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DESCRICAO

«Egtabilizagdo por excipientes de polipéptidos tratados com solventes
organicos”

O presente invento refere-se a utilizagdo de excipientes para estabilizar
formulagbes tanto secas como aquosas de polipéptidos tratados com solventes
organicos.

As preparagdes farmacéuticas de polipéptidos sdo sensiveis a desnaturagéo
e degradagéo apds formulagéo e armazenamento. Os polidis tém sido utilizados
para estabilizar proteinas e outras macromoléculas em formulagbes aquosas € em
secagem ao ar ou liofilizagdo a partir de solugdes aquosas.

Em U.S. N° 4 207 344 divulga-se a estabilizagéo dos factores de coagulagdo
il e VI, antitrombina ill e plasminogénio contra o calor através da adigdo de
aminoacidos seleccionados tais como glicina, alanina, hidroxiprolina, glutamina e
acido aminobutirico, € um hidrato de carbono tal como um monossacarido, um
oligossacarido ou um alditol.

O Pedido de Patente Europeia, Publicagdo N° 0 303 746 divulga a
estabilizagao de hormonas promotoras do crescimento com poli6is consistindo em
agucares ndo redutores, alditois, acidos derivados de aglcares, pentaeritritol,
lactose, dextranos sollveis em agua e Ficoll, aminoacidos, polimeros de
aminoacidos possuindo um grupo lateral carregado a pH fisiologico e sais de colina.

O Pedido de Patente Europeia, Publicagdo N°0 193 917 divulga uma
composigdo biologicamente activa para libertagéo lenta caracterizada por uma
solugdo aquosa de um complexo entre uma proteina e um hidrato de carbono.

O Pedido de Patente Australiana N° AU-A-30771/89 divulga a estabilizagdo
de hormona do crescimento utilizando glicina e manitol.

Em U.S. N° 5096 885 divulga-se uma formulagao de hGH para liofilizagéo
contendo glicina, manitol, um tensioactivo ndo idnico e um tampao.

A utilizagdo de polietilenoglicois para estabilizar proteinas € revista em
Pharm. Res. 8: 285-291, 1991.
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Exemplos da utilizagdo de tre-halose e outros polidis para a estabilizagéo de
proteinas durante secagem em sistemas aquosos incluem os seguintes.

Em U.S. N° 4 891 319 divulga-se a conservagéo de proteinas sensiveis e
outras macromoléculas em sistemas aquosos atraves de secagem a temperaturas
ambientes e a pressdo atmosférica na presenga de tre-halose.

Em U.S. N° 5 149 653 divulga-se um método de conservagao de virus vivos
num sistema aquoso através de secagem num estado congelado ou a temperatura
ambiente, na presenca de tre-halose.

Os polidis tém também sido utilizados para estabilizar formulagbes secas de
farmacos como, por exemplo, em WO 8903671, apresentado em 5 de Maio de
1989, o qual divulga a adigdo de um estabilizante tal como uma gelatina, albumina,
dextrano ou tre-halose a uma mistura de um farmaco em po fino suspenso num
meio 0le0so.

O tratamento de um polipéptido com um solvente organico tal como cloreto
de metileno coloca o problema de desnaturagé&o do polipéptido de interesse. Assim,
& um objectivo do presente invento proporcionar um método para estabilizar
polipéptidos em formulagdes aquosas tratadas com solventes organicos.

E outro objectivo do presente invento estabilizar polipéptidos secos tratados
com solventes organicos.

E outro objectivo do presente invento proporcionar um método para
estabilizagéo de polipéptidos encapsulados.

E outro objectivo do presente invento proporcionar um polipéptido
estabilizado por um excipiente para utilizagdo numa formulagdo de libertagdo
controlada, em que o polipéptido € tratado com um solvente organico.

Em EP-A-0 251 476 divulga-se um sistema de entrega de agentes activos
para a administragdo controlada de polipéptidos macromoleculares que
compreende uma microssuspensao de componentes sollveis em agua numa
matriz de polilactido. Como exemplo sé&o apresentados uma microssuspensao de
HulFN-B, HSA e dextrose numa solugéo de polilactido em acetona e uma emulsao
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de uma solugdo aquosa de HulFN-B, HSA e dextrose e polilactido dissolvidos em
dicloreto de metileno, e dispositivos de libertagdo controlada feitos a partir destes.

Em EP-A-0 256 726 divulga-se uma microcapsula contendo TRH, um seu
analogo ou um seu sal e um método de produgdo da mesma, a qual consegue a
libertagéio do ingrediente activo de forma estavel durante um periodo de tempo
prolongado com elevadas taxas de incorporagdo do ingrediente activo no seu
interior e com pouca possibilidade de libertagao inicial excessiva ou rebentamento.

Em WO87/05300 divulga-se um processo para conservagdo de um material
possuindo uma estrutura dependente da agua compreendendo o contacto do
material com uma solug&o aquosa de um composto poli-hidroxi removendo depois
a agua do material. Um composto poli-hidroxi preferido é a tre-halose.

Um aspecto do presente invento consiste um método de estabilizagdo de um
polipéptido contra desnaturagédo quando tratado com um solvente orgéanico, em que
o método compreende a mistura do polipéptido com tre-halose.

Outro aspecto do presente invento consiste um método de formulagéo de um
polipéptido compreendendo

a) mistura do polipéptido numa solugao aquosa com tre-halose; e

b) tratamento do polipéptido na solug&o aquosa com um solvente organico.

Outro aspecto do presente invento consiste um método de formulagéo de um
polipéptido seco para libertagdo controlada compreendendo

a) mistura do polipéptido com um excipiente, em que o referido excipiente é
tre-halose;

b) tratamento do produto do passo a) com um solvente organico.

Outro aspecto do presente invento consiste uma composigdo para libertagéo
controlada de um polipéptido compreendendo um polipéptido misturado com um
excipiente, sendo o excipiente tre-halose, em que o polipéptido misturado com o
excipiente é tratado com um solvente organico e & encapsulado numa matriz
polimérica.
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DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

A. DEFINICOES

O termo "poliol" tal como aqui se utiliza denota um hidrato de carbono
incluindo pelo menos dois hidroxilos ligados a atomos de carbono. Os poli6is
podem incluir outros grupos funcionais. Exemplos de poliéis incluem alditéis tais
como manitol e tre-halose, e polieteres.

O termo "poliéter”, tal como aqui se utiliza, denota um hidrato de carbono
contendo pelo menos trés ligagbes éter. Os poliéteres podem incluir outros grupos
funcionais. Os poliéteres incluem polietilenoglicol (PEG).

O termo "polipéptido seco”, tal como aqui se utiliza, denota um polipéptido
que foi sujeito a um procedimento de secagem tal como liofilizagdo de tal forma que
tenha sido removida pelo menos 50% da humidade.

O termo "encapsulagao”, tal como aqui se utiliza, denota um método para
formulagédo de um agente terapéutico, tal como um polipéptido, numa composicéo
util para libertagéo controlada do agente terapéutico. Os exemplos de materiais de
encapsulagdo Uteis no presente invento incluem polimeros ou copolimeros dos
acidos lactico e glicolico, ou misturas de tais polimeros ef/ou copolimeros,
vulgarmente referidos como "polilactidos”.

O termo "mistura”, tal como aqui se utiliza, denota a adi¢do de um excipiente
a um polipéptido de interesse, tal como a mistura de reagentes secos ou a mistura
de um reagente seco com um reagente em solugéo ou suspenséo, ou a mistura de
formulagdes aquosas de reagentes.

O termo "excipiente”, tal como aqui se utiliza, denota um agente nao
terapéutico adicionado a uma composigdo farmacéutica para proporcionar uma
consisténcia desejada ou efeito estabilizante.

Pretende-se que o termo "solvente organico” tal como aqui se utiliza
signifique qualquer solvente contendo compostos de carbono. Os exemplos de
solventes organicos incluem cloreto de metileno, acetato de etilo, dimetilsulféxido,
tetra-hidrofurano, dimetilformamida e etanol.

O "tratamento” de um polipéptido com um solvente organico, tal como aqui
se utiliza, refere-se a mistura de um polipéptido seco com um solvente organico, ou
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a produgédo de uma emuls&o de um polipéptido numa formulagéo aquosa com um
solvente organico, criando uma interface entre um polipéptido numa formulagéo
aquosa com um solvente organico, ou extraindo um polipéptido de uma formulagéo

aquosa com um solvente organico.

"Polipéptido” tal como aqui se utiliza refere-se genericamente a peptidos e
proteinas possuindo mais de cerca de 10 aminoécidos.

B. METODOS GERAIS

Em geral, os polipéptidos, tanto em formulagdes aquosas COMO Secos,
podem ser misturados com um excipiente para proporcionar um efeito estabilizante
antes do tratamento com um solvente organico. Uma formulagdo aquosa de um
polipéptido pode ser um polipéptido em suspensdo ou em solugdo. Tipicamente
sera adicionada uma formulagéo aquosa do excipiente a uma formulagédo aquosa
do polipéptido, embora possa ser adicionado um excipiente seco e vice versa. Uma
formulagdo aquosa de um polipéptido e um excipiente pode também ser seca
através de liofilizagdo ou outros meios. Tais formulagdes secas podem ser
reconstituidas em formulagbes aquosas antes do tratamento com um solvente

organico.

Tipicamente, a razéo em massa de tre-halose para polipéptido sera de 100:1
a 1:100, de preferéncia 1:1 a 1:10, sendo preferivel 1:3 a 1:4. As razdes 6ptimas
sdo escolhidas com base numa concentragdo de excipiente que permita uma
solubilidade maxima do polipéptido com uma desnaturagdo minima do polipéptido.

As formulagdes do presente invento podem conter um conservante, um
tamp&o ou tampdes, multiplos excipientes, tais como polietilenoglicol (PEG) para
além de tre-halose ou um tensioactivo nao i6nico tal como o tensioactivo Tween. Os
tensioactivos ndo idnicos incluem um polissorbato, tal como o polissorbato 20 ou
80, etc., e os poloxameros, tais como o poloxamero 184 ou 188, polidis Plurdnicos,
e outros polimeros de blocos de etileno/polipropileno, etc. Serdo utilizadas
quantidades eficazes para proporcionar uma formulagdo aquosa estavel,
normalmente na gama de cerca de 0,1% (p/v) a cerca de 30% (p/v).

Os tampdes incluem tampoes de fosfato, Tris, citrato, succinato, acetato ou
histidina. Com grande vantagem, O tamp&o esta na gama de cerca de 2 mM a cerca
de 100 mM. Os tampdes preferidos incluem os tampdes succinato de sodio e
fosfato de potassio.
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Os conservantes incluem fenol, alcool benzilico, metacresol, metiiparabeno,
propilparabeno, cloreto de benzalcénio e cloreto de benzeténio. Os conservantes
preferidos séo fenol 0,2-0,4% (p/v) e élcool benzilico 0,7-1% (p/v), embora o tipo de
conservante e a gama de concentragGes néo sejam criticos.

Em geral, as formulagdes do presente invento podem conter outros
componentes em quantidades na@o prejudiciais na preparagéo de formas estaveis e
em quantidades adequadas para uma administrag&o farmacéutica eficaz e segura.
Por exemplo, outros excipientes farmaceuticamente aceitaveis bem conhecidos dos
peritos na arte podem fazer parte das presentes composigoes. Estes incluem, por
exemplo, varios agentes avolumantes, agentes de tamponamento adicionais,
agentes quelantes, antioxidantes, co-solventes e semelhantes; exemplos
especificos destes podem incluir sais de tri-hidroximetilamina (“tampao Tris") e
edetato dissodico.

Os polipéptidos de interesse incluem polipéptidos glicosilados € n3o
glicosilados, tais como uma hormona do crescimento, os interferdes e proteinas
virais tais como protease de HIV e gp120.

O polipéptido estabilizado do presente invento pode ser formulado para
libertagdo sustentada, especialmente porque a exposigdo a solventes organicos &
um passo vulgar em muitas dessas preparagdes. Os exemplos adequados de
preparagbes de libertagado sustentada incluem matrizes semi-permeaveis de
polimeros hidrofobos solidos contendo o polipéptido, matrizes essas que estdo na
forma de artigos conformados, p.ex. peliculas ou microcapsulas. Os exemplos de
matrizes de libertagdo sustentada incluem poliésteres, hidrogeles [p.ex. poli(2-
hidroxietilmetacrilato) tal como descrito por Langer et al., J. Biomed. Mater. Res.,
15: 167-277 (1981) e Langer, Chem. Tech., 12: 98-105 (1982) ou poli(alcool
vinilico)], polilactidos (Pat. U.S. N° 3773919, EP 58 481), copolimeros de acido
L-glutamico e gama-etil-L-glutamato [Sidman et al., Biopolymers, 22: 547-556
(1983)], etileno-acetato de vinilo ndo degradavel (Langer et al., supra), copolimeros
de acido lactico-acido glicdlico degradaveis tais como Lupron DepotT'VI
(microesferas injectaveis compostas por copolimero de acido lactico-acido glicdlico
e acetato de leuproélido) e acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico (EP 133988). Enquanto
que polimeros tais como etileno-acetato de vinilo e acido lactico-acido glicdlico
permitem a libertagéo de moléculas durante mais de 100 dias, certos hidrogeles
libertam polipéptidos durante periodos de tempo mais curtos. Quando 0s
polipéptidos encapsulados permanecem no COrpo durante muito tempo, podem
desnaturar ou agregar-se em resultado de exposicdo a humidade a 37°C,
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resultando numa perda de actividade biologica e possiveis alteragbes na
imunogenicidade. Podem ser concebidas estratégias racionais para estabilizagao
de polipéptidos dependendo do mecanismo envolvido. Por exemplo, se se verificar
que o mecanismo de agregacao é a formagéo de ligagbes S-S intramoleculares
através de intercambio tio-dissulfureto, a estabilizagdo pode ser alcangada
modificando residuos sulfidrilo, liofilizando a partir de solugdes acidas, controlando
o teor de humidade, utilizando aditivos apropriados e desenvolvendo composigdes
de matrizes poliméricas especificas.

As composigdes de anélogos de ligandos ou de anticorpos de libertagéao
sustentada incluem também polipéptidos aprisionados -em lipossomas. Os
lipossomas contendo polipéptidos s&o preparados atraves de métodos conhecidos
per si. DE 3218121, Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688-3692
(1985); Hwang, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030-4034 (1980); EP 52322;
EP 36676; EP 88046; EP 143949; EP 142641; pedido de patente Japonesa 83-
118008; Pat. U.S. N° 4485045 e Pat. U.S. N° 4544545; e EP 102324. Vulgarmente,
os lipossomas séo do tipo pequeno (cerca de 200-800 Angstrom) unilamelares, em
que o teor lipidico & superior a cerca de 30% mol. de colesterol, sendo a proporgao
seleccionada ajustada para uma terapia Optima com analogos de ligandos. S&o
divulgados em Pat. U.S. N°5013 556 lipossomas com um tempo de circulagdo
aumentado.

EXEMPLOS EXPERIMENTAIS

EXEMPLO 1.

Estabilizacio de Formulagcdes Aquosas
Foram formuladas hormona de crescimento humana recombinante (hGH) e
interferdo gama humano recombinante (hIFN-y) com varios excipientes para andlise

dos efeitos dos excipientes na estabilizacdo no solvente organico, cloreto de
metileno. As formulagdes Optimas foram geraimente as que produziam a
concentragdo maxima de polipéptido solivel e a maior recuperagédo de polipéptido
nativo apds tratamento com cloreto de metileno. A solubilidade maxima de hGH em
cada uma das solugdes foi determinada atraves da adi¢do continua de hGH
liofilizada em tamp&o bicarbonato de amonio a solugao e o limite de solubilidade foi
definido como a concentragdo a qual a adigéo de polipéptido resultava em
precipitagdo. A solubilidade méxima de hIFN-y foi medida adicionando uma
solugdo-mae concentrada (264 mg/mi de hIFN-y, succinato de Na 10 mM. pH 5) a
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solugdes concentradas de excipiente. O limite de solubilidade aparente de hiFN-y
nao foi observado para qualquer uma das formulagoes nestas condi¢gdes, mas o
armazenamento a longo prazo da solugdo-mae resultou em precipitagdo como
resultado de um aumento do pH (solugdo final, pH 6). Ambas as formulagbes de
polipéptido foram testadas quanto 3 estabilidade em cloreto de metileno através da
adicdo de 100 pl da solugao de polipéptido a 1 ml de cloreto de metileno. A mistura
foi entdo submetida a ultra-sons durante 30 s. Apés a aplicagéo de ultra-sons, o
polipéptido fol extraldo da fase organica por diluiggo em 50 ml de tampé&o isento de
excipiente (tampéo fosfato 50 mM, pH 8 para hGH; tampéo succinato 10 mM, pH 5
para hiIFN-y). A quantidade de polipéptido soluvel recuperada foi determinada
através de medigdes de absorvancia de ultravioleta e a quantidade de polipéptido
monomeérico foi ensaiada por cromatografia de exclusdo por tamanhos.

Ambos os polipéptidos foram testados quanto a estabilidade com tre-halose,
manitol, carboximetilcelulose (CMC), tensioactivo Tween 20, dextrano, gelatina e
polietilenoglicol. Estudos anteriores com hGH indicaram que formulagdes contendo
uma razdo em massa idéntica de polipéptido e manitol estabilizavam o polipéptido
quanto a desnaturagéo e proporcionavam uma concentragdo maxima de polipéptido
solivel de 200 mg/mi (fosfato 100 mM, 200 mg/ml de manitol, pH 8). As
formulagdes de tre-halose contendo razbes de massas de excipiente para
polipéptido de 1:4 e 1:3 originaram as concentragdes mais altas de polipéptido
soltvel, 400 mg/ml e 300 mg/ml, respectivamente. Adicionalmente, quando o
polipéptido liofilizado nestas formulagoes foi tratado com cloreto de metileno, foi
alcangada uma recuperagéo completa de hGH monomérica soltvel. As formulagdes
de hGH contendo manitol ou manitol com PEG, resultaram numa recuperacgao
semelhante de hGH monomérica, mas a razdo em massa (excipiente/polipéptido)
necessaria para evitar desnaturagéo foi superior a das formulages de tre-halose
(manitol: 1:1; manitol/PEG: 1:1 ou 1:2: tre-halose: 1:3 ou 1:4) (Tabela !). Portanto, a
tre-halose proporcionou uma elevada solubilidade de hGH e protecgédo contra a
desnaturagdo em cloreto de metileno numa concentracdo em massa inferior. Na
auséncia de excipientes, a solubilidade de hGH era muito inferior (cerca de
106 mg/ml) e o polipéptido era mais susceptivel a desnaturagao.
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Tabela |
Teste de cloreto de metileno de formulagoes aquosas de hGH ]
Formulagio® T Monémero Solubilidade
Soldvel Maxima®
Recuperado® (mg/ml)
(mg/ml)

PEG (PM 3350) 100 mg/mi 12,2 96,4
PEG 50 mg/ml 347 89,6
PEG 10 mg/ml 37,2 128,3
Manitol 100 mg/ml 66,0 98,0
Manitol 50 mg/mli 46,2 106
Manitol 10 mg/mi 56,0 106
Dextrano 70 100 mg/mi 34,6 112,6
Dextrano 70 50 mg/mi 64,6 146,1
Dextrano 70 10 mg/mi 38,4 167,1
CMC a 2% 447 91,9
Tre-halose 100 mg/mi 113,9 267,3
Tre-halose 50 mg/mi 82,8 275
Tre-halose 10 mg/ml 92,0 267,3
PEG (PM 3350) 4 mg/ml, Manitol 96 mg/ml 102,6 243,7
PEG (PM 3350) 10 mg/ml, Manitol 90 mg/ml 104,0 184
PEG (PM 3350) 20 mg/ml, Manitol 80 mg/ml 139,9 240
Gelatina a 2% 21,9 70,5
PEG (PM 1000) 100 mg/ml 69,2 131,5
PEG 50 mg/ml 84,3 246,5
PEG 10 mg/ml 126,5 226,3
PEG (PM 1000) 4 mg/ml, Tre-halose 96 mg/mi 122,3 230,3
PEG (PM 1000) 10 mg/mli, Tre-halose 90 mg/mi 58,4 218,7
PEG (PM 1000) 20 mg/mi, Tre-halose 80 mg/mi 75,3 207,5
Sem excipiente 65,0 106,3

Todas as solugdes continham NaPO, 10 mM, pH 8.

Ppolipéptido extraido de cloreto de metileno (fracgao do total) tal como determinado por absorvancia
a 278 nm multiplicada pela fracgao de monémero recuperada a partir de SEC-HPLC. Polipéptido
tratado a solubilidade maxima.

°p solubilidade maxima foi definida como a quantidade maxima de hGH n&o formulada que se
dissolvia em cada tampao.

Para estudos com hiFN-y, tanto o manitol como a tre-halose foram os
melhores excipientes testados. Quando o manitol foi utilizado numa razdo em
massa (excipiente/polipéptido) de 1:3, a quantidade de dimero solavel em solugéo
(tal como determinada por cromatografia de exclusdo por tamanho) apos
tratamento com cloreto de metileno era equivalente a quantidade no material de
partida. No entanto, as formulagdes de manitol originaram uma recuperacgdo de
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menos de 60% do polipéptido soluve! total. Em contraste, a formulagéo de
tre-halose com uma raz&o em massa de 1:2,5 originou uma recuperagéo de 80%
do polipéptido soluvel total @ a mesma fracgdo de dimero soliivel (tal como
determinada por cromatografia de exclusdo por tamanhos, designada SEC-HPLC
nativa) que no material de partida (Tabela Il). As formulagdes de polipéptido isentas
de excipiente tratadas com cloreto de metileno retiveram 10% do dimero solavel
inicial (tal como determinado por SEC-HPLC nativa) apds tratamento com cloreto
de metileno e a recuperagéo de polipéptido soluvel total fol inferlor a 60%. Quando
ensaiadas por cromatografia de exclusdo por tamanhos em NaPO, 0,2 M/SDS a
0.1% a pH 6,8 (denominada SDS SEC-HPLC), todas as formulagGes tinham mais
de 99% de mondémero antes e depois do tratamento com cloreto de metileno.

Para ambos os polipéptidos, foi observada uma recuperagao drasticamente
mais baixa de polipéptido monomérico apos tratamento com cloreto de metileno
para todas as formulagdes contendo tensioactivo Tween 20. Embora n&o tenham
sido estudados outros tensioactivos, é provavel que moléculas hidrofobas tais como
o tensioactivo Tween 20 estabilizem os polipéptidos desnaturados enquanto que
agucares tais como manitol e tre-halose estabilizam o polipéptido nativo.

Tabela Il
[f Teste de cloreto de metileno de formulagdes aquosas de hiFN-y
Formulagao® % de Polipéptido | % de Dimero Dimero
Soluavel Intacto® Soluvel
. Recuperado”
Tween 20 2 0,01% 36,1 49,0 111
Tween 20 a 0,01% Manitol 62 mg/mli 59,0 69,0 25,6
Manitol 5 mg/ml 58,3 72,7 56,8
Manitol 50 mg/m 62,9 83,4 70,3
Tre-halose 5 mg/ml 117 34,2 53,6
Tre-halose 50 mg/ml 75,6 61,3 62,1
CMCa 1% 78,2 62,5 65,5
Sem excipiente 51,6 6,0 79

aTodas as solugdes com excipiente continham 134 mg/m! de hiFN-y, succinato de sodio 10 mM, pH
5: a formulagdo "sem excipiente" continha 256,3 mg/mi de proteina, succinato de s6dio 10 mM, pH
5,0.

®pPolipéptido extraido de cloreto de melileno (fracgdo do total) tal como determinado por absorvancia
a 280 nm.

°Quantidade de dimero intacto medida através do método de SEC-HPLC nativa. Todas as
formulagdes originaram >99% de monémero quando ensaiadas através do método de SEC-HPLC
SDS.

dConcentragdo de dimero solavel (mg/ml) com base na quantidade de polipéptido solvel
recuperado e na fracgéo de dimero (método de SEC-HPLC nativa).

"A concentraggo de polipéptido nestas formulagdes era de 62,8 mg/ml.
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EXEMPLO Il

Estabilizacdo de Formulagoes Secas e Aquosas para Encapsulagéo

No desenvolvimento de uma formulagdo de acgao prolongada para a
hormona de crescimento humana recombinante foi investigada a utilizagéo de uma
matriz polimérica biodegradavel para libertagdo sustentada de hGH. O polimero
utilizado para esta aplicagéo fol um copolimero dos acidos lactico e glicolico que &
frequentemente referido como poli(acido lactico/glicolico) ou PLGA. Para incorporar
hGH neste polimero, o PLGA tem de ser dissolvido num solvente imiscivel em
agua. O solvente mais vulgarmente utilizado para dissolugdo de PLGA tem sido
cloreto de metileno o qual proporciona tanto imiscibilidade em &agua como
solubilidade de PLGA.

Em geral, para a produgdo de microesferas de hGH-PLGA, o polipéptido foi
adicionado a uma solugéo de cloreto de metileno contendo PLGA. Em estudos
iniciais, o polipéptido foi adicionado na forma de um po liofilizado triturado. Apos a
adicdo de polipéptido, a solugdo de cloreto de metileno foi entdo brevemente
homogeneizada e a solugéo foi adicionada a um banho de emuls&o. Este processo
resultou na extracgdo de cloreto de metileno com a formagdo concomitante de
microesferas de PLGA contendo hGH. O polipéptido libertado por estas
microesferas foi entdo estudado para determinar a integridade da hGH apos
incorporagdo nas microesferas. A avaliagdo da hGH libertada foi efectuada por
cromatografia de excluséo por tamanhos analitica (SEC-HPLC) bem como por
outras técnicas. A cromatografia de exclusdo por tamanhos indicou que a hGH era
libertada das microesferas de PLGA na forma de monémero nativo, agregados e de
uma estrutura desconhecida que eluia entre o mondémero e o dimero. A estrutura
desconhecida do polipéptido foi extensivamente estudada e mostrou-se ser uma
variante conformacional de hGH. Adicionalmente, os mesmos agregados e variante
conformacional podem ser obtidos através de tratamento de hGH com cloreto de
metileno. Assim, a utilizagéo de cloreto de metileno no processo pode causar
desnaturagdo e agregacao de hGH.

A libertagdo de hGH nativa monomeérica das microesferas de PLGA €
necessaria para uma formulagéo de acgdo prolongada bem sucedida. Estudos
anteriores investigaram varios solventes organicos como alternativas ao cloreto de
metileno. Esta investigagéo indicou que a hGH era susceptivel a danos por varios
solventes organicos. Uma vez que O cloreto de metileno proporcionava as
propriedades de solvente desejadas (i.e. imiscibilidade com éagua, dissolugéo de



85 968
EP 0 686 045/PT
12

PLGA, etc.) para a produgao de microesferas de PLGA e os outros solventes nao
melhoravam significativamente a estabilidade da hGH, foi escolhido o cloreto de
metileno para a produgéo das microesferas de PI.GA. O polipéptido utilizado para o
estudo de solventes e no processo de produgao de PLGA foi formulado e liofilizado
em tampao de bicarbonato de amonio a pH 7. Portanto, este estudo foi efectuado
para desenvolver formulagbes que estabilizariam hGH durante a produgdo das
microesferas de PLGA.

A. Métodos

1. Preparacdo de Formulagdes de hGH

Para o desenvolvimento de uma formulagéo estavel de cloreto de metileno, a
hGH liofilizada em bicarbonato de amonio foi reconstituida no tampéo desejado e
deixou-se dissolver. O polipéptido ndo dissolvido foi removido por centrifugagéo a
13000 rpm durante 1 min.

Para cada liofilizagdo, indicada abaixo, a concentragdo de hGH foi de 10
mg/ml. A humidade residual destas formulagdes néo foi determinada, mas foi
utilizado o mesmo ciclo de liofilizagdo em cada um dos casos.

A triturago da proteina liofilizada foi efectuada com um moinho de impacgao
a pressdo e resultou num particulado fino de hGH.

2. Teste de Cloreto de Metileno de Formulacgtes de hGH

O efeito do cloreto de metileno na estabilidade de hGH foi determinado
através da adigdo de hGH a uma solugéo de cloreto de metileno. Para condigdes
de hGH solida, a razdo em massa de polipéptido (mg) para volume de solvente
organico (ml) foi de 40 mg/ml. Para as condicGes de hGH aquosa, foram
adicionados 100 pl de hGH numa solugdo tamponada a 1,0 ml de cloreto de

metileno para avaliar os efeitos de cada sistema tampao na estabilizagéo de hGH
em cloreto de metileno. Apés a adicéo de polipéptido, as amostras foram
submetidas a ultra-sons durante 30 segundos num banho de ultra-sons de 47 kHz
(Cole Parmer, Modelo 08849-00) para estimular o passo de homogeneizagdo no
processo de produgdo de microesferas. Se a formulagdo estabilizava hGH contra
desnaturacdo neste teste, era ainda avaliada através de homogeneizagdo em
cloreto de metileno. Apoés a aplicagéo de ultra-sons ou homogeneizagao, 0
polipéptido foi extraido do cloreto de metileno através de diluigdo num excesso de
50 vezes de NaHPO1 5 mM. pH 8. A quantidade e qualidade do polipéptido extraido
neste passo foram determinadas através de medigdes da concentragdo de
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polipéptido (absorvéancia a 278 nm) e por HPLC de exclusdo por tamanhos
(SEC-HPLC). A formulagéo estavel preferida foi a que originou a recuperagéo
maxima de polipéptido monomerico sem a formacdo de variantes conformacionais
ou agregados maiores que dimeros.

B. Resultados

1. Estudos de Excipientes de Estabilizacdo de hGH

Estudos iniciais de hGH liofilizada em bicarbonato de amonio investigaram a
solubilidade do polipéptido em diferentes tampdes a varias condigdes de pH. A
partir destes estudos, foi determinado que hGH tinha a estabilidade e solubilidade
méaximas em tampéo fosfato (5-10 mM) a pH 8, e assim foram efectuados estudos
adicionais com hGH neste tamp&o.

Tentativas iniciais para evitar agregagdo de hGH utilizaram tensioactivo
Tween 80 no tampao de formulagdo. Tal como mostrado na Tabela Ill, o teste de
cloreto de metileno destas formulagdes aquosas indicou que concentragdes baixas
de tensioactivo Tween (tensioactivo Tween 80 a 0,1%) com 10 mg/ml de manitol
proporcionavam uma boa recuperagdo de polipéptido monomeérico soluvel. No
entanto, os melhores resultados nesta experiéncia foram obtidos para hGH que foi
formulada em 10 mg/mi de manitol, sem tensioactivo Tween 80 (NaHPO4 5 mM, pH
8). Concentragdes mais elevadas de tensioactivo Tween no tampéo de formulagao
resultaram em agregagdo aumentada e recuperagao diminuida de polipéptido
solivel. Para cada um dos casos mostrados na Tabela I, as formulagdes
proporcionaram maior estabilizag&o de hGH que do polipéptido triturado que foi
liofilizado em bicarbonato de amonio.

(Segue Tabela)
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Tabela lll
Teste de cloreto de metileno de formulagdes aquosas de hGH ——\
Polipéptido Solavel (Fracgao em Massa do
Total)
Formulagao® % de % de Area” | % de % de % de % de
Polipéptidob de Recu- | Trimero | Dimero | Interme- Monémero
Recuperado peragdo diario

Tween 80 a 1% 85,7 90,0 0,5 34 1,1 94,9
Tween 80 a 0,1% 70,9 98,3 2,0 3,6 1,8 02,6
Tween 80 a 1% 65,0 97,8 33 3,4 34 90,0
Manitol 10 mg/ml
Tween 80 a 0,1% 70,9 98,3 0,0 2,2 0,0 97,8
Manitol 10 mg/ml
PEG (PM 3350) 97,6 101,1 0,0 2,6 0,0 97,4
10 mg/ml
PEG 10 mg/mi 76,4 97,7 1,7 2,8 1,6 93,9
Manitol 10 mg/ml
NaPO, 5 mM, pH 8 55,3 99,4 0,0 32 0,0 96,8
NaPO, 5 mM, pH 8 91,7 99,8 0,0 1,8 0,0 98,2
Manitol 10 mg/m!

Todas as solugoes contém NaPO, 5 mM, pH 8
®polipéptido extraido de cloreto de metileno (fracggo do total) tal como determinado por absorvancia

a 278 nm.
°Resultados de SEC-HPLC para polipéptido extraido para tamp&o apos tratamento com cloreto de

metileno.

Os testes de cloreto de metileno de formulagbes sdlidas de hGH sdo
mostrados na Tabela IV. Estes resultados indicaram que a formulagao que melhor
estabilizava a proteina era KPO4 5 mM, 2,5 mg/ml de tre-halose.

(Segue Tabela)
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Tabela IV
Teste de cloreto de metileno de formulagées sélidas de hGH j
Proteina Soltuvel (Fracgao em Massa do
Total)
| Formulagdo” % de % de Area® | % de | “%de % de % de
Proteina® de Recu- | Trimero | Dimero | Interme- Monoémero
Recuperada peracgdo | diario
Sélidos Triturados
NH4CO3 44.5 85,4 7,5 5,9 7,3 79,2
NaPO, 5 mM, pH 8 85,7 100, 0,0 2,1 0,0 97,8
NaPO, 5 mM, pH 8 87,6 100, 0,0 3,0 0,0 97,0
Manitol 10 mg/ml J_

Solidos Homogeneizados®
KPO, 5 mM, pH 8, 97,3 100, 0,0 2,2 0,0 97.8
Tre-halose 2,5 mg/mi
NaPO, 5 mM, pH 8, 96,8 100, 0,0 2,0 0,0 98,0
Manitol 10 mg/m!
Succinato de Na 94,3 100, 0,0 4,2 0,0 95,8
0,3M,
Manitol 10 mg/mi
pH7

Todas as amostras liofilizadas a 10 mg/ml de rhGH com tampao e excipientes tal como mostrado.
bproteina extraida de cloreto de metileno (fracg#o do total) tal como determinado por absorvancia a
278 nm.

°Resultados de SEC-HPLC para proteina extraida para tampao apés tratamento com cloreto de

metileno.
das formulagdes solidas liofilizadas foram homogeneizadas em cloreto de metileno a 25000 rpm

durante 1 min.

Foram efectuados mais estudos para determinar se um tensioactivo podia
estabilizar a interface cloreto de metileno-polipéptido. Assim, foi adicionado
tensioactivo Tween a fase de cloreto de metileno e misturado com a hGH solida
(KPQ,, pH 8). A adicdo de tensioactivo Tween a fase de cloreto de metileno néo
melhorou a estabilidade da hGH solida (KPOs, pH 8) tal como mostrado na
Tabela V. Adicionailmente, a utilizagdo do tensioactivo, tensioactivo Span 80, na
fase de cloreto de metileno ndo melhorou a estabilidade da hGH solida (KPOsa,
pH 8). Outras tentativas com tensioactivo Tween na fase de cloreto de metileno ndo
foram bem sucedidas para a formulagdo de hGH solida mais estavel (Manitol,
KPQ,, pH 8). Estes resultados juntamente com 0s estudos aquosos indicaram que
de preferéncia n&o € utilizado tensioactivo Tween com estas formulagdes uma vez
que este promove agregagdo e diminui a solubilidade de hGH tratada com cloreto
de metileno.



85 968
EP 0 686 045/PT

16
Tabela V
Efeito do tensioactivo Tween na fase de cloreto de metileno sobre a estabilidade de
hGH sélida
Polipéptido Solavel (Fracgédo em
Massa do Total)
Tween em MeCl, % de % de Area” % de % de % de % de
Polipéptido’ de Recu- | Trimero | Dimero | Interme- | Monémero
Recuperado peragao diario
Tween 80 2 0,01% 40,8 98,7 52 13,0 0,0 81,8
Tween 80 a 0,1% 40,8 102,9 8,0 14,0 0,0 77,9
Tween 80 a 1% 53,8 97,3 7,0 11,6 0,0 81,4

Polipéptido extraido de cloreto de metileno (fracgao do total) tal como determinado por absorvancia

a 278 nm.
bResultados de SEC-HPLC para polipéptido extraido para tampao apos tratamento com cloreto de

metileno.

Para aumentar a quantidade de polipéptido carregado nas microesferas, a
quantidade de excipiente deve ser minimizada. Por isso, foram utilizadas
concentragées menores de manitol (2 e 5 mg/ml) com 10 mg/mi de hGH no tampéo
de formulagdo (NaHPO4 10 mM, pH 8) e as solugdes aquosas foram testadas
quanto a estabilidade em cloreto de metileno. Estas concentragdes de manitol
renderam menos 20% de monomero soltvel que a formulagdo de 10 mg/ml de
manitol. Redugdes significativas na concentragdo de manitol sacrificariam a
qualidade do polipéptido libertado. Foram também tentados excipientes alternativos
a concentragdes mais baixas. Foi utilizada carboximetilcelulose (CMC) a 0,5, 2 e 5
mg/ml na formulagéo aquosa (10 mg/mi de hGH, NaHPO,4 10 mM, pH 8). ACMC a
0,5 mg/ml proporcionou a mesma fraccdo de mondmero soluvel que a formulagéo
de 10 mg/ml de manitol, mas a quantidade de polipéptido recuperado na fase
aquosa foi 15% mais baixa. Foram também tentadas misturas de massas idénticas
de CMC e manitol (1 mg/ml e 2,5 mg/ml de cada) para proporcionar estabilidade a
concentragbes mais baixas de excipiente. A utilizagdo de 2,5 mg/ml de cada
excipiente proporcionou resultados comparaveis a formulagédo de 10 mg/ml de
manitol. As formulagdes de 0,5 mg/ml de CMC e de 2,5 mg/ml de CMC e de manitol
foram por isso liofilizadas para avaliar a sua utilizacdo para microencapsulagéo.

Para avaliar formulagdes quanto a utilizagdo na forma aquosa, cada um dos
materiais liofilizados foi reconstituido até a solubilidade maxima que foi definida
como a concentragéo de polipéptido & qual ndo se dissolve polipéptido adicional na
solugdo. A concentragdo maxima de hGH nesta experiéncia foi alcangada com a
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formulagdo liofilizada em 10 mg/mi de manitol. Esta formulagdo foi reconstituida
com sucesso com tampdo NaHPO4 5 mM, pH 8 a 200 mg/ml de hGH (200 mg/ml
de manitol, KPO, 100 mM) sem precipitagdo do polipéptido. A formulagdo sem
excipientes (KPOs, pH 8) proporcionou a segunda melhor solubilidade a 165 mg/ml
de hGH. No entanto, as tentativas para reconstituir as formulagdes de CMC e
CMC/manitol a concentragdes elevadas de polipéptido nao foram bem sucedidas.
Em ambos os casos, a formulagéo formou uma pasta a concentragbes superiores a
100 mg/ml. O teste de cloreto de metileno das pastas formadas a partir das
formulagbes de CMC e CMC/manitol revelou que a quantidade de polipéptido
recuperado era significativamente reduzida (menos de 75% de recuperagéo) em
comparagdo com a formulagao de manitol, mas a fracgdo soltvel era superior a
95% de mondmero. Uma vez que uma formulacao semelhante a gel pode ter
utilidade para estabilizagéo da fase aquosa interna no processo, foi também
tentado outro agente de espessamento, gelatina. Para manter ainda uma
concentracgo reduzida de excipiente € a0 mesmo tempo obter uma formulag&o final
em gel (200 mg/ml de hGH), a formulagéo de gelatina foi testada a 0,5 mg/ml de
gelatina, 10 mg/ml de hGH, KPO, 10 mM, pH 8. O teste de cloreto de metileno
desta formulagdo originou uma recuperagdo de mondomero solivel que era
comparavel & da formulagéo de 10 mg/ml de manitol. Por isso, esta formulagéo foi
também liofilizada para posterior analise. A reconstituicdo do polipéptido liofilizado a
200 mg/mi de hGH (10 mg/ml de gelatina, KPO4 100 mM, pH 8) resultou na
formagdo de uma pasta que tinha propriedades semelhantes as das formulagoes
em CMC e CMC/manitol com a mesma concentragdo de hGH.

EXEMPLO Ili

Estabilidade de Formulagdes de rhGH em Acetato de Etilo

A microencapsulagdo de proteinas em polimeros biodegradaveis requer
frequentemente a utilizagao de solventes organicos para solubilizar o polimero. O
polimero, tipicamente PLGA, polilactido (PLA) ou poliglicolido (PGA), é primeiro
dissolvido num solvente organico que nao é completamente miscivel com agua. Os
solventes organicos vulgares utilizados neste processo s&o o cloreto de metileno e
acetato de etilo. Estes dois solventes tém propriedades fisicas e quimicas muito
diferentes. Por isso, foi necesséario avaliar a estabilidade de formulagdes de rhGH
em ambos os solventes.

O teste de formulagdes de rhGH quanto a estabilidade em acetato de etilo foi
ofectuado através de um método semelhante ao utilizado para os estudos de
cloreto de metileno nos exemplos de cima. As solugoes de rhGH a 10 mg/ml foram
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preparadas adicionando rhGH sélida liofilizada (formulagio de bicarbonato de
sodio) para cada uma das formulagbes. Tal como mostrado na Tabela VI, as
formulagdes foram preparadas com KPO4 5 mM, pH 8 e continham diferentes
excipientes, PEG (PM 3350), manitol, tre-halose e Tween 20, ou combinagdes de
excipientes. Cada uma das formulagdes de rhGH (100 pl) foi adicionada a 1 mi de
acetato de etilo e submetida a ultra-sons durante 30 s para formar uma emulséo.
Esta emuls3o foi entdo misturada com 10 mi de KPO4 5 mM, pH 8 resultando numa
diluigdo global de rhGH de 100 vezes. A thGH extraida para o tampé&o foi analisada
por HPLC de excluséo por tamanhos. Varias formulagdes originaram mais de 100%
de recuperagdo da proteina sollvel indicando que a quantidade de proteina
adicionada a emulsdo era superior & quantidade estimada (0,1 mix10 mg/ml = 1
mg) como resultado da precis@o das medigGes volumétricas. Adicionalmente, a
recuperagdo de proteina soluvel e a quantidade de monoémero recuperado foram
geralmente superiores & de rhGH na mesma formulagéo tratada com cloreto de
metileno. Globalmente, a recuperagido de proteina soluvel foi a maior para
tre-halose (1 & 2 mg/ml), tre-halose com PEG (10 mg/ml de cada), manitol com
PEG (10 mg/ml de cada) e manitol com Tween 20 (10 mg/ml de cada). No entanto,
apenas a tre-halose (1 & 2 mg/ml) e o manitol com Tween 20 (10 mg/ml de cada)
tiveram também um alto teor de monémero (superior a 97%). A formulacéo de
manitol/Tween 20 ndo permite uma solubilidade adequada para um processo de
microencapsulagdo de emulsdo dupla e requer uma razdo de excipiente para
proteina (em massa) de 4:1. Assim, a formulagdo éptima nestas experiéncias foi a
formulagdo de 1 mg/ml de tre-halose (raz&o de excipiente para proteina de 1:10 e
elevada solubilidade de rhGH).

(Segue Tabela)
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Tabela VI
Teste de acetato de etilo de formulagées aquosas de rhGH tal como descrito
no texto
Formulagio® Recuperagao® | Proteina Soluvel (Fracgdo em Massa do
Soluvel Total)
% de Agregados | % de % de
Grandes Dimero | Monémero
Sem excipiente 98,9 2,3 3,2 94,5
PEG (PM 3350) 10 mg/ml 99,8 2,7 2,3 94,9
PEG 5 mg/ml 108,5 1,7 3,0 95,2
PEG 2 mg/ml 107,2 1,8 3,8 94,3
Manitol 10 mg/ml 96,6 1,7 3,6 94,7
Manitol 2 mg/ml 86,3 41 3,8 92,2
Tre-halose 10 mg/mi 100,1 1,8 4.5 93,7
Tre-halose 2 mg/mi 119,8 0,4 2,0 97,7
Tre-halose 1 mg/ml 1111 0,6 2,3 97 1
PEG (PM 3350) 10 mg/ml 115,6 3,8 2,9 93,3
Tre-halose 10 mg/ml
PEG (PM 3350) 2 mg/ml 93,0 0,8 3.1 96,1
Tre-halose 2 mg/ml
PEG (PM 3350} 1 mg/mi 95,8 4.5 3,3 92,2
Tre-halose 1 mg/mi
PEG (PM 3350) 10 mg/ml 116,3 1,2 2,5 96,3
Manitol 10 mg/ml
PEG (PM 3350) 2 mg/ml 106,5 1,7 2,7 95,6
Manitol 2 mg/ml
Tween 20a0,1% 122.8 0,8 1,6 97,6
Manitol 10 mg/mi

*Todas as solugdes de teste iniciais continham 10 mg/ml de rhGH e KPO, 5 mM, pH 8 excepto trés
das formulagdes que tinham concentragdes de rhGH de menos de 10 mg/ml (sem excipiente: 9,39
mg/ml; manitol 10 mg/mi/PEG 10 mg/mi: 7,84 mg/ml; manitol 10 mg/mf: 9,71 mg/ml).

PResultados de SEC-HPLC para proteina extraida para tampéao apds tratamento com acetato de
etilo. A percentagem de recuperacdo de proteina soluvel foi definida como a razéo das
concentragdes a partir da area total do pico da amostra e dos controlos apropriados (da mesma
formulagéo) vezes 100%. A concentragdo de rhGH de controlo foi determinada por absorvéncia a
278 nm e a concentragéo de rhGH da amostra foi calculada como uma diluigdo de 100 vezes do
material de reserva com base nas diluicdes utilizadas no método global (0,1 mi em 1 mi de EtAc
adicionado a 10 mi de tamp&o).
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EXEMPLO IV

Estabilidade de Formulacdes de rhGH Secas por Pulverizagdo em_Solventes
Organicos

A técnica da emulsdo dupla (dgua-em-Gleo-em-agua)  para
microencapsulagdo pode apenas proporcionar uma carga moderada de farmaco no
produto final. A carga de farmaco ¢ limitada pela solubilidade do farmaco em agua
e pelo volume do farmaco aquoso que pode ser adicionado ao polimero em
solvente organico. Volumes superiores a 0,5 ml de farmaco por grama de polimero
resultam tipicamente numa grande explosdo inicial de farmaco a partir das
microesferas. Para evitar estas dificuidades, pode ser utilizada uma formulagédo
solida de farmaco em vez da solugéo aquosa de farmaco. Assim, pode ser utilizado

um processo de solido-em-6leo-em-agua para produzir microesferas com alta
capacidade de carga de farmaco (superior a 10%) com explosdes reduzidas a

moderadas.

A formulagao solida de farmaco utilizada para microencapsulagdo tem de ser
estavel em solventes organicos e tem de ter um tamanho pequeno (1-5 pwm)
relativamente as microesferas (30-100 um) para permitir uma carga elevada e uma
reduzida explosdo do farmaco. Para formulagGes proteicas, um método de
obtencdo de pequenos sélidos secos é a secagem por pulverizagdo. Um relatério
recente de Mummenthaler et al., Pharm. Res. 11(1): 12-20 (1994) descreve o
processo de secagem por pulverizag&o de formulagdes de rhGH. Uma vez que a
rhGH é facilmente desnaturada por interacgdes superficiais tais como interfaces ar-
liquido, a secagem por pulverizagdo de rhGH tem de ser efectuada com
tensioactivos na formulagdo de rhGH. No entanto, tal como observado acima, a
presenga de alguns tensioactivos pode ter um efeito negativo na estabilidade de
rhGH em cloreto de metileno. Formulagdes de rhGH secas por pulverizagdo com
diferentes tensioactivos e tre-halose, os quais foram acima observados como sendo
os melhores para estabilizagéo das formulagdes aquosas de rhGH, foram testadas
quanto a estabilidade em cloreto de metileno e acetato de etilo.

Foi preparada rhGH seca por pulverizacdo a partir de cada uma das
formulagbes listadas na Tabela VII. Estas formulagoes foram pulverizadas a 5
ml/min com uma temperatura de admissdo de 90°C, um caudal no pulverizador de
600 I/h e um caudal de ar de secagem de 36 000 I/h. A thGH seca por pulverizagdo
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foi entdo recolhida do filtro e das unidades de ciclone do secador por pulverizagao.
O solido final normalmente era de aproximadamente 5 um de diametro.

O p6 de rhGH seco por pulverizagéo foi entdo testado quanto & estabilidade
através de tratamento com acetato de etilo e cloreto de metileno. Foi adicionada
uma massa de pd seco por pulverizagao equivalente a 10 mg de rhGH a 2 ml do
solvente organico num tubo de ensaio de vidro de 3 cm®. A suspensdo foi de
seguida homogeneizada a 10000 rpm durante 30s com uma ponta de
homogeneizag&o microfina. Apds a mistura, foram adicionados 20 pl da suspenséo
homogénea a 980 pl de KPO4 5 mM, pH 8 para extrair a proteina. A concentragao
de proteina extraida foi determinada por absorvancia a 278 nm e a amostra foi
também analisada por cromatografia de exclusdo por tamanhos. Tal como
mostrado na Tabela V!I, a formulagdo sem tensioactivo teve a maior extensdo de
agregagdo quando tratada com cloreto de metileno. Esta agregag&o era
provavelmente o que resultasse da desnaturagdo superficial de rhGH durante o
processo de secagem tal como anteriormente observado para a secagem por
pulverizagdo de rhGH. Adicionando Tween 20 ou PEG (PM 3350) a formulagao, a
quantidade de agregagéo para as amostras tratadas com cloreto de metileno era
reduzida, mas o rendimento de recuperagédo global era ainda baixo e o teor de
monémero era muito inferior a 90%. Em contraste, se as mesmas formulagdes de
rhGH seca por pulverizagdo contendo tensioactivo eram tratadas com acetato de
etilo, a quantidade de agregacéo era desprezavel e era alcangada a recuperagéo
completa de rhGH monomérica. Portanto, as formulagbes de rhGH secas por
pulverizagéo que consistiam em tre-halose e Tween 20 ou PEG (PM 3350) eram
estaveis em acetato de etilo mas ndo protegiam a proteina de desnaturagdo em
cloreto de metileno.

(Segue Tabela)
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Tabela Vi

Estabilidade de formulagoes solidas de rhGH seca por pulverizagao em cloreto de |
metileno e acetato de etilo

Proteina Soluvel
Formulagdo % de % de % de % de % de
Recuperagio | Recuperagao Agregados | Dimeros Monoémero
? (Total) b (Soltvel) Grandes

Testes com Cloreto de Metileno
rhGH 15 mg/mli - - 12,3 8,8 75,4
Tre-halose 3,75 mg/mi
rhGH 10 mg/mli 56,5 65,2 1,9 13,3 78,1
Tre-halose 2,5 mg/mi
Tween 20 a 0,2%
rhGH 10 mg/mi 50,7 56,7 3.9 12,3 77,7
tre-halose 2,5 mg/ml
PEG (PM 3350) a 0,2%
Testes com Acetato de Etilo
rhGH 10 mg/mi 11,7 126,8 0,9 0,0 99,2
tre-halose 2,5 mg/mi
Tween 20 a2 0,2%
thGH 10 mg/mi 114,3 125,5 1,1 0,0 98,9
tre-halose 2,5 mg/mi
PEG (PM 3350) a 0,2%
rhGH 5,0 mg/ml 106,8 110,4 0,3 3,0 96,7
tre-halose 1,25 mg/mi
Tween 20 a 0,2%

A recuperacao total de proteina foi definida como a quantidade de

proteina extraida para tamp&o

apos tratamento no solvente organico dividida pela quantidade calculada de proteina adicionada ao

tampéo de extracgéo (0,02

ml x 5 mg/ml).

Resultados de SEC-HPLC para proteina extraida para tampao apoés tratamento com solvente

organico. A percentagem de recuperagao de pro
concentragbes da area total do pico da amostr

teina soltvel foi definida como a razao entre as
a e um padrao de referéncia vezes 100%. As

concentragdes de rhGH de controlo e de amostra foram determinadas por absorvancia a 278 nm.
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EXEMPLO V

Estabilidade de Formulagdes de rhGH Criodessecadas por Pulverizagdo em Cloreto
de Metileno e Acetato de Etilo

A secagem por pulverizagdo a temperaturas elevadas pode ter um efeito
prejudicial na proteina e produz particulas proteicas que sdo frequentemente
esferas ocas (Mummenthaier et al., Pharm. Res. 11(1) 12-20 (1994).
Adicionalmente, é dificil recolher as particulas pequenas (1-5 um) necessarias para
microencapsulagéo e 0 rendimento global destas particulas & normalmente muito
baixo (menos de 50%). Uma alternativa a secagem por pulverizagdo a altas
temperaturas € a criodessecagem por pulverizagdo. A criodessecagem por
pulverizagdo de formulagdes de rhGH resulta em particulas finas (2-3 um) que

prontamente se quebram em solidos muito pequenos (menos de 1 pm). Este tipo de
formulagéo solida é preferido para microencapsulagéo numa matriz polimérica uma
vez que pode proporcionar uma carga elevada (capaz de empacotar mais soélido em
microesferas de 30-100 um) de proteina solida dispersa homogeneamente
(explosé&o reduzida devido & suspens&o fina).

A criodessecagem por pulverizagdo de rhGH foi efectuada com as
formulagdes listadas na Tabela Vill. Novamente, foi necessario um tensioactivo
para estabilizar rhGH durante o processo de pulverizagao mas outras proteinas que
nio sejam facilmente desnaturadas através de interacgdes superficiais néo
necessitariam provavelmente da utlizagdo de um tensioactivo. A rhGH
criodessecada por pulverizagéo foi preparada bombeando a formulagdo a 5 mi/min
e operando O pulverizador a 600 I/h tal como utilizado para a secagem por
pulverizagéo a altas temperaturas (Mummenthaler et al., Pharm. Res. 11(1): 12-20,
1994). As solugbes foram pulverizadas para um tabuleiro de metal aberto com
azoto liquido. Apods a pulverizaggo, O tabuleiro foi colocado num liofilizador
previamente arrefecido regulado para -30°C. Deixou-se evaporar o azoto liquido e a
proteina foi entao liofilizada (secagem primaria: -30°C, 13,33 Pa (100 mTorr), 52 h;
secagem secundaria: 5°C, 13,33 Pa (100 mTorr), 18 h). O po final foi entdo
removido e colocado em frascos de vidro selados antes da sua utilizagao.

O po6 de rhGH criodessecado por pulverizagao foi entdo testado quanto a
estabilidade através de tratamento com acetato de etilo e cloreto de metileno. Foi
adicionada uma massa de po criodessecado por pulverizagao equivalente a 10 mg
de rhGH a 2 ml do solvente organico num tubo de ensaio de vidro de 3 ems. A
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suspenséo foi de seguida homogeneizada a 10000 rpm durante 30 s com uma
ponta de homogeneizagdo microfina. Apés a mistura, foram adicionados 20 pl da
suspensdo homogénea a 980 ul de KPO4 5 mM, pH 8 para extrair a proteina. A
concentragdo de proteina extraida foi determinada por absorvancia a 278 nm e a
amostra foi também analisada por cromatografia de exclus@o por tamanhos. Tal
como mostrado na Tabela VI, a formulagdo criodessecada por pulverizagéo
contendo PEG era mais estavel em cloreto de metileno do que a formulagao
contendo Tween 20 tal como observado acima com as formulagoes aguosas. No
entanto, nenhuma das formulagdes originou uma alta recuperagdo de rhGH
monomeérica. Quando estas mesmas formulages foram tratadas com acetato de
etilo, a recuperagdo completa de proteina monomeérica foi alcangada com ambas as
formulagdes. A tre-halose nas formulagbes proporcionou estabilizagéo contra
desnaturagdo em solvente orgénico (acetato de etilo) enquanto que os
tensioactivos estabilizaram a proteina contra desnaturagéo superficial durante a
criodessecagem por pulverizagdo. Assim, as formulagdes criodessecadas por
pulverizagdo contendo tre-halose e um tensioactivo renderdo uma recuperagao
completa de rhGH a partir de acetato de etilo.

Tabela Vili

Estabilidade de formulagdes solidas de rhGH criodessecagem por pulverizagdo em
cloreto de metileno e acetato de etilo.

Proteina SolGvel

Formulagido % de % de % de % de % de
Recuperacdo | Recuperagdo | Agregados Dimeros | Monémero
* (Total) b (Soluvel) Grandes
Testes com Cloreto de Metileno
rhGH 5 mg/mi 37,2 34,0 6,2 8,3 85,5

tre-halose 1,25 mg/mi
Tween 20a 0,2 %

LrhGH 5 mg/mi 68,8 66,8 2,3 15,8 78,8
tre-halose 1,25 mg/ml
PEG (PM 3350) a 0,2%
Testes com Acetato de Etilo
rhGH 5 mg/ml 94,6 117.7 0,5 0,9 98,7

tre-halose 1,25 mg/mi
Tween 20 a 0,2%

rhGH 5 mg/mi 97,7 104,7 0,6 0,0 99,4
tre-halose 1,25 mg/ml
PEG (PM 3350) a 0,2%
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2A recuperagao total de proteina foi definida como a quantidade de proteina extraida para tampéo
ap6s tratamento no solvente organico dividida pela quantidade calculada de proteina adicionada ao
tampao de extracgao (0,02mi x5 mg/ml).
bresultados de SEC-HPLC para proteina extraida para tamp&o apds fratamento com solvente
organico. A percentagem de recuperagdo de proteina soltivel foi definida como a razao entre as
concentragbes da area total do pico da amostra e um padréo de referéncia vezes 100%. As
concentragdes de rhGH de controlo e de amostra foram determinadas por absorvéancia a 278 nm.
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REIVINDICAGOES

1. Método de estabilizagdo de um polipéptido contra desnaturagdo quando
tratado com um solvente organico, em que o método compreende a mistura do
polipéptido com tre-halose, para formar uma mistura; e tratamento da mistura com
um solvente organico.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1 em que o polipéptido € seco ou
liofilizado.

3. Método de formulaggo de um polipéptido compreendendo
(a) mistura do polipéptido huma solugdo aquosa com tre-halose; e
(b) tratamento do polipéptido numa solugdo aquosa com um solvente organico.

4. Método de acordo com a reivindicagéo 3, em que o produto do passo (a) é
seco e reconstituido numa formulagdo aquosa.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 3 ou a reivindicagdo 4
compreendendo ainda a formulag&o do polipéptido para libertagdo controlada.

6. Método de formulagéio de um polipéptido seco para libertagdo controlada
compreendendo
(@ mistura do polipéptido com um excipiente, em que o referido excipiente é
tre-halose; e
(b) tratamento do produto do passo (a) com um solvente organico.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 6, compreendendo ainda a
encapsulagdo do polipéptido numa matriz polimerica.

8. Composigdo para libertagéo controlada de um polipéptido compreendendo
um polipéptido misturado com um excipiente, um solvente organico e uma matriz
polimérica, em que o excipiente € tre-halose e o polipéptido e o excipiente séo
encapsulados na matriz polimérica.

9. Composicao de acordo com a reivindicagdo 8 em que o polipéptido
misturado com o excipiente estad: (i) numa formulagdo aquosa; (i) seco; ou (iii)
liofilizado.
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10. Composigdo de acordo com a reivindicacdo 8 ou a reivindicagdo 9
compreendendo ainda um tampé&o.

11. Composigédo de acordo com a reivindicagdo 10 em que o tamp&o & um
tampéo de fosfato ou succinato.

12. Composigéo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 8 a1
compreendendo ainda um conservante.

13. Método de acordo com a reivindicagéo 7 ou composigdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes de 8 a 10 em que o polimero é um polilactido.

14. Método ou composigéo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
anteriores em que o polipéptido & uma hormona de crescimento ou interferdo gama.

15. Método ou composigdo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
anteriores em que o solvente orgénico & cloreto de metileno ou acetato de etilo.

16. Método ou composigdo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
anteriores em que a razdo em massa de tre-halose para polipéptido é de 100:1 a
1:100.

17. Método ou composigdo de acordo com a reivindicagdo 16 em que a
razio em massa de tre-halose para polipéptido € de 1:1 a 1:10.

18. Método ou composi¢do de acordo com a reivindicagdo 17 em que a
razdo em massa de tre-halose para polipéptido &€ de 1:3 a 1:4.
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