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DESCRIPCION

Almidén farmacéuticamente aceptable y su procedimiento de fabricacion.
Campo técnico

La presente invencién se refiere a almidon de una calidad tal que es farmacéuticamente aceptable para adminis-
tracién parenteral a un mamifero, especialmente a un ser humano. En particular, dicho almidén se puede usar para la
produccion de microparticulas que contienen una sustancia biolégicamente activa para la liberacion controlada de la
misma.

Antecedentes de la invencion

Muchos farmacos han de administrarse por via parenteral, en particular mediante inyeccién, dado que estin so-
metidos a degradacion o se absorben de forma insuficiente cuando se dan, por ejemplo, por via oral, nasal o rectal.
Una preparacién de farmaco disefiada para uso parenteral tiene que cumplir una serie de requisitos con el fin de que
sea aprobada por las autoridades reguladoras para su uso en seres humanos. Por lo tanto, debe ser biocompatible y
biodegradable y todas las sustancias usadas y sus productos de degradacién deben ser no téxicos. Ademads, las prepa-
raciones de fairmacos particulados disefiados para inyecciones tienen que ser los suficientemente pequefios para pasar
a través de la aguja de inyeccion, lo cual significa preferiblemente que deben ser menores de 200 um. El farmaco no
debe degradarse en la preparacion en gran medida durante la produccion o almacenamiento de la misma o después de
la administracién y debe ser liberado en una forma biolégicamente activa con cinética reproducible.

Una clase de polimeros que cumple los requisitos de biocompatibilidad y biodegradacion en productos finales
inofensivos son los poliésteres lineales basados en acido lactico, 4cido glicdlico y mezclas de los mismos. Estos
polimeros se denominardn en lo sucesivo también en el presente documento PLGA. PLGA se degrada mediante
hidrdlisis de éster en 4cido lactico y 4cido glicdlico y se ha demostrado que posee excelente biocompatibilidad. La
naturaleza inocua de PLGA puede ejemplificarse ademds por la aprobacién por parte de las autoridades reguladoras,
incluyendo la administracién para alimentos y foirmacos de EE.UU. de varias preparaciones parenterales de liberacién
retardada basadas en estos polimeros.

Los productos de liberacion retardada administrables por via parenteral actualmente en el mercado y basados en
PLGA incluyen Decapeptyl™ (Ibsen Biotech), Prostap SR™ (Lederle), Decapeptyl® Depot (Ferring) y Zoladex®
(Zeneca). Los farmacos en estas preparaciones son todos péptidos. En otras palabras, consisten en aminodcidos con-
densados en un polimero que tiene un grado de polimerizacién relativamente bajo y no tienen ninguna estructura
tridimensional bien definida. Esto por su parte normalmente permite el uso de condiciones relativamente duras du-
rante la produccién de estos productos. Por ejemplo, se pueden utilizar extrusion y posterior reduccién de tamaiio,
técnicas que probablemente no estarian permitidas en relacion a proteinas, dado que estas, en términos generales, no
soportan tales condiciones estrictas.

Como consecuencia, también existe una necesidad de preparaciones de liberacién controlada para proteinas. Las
proteinas son similares a los péptidos en el sentido de que también estdn constituidas por aminoécidos, pero las
moléculas son mayores y la mayoria de las proteinas son dependientes de una estructura tridimensional bien definida
en lo que respecta a muchas de sus propiedades, incluyendo la actividad biolégica e inmunogenicidad. Su estructura
tridimensional se puede destruir de forma relativamente fécil, por ejemplo por altas temperaturas, desnaturalizacién
inducida por superficie y, en muchos casos, exposicién a disolventes organicos. Un inconveniente muy importante
relacionado con el uso de PLGA, que es un material excelente en s mismo, para la liberacion retardada de proteinas
es por lo tanto la necesidad de usar disolventes orgdnicos para disolver dicho PLGA, con el riesgo que conlleva que la
estabilidad de la proteina quede comprometida y que se corra el riesgo de cambios conformacionales en la proteina que
conduzcan a una reaccién inmunoldgica en el paciente, lo que puede producir tanto una pérdida de efecto terapéutico
mediante la formacién de anticuerpos inhibidores como efectos secundarios téxicos. Dado que es extremadamente
dificil determinar con certeza si una proteina compleja ha conservado su estructura tridimensional a todos los efectos,
es muy importante evitar exponer la proteina a condiciones que puedan inducir cambios conformacionales.

A pesar de intensos esfuerzos dirigidos a modificar la tecnologia de PLGA con el fin de evitar este problema
inherente de la inestabilidad de las proteinas durante el proceso de produccion, el progreso en este campo ha sido muy
lento, siendo probablemente la principal razén que las estructuras tridimensionales de la mayoria de las proteinas son
demasiado sensibles para resistir las condiciones de fabricacion usadas y el ambiente quimico 4cido formado con la
degradacion de matrices de PLGA. La bibliografia cientifica contiene un gran nimero de descripciones de problemas
de estabilidad en la fabricacién de microesferas de PLGA debido a la exposicién a disolventes orgdnicos. Como un
ejemplo del ambiente dcido que se forma tras la degradacién de matrices de PLGA, se ha demostrado recientemente
que el valor de pH en una microesfera de PLGA que tiene un didmetro de aproximadamente 40 um cae hasta 1,5, que
es completamente suficiente para desnaturalizar o dafiar de otra forma muchas proteinas terapéuticamente ttiles (Fu y
col., Visual Evidence of Acidic Environment Within Degrading Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) Microspheres,
Pharmaceutical Research, Vol. 17, N° 1, 2000, 100-106). Si las microesferas tienen un didmetro mayor, puede esperarse
que el valor de pH caiga mas, debido al hecho de que los productos dcidos de degradacién tienen mas dificultad para
alejarse por difusién y la reaccién autocatalitica se intensifica.
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Se han descrito una serie de intentos para resolver problemas causados por la exposicion de la sustancia bioldgica-
mente activa a un entorno quimico 4cido durante la biodegradacion de la matriz de microesfera y disolventes organicos
en el proceso de fabricacién. Con el fin de evitar un entorno 4cido durante la degradacién, se han hecho intentos para
sustituir PLGA como la matriz para las microesferas por un polimero que produzca productos de degradacién qui-
micamente neutros y con el fin de evitar exponer la sustancia bioldgicamente activa a disolventes orgdnicos, también
se ha intentado fabricar las microesferas de antemano y, s6lo después de que se hayan procesado y secado, cargarlas
con la sustancia biol6gicamente activa, o se han hecho intentos para excluir o limitar el disolvente organico durante la
fabricacion de las microesferas.

A modo de ejemplo, se ha modificado covalentemente almidén altamente ramificado de relativamente bajo peso
molecular (maltodextrina, peso molecular medio aproximadamente 5.000 Da) con grupos acrilo para la conversién de
este almidén en una forma que se puede solidificar en microesferas y el poliacrilalmidén obtenido se ha convertido en
forma particulada mediante polimerizacion de radicales en una emulsién con tolueno/cloroformo (4:1) como la fase
externa (Characterization of Polyacryl Starch Microparticles as Carriers for Proteins and Drugs, Artursson y col., J.
Pharm. Sci., 73, 1507-1513, 1984). Se pudo atrapar proteinas en estas microesferas, pero las condiciones de fabri-
cacién exponen la sustancia biolégicamente activa tanto a disolventes organicos como a altas fuerzas de cizalladura
en la fabricacién de la emulsién. Las microesferas obtenidas se disuelven enzimdaticamente y se puede esperar que el
pH se mantenga neutro. Las microesferas obtenidas no son adecuadas para administracién parenteral, especialmente
administraciones repetidas, por una serie de razones. La mds importante de todas ellas es la incompleta y muy lenta
biodegradabilidad tanto de la matriz de almidén (Biodegradable Microspheres I'V. Factors Affecting the Distribution
and Degradation of Polyacryl Starch Microparticles, Laakso y col., J. Pharma. Sci. 75, 962-967, 1986) como de la
cadena de polimero sintética que reticula las moléculas de almidén (Stjarnkvist P, Laakso T. y Sjoholm I. (1989)
Biodegradable microspheres. XII: Properties of the crosslinking chains in polyacryl starch microparticles, J. Pharm.
Sci. 78, 52-56). Ademds, estas microesferas son demasiado pequefias, <2 um de didmetro, para ser adecuadas para su
inyeccidn en los tejidos para liberacién sostenida, dado que los macréfagos tisulares pueden fagocitarlas facilmente.
Los intentos para aumentar la velocidad de degradacion y el grado de degradacién introduciendo un grupo éster po-
tencialmente degradable con el fin de unir los grupos acrilo al almidén altamente ramificado no consiguieron producir
el resultado pretendido e incluso estas microesferas de poliacrilalmidén fueron degradadas demasiado lenta incom-
pletamente a lo largo de periodos de tiempo razonables (BIODEGRADABLE MICROSPHERES: Some Properties of
Polyacryl Starch Microparticles Prepared from Acrylic Acid Esterified Starch, Laakso y Sjoholm, 1987 (76), pp. 935-
939, J. Pharm. Sci.).

Se ha descrito la fabricaciéon de microesferas de almidén con el uso de almidén no modificado quimicamente
usando un aceite como la fase exterior (documento US 4.713.249; Schroder, U., Crystallized carbohydrate spheres for
show release and targeting, Methods enzymol, 1985 (112), 116-128; Schroder, Crystallized carbohydrate spheres as a
show release matrix for biologically active substances, Bio-materials 5:100-104, 1984). Las microesferas se solidifican
en estos casos mediante precipitacion en acetona, lo cual conduce tanto a la exposicion de la sustancia biol6gicamente
activa a un disolvente organico como a la no utilizacién durante el proceso de fabricacién, de la tendencia natural del
almidon a solidificar mediante reticulacion fisica. Esto conduce por su parte a que las microesferas tengan inestabilidad
inherente, dado que el almidén, después de su resuspension en agua y tras la exposicion a fluidos corporales, tendera
a formar tales reticulaciones. Con el fin de obtener una emulsion de agua en aceite de este tipo, se requieren altas
fuerzas de cizalladura y las microesferas que se forman son demasiado pequefias para ser adecuadas para la liberacién
sostenida parenteral.

El documento EP213303 A2 describe la produccién de microesferas de, entre otros, almidén no modificado qui-
micamente en sistemas acuosos de dos fases, utilizando la capacidad natural del almidén para solidificarse mediante
la formacion de reticulaciones fisicas, y la inmovilizacién de una sustancia en estas microesferas con el propdsito de
evitar la exposicion de la sustancia biolégicamente activa a disolventes orgdnicos. La metodologia descrita, en com-
binacién con la calidad del almidén que es definida, no da origen a particulas completamente biodegradables. Las
particulas obtenidas tampoco son adecuadas para su inyeccidn, particularmente para inyecciones repetidas a lo largo
de un periodo mayor, dado que la calidad del almid6n descrita contiene cantidades demasiado elevadas de proteina
vegetal extrafia.

Ese almidon es, en teoria, un material de matriz muy adecuado, quizd incluso ideal para microparticulas que se
conoce desde hace mucho tiempo dado que el almidén no necesita disolverse en disolventes orgdnicos y tiene una
tendencia natural a solidificar y, dado que hay enzimas en el interior del cuerpo que pueden degradar el almidén en
sustancias endogénicas y neutrales, en dltima instancia glucosa, y dado que el almidén, presumiblemente debido a la
similitud con glucégeno endégeno, se ha demostrado que no es inmunogénico. A pesar de los intensos esfuerzos, no se
ha descrito previamente ningtin almidén que tenga propiedades que permiten la fabricacién de microparticulas adecua-
das para el uso parenteral y condiciones que permitan la fabricacién de microparticulas completamente biodegradables
en condiciones suaves que permiten atrapar sustancias sensibles biolégicamente activas, tales como proteinas.

Los granulos de almidén a partir de glucosa natural contienen impurezas, tales como proteinas de almidén, que
los hace inadecuados para la administracién parenteral. En el caso de deposicién no intencionada de almidén insu-
ficientemente purificado, tal como puede ocurrir en operaciones en las que se pulverizan muchos tipos de guantes
de operacién con granulos de almidén estabilizado, pueden surgir efectos secundarios muy graves. Los granulos de
almidon tampoco son adecuados intrinsecamente para administraciones parenterales repetidas, debido a que no son
completamente biodegradables dentro de intervalos de tiempo aceptables.
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Se han usado microesferas de almidén hechas de almidén hidrolizado en 4cido y purificado para la administracion
parenteral a seres humanos. Las microesferas se hicieron mediante reticulaciéon quimica con epiclorohidrina en condi-
ciones fuertemente alcalinas. La modificacién quimica que adquirié el almidén conduce a biodegradabilidad reducida,
de forma que las microesferas pueden disolverse completamente mediante enzimas endégenas, tales como a-amilasa,
pero no convertirse completamente en glucosa como producto final. Ni el procedimiento de fabricacién ni las micro-
esferas obtenidas son adecuadas para la inmovilizacién de proteinas sensibles, ni tal almidén hidrolizado en 4cido,
que se basa esencialmente en amilasa hidrolizada, es adecuado para producir microesferas de almidén completamente
biodegradables ni microesferas de almidén que contengan una alta carga de una sustancia biolégicamente activa, tal
como una proteina.

Se administra hidroxietilalmidéon (HEA) por via parenteral a seres humanos en dosis altas como un sustituto de
plasma. Se produce HEA mediante granulos de almidén a partir de almidén constituido casi exclusivamente por amilo-
pectina altamente ramificada, el llamado “maiz ceroso”, hidrolizdndose en 4cido con el fin de reducir el peso molecular
e hidroxietildndose a continuacién en condiciones alcalinas e hidrolizdndose en dcido una vez mas para alcanzar un
peso molecular medio de aproximadamente 200.000 Da. Después de esto, se llevan a cabo filtracion, extraccién con
acetona y secado por pulverizacion. El propésito de la hidroxietilacion es prolongar la duracién del efecto, dado que la
amilopectina no modificada es degradada muy rdpidamente por la @-amilasa y su tiempo de permanencia en la circula-
cion es de aproximadamente 10 minutos. E1 HEA no es adecuado para la produccién de microesferas completamente
biodegradables que contienen una sustancia biolégicamente activa, dado que la modificacién quimica conduce a una
reduccién considerable en la velocidad e integridad de la biodegradacién y da como resultado la eliminacién de la ten-
dencia natural del almidon a solidificar mediante 1la formacion de reticulaciones no covalentes. Ademads, las soluciones
altamente concentradas de HEA se hacen demasiado viscosas para poder usarse para la produccién de microparticu-
las. El uso de HEA en estas altas dosis muestra que se puede fabricar almidén que se puede usar parenteralmente,
incluso aunque el HEA no se puede usar para la fabricacién de microesferas sin reticulacién quimica o precipitacién
con disolventes orgdnicos.

El documento WO 99/00425 describe el uso de enzimas proteoliticas termorresistentes con éptimo de pH amplio
para purificar grdnulos de almidén de proteinas asociadas a la superficie. Los grdnulos obtenidos no son adecuados
para administracion parenteral, dado que ain contienen las proteinas de almidén que estdn presentes en el interior
de los granulos y existe un riesgo de que queden residuos de las enzimas proteoliticas afiadidas en los granulos. Los
granulos tampoco son adecuados para la fabricacién de microesferas de almidén administrable por via parenteral en
sistemas acuosos de dos fases, dado que no tienen la distribucién de peso molecular correcta para poder usarse a una
concentracion suficientemente alta, incluso después de haberse disuelto, y, cuando se pueden obtener microesferas,
probablemente no son completamente biodegradables.

El uso de cizalladura para modificar la distribucién de peso molecular del almidén con el propdsito de producir
mejor almidén para la produccién de comprimidos se describe en los documentos US 5.455.342 y WO 93/21008. El
almidén que se obtiene no es adecuado para administracion parenteral debido al alto contenido en proteinas de almi-
don, que pueden estar presentes en forma desnaturalizada después de la cizalladura, y el almidén obtenido tampoco
es adecuado para producir microesferas de almidén biodegradable para administracién parenteral o para uso en siste-
mas acuosos de dos fases para la produccién de tales microesferas de almidén. También se ha usado cizalladura para
fabricar hidroxietilalmidén, como se describe en el documento WO 96/10042. No obstante, por razones similares, tal
hidroxietilalmidén tampoco es adecuado para administracion parenteral o para la produccién de microesferas como se
menciona.

Serfa por lo tanto particularmente deseable un procedimiento para la produccién de preparaciones de almidén
administrables por via parenteral que tuviesen las siguientes caracteristicas:

e un procedimiento por medio del cual se pueda producir un almidén esencialmente completamente biode-
gradable y biocompatible que sea adecuado para administrarse por via parenteral y tras cuya degradacién
se formen sustancias enddgenas quimicamente neutrales;

e un almidén parenteralmente aceptable que sea adecuado para la produccién de microparticulas de almidén
sustancialmente completamente biodegradables;

Objetos como estos y otros objetos se alcanzan por medio de la invencion definida a continuacion.
Descripcion de la invencion

Segtin un primer aspecto de la presente invencidn, esta proporciona un procedimiento para la produccién de un
almidén farmacéuticamente aceptable como se reivindica en la reivindicacién 1 a continuacién.

Una aplicacién especialmente relevante de un almidén de este tipo es para la produccién de microparticulas de
almidén administrables por via parenteral, sustancialmente completamente biodegradables, en las que se puede in-
corporar una sustancia bioldgicamente activa con alto rendimiento y en condiciones suaves, en un sistema acuoso
de dos fases, por ejemplo, tales que se conserva su actividad biolégica. Se entiende principalmente que la expresién
administracién parenteral requiere que tales microparticulas deben tener una distribucion de tamafio, pureza y bio-
degradabilidad adecuadas y ser biocompatibles. Se pretende que alto rendimiento signifique que el almidén debe ser
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capaz de formar soluciones tan altamente concentradas que la sustancia bioldgicamente activa que se va a incorporar
en las microparticulas de almidén formadas no pueda difundir hacia fuera en fases circundantes, o en la interfaz entre
las fases en una cantidad significativa, y que la solucién de almidén usada solidifica en microparticulas con la sufi-
ciente rapidez pero de una forma controlada. Ha resultado sorprendentemente que el procedimiento segin la presente
invencién permite la produccién de tal almidén.

El almidon de fuentes naturales contiene algunas impurezas que no son aceptables para administracion parenteral
a seres humanos, en particular varios materiales particulados, proteinas y endotoxinas. El procedimiento segtn la
presente invencion hace posible purificar el almidon de estos constituyentes que son inaceptables para uso parenteral.
La dificultad con un procedimiento de este tipo es que dichos constituyentes son numerosos y su contenido puede
variar dependiendo de variaciones estacionales naturales y que tienen caracteristicas que difieren ampliamente, tales
como solubilidad, forma fisica, localizacidn, etc. Es incluso mas complejo desarrollar un proceso de este tipo para la
produccion de un almidén que también sea adecuado para la produccién de microparticulas en sistemas acuosos de
dos fases y que sea aceptable para las autoridades de registro. Mediante una combinacién de la eleccién de un almidén
bdsico y ciertas etapas de purificacion especificas, se ha probado sorprendentemente que es posible, segin la presente
invencién, producir un almidén de este tipo.

El procedimiento segtn la invencidn consiste brevemente en tomar un almidén con un alto contenido en amilo-
pectina, lavarlo con el fin de eliminar proteinas localizadas en la superficie, lipidos y endotoxinas, reducir el peso
molecular del almidén mediante cizalladura y preferiblemente, también eliminar proteinas residuales, no localizadas
al principio sobre la superficie.

De forma mas precisa, el procedimiento segin la presente invencién comprende;

a) partir de almidén en forma sélida, especialmente particulas, por ejemplo granulos, y con un contenido en ami-
lopectina mayor del 85% en peso,

b) someter dicho almidén sélido a lavado(s) en condiciones tales que proteinas, lipidos y endotoxinas localizadas
en la superficie sobre el almidén se disuelvan mientras que el almidén permanezca sin disolver, y separar el almidén
del material disuelto,

¢) provocar la disolucién del almidén lavado obtenido de la etapa b) en un medio acuoso, y

d) someter a la solucién de almidén a reduccién de peso molecular mediante cizalladura, de forma que se obtenga
una distribucién de peso molecular en la que al menos el 80% del material esté en el intervalo de 10-10.000 kDa.

El almidén usado como material de partida en el procedimiento segtn la presente invencién debe ser por lo tanto
basado en gran medida en amilopectina, es decir, la proporcion de amilasa debe ser pequefia. Un contenido en amilo-
pectina especialmente preferido en este contexto es de al menos 95 por ciento en peso, mas preferiblemente al menos
98 por ciento en peso, expresandose los contenidos en porcentaje en todos los casos como peso seco de almidén. Un
almidén de este tipo se puede obtener comercialmente de una serie de proveedores o se puede producir por medio
de procedimientos bien conocido en este campo técnico. Un almidén especialmente preferido es un almidén llamado
maiz ceroso, en particular uno natural o hidrolizado en dcido. Tal almidén se procesa comercialmente a gran escala pa-
ra una serie de aplicaciones, usando procedimientos bien conocidos. Un ejemplo de un almidén de maiz ceroso que se
puede usar es Cerestar 04201, y un ejemplo de un almidén hidrolizado en 4cido es Cerestar C* Gel 06090. Estos tipos
de almidén no son adecuados para administracién parenteral en si, o para la produccién de microparticulas de almidén
para administracidn parenteral debido, entre otras cosas, a insuficiente pureza e insuficiente biodegradabilidad, pero
por lo tanto se tratan segun la presente invencidn para su procesamiento en almidén farmacéuticamente aceptable.

Se usan preferiblemente particulas de almidén o granulos de almidén que tienen un didmetro medio en el intervalo
de 5-25 um, basandose en distribucién de peso como el almidén de partida en el procedimiento segin la presente
invencion.

Antes de someter al material de partida de almidén al lavado o lavados en la etapa b), se elimina del mismo material
diferente a almiddn. Esto se puede hacer de forma adecuada mediante tamizado y/o sedimentacién. Se puede eliminar
material mayor que las particulas de almidén en este contexto mediante tamizado en hiimedo, por ejemplo, mientras
que el material que es menor que las particulas de almidén se elimina mediante sedimentacién, por ejemplo. Esto
puede implicar de forma apropiada la eliminacién de material diferente a almidén mayor que 40 um y preferiblemente
también material que es menor que 5 um.

Si se estudia de hecho almidén en bruto bajo un microscopio 6ptico, se pueden observar normalmente pequefias
cantidades de material fibroso, y también se puede esperar que el material de almidén en bruto contenga residuos vege-
tales, arena y otras particulas de naturaleza no definida. Se pueden eliminar particulas tales como microorganismos y
residuos de los mismos, que forman un sedimento més lentamente que los granulos de almidén, por ejemplo, mediante
sedimentacion repetida. De esta forma es ventajoso obtener una poblacién homogénea de particulas de almidén como
material basico para las etapas de purificacion adicionales, mientras se elimina al mismo tiempo el riesgo de introdu-
cir accidentalmente varios materiales particulados con un tamafio mayor que el tamafio de particula del almidén en
cuestion. El tratamiento inicial también da como resultado una mejor capacidad de filtracion en etapas posteriores.
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Dado que el almidén de partida es un material relativamente econémico, se pueden tolerar pérdidas en esta etapa
inicial con el fin de obtener de esta forma un alto grado de pureza y un procedimiento de purificacion fiable. Dado que
las etapas iniciales en la eliminacién de material diferente de almidén también llevan tiempo y el material que se va a
purificar es un buen sustrato para el crecimiento bacteriano, también es importante que los procedimientos en cuestion
se lleven a cabo en condiciones que no permitan el crecimiento de microorganismo y que al mismo tiempo deben ser
aceptables para la produccién de un material inyectable. En este campo técnico existe un gran niimero de soluciones
bien conocidas a este problema concreto, tal como el uso de sustancias bacteriostaticas, temperaturas que no permitan
el crecimiento de microorganismo u otras condiciones que inhiban el crecimiento de microorganismos. Una medida
muy simple es ajustar el valor de pH, por ejemplo a un nivel de aproximadamente 11.

El lavado en la etapa (b) se realiza en general en condiciones alcalinas, preferiblemente a un valor de pH en el
intervalo de aproximadamente 11-14 y en una o mds etapas, escogiéndose las condiciones de forma que no se disuel-
van los granulos de almidén. Como élcali se escoge preferiblemente un hidréxido de metal alcalino, particularmente
hidréxido de sodio. Preferiblemente se usa al menos una etapa para disolver proteinas solubles en agua, lipidos y
endotoxinas, y al menos una etapa con disolventes para disolver material mis escasamente soluble, especialmente
proteinas, es decir, aquellas que no son solubles en agua sola. Un material de este tipo es la proteina zeina. En su
estado natural, todas las diferentes variantes de la zeina son insolubles en agua y soluciones salinas diluidas, lo cual
es una caracteristica que define a las prolaminas en general, y dado que el almidén de partida contiene muy a menudo
zeinas en cantidades significativas (aproximadamente la mitad del contenido en proteina en el maiz), en un caso asi es
esencial que se eliminen.

Por lo tanto, es una cuestion fundamental usar un disolvente acuoso con la capacidad para disolver la zeina, por
medio de lo cual se pueden eliminar proteinas mas escasamente solubles. El disolvente debe también naturalmente ser
aceptable para la produccién de almidén administrable por via parenteral. La etapa de lavado b) o modificaciones de
la misma, puede eliminar muchas clases diferentes de materiales diferentes de almidoén.

Dicho disolvente con la capacidad para disolver zeina se selecciona preferiblemente de soluciones acuosas de
alcoholes y cetonas monovalentes y divalentes, preferiblemente alcanoles o alquilenglicoles que contienen un total de
hasta 4 4&tomos de carbono o dialquilcetonas con un total de hasta 5 d&tomos de carbono.

Son alcanoles adecuados etanol e isopropanol, especialmente etanol, y son alquilenglicoles adecuados etilenglicol
y propilenglicol. Una dialquilcetona adecuada es acetona.

El siguiente es un procedimiento adecuado para las etapas iniciales del procedimiento segin la invencion. Se
suspende almidén en una solucidn acuosa, preferiblemente agua para inyeccidn, y una concentracién que se puede
usar tipicamente es aproximadamente 10 kg de almidén por 80 kg de agua. La solucién acuosa se ajusta a un valor de
pH adecuado, es decir, para disolver las sustancias que se van a eliminar mientras que al mismo tiempo se intente evitar
la disolucién del almidén, siendo un valor adecuado aproximadamente 11, por ejemplo. También se usa solucién de
hidréxido de sodio, preferiblemente a una concentracion relativamente baja con el fin de alcanzar dicho valor de pH.
Al mismo tiempo, también es ventajoso si la adicion se realiza de lentamente mientras se agita a conciencia. Segtin una
forma de realizacién especialmente preferida, la suspension se bombea, por ejemplo con una bomba peristéltica, a una
malla vibratoria con un tamafio de poro nominal de 40 um, por ejemplo, para el filtrado mencionado anteriormente.

Las particulas de almidén se resuspenden para formar una suspension homogénea, por ejemplo con una pala
grande y normalmente se dejan reposar durante 1-24 horas preferiblemente 3-14 horas, de la forma maés preferida a
temperatura ambiente, y el sobrenadante se decanta cuidadosamente o se desagua. Esto debe repetirse una serie de
veces, por ejemplo al menos tres veces. Ademds, las particulas también pueden dejarse permanecer en la solucién
alcalina final mientras se agita durante un periodo mas prolongado, por ejemplo al menos veinticuatro horas, con el
fin de asegurar adicionalmente la eliminacion de proteinas solubles en dlcali.

Después de ello se lleva a cabo el lavado real de las particulas de almidén en condiciones alcalinas, que también
detoxifica endotoxinas. En este procedimiento se pueden usar varias bases, por ejemplo hidréxido de sodio, hidré-
xido de potasio y tioglicolato, solas o en combinacién. Las condiciones se seleccionan en general de forma que las
proteinas que se van a eliminar permanezcan solubles, mientras que las particulas de almidén permanezcan insolu-
bles, después de lo cual la solucién de lavado se puede separar mediante a través de medios adecuados, por ejemplo,
mediante sedimentacidn o filtracion, preferiblemente en condiciones aceleradas. Este procedimiento de lavado se pue-
de repetir entonces hasta que se haya alcanzado el resultado pretendido. Un tiempo de contacto adecuado para las
particulas de almidén en la solucién alcalina es de al menos 2 horas, mds preferiblemente de al menos 4 horas. Los
granulos lavados se separan del liquido de lavado cada vez, por ejemplo por medio de filtracién o centrifugacién en
una centrifuga de cesta. La concentracion de élcali se selecciona de tal forma que se obtiene una concentracion eficaz
sin que se disuelvan las particulas de almidén. El valor de pH es preferiblemente uno en el intervalo de 11,5-13. Una
concentracion tipica es 0,0125 M, cuando se usa hidréxido de sodio, lo cual da un valor de pH de aproximadamente
12. Segtin la forma de realizacién mas preferida, se usan una centrifuga de cesta y una concentracién de hidréxido
alcalino de aproximadamente 0,0125 M. El primer lavado se lleva a cabo preferiblemente en la propia centrifuga de
cesta, con el fin de, por ejemplo, reducir con ello la concentracién de sustancias usadas en etapas anteriores. En etapas
posteriores, las particulas se resuspenden en el liquido de lavado, que entonces se introduce en la centrifuga de cesta
para la separacién. Una proporcion tipica de liquido de lavado a almidén es aproximadamente 5:1, por ejemplo, 50
litros de liquido de lavado por 10 kg de almidén. Normalmente son suficientes tres lavados.
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Si se desea, la eficacia del lavado se puede verificar cualitativamente por medio de una electroforesis en gel, por
ejemplo en condiciones desnaturalizantes, o cuantificarse, por ejemplo mediante andlisis de aminoacidos del almidén.

Si el almidén bésico contiene material tal como proteinas, lipidos y endotoxinas, etc., que no se disuelven en una
solucién acuosa alcalina solamente, dicho material se elimina sometiendo al almidon a lavado con dicho disolvente
que tiene la capacidad de disolver zeina. La composicién de la solucién se selecciona a este respecto de tal forma
que el material en cuestion se disuelva sin que el almidon entre en solucién. Las condiciones correctas para esto
son normalmente unas en las que el valor de pH de entrada en la fase acuosa esté en el intervalo de 12,5-13,5.
Una composicion especialmente preferida es una mezcla equimolar de etanol y solucién alcalina basada en agua, por
ejemplo agua para inyeccion con la adicién de hidréxido de sodio 0,1 M. La suspensién formada de almidén y solucién
de lavado usada se agita de forma adecuada durante un periodo de entre 4 horas y 12 horas, por ejemplo a temperatura
ambiente. Se puede llevar a cabo después de ello lavado, por ejemplo, en una centrifuga de cesta equipada con una
boquilla de pulverizacién para el lavado final con agua para inyeccion.

Siguiendo dichas etapas de lavado, las particulas de almidén purificadas pueden ser sometidas inmediatamente a
las siguientes etapas del procedimiento segtin la invencién o almacenarse en forma de un producto intermedio, antes
de que se lleven a cabo las etapas finales. Pueden almacenarse, por ejemplo, en forma refrigerada o seca. El secado
se puede llevar a cabo a través de medios adecuados, preferiblemente después de lavar con etanol. Como alternativa,
el almidén purificado se puede almacenar en forma amorfa no granular, a la que se puede convertir disolviendo con
calor, refrigerado o en forma seca.

Segin las actuales especificaciones y procedimientos de andlisis, los lavados anteriormente mencionados con hi-
dréxido de metal alcalino son completamente satisfactorios para las particulas de almidén. No obstante, si se incre-
mentan los requerimientos en el futuro, por ejemplo mediante el desarrollo de procedimientos de andlisis incluso mas
sensibles, el lavado segin la etapa b) se puede suplementar lavando con una solucién de tioglicolato con el fin de
eliminar proteinas escasamente solubles. Se ha demostrado que el tioglicolato es més eficaz en la eliminacién de pro-
tefnas escasamente solubles, tales como queratinas, a partir de un material de almidén de partida del tipo mencionado
anteriormente. El tioglicolato también es aceptable para su uso parenteral y se puede eliminar por lavado de las par-
ticulas. Se debe tener precaucién, no obstante, cuando se use tioglicolato, dado que irrita los ojos y la piel y tiene un
olor desagradable, pero estos factores son completamente manejables.

Antes de someter el almidén disuelto a cizalladura, se elimina preferiblemente cualquier material particulado
diferente de almidén filtrando la solucién. Esto se puede hacer, por ejemplo, combinando un filtro previo con un
tamafio de poro de aproximadamente 20 yum o menos seguido de un filtro con un tamafio de poro de 0,5 um o 0,45
um en serie. Para disolver el almidén, se usa preferiblemente agua que sea aceptable para la fabricacién de almidén
para uso parenteral, de la forma mas preferida agua para inyeccién. La disolucién se lleva a cabo por lo general a
temperatura elevada, por ejemplo a una temperatura de al menos 80°C, y una concentracion tipica es 1-25%, por
ejemplo aproximadamente 10%. El bombeo a través de los filtros en cuestién se puede hacer de cualquier forma
adecuada. El bombeo se lleva a cabo de la forma mas preferida con exceso de presion, que se forma en etapas y
que no supera 300 kPa, lo cual esta limitado por la resistencia mecénica del filtro. Son ejemplos de posibles filtros
Ultipor GF 2+20 um (Pall) y Fluorodyne II (Pall). Una dimensién adecuada son 50,8 cm y se prefieren filtros de
cartucho. La filtracion se lleva a cabo a temperatura elevada con el fin de evitar la precipitacién del almidén, pero la
temperatura, naturalmente, no debe exceder la que tolere el material de filtro. En el caso de que se tapone cualquier
filtro, el procedimiento debe continuar después de cambiar a un filtro nuevo.

La distribucion de peso molecular del almidén se reduce después mediante cizalladura, lo cual se lleva a cabo
preferiblemente en un homogeneizador de alta presion. La reduccién del peso molecular y de la distribucién de pe-
so molecular que se consiguen son principalmente una funcién de la presién usada y del nimero de pasos a través
del homogeneizador. La persona experta en la materia puede determinar ficilmente qué niveles de estos factores se
deben usar en cada caso individual por medio de experimentacidon a una cierta concentracion de almidén. Cuando
se lleva a cabo la cizalladura, la distribucién de peso molecular del almidén se puede determinar mediante el proce-
dimiento descrito a continuacién después de cada paso a través del homogeneizador, con el fin de asegurar que se
obtiene la distribucién de peso molecular deseada. Mediante el procedimiento segin la invencidn, es posible obtener
la distribucién de peso molecular deseada sin que se forme una gran proporcion de material no deseado de bajo pe-
so molecular. Ademas, se puede obtener una distribucién de peso molecular significativamente mas estrecha usando
otros procedimientos. Dado que el procedimiento de cizalladura puede conducir a la fragmentacién y posiblemente
disolucién parcial de material particulado no deseado, es preferiblemente eliminar tal material particulado no deseado,
por ejemplo residuos de bacterias, antes de la cizalladura, como se ha explicado anteriormente.

Un homogeneizador adecuado para su uso en el procedimiento segiin la invencién es Rannie modelo 12.56H (APYV,
Dinamarca). La decisién sobre qué homogeneizador usar se basa en su capacidad para reducir la distribucién de peso
molecular del almidén y su idoneidad desde el punto de vista de la limpieza, por ejemplo, dado que operard en un
procedimiento para la produccién de un material administrable por via parenteral.

La distribucién de peso molecular obtenida mediante cizalladura es preferiblemente tal que al menos 80% del
material cae en el intervalo de 100-4000 kDa, mas preferiblemente 200-1000 kDa, y de la forma mads preferida, 300-
600 kDa.
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La distribucién de peso molecular se puede determinar mediante una serie de procedimientos diferentes en si
conocidos. El més preferido se basa en filtracion en gel con deteccidn sobre la base del indice de refraccién y deteccién
por medio de refracciéon de angulo mdltiple de luz laser (MALLS, por sus siglas en inglés). Es un equipamiento
adecuado el detector de refraccion de dngulo multiple de luz ldser DAWN-F, y un programa adecuado para la recogida
de datos y la determinacién del peso molecular medio y la polidispersidad es ASTRA 2.11a, y un programa informéatico
adecuado para la evaluacion del intervalo de peso molecular es EASI 6.00 (todos de Wyatt Technology Corporation).

La cizalladura se lleva a cabo preferiblemente a una presion superior a 1200 bar, por ejemplo en el intervalo
de 1200-1500 bar, pero debe determinarse especificamente para cada tipo de homogeneizador, dado que el disefio
particular del aparato también es significativo. Se usa adecuadamente la presién mdxima para el aparato mencionado
anteriormente, que es de 1500 bar, y en la préctica es la presion maxima para el aparato usado la que establece el
limite superior. Es posible obtener la misma distribucién de peso molecular tanto si la homogeneizacién se lleva
a cabo en forma de pasos discretos como mediante recirculacién. Una concentracién de almidén tipica mediante
homogeneizacién es aproximadamente 10%, y un medio adecuado es agua para inyeccién, como se ha explicado
anteriormente.

Para producir un almidén con un margen de seguridad ain mayor para administracién parenteral, también se
eliminan del almidén proteinas solubles en agua. Tal eliminacién se lleva a cabo de la forma mas preferida después de
la etapa de cizalladura d) pero también se puede llevar a cabo antes de la misma.

Segtin una forma de realizacién del procedimiento segtin la invencidn, la eliminacion de proteinas solubles en agua
también se lleva a cabo sometiendo a la solucién de almidén a cromatografia de intercambio i6nico.

Segin la forma de realizacion preferida, se usa cromatografia de intercambio aniénico con el fin de eliminar pro-
teinas solubles en agua cargadas negativamente. A diferencia de las proteinas y otros contaminantes que se eliminaron
en la etapa b) y que estaban constituidos principalmente de material que se encuentra sobre la superficie de las parti-
culas de almidén, con cromatografia de intercambio idnico se trata principalmente de eliminar proteinas que estaban
inicialmente localizadas en el interior de las particulas de almidén y por lo tanto, en gran medida inaccesibles en la pu-
rificacién inicial. La cantidad de material de intercambio i6nico que se necesita para esta purificacién puede titularse,
si es necesario, facilmente de forma experimental. Por lo general, no obstante, se ha demostrado que preferiblemente
deberian usarse cantidades mayores de material de intercambio iénico que las que se han empleado convencional-
mente. Usando mds material de intercambio i6nico que el que ha sido habitual hasta la fecha, la elusién de los varios
constituyentes a partir del material de intercambio idnico puede dar como resultado mayor concentracién de dichos
constituyentes en el almidon de lo normal. En este caso, se deberia seleccionar por lo tanto un material de intercambio
iénico que Unicamente conduzca a la elusién de constituyentes que son aceptables para uso parenteral. Un ejemplo
de un material adecuado de intercambio idnico es Q-Sepharose (Pharmacia Amersham). El procedimiento se puede
llevar a cabo tanto usando una columna como por medio de un proceso en lotes. En el dltimo caso, el material de
intercambio i6nico se suspende en la solucién de almidén, que entonces se separa con medios adecuados, por ejemplo
por filtracion.

Las condiciones adecuadas para la cromatografia de intercambio idnico normalmente estdn explicadas en las ins-
trucciones emitidas por el fabricante y en la bibliografia cientifica. Por lo general es posible alcanzar los mismos
resultados usando diferencias razonables en pardmetros del procedimiento para esta técnica, y estas condiciones por lo
tanto sélo se ilustrardn mediante ejemplos tipicos no limitantes. Son condiciones adecuadas para el uso de Q-Sepharo-
se, por ejemplo, un tampén de carbonato de sodio 10 mM, pH 9,8, a aproximadamente 45°C. Si es necesario se puede
usar un tampdn mds fuerte, pero en ese caso deberfa incorporarse una etapa de desalinizacién después de la cromato-
grafia. La cantidad de material de intercambio iénico debe ser de al menos 0,4 ml, preferiblemente al menos 0,8 ml de
volumen de lecho sedimentado de material de intercambio iénico por gramo de almidén, en el orden de magnitud, por
ejemplo, de 0,4-1,1, calculado como volumen expandido en el tampén en cuestion, a temperatura ambiente, por kg de
peso seco de almidon. El material de intercambio i6nico debe lavarse o regenerarse mediante un procedimiento con-
vencional. Un procedimiento adecuado, no obstante, es el tratamiento con hidréxido de sodio 1 M durante, digamos,
1 hora a temperatura ambiente seguido de aclarado con dos volimenes de lecho de agua para inyeccién y aclarado
con un total de dos volimenes de lecho de cloruro de sodio 2 M, repartidos a lo largo de dos adiciones, por ejemplo.
Este procedimiento puede repetirse después de ello una vez. El aclarado se lleva a cabo con agua para inyeccion hasta
que la conductividad es menor que 2 mS/cm y luego se lleva a cabo el equilibrado dos veces con un volumen de lecho
de tampdn de carbonato de sodio 100 mM, pH 9,8, y después con tampén de carbonato de sodio 10 mM, pH 9,8,
hasta que tanto el pH como la conductividad se hayan estabilizado. El intercambio iénico se puede llevar a cabo, por
ejemplo, mediante un procedimiento en lotes que dura al menos 4 y hasta 48 horas a 45°C. Por razones pricticas, a
menudo se elige llevar a cabo el intercambio iénico durante una noche. El intercambio i6nico se lleva a cabo de forma
adecuada con agitacion ligera, de forma que se conserva la integridad del material de intercambio i6nico. La masa de
intercambio i6nico se separa entonces de la solucién de almidén con medios adecuados, por ejemplo, introduciendo la
suspension en una columna de cromatografia con filtro de salida adecuado. El valor de pH de la solucién de almidén se
neutraliza después. Cuando se usan sustancias tampén voldtiles o inestables, el valor de pH debe reducirse unas pocas
unidades de pH por debajo de la neutralidad, de forma que se previene que se produzcan condiciones excesivamente
alcalinas durante el siguiente secado por pulverizacion, por ejemplo, cuando la sustancia tampén puede degradarse o
convertirse en una fase gaseosa.
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Segtin otra forma de realizacién del procedimiento reivindicado, la eliminacién de proteinas solubles en agua se
lleva a cabo por medio de una operacién de electroforesis. Se puede llevar a cabo una operacién de este tipo segtin
principios forelectroforéticos conocidos, lo cual significa por lo general que el almidén se somete a tal electroforesis
en forma de un gel.

Después de la eliminacién de proteinas solubles en agua, se lleva a cabo preferentemente la filtracién para eliminar
cualquier contaminacion particulada generada durante la misma. Hay un gran nimero de filtros adecuados comercial-
mente disponibles para este propdsito. Una configuracién adecuada es un filtro previo de 5 um y un filtro final de 0,5
um. Son dimensiones adecuadas 50,8 cm para filtros previos y 25,4 cm para filtros finales. Son ejemplos de filtros
adecuados Profile Star (Pall) y Star Clear (Pall), que est4 cargado positivamente.

El almidén purificado se somete de forma adecuada a una etapa de secado final antes de almacenarse. Un procedi-
miento especialmente preferido de secado a este respecto es secado por pulverizacidn, aunque también son adecuados
otros procedimientos en si conocidos, por ejemplo liofilizacion o secado al vacio. En el secado por pulverizacion, las
condiciones deberian seleccionarse de forma que el material se seque suficientemente sin que se produzcan reacciones
secundarias no deseadas debido a temperatura excesivamente alta y/o valor de pH demasiado alcalino. Son tempera-
turas tipicas para su uso en este contexto aproximadamente 200°C como temperatura de entrada y aproximadamente
120°C como temperatura de salida. La temperatura de salida se puede controlar facilmente mediante la velocidad de
bombeo para la solucién de almidén.

El almidén se puede mantener durante un tiempo prolongado si se almacena en condiciones de oscuridad y seque-
dad, a una temperatura que no supere la temperatura ambiente normal. Antes de que se use el almidén para la produc-
cion de microesferas disefiadas para uso parenteral, se disuelve, por ejemplo, en agua para inyeccién y se esteriliza. El
procedimiento preferido de esterilizacion es tratamiento en autoclave. También son posibles otros procedimientos de
esterilizacion, tal como filtracion estéril.

La pureza del almidén se puede determinar mediante procedimientos bien conocidos en si. Con el fin de obtener
una valoracidén cualitativa, se usa preferiblemente electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes con posterior
tincién. Con el fin de obtener mas datos cuantitativos, se puede determinar el contenido en nitrégeno, por ejemplo
mediante andlisis de aminodcidos, andlisis elemental o por medio de detectores selectivos para nitrégeno. Se prefiere
analisis de aminodacidos, dado que este proporciona datos cuantitativos relacionados con el contenido en proteina del
almidoén y este es el factor mds importante para la utilidad del almidén. El procedimiento puede reducir el contenido
de nitrégeno aminoacidico hasta 50 ppm, de forma adecuada por debajo de 20 ppm, preferiblemente a menos de 10
ppm, mds preferiblemente a menos de 5 ppm, o incluso por debajo de 2 ppm, lo cual proporciona un buen factor de
seguridad, especialmente en administraciones parenterales repetidas, y que estd a la par con o es inferior al contenido
en nitrégeno aminoacidico en hidroxietilalmidén, que se usa por via parenteral como expansor plasmético y que en
dosificacién diaria puede sobrepasar el maximo indicado para particulas de almidén en al menos 100 veces, basado en
kg de peso corporal. Después de producir anticuerpos contra los constituyentes proteicos de entrada, lo cual se describe
en si mismo en la bibliografia cientifica, es posible usar procedimientos inmunolégicos sensibles para cuantificar
dichos constituyentes.

Segtin un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un almidén farmacéuticamente aceptable segin
la reivindicacion 30 a continuacién. Un almidén de este tipo:

a) tiene un contenido en amilopectina superior al 85 por ciento en peso, en el que el peso molecular de dicha
amilopectina se ha reducido, preferiblemente mediante cizalladura, de forma que al menos el 80 por ciento en peso
del material estd en el intervalo de 10-10000 kDa.

b) tiene una pureza de cdmo méximo 50 ug de nitrégeno aminoacidico por gramo de peso seco de almidon,
preferiblemente como médximo 20 ug, mds preferiblemente como maximo 10 ug y de la forma mads preferible, como
maximo 5 ug de nitrégeno aminoacidico por gramo de peso seco de almidén,

¢) se puede disolver a una concentracién superior al 25 por ciento en peso de agua.

Se pretende que la expresién “se puede disolver en agua” signifique disolucién mediante un procedimiento con-
vencional para almidén, lo cual por lo general implica calentamiento, por ejemplo a al menos 80°C, y también disolver
en solucion acuosa tamponada.

Preferiblemente, dicho almidén carece de grupos quimicos adicionales unidos covalententemente del tipo que
aparecen en hidroxietilalmidén.

La expresion “carece de grupos quimicos adicionales unidos covalententemente del tipo que aparecen en hidroxie-
tilalmid6n” se pretende que signifique por lo general que el almidén sélo contiene aquellos grupos que aparecen en
almidén natural y no se ha modificado como en el hidroxietilalmidén, por ejemplo.

Ademais, el almidén segin cualquiera de los aspectos anteriormente mencionados preferiblemente muestra la ca-
pacidad de melificar de forma natural in vitro.
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Segtn otra forma de realizacién, el almidén anteriormente mencionado muestra la capacidad de formar micropar-
ticulas en un sistema de emulsion, especialmente un sistema acuoso de dos fases.

Otra forma de realizacion se refiere a almidon con un contenido en endotoxina de menos de 25 UE/g, y una forma
de realizacién adicional se refiere a almidén que contiene menos de 100 microorganismos por g, mas preferiblemente
menos de 10 microorganismos por g.

Otras formas de realizacion preferibles del almiddn son las siguientes.

Un almidén que se puede disolver en agua a una concentracién que supera el 30%, preferiblemente que supera el
40%, y mas preferiblemente q supera el 45% en peso.

Un almidén que permanece en solucién a una temperatura de cémo méaximo 60°C, preferiblemente 20-45°C, espe-
cialmente a 30-37°C, durante un periodo lo suficientemente prolongado como para permitir su combinacién con una
sustancia que es sensible a la temperatura y/o inestable en disolventes orgédnicos, especialmente una protefna. Dicha
combinacién se lleva a cabo preferiblemente en condiciones que son capaces de conservar la actividad biolégica de
dicha sustancia.

Un almidén que cuando se disuelve en agua solidifica a una temperatura de 1-55°C, especialmente 4-37°C.

Un almidén que solidifica cuando se expone a una temperatura inicial de 1-10°C, especialmente de aproximada-
mente 4°C, y posteriormente a una temperatura de 20-55°C, preferiblemente 25-40°C, especialmente de aproximada-
mente 37°C.

Para otras formas de realizacién especialmente preferidas de este almidén, se hace referencia a las formas de
realizacién que se han descrito anteriormente en relacién con el procedimiento segiin la invencién, por lo que no
necesitan repetirse ahora.

El 4rea principal de aplicacién del nuevo almidén es para la produccién de microparticulas esencialmente com-
pletamente biodegradables. Naturalmente, puede usarse no obstante también en otros contextos en los que puede ser
relevante el almidén farmacéuticamente aceptable, por ejemplo para la produccién de hidroxietilalmidén (HEA).

Segtin un tercer aspecto de la presente invencidn, se proporciona el uso de un almidén segin la presente invencion
como un vehiculo para una sustancia bioldgicamente activa para la fabricacion de microparticulas, segin la reivin-
dicacién 35 a continuacién. Dichas microparticulas son adecuadas para su uso como vehiculos para una sustancia
biolégicamente activa, especialmente para administracién por via parenteral, preferiblemente por medio de inyeccion
a un mamifero, incluyendo un ser humano.

Tales microparticulas preferiblemente tienen un didmetro medio de particula en el intervalo de 10-200 um, preferi-
blemente de 20-100 um, especialmente de 20-80 um. El término microparticulas se usa por lo tanto como designacion
general para particulas de un tamafio determinado conocido en la técnica. Un tipo de microparticulas es el de las micro-
esferas, que tienen una forma sustancialmente esférica, aunque el término microparticula puede incluir desviaciones
de tal forma esférica ideal. El término conocido microcdpsula también estd cubierto por la expresién microparticula
de acuerdo con la técnica anterior.

En una forma de realizacién preferida, las microparticulas muestran la capacidad de disolverse mediante accién
enzimdtica in vitro y de ser eliminadas de tejido biolégico in vivo.

A partir de lo que se ha mencionado, serd evidente que una sustancia biolégicamente activa de especial interés
es proteina, pero la invencién también es aplicable naturalmente en principio a cualquier sustancia activa que se
pueda usar para administracion por via parenteral, por ejemplo (poli)péptidos, poli(nucleétiidos), pldsmidos y ADN.
La invencién es, no obstante, de especial interés en aquellos casos en los que existen problemas de sensibilidad y
estabilidad.

Son ejemplos de sustancias biolégicamente activas del tipo mencionado anteriormente hormona del crecimiento,
eritropoyetina, interferén (tipo «, 8, y), vacuna, hormona de crecimiento epidérmico, factor VIII, andlogo de LHRH.
Insulina, factores estimulantes de colonias de macréfagos, factores estimulantes de colonias de granulocitos e inter-
leucina.

Sustancias biolégicamente activas farmacéuticas de tipo no proteico que se pueden usar se pueden seleccionar de
los siguientes grupos:

Farmacos antitumorales, antibiéticos, farmacos antiinflamatorios, antihistaminicos, sedantes, relajantes muscula-
res, antiepilépticos, antidepresivos, preparaciones antialérgicas, broncodilatadores, fairmacos cardiotdnicos, fairmacos
antiarritmicos, vasodilatadores, fairmacos antidiabéticos, anticoagulantes, hemostaticos, narcéticos y esteroides.

Respecto a la estructura de las microesferas, microcdpsulas o microparticulas en general y a los varios procedi-
mientos que existen para producirlas, se hace referencia la bibliografia existente. No obstante, se ha demostrado que el
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almidén segun la invenciodn, es especialmente adecuado para la produccién de microparticulas del tipo que se describe
en la solicitud de patente sueca titulada “microparticulas”, presentada de forma concurrente con la presente solicitud
de patente. Para mds detalles sobre esto, se hace referencia por lo tanto a dicha solicitud de patente.

La invencién se describird ahora adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos no limitantes. En estos, as{
como en el resto del texto, a menos que se indique lo contrario, los porcentajes mencionados se refieren a porcentaje
en peso.

Ejemplos
Ejemplo 1
Produccion de almidon puro altamente ramificado de bajo peso molecular

Se suspendié almidén (maiz ceroso. National Starch) en forma granular en agua, producido por ésmosis inversa,
a una concentracién de 5 kg por 50 litros de agua. Se afiadié hidréxido de sodio hasta que el valor de pH fue 11.
La suspension se agité durante media hora y el liquido se separd de los granulos centrifugando en una centrifuga
de cesta. Esto se repiti6 dos veces. Los granulos se lavaron con agua y se mantuvieron en 5 litros de etanol durante
el fin de semana. Los grdnulos se lavaron después dos veces con 10 litros de etanol al 70% y luego con agua. El
material se suspendié después en agua a 60°C y luego se vertio en 40 litros de agua y se disolvid, en parte con ayuda
de un mezclador de chorro mientras se agitaba, formando la solucién una espuma que permanecia en la superficie.
La distribucién de peso molecular se redujo después mediante cizalladura (Microfluidizer 110 T, Microfluids Corp.)
a 1500 bar, en un total de 15 pasos. La solucién de almidén se calent6 a 70°C y se filtr6 a través de un filtro previo
(Pall profile II 20 yum, 25,4 cm de didmetro y Pall Starclear 0,5 ym, cargado positivamente, 50,8 cm de didmetro) y
se secaron por pulverizacién (200°C temperatura de entrada, aproximadamente 122-127°C temperatura de salida). En
total, se obtuvieron aproximadamente 3 kg de almid6n con un peso molecular medio de 1.930 kDa).

El almidén en bruto contenia aproximadamente 0,052% de nitrégeno, determinado por medio de andlisis elemen-
tal, y el almidén obtenido contenia aproximadamente 0,022% de nitrégeno. Tanto el almidén en bruto como el almidén
limpio contenian <10 microorganismos por gramo. No obstante, se encontraron 30 microorganismos por gramo en una
etapa intermedia, lo cual muestra la necesidad de condiciones que prevengan que aumenten los microorganismos en
el transcurso del procedimiento. El valor de nitrégeno aminoacidico fue de 56,53 ug/g de almidén (peso seco) y el
almidén pasé la prueba de pirégenos segtin Ph. Eur. 2* Ed. después de la administracién parenteral a conejos. Después
de administracion parenteral repetida del almidén a cobayas con el fin de permitir la induccidn de una respuesta inmu-
ne, seguido de administracién por via intravenosa del almidén con el fin de detectar cualquier reaccién anafilactica, se
encontrd que el almidén no tenia capacidad para inducir una reaccién anafildctica. El almidén obtenido cumple por lo
tanto los requisitos para un material en bruto para la produccién de una preparacién parenteral.

Ejemplo 2
Produccion de un almidon para uso parenteral

Se prepar6 una suspension de almidon (almidén de maiz ceroso, Cerestar C* gel 06090) con una concentracién de
10 kg en 75 litros de agua para inyeccion con agitacién. Una vez que se habia formado una suspensién homogénea, se
afiadieron 0,25 M de solucién de hidréxido de sodio hasta que se obtuvo un valor de pH de 11,0+0,2, y después esto
se completé con mds agua para inyeccion hasta un volumen total de 80 litros. La suspensién se bombe6 a través de un
tamiz himedo a un caudal de aproximadamente 520 ml/min. La suspensién de almidén se dejé reposar en recipientes
de Miiller durante toda la noche, y al dia siguiente, la solucién superior se decanté por medio de un sifén hasta que
quedaron 18 litros de la suspensién. Después de completar con 72 litros de agua para inyeccién, se encontré que el
valor de pH era todavia al menos 10,5, de forma que no fue necesario afiadir mas solucién de hidréxido de sodio.
La suspension se dej6 reposar durante 12 horas, después de lo cual se decanté el liquido superior. Esto se repitié una
vez mds con reposo durante toda la noche. Los granulos de almidén se lavaron después con solucién de hidréxido de
sodio 0,0125 M en agua para inyeccidn, primero aclarando la torta de filtro en la centrifuga de cesta con 45 litros de
la solucién y después mediante suspension en la solucién y eliminacion de la solucién mediante centrifugacion en la
centrifuga de cesta. La ultima etapa se repitié una vez mds. Los granulos de almidén se lixiviaron después durante
cuatro horas con una solucién equimolar de hidréxido de sodio 0,1 M y etanol, después de lo cual la solucién se separd
por medio de una centrifuga de cesta. Esta lixiviacion se repiti6 una vez, después de lo cual los granulos de almidén
se lavaron dos veces con 40 litros de agua para inyeccion. El valor de pH de la suspensién de almidén se ajusté a
6,4+1 con 4cido clorhidrico 1 M y se lavé con 50 litros de agua para inyeccién en la centrifuga de cesta. El almidén se
transfirié a un congelador para su almacenamiento. La cantidad obtenido se determiné como 7,32 kg de almidén seco.

De los grdnulos de almidén obtenidos, se tomaron 3,7 kg y se suspendieron en 1,76 kg de agua para inyeccién
y luego se transfirieron a 27,62 kg de agua para inyeccién, que se calent6 a 100°C. Después de agitar, se comprobd
visualmente que el almidén se habia disuelto. El almidén se filtré a través de un filtro previo de 50,8 cm con tamafios
de poro de 20 y 2 um y un filtro de 0,45 um hasta que se consideré que el flujo era demasiado bajo. Llegados a este
punto quedaba <5% de la solucién de almidén. La distribucién de peso molecular del almidén se ajusté mediante
cizalladura a una presion fija de 1500 bar segin las instrucciones del fabricante. El flujo a esta presién era de 2,25
litros/minuto. El propdsito era permitir que la solucién pasase a través del homogeneizador las veces suficientes para
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que el peso molecular medio se hiciese 350-500 kDa. En total se llevaron a cabo 9 pasos. Después se ajusté el valor
de pH de la solucién mediante la adicién de hidrégeno bicarbonato de sodio hasta una concentracién final de 10 mM
y ajuste del valor de pH a 0,5 hasta 9,8. Las proteinas residuales se eliminaron después mediante cromatografia de
intercambio i6nico sobre una Q-Sepharose FF (Pharmacia) usando un volumen de lecho total de 3,7 litros. El material
de intercambio i6nico se habia dejado hinchar previamente y se lavé con un volumen de lecho de hidréxido de sodio 1
M, después con dos volimenes de lecho de agua para inyeccion, y después de ello bajo flujo con 3 veces la mitad del
volumen de lecho de solucién de cloruro de sodio 2 M. Esta secuencia completa se repitié una vez mas, después de lo
cual se aclar6 la masa de intercambio i6nico con agua para inyeccion hasta que la conductividad fue de menos de 2
mS/cm. El equilibrado se llevo a cabo con dos volimenes de lecho de carbonato de sodio 100 mM, pH 9,8, y después
con hidrégeno carbonato de sodio 10 mM hasta que tanto el valor de pH como la conductividad se estabilizaron. El
material de intercambio i6nico y el almidén se mezclaron y se mantuvieron a 45°C con agitacion lenta con un agitador
de ancla montado por encima durante aproximadamente 15 horas, y después se separ la masa de intercambio iénico
mediante recoleccién en una columna de cromatografia, manteniéndose el volumen de lecho a aproximadamente 1,5
veces el volumen de lecho sedimentable requerido para mantener la presién por debajo de 3 bar. Después de ajustar
el valor de pH a 6,4, se filtr el almid6n de intercambio i6nico a través de un filtro previo (cartucho de filtro PALL
Profile star 5 um, 50,8 cm de didmetro) y un filtro final (cartucho de filtro PALL Starclear 0,5 ym, 25,4 cm de didmetro)
después de que éstos se hubieron precalentado bombeando agua caliente para inyeccién de antemano. Finalmente se
secé por pulverizacién la solucidn de almidén con una temperatura de entrada de 200°C y una temperatura de salida
de 120-125°C.

El contenido en proteinas del almidén se determind mediante andlisis de aminodcidos. El almidén en bruto contenia
aproximadamente 137 ppm de nitrégeno aminodcido, después de tamizar en himedo contenia aproximadamente 124
ppm, después de la sedimentacion, 61 ppm de nitr6geno aminoacidico, después del tratamiento a pH 10,5, 64 ppm de
nitrégeno aminoacidico, después del tercer lavado con solucién de hidréxido de sodio 0,0125 M, 54 ppm de nitrégeno
aminoacidico, después de lavar con el lavado de dlcali/etanol, 52 ppm de nitrégeno aminoacidico y después de lavar
con agua para inyeccion, 50 ppm de nitrégeno aminoacidico. Con el muestreo triple después de cromatografia de
intercambio idnico, se obtuvieron los siguientes valores de nitrégeno aminoacidico: 1,8, 3,0 y 0,4 ug/g de peso seco
de almidén.

Se determiné el peso molecular medio mediante filtracion en gel combinada con indice de refraccién y deteccién
por MALLS y se encontré que era 584 kDa después de 3 pasos, 508 kDa después de 6 pasos y 434 kDa después de 9
pasos. El contenido de endotoxina se determiné como <25 UE/g usando un procedimiento nefelométrico de andlisis
de amebocitos de Limulus validado para almidén (Associates of Cape Cod Int Inc).
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la produccién de un almidén farmacéuticamente aceptable que comprende

a) partir de almidén en forma sélida y con un contenido en amilopectina superior al 85% en peso, expresado como
peso seco de almidén,

b) someter dicho almidén sélido a lavado(s) en condiciones tales que se disuelvan proteinas, lipidos y endotoxinas
localizadas en la superficie del almidén mientras que el almidén permanece sin disolver, y separar el almidén del
material disuelto,

¢) provocar que el almidon lavado obtenido de la etapa b) se disuelva en un medio acuoso y

d) someter a la disolucién de almidén a una reduccién de peso molecular mediante cizalladura de tal forma que se
obtiene una distribucién de peso molecular en la que al menos el 80 por ciento en peso del material se encuentra en el
intervalo de 10-10.000 kDa.

2. Un procedimiento segiin la reivindicacién 1, que comprende eliminar protefnas solubles en agua residuales del
almidén.

3. Un procedimiento segtin la reivindicacién 2, que comprende eliminar dichas proteinas solubles en agua después
de llevar a cabo la etapa d) para reducir el peso molecular del almidén.

4. Un procedimiento segtn la reivindicacién 2, que comprende eliminar dichas proteinas solubles en agua antes de
llevar a cabo la etapa d) para reducir el peso molecular del almidén.

5. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la etapa a) se lleva a cabo
usando almidén con un contenido en amilopectina superior al 95 por ciento en peso expresado como peso seco de
almidén.

6. Un procedimiento segtn la reivindicacién 5, en el que dicho almidén es almidén de maiz ceroso.

7. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la etapa a) se lleva a cabo
usando particulas de almidén con un didmetro medio en el intervalo de 5-25 um, basado en la distribucién de peso.

8. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el lavado en la etapa b) se
lleva a cabo en condiciones alcalinas, preferiblemente usando hidréxido de sodio como dlcali y en una o mds etapas.

9. Un procedimiento segtin la reivindicacién 8, en el que el lavado o lavados en la etapa b) se lleva/n a cabo a un
valor de pH en el intervalo de 11-14.

10. Un procedimiento segin la reivindicacién 8 6 9, en el que el lavado comprende una etapa con una solucién
acuosa alcalina para disolver proteinas solubles en agua, lipidos y endotoxinas y una etapa con un disolvente acuoso
con la capacidad para disolver zeina para disolver proteinas mds escasamente solubles.

11. Un procedimiento segin la reivindicacién 10, en el que el disolvente con la capacidad para disolver zeina se
selecciona de soluciones acuosas de alcoholes y cetonas monovalentes o divalentes.

12. Un procedimiento segun la reivindicacién 11, en el que el disolvente se selecciona de soluciones acuosas de
etanol, isopropanol, etilenglicol, propilenglicol y acetona.

13. Un procedimiento segtin la reivindicacién 12, en el que el disolvente es una solucién acuosa de etanol.
14. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la disolucién en la etapa
¢) se lleva a cabo de tal forma que se obtiene una solucién de almidén con una concentracién en el intervalo de 1 a

25%.

15. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la disolucién en la etapa
¢) se lleva a cabo en agua aceptable para la producciéon de almidén para uso parenteral.

16. Un procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cizalladura en la etapa
d) se lleva a cabo de tal forma que se obtiene una distribucién de peso molecular en la que al menos el 80% del material
estd en el intervalo de 100-4.000 kDa.

17. Un procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cizalladura en la etapa
d) se lleva a cabo en un homogeneizador de alta presion.
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18. Un procedimiento segun la reivindicacién 17, en el que la cizalladura se lleva a cabo a una presién superior a
1200 bar.

19. Un procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 2-18, en el que dicha eliminacién de proteinas
solubles en agua residuales del almidén se lleva a cabo sometiendo a la solucién de almidén a cromatografia de
intercambio idnico.

20. Un procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 2-18, en el que dicha eliminacién de proteinas
solubles en agua residuales del almidén se lleva a cabo mediante electroforesis.

21. Un procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que antes de los lavados en
la etapa b) se elimina material diferente a almidén del almidén de partida, preferiblemente mediante tamizado y/o
sedimentacion.

22. Un procedimiento segin la reivindicacion 21, en el que se elimina material que es mayor que las particulas de
almidén mediante tamizado en himedo y material que es menor que las particulas de almidén mediante sedimentacion.

23. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 21 y 22, en el que se elimina material diferente
a almidén que es mayor de 40 ym.

24. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que entes de la cizalladura
en la etapa d) se elimina cualquier material particulado diferente de almidén residual filtrando la solucién.

25. Un procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la solucién obtenida de
la cizalladura en la etapa d) se somete a filtracion para eliminar cualquier contaminacién particulada generada durante
dicha cizalladura, llevdndose a cabo preferiblemente la filtracién con un filtro de 5 um.

26. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 2-25, en el que, después de la eliminacién de
proteinas solubles en agua residuales del almidén, se lleva a cabo filtracién a través de un filtro previo de 5 um y un
filtro de 0,5 um para eliminar cualquier contaminacién particulada.

27. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 19-26, en el que se usa al menos 0,4 ml de volu-
men de lecho sedimentado de material de intercambio i6nico por gramo de almidén en la cromatografia de intercambio

i6nico.

28. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el almidon purificado se
somete a una etapa final de secado.

29. Un procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el lavado en la etapa b)
comprende lavado con una solucién de tiogluconato para eliminar proteinas escasamente solubles.

30. Un almidén farmacéuticamente aceptable que

a) tiene un contenido en amilopectina superior al 85 por ciento en peso, en el que el peso molecular de dicha
amilopectina se ha reducido de tal forma que al menos el 80 por ciento en peso del material se encuentra en el
intervalo de 10-10.000 kDa, y

b) tiene una pureza de cémo maximo 50 ug de nitrégeno aminoacidico por gramo de peso seco de almidén.

31. Un almidén farmacéuticamente aceptable segin la reivindicacién 30, que carece de grupos quimicos adiciona-
les unidos covalentemente del tipo que aparecen en el almid6n hidroxietilalmidén.

32. Un almidén segun la reivindicacién 30 y 31, en el que el peso molecular de dicha amilopectina se ha reducido
mediante cizalladura.

33. Un almidén segtn una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 32, que se puede obtener por medio de un
procedimiento seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29.

34. Un almidén segtin una cualquiera de las reivindicaciones 30-33, en el que dicho peso molecular de la amilo-
pectina estd en el intervalo de 100-4.000 kDa.

35. Uso de un almidén segtin cualquiera de las reivindicaciones 30-34 como un vehiculo para una sustancia biol6-
gicamente activa para la fabricacién de microparticulas.

36. Uso segtin la reivindicacion 35, en el que dichas microparticulas tienen un didmetro medio de particula en el
intervalo de 10-200 pm.
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