ND
0.68 ND 0.04 0.06 0.04
0.93 ND 0.05 ND ND
1.00 IAPI 99.26  [99.19 97.78 99.13
1,2 ND ND 0.105 ND
1,36 0.10 0.05 0.39 ND
1.65 0.39 0.42 0.35 0.34
1.86 boa 007 ND ND
2.28 ND 0.07 ND 0.17
14.05 IAcido lipoico ND 0.06 0.15 0.13
[Total Impurezas 0.74 0.81 1.22 0.87
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Tabla 18-2: (Estudio #0226)

Formulacién de LACE-Yoduro en Cavitron HPBCD en relacién molar 1:1

(almacenado sin proteccion de oxigeno (sin barredores O2, sin capa N2, sin bolsa)

Efecto sobre la estabilidad (5<, 25<)

Lote #

AC-LACE-05-39

Descripcién

3% LACE-I/ HPBCD

Equivalentes molares molares de API:HPbCD  [1:1

API Lote #

Cierre de recipiente LDPE, sin barredores O2, sin capa
N2. sin bolsa

Condiciones 25C

Lote # AC-LACE-05-39, 25°C; Barredores O2 eliminados: 19/08/2016

Ensayo Especificacion Embotellado inicial 13-7-16  [TO (barr.021 [2 Sem 4 Sem Ctrl. (barr API
Mes) (sin barr O2) |(sin barr (022
02) Meses)
L [Transparente, amarillo claro PASADA PASADA PASADA
IApariencia
pH 4.5 (4.0-5.0) 47 -
(Osmolalidad 300 (280-320) mOsm 304 298 -
Especies asociativas TBD BLOQ BLOQ -
iscosidad TBD - - -
Ensayo, API 30 (27-33) mg/g 31.6 31.3 -
Sustancia relacionada |Informe todas las impurezas > 0.05 % RRT Impureza lArea % |Area % Area % IArea % lArea % lArea %
0.51 0.08 0.09 0.37 0.10
0.53 0.03 0.03 0.16 ND
0.68 ND 0.04 0.19 0.04
0.93 ND 0.05 ND ND
1.00 IAPI 99.26  [99.19 98.47 99.13
1,2 ND ND 0.105 ND
1,36 0.10 0.05 0.15 ND
1.65 039 [042 0.38 0.34
1.86 0.04 0.07 ND ND
2.28 ) ND 0.07 ND 0.17
14.05 lAcido lipoico ND 0.06 ND 0.13
0.29
[Total Impurezas 0.74 0.81 1.53 0.87
Ejemplo 18

Método de formulacion para la solucion de producto farmacolégico LACE-yoduro

Secuencia de proceso general.

LACE-I/ HPbCD (Sin HPMCQ).

1.

En un vaso de precipitados, agregar en orden: WFI, alanina, glicerol, HP-B-

CD vy solucion de cloruro de benzalconio (BAK 0,005 g/mL en WFI).
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2. Colocar el vaso en la agitadora magnética para combinar excipientes.
3. Ajustar el pH usando HCI 1 N, pH objetivo 4,5.
4, Colocar el vaso de precipitados en recipiente encamisado conectado al
circulador de calefactor/refrigerador de agua ajustado a 25°C (agregar agua
destilada al recipiente encamisado para lograr una conductividad térmica). Sumergir
la paleta mezcladora Scilogix y agitar a aproximadamente 500 r. p. m.
5. Agregar APl en pequefios incrementos mientras se agita. Una vez
completada la adicion del API, dejar que la formulacion se agite durante 45—-60
minutos para asegurar una disolucién completa.
6. Retirar el vaso de precipitados del aparato de mezcla y pesar. Agregar WFI
para tener en cuenta cualquier pérdida debida a la evaporacion.
7. Filtrar la formulacion (0,2 uM PVDF).
LACE-I con 0,23% de HPMC (proceso de dos soluciones).

A. Solucién 1: 1,16% (p/p) solucidon de hipromelosa 2910 en WEI.

1. En un vaso de precipitados aiadir WFI.

2. Colocar el vaso de precipitados en recipiente encamisado conectado al
circulador de calefactor/refrigerador de agua ajustado a 90°C (agregar agua
destilada al recipiente encamisado para lograr una conductividad térmica). Sumergir
la paleta mezcladora Sciolgex y agitar a aproximadamente 400 r. p. m.

3. Una vez que WFI esta a 2: 70°C, comenzar a agregar Hipromelosa 2910 para
dispersar. Aumentar la velocidad de mezcla a 650 r. p. m.

4. Una vez que se haya agregado toda la HPMC, reducir la temperatura del
circulador calefactor/refrigerador de agua hasta 10°C y continuar mezclando.

5. Cuando la solucién se haya enfriado y se vuelva transparente y viscosa,
retirar el vaso de precipitados del aparato de mezcla y pesar. Agregar WFI para
tener en cuenta cualquier pérdida debida a la evaporacién.

B. Solucién 2 - Formulacién LACE sin HPMC.

1. En un vaso de precipitados, agregar en orden: WFI, alanina, glicerol, HP-B-

CD.
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2. Colocar el vaso de precipitados en recipiente encamisado conectado al
circulador de calefactor/refrigerador de agua ajustado a 25°C (agregar agua
destilada al recipiente encamisado para lograr una conductividad térmica). Sumergir
la paleta mezcladora Sciolgex y agitar a aproximadamente 500 r. p.m.
3. Ajustar el pH usando HCI 1 N a 4,18.
4, Agregar APl en pequefios incrementos mientras se agita. Una vez
completada la adicion del API, dejar que la formulacion se agite durante 45—-60
minutos para asegurar una disolucién completa.
5. Agregar la solucién de BAK (BAK 0,005 g/mL en WFI).
6. Retirar el vaso de precipitados del aparato de mezcla y pesar. Agregar WFI

para tener en cuenta cualquier pérdida debida a la evaporacion.

7. Medir el pH y ajustar, si es necesario.

C Combinar Soluciones 1y 2.

1. Pesar una porcion designada de la Solucion 1 en un vaso de precipitados.

2 Colocar el vaso de precipitados en recipiente encamisado conectado al

circulador de calefactor/refrigerador de agua ajustado a 25°C (agregar agua
destilada al recipiente encamisado para lograr una conductividad térmica). Sumergir
la paleta mezcladora Sciolgex y agitar a aproximadamente 130 r. p. m.

3. Agregar la solucién 2 a la solucién 1 mientras se mezcla.

4. Retirar el vaso del aparato de mezcla.

5. Filtrar por esterilizacion utilizando un filtro PVDF de 0,2 uM.
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Concentracion de acido lipoico (ug/g)

16

Concentracion de acido lipoico en fluido receptor

(4,5% LACE-I/HPbCD frente a 1,5% LACE—CI)

141
12-

10

UEDZNR

CORNEA 1 (4,5% LACE-I/HPbCD)
CORNEA 2 (4,5%LACE-I/HPbCD)
CORNEA 3 (4,5% LACE-I/HPbCD)
CORNEA 4 (1,5% LACE—CI)
CORNEA 5 (1,5% LACE-CI)
CORNEA 6 (1,5% LACE—CI)

[T

/

L]
J
[T T

£

[T T IO IO

J T T T T

|

T T

T

3

Tiempo en horas

FIG.28

o~

!
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Cambio en especies asociativas como una funcion de tiempo
en formulaciones de cantidades variables de HP-B—-CD
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