(11) &R 1120120060507 &1 [ JI{{NNININNRNANI

(22) Data do Depdsito: 19/08/2010

Republica Federativa do Brasil  (45) Data de Concessdo: 14/01/2020

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: COMPOSTO FARMACEUTICO PARENTERAL DE AGCAO PROLONGADA, COMPOSICAO FARMACEUTICA E SAL
DE GLATIRAMERO FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL

(51) Int.Cl.: A61K 38/00.

(30) Prioridade Unionista: 04/01/2010 US 61/291,928.
(73) Titular(es): MAPI PHARMA LIMITED.

(72) Inventor(es): EHUD MAROM; SHAI RUBNOV.
(86) Pedido PCT: PCT 1L2010000679 de 19/08/2010
(87) Publicagao PCT: WO 2011/080733 de 07/07/2011

(85) Data do Inicio da Fase Nacional: 03/07/2012

(57) Resumo: SISTEMA DE DEPOSITO COMPREENDENDO GLATIRAMERO OU UM SAL FARMACOLOGICAMENTE
ACEITAVEL DO MESMO. A presente invencdo prové composto farmacéuticos parentais de acio prolongada compreendendo
uma quantia terapeuticamente efetiva de glatiramero. Em particular, a presente invencdo prové um composto farmacéutico de
acgéo prolongada compreendendo uma quantia terapeuticamente efetiva de acetato de glatiramero sob a forma depot adequada
para administrar em um local aceitavel medicamente em um sujeito com necessidade deste. A forma depot é adequada para
implantagéo ou injecdo subcutaneo ou intramuscular.



10

15

20

25

30

1/35

COMPOSTO FARMACEUTICO PARENTERAL DE AGAO PROLONGADA,
COMPOSICAO FARMACEUTICA E SAL DE  GLATIRAMERO
FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL
CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a formas de dosagem de longa acdo de
acetato de glatiramero e outros sais farmacologicamente aceitaveis de
glatiramero. Particularmente preferidos sdo sistemas de depdsito e outros
sistemas implantaveis para liberacao prolongada do acetato de glatiramero.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO
Acetato de glatiramero

O copolimero-1, também conhecido como acetato de glatiramero e
comercializado sob o nome comercial Copaxone®, compreende os sais de
acetato de polipeptideos contendo &cido L-glutdmico, L-alanina, L-tirosina e L-
lisina. As fragbes molares médias dos aminoacidos sdo 0.141, 0.427, 0,095 e 0,338,
respectivamente, e o peso molecular médio de copolimero-1 € entre daltons.
Quimicamente, o acetato de glatiramero € designado polimero de acido L-glutdmico com
L-alanina, L-lisina e L-tirosina e acetato (sal). Sua formula estrutural é:
(Glu, Ala, Lys, Tyr)xCH3;COOH
(CsHgNO,4_C3H/NO,_CeH1aN202_CoH14NO3)xCoH4O2 [CAS - 147245-92-9], razao
aproximada GlujsAlassTyrqioLyzzax(CH3COOH),p. Copaxone® € uma solugao clara,
incolor a levemente amarelada, estéril e epirogénica para injegdo subcutanea.
Cada mililitro contéem 20 mg de acetato de glatiramero e 40 mg de manitol. A -
escala de pH da solucdo é aproximadamente 5,5 a 7,0.
Mecanismo de Acgao

O acetato de glatiramero € um polimero aleatério (massa molecular média
de 6,4 kD) composto por quatro aminoacidos encontrados na proteina basica da
mielina. O mecanismo de ac¢do para o acetato de glatirdmero é desconhecido,
embora algumas propriedades imunolégicas importantes deste copolimero
tenham surgido. A administracao de copolimero-1 desloca a populagéo de células
T das células pro-inflamatdrias Th1 para células Th2 reguladoras que suprimem a
resposta inflamatdria (etiqueta de FDA Copaxone®). Dada a sua semelhanga com
a proteina basica da mielina, o copolimero-1 também pode agir como um

chamariz, desviando uma resposta autoimune contra a mielina. A integridade da
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barreira hemato-encefdlica, no entanto, ndo é significativamente afetada pelo
copolimero-1, pelo menos ndo nas fases iniciais do tratamento.

Copolimero-1 € um nio-autoantigeno que foi demonsirado para suprimir a
encefalomielite alérgica experimental (EAE) induzida por varios encefalitbgenos
incluindo homogenato de medula espinhal de rato (MSCH), que inclui todos os
antigenos da mielina, como a proteina basica de mielina (MBP) (Sela M ef al., Bull
Inst Pasteur (1990) 88 303-314), proteina proteolipidica (PLP) (Teitelbaum D et
al., J Neuroimmunol (1996) 64 209-217) e glicoproteina oligodendrdcito de mielina
(MOG) (Ben-Nun A et al., J Neurol (1996) 243 (Suppl 1) S14-S22) em uma
variedade de espécies. EAE é um modelo aceito para esclerose multipla.

Copolimero-1  tem demonstrado ser ativo quando injetado
subcutaneamente, intraperitonealmente, intravenosamente ou
intramuscularmente (Teitelbaum D ef al., Eur J Immunol (1971) 1 242-248;
Teitelbaum D et al., Eur J Immunol (1973) 3 273-279). Em ensaios clinicos faselll,
injecdes subcutaneas diarias de copolimero-1 foram encontradas para retardar a
progressdo da deficiéncia e reduzir a taxa de recaida em esclerose miultipla
remitente  exacerbada (Johnson KP, Neurclogy (1995) 1  65-70;
www.copaxone.com). Terapia de copolimero-1 estd atualmente limitada a
administragdo subcutanea diaria. Tratamento com copolimero-1 pela ingestéo ou
inalagdo ¢ divulgado na US 6.214.791, mas estas vias de administragdo ndo tém
mostrado atingir a eficacia clinica em pacientes humanos.

Eficacia

Evidéncias que apoiam a eficacia do acetato de glatirAmero em diminuir a
frequéncia de recidivas em pacientes com Esclerose Multipla Relapsa-Remitente
(RRMS) deriva de dois ensaios controlados por placebo, os quais utilizaram uma
dose de 20 mg/dia de acetato de glatirAmero. Nenhuma oufra dose ou regime de
dosagem tem sido estudada em ensaios controlados por placebo de RR MS
(www.copaxone.com). Um ensaio comparativo da dose de 20 mg aprovadas e a
dose de 40 mg ndo mostrou nenhuma diferenga significativa na eficacia entre
essas doses (The 9006 trial; Cohen JA et al., Neurology (2007) 68 939-944).
Varios ensaios clinicos em acetato de glatirAmero estdo em andamento. Estes
incluem estudos com uma dose maior de acetato de glatirdmero (40 mg - the
FORTE study); estudos em pacientes com Sindrome Isolada Clinicamente (the
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PreCiSe study), bem como numerosos protocolos de combinagéo e indugdo, nos
quais o acetato de glatiramero é dado junto com ou seguindo outro produto ativo.
Efeitos colaterais

Atualmente, todos os tratamentos especificamente aprovados da esclerose
multipla envolvem auto injegdo da substancia ativa. Problemas locais de injec&o
observados frequentemente incluem irritagdo, hipersensibilidade, inflamag&o, dor
e até mesmo necrose (ho caso do tratamento de interferon 1B8) e um baixo nivel
de adesé&o do paciente.

Efeitos colaterais incluem geralmente um nddulo no local da injegéo
(reacdo local de injegdo), dores, febre e calafrios. Estes efeitos colaterais s&o
geralmente leves na natureza. Ocasionalmente, uma reagdo ocorre minutos apods
a injegdo, em que ha rubor, falta de ar, ansiedade e taquicardia. Estes efeitos
colaterais desaparecem dentro de trinta minutos. Ao longo do tempo, pode-se
desenvolver um dente visivel no local da injegdo, devido & destruigdo local do
tecido adiposo, conhecido como lipoatrofia . Portanto, um meétodo alternativo de
administragdo é desejavel.

Efeitos colaterais mais graves tém sido relatados para acetato de
glatiramero, de acordo com os rotuios de prescrigdo do FDA, estes incluem
efeitos colaterais graves para o sistema cardiovascular do corpo, sistema
digestivo (incluindo o figado), sistema sanguineo e linfatico, sistema
musculoesquelético, sistema nervoso, sistema respiratério, sentidos especiais
(em especial os olhos), sistema urogenital; também tém sido relatados disturbios
metabdlicos e nutricionais; no entanto, uma ligagéo entre acetato de glatirdmero e
esses efeitos adversos ndo foi definitivamente estabelecida (FDA Copaxone®
label).

Sistemas de deposito

A via parenteral por inje¢do intravenosa (1V), intramuscular (IM) ou
subcutanea (SC) é é fé;ma rhéis comum e eficaz de entrega para drogas de
pequeno como também de grande peso molecular. No entanto, dor, desconforto e
inconveniéncia devidos as agulhas torna esta modalidade de entrega da droga a
menos preferida pelos pacientes. Portanto, qualquer tecnologia de entrega de
droga que possa, no minimo, reduzir o nimero total de inje¢des, é o preferido.

Tais redugdes na frequéncia da dosagem de droga podem, na pratica, ser
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alcangadas através do uso de formulagdes depot injetavel que séo capazes de
liberar drogas de forma lenta, mas previsivel, e consequentemente melhorar a
conformidade. Para a maioria das drogas, dependendo da dose, pode ser
possivel reduzir a frequéncia de injecdo, de diaria para uma ou duas vezes ao
més, ou mesmo mais longa (6 meses). Além de melhorar o conforto do paciente,
injecdes menos frequentes de drogas sob a forma de formulagbes depot
suavizam o perfil de concentragdo-tempo de plasma, eliminando as colinas e
vales. Tal suavizagdo de perfis de plasma tem o potencial para n&o apenas
aumentar o beneficio terapéutico na maioria dos casos, mas também para reduzir
quaisquer eventos indesejados, tais como imunogenicidade etc., frequentemente
associados as drogas de grande peso molecular.

Microparticulas, implantes e géis sdo as formas mais comuns de
dispositivos poliméricos biodegradaveis usados na pratica para prolongar a
liberagdo das drogas no corpo. Microparticulas séo suspensas em meio aquoso
antes da injegdo e uma pode carregar até 40% de sélidos em suspens&o.
Formulagdes de haste/implante sdo entregues ao tecido SC/IM com o auxilio de
agulhas especiais no estado seco, sem a necessidade de um meio aquoso. Esse
recurso de hastes/implantes permite maiores massas de formulagdo, bem como
contetdo de droga a ser entregue. Além disso, em hastes/implantes, os
problemas de explosdo inicial sdo minimizados devido a area muito menor em
implantes comparados com as microparticulas. Além de sistemas biodegradaveis,
existem implantes ndo-biodegradaveis e bombas de infusdo que podem ser
usadas fora do corpo. Implantes ndo-biodegradaveis requerem a visita de um
médico ndo sb para a implantagdo do dispositivo no tecido SC/IM, mas também
para remové-los apds o periodo de liberagio de drogas.

Composigdes injetédveis contendo preparagdes de microparticulas s&o
particularmente suscetiveis a problemas. Suspensdes de microparticulas podem
conter até40% dé s()luidos em comparagdo com 0,5-5% de solidos em outros tipos
de suspensdes injetaveis. Além disso, microparticulas usadas em produtos depot
injetaveis , variam em tamanho até cerca de 250um (em média, 60-100um), em
comparagdo com um tamanho de particula inferior a 5um recomendado para
administragdo IM ou SC. A maior concentragdo de sélidos, bem como o maior
tamanho de particula solida, requerem maior tamanho de agulha (cerca de calibre
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18-21) para injecdo. Em geral, apesar de utilizagdes pouco frequentes de agulhas
maiores e desconfortaveis, pacientes ainda preferem formas de dosagem
administradas menos frequentemente a injegcGes de drogas diarias com uma
agulha menor.

Poliésteres biodegradaveis de poli(acido latico) (PLA) e copolimeros de
lactideo e glicdlido conhecidos como poli (lactideo-co-glicolido) (PLGA) s&o os
polimeros mais comuns utilizados em formas de dosagem biodegradaveis. PLA é
molécula hidrofébica e PLGA degrada mais rapidamente do que o PLA devido a
presenca de mais grupos deglicolido hidrofilico. Estes polimeros biocompativeis
sofrem clivagem hidrolitica, aleatéria e ndo enzimatica das ligagbes éster para
formar acido lactico e acido glicélico, que sdo compostos metabdlicos normais no
corpo. Suturas absorviveis, clipes e implantes s&o as primeiras aplicagbes destes
polimeros. Southern Research Institute desenvolveu a primeira sutura sintética,
absorvivel (Dexon®) em 1970. A primeira patente descrevendo o uso de
polimeros PLGA em uma forma de dosagem de liberag&o sustentada apareceu
em 1973 (US 3.773.919).

Hoje, os polimeros PLGA estdo comercialmente disponiveis a partir de
varios fornecedores; Alkermes (polimeros de Medisorb), Absorbable Polymers
International [anteriormente Birmingham Polymers polimeros (uma divisdo da
Durect)], Purac e Boehringer Ingelheim. Além de polimeros PLGA e PLA,
polimeros celuldsicos naturais como amido, derivados de amido, dextran e
polimeros sintéticos ndo-PLGA, também estdo sendo explorados como polimeros
biodegradéaveis em tais sistemas.

Neste momento, formas de dosagem de atuagdo néo longa de acetato de
glatiramero estdo disponiveis. Esta ¢ uma grande necessidade médica ndo
atendida, ja que estas formulagdes seriam extremamente benéficas para muitos
pacientes, particularmente para aqueles com sintomas neurolbgicos ou
deficiéncias fisicas.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengdo prové composi¢cbes farmacéuticas parenterais de
acgdo prolongada, compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um sal farmaceuticamente aceitavel de glatiramero, por exemplo, acetato de

glatirAmero. Em particular, a presente invencdo prové uma composigéo
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farmacéutica de agdo prolongada, compreendendo , uma quantidade
terapeuticamente eficaz de sal de glatiramero em forma de depot, adequada para
administracdo parenteral em um local medicamente aceitavel em um individuo
com necessidade do sal de glatiramero. A presente invengdo ainda prové um
método de tratamento da esclerose multipla, compreendendo a administragao
parenteral ou implantagdo de uma composigdo compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um sal farmaceuticamente aceitavel de glatirdamero,
preferencialmente acetato de glatirdmero.

Inesperadamente, agora foi descoberto que as composigdes farmacéuticas
de agdo prolongada, de acordo com os principios da presente invengao,
provéemigual ou maior eficacia terapéutica para as formas de dosagem injetavel
diaria disponiveiscomercialmente, com gravidade efou incidéncia reduzida de
efeitos colaterais no local e/ou nos niveis sistémicos.

De acordo com algumas modalidades, o acetato de glatirdmero
compreende o sal acetato de L-alanina, acido L-glutdmico, L-lisina e L-tirosina nas
propor¢des molares de 0,14 de acido glutamico, cerca de 0,43 de alanina, cerca
de 0,10 de tirosina e cerca de 0,33 de lisina.

De acordo com outras modalidades, o acetato de glatirdmero ou outro sal
farmaceuticamente aceitavel de glatiramero compreende cerca de 15 a 100
aminoécidos.

De acordo com determinadas modalidades, o depof implantavel &
adequado para implantagdo subcutanea ou intramuscular.

De acordo com modalidades alternativas, a composicdo farmacéutica
parenteral de agdo prolongada compreende um portador biodegradavel ou néo-
biodegradave! farmaceuticamente aceitavel para sais de glatirdamero, tais como
acetato de glatirdmero.

De acordo com algumas modalidades, o portador & selecionada a partir de
PLGA, PLA, PGA, policaprolactona, polihidroxibutirato, poliortoésteres,
polialquaneanidridos, gelatina, colageno, celulose oxidada e polifosfazeno. Cada
possibilidade representa uma modalidadeseparada da invengéo.

De acordo com determinas modalidades, composi¢oes farmacéuticas de
acgdo prolongada da presente invengéo estdo sob a forma de microparticulas,

preparadas por um processo de dupla emulsificagdo &agua em agua e oleo em



10

15

20

25

30

7/35

agua. Em modalidades atualmente preferenciais, as composigdes farmacéuticas
de agdo prolongada da presente invengdo compreendem uma fase aquosa
interna compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de um sal
farmaceuticamente aceitavel de glatirdmero, uma fase polimérica imiscivel em
agua compreendendo um portador selecionado a partir de um polimero
biodegradavel e de um polimero ndo-biodegradével, e uma fase aquosa externa.
Em outras modalidades atualmente preferenciais, a fase de polimeros imisciveis
em agua compreende um polimero biodegradavel selecionado a partir de PLA e
PLGA. Cada possibilidade representa uma modalidade separada da inveng&o. Em
modalidades adicionais, a fase aquosa externa compreende tensoativo
selecionado a partir de alcool polivinilico (PVA), polissorbato, copolimeros de
bloco de 6xido de polipropileno de 6xido de etileno e ésteres de celulose. Cada
possibilidade representa uma personificagéo separada da invengao.

A presente invengdo abrange o uso de acetato de glatirdmero ou de
qualquer outro sal farmaceuticamente aceitavel de glatiramero em forma de depot
adequada para implantagdo em uma pessoa com necessidade do sal de
glatiramero para o tratamento da esclerose mdiltipla.

A presente invengdo abrange, adicionalmente, a utilizagdo do depot
implantavel de acetato de glatiramero adequado para prover a libertagdo
prolongada ou a ag&o prolongada do glatirdmero em um individuo.

Dentro do escopo da presente invencdo, um sal farmaceuticamente
aceitavel de glatiramero, sob a forma de depof, & adequado para uso no
tratamento da esclerose mdltipla ou no provimento de libertagéo prolongada ou
agdo prolongada de glatirdmero em umindividuo.

A invengio também abrange a combinagdo de acetato de glatirdmero com
pelo menos uma droga adicional, de preferéncia, um imunossupressor,
particularmente fingolimod.

De acordo com algumas modalidades, a composigao farmacéutica de acdo
prolongada é adequada para uma dose programada a partir de uma vez semanal
até uma vez a cada 6 meses.

De acordo com determinadas modalidades, a composi¢do é adequada

para a dosagem de uma vez a cada duas semanas até uma vez mensalmente.
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De acordo com algumas modalidades, as composigbes de agéo
prolongada ag&o prolongadacompreendem uma dose entre 20-750 mg de acetato
de glatiramero por inje¢ao.

Exemplos especificos de composi¢cdes de agdo prolongada incluem
microesferas biodegradaveis ou ndo-biodegradaveis, implantes de qualquer forma
geométrica adequada, hastes implantaveis, capsulas implantaveis, anéis
implantaveis, géis de liberagdo prolongada e matrizes erodiveis. Cada
possibilidade representa uma modalidade separada da invengéo.

Modalidades adicionais e 0 escopo completo da aplicabilidade da presente
invengdo ficardo evidentes a partir da descrigdo detalhada dada adiante. No
entanto, deve ser entendido que a descrigio detalhada e os exemplos
especificos, enquanto indicando modalidades preferenciais da invengdo, s&o
dadas a titulo de ilustragdo apenas, uma vez que varias alteragdes e modificagbes
dentro do espirito e do escopo da invengdo se tornardo aparentes aos versados
na técnica a partir desta descrigéo detalhada.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1. Liberagéo de acetato de glatirdmero a partir de formulagdes de
microparticulas de PLGA MPG-02 - 07 em PBS a 37°C. Dados representados
sdo normalizados para a solugdo de peptideo padrdo armazenada nas mesmas
condigoes.

Figura 2. Liberagdo do acetato de glatiramero a partir de formulagbes de
microparticulas de PLGA MPG-05R, 08-11 e sal de succinato de tocoferol de
glatiramero (1:1) em PBS a 37°C. Dados representados s&o normalizados para a
solugdo de peptideo padrdo armazenada nas mesmas condigdes.

Figura 3. Liberacdo de acetato de glatirdmero a partir de formulagbes de
microparticulas de PLGA MPG-12-15, em PBS a 37°C. Os dados apresentados
s&o normalizados para a solugao de peptideo padréo armazenada has mesmas
condigdes.

Figura 4. Liberagdo de acetato de glatirdmero a partir de formulagdes de
microparticulas de PLGA MPG-14SU-1 e MPG-15SU-1 in vitro em PBS a 37°C,
pH 7,4.
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Figura 5. Liberacdo de acetato de glatiramero a partir de formulagbes de
microparticulas de PLGA MPG-14SU-2 e MPG-15SU-2 in vitro em PBS a 37°C,
pH 7.,4.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengdo prové preparagdes farmacéuticas parenterais de ag&o
prolongada de sais farmaceuticamente aceitdveis de  glatiramero,
preferencialmente acetato de glatiramero que proporciona igual ou maior eficacia
terapéutica para as injegbes didrias e, portanto, resulta em melhor adeséo do
paciente. Além de proporcionar o mesmo efeito terapéutico, as inje¢des ou
implantes de agdo prolongada reduzem os efeitos colaterais de glatiramero (locais
e/ou sistémicos), resultantes das frequentes injegoes.

De acordo com um primeiro aspecto, a presente invengdo prové uma
composigdo farmacéutica parenteral de agéo prolongada compreendendo uma
quantidade terapeuticamente eficaz de acetato de glatiramero ou qualquer outro
sal farmaceuticamente aceitave! de glatiramero. O termo "parenteral”, como usado
neste documento, refere-se a rotas selecionadas de subcuténea (SC), intravenosa
(IV), intramuscular (IM), intradérmica (ID), intraperitoneal (IP) e assim por diante.
Cada possibilidade representa uma modalidade separada da invengéo. O termo
“quantidade terapeuticamente eficaz” neste documento destina-se a qualificar a
quantidade de copolimero que vai atingir o objetivo de alivio dos sintomas da
esclerose multipla. Doses adequadas incluem, mas néo estdo limitadas a, 20-750
mg para cada formulario de dosagem. No entanto, entende que a quantidade de
copolimero administrado sera determinada por um médico, de acordo com varios
parametros, incluindo a rota escolhida de administragéo, a idade, peso e a
gravidade dos sintomas dos pacientes. De acordo com varias modalidades da
presente invengdo, a quantidade terapeuticamente eficaz da pelo menos um
copolimero varia de cerca de 1 mg a cerca de 500 mg/dia. Como alternativa, tais
quantidades terapeuticamente eficazes da pelo menos um copolimero séo de
cerca de 20 mg a cerca de 100 mg/dia.

Em outro aspecto, a presente invengdo prové uma composigio
farmacéutica de agdo prolongada compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de acetato de glatiramero ou qualquer outro sal

farmaceuticamente aceitavel de glatiramero em uma forma de depot apropriada



10

15

20

25

30

10/35

para administragdo em um local medicamente aceitavel em um individuo com
necessidadede acetato de glatiramero. O termo "ag&o prolongada" como usado
aqui, refere-se a uma composigdo que proporciona liberagdo prolongada,
sustentada ou estendida do sal glatirAmero para a circulagéo sistémica geral de
um individuo ou para locais de agdo em umindividuo. Este termo ainda pode se
referir a uma composicdo que fornece duragdo prolongada, sustentada ou
estendida da duragdo da agdo (farmacocinética) do sal glatiramero em
umindividuo. Em particular, as composi¢des farmacéuticas de agéo prolongada da
presente invencdo fornecem um regime de dosagem que varia de uma vez por
semana a cada 6 meses. De acordo com modalidades atualmente mais
preferiveis, o regime de dosagem varia de uma vez por semana, duas vezes por
més (aproximadamente uma vez a cada 2 semanas) a uma vezpor més..
Dependendo da duragdo da acdo necesséaria, cada depot ou dispositivo
implantavel da presente invengéo normalmente contera entre cerca de 20 e 750
mg do ingrediente ativo, projetado para ser langado durante um periodo, que
variade um par de semanas a varios meses.

Em algumas modalidades, as formulagdes depofda presente invengdo
incluem, mas ndo estdo limitadas a, suspensdes de glatirdmero ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmona fase de agua, 6leo ou cera; complexos
polieletrdlito pouco soliveis de glatirdmero ou de um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo, matrizes formadoras de gel "in situ" com base na
combinagdo de solventes misciveis em dagua com glatiramero ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo; e microparticulas poliméricas
biodegradaveis com glatirdimero incorporado ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do memso. Cada possibilidade representa uma modalidade separada da
invengao. Em particular, as composigdes da presente invengéo estéo sob a forma
de microparticulas injetaveis, onde o glatirAmero ou sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmoé aprisionado em um carregadorbiodegradavel ou nao-
biodegradavel. As composigdes de microparticulasda presente invengdo podem
incluir uma emulsdo dupla de agua em agua e 6leo em agua. Dentro do escopo
da presente invencdo, uma composigdo de microparticulas compreendendo uma
fase aquosa interna compreendendo glatiramero ou qualquer sal

farmaceuticamente aceitavel do mesmo, uma fase 6leo ou fase imiscivel em agua
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compreendendo um polimero biodegradavel ou ndo-biodegradavel e uma fase
aquosa externa. A fase aquosa externa pode incluir mais um surfactante,
preferencialmente alcool polivinilico (PVA), polissorbato, ésteres de celulose ou
copolimeros de bloco de 6xido de polipropileno de dxido de polietileno . Os termos
"fase de dleo" e “"fase imiscivel em agua" podem ser usados permutavelmente
aqui.

A presente invengéo ainda fornece um método de tratamento da esclerose
multipla pela administragdo parenteral de uma composigao farmacéutica de agao
prolongada compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de acetato
de glatiramero ou qualquer outro sal farmaceuticamente aceitavel de glatiramero
para um individuo comnecessidadedo acetato de glatiramero. Dentro do escopo
da presente inven¢do, € um método de tratamento de esclerose mdultipla pela
administragdo em um individuo com necessidadede acetato de glatiramero ou
qualquer outro sal farmaceuticamente aceitavel de glatirdmero em forma de
depot. O termo "tratamento”, tal como usado aqui, refere-se a supresséo ou
redugdio dos sintomas ap6s o inicio da esclerose mdltipla. Sintomas comuns apos
o aparecimento da esclerose multipla incluem, mas né&o limitando-se a eles,
reducéo ou perda da visdo, marcha irregular e tropeco, fala arrastada, bem como
frequéncia urinaria e incontinéncia. Além disso, a esclerose mdltipla pode causar
alteragbes de humor e depressdo, espasmos musculares e paralisia severa. O
“individuo”para o qual a droga é administrada € um mamifero, de preferéncia, mas
ndo limitado a, um ser humano. O termo "esclerose multipla”, tal como usado
neste documento, refere-se a uma doenga autoimune do sistema nervoso central
que é acompanhada de um ou mais dos sintomas descritos acima.

O termo "glatirdmero acetato”, tal como usado aqui, refere-se a um
composto conhecido como copolimero 1 que é vendido sob o nome comercial
Copaxone® e consiste de sais de acetato de polipeptideos sintéticos, que contém
quatro aminoacidos que ocorrem naturalmente: &cido L-glutdmico, L-alanina, L-
tirosina e L-lisina com uma fragdo molar média de 0,141, 0,427, 0,095 e 0,338,
respectivamente. O peso molecular médio de acetato de glatiramero em
Copaxone® ¢é 4,700-11.000 daltons (rétulode FDA Copaxone®) e o numero de
aminoacidos varia entre cerca de 15 a aproximadamente 100 aminoacidos. O

termo também se refere a derivados quimicos e andlogos do composto.
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Normalmente, o composto é preparado e caracterizado como especificado em
qualquer uma das Patentes U.S. n° 5.981.589; 6.054.430; 6.342.476; 6.362.161;
6.620.847; e 6.939.539, o contetdo de cada uma dessas referéncias €
incorporado em sua totalidade por meio deste documento.

Em algumas modalidades, a composigédo pode incluir qualquer outro sal
farmaceuticamente aceitével de glatiramero incluindo, mas néo limitado a, sulfato,
pirosulfato, bissulfato, sulfito, bissulfito, fosfato, monohidrogenfosfato,
dibidrogenofosfato, metafosfato, pirofosfato, cloridrato, hidrobromida, iodidrato,
acetato, nitrato, propionato, decanoato, caprilato de, acrilato, Formiato, isobutirato,
caprato, heptanoato de propiolato, oxalato, malonato, succinato, tocoferol,
suberato, sebacato, fumarato, maleato, butino-1,4-dioato, hexine-1,6-dioato,
benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato,
metoxibenzoato, ftalato, tereftalato, sulfonato, xilenosulfonato, fenilacetato,
fenilpropionato, fenilbutirato, citrato, lactato, B-hidroxibutirato, glicolato, tartarato,
metanosulfonato, propanesulfonato, naftaleno-2-suffonato, p-toluenesulfonato,
mandelato e os sais similares. Cada possibilidade representa uma modalidade
separada da invengéo.

Os copolimeros podem ser feitospor qualquer procedimento dispon[ivel a
uma pessoa versada na técnica. Por exemplo, os copolimeros podem ser feitos
em condigdes de condensacdo utilizando a desejada relagdo molar de
aminoacidos em solugdo, ou por processos sintéticos de fase sélida. Condigbes
de condensagéo incluem a temperatura adequada, pH e condigbes de solventes
para condensar o grupo carboxila de um aminoéacido com o grupo amino de outro
aminoécido para formar uma ligacéo peptidica. Agentes de condensag&o, por
exemplo, diciclohexilcarbodiimida, podem ser usados para facilitar a formagdo da
ligagéo peptidica.

Grupos bloqueadorespodem~ ser usados para proteger 0s grupos
funcionais, como as metades de cadeia lateral e alguns dos grupos amino ouw
carboxila contra reagGes colaterais indesejaveis. O processo divulgado na
Patente U.S. n° 3.849.550, o contetido da qual é incorporado neste documento
por referéncia em sua totalidade, pode ser usado para preparar os copolimeros da
invengédo. Por exemplo, os N-carboxianidridos de tirosina, alanina, glutamato y-
benzilico e N, e-trifluoroacetil-lisina sdo polimerizados em temperaturas ambiente
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em dioxano anidro com dietilamina como um iniciador. O grupo de y-carboxila do
acido glutamico pode ser desbloqueado por bromida de hidrogénio em acido
acético glacial. Os grupos de trifluoroacetil sdo retirados da lisina por uma
piperidina molar. Uma pessoa versada na técnica prontamente entende que o
processo pode ser ajustado para fazer peptideos e polipeptideos contendo os
aminoacidos desejados, ou seja, trés dos quatro aminoacidos em copolimero 1,
eliminando seletivamente as reagdes que se relacionam com qualquer um de
4cido glutamico, alanina, tirosina ou lisina. Patente U.S. n® 6.620.847; 6.362.161;
6.342.476; 6.054.430; 6.048.898 e 5.981.589, o contelido das quaisé incorporado,
neste documento, por referéncia na sua totalidade, divulga os melhores métodos
para a preparagédo do acetato de glatiramero (Cop-1). Para esta aplicagdo, os
termos “temperatura ambiente” e “temperatura ambiente” geralmente significam
uma temperatura variando de cerca de 20 °C até cerca de 26 °C.

O peso molecular dos copolimeros pode ser ajustado durante a sintese do
polipeptideo ou depois que os polimeros foram feitos. Para ajustar o peso
molecular durante a sintese do polipeptideo, as condigbes sintéticas ou as
quantidades de aminoacidos sdo ajustadas para que a sintese do polipeptideo
atinja o comprimento aproximado desejado. Apés a sintese, os polipeptideos com
peso molecular desejado podem ser obtidos por qualquer processo de selegéo do
tamanho disponivel, como cromatografia de polipeptideos em uma coluna de
dimensionamento do peso molecular ou gel e colegdo dos intervalos de peso
molecular desejado. Os polipeptideos presentes também podem ser parcialmente
hidrolisados para remogéo de espécies de alto peso molecular, por exemplo, por
hidrdlise acida ou enzimatica, e entdo purificados para remover o acido ou as
enzimas.

Em uma modalidade, os copolimeros com um peso molecular desejado
podem ser preparados por um processo que inclui reagir um polipeptideo
protegido com &cido hidrobrdmico para formar um trifluoroacetil-polipeptideo
tendo o perfil de peso molecular desejado. A reagdo é executada por um tempo e
a uma temperatura que é predeterminada por uma ou mais reagbes de teste.
Durante a reagdo de teste, o tempo e a temperatura sdo variadas e o intervalo de
peso molecular de um determinado lote de polipeptideos de teste € determinado.

As condigBes de teste que fornecem o intervalo de peso molecular ideal para esse
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lote de polipeptideos sdo usadas para o lote. Assim, um polipeptideo-
trifluoroacetil, tendo o perfil de peso molecular desejado, pode ser produzido por
um processo que inclui reagir o polipeptideo protegido com &acido de hidrobrémico
por um tempo e a uma temperatura pré-determinada pela reagdo de teste. O
trifluoroacetil-polipeptideo com o perfil de peso molecular desejado é entéo
tratado com uma solugdo aquosa de piperidina para formar um polipeptideo
desprotegido tendo o peso molecular desejado.

Em umamodalidade preferencial, uma amostra de polipeptideo protegido a
partir de um determinado lote é reagida com é&cido hidrobrémico por cerca de 10-
50 horas, a uma temperatura de cerca 20-28°C. As melhores condi¢des para esse
lote sdo determinadas ao se executarvarias reagdes de teste. Por exemplo, em
uma modalidade, o polipeptideo protegido é reagido com é&cido hidrobrémico por
cerca de 17 horas, a uma temperatura de cerca de 26°C.

Em determinadas modalidades, as formas de dosagem incluem, mas néo
estdo limitadas a, sistemas biodegradaveis depot injetavel, tais como, sistemas
depot injetaveis baseados em PLGA,; sistemas depot injetéveis baseados em nao-
PLGA, e géis ou dispersbes biodegradavel injetavel. Cada possibilidade
representa uma modalidadeseparada da invengdo. O termo “biodegradavel’, tal
como utilzado neste documento, refere-se a um componente que corréi ou que se
degrada em suas superficies ao longo do tempo, devido, pelo menos em parte, ao
contato com substancias encontradas nos fluidos do tecido circundante, ou por
acgéo celular. Em particular, componente biodegradavel € um polimero tail como,
mas ndo limitado a, polimeros baseados em em acido lactico, tais como
polilactideos, por exemplo, poli (D, L-lactideo), ou seja, PLA; polimeros baseados
em &cido glicdlico, tais como poliglicdlidos (PGA), por exemplo, Lactel®, da
Durect; poli (D, L-lactideo-co-glicolido), ou seja, PLGA, (Resomer® RG-504,
Resomer® RG-502, Resomer® RG-504H, Resomer® RG - 502H, Resomer® RG-
504S, RG-502S Resomer®, da Boehringer, Lactel® da Durect),
policaprolactonas, tais como poli(e-caprolactona), ou seja, PCL (Lactel® da
Durect); polianidridos; poli(acido sebdcico) SA; poli(acido ricendlico) RA,;
poli(acido fumarico), FA; poli(acido graxo dimero), FAD; poli(acido tereftalico), TA;
poli(acido isoftalico), IPA; poli(p-{carboxifenoxi}metano), CPM;  poli(p-
{carboxifenoxi} propano), CPP; poli(p-{carboxifenoxi}hexano)s CPH; poliaminas,
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poliuretanos, poliesteramidas, poliortoésteres {CHDM: cis/trans-ciclohexil
dimetanol, HD:l,8-hexanodiol. DETOU: (3,9-dietilideno-2,4,8,10-tetraoxaspiro
undecano)}; polidioxanonas; polihidroxibutiratos; oxalatos de polialquileno;
poliamidas; poliesteramidas; poliuretanos; poliacetais; policetais; policarbonatos;
poliortocarbonatos; polisiloxanos; polifosfazenos; succinatos; acido hialurénico;
poliacido  malico);  poli(aminoacidos);  polihidroxivaleratos,  polialquileno
succinatos; polivinilpirrolidona; poliestireno; ésteres de celulose sintética; acidos
de poliacrilico; acido polibutirico; copolimeros tribloco (PLGA-PEG-PLGA),
copolimeros tribloco (PEG--PLGA-PEG), poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm),
poli (6xido de etileno)- poli (6xido de propileno)- poli (éxido de etileno)
copolimeros tribloco (PEO-PPO-PEO), poli acido valérico; glicol de polietileno;
polihidroxialquilcelulose; quitina; quitosana; poliortoésteres e copolimeros,
terpolimeros; lipidios, tais como colesterol, lecitina; poli(écido glutdmico-co-etil
glutamato) e assim por diante, ou misturas dos mesmos.

Em algumas modalidades, as composicdes da presente invengdo
compreendem um polimero biodegradavel selecionado a partir de, mas néo
limitado a, PLGA, PLA, PGA, policaprolactona, polihidroxibutirato, poliortoésteres,
polialquaneanidridos, gelatina, coladgeno, celulose oxidada, polifosfazeno e afins.
Cada possibilidade representa uma modalidadeseparada.

Polimero biodegradavel preferencial atualmente & um polimero baseado
em acido lactico, mais preferencialmente, polilactideo ou poli (D, L-lactideo-co-
glicolido), ou seja, PLGA.Preferencialmente, o polimero biodegradavel esta
presente em quantidade entre cerca de 10% a cerca de 98% p/p da composigao.
O polimero baseado em &cido lactico tem uma proporgéo de mondmero de acido
latico a acido glicolico no intervalo de 100:0 a cerca de 0:100, preferenciaimente
de 100:0 a de cerca de 10:90 e tem um peso molecular médio de cerca de 1.000
a 200.000 daltons. No entanfo, entende-se que a quantidade de polimero
biodegradavel é determinada por parémetros tais como a dufagéo do uso e afins. -

As composigdes da presente invengdo podem compreender,
adicionalmente, um ou mais excipiente(s) farmaceuticamente aceitavel
selecionado a partir de, mas n#o limitado a, co-surfactantes, solventes/co-
solventes, solventes imisciveis em agua, agua, solventes misciveis em agua,

componentes oleosos, solventes hidrofilicos, emulsificantes, conservantes,
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antioxidantes, antiespumantes, estabilizadores, agentes tamponantes, agentes de
regulacdo do pH, agentes osmoticos, agentes de formagéo de canal, agentes de
ajustamento osmoético ou qualquer outro excipiente conhecido na técnica. Co-
surfactantes adequados incluem, mas nio estdo limitados a, polietileno glicois,
copolimeros de bloco de polioxietileno-polioxipropileno conhecidos como
“poloxamero”, ésteres de acido graxo, tais como monolaurato de poliglicerina e
monomiristato decagliceril, , éster de &acido graxo de sorbitano, tal como
monoestearato de sorbitano, éster de acido graxo de sorbitano de polioxietileno,
tal como monooleato de sorbitano de polioxietileno (Tween), éster de acido graxo
de glicol de polietileno, tal como monoestearato de polioxietileno, éter de alquil
polioxietileno, tal como | éter de lauril de polioxietileno, éleo de ricino polioxietileno
e 6leo de ricino endurecido, tal como polioxietileno endurecido, 6lec de ricino e
afins ou misturas dos mesmos. Cada possibilidade representa uma
modalidadeseparada da invengdo. Solventes, co-solventes adequados incluem,
mas n3o limitados a, alcoois, triacetina, dimetil isosorbida, glicofurol, carbonato de
propileno, agua, dimetii acetamida e afins ou misturas dos mesmos. Cada
possibilidade representa uma modalidade separada da invengédo. Agentes anti-
espuma adequados incluem, mas nfo estdo limitados a, emulsdes de silicone ou
sesquioleato de sorbitano. Estabilizadores adequados para evitar ou reduzir a
deterioragdo dos componentes nas composi¢des da presente invengéo incluem,
mas ndo estdo limitados a, antioxidantes, como a glicina, a-tocoferol ou acido
ascorbico, BHA, BHT e afins ou misturas dos mesmos. Cada possibilidade
representa uma modalidade separada da invengéo. Modificadores de tonicidade
adequadosa incluem, mas n&o estdo limitados a, manitol, cloreto de sodio e
glicose. Cada possibilidade representa uma modalidade separada da inveng&o.
Agentes tamponantes adequados incluem, mas néo estéo limitados a, acetatos,
fosfatos e citratos com céations adequados. Cada possibilidade representa uma
modalidadeseparada da invencéo.

As composigbes da presente invengéo podem ser preparadas por qualquer
forma conhecida na técnica. Atualmente preferencial é a incorporagdo do
glatiramero ou do sal do mesmo copolimero em um sistema de entrega coloidal,
por exemplo, microparticulas biodegradéveis, permitindo assim o retardo de
liberagdo por difusdo através das paredes de polimérico da particula e pela
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degradacgé@o do polimero em meio aquoso ou fluidos biolégicos no corpo. As
composicdes da presente invengdo podem ser preparadas na forma de
microparticulas injetaveis por um processo conhecido como a “emulsificagéo
dupla ". Brevemente, a solugdo concentrada do copolimero hidrossoluvel é
disperso em uma solugio do polimero biodegradavel ou ndo-biodegradavel em
solvente organico volatil imiscivel em agua (por exemplo, cloreto de metileno,
cloroférmio e afins). A assim obtida emulsdo "agua em o6lec" (w/o) € entdo
dispersa em uma fase aquosa externa continua contendo surfactante (por
exemplo, alcool de polivinil - PVA, polisorbatos, copolimeros em bloco de 6xido de
polipropileno-6xido de polietileno, ésteres de celulose e afins) para formar
goticulas de "emulsdo dupla de dgua em agua e 6leo em agua (w/o/w)". Apds
evaporagio do solvente organico, as microparticulas solidificam e s&o recolhidas
por filtragdo ou centrifugagdo. As microparticulas coletadas (MPs) sdo lavadas
com 4gua purificada para eliminar a maioria do surfactante e do peptideo néo-
ligado e sdo centrifugadas novamente. Os MPs lavados s&o coletados e
liofilizados sem aditivos ou com a adiggdo de crioprotetor (manitol) para facilitar a
sua reconstituigéo posterior.

O tamanho de particula da “emulsédo dupla de dgua em agua e 6leo em
agua (wlo/w) pode ser determinado por diversos pardmetros, incluindo, mas néo
limitado a, a quantidade de forga aplicada a esta faseo, a velocidade de mistura,
concentragdo e tipo de surfactante, etc. Variagdo de tamanhos de particula
adequada de cerca de 1 a 100 ym.

Os sistemas depot da presente invengdo abrangem todas as formas
conhecidas para uma pessoa versada na técnica. Formas adequadas incluem,
mas nao estdo limitadas a, microesferas biodegradaveis ou ndo, hastes
implantaveis, céapsulas implantaveis e anéis implantdveis. Cada possibilidade
representa uma mqqglidadeseparad‘aEa invengao. Adipiqnalmente contempladas
sdo depot de gel de liberagdo prolongada e matrizes erodiveis. Cada
possibilidade representa uma modalidadeseparada da invengdo. Sistemas
implantaveis adequados sdo descritos, por exemplo, em US 2008/0063687, cujo
contetido é incorporado pelo presente documento em sua totalidade. Hastes

implantaveis podem ser preparadas, como € conhecido na técnica, usando-se
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micro-extrusoras adequados, tais como as descritas, por exemplo, em
http://www.randcastle.com/prodinfo.html.

De acordo com os principios da presente inveng¢éo, as composigdes
farmacéuticas de agéo prolongada da presente invengdo fornecem igual ou maior
eficacia terapéutica para as formas de dosagem injetavel diaria disponiveis
comercialmente, com menor incidéncia de efeitos colaterais e com reduzida
gravidade dos efeitos colaterais a nivel sistémico efou local. Em algumas
modalidades, as composicdes da presente invengdo fornecem libertagéo
prolongada ou agdo prolongada de glatiramero em um individuo em relagéo a
uma dose similar de uma formulagdo de liberagdo imediata de acetato de
glatiramero.

E abrangida pela presente invengéo uma terapia de combinagéo de acetato
de glatiramero ou qualquer outro sal farmaceuticamente aceitavel de glatiramero
com pelo menos um outro agente ativo. Agentes ativos dentro do escopo da
presente invengado incluem, mas ndo estdo limitados aos interferons, por exemplo,
a-interferons peguilado ou o-interferons ndo peguilado ou B-interferons, por
exemplo, o interferon B-1a ou interferon B-1b ou T-interferons; Imunosupressao
opcionalmente  antiproliferativo/antineoplastico  atividade, por  exemplo,
mitoxantrona, metotrexato, azatioprina, ciclofosfamida ou esterdides, por exemplo,
metilprednisolona, prednisona ou dexametasona ou agentes secretoras de
esterdides, por exemplo, ACTH; inibidores de adenosina deaminase, por exemplo,
cladribina; Imunoglobulina IV G (por exemplo, divulgada em Neurology, 1998, May
50(5):1273-81) anticorpos monoclonais para varios marcadores de superficie
células T, por exemplo, o natalizumab (ANTEGREN®) ou alemtuzumab; Th2
citocinas promovendo, por exemplo, a IL-4, IL-10, ou compostos que inibem a
expressdo de TH1 promogdo citocinas, por exemplo, inibidores da
fosfodiesterase, por exemplo, pentoxifilina; agentes relaxantes, incluindo baclofen,
diazepam, piracetam, dantroleno, lamotrigina, Artigos de casa de rifluzol,
tizanidina, Clonidina, betabloqueadores, ciproheptadina, orfenadrina ou
canabindides; Antagonistas do receptor AMPA glutamato, por exemplo, 2,3-
dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoilbenzo (f) quinoxalina, 1, 2,3,4,-tetrahidro-7-morfolin-il-
2,3-dioxo-6-(triflucrometil)  quinoxalin-i-ilmetilfosfonato,  1-(4-aminofenil)-4-metil-
7,8-metileno-dioxi-5 H-2,3-benzodiazepinicos ou (-} 1-(4-aminofenil)-4-metil-7,8-
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metileno-dioxi-4,5-dihidro-3-metilcarbamoil-2,3-benzodiazepina;  inibidores de
VCAM-1 expressdo ou antagonistas de seu ligante, por exemplo, antagonistas
das integrinas de integrinas VLA-4 e/ou a-4-8-7 de a4Bl, por exemplo, o
natalizumab (ANTEGREN®); fator inibitério de migragdo anti-macrdfago (Anti-
MIF); XII) inibidores de catepsina S; XIll}) inibidores de mTor. Cada possibilidade
representa uma personificacdo separada da invencgdo. Atualmente, preferiu um
outro agente ativo é FTY720 (2-amino-2-2-(4-octyifenil)etil propano-1, 3-diol;
fingolimod) pertencentes a classe de Imunosupresséo.

Os exemplos a seguir sdo apresentados em ordem para mais plenamente
ilustrar determinadas modalidades da invencdo. Eles devem em nenhuma
maneira, no entanto, ser interpretados como limitando o alcance da invengéo. Um
habil na técnica pode facilmente elaborar muitas variagbes e modificagbes dos
principios divulgados neste documento sem se afastar do dmbito da invenc&o.
Exemplos
Exemplo 1: Métodos de preparagdo geral

Particulas__depot _injetdveis baseadas em PLGAMicroparticulas foram

preparadas pelo método de extragdo/evaporagédo de solvente (emulsdo dnica).
Uma solugdo de 50:50, diclorometano/etanol contendo 250 mg de PLGA e 200
mg de acetato de glatiramero foi lentamente derramada em (200 ml) de solugdo
aquosa contendo 2% PVA e emulsionada com um agitador mecanico (300 rpm) a
25°C. O solvente organico foi evaporado sob agitagdo (100 rpm) por 2h. As
microparticulas assim formadas foram coletadas por centrifugagéo e lavadas com
agua destilada para remover excesso emulsificante. A suspenséo final foi entéo
liofilizada para obter um pé fino.

Particulas_depot_injetaveis baseadas em PolicaprolactonaMicroparticulas

foram preparadas pelo método de extragio/evaporagdo de solvente (emulséo
t’micq). Uma solugdo de 70:30, diclorometano/acetona contendo 500 mg de
policabrolactona e 200 mg dé acetato de glatiramero foi lentamente derramada
em uma solugdo aquosa (200 ml) contendo 2% PVA, 1% Tween 80 e
emulsionada usando agitador mecanico (500 rpm) a 25°C. O solvente organico foi
evaporado sob agitagdo (300 rpm) por 4 h. As microparticulas formadas foram

coletadas por centrifugacéo e lavadas com agua destilada para remover excesso
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de emulsiocnantes. A suspens&o final foi entdo congelada a seco para obter um pd
fino.

Hastes-implantes baseados em PLGA

Implantes em forma de haste biodegradaveis baseados em PLGA, 20 mm
de comprimento e 2 mm de didmetro, foram preparados pelo método de
extracdo/evaporagdo de solvente. Uma solugdo de 50:50, diclorometano/etanol
contendo 250 mg de PLGA e 200 mg de acetato de glatiramero foi lentamente
derramada em um molde em forma de haste especial. O solvente organico foi
evaporado em estufa de vacuo durante 12hrs a temperatura ambiente.
Alternativamente, o implante em forma de haste foi preparado por extruséo da
mistura de 250 mg de PLGA e 200 mg de glatirdmero a 85-90°C, usando uma
extrusora semelhante a um parafuso (Microtruder Rancastle RCP-0250 ou
similar), com didmetro de 0,8 ou 1.0 mm.

Exemplo 2: Método analitico — ensaio de acetato de glatirdmero

Equipamentos
Espectrofotdmetro

Balanga analitica, capacidade de pesagem com preciséo a 0.01 mg
Materiais e reagentes

Acetato de glatiramero 83% como um padréo de referéncia

acido 2,4, 6-trinitrobenzenesulfénico(TNBS, , acido picrilsulfénico, 170.5
mM) 5% em MeOH

0.1 M de tamp3ao borato pH 9,3 (decahidrato de tetraborato de s6dio MW
381.37)

agua purificada

pipetas volumétricas de 0,5, 1,0, 2,0 e 7,0 mL

diversos artigos de vidro.

Preparagées

Preparacdo da solucio de estoque de glatirAmero 400 ug/mL

4.8 mg de acetato de glatiramero (poténcia 83 como base para o padréd de
referéncia), foram pesados em um baldo volumétrico de 10 ml. Cerca de 7 ml de
tampao de borato de 0.1 m foram adicionados para proporcionar dissolugéo do
acetato de glatiramero em banho ultrassonico. A solugéo foi adicionalmentediluida
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com tampé&o de borato de 0.1 m para obter a solugio estoque de glatirdmero 400
Hg/ml (como base).

Preparacéo de 0.25% da solucédo de trabalho de TNBS

Antes do uso, 5% do estoque de solugio de TNBSfoi diluidoa com agua

(20 vezes; por exemplo, 50 pl e 950 pl de 4gua) para obter 0,25% da solugéo de
trabalho de TNBS..
Preparacéo de padrdes de curva de calibragéo

Oito solugdes padrdo de calibragdo de glatiramero (cSTD; 4 ml cada) foram
preparadas de acordo com a tabela 1.
Tabela 1. Solugdes-padréo de acetato de glatiramero

Concentragéo Volume de Volume de | Volume de 0.1M
cSTD | de glatirdmero glatiramero glatirdmero | Tamp&o de borato
# pg/ml (como solugdo (ml) Std 3 (ml) {ml)
base)
Std 0 0 - 4
Std 1 2 0.4 3.6
Sid 2 10 2 2
Std 3 20 0.2 3.8
Std 4 50 0.5 3.5
Std 5 100 1 3
Std 6 200 2 2
Std7 400 4 -

Medicéo da densidade dptica

1,0 ml de cada solugdo padrdo de calibragdo do glatiramero, amostras
(duplicad) e reagent branco(0.1M tampéo de borato) foram transferidos para o
tubo de centrifuga de polipropileno de 1,5 ml, para os quais 50 ul de 0.25% de
solugdo de trabalho de TNBS foram adicionados. A solugdo foi completamente
misturada e mantida em temperatura ambiente por 30 minutos. As densidades
opticas de cada uma das solugdes obtidas foram lidas em 420nm e 700nm e as
diferengas dessas densidades foram calculadas para evitar o erro devido a
dispersdo de luz em sistemas coloidais. Calculou-se uma curva de calibragdo
para o intervalo selecionado de concentragdes.

Critérios de aceitacao

A diferenga entre resultados para preparagdes de amostra duplicada foi de
5% de NMT, calculada pela seguinte equagéo:

D= (Rspll-Rspl2) x 2 X
Rspll+ Rspl2

100,
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em que Rspl1 é o resultado obtido para a amostra 1 e Rspl2 é o resultado
obtido para a amostra 2.
Exemplo 3: Preparacdo de microparticulas PLGA carregadas com acetato de

glatiramero

Fase aquosa (continua) externa: 30 ml de solugdo de 0,75% de NaCl em
agua purificada, contendo, adicionalmente, 0,5% de alcool polivinilico
parcialmente hidrolisado (87-89%) (PVA) como um surfactante, 0,2% de
polisorbato-80 (Tween-80) para MPG-10 e 2% de PVA para preparagdo de MP
em branco.

Fase aquosa interna (para a solugdo de peptideo). 150-200 ul de agua
filtrada por 25-30 mg de acetato de glatiramero. O acetato de dlatiramero foi
dissolvido em agua com um banho de ultrassom.

Solugdo polimérica organica (fase de ¢leo): 165-300 mg de PLGA em 2-5
mL de cloreto de metileno. Opcionalmente, um contra-ion foi adicionalmente
dissolvido ou disperso na fase organica.

Processo de preparacéo

Preparagéo de emulséo agua em dleo (w/o): fase aquosa interna, contendo
acetato de glatiramero dissolvido, foi misturada diretamente no tubo de ensaio
com a fase de dleo contendo solugdo de PLGA em CH.Cl,. A mistura foi
completamente agitada e tratada com penetrador ultrassénico (tipo titénio,
poténcia max. 120 watts, poténcia de trabalho 10-15%, 3-5 ciclos de 5 segundos).
Resfriamento foi opcionalmente aplicado, utilizando-se gelo ou dgua gelada para
evitar a ebulicdo do cloreto de metileno.

Preparagdo (w/o/w) de emulsdo dupla: A emulsdo w/o assim obtida da
solugéo de acetato de glatirdmero em solugdo polimérica orgénica de PLGA foi
adicionalmente tratada com misturador de alto cisalhamento (misturador pequeno,
VDI-12, diametro do eixo, 10 mm, e misturador maior, OMNI-1100, didmetro do-
eixo, 18 mm) a varias velocidades por 30-120 segundos.

Eliminagdo de solvente: um copo aberto com a assim formada dupla
emuls3o foi colocado sobre a chapa do agitador magnético e foi agitado por 3-4
horas em temperatura ambiente em uma coifa, até que todo o cloreto de metileno
evaporasse e as microparticulas se solidificassem.
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Centrifugacdo de microparticulas: a suspensdo de microparticulas
solidificadas foi centrifugada a 2000-5000g por 10 minutos, o sobrenadante foi
transferido para um recipiente separado e analisado para o contelido de acetato
de glatiramero a fim de calcular a incorporagéo ¢ a ligagio de peptideo.

Lavagem de microparticulas: as microparticulas sedimentadas a partir do
procedimento descrito acima foram suspensas em 10 ml de agua purificada
usando vortice e um banho ultrassdnico e agitadasou sonicadopor 2-3 minutos. A
suspensdo das microparticulas foi centrifugada novamente em 2000 — 50009 por
10 minutos, o sobrenadante foi transferido para um recipiente separado e
analisado por contetdo de acetato de glatiramero.

Liofilizagdo: O precipitado lavado de microparticulas foi re-suspendido em
3-5 ml de agua purificada ou 5% de manitol , transferido para frascos de vidro de
10 ml previamente pesados, congelados usando conjunto de placa de liofilizador a
- 37—43°C e liofilizado (principal secagem por 16-48 horas a -20°C e - vacuo 0,05
bar, secagem final por 12 a 16 horas a +20°C e 0,025 bar). Frascos apds
liofilizagdo foram pesados, fechados com rolhas de borracha de bromobutil e
armazenados em condigdes de armazenamento frigorifico ateé o uso.

Estimativa de tamanho de particula: tamanho de particula das
microparticulas foi avaliado usando campo de luz e fase de microscopia de
contraste (Leutz Ortoplan™, Alemanha) com objetivos 40 x e X 10 e micrdmetro
de estagiocom intervalo de 1-1000 pm.

Todas as formulagdes de microparticulas foram preparadas utilizando-se
agua contendo 0,75% de cloreto de sddio para aumentar a pressdo osmética
externa e melhorar a incorporagdo da droga carregada solavel em &gua.
Microparticulas (primeiro experimento} em branco (vazias) foram obtidas com 2%

PVA como tensoativo, considerando que, para a preparagdo de todas as

i formulagbes carregadas com peptideos, 0,56% de PVA foi usado.

Parametros do processo de preparégéd"e composigdes séo apresentados
nas tabelas 2-5.

Tabela 2. Microparticulas PLGA para liberagdo sustentada de acetato de
glatiramero (GA) (formulagdes 1-4)

MP MPG-01 | MPG-02 | MPG-03 | MPG-04
Branco

Fase aquosa
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interna
GA, mg 17 60.25 30 18.7
GA base seca, mg 0 14.11 50.0 24.9 15.5
Agua para GA, 100 400 200 100+50
ul de 2%
PVA
Polimero na fase
bleo
PLGA RG 502H, mg 215 270 165
PLGA RG 502, mg 500 220
Fase 6leo
Succinato de 100 120 50 65
tocoferol
Cloreto de metileno 2ml 459 9¢g 32¢g 39
(2.39)
Fase aquosa
externa
PVA (2% ou 0.5%) 23 ml 65 mi 60 ml 30 mi 30 ml
2% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5%
NaCl 0 0.5g 059 025¢g 0.25¢g
Descrigéo do IKAVDI- | IKAVDI- | IKAVDI- | IKAVDI- | IKA VDI-
processo de 12 12 12 12 12
preparagao #530 | #5 2 min, #5 2 #52 #5 2 min,
(processador, seg., evap. TA min, min, evap. 4hr
conjunto de evap. TA | durante a | evap. TA | evap. 4 | Agitador
velocidade, duragdo | durante a noite durante a hr magnétic
da evaporagéo noite agitador noite Agitador 0
agitador | magnétic | agitador | magnétic
magnétic o magnétic o}
0 o
Descri¢éo de MP MP agregado MP MP
microparticulas esférico | esférico MP esférico | esférico
10-50 ym | 5-20 ym | 10-30 ym | 10-15 pm | 10-15 pm
superficie | superficie | superficie | superficie | superficie
lisa porosa porosa | levement | levement
€ porosa | e porosa
Ligagéo 86% 34% 61% 70%
(associagdo com
L I

alto cisalhamento VWR VDI-12 da IKA Alemanha, com
pequeno didmetro do estator (eixo de 12 mm) e intervalo de velocidade 8-30.000

Misturador de

rpm foi definido na posigéo #5 (cerca de 24.000 rpm). Tratamento curto (30 seg.)
de aprox. 10% de solugdo de PLGA de cloreto de metileno em 2% da fase de
PVA foi usada para preparar a amostra de MP em branco, a qual resultou em

suaves microparticulas esféricas com distribuigdo de tamanho relativamente
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grande (10-50 pym). Devido a formagéo de espuma, novo processo foi realizado
em baixa concentragéo de surfactante. Tempo de homogeneizagdo também foi
estendido (tratamento de 1 ou 2 minutos) para obter uma distribuigdo de tamanho
mais estreita.

Devido & presenga da fase interna de agua na emulséo dupla, todas as
microparticulas preparadas com o peptideo de glatirdmero tinham inclustes
visiveis e sinais de porosidade na superficie de MP ou no interior da particula,
quando observadas ao microscépio optico.

Tabela 3. Microparticulas PLGA para liberagdo sustentada de acetato de

glatiramero (GA) (formulagdes 5-7)

MPG-05 MPG-06 MPG-07
Fase aquosa interna
GA, mg 30.8 20 20
GA base seca, mg 25.6 16.6 16.6
Agua para GA, ul 100+50 PVA 166 175

2%
Polimero na fase
bleo
PLGA RG 502H, mg 165
PLGA RG 502, mg 200 250
Fase éleo
Dicetilfosfato 75
Sodio de 60
dimiristoilfosfatidilglice
rol (DMPG Na)
Cloreto de metileno 279 25¢g 3.25¢g
Fase aquosa externa
PVA (0.5%) 30 ml 30 ml 30ml
NaCl 0259 0.25¢g 0.25¢g
Observagdes e Flocos DMPG Na é
comentarios formaram a pouco soltvel
partir de DCP em CH:Cl,
e GA

Descrigdo do IKAVDI-12#5 | IKAVDI-12 #5 | IKAVDI-12 #5
processo de 2 min, agitador 2 min, 2 min,
preparagao de constituintes { evaporagdo | evaporagdo 4hr
(processador, de 4 hr RT de 4hr Agitador RT
conjunto de evaporagao magneético agitador
velocidade, duragéo magnético
de evaporacgéo)
Descri¢éo de MP esférico 10- particulas MP esférico
microparticulas 15 pm irregulares 5-15 um
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superficie
levemente
porosa
Ligacéo 81% 76% 84%
(associagédo com
MPs)

As microparticulas carregadas com acetato de glatirdmero formado foram
centrifugadas; a pastilha foi ressuspendida em agua purificada, lavada e
centrifugada repetidamente. Sobrenadante e, em alguns casos, dgua de lavagem

foram analisados para o conteudo de acetato de glatirdmero. O precipitado

centrifugado foi ressuspendido em agua filtrada ou 5% de solucéo de manitol e
liofilizado.

Tabela 4: Microparticulas PLGA para liberagdo sustentada de acetato de
glatiramero (GA) (formulagbes 05R, 08-011 e sal de succinato de tocoferol de
glatirdmero)

MPG- MPG- | MPG-10 | MPG- MPG- Sal de
08 09 11 05R succinato
de
tocoferil1:1
Fase
aquosainte
rna
GA, mg 30.1 30.1 30.1 30.1 30.9 30.1
GA base 25.0 25.0 25.0 25.0 25.6 25.0
seca, mg
| Agua, yl 150 200 200 200 200 200
Polimero
PLGA RG 165 165 165
502H, mg
PLGA RG- 165 165 0
503, mg
Fase oOleo
Tocoferil 20 50 20 50 0 10
succinato,
mg
Cloreto de 2749 279 2749 3.2¢g 37¢g 2g
metileno
Fase
aquosa
externa
Surfactante 30 mil 30 ml 30 mi 30 ml 30 ml 20 ml H,O
0.5% 0.5% 0.2% 0.5% 0.5%
PVA PVA Tw80 PVA PVA
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NaCl 025¢g | 0.25¢g 0.25¢ 0.25¢g 0.25g -

Descrigéo OMNI OMNI OMNI! OMNI | IKA VDI- 22 kHz

do processo | GLH GLH GLH GLH 12 #5 Sonicagéo

de #4 #4 #4 #4 2 min, do

preparagao 1 min, 1 min, 1 min, 1 min, { evap.4hr | penetrador
evap. evap. | evap.4hr | evap.4h| RT ag. de titanio

(processado | 4hr RT | 4hr RT RT rRT | magnétic 13W 60

r, conjunto ag. ag. ag. ag. o seg.

de magnéti | magnéti | magnétic | magnéti

velocidade, co co o co

duragéo de

evaporagao

)

Descri¢éo Esféric | Esféric MP Esféric MP Aglomerad

de o MP o MP esférico o MP esférico 0

microparticu | 2-5ym | 1-3 um | 3-5&20 | 2-4ym | 1-10 pm | esférico30-

las suave suave um suave com 100 um

suave inclusdes

Ligagéo 82% 87% 46% 85% 93% 89%

(Associagdo

com MPs)

Formulagdo de um complexo equimolar (sal) de succinato tocoferil (530

MW, um COOH eq. 265 Dalton) e acetato de glatiramero (MW 4.700-11.000, um
NHz eq. ~ 693 Dalton) foi preparada por suspensdo de solugdo aquosa de
glatiramero em cloreto de metileno com quantidade equimolar previamente
dissolvida de succinato de tocoferil com a ajuda de um penetrador ultrassénico
durante 60 segundos (6x10sec) com gelo de refrigeragéo. Apds a evaporagdo do
solvente orgénico e da &gua, o produto insoldvel aquoso assim formado foi

coletado, lavado com agua purificada e com etanol seco e usado para novas

investigagbes sem purificagdo adicional.

Tabela 5. Microparticulas PLGA para liberagdo sustentada de acetato de

glatiramero (GA) (formulagdes MPG-12 — 15)

MPG-12 | MPG13 | MPG-14 | MPG-15 -
Fase aquosa
interna

GA, mg 31.8 31.8 31.5 31.7
GA base seca, 26.4 26.4 26.1 26.3
mg
Agua, pl 200 200 200 200

Polimero na

fase 6leo
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PLGA RG 502H, 200 250 300 165
| Mg
Fase dleo

Succinato de 9

tocoferil, mg

Cloreto de 26g 2749 279 269

metileno

Fase aquosa

externa

0.5% de solugdo 30 ml 30 ml 30 ml 30 mi

de PVA

NaCl 0.25¢g 0.25¢ 0.25¢ 0.25¢g

Descricédo do IKA VDI-12 IKAVDI-12 | IKAVDI-12 | IKA VDI-12

processo de #5 (1 min), #5 (1 min), #5 (1 min), #6 20sec,

preparacgao evaporagdo | evaporagdo | evaporagdo | #5 40sec,

{processador, 4hr Agitador | 4hr Agitador | 4hr Agitador | evaporagéo

conjunto de magnético magnético magnético | 4hr Agitador

velocidade, RT RT RT magnético

duragédo de

evaporacio)

Descrigdo de particulas particulas particulas particulas

microparticulas esféricas esféricas esféricas esféricas
10-15 pm 10-18 um 10-15 pym 6-10 ym

com com com com
inclusdes inclusbes inclusdes inclusées;
agregados

Ligagéo 85.4% 94.9% 96.4% 70.9%

(associagdo com

MPs)

Exploséo 18.9% 8.5% 9.5% 13.6%

(liberagdo em 1

hora)

Quantidade de 25.6% 21.0% 32.7% 19.6%

GA,

liberadoentre o

dia 4 e dia 11

Liofilizacéo

Formulagbes de microparticutas apés centrifugagdo e lavagem foram
liofilizadas ou "como &", re-suspensio de sedimento a seguir em agua purificada,
ou, em alguns casos, com a adigdo de crioprotetor (sedimento foi ressuspendido
em uma solugéo de 5% de manitol). Amostras foram congeladas durante 1 hora, a
-37 - 43°C usando a placa de liofilizador e liofilizadas usando liofilizador "Alpha 2~
4 LSC" (Christ, Alemanha) por 24-48 horas, em press&o de 0,050 mbar e - 20°C,
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secagem final a 0,025 mbar e +20°C por 10 a 16 horas. Em ambos 0s processos
de re-suspensdo o produto liofilizado poderia ser facilmente reconstituido. O uso
de manitol levou a um produto prontamentereconstituido em comparagéao as
formulagBes sem o crioprotetor, mas tais composigdes continham uma quantidade
significativa de material de lastro e necessitavam de calculos mais complexos
para determinar a concentragdo real do material ativo.

Exemplo 4: liberacdo in vitro de acetato de glatirdmero a partir de microparticulas
de PLGA

Equipamento
frascos de 20 ml

agitador magnético multiponto

Incubadora

Pipetas

Espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu 1601

Reagentes e plastico/vidro

Teste-artigos

Formulagbes MPG-02, 03, 04, 05, 05R, 06, 07, 12, 13, 14 e 15-50 mg de
microparticulas liofilizadas secas.

Formulagdes MPG-08, 09, 10 e 11 — montante correspondente a 50 mg de
microparticulas secas, liofilizadas com 5% de manitol.

Solugéo de acetato de glatiramero de controle de 20-50 pg/mL (como base)
em PBS com 0.05% de azida de sédio)

Temperatura: 37°C

A fim de avaliar a liberagdo de acetato de glatiramero incorporado a partir
de microparticulas de PLGA biodegradaveis carregadas com acetato de
glatiramero (varias formulagdes), o seguinte processo foiempregado.

Descri¢do do processo: 20 ml de PBS (0.01M fosfato, 0.05% NaNs) pH 7.4
foram adicionados a cada frasco. Os frascos foram colocados a 37°C é“'égitados .
com um pequeno im&. Amostras de 600 pl foram centrifugadas a 10.000 g por 5
minutos. 500 ul de sobrenadante foram transferidos para um microtubo de 1,5 ml,
seguido pela adigdo de 500 pl de 0.1M de tampéo de borato (diluigio de 2 vezes)
e 50 pl de TNBS. A composicéo resultante foi misturada tortuosamente e foi
mantida no banco por 30 minutos. A analise foi realizada usando o método TNBS.



10

15

20

25

30

30/35

As particulas precipitadasrestantes re-suspensas com 500 pl de PBS
fresco (com NaNs), foram retornadaspara o frasco. Calculo correto para a
quantidade liberada de acetato de glatirdmero realizou-se em processo de
liberagao adicional por2.5% para cada ponto de tempo.

A liberagdo do acetato de glatirdmero incorporado foi realizado em frascos
de vidro de 20ml bem fechados, utilizando incubadora a 37°C, equipado com um
agitador magnético multiponto. Salina tamponada com fosfato (PBS), com pH 7,4
foi usada como uma midia de liberag&o.

A liberagdo do acetato de glatiramero foi testado por um periodo de 10-32
dias.

Calculou-se a equagdo da curva de calibragdo no intervalo 1-200ug/ml
(Shimadzu UV-1601) como:

0D=0.035+0.0132*C (* = 0.9985)

Onde OD-densidade 6ptica (diferenca em 420 e 700 nm)

C - concentragéo de base de acetato de glatirdmero, pg/mi

Resultados da liberagéo de peptideo de formulagdes MPGO1-MPGO7 sdo
mostrados na Figura 1. A liberagdo mais rapida do acetato de glatiramero
incorporado (40% para os dias 1-10), foi obtida em formulagdo de MPG-05,
baseado em polimero PLGA de baixo peso molecular com grupos terminais de
acido (H Resomer RG 502) e sem contra-ion hidrofébico. Polimero neutro RG 502
com quantidade relativamente pequena de tocoferil succinato como um contra-ion
(MPG-03) também demonstrou liberagéo significativa (~30% para os dias 2-12),
mas com valores de liberagdo absoluta menores. Formulagdes contendo
quantidades mais elevadas de contra-ions mostraram a supresséo da liberagao
da droga. Sem estar vinculado por qualquer teoria ou mecanismo de agéo, isso
pode ser atribuido a alta hidrofobia do complexo formado. Além disso, a

preparagéo de microparticulas com DCP ou DMPG foi associada com a formagao

de agregados e uma distribuicdo de particula de grande tamanho.

O uso de um misturador de alto cisalhamento OMNI GLH maior e mais
potente (didmetro do eixo de 20mm, 5000-30000 rpm em vez de VDI-12 (haste de
12 mm) leva a uma diminuigdo significativa no tamanho das microparticulas
(formulagdes de 8-11) e maior lisura de superficie. Aumentar a quantidade do
solvente organico (MPG-02) causou incorporagdo diminuida do peptideo nas
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microparticulas. Sem estar vinculado por qualquer teoria ou mecanismo de agéo,
isto & possivelmente atribuido ao tamanho da goticula da dupla emulsdo o/w/o
intermediaria. Da mesma forma, o uso de polisorbato como surfactante néo-
idnico, também afetou negativamente o carregamento da droga (MPG-10 com
0.2% Tween-80). A adigdo de contra-ions hidrofobicos (tocoferil succinato,
dimiristoilfosfatidilglicerol DMPG, dicetilfosfato DCP) retardou significativamente a
liberagdo de peptideo das microparticulas polimericas em comparagdo com as
formulagbes sem contra-ion (MPG-05, MPG-05R). Sem estar vinculado a
qualquer teoria ou mecanismo de agdo, a adigdo dos contra-ions hidrofobicos
pode fornecer microparticulas com propriedades comprometidas (MPG-06).

A estrutura quimica do polimero usado mostrou um impacto maior sobre as
propriedades de liberagdo do que o peso molecular da PLGA. Resomers RG
502H e RG 502 (MW cerca de 17.000 Dalton) tiveram coeficientes de difuséo
muito semelhantes, mas o principal fator a determinar a liberacdo da forma do
peptideo incluido da matriz polimérica foi uma interagéo idnica multiponto entre
metades de Lys positivamente carregadas de acefato de glatirdmero e grupos
terminais carboxilicos em polimero PLGA. Resomer® RG 502 neutro mostrou
uma baixa capacidade de ligagdo, mesmo na presenga de um contra-ion (MPG-
02, 03), embora Resomer® RG 503 neutro com maior peso molecular tenha
demonstrado melhor ligagéo, mas liberagdo muito lenta (MPG-10, 11).

Experimentos de liberagao repetida de formulagdes indénticas preparadas
separadamente (MPG-05 e MPG-05R) mostraram comportamento razoavelmente
semelhante e uma boa reprodutibilidade para tais lotes de pequena escala.
Formulagdes de acetato de glatiramero com Resomer® RG 502H demonstraram
um efeito de explosdo semelhante (~30%), ligagdo peptidica inicial boa e rapida
liberagdo de drogas (Figura 2).

7 Formulagéo de”um corhpléxo equimolar (sal) de tocoferil succinato teve
uma alta ligacéo e solubilidade em agua extremamente baixa (~ 5 pg/mL). Sem
estar vinculado por qualquer teoria ou mecanismo de agéo, isso pode ser causado
por uma ligagdo cross-linking iénicao diacido (tocoferil succinato) e a molecula de
poliamina do polimero. Liberagdo do polimero a partir desse sal em PBS foi

extremamente lenta. Para microparticulas poliméricas, quando tocoferil succinato
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incorporou a matriz PLGA, apenas uma parte deste diacido pode interagir com o
polimero, e é necessdria para supresséo completa da liberagdo de quantidade
mais elevada de tocoferil succinato. Assim, a taxa de liberagdo pode ser
regulamentada pelo quociente entre o glatirdmero e PLGA. A quantidade de
solvente orgéanico usado também pode ser de importancia, mas em escala menor.

FormulagGes 12-15, baseadas em Resomer® RG 502H com diferentes
proporgdes entre a droga e o polimero, mostraram que a relagdo desempenha um
papel importante no controle do efeito da exploso inicial, o nivel de ligagéo e a
taxa de liberagdo. O ajuste da quantidade do PLGA e do peptideo, bem como a
adicdo de um contra-ion hidrofébico, tal como tocoferil succinato, permite a
preparagdo de formulagbes de microparticulas (MPG-12-15) com alta ligag&o,
baixa explosao inicial e taxas razoaveis de liberagéo (Figura 3). '

Exemplo 5: A escala

Amostras liofilizadas de formulacbes de microparticulas de acetato de

glatirdmero
MPG-14 SU-1 — formulagdo de MPG-014 foi produzida a partir de um

recipiente de reacdo maior € um homogeneizador maior(OMNI GLH) em baixa

velocidade.

Total-13 frascos; cada frasco continha cerca de 235 mg de formulagdo
liofilizada com teor total de acetato de glatirAmero de ~18.2 mg/frasco, igual a ~75
ug/mg da formulagéo liofilizada.

MPG-15 SU-1 — formulagdo de MPG-015 foi produzida a partir de um
recipiente de reagdo maior e um homogeneizador maior (OMNI GLH) em baixa
velocidade.

Total-10 frascos; cada frasco continha aproximadamente 145 mg da
formulagao liofilizada com teor total de acetato de glatiramero de ~14.9 mg/frasco,

igual a ~100 pg/mg da formulagao liofilizada.

MPG-14 SU-2 — formu[agéo de MPG-014 foi proddzida usando o mesmo
recipiente de reacdo, o mesmo homogeneizador (VDI 12) e os mesmos
pardmetros, processo repetido varias vezes. Composi¢do foi cuidadosamente

lavada para diminuir a explosdo inicial.
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Total — 12 frascos; cada frasco continha cerca de 88 mg de formulagéo
liofilizada com o contetdo total do acetato de glatiramero de ~6.3 mg/frasco, igual
a ~72 pg/mg da formulagéo liofilizada.

MPG-15 SU-2 — formulagdo de MPG-015 foi produzido usando o mesmo
recipiente de reagdo, 0 mesmo homogeneizador (VDI 12) e os mesmos
paradmetros, processo repetido varias vezes. Composicdo foi cuidadosamente
lavada para diminuir a explosao inicial.

Total — 12 frascos; cada frasco continha cerca de 55 mg de formulagio
liofilizada com conteudo total de acetato de glatiramero de ~5.6 mg/frasco, igual a
~100 ug/mg da formulagao liofilizada.

Todas as amostras liofilizadas foram armazenadas no frigorifico a +4°C e
foram reconstituidas antes do uso.

A relagédo entre a formulagéo e o diluente (solugdo de glicose) foi de pelo
menos 1:5, preferencialmente de 01:10 ou superior. Agitagdo vigorosa foi
realizada antes da administragdo da amostra de leite reconstituido. Perfis de
liberagdo destas formulagdes sdo mostrados nas figuras 4 € 5.

Assim, a incorporagéo do peptideo altamente sollvel em agua de acetato
de glatiramero em microparticulas poliméricas biodegradéveis foi demonstrada.
As microparticulas mostraram boa ligagdo do polimero, razoavel carregamento de
droga reduzida explosdo de liberagdo inicial, a qual pode ser regulamentada
através do emprego de diferentes composicbes e processos de preparagéo.
Microparticulas PLGA, feitas de Resomer® 502H e carregadas com acetato de
glatiramero, fornecem a liberagdo in vitro do peptideo incorporado com taxa de
liberagdo de 3-5% por dia durante 10-15 dias em um meio aquoso agitado (salina
tamponada de fosfato, pH 7,4) a 37°C.

Exemplo 6: Modelo de encefalomielite autoimune Experimental (EAE)

Encefalomiglite autoimune experimental (EAE) é uma doenga
desmielirﬁzahte aljtbimune inflamatéria que pdde sér induzida em animais de
laboratério por injegdo de proteina basica de mielina. Essa doenga tornou-se o
modelo padrdo de laboratério para o estudo clinico e experimental de doengas
autoimunes. De fato, inGmeros artigos (por exemplo, Abramsky et. al., J
Neuroimmunol (1982) 21 e Bolton et al., J Neurol Sci. (1982) 56 147) notam que

as semelhangas da EAE recidivante crénica em animais e a esclerose multipla em
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humanos implica especialmente o valor da EAE para o estudo de doengas
desmielinizantes autoimunes, tais como esclerose multipla. Como tal, o modelo de
teste EAE é empregado para estabelecer a atividade das formulagdes da
presente invengdo contra a esclerose multipla. Esses testes s&o realizados de
acordo com o procedimento a seguir.

Ratas Lewis séo injetadas em suas patascom o 12,5 p g de proteina basica
de mielina (MBP) (forma preparada da coluna espinhal da cobaia) em adjuvante
de Complete Freund completo. A formulagdo da presente invengdo é administrada
por inje¢do toda semana/duas semanas/ uma vez por més em varias dosagens
nos animais de teste. Uma formulagdo de controle é dada a alguns outros animais
de teste. Os animais sdo pesados e marcados diariamente para sintomas da EAE
de acordo com uma escala de 0 a 3 (0=nenhuma mudanga; 1= cauda flacida; 2=
deficiéncia de membro posterior e 3= paralisia traseira/moribundo). Animais s&do
sacrificados, em seguida, se se chegar a uma pontuagéo de 3.

Exemplo 7: estudos In vivo usando o modelo de EAE

Para determinar o efeito das formulagdes da presente invengdo no modelo
murino de MS, encefalomielite autoimune experimental (EAE) é realizada.
Camundongos knockout da Ds-1a-hidroxilase 25-hidroxivitamin (1 a -OH KO) sé&o
mantidos em uma dieta purificada contendo 0,87% de célcio € 1 ng de 1,25-
(OH);D; (Vit D) de duas a trés semanas antes da imunizagdo da EAE. EAE é
induzida em camundongos com seis a dez semanas de idade, por imunizagéo
subcutanea de 200 ug do peptideo imunodominante para glicoproproteina de
oligodendrdcito de mielina (MOG 3555).

O peptideo ¢é sintetizado usando padrdo 9-fluorenil-metéxi-carbonila
quimica. O peptideo ¢ dissolvido em adjuvante completo de Freund (CFA; Sigma)
contendo 4 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis H837a inativadas por calor.

Os camundongos s&o examinados diariamente em busca dos sinais
clinicos da EAE utilizando o seguinte sistema de pontuagio: 0, nenhum sinal; 1,
rabo mole; 2, fraqueza do membro posterior; 3, paralisia do membro posterior; 4,
paralisia do membro anterior; 5, moribundo ou morte.

Camundongos que desenvolvem sinais clinicos da EAE com pontuagdes
22 sdo tratados com a formulagao da presen}e invencdo, a qual é administrada

por inje¢éo a cada semana/duas semanas/ uma vez em véarias dosagens. Grupos
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de controle sdo tratados ou com placebo ou com regime de padrao Ouro de
acetato de glatirdAmero [p. ex. PNAS, 2005, vol. 102, no. 52, 19045-19050Q].
Camundongos sdo pesados e pontuados diariamente para sintomas da EAE.
Andlise estatistica & feita usando o teste de probabilidade exata de Fisher
bicaudal em taxas de incidéncia e o teste t de Student sem par em todas as
outras medidas. Valores de P<0.05 sdo considerados estatisticamente
significativos.

Embora a presente invengdo tenha sidoparticularmente descrita, pessoas
versadas na técnica vao apreciar que muitas variagdes e modificagdes podem ser
feitas. Portanto, a invengdo ndo deve ser interpretada como restrita as
modalidades particularmente descritas, € o escopo € o conceito de invengdo
serdo mais facilmente compreendidos por referénciads reivindicagbes, que

seguem.
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REIVINDICACOES
1. Composicéo farmacéutica parenteral de agéo prolongada, caracterizada

pelo fato de que compreende uma quantia terapeuticamente efetiva de acetato
glatiramero e um transportador biodegradavel aceitavel farmaceuticamente
selecionado do grupo consistindo em poli (D, L-lactideo-co-glicolideo) (PLGA),
poli (D, L-lactideo) (PLA) e poliglicolideo (PGA), a composi¢éo estando em forma
depot de liberacdo sustentada, que libera uma quantidade terapeuticamente
efetiva do acetato de glatirdmero durante um periodo de uma semana a 6 meses.

2. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende acetato de glatirdmero na forma
depot adequada para implantagdo em um local aceitavel medicamente em um
sujeito com necessidade deste.

3. Composigcdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o acetato de glatiramero compreende L-alanina, L-
acido glutédmico, L-lisina e L-tirosina em propor¢cées molares de 0,14 de &acido
glutamico, 0,43 de alanina, 0,10 de tirosina e 0,33 de lisina; ou

em que o acetato de glatiramero compreende de 15 a 100 aminoacidos.

4. Composigao farmacéutica, de acordo com a reivindicagédo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que € adequada para implantacdo subcutanea ou
intramuscular.

5. Composigcdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o acetato de glatirdmero esta em uma dose
variando de 20 até 750 mg.

6. Composicado farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que esta sob a forma de microparticulas preparadas
por um processo de emulsificacdo dupla em agua-em-6leo-em-agua.

7. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que esta sob a forma de microesferas biodegradaveis,
implantes de qualquer forma geométrica, hastes implantaveis, capsulas
implantaveis, anéis implantaveis ou géis de liberacdo prolongada ou matrizes
erodiveis.

8. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que compreende uma fase aquosa interna
compreendendo uma quantia terapeuticamente efetiva de um acetato de
glatiramero, uma fase polimérica imiscivel em agua compreendendo um polimero
biodegradavel selecionado do grupo consistindo em poli (D,L-lactideo-co-
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glicolideo) (PLGA), poli (D, L-lactideo) (PLA) e poliglicolideo(PGA), e uma fase
aquosa externa.

9. Composigdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagédo 8,
caracterizada pelo fato de que a fase aquosa externa compreende um

5 surfactante selecionado dentre alcool polivinilico (PVA), polissorbato, copolimeros
em bloco de éxido de polipropileno-o6xido de polietileno e ésteres de celulose.

10. Composicéo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que € adequado para um cronograma de dosagem de
uma vez a cada duas semanas até uma vez mensalmente.

10 11. Composicédo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o composto prové eficacia terapéutica igual ou
superior a uma forma de dosagem de acetato de glatirdmero injetavel
diariamente, com incidéncia reduzida de efeitos colaterais e/ou com severidade
reduzida de efeitos colaterais no nivel local e/ou sistémico.

15 12. Composicdo farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes anteriores 1 a 11, caracterizada pelo fato de que € para uso na
preparacao de um medicamento para o tratamento de esclerose multipla.

13. Composicdo farmacéutica, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes anteriores 1 a 12, caracterizada pelo fato de ser para uso na

20 preparacdo de um medicamento para prover liberagdo prolongada ou agao
prolongada de acetato de glatiramero em um sujeito.
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