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DESCRIPCION
Procedimiento para preparar microesferas biodegradables con estabilidad mejorada y estabilidad al almacenamiento
CAMPO TECNICO
[Referencia cruzada a solicitud(es) relacionada(s)]

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad basado en la Solicitud de Patente Coreana No. 10-2017-0163105,
con fecha de 30 de noviembre, 2017.

La presente invencion se refiere a un método para producir microesferas biodegradables, y mas particularmente, a un
método para producir microesferas biodegradables que tienen alta seguridad al reducir notablemente el disolvente
residual, menos deformaciones de las microesferas, y estabilidad de almacenamiento mejorada.

TECNICA RELACIONADA

El polimero biodegradable se puede preparar en forma de microesferas (por ejemplo, particulas que tienen un tamafo
de particula promedio en el intervalo de nanometros a milimetros, particularmente 1 a 500 um, particularmente 10 a
150 um) mediante diversas técnicas conocidas. Las microesferas poliméricas biodegradables se pueden usar como
cargas de particulas para mejorar las arrugas faciales por si mismas, y son muy usadas con el fin de proporcionar una
liberacion sostenida o retardada de un farmaco u otro agente activo encapsulando dicho farmaco u otro agente activo.
El método mas frecuentemente usado para preparar dicha microesfera de polimero biodegradable es disolver el
polimero biodegradable, o el polimero biodegradable y la sustancia (farmaco u otro agente activo) a encapsular en
dicho polimero, en un disolvente, y entonces dispersar o emulsionar la disolucién resultante en una disolucién acuosa.
A continuacion, el disolvente de las microesferas se elimina para obtener el producto final de microesferas. Los
disolventes téxicos tales como el diclorometano o el cloroformo se usan a menudo para disolver polimeros
biodegradables y agentes activos en el procedimiento de produccion de microesferas segun la técnica conocida. Los
residuos de estos disolventes tdxicos en el producto final son indeseables debido a su toxicidad general y a sus efectos
cancerigenos potenciales. Ademas, se usa una mezcla de diversos tipos de disolventes organicos para disolver
homogéneamente el polimero biodegradable y el agente activo simultdaneamente. Esta mezcla de disolventes se
dispersa en una disolucion acuosa para formar una emulsion, y después se exirae y se evapora en una capa de
disolucién acuosa segun la solubilidad de cada disolvente en una disoluciéon acuosa, la afinidad con el polimero
biodegradable, etc. Sin embargo, se ha encontrado que la mezcla de tales disolventes organicos no se elimina lo
suficiente durante la produccion de microesferas segun la técnica anterior conocida, y el disolvente residual afecta
negativamente la estabilidad del producto final, tal como al promover la descomposicion del polimero durante el
periodo de almacenamiento de las microesferas finalmente producidas. En consecuencia, existe la necesidad de
desarrollar un método de produccién de microesferas poliméricas biodegradables capaz de aumentar la vida util de
un producto reduciendo la cantidad residual de mezcla de disolvente tdxico y disolvente organico. El documento WO
02/49620 describe un procedimiento para la produccién de microparticulas poliméricas, que comprende disolver un
polimero en un disolvente, para formar una disoluciéon de polimero; afiadir un agente activo no soluble en agua a la
disolucién de polimero, para formar una fase de farmaco contenida en una vasija; afadir con mezclamiento una
cantidad predeterminada de una fase acuosa de tensioactivo a la vasija que contiene la fase de farmaco, siendo
suficiente dicha cantidad predeterminada para hacer que la fase de tensioactivo se convierta en la fase continua y el
medio de extraccion, para extraer una cantidad de dicho disolvente de dicha fase de fa&rmaco de manera que se
produce una suspension de microparticulas tras la adicion de la fase de tensioactivo a la fase de farmaco, sin
necesidad de eliminar el disolvente de la vasija. En este procedimiento, el disolvente se elimina mediante lavado,
filtracién, vacio, o evaporacion. El documentoEP 2 982 367 describe un método para preparar una microesfera de
donepezilo, que comprende las etapas de: disolver en uno o mas disolventes donepezilo o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables y un polimero biocompatible y biodegradable; formar una microesfera afadiendo la
disolucién de donepezilo y polimero biocompatible biodegradable a una disolucién acuosa de polimero hidréfilo, y
agitando; y eliminar el disolvente, en el que el método comprende ademas una etapa de lavar la microesfera. El
documentoWO 2014/202214 describe un procedimiento para la preparacién de microparticulas biodegradables de
polimero de poli(D,L lactida-co-glicélida) (PLGA), que tiene un perfil de liberacion sigmoidal de un compuesto basico
o hidréfobo, contenido dentro de las microparticulas, que comprende preparar una emulsién de aceite en agua, en la
que la fase oleosa comprende PLGA, el compuesto y un disolvente organico, y la fase acuosa comprende agua,
tensioactivo, opcionalmente, un amortiguador, y el mismo disolvente organico que en la fase oleosa, y entonces llevar
a cabo una etapa de extraccion/evaporacion de la emulsion con disolvente, seguido de una Unica etapa de secado de
las microparticulas endurecidas. El documento EP 1 629 833 describe un procedimiento para la produccion de
microparticulas, en el que se disuelve betametasona y un polimero biodegradable en un disolvente que comprende
un hidrocarburo halogenado y alcohol fenilalquilico para formar una fase oleosa, la fase oleosa se mezcla con una
fase acuosa para formar una emulsioén de tipo o/w, y después los disolventes mencionados anteriormente se eliminan
para producir las microparticulas. El documento KR 2016 0019020 se refiere al desarrollo de un método para producir
microparticulas de liberacion sostenida, que puede eliminar facilmente el disolvente de alcano halogenado y minimizar
la hidrolisis del polimero biodegradable.
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DESCRIPCION
[Problema técnico]

En consecuencia, la presente invencién se ha realizado para resolver el problema mencionado anteriormente de la
técnica convencional. De este modo, un objeto de la presente invencion es proporcionar un método para producir
microesferas biodegradables que tienen alta seguridad al reducir notablemente el disolvente residual, menos
deformaciones de las microesferas, y estabilidad de almacenamiento mejorada.

[Solucidn técnica]

Como un aspecto para lograr dicho proposito, la presente invencion se refiere a un método para preparar microesferas
biodegradables, que comprende:

(a) formar una disolucion de polimero biodegradable disolviendo un polimero biodegradable solo; o un polimero
biodegradable y un farmaco en un disolvente organico;

(b) mezclar uniformemente la disolucion de polimero biodegradable preparada en la etapa (a) en una disolucion
acuosa que contiene un tensioactivo, para formar una emulsion que contiene la disolucion de polimero
biodegradable como fase dispersa y una disolucién acuosa que contiene el tensioactivo como una fase continua;

(c) extraer y evaporar el disolvente organico de la fase dispersa en la emulsién de la etapa (b) a la fase continua
para producir microesferas, en el que se elimina una parte de la fase continua que contiene el disolvente organico
extraido, mientras que se suministra una nueva fase continua; y

(d) recuperar las microesferas de la fase continua que contiene las microesferas producidas en la etapa (c), en el
que la parte de la fase continua en la etapa (c) se elimina de forma discontinua o continua, y (i) cuando la parte de
la fase continua en la etapa (c) se elimina de forma discontinua, la fase continua eliminada es una relacion de
volumen de 40% (v/v) a 99% (v/v), basado en el volumen total de la fase continua, o es una relacién en peso de
una fase continua restante, excepto la relacion en peso puntual de la fase continua de la microparticula en la etapa
(c), o (ii) cuando la parte de la fase continua en la etapa (c) se elimina de forma continua, la tasa de eliminacién de
la fase continua esta en el intervalo de 2% (v/v) a 200% (v/v)/min, basado en el volumen total de la fase continua.

EFECTOS VENTAJOSOS

En la produccién de una microesfera de polimero biodegradable que contiene un polimero biodegradable en si mismo,
0 una microesfera biodegradable que contiene un polimero biodegradable y un farmaco fisiol6gicamente activo, es
muy importante minimizar la cantidad residual de disolvente téxico o mezcla de disolvente organico que queda en la
microesfera. La presente invencion proporciona un método para preparar de manera eficaz microesferas
biodegradables que tienen alta seguridad y excelente estabilidad de almacenamiento formando una emulsién y
después eliminando de la fase dispersa una parte de una fase continua que comprende un disolvente organico extraido,
al tiempo que se suministra una nueva disolucion acuosa para reemplazar dicha fase continua. De este modo, es
posible eliminar rapida y facilmente el disolvente organico residual en las microesferas, al tiempo que se minimizan
los cambios morfol6gicos de las microesferas y la reducciéon del peso molecular debido a la hidrélisis del polimero
biodegradable en las microesferas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1a es una fotografia de microscopio electrénico de barrido (SEM) para el analisis de la caracterizacién
morfolégica de las microesferas preparadas en el Ejemplo 1-1 de la presente invencién, que confirma que la
mayoria de las microesferas mantienen la morfologia esférica completa.

FIG. 1b es una fotografia SEM para el andlisis de la caracterizacion morfoldgica de las microesferas preparadas
en el Ejemplo Comparativo 1 (cuando el tiempo de intercambio del disolvente de fase continua es mas rapido
que el tiempo de endurecimiento de la superficie de la microesfera), lo que confirma que las microesferas no
pueden mantener la forma esférica.

FIG. 1c es una fotografia de las microesferas preparadas en el Ejemplo Comparativo 2 (cuando se elimin6 todo
el disolvente de la fase continua) para el andlisis de caracterizacién morfolégica, y se confirmé mediante el
microscopio electrénico de barrido que la forma de las particulas de las microesferas cambiaba.

FIG. 1d es una fotografia de las microesferas preparadas en el Ejemplo 5 (cuando el disolvente de fase continua
contiene una cantidad apropiada de alcohol etilico) para el andlisis de caracterizacién morfolégica usando un
SEM, lo que confirma que la mayoria de las microesferas mantienen la morfologia esférica completa.

FIG. 1e es una fotografia de las microesferas preparadas en el Ejemplo Comparativo 3 (cuando el disolvente
de fase continua contiene 50% (v/v) o mas de alcohol etilico) preparadas en el Ejemplo Comparativo 3), para
el andlisis de caracterizacion morfolégica usando un SEM, que muestra que la morfologia de las microesferas
se deformé por la eliminacién brusca del diclorometano.
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A continuacion, la presente invencién se describira con mas detalle.

La presente invencion se refiere a un método para producir una microesfera mediante la preparacion de una disolucion
de polimero biodegradable que comprende un polimero biodegradable y un disolvente organico como fase dispersa,
preparando una emulsién que contiene un tensioactivo como fase continua, extrayendo y evaporando el disolvente
organico de la fase dispersa en una fase continua, en el que una parte de la fase continua que comprende el disolvente
organico extraido de la fase dispersa se elimina del sistema de emulsién, mientras se suministra una nueva disolucién
acuosa que contiene un tensioactivo al sistema de emulsion para reemplazar dicha fase continua eliminada, para
proporcionar microesferas biodegradables que tienen una deformacion reducida de las microesferas y una estabilidad
de almacenamiento mejorada.

Como una realizacién de la presente invencion, la presente invencion se refiere a un método para preparar
microesferas biodegradables, que comprende:

(a) formar una disolucién de polimero biodegradable disolviendo un polimero biodegradable solo; o un polimero
biodegradable y un farmaco en un disolvente organico;

(b) mezclar uniformemente la disolucion de polimero biodegradable preparada en la etapa (a) en una disolucion
acuosa que contiene un tensioactivo, para formar una emulsion que contiene la disolucion de polimero
biodegradable como fase dispersa y una disolucién acuosa que contiene el tensioactivo como una fase continua;

(c) extraer y evaporar el disolvente organico de la fase dispersa en la emulsién de la etapa (b) a la fase continua
para producir microesferas, en el que se elimina una parte de la fase continua que contiene el disolvente organico
extraido, mientras que se suministra una nueva fase continua; y

(d) recuperar las microesferas de la fase continua que contiene las microesferas producidas en la etapa (c), en el
que la parte de la fase continua en la etapa (c) se elimina de forma discontinua o continua, y (i) cuando la parte de
la fase continua en la etapa (c) se elimina de forma discontinua, la fase continua eliminada es una relacion de
volumen de 40% (v/v) a 99% (v/v), basado en el volumen total de la fase continua, o es una relacién en peso de
una fase continua restante, excepto la relacion en peso puntual de la fase continua de la microparticula en la etapa
(c), o (ii) cuando la parte de la fase continua en la etapa (c) se elimina de forma continua, la tasa de eliminacién de
la fase continua esta en el intervalo de 2% (v/v) a 200% (v/v)/min, basado en el volumen total de la fase continua.

A continuacion, se describira en detalle un método para producir las microesferas de polimero biodegradable de la
presente invencion.

Como se usa aqui, la expresién “método de extraccion y evaporacion con disolvente” se refiere a un método en el que
una disolucién de polimero biodegradable preparada disolviendo en un disolvente organico un polimero biodegradable
solo, o una mezcla de un polimero biodegradable y un farmaco, se afade a una fase continua en forma de una
disolucién acuosa que contiene un tensioactivo, extrayendo y evaporando el disolvente organico de la fase dispersa
de la emulsion en una fase continua para formar microesferas, y recuperando microesferas de la fase continua para
producir microesferas poliméricas biodegradables.

El método de preparacion de la presente invencién comprende (a) disolver en un disolvente organico un polimero
biodegradable solo, 0 una mezcla de un polimero biodegradable y un farmaco, para formar una disolucién de polimero
biodegradable.

La etapa (a) puede comprender un procedimiento de formacion de una disolucién de polimero biodegradable al
disolver un polimero biodegradable en un disolvente organico para formar una disolucion de polimero biodegradable,
0 un procedimiento de disolucién de un polimero biodegradable y un farmaco simultdineamente en una mezcla de
disolvente organico para formar una disolucién de polimero biodegradable que contiene farmaco.

El peso molecular medio ponderal del polimero biodegradable no esta particularmente limitado, pero el limite inferior
puede ser 5.000 o mas, preferiblemente 10.000 o mas, y el limite superior puede ser 500.000 o menos, preferiblemente
200.000 o menos.

El tipo de polimero biodegradable no esta particularmente limitado, pero se pueden usar preferiblemente poliésteres.
En particular, el polimero biodegradable se puede seleccionar del grupo que consiste en polilactida, poliglicolida,
poli(lactida-co-glicolida), poli(lactida-co-glicolida) glucosa, policaprolactona, y mezclas de los mismos. Mas
preferiblemente, se pueden usar polilactida, poli(lactida-co-glicolida), y policaprolactona.

Cuando se usa poli(lactida-co-glicolida) como polimero biodegradable, la relacion molar de acido lactico a acido
glicélico (acido lactico:acido glicdlico) en el copolimero puede ser de 99:1 a 50:50, preferiblemente 50:50, 75:25, u
85:15. Los ejemplos de polimeros biodegradables comercialmente disponibles que se pueden usar en la presente
invencion incluyen la serie Resomer de Evonik, por ejemplo RG502H, RG503H, RG504H, RG502, RG503, RG504,
RG653H, RG752H, RG752S, RG755S, RG756S, RG858S, R202H, R203H, R205H, R202S, R203S and R205S, PDL
02A, PDL 02, PDL 04, PDL 05, PDLG 7502A, PDLG 7502, PDLG 7507, PDLG 5002A, PDLG 5002, PDLG 5004A,
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PDLG 5004, PDLG 5010, PL 10, PL 18, PL 24, PL 32, PL 38, PDL 20, PDL 45, PC 02, PC 04, PC 12, PC 17y PC 24
de Corbion.

En una realizacién especifica, para preparar las microesferas segun la presente invencion se usaron Resomer R203H,
RG502H, RG653H, RG752H, RG757S, RG858S, R202H y R205S, y Purasorb PC 04.

El farmaco usado en la etapa (a) no esta particularmente limitado, y los ejemplos del mismo incluyen un agente para
el tratamiento de la demencia; un agente terapéutico para la enfermedad de Parkinson; agentes anticancerigenos;
antipsicoticos, tales como ansioliticos, antidepresivos, estabilizadores nerviosos, y agentes psicotropicos; un agente
terapéutico cardiovascular, tal como un agente terapéutico para la hiperlipidemia, un agente terapéutico para la
hipertension, un agente terapéutico para la hipotension, un agente antitrombético, un vasodilatador, y un remedio para
la arritmia; antiepilépticos; agentes terapéuticos gastrointestinales, tales como agentes antiulcerosos; un agente
terapéutico para enfermedades reumaticas; antiespamédicos; farmacos antituberculosos; relajantes musculares; un
agente terapéutico para la osteoporosis; medicamentos para la disfunciéon eréctil; agente hematostatico; hormonas,
tales como hormonas sexuales y similares; agentes antidiabéticos; antibidticos; agentes antifingicos; agentes
antivirales; farmacos antipiréticos, analgésicos y antiinflamatorios; reguladores autondémicos; corticosteroides;
diuréticos; analgésico; anestésico; antihistaminicos; agente antiprotozoario; antianémicos; antiasmaticos;
anticonvulsivos; antidoto; agente antimigrafioso; antieméticos; farmaco antiparkinsoniano; agentes antiepilépticos;
agentes antiplaquetarios; antitusivos y expectorantes; broncodilatador; cardioténicos; inmunomoduladores; farmacos
proteicos; droga genética; y una mezcla de los mismos. Preferiblemente, el farmaco se puede seleccionar del grupo
que consiste en el agente terapéutico para la demencia, un farmaco para la enfermedad de Parkinson, un agente
anticanceroso, un farmaco antipsicotico, un agente antihiperlipidémico, un agente antihipertensivo, un agente
antiepiléptico, un agente terapéutico gastrointestinal, un farmaco antirreumadtico, un farmaco antiespasmaddico,
farmacos antituberculosos, relajante muscular, un agente antiarritmico, un agente terapéutico para la osteoporosis, un
agente terapéutico para la disfuncién eréctil, un agente hemostatico, un agente antiviral, un agente hormonal,
antibidticos, antidiabéticos, un agente antifingico, un agente antitromboético, un agente antipirético, analgésico y
antiinflamatorio, y una mezcla de los mismos.

Los ejemplos no limitativos de los farmacos mencionados anteriormente incluyen donepezilo, memantina, rivastigmina,
entecavir, lamivudina, rotigotina, ropinirol, bupivacaina, ropivacaina, meloxicam, buprenorfina, fentanilo, granisetrén,
triamcinolona, citarabina, carmustina, tamsulosina, polmacoxib, testosterona, estradiol, risperidona, paliperidona,
olanzapina, aripiprazol, goserelina, leuprolida, triptorelina, buserelina, nafarelina, deslorelina, octreotida, pasireotida,
lanreotida, vapreotida, exenatida, liraglutida, lixisenatida, semaglutida, y sales o una mezcla de los mismos.

En la etapa (a), el disolvente usado para disolver el polimero biodegradable tiene preferiblemente la propiedad de no
ser miscible con agua. Debido a la propiedad de que el disolvente organico no es miscible con agua, la emulsién se
puede formar mezclando homogéneamente la disolucion de polimero biodegradable en la fase continua en la etapa
(b) que se describird mas adelante. El ejemplo del disolvente para disolver el polimero biodegradable no esta
particularmente limitado, pero es preferiblemente uno o mas disolventes seleccionados del grupo que consiste en
diclorometano, cloroformo, acetato de etilo, acetona, acetonitrilo, dimetilsulféxido, dimetilformamida, metiletilcetona,
acido acético, alcohol metilico, alcohol etilico, alcohol propilico, alcohol bencilico, y una mezcla de disolventes de los
mismos, mas preferiblemente diclorometano, acetato de etilo, 0 una mezcla de disolventes de los mismos.

El método de preparacion de la presente invencion comprende la etapa (b) mezclar uniformemente la disolucion de
polimero biodegradable preparada en la etapa (a) en una disoluciéon acuosa que contiene un tensioactivo, para formar
una emulsién que contiene la disolucion de polimero biodegradable como fase dispersa y una disolucién acuosa que
contiene el tensioactivo como una fase continua.

Para mezclar homogéneamente una disolucién acuosa que contiene una disolucion de polimero biodegradable y un
tensioactivo en la etapa (b), se pueden usar diversos métodos de mezclamiento, y ejemplos no limitantes de los
mismos son un mezclador de alta velocidad, un mezclador en linea, un método de emulsién de membrana o un método
de emulsion microfluidica.

Cuando se forma una emulsién que contiene una disolucién acuosa que contiene la disolucién de polimero
biodegradable y el tensioactivo como en la etapa (b), la disolucion de polimero biodegradable se dispersa
homogéneamente en la disolucién acuosa para formar una fase dispersa en forma de gotitas.

Por lo tanto, la disolucidn acuosa que contiene el tensioactivo como fase continua usada en la etapa (b) no es miscible
con el disolvente organico en la disolucién de polimero biodegradable como fase dispersa.

El tensioactivo usado en la etapa (b) no esta particularmente limitado, y se puede usar cualquier tipo de tensioactivo
siempre que ayude a la disolucién de polimero biodegradable a formar una fase dispersa de gotitas liquidas estables
en una fase liquida continua. El tensioactivo se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en metilcelulosa,
polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa, lecitina, gelatina, alcohol polivinilico, éster de acido graso con
polioxietilensorbitan, derivados de aceite de ricino polioxietilenados, y una mezcla de los mismos. Ademas, lo mas
preferible, se puede usar alcohol polivinilico.
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En la etapa (b), el contenido del tensioactivo en la disolucién acuosa que contiene el tensioactivo es 0,01% (p/v) a 20%
(p/v), basado en el volumen total de la disolucién acuosa que contiene el tensioactivo, preferiblemente 0,1% (p/v) a 5%
(p/v). Si el contenido del tensioactivo es menor que 0,01% (p/v), es posible que no se forme una fase dispersa en
forma de gotitas en la disoluciéon acuosa o una emulsion. Si el contenido de tensioactivo supera el 20% (p/v), es dificil
eliminar el tensioactivo después de que se hayan formado las microesferas en la disolucion acuosa, debido a la
cantidad excesiva del tensioactivo.

Ademas, en una realizacién preferida, la fase continua usada en la etapa (b) puede comprender ademas uno o mas
disolventes seleccionados de un grupo que consiste en alcohol metilico, alcohol etilico, alcohol propilico, y acetato de
etilo, para controlar la tasa de extraccion del disolvente organico de la emulsidn asi como el agua y el tensioactivo. Es
preferible que dicho disolvente pueda estar contenido en una cantidad de 0,1% (v/v) a 40% (v/v) en base al volumen
total de la fase continua.

El método de la presente invencién comprende una etapa (c) de extraer y evaporar el disolvente organico de la fase
dispersa en la emulsién de la etapa (b) a la fase continua para producir microesferas, en el que se elimina una parte
de la fase continua que contiene el disolvente organico extraido, mientras que se suministra a la emulsién una nueva
fase continua.

En la etapa (c), cuando la emulsion que contiene la disolucion de polimero biodegradable (fase dispersa) en forma de
gotitas y la fase continua se mantiene o se agita a una temperatura menor que el punto de ebulliciéon del disolvente
organico durante un tiempo predeterminado, por ejemplo 2 a 48 horas, el disolvente organico se puede extraer de la
disolucién de polimero biodegradable en forma de gotitas (una fase dispersa) a la fase continua. Parte del disolvente
organico extraido a la fase continua se puede evaporar de la superficie de la fase continua que contiene las
microesferas producidas. A medida que el disolvente organico se extrae de la disolucion de polimero biodegradable
(fase dispersa) en forma de gotitas y se evapora, la fase dispersa en forma de gotitas se puede solidificar para formar
microesferas.

En el método convencional para producir una microesfera usando un método de extraccién y evaporacion con
disolvente, a veces se aplica calor durante mucho tiempo para eliminar suficientemente el disolvente orgéanico de la
fase dispersa en forma de gotitas, y el calor degrada el polimero biodegradable, reduciendo asi el peso molecular del
polimero biodegradable.

Sin embargo, en la presente invencion, en la etapa (c), se elimina una parte de la fase continua que contiene el
disolvente organico extraido de la fase dispersa, y se suministra a la emulsién una nueva disolucion acuosa que
contiene un tensioactivo que reemplaza a la fase continua eliminada, por lo que la cantidad residual del disolvente
organico se puede minimizar de forma eficiente extrayendo suficientemente el disolvente organico en una fase
continua y evaporando.

La presente invencién se caracteriza por que solo se elimina una parte de la fase continua y se suministra a la emulsion
una nueva disolucién acuosa que comprende un tensioactivo, de modo que el procedimiento de extraccion con
disolvente de la fase dispersa se puede llevar a cabo de forma continua. Preferiblemente, el tiempo de intercambio
para la fase continua es superior a 5 minutos, mas preferiblemente 10 minutos a 60 minutos desde el momento en
que la superficie de las microesferas comienza a endurecerse. Cuando la fase continua se intercambia mas rapido
que el tiempo anterior, las microesferas no pueden mantener la forma esférica y pueden deformarse.

Cuando la fase continua se elimina de forma discontinua, es que se elimina del sistema de emulsién (i) 40% (v/v) a
99% (v/v) de la fase continua, o (ii) el resto de la fase continua excepto una (1) vez del peso de las microesferas. Si la
fase continua se elimina mas alla del intervalo anterior (por ejemplo, la cantidad eliminada es menor que 99% (v/v), 0
la mitad (0,5) del peso de la microesfera), la forma de las microesferas producidas puede deformarse. Ademas, cuando
se elimina el 35% (v/v) o0 menos de la fase continua del 35% (v/v) o menos, la eliminacion del disolvente organico
puede no ser eficaz.

Al eliminar una parte de la fase continua, las microesferas inicialmente formadas como fase dispersa pueden retenerse
usando un filtro o similar, y solo una parte de la fase continua puede eliminarse usando una bomba peristaltica o similar.

Como otro método para la etapa (c), puede usarse un método de suministro continuo de una disolucién acuosa reciente
que comprende un tensioactivo, mientras se elimina simultaneamente una parte de la fase continua.

En la eliminacién de la fase continua, se elimina a una tasa del 2% (v/v) al 200% (v/v) con respecto al volumen total
de la fase continua por minuto.

La disolucion acuosa que contiene el tensioactivo como una nueva fase continua que se suministra adicionalmente en
la etapa (c) puede comprender agua o un disolvente mixto que comprende (i) agua y (ii) uno o méas seleccionados del
grupo que consiste en alcoholes alifaticos que tienen 1 a 4 atomos de carbono (preferiblemente, alcohol metilico,
alcohol etilico, o alcohol propilico) y acetato de etilo, en una cantidad predeterminada. Ademas, es preferible que el
disolvente mixto esté contenido en una cantidad de 0,1% (v/v) a 40% (v/v) en base al volumen total de la fase continua
que se va a afadir de nuevo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2915502 T3

Mediante la eliminacion continua del disolvente organico extraido por el método de sustitucion de fase continua de la
etapa (c) de la presente invencion, el disolvente organico puede extraerse eficazmente, y el disolvente residual puede
minimizarse.

Para eliminar mas eficientemente el disolvente organico en la etapa (c) de la presente invencién, se puede aplicar
calor durante un cierto periodo de tiempo para mantener constante la temperatura de la fase continua.

El método de la presente invencion comprende la etapa (d) de recuperar las microesferas de la emulsion preparada
en dicha etapa (c). Se pueden usar diversas técnicas conocidas para recuperar las microesferas, tales como filtracién
o centrifugacion.

En el método de la presente invencion, el tensioactivo residual puede eliminarse mediante filtracion y lavado entre la
etapa (c) y la etapa (d), y las microesferas pueden recuperarse mediante filtracion adicional.

La etapa de lavado para eliminar el tensioactivo residual normalmente se puede llevar a cabo usando agua, y la etapa
de lavado se puede repetir varias veces.

En el método de la presente invencidn, después de la etapa (d), o después de la etapa de filtracion y lavado anterior,
las microesferas obtenidas pueden secarse usando un método de secado convencional para obtener finalmente
microesferas secas.

Preferiblemente, en el método de la presente invencién, las microesferas obtenidas pueden suspenderse en una
suspension después de la etapa (d), o después de la etapa de filtracion y lavado entre las etapas (c) y (d), y
posteriormente pueden introducirse en un recipiente farmacéuticamente aceptable, por ejemplo jeringa desechable o
similar, para obtener un producto final.

El método descrito anteriormente permite eliminar eficazmente el disolvente residual en las microesferas
biodegradables, minimizar la reduccion del peso molecular debido a la hidrélisis del polimero biodegradable en la
microesfera, y proporcionar microesferas de polimero biodegradable que tienen una seguridad y una estabilidad de
almacenamiento excelentes.

Preferiblemente, cuando las microparticulas se producen mediante el método segun la presente invencion, el
contenido de disolvente residual en las microparticulas secas después de la produccién es 1000 ppm 0 menos, mas
preferiblemente 600 ppm o0 menos.

[MODO PARA LA INVENCION]

Ejemplo 1: Produccion de microesferas preparadas mediante diferentes tiempos de intercambio de fase
continua

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania; poli(D,L-lactida) Mw: 18000 a
28000) y 1,5 g de base de donepezilo (fabricante: Neuland Laboratories, India) se disolvieron en 9,2 g de diclorometano
(JT Baker, USA) para preparar una fase dispersa. La fase dispersa se prepar6 agitando durante 30 minutos o mas
para una disolucién suficiente, y entonces se usé. Se us6 una disolucion acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v)
(viscosidad: 4,8 a 5,8 mPa-s) como fase continua. Se conect6 un recipiente que incluia 460 ml de la fase continua a
un aparato de emulsionamiento equipado con una membrana que tenia poros de 40 um de diametro, mientras que la
fase dispersa anterior se inyecté simultaneamente en el aparato para producir la suspension de microesferas. Después,
la suspensién de microesferas resultante se coloco en una vasija de preparacion, y se agité a 150 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacion se mantuvo a 25°C, y la
agitacion se mantuvo durante 15 minutos. Se retiraron 455 ml de la fase continua, al tiempo que quedaban 5 ml de la
fase continua (la misma cantidad de peso total del polimero biodegradable y base de donepezilo usada en la
preparacion de la fase dispersa). Después, se afadié una nueva disolucion de fase continua al aparato, en la misma
cantidad que la fase continua eliminada. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a
45°C durante 3 horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas
se redujo a 25°C. La suspension de microesferas se lavé tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol
polivinilico residual, y las microesferas resultantes se liofilizaron.

Ejemplo 1-1: Produccion de microesferas preparadas mediante diferentes tiempos de intercambio de fase
continua

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo
(fabricante: Neuland Laboratories, India) se disolvieron en 9,2 g de diclorometano (JT Baker, USA) para preparar una
fase dispersa. La fase dispersa se prepard agitando durante 30 minutos 0 mas para una disolucion suficiente, y
entonces se us6. Se us6 una disolucién acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8 a 5,8 mPa-s) como
fase continua. Se conectd un recipiente que incluia 460 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento
equipado con una membrana que tenia poros de 40 um de diametro, mientras que la fase dispersa anterior se inyectd
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simultaneamente en el aparato para producir la suspensién de microesferas. Después, la suspension de microesferas
resultante se coloc6 en una vasija de preparacion, y se agité a 150 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacién se mantuvo a 25°C, y la
agitacion se mantuvo durante 30 minutos. Se retiraron 455 ml de la fase continua, al tiempo que quedaban 5 ml de la
fase continua (la misma cantidad de peso total del polimero biodegradable y base de donepezilo usada en la
preparacion de la fase dispersa). Después, se afadié una nueva disolucion de fase continua al aparato, en la misma
cantidad que la fase continua eliminada. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a
45°C durante 3 horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas
se redujo a 25°C. La suspension de microesferas se lavé tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol
polivinilico residual, y las microesferas resultantes se liofilizaron.

Ejemplo 1-2: Produccion de microesferas preparadas mediante diferentes tiempos de intercambio de fase
continua

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo
(fabricante: Neuland Laboratories, India) se mezclaron en 9,2 g de diclorometano (JT Baker, USA) para preparar una
fase dispersa. La fase dispersa se preparé agitando durante 30 minutos o mas para una disolucién suficiente, y
entonces se us6. Se us6 una disolucién acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8 a 5,8 mPa-s) como
fase continua. Se conectd un recipiente que incluia 460 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento
equipado con una membrana que tenia poros de 40 um de didmetro, mientras que la fase dispersa anterior se inyectd
simultaneamente en el aparato para producir la suspensién de microesferas. Después, la suspension de microesferas
resultante se coloc6 en una vasija de preparacion, y se agité a 150 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacion se mantuvo a 25°C, y la
agitacion se mantuvo durante 60 minutos. Se retiraron 455 ml de la fase continua, al tiempo que quedaban 5 ml de la
fase continua (la misma cantidad de peso total del polimero biodegradable y base de donepezilo usada en la
preparacion de la fase dispersa). Después, se afadié una nueva disolucion de fase continua al aparato, en la misma
cantidad que la fase continua eliminada. El disolvente organico se elimind mientras que se mantiene la temperatura a
45°C durante 3 horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas
se redujo a 25°C. La suspension de microesferas se lavé tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol
polivinilico residual, y las microesferas resultantes se liofilizaron.

Ejemplo 2: Produccion de microesferas preparadas mediante diferentes cantidades de intercambio de fase
continua

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo
(fabricante: Neuland Laboratories, India) se disolvieron en 9,2 g de diclorometano (JT Baker, USA). La fase dispersa
se prepar6 agitando durante 30 minutos 0 mas para una disolucion suficiente, y entonces se usé. Se us6 una disolucion
acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8 a 5,8 mPa-s) como fase continua. Se conecté un recipiente
que incluia 460 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento equipado con una membrana que tenia poros
de 40 um de diametro, mientras que la fase dispersa anterior se inyectd simultaneamente en el aparato para producir
la suspension de microesferas. Después, la suspension de microesferas resultante se colocé en una vasija de
preparacion, y se agité a 150 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacion se mantuvo a 25°C, y la
agitacion se mantuvo durante 30 minutos. Se eliminaron 230 ml de la fase continua (50% del volumen total de la fase
continua), y se afadié una nueva disolucion de fase continua al aparato en la misma cantidad que la fase continua
retirada (230 ml). El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a 45°C durante 3 horas.
Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas se redujo a 25°C. La
suspension de microesferas se lavé tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual, y
las microesferas resultantes se liofilizaron.

Ejemplo 3 Preparacion de microesferas usando acetato de etilo

La fase dispersa se prepard mezclando 3,5 g de un polimero biocompatible, Resomer R203H (fabricante: Evonik,
Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo (fabricante: Neuland Laboratories, India) con 10,5 g de acetato de etilo (Sigma
Aldrich, EE. UU.). La fase dispersa se disolvi6 suficientemente agitando durante 30 minutos o mas, y entonces se uso.
Se us6 una disolucion acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8 a 5,8 mPa-s) como fase continua. Se
conecté un recipiente que incluia 530 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento equipado con una
membrana que tenia poros de 20 um de didametro, mientras que la fase dispersa anterior se inyect6 simultaneamente
en el aparato para producir la suspensién de microesferas. Después, la suspensién de microesferas resultante se
coloco en una vasija de preparacion, y se agité a 300 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacion se mantuvo a 25°C, y la
agitacion se mantuvo durante 30 minutos. Se eliminaron 525 ml de la fase continua, al tiempo que quedaron 5 ml de
la fase continua. Después, se afiadié una nueva disolucion de fase continua al aparato, en la misma cantidad que la
fase continua eliminada. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a 45°C durante 3
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horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas se redujo a 25°C.
La suspension de microesferas se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual,
y las microesferas resultantes se liofilizaron.

Ejemplo 4: Produccién de microesferas usando RG502H

La fase dispersa se prepard mezclando 3,5 g de un polimero biocompatible, Resomer RG502H (fabricante: Evonik,
Alemania; poli(D,L-lactida-co-glicolida) 50:50; Mw: 7.000 a 17.000) y una base de donepezilo (fabricada por Neuland
Laboratories, India) con 7,8 g de diclorometano (fabricante: JT Baker, EE. UU.). La fase dispersa se disolvid
suficientemente agitando durante 30 minutos 0 mas, y entonces se usé. Se usé una disolucion acuosa de alcohol
polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como fase continua. Se vertieron 1750 ml de la fase continua en el
vasija de preparacion, y se agité con un mezclador de alta velocidad (L4RT, Silverson, UK) a 3000 rpm, mientras se
inyectaba la fase dispersa a un caudal de 7 ml por minuto.

Cuando se completé la inyeccion de la fase dispersa, la suspension en el vasija de preparacion se mantuvo a 25°C
durante 30 minutos mientras se agitaba a 200 rpm. Se eliminaron 1745 ml de la fase continua, al tiempo que quedaban
5 ml de fase continua. Después, se anadié la misma cantidad de nueva disolucion de fase continua al vasija de
preparacion. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a 40°C durante 3 horas.
Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas se redujo a 25°C. La
suspensién que comprende microesferas se lavod tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico
residual, y las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo 4-1: Preparacion de microesferas usando RG653H

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer RG653H (fabricante: Evonik, Alemania; poli(D,L-lactida-co-glicolida)
65:35; Mw: 24.000 a 38.000) y 1,5 g de una base de donepezilo (fabricado por Neuland Laboratories, India ) se
disolvieron en 17,5 g de diclorometano (JT Baker, EE. UU.) para preparar la fase dispersa. La fase dispersa se agité
durante 30 minutos 0 mas para una disolucién suficiente, y entonces se usé. Se us6 una disoluciéon acuosa de alcohol
polivinilico al 2% (p/v) (viscosidad: 4,8 a 5,8 mPa-s) como fase continua. Se conecté un recipiente que incluia 880 ml
de la fase continua a un aparato de emulsionamiento equipado con una membrana que tenia poros de 30 um de
diametro, mientras que la fase dispersa anterior se inyecté simultdneamente en el aparato para producir la suspension
de microesferas. Después, la suspension de microesferas resultante se colocd en una vasija de preparacion, y se agité
a 180 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacion se mantuvo a 25°C, y la
agitacion se mantuvo durante 30 minutos. Se eliminaron 875 ml de la fase continua, al tiempo que quedaban 5 ml de
fase continua. Después, se anadié la misma cantidad de nueva disolucion de fase continua al vasija de preparacion.
El disolvente organico se elimind mientras que se mantiene la temperatura a 40°C durante 3 horas. Después de
eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas se redujo a 25°C. La suspension de
microesferas se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual, y las microesferas
resultantes se liofilizaron.

Ejemplo 4-2: Preparacion de microesferas usando polimero RG752H

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer RG752H (fabricante: Evonik, Alemania; poli(D,L-lactida-co-glicolida)
75:25; Mw: 4.000 a 15.000) y 1,5 g de una base de donepezilo (fabricado por Neuland Laboratories, India ) se
mezclaron con 10,0 g de diclorometano (fabricante: JT Baker, EE. UU.) para preparar la fase dispersa. La fase dispersa
se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos 0 mas, y entonces se usé. Se usé una disolucién acuosa de
alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como fase continua. Se vertieron 500 ml de la fase continua
en el vasija de preparacion, y se agité con un mezclador de alta velocidad (L4RT, Silverson, UK) a 3000 rpm, mientras
se inyectaba la fase dispersa a un caudal de 15 ml por minuto.

Cuando se completé la inyeccion de la fase dispersa, la suspension en el vasija de preparacion se mantuvo a 25°C
durante 30 minutos mientras se agitaba a 200 rpm. Se eliminaron 495 ml de la fase continua, al tiempo que quedaban
5 ml de fase continua. Después, se anadié la misma cantidad de nueva disolucion de fase continua al vasija de
preparacion. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a 40°C durante 3 horas.
Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspensién de microesferas se redujo a 25°C. La
suspensiéon que comprende microesfera se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico
residual, y las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo 4-3: Preparacion de microesferas usando RG757S

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer RG757S (fabricante: Evonik, Alemania; poli(D,L-lactida-co-glicolida)
75:25; Mw: 110.000 a 180.000) y 1,5 g de base de donepezilo (fabricado por Neuland Laboratories, India ) se
mezclaron con 26,9 g de diclorometano (fabricante: JT Baker, EE. UU.) para preparar la fase dispersa. La fase dispersa
se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos 0 mas, y entonces se usé. Se us6 una disolucién acuosa de
alcohol polivinilico al 4% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como fase continua. Se vertieron 1400 ml de la fase continua
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en el vasija de preparacién equipada con un mezclador de alta velocidad (L4RT, Silverson, UK), y se agit6 a 5000 rpm,
mientras se inyectaba la fase dispersa a un caudal de 10 ml por minuto.

Cuando se completé la inyeccion de la fase dispersa, la suspension en el vasija de preparacion se mantuvo a 25°C
durante 30 minutos mientras se agitaba a 150 rpm. Se eliminaron 1395 ml de la fase continua, al tiempo que quedaban
5 ml de fase continua. Después, se anadié la misma cantidad de nueva disolucion de fase continua al vasija de
preparacion. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a 40°C durante 3 horas.
Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas se redujo a 25°C. La
suspensiéon que comprende microesfera se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico
residual, y las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo 4-4: Preparacion de microesferas usando RG858S

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer RG858S (fabricante: Evonik, Alemania; poli(D,L-lactida-co-glicolida)
85:15; Mw: 190.000 a 240.000) y 1,5 g de base de donepezilo (fabricado por Neuland Laboratories, India ) se
mezclaron con 38,9 g de diclorometano (fabricante: JT Baker, EE. UU.) para preparar la fase dispersa. La fase dispersa
se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos 0 mas, y entonces se usé. Se usé una disolucién acuosa de
alcohol polivinilico al 2,5% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como fase continua.

Se conectd un recipiente que incluia 2000 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento equipado con una
membrana que tenia poros de 20 um de didametro, mientras que la fase dispersa anterior se inyect6 simultaneamente
en el aparato para producir la suspension de microesferas. Después, la suspension de microesferas resultante se
coloco en una vasija de preparacion, y se agité a 250 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacién se mantuvo a 25°C, y la
agitacion se mantuvo durante 30 minutos. Se eliminaron 1995 ml de la fase continua, al tiempo que quedaron 5 ml de
la fase continua. Después, se afiadié una nueva disolucion de fase continua al aparato, en la misma cantidad que la
fase continua eliminada. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a 40°C durante 3
horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas se redujo a 25°C.
La suspension de microesferas se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual,
y las microesferas resultantes se liofilizaron.

Ejemplo 4-5: Preparacion de microesferas usando R202H

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R202H (fabricante: Evonik, Alemania; poli(D,L-lactida) Mw: 10.000 a
18.000) y 1,5 g de base de donepezilo (fabricado por Neuland Laboratories, India ) se mezclaron con 7,8 g de
diclorometano (fabricante: JT Baker, EE. UU.) para preparar la fase dispersa. La fase dispersa se disolvié
suficientemente agitando durante 30 minutos 0 mas, y entonces se usé. Se usé una disolucion acuosa de alcohol
polivinilico al 2,5% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como fase continua.

Se conecto un recipiente que incluia 390 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento equipado con una
membrana que tenia poros de 50 um de didametro, mientras que la fase dispersa anterior se inyect6 simultaneamente
en el aparato para producir la suspension de microesferas. Después, la suspension de microesferas resultante se
coloco en una vasija de preparacion, y se agité a 250 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacion se mantuvo a 25°C, y la
agitacion se mantuvo durante 30 minutos. Se eliminaron 385 ml de la fase continua, al tiempo que quedaron 5 ml de
la fase continua. Después, se afiadié una nueva disolucion de fase continua al aparato, en la misma cantidad que la
fase continua eliminada. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a 40°C durante 3
horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas se redujo a 25°C.
La suspension de microesferas se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual,
y las microesferas resultantes se liofilizaron.

Ejemplo 4-6: Preparacion de microesferas usando R205S

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R205S (fabricante: Evonik, Alemania; poli(D,L-lactida) Mw: 58000 a
89000) y 1,5 g de base de donepezilo (fabricante: Neuland Laboratories, India) se disolvieron en 17,5 g de
diclorometano (fabricado por JT Baker, USA) para formar la fase dispersa. La fase dispersa se disolvié suficientemente
agitando durante 30 minutos 0 mas, y entonces se usé. Como fase continua, se usé una disolucién acuosa de alcohol
polivinilico al 1% (viscosidad: 4,8-5,8 mPa:s), y se conectd un recipiente que contenia 880 ml de la fase continua a un
aparato de emulsionamiento equipado con una membrana de 40 um de didmetro de poros, mientras se inyecta la fase
dispersa para formar la suspension de las microesferas. La suspension de las microesferas se coloc6 en un vasija de
preparacion y se agité a 100 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacién se mantuvo a 25°C, y la
agitacion se mantuvo durante 30 minutos. Se eliminaron 875 ml de la fase continua, al tiempo que quedaron 5 ml de
la fase continua. Después, se afiadié una nueva disolucion de fase continua al aparato, en la misma cantidad que la
fase continua eliminada. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a 40°C durante 3

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2915502 T3

horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas se redujo a 25°C.
La suspension de microesferas se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual,
y las microesferas resultantes se liofilizaron.

Ejemplo 4-7: Produccion de microesferas usando PC04

La fase dispersa se prepard mezclando 5 g de un polimero biocompatible, Purasorb PC04 (fabricante: Corbion, Paises
Bajos; policaprolactona; Mw: 28000 a 38000) con 20,0 g de diclorometano (fabricante: J.T Baker, EE. UU.). La fase
dispersa se disolvio suficientemente agitando durante 30 minutos 0 mas antes del uso. La fase continua fue una
disolucién acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa:-s), y se conect6 un recipiente que
contenia 700 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento equipado con una membrana de 40 pm de
diametro de poros, mientras se inyecta simultdneamente la fase dispersa preparada para producir las microesferas en
suspensién. La suspension de microesferas resultante se colocé en una vasija de preparacion, y se agité a 150 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacion se mantuvo a 25°C, y la
agitacion se mantuvo durante 30 minutos. Se eliminaron 455 ml de la fase continua, al tiempo que quedaron 695 ml
de la fase continua. Después, se afiadié una nueva disolucion de fase continua al aparato, en la misma cantidad que
la fase continua eliminada. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a 40°C durante
3 horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspensién de microesferas se redujo a
25°C. La suspension de microesferas se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico
residual, y las microesferas resultantes se liofilizaron.

Ejemplo 5 Preparacion de microesferas usando fase continua que comprende alcohol etilico

La fase dispersa se prepard mezclando 3,5 g de un polimero biocompatible, Resomer R203H (fabricante: Evonik,
Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo (fabricante: Neuland Laboratories, India) con 9,2 g de diclorometano
(fabricante: J.T Baker, EE. UU.). La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o mas, y
entonces se usé. La fase continua fue una disolucion acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8
mPa-s) y alcohol etilico al 30% (v/v). Se conecté un recipiente que incluia la fase continua a un aparato de
emulsionamiento equipado con una membrana que tenia poros de 40 pm de didmetro, mientras se inyectaba
simultaneamente la fase dispersa preparada para producir las microesferas en suspensiéon. La suspension de
microesferas resultante se colocd en una vasija de preparacion, y se agité a 200 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacién se mantuvo a 25°C.
Cuando se completd la inyeccién de la fase dispersa, la agitacion se mantuvo durante 30 minutos. En esta etapa, se
eliminaron 455 ml de la fase continua remanente, al tiempo que se dejaron 5 ml de fase continua, y se afiadié la misma
cantidad de nueva disolucién de fase continua. El disolvente organico se elimind mientras que se mantiene la
temperatura a 40°C durante 3 horas. Después de eliminar el disolvente orgéanico, la temperatura de la suspension de
microesferas se redujo a 25°C. La suspension de microesferas se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar
el alcohol polivinilico residual, y las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo 6: Preparacion de microesferas con un procedimiento para anadir y eliminar continuamente una fase
continua

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo
(fabricante: Neuland Laboratories, India) se mezclaron con 9,2 g de diclorometano (fabricante: J.T Baker, EE. UU.)
para preparar la fase dispersa. La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o0 mas, y
entonces se us6. Se usé una disolucién acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como
fase continua. Se vertieron 460 ml de la fase continua en el vasija de preparacién equipada con un mezclador de alta
velocidad (L4RT, Silverson, UK), y se agité a 2000 rpm, mientras se inyectaba la fase dispersa a un caudal de 10 ml
por minuto. La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacion se mantuvo
a 25°C. Cuando se complet6 la inyeccion de la fase dispersa, la fase continua se eliminé a un caudal de 13,8 ml por
minuto (3% del volumen total de la fase continua), mientras se inyectaba una nueva fase continua a la misma velocidad
de eliminacion durante 1 hora. Después, la temperatura del aparato se mantuvo a 45°C durante 3 horas. Cuando se
completo la eliminacion del disolvente organico, la temperatura de la suspensién de microesferas se redujo a 25°C.
La suspensién que comprende microesfera se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico
residual, y las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo 6-1: Preparacion de microesferas con un procedimiento de afadir y eliminar continuamente una fase
continua

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo
(fabricante: Neuland Laboratories, India) se mezclaron con 9,2 g de diclorometano (fabricante: J.T Baker, EE. UU.)
para preparar la fase dispersa. La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o0 mas, y
entonces se usé. Se us6 una disolucién acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como
fase continua. Se vertieron 460 ml de la fase continua en el vasija de preparacién equipada con mezclador de alta
velocidad (L4RT, Silverson, UK), y se agité a 2000 rpm, mientras se inyectaba la fase dispersa a un caudal de 10 ml
por minuto y se mantenia la temperatura de la vasija de preparacién a 25°C. Cuando se completé la inyeccion de la
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fase dispersa, la fase continua se eliminé a un caudal de 27,6 ml por minuto (6% del volumen total de la fase continua),
mientras se inyectaba una nueva fase continua a la misma velocidad de eliminacién durante 1 hora. Después, la
temperatura de la vasija de preparacion se mantuvo a 45°C durante 3 horas. Cuando se complet6 la eliminacion del
disolvente organico, la temperatura de la suspensién de microesferas se redujo a 25°C. La suspension que comprende
microesfera se lavd tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual, y las microesferas
se liofilizaron.

Ejemplo 6-2: Preparacion de microesferas que comprende ademas una etapa de anhadir y eliminar
continuamente una fase continua

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo
(fabricante: Neuland Laboratories, India) se mezclaron con 9,2 g de diclorometano (fabricante: J.T Baker, EE. UU.)
para formar la fase dispersa. La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o mas, y
entonces se usé. Se us6 una disolucién acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como
fase continua. Se vertieron 460 ml de la fase continua en el vasija de preparacién equipada con mezclador de alta
velocidad (L4RT, Silverson, UK), y se agit6 a 2000 rpm, mientras se inyectaba la fase dispersa a un caudal de 10 ml
por minuto y se mantenia la temperatura de la vasija de preparacién a 25°C. Cuando se completd la inyeccion de la
fase dispersa, la fase continua se eliminé a un caudal de 26,7 ml por minuto (6% del volumen total de la fase continua),
mientras se inyectaba una nueva fase continua a la misma velocidad de eliminacién durante 0,5 hora. Después, la
temperatura de la vasija de preparacion se mantuvo a 45°C durante 3 horas. Cuando se complet6 la eliminacion del
disolvente organico, la temperatura de la suspensién de microesferas se redujo a 25°C. La suspension que comprende
microesfera se lavd tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual, y las microesferas
se liofilizaron.

Ejemplo 6-3: Preparacion de microesferas con una etapa de afiadir y elminar continuamente una fase continua

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo
(fabricante: Neuland Laboratories, India) se mezclaron con 9,2 g de diclorometano (fabricante: J.T Baker, EE. UU.)
para formar la fase dispersa. La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o0 mas, y
entonces se us6. Se usé una disolucién acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como
fase continua. Se vertieron 460 ml de la fase continua en el vasija de preparacion equipada con mezclador de alta
velocidad (L4RT, Silverson, UK), y se agité a 2000 rpm, mientras se inyectaba la fase dispersa a un caudal de 10 ml
por minuto y se mantenia la temperatura de la vasija de preparacién a 25°C. Cuando se completd la inyeccion de la
fase dispersa, la fase continua se eliminé a un caudal de 920 ml por minuto (200% del volumen total de la fase continua),
mientras se inyectaba una nueva fase continua a la misma velocidad de eliminacién durante 10 minutos. Después, la
temperatura de la vasija de preparacion se mantuvo a 45°C durante 3 horas. Cuando se complet6 la eliminacion del
disolvente orgéanico, la temperatura de la suspensién de microesferas se redujo a 25°C. La suspension que comprende
microesfera se lavd tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual, y las microesferas
se liofilizaron.

Ejemplo 7: Preparacion de microesferas que comprenden rivastigmina

La fase dispersa se prepard mezclando 4,0 g de un polimero biocompatible, Resomer R203H (fabricante: Evonik,
Alemania) y 1,0 g de base de rivastigmina (fabricante: Hwail Pharmaceutical Co., Ltd., Corea) con 10,0 g de
diclorometano (fabricante: JT Baker, EE. UU.). La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30
minutos 0 mas, y entonces se usé. La fase continua fue una disolucién acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v)
(viscosidad: 4,8-5,8 mPa s). Se conectd un recipiente que incluia 500 ml de la fase continua a un aparato de
emulsionamiento equipado con una membrana que tenia poros de 30 pm de didmetro, mientras se inyectaba
simultaneamente la fase dispersa preparada para producir las microesferas en suspensiéon. La suspension de
microesferas resultante se colocd en una vasija de preparacion, y se agité a 200 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacién se mantuvo a 25°C.
Cuando se completd la inyeccién de la fase dispersa, la agitacion se mantuvo durante 30 minutos. En esta etapa, se
eliminaron 495 ml de la fase continua, al tiempo que se dejaron 5 ml de fase continua, y se afadié la misma cantidad
de nueva disolucion de fase continua. El disolvente orgénico se elimind mientras que se mantiene la temperatura a
45°C durante 3 horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas
se redujo a 25°C. La suspension de microesferas se lavé tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol
polivinilico residual, y las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo 7-1: Fabricacion de microesferas de deslorelina

4,4 g de Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 0,6 g de acetato de deslorelina (fabricante: Chengdu Kaijie
Biopharm, China) se mezclaron con 15,7 g de diclorometano (fabricante: JT Baker, EE. UU.) y 7,5 g de alcohol metilico
(fabricado por Sigma Aldrich, EE. UU.) para formar una fase dispersa. La fase dispersa se disolvié suficientemente
agitando durante 30 minutos o mas, y entonces se uso.

La fase continua fue una disolucion acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s). Se conectd
un recipiente que incluia 790 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento equipado con una membrana
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que tenia poros de 30 um de diametro, mientras se inyectaba simultdneamente la fase dispersa preparada para
producir las microesferas en suspension a un caudal de 5 ml por minuto. La suspension de microesferas resultante se
coloco en una vasija de preparacion, y se agité a 180 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacién se mantuvo a 25°C.
Cuando se completd la inyeccién de la fase dispersa, la agitacion se mantuvo durante 30 minutos. En esta etapa, se
eliminaron 785 ml de la fase continua, al tiempo que se dejaron 5 ml de fase continua, y se afadié la misma cantidad
de nueva disolucion de fase continua. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a
40°C durante 3 horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas
se redujo a 25°C. La suspension de microesferas se lavé tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol
polivinilico residual, y las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo 7-2: Preparacion de una microesfera de bupivacaina

La fase dispersa se preparé mezclando 4,5 g de Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania), un polimero
biocompatible, y 0,5 g de una base de bupivacaina (fabricante: Dishman, India) en 12 g de diclorometano (fabricante:
J.T Baker, EE. UU.). La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o mas, y entonces se
uso.

Se uso6 una disoluciéon acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como fase continua. Se
vertieron 600 ml de la fase continua en el vasija de preparacion equipada con mezclador de alta velocidad (L4RT,
Silverson, UK), y se agité a 4000 rpm, mientras se inyectaba la fase dispersa a un caudal de 12 ml por minuto y se
mantenia la temperatura de la vasija de preparacion a 25°C. Cuando se complet6 la inyeccion de la fase dispersa, la
suspensioén en el vasija de preparacién se mantuvo en agitacién a 25°C durante 30 minutos.

Se eliminaron 595 ml de la fase continua, al tiempo que se dejaron 5 ml de fase continua, y se afiadio la misma
cantidad de nueva disolucién de fase continua. El disolvente organico se elimind mientras que se mantiene la
temperatura a 45°C durante 3 horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de
microesferas se redujo a 25°C. La suspension de microesferas se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar
el alcohol polivinilico residual, y las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo Comparativo 1: Produccion de microesferas preparadas usando diferentes tiempos de intercambio
de fase continua

La fase dispersa se prepard mezclando 3,5 g de un polimero biocompatible, Resomer R203H (fabricante: Evonik,
Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo (fabricante: Neuland Laboratories, India) con 9,2 g de diclorometano
(fabricante: J.T Baker, EE. UU.). La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o mas, y
entonces se uso.

Se uso6 una disoluciéon acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como fase continua. Se
conectd un recipiente que incluia 460 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento equipado con una
membrana que tenia poros de 40 um de didmetro, mientras se inyectaba simultaneamente la fase dispersa preparada
para producir las microesferas en suspension. La suspension de microesferas resultante se coloc6 en una vasija de
preparacion, y se agité a 150 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacién se mantuvo a 25°C.
Cuando se completd la inyeccion de la fase dispersa, la agitacion se mantuvo durante 5 minutos. En esta etapa, se
eliminaron 455 ml de la fase continua, al tiempo que se dejaron 5 ml de fase continua, y se afadié la misma cantidad
de nueva disolucion de fase continua. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a
451°C durante 3 horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspensién de microesferas
se redujo a 25°C. La suspension de microesferas se lavé tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol
polivinilico residual, y las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo Comparativo 2: Produccion de microesferas usando diferentes cantidades de intercambio de fase
continua

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo
(fabricante: Neuland Laboratories, India) se mezclaron con 9,2 g de diclorometano (fabricante: J.T Baker, EE. UU.)
para preparar una fase dispersa. La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o mas, y
entonces se uso.

Se uso6 una disolucion acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como fase continua. Se
conectd un recipiente que incluia 460 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento equipado con una
membrana que tenia poros de 40 um de didmetro, mientras se inyectaba simultdneamente la fase dispersa preparada
para producir las microesferas en suspension. La suspension de microesferas resultante se coloc6 en una vasija de
preparacion, y se agité a 150 rpm.
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La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacién se mantuvo a 25°C.
Cuando se complet6 la inyeccién de la fase dispersa, la agitacion se mantuvo durante 30 minutos. En esta etapa, se
elimin6 toda la fase continua, y habia 2,5 ml de fase continua (50% (v/v) de la microesfera) en la microesfera (es decir,
la microesfera existe en forma hidratada con la fase continua), mientras que se anadieron 460 ml de nueva disolucion
de fase continua. El disolvente organico se eliminé mientras que se mantiene la temperatura a 45°C durante 3 horas.
Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspensién de microesferas se redujo a 25°C. La
suspension de microesferas se lavé tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual, y
las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo Comparativo 2-1: Produccion de microesferas usando diferentes cantidades de intercambio de fase
continua

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo
(fabricante: Neuland Laboratories, India) se mezclaron con 9,2 g de diclorometano (fabricante: J.T Baker, EE. UU.)
para formar una fase dispersa. La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o0 mas, y
entonces se usé. Se us6 una disolucién acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como
fase continua. Se conectdé un recipiente que incluia 460 ml de la fase continua a un aparato de emulsionamiento
equipado con una membrana que tenia poros de 40 pm de diametro, mientras se inyectaba simultdneamente la fase
dispersa preparada para producir las microesferas en suspension. La suspension de microesferas resultante se colocéd
en una vasija de preparacion, y se agité a 150 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacién se mantuvo a 25°C.
Cuando se completd la inyeccién de la fase dispersa, la agitacion se mantuvo durante 30 minutos. En esta etapa, se
eliminaron 161 ml (35% (v/v) del volumen total de la fase continua) de la fase continua, mientras se afiadian 460 ml
de nueva disolucion de fase continua. El disolvente orgénico se elimind mientras que se mantiene la temperatura a
45°C durante 3 horas. Después de eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas
se redujo a 25°C. La suspension de microesferas se lavé tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol
polivinilico residual, y las microesferas se liofilizaron.

Ejemplo Comparativo 3: Preparacion de microesferas usando una fase continua en la que se mezclo alcohol
etilico

3,5 g de un polimero biocompatible Resomer R203H (fabricante: Evonik, Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo
(fabricante: Neuland Laboratories, India) se mezclaron con 9,2 g de diclorometano (fabricante: J.T Baker, EE. UU.)
para formar una fase dispersa. La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o0 mas, y
entonces se uso.

Se us6 una disolucién acuosa que comprende alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) y alcohol
etilico al 50% (v/v) como fase continua. Se conect6 un recipiente que incluia la fase continua a un aparato de
emulsionamiento equipado con una membrana que tenia poros de 40 pm de didmetro, mientras se inyectaba
simultaneamente la fase dispersa preparada para producir las microesferas en suspensién. La suspension de
microesferas resultante se colocd en una vasija de preparacion, y se agité a 200 rpm.

La temperatura del aparato de emulsionamiento de membrana y de la vasija de preparacién se mantuvo a 25°C.
Cuando se completd la inyeccién de la fase dispersa, la agitacion se mantuvo durante 30 minutos. En esta etapa, se
eliminaron 455 ml de la fase continua, mientras se afiadia la misma cantidad de una nueva disolucién de fase continua.
El disolvente organico se elimind mientras que se mantiene la temperatura a 40°C durante 3 horas. Después de
eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas se redujo a 25°C. La suspension de
microesferas se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual, y las microesferas
se liofilizaron.

Ejemplo Comparativo 4: Preparacion de microesferas con un procedimiento de anadir y eliminar
continuamente una fase continua

La fase dispersa se prepard mezclando 3,5 g de un polimero biocompatible, Resomer R203H (fabricante: Evonik,
Alemania) y 1,5 g de base de donepezilo (fabricante: Neuland Laboratories, India) con 9,2 g de diclorometano
(fabricante: J.T Baker, EE. UU.). La fase dispersa se disolvié suficientemente agitando durante 30 minutos o mas, y
entonces se uso.

Se us6 una disolucién acuosa de alcohol polivinilico al 1% (p/v) (viscosidad: 4,8-5,8 mPa-s) como fase continua. Se
vertieron 460 ml de la fase continua en el vasija de preparacion equipada con mezclador de alta velocidad (L4RT,
Silverson, UK), y se agité a 2000 rpm, mientras se inyectaba la fase dispersa a un caudal de 10 ml por minuto y se
mantenia la temperatura de la vasija de preparacion a 25°C. Cuando se complet6 la inyeccion de la fase dispersa, la
fase continua se eliminé de la emulsién a un caudal de 4,6 ml por minuto (1% (v/v) del volumen total de la fase continua),
mientras se afiadia una nueva fase continua a la vasija de preparacién al mismo caudal de la eliminacién de la fase
continua durante 1 hora.
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El disolvente organico se elimind mientras que se mantiene la temperatura a 45°C durante 3 horas. Después de
eliminar el disolvente organico, la temperatura de la suspension de microesferas se redujo a 25°C. La suspension de
microesferas se lavo tres veces con agua desionizada para eliminar el alcohol polivinilico residual, y las microesferas
se liofilizaron.

Ejemplo Experimental 1: Analisis morfoldgico de microesferas por microscopio electronico

Este ensayo se realiz6 para analizar las caracteristicas morfolégicas de las microesferas preparadas, y el
procedimiento experimental detallado es el siguiente. Se colocaron 5 mg de microesferas en un trozo de aluminio con
una cinta de carbén, y se recubrieron con platino usando ION-COATER (COXEM, Corea). El trozo de aluminio se
montd en un microscopio electrénico de barrido (COXEM EM-30, Corea), y se observaron las caracteristicas
morfoldgicas a un voltaje de aceleracion de 15 kV.

Como se muestra en la FIG. 1A y FIG. 1B, en el Ejemplo Comparativo 1, el tiempo de intercambio de fase continua
fue mas rapido que el tiempo de endurecimiento de la superficie de las microesferas, y las microesferas se deformaron
sin mantener la forma esférica, mientras que en el Ejemplo 1-1, la mayoria de las microesferas eran completamente
esféricas. Por lo tanto, se considera que la fase continua debe reemplazarse después de mas de 5 minutos,
apropiadamente después de que la superficie esté curada.

Como se puede ver en la FIG. 1 (c), se confirm6 que la deformacion de la forma de las particulas podria ocurrir durante
el procedimiento continuo de intercambio de fase cuando se eliminaron todas las fases continuas. En consecuencia,
se confirmd que la forma de las particulas se conservaba eliminando una cierta cantidad de la fase continua, como en
el Ejemplo 1-1, en lugar de eliminar toda la fase continua.

Como se muestraenla FIG. 1d y la FIG. 1e, en el caso en el que la fase continua contenia alcohol etilico, en particular,
en el Ejemplo 5, se predijo que el alcohol etilico aumentaba la solubilidad del diclorometano para facilitar la eliminacién.
Por otro lado, en el Ejemplo Comparativo 3, se confirmé que cuando se anadia 50% (v/v) o0 mas de alcohol etilico a la
fase continua, la eliminacion rapida del diclorometano daba como resultado la deformacion de las microesferas.

Ejemplo Experimental 2: Analisis de disolvente organico residual

Se llevd a cabo el siguiente ensayo para confirmar la estabilidad y la estabilidad de almacenamiento de las
microesferas midiendo la cantidad de disolvente residual en las microesferas preparadas mediante liofilizacion.

Para la determinacién del diclorometano residual y acetato de etilo, se colocan 100 mg de microesferas liofilizadas en
un matraz volumétrico, y se afiaden 10 ml de dimetilformamida. La disolucién se diluye, se transfiere a un vial de 5 ml,
y se coloca en un cromatégrafo de gases equipado con un muestreador de espacio de cabeza. Y se midi6 el disolvente
residual. La columna usada fue DB-624 (fabricada por Agilent, EE.UU.) (30 m x 0,53 mm, 3 um), la cantidad de
inyeccion de muestra fue 1 pl, y la temperatura del detector de ionizacion de llama se fijo en 250°C.

Para medir el alcohol metilico residual, se colocaron 100 mg de microesferas liofilizadas en un matraz volumétrico, se
anadieron 5 ml de N-metilpirrolidona, y la disolucion resultante se diluy6 y se transfirié a un vial de 5 ml. El disolvente
residual se mididé con un cromatégrafo de gases equipado con un muestreador de espacio de cabeza. La columna
usada fue DB-624 (fabricada por Agilent, EE.UU.) (30 m x 0,53 mm, 3 pm), la cantidad de inyeccién de muestra fue 1
ul, y la temperatura del detector de ionizacion de llama se fijo en 250°C.

Para medir el alcohol etilico residual, se colocan 100 mg de microesferas liofilizadas en un matraz volumétrico, se le
afnaden 5 ml de N-metilpirrolidona, y la disolucién resultante se diluye y se transfiere a un vial de 5 ml. El disolvente
residual se midié con un cromatégrafo de gases equipado con un muestreador de espacio de cabeza. La columna fue
DB-624 (fabricada por Agilent, EE.UU.) (30 m x 0,53 mm, 3 um), la cantidad de inyeccion de muestra fue 1 pl, y la
temperatura del detector de ionizacion de llama se fijo en 240°C.

[Tabla 1]
Diclorometano Acetato de etilo | Alcohol etilico | Alcohol metilico
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Ejemplo 1 508 - - -
Ejemplo 1-1 170 - - -
Ejemplo 1-2 161 - - -
Ejemplo 2 362 - - -
Ejemplo 3 - 106 - -
Ejemplo 4 192 - - -
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Diclorometano Acetato de etilo | Alcohol etilico | Alcohol metilico
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Ejemplo 4-1 196 - - B
Ejemplo 4-2 169 - - -
Ejemplo 4-3 232 - - B
Ejemplo 4-4 316 - - B
Ejemplo 4-5 192 - - B
Ejemplo 4-6 222 - - B
Ejemplo 4-7 <10 - - B
Ejemplo 5 163 - 65 -
Ejemplo 6 229 - - B
Ejemplo 6-1 183 - - -
Ejemplo 6-2 201 - - -
Ejemplo 6-3 216 - - B
Ejemplo 7 223 - - B
Ejemplo 7-1 218 - - 173
Ejemplo 7-2 210 - - -
Ejemplo Comparativo 1 1210 - - -
Ejemplo Comparativo 2 195 - - -
Ejemplo Comparativo 2-1 1642 - - -
Ejemplo Comparativo 3 151 - 32 -
Ejemplo Comparativo 4 1745 - - -

Como se muestra en la Tabla 1, el Ejemplo 1, el Ejemplo 1-1 y el Ejemplo Comparativo 1 muestran el cambio en la
cantidad de diclorometano residual dependiendo del tiempo de intercambio de fase continua; y después de 15 minutos
del tiempo de intercambio de fase continua, la cantidad de diclorometano residual es 600 ppm o0 menos.

Como puede verse a partir de los resultados del Ejemplo 1-1, Ejemplo 2 y Ejemplo Comparativo 2, se confirmé que
cuando la fase continua se intercambié de forma discontinua, el disolvente residual disminuy6 en proporcién a la
cantidad de la eliminacion de la fase continua. Sin embargo, como puede verse a partir del resultado del Ejemplo
Comparativo 2, en el que se eliminan todas las fases continuas, las microesferas se deformaron morfolégicamente al
aplicar presion a las microesferas. Ademas, como en el Ejemplo Comparativo 2-1, en el que el volumen de fase
continua a intercambiar no fue suficiente, el diclorometano no se eliminé de forma eficaz, y quedd una gran cantidad
de diclorometano. Es preferible mantener la cantidad residual de diclorometano en las microesferas a 1000 ppm o
menos para mejorar la estabilidad durante el almacenamiento. Preferiblemente, el diclorometano residual se mantiene
a 600 ppm 0 menos.

Se ha encontrado que cuando se usa una fase continua que comprende alcohol etilico como el Ejemplo 5 y el Ejemplo
Comparativo 3, se facilita la eliminacion del diclorometano residual. Como se muestra en la Tabla 1, Ejemplo 6, Ejemplo
6-1, Ejemplo 6-2, Ejemplo 6-3, en los que la fase continua se afiadié y eliminé continuamente, el diclorometano residual
se redujo durante un periodo corto de tiempo, y parecia ser ventajoso para la eliminacion del diclorometano residual.
Sin embargo, se confirmé que cuando la cantidad de la fase continua a intercambiar fue menor que 1% (v/v) de la fase
continua total como en el Ejemplo Comparativo 4, no era eficaz para eliminar el diclorometano.

Como se muestra en la Tabla 1, se confirm6 que los disolventes residuales se eliminaron de manera eficiente incluso
cuando se usaron disolventes organicos distintos al diclorometano como Ejemplo 3, Ejemplo 5, Ejemplo 7-1, y Ejemplo
Comparativo 3.
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Ejemplo Experimental 3: Analisis de estabilidad de almacenamiento acelerado de microesferas de la presente
invencion

Para confirmar la estabilidad de almacenamiento de las microesferas preparadas comparando el comportamiento de
las microesferas almacenadas en las duras condiciones de almacenamiento, se realizaron los siguientes ensayos.

Cada 1 g de las microesferas del Ejemplo 1-1 de acuerdo con la presente invencion y las microesferas del Ejemplo
Comparativo 1 se colocaron en viales de 5 ml y se almacenaron en una incubadora a 40°C durante 14 dias, y entonces
se midié el tamano de particula promedio con un analizador de tamario de particulas (Microtrac Bluewave, Jap6n). Se
mezclaron 50 mg de las microesferas sacadas de la incubadora con 1 ml de agua desionizada, se mezclé con un
mezclador de vértice durante 20 segundos, y se dispersd en un generador ultrasénico durante 1 minuto. La dispersion
de microesferas resultante se colocé en un analizador de tamafo de particulas, y se midié durante 20 segundos.

El valor de amplitud como indice de la uniformidad del tamafio de particula se obtuvo mediante la siguiente ecuacion (1).
[Ecuacion 1]
Valor de amplitud = (Dv, 0.9-Dv, 0.1)/Dv, 0.5

[Tabla 2]

Tamano medio de | Tamafo medio de particula después del almacenamiento
particula  antes  del | (Temperatura de almacenamiento: 40°C)

almacenamiento
(Periodo de almacenamiento: 14 dias)

Ejemplo 1-1 Dv0.5 = 81,5 um Dv0.5 = 86,3 um

Valor de amplitud = 0,63 | Valor de amplitud = 0,65

Ejemplo Comparativo 1 Dv0.5 = 79,6 um Dv0.5 = 381 um
Valor de amplitud = 0,60 | Valor de amplitud = 1,72

Como se muestra en la Tabla 2, se confirmé que el tamafo de particula del Ejemplo 1-1 mantenia un nivel similar de
tamano de particula después del almacenamiento a 40°C.

Por otro lado, las microesferas del Ejemplo Comparativo 1 se curaron a una temperatura de almacenamiento de 40°C,
y todas las microesferas apenas se endurecieron en su conjunto. Después de medir el tamafio de particula de las
microesferas suspendidas, se confirma que el tamano medio de particula de las microesferas aumentd
significativamente. Como resultado, se considera que el diclorometano residual en las microesferas del Ejemplo 1-1 y
el Ejemplo Comparativo 1 es una causa del deterioro de la estabilidad al almacenamiento de las microesferas.

Ademas, el valor de amplitud del Ejemplo 1-1 después del almacenamiento, en el que el disolvente residual se eliminé
de manera eficiente, mostré un aumento de solo 3% en comparacién con el anterior al almacenamiento, mientras que
en el Ejemplo Comparativo 1, en el que la eliminacién del disolvente residual no fue eficiente, el valor de amplitud
muestra un aumento del 286% en comparacion con los anteriores al almacenamiento. De este modo, se considerd
que el disolvente residual habia afectado negativamente a las caracteristicas morfolégicas de las microesferas. Por lo
tanto, la microesfera con estabilidad de almacenamiento de la presente invencién muestra 100% o menos de cambio
del valor de intervalo basado en el valor de intervalo inicial, preferiblemente 50%, a una temperatura de
almacenamiento de 40°C durante 14 dias.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para preparar microesferas biodegradables, que comprende:

(a) formar una disolucion de polimero biodegradable disolviendo un polimero biodegradable solo; o un polimero
biodegradable y un farmaco en un disolvente organico;

(b) mezclar uniformemente la disolucion de polimero biodegradable preparada en la etapa (a) con una
disolucién acuosa que contiene un tensioactivo, para formar una emulsién que contiene la disolucion de
polimero biodegradable como fase dispersa y una disolucién acuosa que contiene el tensioactivo como una
fase continua;

(c) extraer y evaporar el disolvente organico de la fase dispersa en la emulsién de la etapa (b) a la fase continua
para producir microesferas, en el que se elimina una parte de la fase continua que contiene el disolvente
organico extraido, mientras que se suministra una nueva fase continua; y

(d) recuperar las microesferas de la fase continua que contiene las microesferas producidas de la etapa (c),
en el que la parte de la fase continua en la etapa (c) se elimina de forma discontinua o continua, y

(i) cuando la parte de la fase continua en la etapa (c) se elimina de forma discontinua, la fase continua eliminada
es una relacion de volumen de 40% (v/v) a 99% (v/v), basada en el volumen total de la fase continua, o es una
relacién en peso de una fase continua restante, excepto la relacién en peso puntual de la fase continua de la
microparticula en la etapa (c), o

(i) cuando se elimina continuamente la parte de la fase continua en la etapa (c), la tasa de eliminacion de la
fase continua esta en el intervalo de 2% (v/v) a 200% (v/v)/min, basado en el volumen total de la fase continua.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el polimero biodegradable es uno o mas seleccionados del grupo que
consiste en polilactida, poliglicolida, poli(lactida-co-glicolida), poli(lactida-co-glicolida) glucosa, y policaprolactona.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que la relacién molar de acido lactico a acido glicdlico en la poli(lactida-co-
glicolida) es 99:1 a 50:50.

4. El método de lareivindicacion 1, en el que el disolvente organico es uno o mas seleccionados del grupo que consiste
en diclorometano, cloroformo, acetato de etilo, acetona, acetonitrilo, dimetilsulféxido, dimetilformamida, metiletilcetona,
acido acético, alcohol metilico, alcohol etilico, alcohol propilico, y una mezcla de los mismos.

5. El método segun la reivindicacion 1, en el que la disolucion acuosa que contiene el tensioactivo de la etapa (b)
comprende

(i) agua, o un disolvente mixto que comprende agua y uno o mas disolventes organicos seleccionados del grupo
que consiste en alcohol metilico, alcohol etilico, alcohol propilico, y acetato de etilo como disolvente; y

(ii) un tensioactivo.

6. El método segun la reivindicacion 1, en el que el tensioactivo en la etapa (b) es uno o mas seleccionados del grupo
que consiste en metilcelulosa, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa, lecitina, gelatina, alcohol polivinilico, éster de
acido graso con polioxietilensorbitan, derivados de aceite de ricino polioxietilenados, y una mezcla de los mismos.

7. El método segun la reivindicacién 1, en el que el tensioactivo de la etapa (b) esta en una cantidad de 0,01% (p/v) a
20% (p/v), basado en el volumen total de la disolucién acuosa que contiene el tensioactivo.

8. El método segun la reivindicacién 1, en el que la nueva disolucidén acuosa que contiene un tensioactivo en la etapa
(c) se suministra de forma discontinua o continua.

9. El método segun la reivindicacién 1, en el que la etapa de eliminar una parte de la fase continua en la etapa (c) y
suministrar una nueva disolucién acuosa que contiene un tensioactivo comienza 10 a 60 minutos a partir del inicio del
endurecimiento de la superficie de la microesfera.

10. El método de la reivindicacion 1, en el que la nueva disolucion acuosa que comprende el tensioactivo de la etapa
(c) comprende

(i) agua, o un disolvente mixto que comprende agua y uno o mas disolventes organicos seleccionados de un
grupo que consiste en alcohol metilico, alcohol etilico, alcohol propilico, y acetato de etilo como disolvente; y

(ii) un tensioactivo.

11. El método de la reivindicacion 1, en el que la eliminacién de la fase continua y el suministro de una nueva disolucién
acuosa que contiene tensioactivo en la etapa (c) proceden de forma simultanea o asincrona.
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12. El método de la reivindicacién 1, en el que el farmaco se selecciona del grupo que consiste en donepezilo,
memantina, rivastigmina, entecavir, lamivudina, rotigotina, ropinirol, bupivacaina, ropivacaina, meloxicam,
buprenorfina, fentanilo, granisetréon, triamcinolona, citarabina, carmustina, tamsulosina, polmacoxib, testosterona,
estradiol, risperidona, paliperidona, olanzapina, aripiprazol, goserelina, leuprolida, triptorelina, buserelina, nafarelina,
deslorelina, octreotida, pasireotida, lanreotida, vapreotida, exenatida, liraglutida, lixisenatida, semaglutida, y sales de
los mismos.
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Ejemplo Comparativo 1
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[Fig. 1d]

Ejemplo 5
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[Fig. 1e]
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