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DESCRIPCION
Fabricacién de microesferas usando un hidrocicldon
Referencias cruzadas a solicitudes relacionadas:

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente nimero de serie 13/028.764 presentada el 16 de febrero
de 2011.

Campo técnico:
El campo es la fabricacion de productos farmacéuticos de liberacion mantenida.
Antecedentes técnicos:

Las microparticulas inyectables de liberacién mantenida han atraido la atencién debido a varias ventajas. Tienen alto
cumplimiento y conveniencia para el paciente debido a inyecciones menos frecuentes. Generalmente se logra una
eficacia més alta con menor dosis debido al mantenimiento de una concentracion mantenida y eficaz del farmaco en
la sangre. Si es necesario, estas formulaciones se podrian usar para lograr concentracién local mas alta para tratar
enfermedades especificas. Sin embargo, fabricar estas forma de dosis es un reto puesto que el producto debe ser
estéril. Los métodos de esterilizacién estandar no funcionan con estos productos o afectan negativamente a la calidad
del producto. Por tanto el producto debe ser fabricado en condiciones asépticas. La fabricacion aséptica de un producto
en microparticulas es un reto. Se ha establecido que se podrian fabricar microparticulas por un proceso continuo como
se informa en varias patentes (5.945.126; 6.270.802; 6.361.798; 7.300.671 y 6.939.033). Un método y un aparato para
hacer particulas se describen en el documento US 2004/118007 A1 (Chickering et al.). En esa divulgacién una
suspension de solvente y material a granel se rocia a través de un atomizador para formar gotitas a una cadmara de
secado. El solvente puede evaporarse de las gotitas de suspensién en la camara secada dejando particulas de material
a granel siendo la evaporacion asistida por un gas seco. La mezcla de particulas de material a granel de gas de secado
se pasan a un molino de chorro. Las particulas en la mezcla molida por chorro se concentraron usando unos medios
de concentracion tales como un separador de ciclén. Cuando se hacen microesferas, se prefiere producir las particulas
en un proceso continuo, tal como concentrar las particulas al nivel deseado, retirando particulas no deseadas y también
retirando solventes no deseados y agentes tensioactivos mediante lavado. Para producir microparticulas en un
proceso de flujo continuo, hay disponible equipamiento en diversas variedades de tamano. Por ejemplo, hay
disponibles mezcladores dinamicos en linea en diversos tamaros de fabricantes tales como maquinas Silverson y
mezcladores Ross. De manera similar, hay disponibles mezcladores estaticos en linea de compafias tales como
mezcladores Ross, Sulzer y Komax en diversos tamanos. Sin embargo, no hay muchas opciones de equipamiento
para procesar las microesferas a este tipo de tasa mas rapida. El procesamiento implica retirar los componentes no
deseados tales como exceso de fase continua que también contiene solventes y farmacos no encapsulados.
Equipamiento tal como filtracion de extremo cerrado (p. ej., PharmSep de Swecco, el conjunto Stir-Cell de Millipore),
centrifugadoras de flujo continuo (centrifugadoras de Alfa Lavel) y filtracién transmembrana (p. e€j., filiros huecos de
fibra de GE Healcare, Spectrum) pueden procesar suspensiones de microesferas. Sin embargo, la filtracion de extremo
cerrado no puede manejar grandes volimenes, requiere una enorme area superficial y usa equipamiento engorroso
con piezas moviles. También, el taponamiento de filtros y tamices es un problema comun durante la filtracién de
extremo cerrado que sacrifica la eficiencia durante el proceso. Para operaciones a escala mas grande se necesita
cambiar el filtro/tamiz taponado y esta intervencion podria afectar al funcionamiento aséptico. Las centrifugadoras de
flujo continuo pueden tener un problema de concentracion de particulas (agregacion) y también son dificiles de manejar
en condiciones asépticas. La filtracion transmembrana tiene una limitacion debido a los requisitos de enorme area
superficial y el requisito de caudal muy alto para la recirculacién. El taponamiento de membrana de filtro también es
un problema para operaciones a gran escala. Adicionalmente, la retirada de particulas pequefias del producto se
vuelve necesaria en varias situaciones puesto que particulas mas pequefnas podrian provocar inflamacién debido a
macréfagos. Los filtros giratorios de Sartorius y tamices vibratorios de Swecco son las opciones disponibles para retirar
particulas pequefas. Sin embargo, el taponamiento de tamiz es el mayor problema para ambos dispositivos; por lo
tanto no se usan ampliamente.

Compendio técnico:

Un hidrociclon se usa porque es capaz de procesar rapidamente grandes voliUmenes y se puede adaptar para
fabricacién aséptica. El hidrociclén ocupa espacio minimo en el area aséptica, no tiene piezas moéviles y puede
procesar la suspension de microesferas a una tasa mas rapida eliminando deficiencias con equipamiento existente.
Adicionalmente, se encontré que el hidrociclén puede retirar una fraccion no deseada de particulas que pueden
comprometer la calidad del producto. Si bien el término microesferas se usa por toda esta divulgacion se entiende que
este término es intercambiable con los términos microparticulas y microcapsulas puesto que las particulas pueden no
ser estrictamente esféricas y el agente activo se puede dispersar por todo o ser encapsulado por el polimero.

La fabricacién de microesferas produce particulas con una amplia distribucién de tamafo de particula. Las particulas
mas pequeias pueden suponer problemas tales como estallido inicial y tasa de liberacion mas rapida. Las particulas
pequerias pueden no contener carga de farmaco mas alta comparada con particulas mas grandes. Adicionalmente,
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las particulas mas pequefias pueden provocar una respuesta inmune debido a ataque de macré6fagos. Por lo tanto,
para ciertas aplicaciones es importante que la formulacion esté libre de particulas, por ejemplo, menos de
10 micrémetros, preferiblemente menos de 5 micrometros. Como ejemplo, para aplicaciones de microparticulas para
tratar osteoartritis por inyeccién en tejido sinovial, el producto debe estar libre de particulas menores de
20 micrometros. El hidrociclon puede retirar estas particulas pequenas.

Aunque la retirada de tamafos de particula no deseados también se puede lograr mediante procesos de tamizado, el
tamizado es dificil en condiciones de fabricacion aséptica, especialmente retirar una fraccién de particulas del
producto. El hidrociclon se puede usar para procesar las microesferas producidas a una tasa mas rapida al eliminar la
fase continua a una tasa mucho mas répida y eliminar particulas méas pequefas. Este dispositivo también se puede
usar para eliminar particulas mas grandes. El hidrociclon se puede combinar con filtraciéon transmembrana (p. €j., un
filtro de fibra hueca) de modo que el filtro de fibra hueca puede funcionar eficientemente. Puesto que la mayor parte
de la fase continua es eliminada por el hidrociclon es facil hacer funcionar el filtro de fibra hueca en un caudal inferior
(tasa de recirculacién) con bombas simples y mas pequefias tales como bombas peristalticas. Adicionalmente,
particulas mas pequefas que podrian taponar la membrana de filtro al bloquear los poros pueden ser eliminadas por
el hidrociclén. Al eliminar una enorme fraccion de estas particulas mas pequefias usando un hidrociclén, se puede
prolongar la vida operativa de la membrana de filtro, mejorando asi la capacidad para producir grandes tamanos de
lote. Esto es util durante fabricacion aséptica puesto que sustituir el filiro de fibra hueca puede poner en peligro la
asepsia del proceso, lo que podria llevar a rechazar el lote entero.

De manera similar, al eliminar una gran fraccion de particulas mas pequefas de la suspension de microesferas por
funcionamiento de hidrociclon las microesferas producidas podrian ser procesadas con menos dificultad usando
filtracién de extremo cerrado (p. ej., tamices Swecco). Para informacién acerca de filtracion de extremo cerrado véase
el documento: AAPS Pharm Sci Tech, 2001, 2(1); US20090104274. Si la suspension esta sustancialmente libre de
particulas pequenas el procesamiento (concentrar, lavar, lograr formulacién final) se puede realizar también usando
el sistema de tamiz.

Las microesferas se producen al combinar la fase dispersada y la fase continua bajo la influencia de la mezcla. Al
seleccionar la ratio apropiada de la fase dispersada a la fase continua la salida puede ser una suspensiéon de
microesferas solidificadas o una emulsion. Si es una emulsion, se puede anadir fluido adicional para solidificar la
emulsidon por extraccién de solvente. Esto se podria realizar continuamente o como proceso por lotes. Durante el
proceso de fabricacién continuo de microparticulas la tasa de salida de suspension puede ser de 1 a 50 L/min
dependiendo del sistema de mezcla en linea. La concentracién de particulas en la suspensién puede ser de 0,1 g/L a
100 g/L. La eliminacion de fase continua y concentrar microparticulas en la suspension son etapas necesarias durante
la preparacion farmacéutica. Esto se puede realizar mediante varios procedimientos y equipamiento asociado, tal como
filtracion de extremo cerrado, centrifugacion y filtracion transmembrana, que cuando se usan solas tienen limitaciones
como se explica.

A fin de aumentar la tasa de procesamiento de microesferas mientras se mantienen propiedades favorables de las
microesferas y la naturaleza aséptica del producto, el hidrociclén se ha encontrado Util. El hidrociclén aumento
significativamente la capacidad de proceso y la calidad de las microesferas. El hidrocicléon se puede implementar
facilmente y usar en varios puntos diferentes dentro del proceso global. El hidrociclon se puede usar para retirar el
exceso de fase continua (CP, continuous phase) con o sin la retirada de particulas pequenas, para retirar particulas
mas grandes y también durante la etapa de lavado para retirar CP y componentes no deseados tales como solventes
residuales y farmaco no encapsulado.

El hidrociclon puede tener un efecto importante en una formulacion de liberacion mantenida para mejorar no
Unicamente su concentracion para eficiencia de procesamiento, sino también para ayudar a proporcionar
formulaciones que sean mas seguras y mas eficaces. El hidrociclén puede ser capaz de ayudar a seleccionar una
distribucion preferida de tamafo de particula en el producto. Esta seleccién puede reducir una fraccion que sea
potencialmente perjudicial (0 no deseable). Especificamente, se pueden reducir o eliminar las particulas mas
pequefas. Estas particulas mas pequefias pueden ser una fuente potencial de ataque de macréfagos en el lugar de
inyeccion. El hidrociclon es capaz de procesar la suspension de microesferas a una tasa mucho mas rapida retirando
componentes no deseados comparado con otros dispositivos.

Para un procesamiento rapido, se puede usar en paralelo mas de un hidrociclén. Para un buen rendimiento se puede
usar en serie mas de un hidrociclén. Hay varias variables en el hidrociclén que podrian cambiar la eficiencia y el
rendimiento del procesamiento. Para un hidrociclon dado se pueden seleccionar diferentes identificaciones de apice
de angulo (ID) fijas para manipular el flujo inferior y el flujo superior.

Segun la presente invencion se proporciona un sistema para procesar microesferas que comprende:
un envase (114) que contiene una suspensién de microesferas solidificadas en un medio de suspensién;

un hidrociclén (HC) (120) que tiene una entrada de fluido (16), una primera salida de fluido (18) y una segunda salida
de fluido (20), en donde dicha entrada de fluido (16) estda en comunicacion de fluidos con dicho envase (114) y recibe
dicha suspension, dicha segunda salida de fluido (20) descarga un flujo de dicha suspension que tiene una
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concentracién aumentada de dichas microesferas respecto a dicha suspension en dicho envase (114), y dicha primera
salida de fluido (18) descarga un flujo de dicho medio de suspensién que tiene una menor concentracion de dichas
microesferas respecto a dicha suspensién en dicho envase (114);

caracterizado por que el sistema comprende ademas un filtro de fibra hueca (140) que tiene una entrada en
comunicacién de fluidos con dicha segunda salida de fluido (20); v,

un envase de retirada de solvente (SRV) (136) interpuesto entre y en comunicacién de fluidos con dicha entrada de
dicho filtro de fibra hueca (140) y dicha segunda salida de fluido (20) de dicho HC (120), dicho SRV (136) capaz de
recibir y lavar dichas microesferas en dicha suspension descargadas de dicha segunda salida de fluido (20) de dicho
HC (120) para retirar solvente de dicha suspensién.

Cambiando ahora a una exposicion de aspectos especificos de esta divulgacién, una primera realizacién atafie a un
sistema para procesar microesferas que comprende un envase y un hidrociclén. El envase contiene una suspension
de microesferas solidificadas que comprende polimero y agente activo. El hidrociclén tiene una entrada de fluido, una
primera salida de fluido y una segunda salida de fluido. La entrada de fluido estd en comunicacion de fluidos con el
envase Yy recibe la suspension. La segunda salida de fluido contiene un flujo de la suspensién que tiene microesferas
concentradas. La primera salida de fluido contiene un flujo de una cantidad relativamente grande de liquido comparada
con el flujo desde la segunda salida de fluido.

Haciendo referencia a rasgos particulares de la primera realizacion, el sistema puede comprender una bomba
dispuesta entre el envase y el hidrociclon para bombear la suspension desde el envase a la entrada de fluido a presion.
El sistema puede comprender un mezclador que combina el polimero, el solvente y el agente activo para formar una
emulsién. El mezclador esta en comunicacion de fluidos con el envase y la emulsién se solidifica en el envase para
formar la suspension en el envase. Como alternativa, el sistema puede comprender otro mezclador que combina el
polimero, el solvente y el agente activo para formar la suspension. El mezclador esta en comunicacion de fluidos con
el envase.

Una segunda realizacion de esta divulgacién cuenta con un sistema para concentrar microesferas comprendidas de
polimero y agente activo. El sistema comprende un mezclador y un hidrociclon. Se podria producir una suspensién de
microesferas al mezclar en el mezclador una fase dispersada y una fase continua. La fase dispersada incluye solvente,
polimero y un agente activo. El mezclador incluye un elemento de mezcla que mezcla la fase dispersada y la fase
continua para hacer una suspensién de microesferas. El hidrociclén tiene una entrada de fluido, una primera salida de
fluido y una segunda salida de fluido. La entrada de fluido esta en comunicacién de fluidos con el mezclador y recibe
la suspension. La segunda salida de fluido contiene un flujo de la suspensién que tiene microesferas concentradas y
la primera salida de fluido contiene un flujo de una cantidad relativamente grande de liquido comparada con el flujo
desde la segunda salida de fluido. Aunque las microesferas producidas por el mezclador podrian ser procesadas
directamente por el hidrociclén, por motivos de control podria realizarse en dos etapas con un envase intermedio que
recibe la suspension del mezclador y desde el que una bomba de entrega entregaré la suspensién al hidrociclon.

Ahora se abordaran aspectos mas especificos de la segunda realizacion. El sistema comprende: un envase para
contener y remover la suspension; primera entubacién que lleva desde el mezclador al envase; una fuente de agua o
un medio de suspension; segunda entubacion que lleva desde la fuente al envase; una bomba para mover agua o
medio de suspension desde la fuente a lo largo de la segunda la entubacién al envase; tercera entubacion que lleva
desde el envase a la entrada de fluido; y una bomba para bombear la suspension desde el envase a la entrada de
fluido.

El flujo desde la primera salida de fluido puede contener una cantidad relativamente grande de fase continua, agua o
medio de suspension como liquido, comparado con el flujo desde la segunda salida de fluido.

El flujo desde la primera salida de fluido puede contener una cantidad relativamente grande de microesferas finas
comparada con el flujo desde la segunda salida de fluido.

El sistema también puede comprender un segundo hidrocicléon (HC-2) que tiene una entrada de fluido, una primera
salida de fluido y una segunda salida de fluido. La segunda salida de fluido de HC-2 contiene un flujo de la suspensién
que tiene microesferas concentradas y la primera salida de fluido de HC-2 contiene un flujo de una cantidad
relativamente grande del liquido comparada con el flujo desde la segunda salida de fluido de HC-2.

La primera salida de fluido del hidrociclon (HC-1) estd en comunicacion de fluidos con la entrada de fluido del segundo
hidrociclén (HC-2) y se combina la suspension concentrada desde la segunda salida de fluido de HC-1 y desde la
segunda salida de fluido de HC-2.

El flujo desde la primera salida de fluido del segundo hidrociclon (HC-2) puede contener una cantidad relativamente
grande de la fase continua, el agua o el medio de suspension comparada con el flujo desde la segunda salida de fluido
de HC-2.

El sistema puede comprender un segundo hidrociclon en serie o paralelo con el hidrociclén.
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El SRV que recibe la suspension concentrada desde la segunda salida de fluido de HC-1 también puede recibir la
suspensién concentrada de la segunda salida de fluido de HC-2 para lograr microesferas lavadas con menor solvente
residual y libre de componentes no deseados tales como agente tensoactivo en la CP y farmaco no encapsulado.

El HFF del sistema puede comprender: una entrada de HFF, una primera salida de HFF y una segunda salida de HFF;
cuarta entubacion entre el SRV y la entrada de HFF; y una bomba para mover la suspension con solvente retirado del
SRV, a lo largo de la cuarta entubacion a la entrada de HFF y quinta entubacién que se extiende desde la segunda
salida de HFF al SRV. De la primera salida de HFF se retira permeado, y se traslada suspension filtrada desde la
segunda salida de HFF a lo largo de la quinta entubacién al SRV.

El sistema puede comprender una segunda fuente de agua o medio de suspension, sexta entubacién que lleva desde
la segunda fuente al envase de retirada de solvente (SRV) y una bomba para bombear el agua o el medio de
suspensién desde la segunda fuente a lo largo de la sexta entubacién al SRV.

Una tercera realizacién de esta divulgacién presenta un método para procesar microesferas. Una suspension de
microesferas solidificadas que comprende polimero y agente activo se hace circular en un envase. La suspensién es
movida desde el envase a una entrada de fluido de un hidrociclén, el hidrociclén incluye ademas una primera salida
de fluido y una segunda salida de fluido. Un flujo de la suspensién que tiene microesferas concentradas se retira de la
segunda salida de fluido. Un flujo de una cantidad relativamente grande de un liquido comparada con el flujo desde la
segunda salida de fluido se retira de la primera salida de fluido.

Haciendo referencia a aspectos especificos de la tercera realizacién, entre el envase y el hidrociclon se dispone una
bomba. La bomba se usa para bombear la suspension desde el envase a la entrada de fluido a presion. Un mezclador
puede estar en comunicacion de fluidos con el envase. El polimero, el solvente y el agente activo se pueden combinar
en el mezclador para formar una emulsion. La emulsién se puede solidificar en el envase para formar la suspension
en el envase. Como alternativa, otro mezclador puede estar en comunicacion de fluidos con el envase. El polimero, el
solvente y el agente activo se pueden combinar en el mezclador para formar la suspension y la suspensién se puede
dirigir desde el mezclador al envase. La emulsién o la suspensién se pueden formar al mezclar una fase dispersada
que comprende polimero, solvente y agente activo con una fase continua. La fase continua puede ser acuosa o no.

Una cuarta realizacion de esta divulgacion presenta un método para concentrar microesferas que comprenden
polimero y agente activo que comprende: alimentar en un mezclador una fase dispersada y una fase continua, la fase
dispersada incluye solvente, polimero y un agente activo; mezclar la fase dispersada y la fase continua en el mezclador
para hacer una suspension de microesferas; mover la suspension desde el mezclador a una entrada de fluido de un
hidrociclén, el hidrocicldn incluye ademas una primera salida de fluido y una segunda salida de fluido; retirar de la
segunda salida de fluido un flujo de la suspension que tiene microesferas concentradas; y retirar de la primera salida
de fluido un flujo en una cantidad relativamente grande de un liquido comparada con el flujo desde la segunda salida
de fluido.

Ahora se describiran aspectos especificos de la cuarta realizacién. EI método puede comprender: mover la suspension
desde el mezclador a un envase y remover la suspension en el envase; afadir agua o un medio de suspension al
envase; y mover la suspension desde el envase a la entrada de fluido.

El método puede comprender retirar del flujo desde la primera salida de fluido una cantidad relativamente grande de
la fase continua, el agua o el medio de suspension.

El método puede comprender retirar del flujo desde la primera salida de fluido una cantidad relativamente grande de
microesferas finas comparada con el flujo desde la segunda salida de fluido.

El método puede comprender proporcionar un segundo hidrociclén (HC-2) que tiene una entrada de fluido, una primera
salida de fluido y una segunda salida de fluido, que comprende: mover la suspension desde la primera salida de fluido
del hidrociclén (HC-1) a la entrada de fluido de HC-2; retirar de la segunda salida de fluido de HC-2 un flujo de la
suspensién que tiene microesferas concentradas; retirar de la primera salida de fluido de HC-2 un flujo en una cantidad
relativamente grande de liquido comparada con el flujo desde la segunda salida de fluido de HC-2; y combinar la
suspensién concentrada de la segunda salida de fluido de HC-1 y de la segunda salida de fluido de HC-2 para formar
una suspensiéon combinada.

El método puede comprender retirar del flujo desde la primera salida de fluido de HC-2 una cantidad relativamente
grande de microesferas finas comparada con el flujo desde la segunda salida de fluido de HC-2.

El método puede comprender pasar la suspension de microesferas desde el hidrociclon a un segundo hidrociclén en
serie o0 paralelo con el hidrociclén.

El método puede comprender pasar el flujo de la suspensiéon de microesferas desde la segunda salida de fluido del
segundo hidrociclon a un filtro de fibra hueca. EI método puede comprender mover la suspension combinada al SRV;
y retirar solvente desde la suspension combinada en el SRV para formar una suspensién con solvente retirado.
El método puede comprender afiadir agua o un medio de suspension al envase de retirada de solvente (SRV).
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El método comprende: el HFF retira solvente de la suspension combinada en el SRV, el HFF incluye una entrada de
HFF, una primera salida de HFF y una segunda salida de HFF; mover la suspensién con solvente retirado del SRV a
la entrada de HFF; retirar agua o el medio de suspensién de la primera salida de HFF para formar una suspension
filtrada, y mover la suspension filtrada de la segunda salida de HFF al SRV.

Se tendran muchos rasgos adicionales, ventajas y un entendimiento de la invencion a partir de los dibujos adjuntos y
la descripcion detallada que sigue. Se debe entender que el Compendio Técnico anterior proporciona una descripcion
en términos amplios mientras que la siguiente Descripcion Detallada proporciona un descripcion mas ajustada y
presenta realizaciones que no se deben interpretar como limitaciones necesarias de la amplia invencion definida en
las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos:

la figura 1A es una vista en perspectiva de un hidrociclén; la figura 1B es una vista lateral del hidrociclén; la figura 1C
es una vista vertical en seccion transversal del hidrociclén de la figura 1B y la figura 1D es una vista superior del
hidrociclén visto a lo largo de 1D-1D de la figura 1B;

la figura 2 es un diagrama de flujo para un proceso mejorado de produccion farmacéutica de microesferas de liberacién
mantenida con un hidrociclon para retirar fase continua (CP), lavar microesferas, y formular en un medio de suspension
para preparar una forma de dosis final;

la figura 3 es un diagrama de flujo de proceso de un proceso mejorado de produccion farmacéutica de microesferas
de liberacion mantenida con el hidrociclon en uso junto con un filtro de fibra hueca para retirar CP, lavar microesferas,
y formular en un medio de suspensién para preparar una forma de dosis final;

la figura 4 es un diagrama de flujo de un proceso mejorado de produccién farmacéutica con el hidrociclén en uso junto
con filtracién de extremo cerrado para retirar CP, lavar microesferas, y secar para obtener microesferas de liberacién
mantenida. El secado se realiza tipicamente al soplar una corriente de aire o nitrégeno.

La figura 5A es una curva de distribucién de tamano de particula para una fraccion de flujo inferior de hidrociclon 1
(HC-1) y esto se compara en la figura 5B con la curva de distribucién de tamafo de particula para una fraccion de flujo
superior de hidrociclon 3 (HC-3) mientras se procesan microesferas de doxiciclina usando hidrociclones;

la figura 6 es un nivel de doxiciclina en sangre de rata mientras se inyectan microesferas de doxiciclina procesadas
por un filtro de fibra hueca (HFF) solo en una dosis de 10 mg de farmaco/Kg de rata; y

la figura 7 es una comparacién de liberacion in vitro de microesferas de doxiciclina procesadas por un hidrociclon y
filtro de fibra hueca (HC-HFF) versus un filtro de fibra hueca (HFF) solo realizado en condiciones fisiolégicas (PBS,
37 °C).

Descripcion detallada:

Haciendo referencia a la figura 1, un hidrociclén 10 incluye un cuerpo 12 que tiene una parte superior 14 que incluye
una entrada fija 16, una salida fija de flujo superior 18 y una salida fija de flujo inferior 20. El hidrociclon es tubular de
modo que el interior 22 del hidrociclon es hueco. El hidrociclon tiene un espacio central 23 rodeado por paredes
interiores 24 del hidrociclon. El hidrociclon es en forma de cilindro que tiene una seccion recta 26 donde las paredes
en el exterior tiene el mismo diametro por todo la parte media del hidrociclon. La parte superior incluye una parte de
seccion recta o un hallador de vortice 28 que se extiende desde el interior a la salida de flujo superior 18. El interior
del hidrociclén también incluye un agujero angulado 30 que se inclina desde la seccion recta en la parte media 32 del
hidrociclén a un diametro decreciente cerca de una parte inferior 34 del hidrociclén. La superficie interior del agujero
angulado lleva al exterior del hidrociclon en la salida de flujo inferior. El vortice 36 recibe un flujo de material del exterior
por medio de la entrada 16 a presién (es decir, a presion positiva tal como 69 kPa (10 psi), en donde se optimizaria la
presion real para el funcionamiento). La liberacion del material contra el agujero angulado 30 separa el flujo de material
en dos trayectorias diferentes hacia la parte superior 14 y la parte inferior 34 del hidrociclon. Las particulas mas
pesadas o0 mas grandes se trasladan hacia abajo y hacia fuera a lo largo del vértice principal 36 en el interior y se
marchan a través de la salida de flujo inferior 20. Una pequefia proporcién de particulas mas ligeras o mas finas se
trasladan hacia arriba a lo largo de un centro del vértice principal en 38 y dejan el interior del hidrociclén cerca de su
parte superior a través de la salida de flujo superior 18. Una mayor parte del fluido en el hidrociclon se marcha a través
de la salida de flujo superior. Este fluido puede incluir agua, fase continua o diluyentes o una combinacién de los
mismos.

La figura 2 muestra un diagrama de flujo de proceso del método mejorado para procesar una suspension de
microesferas usando hidrociclones. La suspension de microesferas se procesa al eliminar la fase continua (CP) junto
con solventes y farmaco no encapsulado, lavar las microesferas con agua y también suspender las microesferas
lavadas con una solucion de formulacién apropiada. En el diagrama de flujo, 50 es una fuente de fase continua (CP,
continuous phase) y 52 es una fuente de fase dispersada (DP, dispersed phase). Un mezclador 54 produce una
suspension de microesferas 56 desde las DP y CP. La entubacion 58, 60 permite flujo de las CP y DP desde las
fuentes de CP y DP al mezclador. Se debe apreciar que las ubicaciones de entrada de la entubacion al mezclador y
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las ubicaciones respecto a los otros dispositivos de los sistemas de esta divulgacion unicamente son esquematicas y
pueden ser diferentes en la practica real. La suspension de microesferas 56 desde el mezclador entra a un envase de
retirada de solvente 62 (SRV). La entubacion 64 permite el traslado de la suspension de microesferas 56 desde el
mezclador 54 al envase de retirada de solvente 62. Para la entrega de CP y DP se usan bombas de entrega o
dispositivos apropiados (no se muestran).

La suspensién en el envase es entregada por una bomba 68 al hidrociclon 69. La bomba 68 se ubica a lo largo de la
entubacion 70 desde el envase de retirada de solvente 62 a la entrada 16 del hidrociclén 69. Dependiendo de la
magnitud de retirada de CP de la suspensién y también de la retirada de particulas pequenas del sistema, se podria
usar mas de un hidrociclon. El diagrama de flujo describe el uso de dos hidrociclones en serie. El flujo inferior 72 desde
la salida de flujo inferior 20 es una suspensién concentrada de microesferas y el flujo superior 74 desde la salida de
flujo superior 18 es principalmente fase continua CP con una pequefa cantidad de microesferas mas pequefias. La
entubacion 76 se extiende desde la salida de flujo superior 18 del primer hidrociclén 69 a la entrada 16 de un segundo
hidrociclén 78. El flujo superior 74 se entrega ademas a lo largo de la entubacion 76 a la lumbrera de entrada 16 del
segundo hidrociclén 78 (“HC-II"). Para esta entrega no se necesita bomba adicional. Si es necesario, en las lumbreras
de entrada se podrian introducir manémetros para monitorizar el flujo para finalidades de control de proceso y
monitorizacién. Desde el segundo hidrociclén 78 (HC-II) la suspensién concentrada fluird como flujo inferior 80 desde
la salida de flujo inferior 20 y el flujo superior 82 se marchara a través de la salida de flujo superior 18 como corriente
de desperdicio. Se podrian usar hidrociclones adicionales en serie 0 en paralelo para ayudas al procesamiento.

La entubacion 84 se extiende desde las salidas de flujo inferior 20 de los hidrociclones 62 y 78 al envase de retirada
de solvente 62. Los flujos inferiores 72 y 80 son suspensiones concentradas que se combinan y se trasladan a lo largo
de la entubacién 84 para llegar de regreso al envase de retirada de solvente 62 (SRV). Una bomba 85 se extiende a
lo largo de la entubacion 86 desde un deposito de agua de lavado 87 al envase de retirada de solvente 62. Agua de
lavado desde el depésito de agua de lavado 87 se puede bombear a lo largo de la entubacién 86 al SRV 62 usando
la bomba 85. Para algunos procesos, también se afade agua simultdneamente con la suspension de microesferas
durante la etapa de formacion de microesferas. La entrada desde el mezclador Silverson puede ser cerrada para
permitir que la concentracion de microesferas tratadas en HC aumente y la fase continua disminuya. Esta operacién
es para la situacion en la que el hidrociclén se usa para retirar exceso de CP y microesferas mas pequenas, las
microesferas se lavan con agua y luego se realiza intercambio de diluyente. Al final, la suspension de microesferas en
diluyente en el tanque 62 se prepara para rellenar viales y se seca por congelacion, o se prepara para secado por
congelacién a granel y puede marcharse por medio de la salida 63.

Hay ciertos requisitos de caudal para realizar la operacién entera en un espacio confinado de modo que el volumen
no se quede pequenio en el SRV 62. En general, el caudal combinado de la suspension de microesferas a lo largo de
la entubacién 64 y agua de lavado a lo largo de la entubacion 86 deben ser similares al caudal de flujo superior a
través de 82. Aunque el caudal mencionado anteriormente es deseable, no es necesario cuando la capacidad del SRV
62 es suficientemente grande y capaz de acomodar el volumen creciente. Durante la etapa de lavado de microesferas
no habra flujo a través de 64. En este punto el caudal a través de 86 debe ser igual a 82.

Después de lavar las microesferas con agua, se puede introducir diluyente apropiado (medio de suspension) en lugar
de agua. 88 es un depdsito de diluyente y 90 es una bomba de entrada de diluyente. La bomba de diluyente 90 se
extiende a lo largo de la entubacién 92 desde el deposito de diluyente 88 al envase de retirada de solvente 62. El
diluyente es bombeado usando la bomba 90 desde el depdsito de diluyente 88 a lo largo de la entubacion 92 al SRV
62. Realizar esta operacién suspenderd las microesferas en un medio de suspension apropiado. De nuevo, el caudal
a través de 92 debe coincidir con 82 para mantener un volumen constante en el SRV. La concentracion de las
microesferas puede ser aumentada al continuar el funcionamiento de hidrociclén sin entrada al SRV a través de la
corriente a lo largo de la entubacién 64, o disminuida al no realizar el tratamiento de hidrociclén (es decir, no bombear
usando la bomba 68) mientras se afiaden diluyentes a través de la corriente a lo largo de la entubacién 92. Este
proceso permitira el logro de formulacion final con potencia apropiada del farmaco. Con la suspensioén se pueden
rellenar ademas viales y secar por congelacion. La suspension también se puede secar por congelacién directamente
para lograr el producto como polvo a granel. El llenado se lleva a cabo asépticamente mediante un procedimiento
estandar adoptado por la industria.

La maquina de llenado es automatizada; viales estaran abiertos a flujo laminar de aire filtrado por HEPA y el
procedimiento se cualifica por llenado de medios.

Los componentes de diluyente de esta divulgacién pueden incluir un intensificador de viscosidad, un soluto de molécula
pequefia como agente lioprotector, y un agente tensoactivo. El intensificador de viscosidad es un polimero soluble en
agua que ayuda a suspender las particulas y ralentiza el endurecimiento de particula si no se mezcla.

Polimeros adecuados de intensificacién de viscosidad son carboximetilcelulosa (CMC), hidroxipropilcelulosa (HPC),
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), carboximetilcelulosa sodica (SCMC), etilcelulosa, hidroximetilcelulosa, acetato
ftalato de celulosa, acetato-succinato hidroximetilcelulosa, copolimero de anhidrido maleico, &cido hialaurénico,
gelatina, polietilenglicol de alto peso molecular, y combinaciones de los mismos. En una realizacion, se puede usar
carboximetilcelulosa (CMC) como potenciador de viscosidad como parte de la formulacién de diluyente.
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El agente lioprotector es un soluto de molécula pequena, por ejemplo, manitol, sorbitol, sacarosa, lactosa, galactosa,
maltosa, trehalosa, dextrosa, fructosa, otros derivados de azulcar, ciclodextrinas, y mezclas de los mismos. Se pueden
usar polisacaridos tales como almidén, dextrano, agar, xantano, y mezclas de los mismos. Estabilizadores tales como
poli(alcohol de vinilo), poli(vinilpirrolidona) (PVP), polietilenglicol (PEG), poli(acido glutdmico), y se pueden usar
mezclas de los mismos. El agente crioprotector también se puede usar para ajustar la tonicidad de la solucién. En una
primera realizacion, como agente lioprotector se usa manitol. El agente lioprotector también puede ser Util para
proteger la isotonicidad de la suspension en cuanto a capacidad de inyeccion.

El agente tensoactivo es un agente de humedecimiento que se selecciona de un grupo de agentes tensioactivos
biocompatibles. En una realizaciéon se puede usar polisorbato 80. Otros agentes tensioactivos adecuados incluyen
colato de sodio, taurocolato de sodio, taurodesoxicolato de sodio, lecitina, fosfolipidos, poloxdmeros, ésteres de
sorbitano, ésteres de acidos grasos con glicoles de polioxyilkileno, estearato de glicerol-polialquileno, homo- y
copolimeros de glicoles de polialquileno, Pluronic F68, Tween 20, Tween 40, Tween 80, Span 20, Span 40, Span 60,
Span 80, HCO-50, HCO-60, emulsionantes tales como gelatina, alcoholes de bajo peso molecular tales como
propilenglicol, y acidos grasos de bajo peso molecular.

El diluyente podria ser filtrado estéril para usar en la formulacién. La composicién se procesa como suspension y esta
sustancialmente libre de agregacion. Las microesferas suspendidas se secan por congelacion facilmente y son
compatibles con agentes anadidos. También se ha encontrado que la composicién tiene contenido reducido de agua
que proporciona mayor estabilidad para almacenamiento a largo plazo.

La figura 3 muestra un diagrama de flujo de proceso en el que en un envase intermedio (IMV) se recibe una suspension
de microesferas, es procesada por un hidrociclén para concentrar microesferas al eliminar la fase continua (CP) y
posteriormente procesar la suspension por un filtro de fibra hueca (HFF) en un envase de retirada de solvente (SRV).
En lafigura 3, 100 es una fuente de la fase continua (CP) y 102 es una fuente de la fase dispersada (DP). Un mezclador
104 produce una suspension de microesferas 106 al mezclar la DP y la CP. Mezcladores adecuados se describen en
la patente de EE. UU. n.? 5.945.126. La entubacién 108 se extiende desde la fuente de la fase continua 100 al
mezclador 104 y la entubacion 110 se extiende desde la fuente de la fase dispersada 102 al mezclador. La entubacién
112 se extiende desde el mezclador a un envase intermedio (IMV) 114. La suspensién de microesferas desde el
mezclador se traslada a lo largo de la entubacién 112 y entra al envase intermedio (IMV) 114. Puede ser posible pasar
la suspensién procedente del mezclador Silverson directamente al hidrociclén Gnicamente si la suspensién procedente
del mezclador tiene suficiente presion positiva. En cambio, es mas facil recibir en un envase intermedio y controlar la
presion usando la bomba 116. Esto proporcionara buena flexibilidad. Para la entrega de CP y DP se pueden usar
bombas de entrega o dispositivos apropiados (no se muestra).

La suspension de microesferas en el envase intermedio (IMV) es entregada por una bomba 116 a la entrada de un
primer hidrociclon (HC-1) 120. La bomba 116 se ubica a lo largo de la entubacién 118 que se extiende desde el envase
intermedio a la entrada 16 del primer hidrociclon 120. Dependiendo de la magnitud de retirada de CP de la suspension
y también de la retirada de particulas pequenas del sistema, se podria usar mas de un hidrociclon. El diagrama de
flujo describe el uso de dos hidrociclones en serie. Sin embargo, el proceso no se limita a dos hidrociclones. El flujo
inferior 122 desde la salida de flujo inferior 20 del primer hidrociclén 120 es una suspension concentrada de
microesferas y el flujo superior 124 desde la salida de flujo superior 18 del primer hidrociclén es principalmente un
volumen relativamente grande de CP con una pequeia cantidad de microesferas mas pequefias. La entubacién 126
se extiende desde la salida de flujo superior 18 del primer hidrociclon 120 a la entrada 16 de un segundo hidrocicldn
128. El flujo superior 124 se entrega ademas a lo largo de la entubacion 126 a la entrada 16 del segundo hidrociclon
128 (HC-2). Para esta entrega no se necesita bomba adicional. Si es necesario, en las entradas se podrian introducir
manometros para monitorizar el flujo para finalidades de control de proceso y monitorizacién. Desde el segundo
hidrociclén (HC-2) 128, la suspensién concentrada fluira como flujo inferior 130 desde la salida de flujo inferior 20 y el
flujo superior 132 dejara la salida de flujo superior 18 como corriente de desperdicio.

La entubacion 134 se extiende desde las salidas de flujo inferior 20 de los hidrociclones primero y segundo 120, 128
a un envase de retirada de solvente (SRV) 136. El flujo inferior 122, 130 desde los hidrociclones HC-1 120 y HC-2 128
(suspension concentrada) se combina y traslada al SRV 136 a lo largo de la entubacion 134. Desde el SRV, la
suspensioén se recircula usando una bomba 138 a través de un filtro de fibra hueca (HFF) 140. El filiro de fibra hueca
incluye un cuerpo 142 que tiene una lumbrera de entrada 144, una lumbrera de retirada de permeado 146 y una
lumbrera de salida 148. La bomba 138 se dispone a lo largo de la entubacion 150 que se extiende desde el envase
de retirada de solvente SRV a la entrada 144 del filtro de fibra hueca HFF. Mientras la suspension se recircula a través
del bucle de HFF, se retira permeado a través de la lumbrera 146. Para retirar el permeado se puede usar una bomba
152. La tasa de retirada de permeado puede coincidir con el flujo inferior desde los hidrociclones para mantener el
nivel de volumen en el SRV. No es necesario hacer coincidir el flujo, si el volumen de SRV lo permite. La entubacion
153 se extiende desde la salida 148 del filtro de fibra hueca al SRV 136. La suspensién de microesferas que tiene
permeado (p. €j., fase continua, agua o diluyente) retirado se traslada desde el filtro de fibra hueca a lo largo de la
entubacion 153 al SRV.

La entubacién 156 se extiende desde una fuente de agua de lavado 154 al envase intermedio 114 y la entubacion 158

se extiende desde la fuente de agua de lavado 154 al envase de retirada de solvente 136. Una bomba 159 se extiende

alo largo de la entubacion 156, 158. Después de completarse la etapa de formacién de microesferas, las microesferas
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en el SRV 136 se pueden lavar con agua que se traslada desde la fuente de agua 154 a lo largo de la entubacion 158
al SRV. Se puede anadir agua a la suspension de microesferas en el IMV 114 también si el proceso requiere dilucién
inmediata con agua durante la formacién de microesferas. El agua se trasladaria desde la fuente de agua 154 a lo
largo de la entubacién 156 y al envase intermedio 114. Una bomba 162 se ubica a lo largo de la entubacion 164 que
se extiende desde el envase de almacenamiento de diluyente 160 al envase de retirada de solvente 136. Del SRV se
pueden recuperar microesferas 136 por medio de la salida 137 como a granel y secarse o se pueden suspender en
agente de formulacion apropiado (diluyente) bombeado desde el envase de almacenamiento de diluyente 160 a lo
largo de la entubacion 164. Suspender las microesferas en diluyentes se podrian realizar en la propio SRV o en otro
envase usando otro HFF. Se podrian rellenar viales con la suspension de microesferas en agua o en diluyentes
retirados del SRV por medio de la salida 137 y esa se podria secar por congelacion mediante técnicas estandar.

La figura 4 es un proceso similar a la figura 3, excepto que usa un aparato de tamiz mojado 180 en lugar de filtro de
fibra hueca (HFF) para procesar las microesferas y no incluye el SRV. Piezas similares tienen numerales de referencia
similares por todas las varias vistas de esta divulgacion. La entubacion 134 desde las salidas de flujo inferior 20 de los
hidrociclones primero y segundo 120, 128 lleva al tamiz mojado 180. Las corrientes de flujo inferior 122, 130 desde
los hidrociclones primero y segundo 120, 128 se combinan y se trasladan a lo largo de la entubacién 134 al tamiz
mojado. El agua de lavado desde la fuente 154 puede ser bombeada por la bomba 159 a la unidad de tamiz y se
drenara agua a través de la lumbrera 182.

Se pueden dispensar microesferas como lechada a través de 184. También, las microesferas en la unidad de tamiz
se podrian secar en el propio tamiz al hacer fluir aire seco o gas inerte a temperatura apropiada y la microesfera
secada podrian ser recogida como polvo a granel a través de la lumbrera 184. Las unidades de tamiz SWECO
funcionan con un parametro (patrén vibracion Gnico) que permite a las particulas secas (o lechada) descargarse
eficientemente.

Evaluacién del hidrociclén para formacion de microesferas de liberacion mantenida

La eficiencia del funcionamiento de hidrociclon se puede determinar por el coeficiente de concentracion y el
rendimiento de microesferas a través del flujo inferior. El coeficiente de concentracién es la ratio de concentracion de
particulas en el flujo inferior a la suspensién de alimentacion. Un mayor coeficiente de concentracion significa
separacion eficaz de particulas de la fase continua. Un mayor flujo de entrada de suspension dara como resultado una
mayor presion de entrada en el hidrocicléon. Una mayor presion de entrada proporciona un mayor coeficiente de
concentracion. Para fabricacion de microesferas un mayor coeficiente de concentracion de particulas es relevante.
Una ratio de caudal entre flujo inferior y flujo superior es un factor que debe ser considerado junto con una separacion
eficiente. Si el flujo inferior es bajo, es beneficioso para el proceso puesto que a través del flujo superior se pueden
retirar rapidamente cantidades relativamente grandes de agua del sistema. Sin embargo, existe la posibilidad de perder
una fraccion de particulas en el flujo superior. Se debe seleccionar un tipo apropiado de hidrociclén, y su apice y flujo
de entrada de fabricacion para un buen rendimiento de particulas junto con una retirada eficiente de agua del sistema.
También se debe considerar el rendimiento de microesferas a través del flujo inferior, especialmente mientras se
procesan formulaciones farmacéuticas caras. El rendimiento es la ratio entre la cantidad de microesferas obtenidas a
través de la salida de flujo inferior comparada con la cantidad a través de la entrada. La cantidad de microesferas es
una combinacién de concentracién de microesferas y caudal de la suspension. Si es necesario, se pueden usar
multiples hidrociclones en serie para mejorar el rendimiento y lograr un rendimiento deseado.

La retirada de particulas méas pequenas ocurre a través del flujo superior. El intervalo de tamafo de particula de las
particulas pequenas a retirar se basa en el tipo de hidrociclon, y su apice y caudal de fabricacion.

Ejemplo 1: Procesamiento de suspension de microesferas usando un hidrociclon: Efecto del caudal de entrada, ID de
Apice y concentracion de particulas en el coeficiente de concentracion y el tamario de particula

Se prepard una suspensiéon de microesferas a partir de una solucién de poli(lactido-co-glicoésido) en dicloromethano
mediante un proceso de aceite-en-agua usando un mezclador Silverson en linea segun la patente de EE. UU. n.?
5.945.126. Como fase continua se us6 solucion de poli(alcohol de vinilo) (0,35 %). La velocidad de mezcla Silverson
fue de 7.000 rpm. Se lavaron microparticulas para retirar solventes residuales y las particulas se suspendieron
finalmente en agua. La concentracién de microesferas en la suspension fue de 49 mg/g. Posteriormente, también se
prepararon suspensiones con menores concentraciones como se muestra en la Tabla 1 al diluirlas ain mas en agua.
La suspension se mantuvo en un envase Applikon de 20 L (envase intermedio, IMV) durante el estudio y se removio
continuamente para mantener la homogeneidad. Antes del procesamiento en hidrociclén se tomaron muestras de
suspensién del IMV en cuanto a analisis de concentracion y tamano de particula.

La suspension fue bombeada usando una bomba peristaltica a los caudales mostrados en la Tabla 1 a la lumbrera de
entrada del hidrociclon. Se us6 un Hidrociclon Tipo GMAX1U-3125 que tiene Apice 118 recibido de Krebs Engineers.
La suspensién desde un Applikon (IMV) de 20 L se bombeé a la entrada de hidrociclén y se obtuvieron muestras de
dos salidas; la salida inferior que produjo la corriente de retencién de flujo inferior y salida superior que es el flujo
superior. En estos experimentos, el flujo inferior era aproximadamente el 20 % del flujo superior, que variaba
ligeramente, sin embargo, segun las condiciones.
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La Tabla 1 muestra los resultados. Conforme aumenta el caudal aumentaba la concentracién de las microesferas en
la retencion (flujo inferior). Para que la suspensién tenga la concentracion de particulas de 49 mg/g en el caudal de
entrada de 10 L/min la concentracion de las microesferas en el flujo inferior corriente fue 2,5 veces comparada con la
suspension a granel. Asi, al procesar una suspension de 20 L a través del hidrociclén se recogi6é aproximadamente el
50 % de las particulas en aproximadamente 2 L (20 % de la volumen) en 2 minutos de duracién. Un mayor caudal de
entrada produjo la corriente de flujo inferior en concentraciones uniformes mas altas. Experimentos usando suspension
de diluido mostraron coeficientes de concentracién incluso mayores como se muestra en la tabla 1. Adicionalmente,
la distribucién de tamafos de particula (distribucion de volumen) mostr6 que la corriente de flujo inferior contenia
menos particulas mas pequefas puesto que se retiraron particulas mas pequenas a través de la corriente de flujo
superior. Un tamano de particula en 10 % de distribucion de volumen mostr6 un aumento del 100 %. Asi, el tamaro
de particula mostré una reduccién considerable de particulas mas pequefas del sistema.

Tabla 1 - Efecto de la concentracion de particulas y el caudal en el coeficiente de concentracion y el tamafio de
particula

Conc.de |Caudal de|Presion de |Conc. de  [Ratio de 10 % de fraccién de 50 % de fraccion de
microesferalentrada |entrada particulas |conc. en flujo [volumen acumulativo volumen acumulativo
s en IMV ] en flujo inferior (10 % DE CVF) (50 % DE CVF)
(L/min)  |(PSI) inferior versus en
(9/9) IMV (flujo de [Tamafo en (% de Tamano en [% de
(9/9) entrada) micrémetros |cambio micrémetro |cambio
comparado |s comparado
con granel con granel
(IMV) (IMV)
Muestra granel desde IMV 3,96 N/A 26,9 N/A
0,049 10,0 10 0,124 2,5 5,87 +48 30,0 +12
12,8 14 0,154 3,1 6,57 +66 30,0 +12
14,3 16 0,169 3,5 6,44 +63 29,7 +10
Muestra a granel desde IMV 3,07 N/A 24,2 N/A
0,025 10,0 8 0,074 3,0 5,82 +90 28,6 +18
12,8 13 0,089 3,6 6,16 +101 28,4 +17
14,3 16 0,095 3,8 6,31 +106 27,7 +14
Muestra a granel desde IMV 3,22 N/A 249 N/A
0,006 10,0 7 0,017 2,8 5,85 +82 28,3 +14
12,8 12 0,020 3,3 6,45 +100 28,5 +15
14,3 14 0,022 3,7 6,24 +94 27,8 +11
Ejemplo 2

Se evallo el efecto de la ID de apice del hidrociclon sobre el coeficiente de concentracién y el tamafo de particula de
microesferas usando el hidrociclén modelo GMAX1U-3125 (de Krebs), usando tres Id de apice diferentes A (0,118), B
(0,157), y C (0,197) de Krebs se realizaron estudios usando la suspensién de microesferas con concentracion de
particulas de 15 mg/g a dos caudales diferentes, 8,7 L/min y 12,6 L/min. Cuando se cambié el &pice de hidrociclén de
A a C, el coeficiente de concentracién aumenté de 4,0 a 5,0 a caudal de 8,7 L/min y de 4,9 a 6,7 en caudal de
12,6 L/min. Adicionalmente, el &pice C retirdé una sustancial cantidad de particulas pequefnas. En la suspension a
granel (alimentacién) el 10 % de las particulas tenian menos de 2,76 micrémetros. Al procesar a través del hidrocicldon
el flujo inferior mostr6é que un 10 % de las particulas tenian menos de 13 micrometros de tamafo de particula.

Al seleccionar apice y caudal de entrada apropiados se pudo eliminar las particulas mas pequenas en diversas
medidas del producto.
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Tabla-2: Efecto del tipo de Apice en el coeficiente de concentracion y el tamafio de particula

Apice Flujo de Conc. de Ratio de conc.{10 % de particulas por 50 % de particulas por
entrada particulas en |en flujo debajo debajo
) flujo inferior (inferior versus
(L/min) en IMV Tamano en (% de cambio (Tamafo en {% de cambio
(9/9) micrometro [comparado micrometro ([comparado con
S con granel S granel (IMV)
(IMV)
Muestra a granel desde IMV (Conc. 0,015 g/g) 2,76 N/A 27,1 N/A
A 8,7 0,060 4,0 7,41 168 38,2 41
12,6 0,074 4,9 7,83 184 36,3 34
B 8,7 0,060 4,0 7,95 188 39,2 45
12,6 0,080 53 9,17 232 38,1 41
C 8,7 0,075 5,0 10,6 284 41,1 52
12,6 0,100 6,7 13,0 371 40,5 49
Ejemplo 3:

Microesferas de doxiciclina procesadas por filtro de fibra hueca e hidrociclon

La doxiciclina es un antibidtico que para tener eficacia requiere nivel de farmaco mantenido en la sangre. Se prepararon
microesferas de doxiciclina para liberacion de dos semanas al procesar las microesferas usando un proceso de filtro
de fibra hueca (HFF). Usando el proceso de HFF, la suspension producida por el Silverson en linea era de
aproximadamente 50 L y tard6é aproximadamente 50 minutos en eliminar 30 L de agua. Usando el hidrociclén se tardan
Unicamente 4 minutos en eliminar 30 L de agua. También, las microesferas procesadas a través del filtro de fibra
hueca contenian particulas mas pequefas. Para este producto, la cinética de liberacion de farmaco realizada mediante
in vitro e in vivo (modelo de rata) mostraron un estallido inicial. Se encontré que microesferas procesadas a través del
hidrociclén estaban sustancialmente libres de particulas pequefas, que eliminaron particulas pequefias que contenian
poco farmaco. Las microesferas resultantes mostraron un estallido inicial considerablemente menor y mayor carga de
farmaco. El siguiente procedimiento proporciona detalles.

Preparacién de microesferas: Se prepar6 doxiciclina con microesferas de poli(d,l-lactido-co-glicésido) (PLGA) usando
hiclato de doxiciclina de Hovione y PLGA (RG503H) de Boehringer Ingelheim mediante un proceso de aceite-en-agua.
La fase dispersada (fase organica) se preparé al disolver 20 g de hiclato de doxiciclina, 80 g de RG503H (PLGA), 240
g de cloruro de metileno y 60 g de metanol. La solucion se filtré6 entonces usando un filtro de PTFE de 0,2 micrometros
(Satafluor 150 de Sartorious). La fase continua (fase acuosa) era 0,5 % de poli(alcohol de vinilo) (PVA) en agua
preparada al disolver 300 g de PVA de bajo peso molecular en agua caliente (de 70 a 90 °C). La solucién se enfrié
entonces a temperatura ambiente y se afiadié agua para alcanzar 60 L de volumen total. La fase continua también se
filtr6 a través de PVDF de 0,2 micrometro (Opticap XL 10 de Millipore). Se prepararon microesferas de doxiciclina
usando un mezclador en linea como se describe en la patente de EE. UU. 5.945.126 con un caudal de CP de 4 L/min
y un caudal de DP de 30 ml./min. La velocidad de remocién de Silverson fue de 5.000 rpm. Una suspension de
microesferas producida en una tasa de aproximadamente 4 L/min se recogi6 en un tanque de 100 L y la suspensién
en el envase intermedio (IMV) se removid para tener homogeneidad de suspension.

Concentracion de suspensién mediante filtro de fibra hueca: Para procesar la suspension se us6 un SRV (biorreactor
de 3L de Applikon) equipado con tubos de entrada para suspensién, agua y diluyente y también una linea de
recirculacion a través de un filtro de fibra hueca Tipo 5A (HFF de GE Healthcare). La suspension fue bombeada desde
un envase intermedio IMV en 600 m L/min. La suspension en el SRV fue recirculada a través del HFF en 6 L/min y se
retird permeado a 600 m L/min. Asi, para retirar 30 L de agua, se tardaron aproximadamente 50 minutos. Para procesar
la suspension entera en el IMV, se tardaron aproximadamente 80 minutos. En el SRV se mantuvo un volumen de
suspensién de 1,5 L y se condenso toda la suspension en el volumen de 1,5 L.

Concentracion de la suspensién por hidrociclon: Se conectaron en serie tres hidrociclones, Tipo GMAX1U-3125 con
ID de apice 0,197 (HC-1), 0,197 (HC-2), y 0,118 (HC-3). La salida del IMV se conecté a la entrada del HC-1. El flujo
inferior del HC-1 se recogi6 en un recipiente de vidrio pesado previamente. El flujo superior de HC-1 se conect6 a la
entrada de HC-2. El flujo inferior de HC-2 también se recogi6 en un recipiente de vidrio pesado previamente. El flujo
superior de HC-2 se conecto a la entrada de HC-3. El flujo inferior de HC-3 también se recogi6 en un recipiente de
vidrio pesado previamente. El flujo superior de HC-3 era una corriente de desperdicios; sin embargo se recogié por
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medicién de tamafio de particula y concentraciéon de particulas. Se retiraron muestras de recipientes individuales
incluido el IMV por finalidades analiticas. Una suspensién desde el IMV fue bombeada a 13 L/min a la entrada de HC-
1 usando una bomba peristaltica (Watson Marlow). Se recogié el flujo inferior y el flujo superior. El volumen total del
flujo inferior de HC-1, HC-2 y HC-3 fue aproximadamente de 19 L. Este se trasfiri6 ademas al envase de retirada de
solvente (SRV) usando una bomba peristaltica, se procesé usando un filtro de fibra hueca eliminando CP en 600
m L/min condensando las microesferas en 1,5 L de volumen.

Lavado de microesferas: Después de concentrar las microesferas de volumen de 50 L a volumen de 1,5 L usando el
HFF o la combinacién Hidrociclon-HFF, las microesferas se lavaron como suspensién con agua a temperatura
ambiente durante 10 minutos, agua a 35 °C durante 40 minutos (20 minutos a temperatura y un tiempo de rampa de
20 minutos) y de nuevo con agua a temperatura ambiente durante aproximadamente 30 minutos. Esto se realizé por
intercambios de volumen como se describe en la patente de EE. UU. 6.270.802.

Recuperacion y secado por congelacién: En una membrana de PVDF se recuperaron microesferas lavadas usando
filtracion de extremo cerrado y secado por congelacion. Se realizé secado por congelacion al congelarla a -35 °C
durante 1 hora y manteniéndola a -35 °C durante 3 horas, aumentando la temperatura de -35 a -5 °C durante 2 horas
(vacio de <150 mT), de -5 a +5 °C durante 6 horas (vacio de <150 mT) y de +5 a +30 °C durante 2 horas (vacio de
<150 mT) y manteniéndola a +30 °C durante 8 horas (vacio <150 mT).

Se caracterizaron microesferas preparadas por el proceso HFF y por el proceso de hidrociclon en cuanto a contenido
de farmaco, distribucion de tamafos de particula y liberacion de farmaco. Se evaluaron microesferas preparadas por
el proceso HFF liberacion de farmaco in vivo en ratas. Para el proceso de hidrociclon, se midié carga de farmaco y
tamafo de particula para fracciones individuales también por motivos de informacién. Adicionalmente, también se
determinaron concentraciones de particulas en diversas suspensiones para evaluar la comparacion de eficiencia de
hidrociclén.

La Tabla 3 muestra las prestaciones del proceso de hidrociclon. Como se muestra, el HC procesé la suspension a
aproximadamente 13 L/min mientras el HFF procesé la suspension a 600 mL/min Unicamente. El hidrociclén permite
procesar volumenes relativamente grandes en una duracién mas corta comparada con el HFF debido a razones
descritas anteriormente. Una suspensidn de microesferas podria ser procesada a la misma tasa de produccion usando
un HC y no se requiere un gran envase de contencion. Por tanto, se podrian usar equipos mas pequenos. Por ejemplo,
si la tasa de produccién de suspension de microesferas es de 15 L/min, el HC podria facilmente retirar CP a 15 L/min.
El equipamiento es muy compacto (aprox. 30,48 cm (1 ft) de largo 2,54 cm (1 pulgada) de diametro). Sin embargo,
para eliminar la CP a 15 L/min a través de HFF, no hay HFF disponible que funcione a esta tasa, por lo tanto se
colocarian 2 0 3 HFF en paralelo y la tasa de recirculacién de la suspension a través del HFF tiene que ser 150 L/min.
Esto requiere una bomba grande. Por lo tanto, el equipamiento es grande y engorroso.
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Tabla 3: Caudal, concentracion de microesferas y distribucion de tamanos de particula

HC-1 HC-2 HC-3
Caudal Flujo de entrada 13,0 11,79 10,99
(L/min) Flujo inferior 1,81 0,80 0,84
Flujo superior 11,79 10,99 10,15
Concentracion de Entrada 0,00185 0,00065* 0,00048*
particulas
Flujo inferior 0,00906 0,00175 0,00119
(9/9)
Flujo superior 0,00065* 0,00048* 0,0004*
Tamafo de particula para 10 % por debajo 4,98
flujo de entrada
25 % por debajo 12,0
50 % por debajo 30,2
75 % por debajo 46,1
90 % por debajo 59,7
Tamafio de particula para |10 % por debajo 10,7 4,45 4,20
flujo inferior
25 % por debajo 30,3 11,7 9,03
50 % por debajo 446 28,8 24,6
75 % por debajo 57,3 42,3 37,7
90 % por debajo 68,3 53,8 48,4
Tamafo de particula para |10 % por debajo 3,39
flujo superior
25 % por debajo 5,94
50 % por debajo 11,3
75 % por debajo 23,6
90 % por debajo 32,9

*Calculado

Los resultados muestran que la concentracién de microesferas de doxiciclina en el flujo inferior del primer HC fue
aproximadamente 5 veces la de la entrada y 14 veces la del flujo superior. De microesferas de 96 g procesadas de los
50 L de suspension, se recogieron 66 g de microesferas en 7,2 L de suspension en el flujo inferior de HC-1. Asi, el
69 % de las microesferas de doxiciclina se recogieron en el 17 % del volumen y estas particulas estan sustancialmente
libres de particulas mas pequefas. Esto se logré rapidamente en menos de 4 minutos de procesamiento.

La concentracién de microesferas en el flujo inferior del segundo HC fue 2,7 veces la concentracién de particulas de
la entrada y 3,7 veces comparada con el flujo superior. Los resultados muestran que se recuperaron 8,2 g (9 % de
granel) a través del flujo inferior de HC-2 en 4,7 L de volumen. Asi el 9 % de las microesferas en el granel original (en
IMV) se recogieron en el 9 % del volumen. La concentracién de las microesferas en el flujo inferior de HC-2 es similar
a la de la suspension original en el IMV. Aunque no hay ganancia neta en la concentracion de particulas, esta fraccién
podria ser recogida por un buen rendimiento, si es necesario.

La concentracién de microesferas en el flujo inferior de la HC-3 fue 2,4 veces la concentracién de las particulas en el
flujo superior. La concentracion de las particulas en el flujo inferior es incluso menor, menor que al de la suspension a
granel en el IMV. De nuevo, esta fraccién se podria incluir en el producto, si el rendimiento de las particulas es critico.
La concentracion de particulas en el flujo inferior disminuye con HC afadido en serie porque la concentracion de
particulas que entran al subsiguiente HC es cada vez menor comparada con la concentracién en el IMV. Aqui se
introducen multiples HC con el propésito de buen rendimiento Unicamente.
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El tamano de particula también ha mostrado una gran diferencia entre las partes recibidas en el flujo inferior y el flujo
superior de HC. Microesferas recibidas a través del flujo inferior de HC-1 tenian una pequefia cantidad de particulas
pequenias (figura 5A) y el flujo superior de HC-3 contenia una mayor parte de las particulas mas pequefias (figura 5B).

Para la ejecucion de microesfera de doxiciclina, el flujo inferior de los tres HC se entregé al SRV y se proces6 alin mas
(concentrado y lavado) usando el HFF. Microesferas resultantes se compararon con las microesferas preparadas por
filtro HFF solo en cuanto a propiedades de carga de farmaco, tamafo de particula y liberacién de farmaco. Puesto que
el flujo inferior de HC-2 y HC-3 también se combin6 con el producto, habia algunas particulas mas pequefas en las
microesferas procesadas por HC; sin embargo, la cantidad de particulas mas pequefias es mucho menor comparada
con el lote de microesferas procesadas con HFF solo. La carga de farmaco en las microesferas fue del 12,3 % para
las microesferas procesadas por HC-HFF. Microesferas procesadas con HFF solo mostraron unicamente un 9,4 % de
carga de farmaco. Esto se debio principalmente a la presencia de particulas mas pequefas que tenian baja carga de
farmaco. Se encontrd que las particulas en el flujo superior de HC-3 tenia Unicamente un 4,3 % de carga de farmaco.
Las microesferas con menor carga de farmaco no son las preferidas puesto que se requiere inyectar mas microesferas
para proporcionar una dosis similar.

Un beneficio adicional encontrado en las microesferas procesadas por HC-HFF fue la reduccién de la liberacion de
estallido inicial. En ratas se inyectaron microesferas procesadas con HFF solo para hacer seguimiento de la tasa de
liberacion in vivo. Se inyectaron seis ratas con las microesferas procesadas con HFF en la dosis de 10 mg
doxiciclina/Kg de rata. Se usaron cinco ratas para el grupo de prueba. Se tomaron muestras de sangre a las 2 horas,
6 horas, 1 dia, 3 dias, 6 dias, 10 dias, 15 dias y 21 dias y se ensayé la concentracion de doxiciclina en la sangre
mediante HPLC-MS. Los resultados mostraron que microesferas procesadas con HFF solo tenian un enorme estallido
inicial (figura 6). Estas microesferas se prepararon para tener aproximadamente una duracion de liberaciéon de 10 dias.
Para estas formulaciones es deseable un estallido de bajo a moderado. El estallido mas alto mostrado en la figura 6
no es deseable.

Se probaron microesferas procesadas con HFF solo y microesferas procesadas por HC-HFF en cuanto a liberacion in
vitro en condiciones fisiologicas. Esto se realizé6 con microesferas de 20 mg en salino con tapdn de 20 mL de fosfato
contenido en tubos de 40 mL con tapdn roscado colocados en un bafio de agua a 37 °C de agitacion. El sobrenadante
entero fue retirado para ensayo en cada punto de muestreo, 1 hora, 5 horas, 1 dia, 3 dias y 7 dias y sustituido por
medios de liberacion frescos. Se ensay6 la concentracion de farmaco en el sobrenadante en cuanto a doxiciclina
mediante espectrémetro de UV contra estandares de calibracion. El porcentaje de farmaco liberado en cada instante
se calcul6 a partir del total de farmaco introducido en el tubo de muestra comparado con el encontrado en los medios
de liberacion. Los resultados se muestran en la figura 7 como trazado de liberacion acumulativa frente al tiempo. Se
encontré que microesferas procesadas por HC-HFF tenian un estallido inferior mucho menor (un quinto) comparado
con las microesferas procesadas con HFF solo. Asi, al eliminar particulas mas pequenas que tenian baja carga de
farmaco y liberacion mas rapida, se redujo el estallido inicial no deseado de las microesferas. Las microesferas
procesadas por HC-HFF mostraron liberacion de orden cero casi de estado estable mientras las microesferas
procesadas por HFF solo mostraron estallido inicial cinco veces mas alto y liberacién inicial mas alta durante los cinco
dias iniciales.

Muchas modificaciones y variaciones de la invencion seran evidentes para los expertos en la técnica a la luz de la
divulgacién anterior. Por lo tanto, se tiene que entender que, dentro del alcance de las reivindicaciones anexas, la
invencion se puede poner en practica de otro modo al que se ha mostrado y descrito especificamente.
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REIVINDICACIONES
1. Un sistema para procesar microesferas que comprende:
un envase (114) que contiene una suspensién de microesferas solidificadas en un medio de suspension;

un hidrociclén (HC) (120) que tiene una entrada de fluido (16), una primera salida de fluido (18) y una segunda
salida de fluido (20), en donde dicha entrada de fluido (16) esta en comunicacién de fluidos con dicho envase
(114) y recibe dicha suspension, dicha segunda salida de fluido (20) descarga un flujo de dicha suspension
que tiene una concentracién aumentada de dichas microesferas respecto a dicha suspensién en dicho envase
(114), y dicha primera salida de fluido (18) descarga un flujo de dicho medio de suspension que tiene una
menor concentracion de dichas microesferas respecto a dicha suspensién en dicho envase (114);

caracterizado por que el sistema comprende ademas un filtro de fibra hueca (140) que tiene una entrada en
comunicacién de fluidos con dicha segunda salida de fluido (20); y,

un envase de retirada de solvente (SRV) (136) interpuesto entre y en comunicacion de fluidos con dicha
entrada de dicho filtro de fibra hueca (140) y dicha segunda salida de fluido (20) de dicho hidrociclén HC
(120), dicho envase de retirada de solvente SRV (136) capaz de recibir y lavar dichas microesferas en dicha
suspension descargada desde dicha segunda salida de fluido (20) de dicho hidrociclon HC (120) para retirar
solvente de dicha suspension.

2. El sistema de la reivindicacién 1, dicho sistema comprende un filtro de fibra hueca (140) que tiene una entrada
en comunicacién de fluidos con dicha segunda salida (20) para recibir dicha suspensién.

3. El sistema de la reivindicacién 1, dicho sistema comprende un filtro de fibra hueca (140) que tiene una entrada
(144) para recibir dicha suspension de dicho SRV (136), y una salida (148) en comunicacién de fluidos con una entrada
en dicho envase de retirada de solvente (136), dicho sistema capaz de recircular dicha suspension de dicho SRV
(136), a través de dicho filtro de fibra hueca (140) y de regreso a dicho envase de retirada de solvente (136).

4. Un método para procesar microesferas que comprende:
formar una suspension de microesferas solidificadas en un medio de suspension en un envase (114);

mover dicha suspensién desde dicho envase (114) a una entrada de fluido (16) de un hidrociclén (HC) (120),
dicho hidrociclén HC (120) tiene ademas una primera salida de fluido (18) y una segunda salida de fluido (20);

retirar de dicha segunda salida de fluido (20) un flujo de dicha suspensiéon que tiene una concentracion
aumentada de dichas microesferas respecto a dicha suspension en dicho envase (114);

retirar de dicha primera salida de fluido (18) un flujo de dicha suspensiéon que tiene una concentracion
disminuida de microesferas respecto a dicha suspension en dicho envase (114); caracterizado por que el
método comprende ademas

mover dicha suspension desde dicha segunda salida de fluido (20) a una entrada de un filtro de fibra hueca
(140) y

mover dicha suspensién desde dicha segunda salida de fluido (20) de dicho hidrociclén HC (120) a una
entrada de fluido de un envase de retirada de solvente (SRV) (136) capaz de recibir y lavar dichas
microesferas en dicha suspensién, y mover dicha suspension desde una primera salida de dicho envase de
retirada de solvente SRV (136) a dicha entrada de dicho filtro de fibra hueca (140).

5. El método de la reivindicacién 4 que comprende mover dicha suspensién desde dicha segunda salida de
fluido (20) a una entrada de un filtro de fibra hueca (140).

6. El método de la reivindicacién 4 que comprende mover dicha suspensién desde dicha segunda salida de
fluido (20) a una entrada de un tamiz mojado (180).

7. El método de la reivindicacién 4, que comprende ademas mover dicha suspension desde una salida (148) de
dicho filtro de fibra hueca (140) a dicha entrada de dicho SRV (136).

8. El método de la reivindicacion 4, que comprende ademas seleccionar uno o ambos de un I.D. de apice y un
caudal de entrada de dicho HC (120) de manera que un 10 % de fraccion de volumen acumulativo (CVF) de dichas
microesferas en dicho flujo de dicha suspensién desde dicha segunda salida de fluido (20) se aumenta respecto a un
10 % de CVF de dichas microesferas en dicha suspensién que entran a dicho HC (120).

9. El método de la reivindicacion 4, que comprende ademas seleccionar uno o ambos de un I.D. de apice y un
caudal de entrada de dicho HC (120) de manera que un 10 % de fraccion de volumen acumulativo (CVF) de dichas
microesferas en dicho flujo de dicha suspensién desde dicha segunda salida de fluido (20) se aumenta al menos un
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48 % respecto a un 10 % DE CVF de dichas microesferas en dicha suspensién que entran a dicho HC (120).

10. El método de la reivindicacion 4, que comprende ademas seleccionar uno o ambos de un 1.D. de apice y un
caudal de entrada de dicho HC (120) de manera que un 10 % de fraccion de volumen acumulativo (CVF) de dichas
microesferas en dicho flujo de dicha suspensién desde dicha segunda salida de fluido (20) se aumenta al menos un
63 % respecto a un 10 % DE CVF de dichas microesferas en dicha suspension que entran a dicho HC (120).

11. El método de la reivindicacion 4, que comprende ademas seleccionar uno o ambos de un 1.D. de apice y un
caudal de entrada de dicho HC (120) de manera que un 10 % de fraccion de volumen acumulativo (CVF) de dichas
microesferas en dicho flujo de dicha suspensién desde dicha segunda salida de fluido (20) se aumenta al menos un
82 % respecto a un 10 % DE CVF de dichas microesferas en dicha suspensién que entran a dicho HC (120).

12. El sistema de la reivindicacion 1, dicho HC (120) tiene un |.D. de apice y un caudal de entrada que aumenta
el 10 % de fraccién de volumen acumulativo (CVF) de dichas microesferas en dicho flujo de dicha suspensién desde
dicha segunda salida de fluido (20) respecto a un 10 % DE CVF de dichas microesferas en dicha suspensién que entra
a dicho HC (120).

13. El sistema de la reivindicacion 1, dicho HC (120) tiene un I.D. de apice y un caudal de entrada que aumenta
el 10 % de fraccién de volumen acumulativo (CVF) de dichas microesferas en dicho flujo de dicha suspensién desde
dicha segunda salida de fluido (20) en al menos un 48 % respecto a un 10 % DE CVF de dichas microesferas en dicha
suspensién que entra a dicho HC (120).

14. El sistema de la reivindicacion 1, dicho HC (120) tiene un |.D. de apice y un caudal de entrada que aumenta
el 10 % de fraccién de volumen acumulativo (CVF) de dichas microesferas en dicho flujo de dicha suspensién desde
dicha segunda salida de fluido (20) en al menos un 63 % respecto a un 10 % DE CVF de dichas microesferas en dicha
suspension que entra a dicho HC (120).

15. El sistema de la reivindicacion 1, dicho HC (120) tiene un I.D. de apice y un caudal de entrada que aumenta
el 10 % de fraccién de volumen acumulativo (CVF) de dichas microesferas en dicho flujo de dicha suspensién desde
dicha segunda salida de fluido (20) en al menos un 82 % respecto a un 10 % DE CVF de dichas microesferas en dicha
suspension que entra a dicho HC (120).

16. El método de la reivindicacion 7, que comprende ademas retirar dicha suspension de dicho SRV (136) a
través de una segunda salida (137) del mismo.

16



ES 2807350 T3

\\\\\\\\\

T ZZZ
v T |V A 7 ]V AT AT IV A -

T T X ZALH

20\_’_

»

FIG. 1C

17



ES 2807350 T3

vw//

¢ 9Old

08 77
0z 0¢C
~—
8. 69
\
wv//
iU
c8

89

29

mm./ =

14%]

86

18



ES 2807350 T3

vel
o¢1
0S4 d ~ ~—
/ NS zzL |
8¢l [ A
7 oLl
Zvl
oVl \ (]
| 8zl (iY4) /1
L1 gLl
AV 81
vl A - 8L | 91 9l
Zs1L  8vi —~ 2o’ | 92
mmv\ nw vel
vol g5 651
\I.\
091
291 VSl

¢ 9Old

q:w

901

volL

ﬁ@

AN:

oLl

19



ES 2807350 T3

20

VeI Josh | 22 oLL —
Owwv O T oM/‘ 2ol
Ak 0c | - (v
™ p 0Lt
——
V8l _wﬁ\ 0z} \ 20}
8Ll ///_H\\U
08k 7
/ 01 ont
Z81 19 _m o # __
8l 001
2L ¥ 7/ ZLl

65} gy @




ES 2807350 T3

(wrl) enonJed ap osjawelq

000L 009 00 00Z 00L 09 oOf 0z oL 9 Vv r4 L 90 t0
| | | | | | | | | | | | | | Q
— 1
2
— ¢
€-JH 9p Jouiadns olny4 —
e|ndjled ap ouewe] ap uoionquisig
-G
(o1pawoid) je1oualalig uswnjon
(wri) ejnanJed ap osdwelq
000L 009 00 00Z 00L 09 oOf 0z oL 9 Vv z I 90 t0
| | | | | | | | | | | | | I_\\ Q
\/\ ,
— v
— 9
1-OH @p Jouajur ofnig 8
e|noiled ap ouewe] ap uoionqusiq oL

(o1pawioid) [e1oualali uswnjoA

Volumen (%)

Volumen (%)

21



ES 2807350 T3

70
o 60
()]
8 50
c
()}
o 40
(8]
= M
5 30 1\
L
()]
T 20
()
=
Z 10 \x ‘R‘\
0 1 1 1 ] 1 1 T'
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Horas
45
401 —®— Lote Procesado por HC-HFF __-&
351 -+t3- Lote Procesado por HFF solo =" /.

o
-
-
-
-
g
-
30

25 —- ‘/’////,
20 27
— ////
15 /Er
/
4
101—~

N .

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Horas

FIG. 7

% de doxiciclina liberada

22



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

