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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

O presente 1invento diz respelto a
um processo para a preparagadc de uma composig¢do "Minor Deter-
minant Mixture" (MDM) liofilizada, estavel a armazenagem, que
pode ser reconstituida com dgua para dar uma solugdo que é
usada para detectar alergia ou hipersensibilidade a penicili-
nas, compreendendo acido benzilpenildico, benzilpenicilina;
acido benzilpenicildico em que pelo menos cerca de 94,5% do
acido benzilpenicildico é o estereoisdmero acido (5R,6R)-ben-
zil-D-penicildico, um sal de metal alcalino; uma substancia

tampao de pH e uma gquantidade de agua criticamente baixa.

SCHWARZ PHARMA AG.

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE UMA COMPOSICAO MDM LIOFILIZADA"
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No processo do invento sdo prepara
dos uma solucdo aquosa de acido benzilpenildico, um sal de me-
tal alcalino e uma substancia tampdo de pH. O dcido benzilpeni
1éico nesta solucdo é neutralizado com hidrdxido de sddio
aguoso. Enquanto se mantém esta solugdo a uma temperatura cer-
ca de 09C até cerca de 52C, sdo realizados os seguintes passos
Primeiro, a benzilpenicilina e o acido benzilpenicildico sédo
dissolvidos na solucdo. O acido benzilpenicildico na solugdo é
neutralizado com hidrdxido de sddio agquoso. Em seguida, o pH
fisioldgico. Esta solucdo é depois filtrada sob condigdes es-
terilizadas. Depois da realizagdao destes processos em gue a SO
lucdo foi mantida a uma temperatura de cerca de 02C até cerca
de 59C, a solucdo é conseguida e congelada em recipientes desi
dratantes. Depois da congelag¢do, a solugdo congelada é liofili

zada.
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DOMINIO DO INVENTO

O presente invento refere-se a
composicdes usadas para datectar alergia ou hipersensibilida-
de as penicilinas e a métodos para a sua preparagdo. Mais es-
pecificamente, o presente invento refere-se a uma composigdo
MDM liofilizada, estavel ao armazenamento que pode ser recons-
tituida com agua e que € usada para detectar alergia ou hiper-
sensibilidade as pinicilinas. O invento refere-se também ao

método de preparac¢ao desta composigao.

BASE DO INVENTO

Infelizmente, o util antibidtico
penicilina induz reacgdes alérgicas em doentes com alergia ou
hipersensibilidade a penicilina. Frequentemente, estas reac-
cdes podem ser severus. Nos piores casos, a penicilina induz-
choque anafilatico resultando na morte devido a colapso cardio
vascular arritmia ventricular ou obstrug¢do respiratdria. Nou-
tros casos menos severas, mas ainda também casos sérios, a pe-
nicilina induz anafilaxia ndo fatal e reacg¢des urticarias
causando borbulhas espalhadas, dificuldades na respiracgao,

ciimbras no abdémem, desmaio, hipotensdo ou arritmia.

A incidéncia de alergia ou hiper-
sensibilidade as penicilas ¢ significativa. Médicos e inves-
tigadores estimam que até 10% de todos os doentes tratados com
penicilina irdo sofrer uma reacgdo alérgica. Destas, 10% sao
ameacas a vida. Ocorrem reacgdes imediatas, ou anafilaxia, em

0,01% de todos os doentes tratados com penicilina. Destas, 9%
das reacgdes alérgicas de anafilaxia provam ser fatais. Mesmo




doentes sem histdéria de alergia ou hipersensibilidade a peni-

cilina estdo em risco, pois ocorreram reacgdes de urticaria

em 4,5% destes doentes.

A alergia ou hipersensibilidade

a penicilina tem sido o principal factor que limita a utilida-
de desta medicagdo por outro lado benéfica. Durante muitos
amos, se um doente tinha uma histdria de alergia ou hipersen-
sibilidade a penicilina, os médicos designariam aqule doente
como "alérgico a penicilina" e retirariam a penicilina daque-
le doente durante toda a sua vida. Em vez de receitar penici-
lina, os médicos tratariam um destes doentes com antibidticos

alternativos.

Apesar da disponibilidade de mui-

tos agentes anti-microbianos novos, a penicilina é ainda o me
dicamento de escolha em algumas situag¢des clinicas. Por exem-
plo, os antibidticos alternativos sdo muito menos eficazes e
menos tolerdveis do que a penicilina para o tratamento de si-
filis na mulher gravida. Como outro exemplo, os antibidticos
alternativos nd3o sdo tdo bem sucedidos como a penicilina para

o tratamento de endocardite bacteriana.

Nas duas ultimas décadas, os mé-
dicos e investigadores descobriram que a alergia ou hipersen-
sibilidade podem ser sobre-diagnosticadas. Se assim é, entdo
muitos doentes considerados como "alérgicos a penicilina'" po-
dem na realidade tomar esta medicagdo com seguranga sem expe-

rimentarem uma reacgao grave.

Portanto, por todas estas razdes,
o mundo da medicina tem investigado muito para encontrar um
método seguro para detectar alergia ou hipersensibilidade a

penicilina.

O mecanismo quimico pelo qual a

penicilina desencadeia reac¢des alérgicas em doentes com aler-
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gia ou hipersensibilidade, e o estado do campo em testes da

pele de "arranhadela" e "intradérmica" para detectar tal aler-

gia ou hipersensibilidade, é extensivamente apresentado na

literatura. As citag¢des que se seguem pretendem ser apenas re-

presentativas e fornecem uma base técnica util no dominio do

invento:
1. Ressler C., Mendelson L.M.: "Skin test for diagnosis of
penicillin allergy - current status". Annals of Allergy

10.

1987; 59:167.

Levino B. B Zolov D.M.: "Prediction of penicillin aller-

A

gy by immunological tests". J. Allergy 1969; 43:231.

Adkinson N.F. Jr., Thompson W.L., Maddrey W.C., e colabo-

1

radores: Routine use of penicillin skin testing as an in-

patient service". N. Engl. J. Med. 1971; 285:22.

Chandra R.K., Joglekar S.A. Tomas E.; "Penicillin allergy".
Arch. Dis. Child 1980% 55:857.

Mendelson L.M., Ressler C., Rosen J.P. e colaboradores:
Routine elective penicillin allergy skin testing in chil-
dren and adolescents: study of sensitization". J. Allergy
Clin. Immunol. 1984; 73:76.

Adkinson, N.F. Jr.: Private Communication, 1981.

Green G.R., Rosenblum A.H., Sweet L.C.: "Evaluation of
penicillin hypersensitivity: value of clinical history

and skin-testing with penicilloylpolylysine and penicillin"
G. J. Allergy Clin. Immunol. 1988; 60: 339.

Sullivan T.J., Wedner H.J., Shatz G. S., e colaboradores:
"Skin testing to detect penicillin allergy." J. Allergy
Clin. Immunol. 1981; 68: 171.

Solley G. O., Gleich G. J., Van Dellen R. G.: "Penicillin

allergy: clinical experience with a battery of skin-test

reagents". J. Allergy Clin. Immunol. 1982; 69:238.

Warrington R. J., Simons F. E. R. Ho H. W., e colaborado-

’




11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

i8.

e

res: "Diagnosis of penicillin allergy by skin testing:
the Menitoba experience." Can. Med. Assoc. J. 1978; 118-
787.

Van Dellen R. G., Walsh W. E., Peters G. A., e colabora-
dores : " Differing patterns of wheal and flare skin reac-
tivity inpatients allergic to the penicillins". J. Aller-
gy 1971: 47: 230.

Sogn D. D., Casale T. B., Condemi J. J., e colaboradores
"Interim results of the NIAID collaborative clinical trial
of skin testing with major and minor penicillin derivati-
ves in hospitalized adults." (abstract) J. Allergy Clin.
Immunol. 1983: 71 (suppl): 147.

Kerns D. L., Shira J. E., Go S. e colaboradores "Ampicil-

lin rash in children: relationship to penicillin allergy

and infectious mononucleosis." Am. J. Dis. Child 1973;
125: 187.
Levine B. B., Ovary Z.: "Studies on the mechanism of the

formation of the penicillin antigen. III. The N-(D-a-ben-
zylpenicilloyl) group as an antigenic determinant respon-
sible for hypersensitivity to penicillin" G. J. Exp. Med.
1961: 114: 875,

Budd M.A Parker C. W., Norden C. W.: "Evaluation of in-

A

tradermal skin tests in penicillin hypersensitivity". J.

Am. Med. Assoc. 1964: 190: 203.

Levine B. B., Redmond A. P.: "Minor haptenic determinant-
-specific reagents of penicillin hypersensitivity in man.

Int. Arch. Allergy” 1969: 35: 445.

Levine B. B., Redmond A. P., Fellner M. J., e colaborado-
res:."Penicillin allergy and the heterogeneous immune res-
ponse of man to benzylpenicillin". J. Clin. Invest. 1966;

45: 1895.

Adkinson N. F. Jr., Spence M., Wheeler B.: "Randomized
clinical trial of routine penicillin skin testing". (abs-

tract) J. Allergy Clin. Immunol. 1984: 73 (suppl.): 163.
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19. Saxon, Beall, Rohr, Adelman:; Am. Internal Med. 1987: 107:
204-215

Ver também as Patentes dos Esta-
dos Unidos da América Nos. 4.316.882, 4.252.784, 4.228.147 e
4.183.910 publicadas por Levine; e as Petentes dos Estados
Unidos da América Nos. 3.979.508 e 3.867.365 publicadas por

Sahmann e Wagle.

Em estudos anteriores, tais como
os atras citados, tem sido demonstrado que guando a penicili-
na e os seus produtos de degradagdo reagem com tecidos huma-
nos, sdo formados imunogenes gque sao capazes de provocar uma
resposta imunoldgica. O grupo predominante ligado ao tecido
€ o benzilpenicildilo. Devido a sua predominancia, é chamado
determinante antigénico principal. A penicilina forma também
determinantes antigénios adicionais em quantidades mais peque-
nas. Por causa destes determinantes se formarem em quantida-
des mais peguenas relativas ao determinante principal, eles
sdo chamados determinantes antigénicos menores. "MDM" repre-

senta "Mixture Determinante Menor'".

As estruturas dos determinantes

de penicilina importantes sao
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Por causa da penicilina reagir
com os tecidos humanos, os doentes que sdo tratados com peni-
cilina desenvolvem anticorpos a medicacdo. A maior parte dos
doentes produzem anticorpos IgG ou IgM. Estes anticorpos néio

induzem imediata hipersensibilidade ou reaccao alérgica.

Outros doentes, porem, desenvol-
vem anticorpos IgE. S3o os anticorpos IgE gue desencadeiam
imediata reaccdo alérgica a penicilina, e estas reacg¢des sao
as mais perigosas. Asgim, a presenca de anticorpos IgE indica

alergia ou hipersensibilidade a penicilina num doente.

Alguns anticorpos IgE sao especi-
ficos para o determinante antigénico principal, benzilpenici-
loilo, e outros anticorpos IgE sdo especificos para os mate-
riais MDM. Embora ambos os determinantes principal e menor pos-
sam provocar reaccdes alérgicos ameagadoras a vida, os mate-
riais MDM estdo associados com a maior parte de reacgdes ime-

diatas severas a penicilina.
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Os reagentes teste que compreen-
dem quer o determinante principal quer os materiais MDM s&o
eficazes para detectar a presenga do anticorpo IgE. O reagen-
te teste mais vulgar para detectar os anticorpos IgE especi-
ficos para o determinante principal é a peniciloil-polilisina.
Este reagente é um conjugado sintético do determinante benzil-

peniciloilo e de um veiculo ndo imunogénico.

Até agora, os reagentes teste
para detectar os anticorpos IgE especificos para os materiais
MDM tém compreendido combinagdes de benzilpenicilina, &cido
benzilpenildico, acido benzilpenicildico, benzilpeniciloil ami-
nas e N-peniciloil aminas de uma amina alifdtica ou de um &ci-
do x-amino. Recentemente, contudo, aprendeu-se que os trés
primeiros dos materiais listados sd3o os determinantes antigé-
nicos menores relevantes, Por causa disto, pensa-se que as
benzilpiniciloil aminas ndo oferecem vantagem clinica para os

testes de pele.

Os testes para alergia ou hiper-
sensibilidade a penicilina usando reagentes dos determinantes
principal e menor sdo seguros e eficazes. Independentemente
de uma histodria anterior de alergia com a penicilina de um
doente, um teste negativo com os dois determinantes principal
e menor-afasta virtualmente uma reacgdo alérgica séria a peni-
cilina. No entanto, reacgdes retardadas de uma espécie muito
menos séria, sdo menos excluidas completamente por um teste ne
gativo. Por outro lado, um teste positivo indica uma grande
probabilidade que o doente seja alérgico ou hipersensivel & pe

nicilina. O risco a penicilina de tais doentes nio deve ser le

vado a cabo.

Apesar da sua eficacia, continham
a existir problemas com as composi¢des MDM usadas para detec-
tar alergia ou hipersensibilidade a penicilina. Em particular

Os materiais MDM sdo instdveis em solugdo devido & degracio

da benzilpenicilina, do acido benzilpenildico e do dcido ben-
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zilpenicildico. Esta degradacdo e devido, em grande parte, a
epimerizagcdo destes meteriais. Por exemplo, a epimerizacdo é
tdo rapida que 34% do &cido benzilpenicildico e 30% do acido
benzilpenildico epimerizam apenas numa hora a temperatura am-
biente. Como resultado, apenas podiam ser usadas com confian-
¢a composicdes MDM preparadas recentemente até HA pouco. Por
causa da instabilidade dos materiais MDM, ndo tém sido encon-

trados comercialmente.

Como revelado anteriormente, cer-
tos materiais MDM podem ser liofilizados com o fim de preparar
composi¢cdes com um armazenamento aceitdvel. A Patente dos
Estados Unidos da América Levine N2 4.316.882 revela uma com-
posicdao MDM liofilizada que compreende a benzilpenicilina,
benzilpeniciloato de sddio e uma N-peniciloil-amina de uma
amina alifdatica ou acido &-amino. Com o fim de obter uma com-
posicdo MDM com um armazenamento aceitavel, estes materiais
sdo liofilizados em recipientes de dose simples e sdo capazes

de reconstituic¢do com um tampdo aquoso mesmo antes de se usar.

Porém, devido a instabilidade ine-
rente dos materiais MDM em solugdao, as composigdoes MDM de Le-
vine devem ser liofilizadas a temperaturas muito frias e, por-
tanto, a velocidades muito lentas. Assim, a liofilizacgdo e
efectuada durante um periodo total de 48 horas. Durante a lio-
filizacdo, a temperatura € mantida entre cerca de -402C duran-
te aproximadamente 10 horas e é depois aumentada 2°2C por hora

até ser atingida a temperatura ambiente.
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RESUMO DO INVENTO

Assim, €& um objectivo do nosso in-
vento providenciar uma composicdo MDM estdvel em armazenamern-
to que possa ser liofilizada a uma temperatura mais elevada e,
portanto, a uma velocidade mais rapida do que as composigdes

conhecidas anterijiormente.

Un objectivo adicional do nosso
invento é providenciar uma composig¢do MDM liofilizada, estdvel
em armazenamento, que possa ser reconstituida com agua para
dar uma solucdo isotdnica de pH fisioldgico que € usada para

detectar alergia ou hipersensibilidade as penicilinas.

Também é um objectivo do nosso in-
vento providenciar um método para a preparagdo destas compo -

sigdes.

Estes e outros objectivos sao
atingidos pelo presente invento como serd evidente a partir

da descricdo seguinte.

Numa prespectiva, as composigoes
do invento compreendem: acido benzilpenildico; benzilpenicili-
na: acido benzilpenicildico; uma quantidade de um sal de me-
tal alcalino eficaz para aumentar o ponto de fusao da compo-
sicdo MDM congelada para que possa ser liofilizada a uma tem-
peratura mais elevada sob condigdes suficientes para evitar a
fusdo ou colapso; uma substancia tampdo - pH numa guantidade
suficiente para gque a substancia tampao-pH e o sal de metal
alcalino deixem a composicdo MDM liofilizada ser reconstitui-
da com Agua para dar uma solucdo isotodnica contendo um pH fi-
siolégico: e uma quantidade de adgua que é suficientemente bai
xa pelo que a degradacdo do acido benzilpenildico, da benzil-
penicilina e do acido benzilpenicildico é substancialmente im

pedido.
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As composigdes do presente invento
sdo preparadas de acordo com um método novo. No método do in -
vento, é preparada uma solucdo aquosa de acido benzilpenildico
de um sal de metal alcalino e de uma substancia tampao-ph. O
acido benzilpenildico nesta solugdo € neutralizado com uma
gquantidade suficiente de hidrdxido de sddio agquoso pelo que a
adicdao do hidrdxido de sédio da uma concentracdao de catides

sédio que impedem efectivamente a epimerizagdo, formando-se
assim um sal estabilizador com os anides do acido benzilpeni-
1dico. A solucao resultante é arrefecida até uma temperatura

de cerca de 092C a cerca de 5¢cC.

Enquanto se mantém esta solugdo a
uma temperatura entre cerca de 02C e cerca de 59C, s3o reali-
zados o0s passos seguintes: Primeiro, a benzilpenicilina e o
dcido benzilpenicildico sdo dissolvidos na solugdo. O acido
benzilpenicildico na solugcido € neutralizado com uma quantida-
de de hidrdxido de sddio aquoso pelo que a adicdo do hidrdxido
de sédio da uma concentracdo de catides sdédio que impedem
efectivamente a epimerizac¢ao, formando-se assim um sal esttbi-
lizador com os anides do sddio benzilpenicildico. Em seguida,
o pH da solucido é ajustado para um pH fisioldgico. Esta solu-
cado é depois esterilizada e filtrada. Esta solucdo filtrada é

depols distribuida em recipientes desidratados.

Depois da realizacdo destes passos
em que a solucadao foi mantida a uma temperatura entre cerca de
02C e cerca de 59C, a solugdo nos recipientes desidratados é
congelada a uma temperatura entre cerca de -452C e cerca de
-152C. Depois da congelacdo, a solugcao congelada € liofiliza-
da sob condicdes efectivas para impedir a fusao e colapso,pe-
lo que se forma um produto liofilizado contendo um conteudo de
agua que € suficientemente baixo para impedir substancialmente
a degradacdo do acido benzilpenildico, da benzilpenicilina e

do &acido benzilpenicildico.
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As composigdes MDM liofilizadas,
estdveis ao armazenamento, do presente invento sdo uteis para
testar doentes para alergia ou hipersensibilidade as penicili

nas de acordo com os métodos teste conhecidos no dominio.

DESCRICAO DETALHADA DAS ILUSTRACOES
PRESENTEMENTE PREFERIDAS

O invento sera mais plenamente
apreciado em vista da seguinte descrigdo detalhada das ilus -

tracdes presentemente preferidas.

A. As composigdes do invento

A deteccdo melhorada de alergia
ou hipersensibilidade as penicilinas pode ser atingida com as
novas composicdes MDM liofilizadas, estaveis ao armazenamento
do presente invento. Estas composigdes compreendem o acido
benzilpenildico, a benzilpenicilina, o acido benzilpenicildi-

co, um sal de metal alcalino, uma substancia tampao de pH e

)
uma quantidade de agua criticamente baixa. As composigdes do
invento sdo caracterizadas por um baixo nivel de epimerizacgdao
dos materiais MDM. Por exemplo, € preferido que as condigdes
gue impedem a epimerizagdo sejam usadas de modo gue pelo me -
nos cerca de 94,5% do acido benzilpenicildico seja o estereo-

isémero &cido (5R, 6R) - benzil - D - penicildico.

Em geral, com o fim de se obter
uma composicdo MDM que seja estavel ao armazenamento, os mate
riais MDM devem ser liofilizados. A liofilizagcdo da um produ-
to contendo uma quantidade de agua que é suficientemente bai-

xa para impedir substancialmente a degradacdo dos materiais
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MDM. Para remover uma gquantidade suficiente de agua, uma com-
posicdo MDM é liofilizada enquanto congelada. O congelamento

é necessdrio porque, enguanto congelada, a composigdo existe
numa forma cristalina a partir da qual a dgua pode ser facil-
mente extraida. Se esta estrutura cristalina ndo é mantida
durante a liofilizacdo entdo ocorre a fusao e colapso, e a com
posicdo MDM ndo pode ser seca suficientemente para se obter
uma composicdo estdvel ao armazenamento contendo um baixo ni-

vel de epimerizacgdo.

As composigdes do invento compreen
dem uma quantidade de um sal de metal alcalino eficaz para au-
mentar o ponto de fusdo da composigdo MDM liofilizada de modo
gque a composicdo possa ser liofilizada a uma temperatura mais
elevada sob as condicgdes suficientes para impedir a fusao ou
colapso. Como resultado, a estrutura cristalina do liofilato
congelado pode ser mantida sobre uma gama de temperaturas mais
elevada do que a estrutura cristalina de uma composigao MDM
que ndo contém o sal de metal alcalino. A 4gua é mais facilmen
te removida do liofilato congelado a estas temperaturas mais
elevadas. Consequentemente, devido a presenga do sal, as com-
posigdes MDM do presente invento liofilizam-se a uma tempera-
tura mais elevada, e, portanto, a uma velocidade mais rapida

do que as composigdes que nao utilizam um tal sal.

Este uso de temperaturas mals ele-
vadas e de uma velocidade mais rdpida de liofilizagdo é vanta-
joso porgue os riscos do produto sofrer colapso sao diminuidas.
Também, a agua é mais facilmente removida da composigao MDM
guando é liofilizada. Por sua vez, a remogao mais eficiente-

de &gua aumenta o armazenamento do produto liofilizado.

Qualquer sal de metal alcalino
funcionarad nas composicdes do invento tal como os cloretos de
metal alcalino. O cloreto de sédio e o cloreto de potassio
sao preferidos, e é particularmente preferido o cloreto de po-

tdssio. O cloreto de potdssio € particularmente bem sucedido
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para uso nas composi¢des do invento porgue este sal origina
uma estrutura cristalina mais ordenada dos materiais MDM con-
gelados do que originam outros sais de metal alcalino. Em adi-
cd3o o cloreto de potassio aumenta a temperatura eutéctica da
matriz congelada mais do que os outros sais de metal alcalino.
Apesar das razdes fisico-quimicas para isto nao serem comple-
tamente compreendidas, estas propriedades de liofilizagao su-
periores do cloreto de potassio resultam na remogdo de agua
mais rapida da matriz congelada e permite ocorrer a liofiliza-

¢cao a temperaturas mais elevadas.

As composig¢oes do invento compreen
dem uma substancia tampdo de pH numa quantidade suficiente de
modo que a substancia tampdo de pH e o sal de metal alcalino
permitem a composicdo MDM liofilizada de ser reconstituida com
dgua para dar uma solucdo isotdnica contendo um valor de pH
fisioldgico entre cerca de 7,3 e cerca de 7,5. O fosfato de
sddio é preferido por causa das suas propriedades tampao de
pH superiores. No entanto, podem ser usadas outras substancias

tampao de pH.

As composigbes do invento compreen
dem uma quantidade criticamente baixa de agua. Sabe-se que a
dgua causa a degradacdo do acido benzilpenildico, da benzilpe-
nicilina e do &dcido benzilpenicildico. Por exemplo, na presen-
ca de agua, o acido benzilpenicildico efectua a epimerizagao
para dar uma mistura de guatro estereoisomeros: o composto
homélogo dcido (5R,6R)-benzil-D-penicildico, o acido: (5S,6R)-
-benzil-D-penicildico, o acido (5R,6S)-benzil-D-penicildico e
o acido (5S,6S)-benzil-D-penicildico. O composto homdélogo epi-
meriza-se completamente em solugdo aquosa para os outros trés

estereoisdmeros dentro de 24 horas a cerca de 4¢9C.

Para ilustrar, o Exemplo I pro-
videncia valores para a degradagdo de ambos benzilpenicilina
e do composto homdlogo do acido benzilpenicildico em solugao

aguosa.
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Estabilidade do Acido Benzilpenicildico e da Benzilpenicilina

em Solugdo Tampdoc de pH

7,3

Constante de

Horas para Atingir

Temperatura velocidade de 12 Perda de Concentra-
Composto oC Ordem calculada kh cdo de 5% 10%
0 0,0015035 34,1 70,1
(5R,6R)-benzil- 5 0,0033819 15,2 31,2
-D-peniciloato 10 0,0073926 6,9 14,3
Hidratado 15 0,0157268 3,3 6,7
monossédico 20 0,0326057 1,6 3,2
25 0,0659659 0,8 1,6
0 0,0000966 531,3 1091,2
0,0001988 258,0 530,0
Penicilina.G 10 0,0003989 128,6 264,1
de Potassio 15 0,0007815 65,6 134,8
20 0,00145963 34,3 70,4
25 0,0028029 18,3 37,6

Neste exemplo, foram testadas as solu-

cdes de (5R,6R)-benzil-D-peniciloato monossddico tetra-hidra -

tado e penicilina G potadssio usando o método de ensaio HPLC

descrito em Vandino,

1316.

W.A.,

e colab.: J.

Pharm. Sci. 1979; 68:
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Os resultados neste exemplo mos-
tram as horas necessarias para se atingir uma perda de concen-
tracio de 5% e 10% da benzilpenicilina e do &acido benzilpeni-

cildico sobre uma gama de temperatura de 02C a 259C.

Através da degradagdo do acido
benzilpenildico, da benzilpenicilina e do acido benzilpenici-
1dico a agua ira diminuir severamente o armazenamento de qual-
quer composig¢do MDM liofilizada. Assim, as composigdes MDM lio-
filizadas, estdveis ao armazenamento, do invento compreendem
uma quantidade de agua que é suficientemente baixa pelo que
a degradacao do acido benzilpenildico, benzilpenicilina e do

dcido benzilpeniciloico ésubstancialmente impedida.

Com o fim de maximizar o armaze-
namento, as composi¢des do invento sao guardadas mais vanta-
josamente em recipientes desidratados gque tém sido secos de
modo a remover substancialmente toda a agua. Assim guardadas,
as composig¢des do invento tém uma estabilidade de cerca de
dois anos a temperatura de cerca de 42C e uma estabilidade de

um ano a uma temperatura proéoxima da temperatura ambiente.

A composigdo preferida compreende:
dcido benzilpenildico de cerca de 1,60 até cerca de 1,85 mo-
les de benzilpenicilina para cada mole de acido benzilpenildi-
co: cerca de 1,0 mole de acido benzilpenicildico para cada mo-
le de acido benzilpenildico:; de cerca de 9,38 até cerca de
10,86 moles de um sal de metal alcalino para cada mole de aci-
do benzilpenildico: e uma quantidade de agua que é suficiente-
mente baixa para que a degradagdo do acido benzilpenildico,
da benzilpenicilina e do &acido benzilpenicildico seja substan-

clialmente impedida.
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EXEMPLO 2

Eficdcia da Mistura Determinante Menor Liofilizada

As composigdes do invento sdo uteis
para testar doentes para alergia ou hipersensibilidade as pe-
nicilinas de acordo com os métodos teste conhecidas no domi-

nio.

Resumidamente, uma composig¢dao MDM
liofilizada preparada de acordo com o Exemplo IV foi guardada
a uma temperatura de cerca de 4¢C durante cerca de uma semana.
Por causa do aumento de estabilidade das composig¢des MDM do
presente invento, os resultados que se seguem também podem ser
alcancados usando uma composicado MbM liofilizada preparada de
acordo com o Exemplo IV que tinha sido guardada a uma tempe-
ratura de cerca de 02C até cerca de 59C durante cerca de dois
anos, ou gque tinha sido guardada a temperatura ambiente apro-
ximadamente até cerca de um ano. Antes do teste, a composicgao
MDM liofilizada foi reconstituida com agua para dar uma solu-
cdo isotdnica contendo um pH fisioldgico de cerca de 7,5. A
concentragdo de ingredientes na solugdo de MDM reconstituida

é a apresentada no Exemplo VII.

O teste de pele foi realizado pe-
los métodos de teste de “"arranhadela" e teste de injeccdo in-
tradérmica. O teste de "arranhadela" envolvia arranhadela su-
perficial da pele e cobertura da area arranhada com uma gota
de solugdao de MDM. Se os resultados do teste de "arranhadela"
eram negativos, entdo o teste de "arranhadela" era seguido por
teste de injecgdo intradérmica. O teste intradérmico era uma
injecgdo de cerca de 0,010 ml até cerca de 0,050 ml da solugido
MDM. Os fornecimentos clinicos eram guardados a uma temperatu-

ra de cerca de 09C até cerca de 592C antes do uso.
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Na realizagdo destes testes, um
teste de pele positivo, que é diagndstico para alergia a peni-
cilina, foi interpretado de acordo com as linhas gerais conhe-
cidas para os reagentes teste de pele. Quando estes resulta-
dos sdo positivos, o desafio a penicilina de tais doentes nio
pode ser levado a cabo eticamente. Um teste negativo indicava

reacgao nula para o teste de pele pontual.
Nestes testes todos os doentes ti-

nham uma histdéria de alergia a penicilina. Os esultados sio

apresentados na tabela seguinte.

Resultado do teste

de pele com MDM recen- Peniciloil
Doente MDM Liofilizada temente preparada Polilisina
1 Negativo Negativo Negativo
2 Negativo Negativo Negativo
3 Positivo Positivo Negativo
4 Positivo Positivo Negativo
5 Positivo Positivo Positivo
6 Positivo Positivo Positivo
7 Negativo Negativo Positivo
8 Negativo Negativo Positivo

Os valores ilustram a eficacia
das composigdes MDM do presente invento. Mais especificamente
estes resultados mostram que, depois da armazenamento prolon-
gado, as composig¢des do invento sao tao efectivas quanto é
uma composi¢cdao MDM preparada recentemente. A utilidade das

composigdes MDM do invento é salientado pela sua capacidade
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para detectar individuos com alergia ou hipersensibilidade
cuja alergia ou hipersensibilidade nado pode ser detectada com

peniciloil polisina.

B. O método do Invento

No método do invento, é prepara-
da uma solucdo aquosa compreendendo acido benzilpenildico, um

sal de metal alcalino e uma substancia tampao de pH.

De preferéncia, esta solugdo com-
preende de cerca de 9,38 até cerca de 10,86 moles do sal de
metal alcalino para cada mole do acido benzilpenildico, e cer-
ca de 1,0 mole da substancia tampdo de pH para cada mole do

acido benzilpenildico.

0 acido benzilpenildico nesta so-
lucdo é neutralizado com uma quantidade suficiente de hidré-
xido de sédio pelo que a adicdo do hidrdxido de sdédio da uma
concentracido de catides sddio que é efectiva para formar um
sal soluvel e estabilizante com os anides do acido benzilpe-
nildico. A andlise racional para esta neutralizagdo € que, em
solucido aquosa, o acido benzilpenildico dissocia-se num catiado
hidrogénio e um anido do acido benzilpenilodico, levando cada
i3o uma carga electrica simples. Nesta forma, o acido benzil-
penildico e especialmente susceptivel de degradagao em solugao
aguosa. Assim, para estabilizar o anido do acido benzilpeni-
1dico, estas cargas eléctricas devem ser neutralizadas. Isto é

realizado através da adicido do hidrdxido de sdédio.

Apesar de tambem poderem ser usa-

das para a neutralizacgdo outras, bases, o hidrdxido de sddio
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é particularmente bem sucedido para uso no invento. Em geral
em solucdo aquosa, o hidrdxido de sdédio dissocia-se num ca-
tido sdédio e num anido hidrdxido, contendo cada ido uma carga
eléctrica simples. Por causa de cada ido do hidréxido de sddio
conter uma carga simples que é igual a, mas opostas, cargas
Yevadas pelos ides do acido benzilpenildico, o hidrdxido de
sddio é ionicamente compativel com o método do invento. Além
disso, o catido sddio, em particular é critico pelas suas ca-

racteristicas de grande dimensdo idnica em solucdo agquosa.

Quando é adicionado hidrdxido de
sddio a solucido aquosa, o anido hidrdxido neutraliza o catido
hidrogénio e o catido sddio forma um sal estdvel com o anido
do &dcido benzilpenildico. Depois da adigdo do hidroxido de
sédio, a concentracdo do catido sddio na solucdo deve ser de
cerca de 95% até cerca de 110% da concentragdo do anido do aci-
do benzilpenildico para a neutralizag¢do do acido benzilpeni-

16ico ser efectiva.

Depois da neutralizacao, a solugao
é arrefecida até uma temperatura de cerca de 0QC até cerca de
52C. Enguanto se mantém a solugao a uma temperatura a uma tem-
peratura entre cerca de 02C e cerca de 52C, a benzilpenicili-
na e o acido benzilpenicildico sdo dissolvidos na solugdo. De
preferéncia, a solugdo resultante, compreende de cerca de 1,60
até cerca de 1,85 moles de benzilpenicilina para cada mole de
dcido benzilpenildico e cerca de 1,0 mole de acido benzilpeni-
cildico para dar cada mole de acido benzilpenildico. Como foi
feito com o dcido benzilpenildico, o acido benzilpenicildico
€ neutralizado por adicdo de uma quantidade suficiente de hi-
drdxido de sddio pelo gue, a adigdo do hidrdxido de sdédio da
uma concentracido de catides sddio que é efectiva para formar
um sal estavel com os anides do acido benzilpenicildico. De-
pois da neutralizacdo, a concentragao dos catides sdédio re-
sultantes desta adigdo do hidrdxido de sddio deve ser de cerca

de 95% até cerca de 110% da concentrac¢do do anido do acido

benzilpenicildico para a neutralizacdo ser efectiva.
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Enquanto se matém a solugdo a uma
temperatura entre cerca de 09C e cerca de 59C, o pH é ajusta-
do para um valor de pH fisioldgico de cerca de 7,3 até cerca
de 7,5. Este ajustamento do pH deve ser realizado com solugdes
aquosas guer de hidrdxido de sdédio quer acido cloridrico. De-
pois do ajustamento do pH, a solugdo €& filtrada esterilizada
enquanto se continua a manter uma temperatura entre cerca de
02C e cerca de 52C. Depois da filtracao, a solugdo e distri-

buida em recipientes desidratados.

Depois da realizag¢ao destes passos
em que a solugdo é mantida a uma temperatura de cerca de 09C
até cerca de 59C, a solu¢do nos recipientes desidratados é
congelada a uma temperatura de cerca de -452C até cerca de --
-159C. De preferéncia, a solugdo deve ser congelada durante

um periodo de cerca de 20 até cerca de 30 minutos.

Depois da dissolugdo do acido ben-
zilpenicildico na soluc¢do, a solugdo deve-ser mantida a uma
temperatura de cerca de 02C até cerca de 52C durante um perio-
do de tempo suficientemente breve continuando na referida con-
gelagcdo com o fim de impedir substancialmente a epimerizacgao
de mais do que cerca de 5,5% do estereoisdmero (5R,6R)-benzil-
-D-acido penicildico. O impedimento deste grau de epimeriza-
¢3o pode ser realizado se a solucido é congelada dentro de cer-
ca de 15 horas depois da dissolugdo do acido benzilpenicildi-

Cco.

Depois do congelamento, a solucgao
congelada é liofilizada sob condic¢des efectivas para impedir
a fusdo ou colapso, pelo que é formado um produto liofilizado
contendo um conteudo de agua que € suficientemente baixo para
impedir substancialmente a degradag¢io do acido benzilpenildi-
co, da benzilpenicilina e do acido benzilpenicildico. Em ge-
ral, podem ser usados noutros sistemas liofilizados no método
do invento. Como um exemplo, no método preferido, a solucgao

congelada € primeiro liofilizada durante cerca de 8 até cerca




A

de 13 horas a uma temperatura de cerca de -452C até cerca de
-152C sob um vacuo :de cerca de 15 até cerca de 30 microns.
Enquanto se mantém este vacuo, a solugdo congelada é depois
liofilizada durante cerca de 7 até cerca de 14 horas a uma
temperatura de cerca de 02C até cerca de 59C durante um tempo

total de secagem de cerca de 20 até cerca de 22 horas.

Depois da liofilizagdo, o vacuo
nos recipientes desidratados é interrompido de preferéncia
usando filtragdo, seco sob azoto. Os recipientes desidratados
devem ser selados imediatamente depois de interrompido o va-
cuo. Depois da selagem, os recipientes devem ser guardados a
uma temperatura de cerca de 092C até cerca de 59C durante pe-
riodos de tempo prolongados até cerca de 2 anos ou guardados
a uma temperatura proxima da temperatura ambiente durante pe-

riodos de tempo prolongados até cerca de um ano.

Os recipientes desidratados usa-
dos no método do invento podem ser gqualquer recipiente que
possa ser desidratado adequadamente. Por exemplo, as composi-
cbes MDM liofilizadas do invento podem ser preparadas e guar-
dadas em ampolas de vidro seladas ou em recipientes com tampa
de borracha. No caso de recipientes com tampa de borracha, o
dominio anterior ni3o ensina qualgquer tratamento especial das
rolhas de borracha. Observamos no entanto, que autoclonando
as rolhas de borracha para a esterilizagao, i. e., esterili-
zando as rolhas de borracha com vapor aquecido sob pressao,
faz com gue a agua seja absorvida pelas rolhas. Se nao & seco
a uma temperatura elevada, esta agua ird sair das rolhas de
borracha e entra no produto liofilizado. Se isto acontecer, a
dgua ira causar a degradacdo do acido benzilpenildico, da ben-
zilpenildico, da benzilpenicilina e do &cido benzilpenicildi-
co devido as reaccdes quimicas. Para evitar este problema, as
rolhas de borracha e recipientes devem ser secos a uma tempe-
ratura de cerca de 1609C durante cerca de 1 até cerca de 2

horas.
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As composi¢Oes MDM liofilizadas
do presente invento devem ser estdveis ao armazenamento até
cerca de 2 anos quando guardadas a uma temperatura de cerca
de 09C até cerca de 52C e serdo também estdveis do armazena-
mento até cerca de um ano quando guardadas a temperatura am-
biente aproximada. Quando reconstituida com agua, a solugdo
aquosa resultante da composig¢ao MDM deve ter um valor de pH

fisioldgico de cerca de 7,3 até cerca de 7,5.

EXEMPLO III

Estabilidade de MDM: Efeito das Rolhas de borracha nao secas

Neste exemplo, as composicdes MDM
_iofilizadas preparadas.de acordo com o Exemplo IV foram colo-
cadas em recipientes contendo quer rolhas de borracha secas
guer ndo secas. As amostras foram reconstituidas e testadas
usando o método de ensaio HPLC descrito em Vandino, W. A., e

colab.: J. Pharm. Sci. 1979; gg: 1316. Os resultados sao apre-

sentados na tabela seguinte.
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Quantidade Quantidade
Amostral Composto Inicial (%) Restante2 Variagdo
Rolhas nao Penicilina 100 68,4 -31,6
secas X1 Peniciloato 100 115,0 +15,0
Peniloato 100 98,7 -1,3
Rolhas Penicilina 100 97,5 -2,5
secas X5 Peniciloato 100 97,8 - 2,2
Peniloato 100 104,06 + 4,6

1. Rolhas de borracha a 1602C durante 1-2 horas e rolhas ndo secas foram

secas ao ar depois de autoclovadas.

2. X1 ensaiadas 4 meses depois de gﬁardadas a temperatura ambiente. X5

ensaiadas 10 meses depois de guardadas a temperatura ambiente.

Estes valores mostram gque quando
foram usados rolhas de borracha ndo secas na preparagao de
composicdes MDM liofilizadas, a benzilpenicilina, o dacido ben-
zilpenildico e o acido benzilpenicicldico sofriam degradacgdao
substancial, reduzindo assim a vida de armazenamento da com-
posicdo MDM liofilizada. Apenas depois de 4 meses, foi verifi-
cados um aumento de 10 vezes na quantidade de benzilpenicilina
perdida gquando foram usadas rolhas de borracha ndo secas quan-
do comparado com os casos em gue foram usadas rolhas de bor-

racha secas.
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EXEMPLO IV

Preparacdo de uma composicdo MDM liofilizada, estzvel ao arma-
zenamento que pode ser reconstituida com agua para dar uma so-
lucdo que é usada para detectar Alergia ou Hipersensibilidade

a Penicilina

Em primeiro lugar, todo o mate-
rial de vidro e utensilios foram depirogeneizados antes do uso.
O enchimento e manuseamento de recipientes abertos foi feito

sob condicdes asépticas, livres de particulas.

Foram preparadas solugodes aguosas
de hidrodxido de sdédio 0,1'M e acido cloridrico 0,1M. Na pre-
paragdo da solugdo de hidrdxido de sddio, foi pesado 1,00 gra-
ma de hidréxido de sdédio e colocado num baldo volumétrico de
250 ml. O hidrdxido de sddio no baldo foi depois diluido até a
marca com agua para injeccdo. Na preparacido da solugdo de aci-
do cloridrico, foi pipetado 0,83 ml de &cido cloridrico con-
centrado num baldo volumétrico de 100 ml. O &acido cloridrico
neste baldo foi depois diluido até a marca com agua para in-

jecgao.

Em seguida, foram colocados 1,632
gramas de adcido benzilpenildico, 3,680 gramas de cloreto de
potdssio e 0,710 gramas de fosfato de sddio anidro, dibdasico,
num cilindro graduado. Foi também colocado uma pequena barra
de agitacdo magnética, com 25 mm de comprimento por 9 mm de

didmetro, no cilindro graduado para realizar a mistura.

Depois disto, foili adicionado 44,0
ml da solucdo de hidréxido de sdédio 0,1M ao cilindro graduado
com o fim de neutralizar e dissolver o acido benzilpenildico.
O interior do cilindro graduado foi depois lavado com 10 ml de

agua para injeccio pelo que todos os ingredientes solidos es-
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tavam em solucdo. Esta solucdo foi arrefecida num banho de ge-

lo a uma temperatura de cerca de 092C até cerca de 59C.

Enquanto se mantem a solugao no
cilindro graduado a uma temperatura de cerca de 02C até cerca

de 5¢ecC foram adicionados 3,136 gramas de benzilpenicilina de

potassio (penicilina G potdssio) ao cilindro graduado. Depois
da adigdo da benzilpenicilina, o interior do cilindro graduado
foi lavado com 10 ml de Agua para injecg¢do. A solucdao foi de-
pois misturada até ser completa a dissolugao da benzilpenici-

lina.

Continuando a manter a solucgao
a uma temperatura de cerca de 09C até cerca de 52C, foi adicio-
nado 2,232 gramas de benzilpeniciloato monossddico tetra-hidra-
tado a solucdo no cilindro graduado. Depois de adicionar o aci-
do benzilpenicildico, o interior do cilindro graduado foi la-
vado com 10 ml de agua para injeccdo. A solugao foi depois
agitada até ser completa a dissolugdo do acido benzilpenici-
léico. Depois da dissolucido do acido benzilpenicildico, foi
adicionado 48,0 ml de solucao de hidrdxido de sdédio 0,1M com

o fim de neutralizar o acido benzilpenicildico.

Em seguida, enguanto se continua a
manter a solucdo a uma temperatura de cerca de 02C até cerca
de 59C, o pH da solugdo foi ajustada até cerca de 7,30 com hi-
dréxido de sdédio 0,1M ou acido cloridrico 0,1M usando uma com-
binacdo de eléctrodo de pH lavado com agua para injecgdo. De-
pois de ser feito o ajustamento do pH, o eléctrodo de pH foi

lavado com agua para injeccdo e removido do cilindro graduado.

Depois disto, enguanto se continua
a manter a solucdo a uma temperatura de cerca de 02C até cerca
de 59C, a sclucido foi diluida até ao volume final, dando a so-
lucido para liofilizacdo. Para realizar esta, a barra de agita-
cdo foi elevada da solucdo usando um magnete que foil colocado

contra o exterior do cilindro graduado. Depois da remocgdo da
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barra de agitacdo, foi adicionado Aagua para injecgao até o vo-
lume da solucdo no cilindro graduado ser de 200 ml seguindo
esta diluicd3o, a barra de agitagdo foi outra vez descida na
solucao e depois misturou-se completamente, O exemplo V apre-
senta as concentracdes de ingredientes na solucdo para liofi-

lizagdo.

Enquanto se continua a manter a
solucdo para liofilizar a uma temperatura de cerca de 092C até
cerca de 52C, a solucdo foi filtrada e esterilizada através
de um fluxo laminar com membrana de 47 mm de didmetro, 0,2 mi-
crons, de uma "hotte" livre de poeiras (de alta eficiéncia;
HEPA). O uso de uma "hotte" HEPA permitiu o manuseamento de
materiais livres de particulas. O filtro foi depois lavado com
cerca de 30 ml da solugdo. Algum deste filtrado inicial foi
recolhido num recipiente para andlise por HPLC. Depois de re-
colher este filtrado, foi distribuido porgdes de cerca de 9 ml
até cerca de 10 ml de solucdo filtrada em recipientes com soro
esterilizado usando um cilindro graduado de 10 ml esteriliza-
do. Entretanto, foi realizado o teste de integridade da mem-
brana no ponto de "bolha" no filtro de acordo com as direcgdes
do fabricante. O fim deste teste de integridade era assegurar
gue nio houvessem fendas, buracos, ou outros defeitos no fil-
tro. De preferéncia, os recipientes de soro esterilizado de-
vem ser prontamente selados e colocados num congelador com
-102C enguanto se realiza o teste de integridade da membrana

no ponto de borbulhar.

Em seguida, os recipientes desi-
dratados foram cheios com a solucdo para liofilizar. O enchi-
mento dos recipientes desidratados foi realizado numa "hotte"
HEPA de fluxo laminar. Para realizar isto, foi derretido num
banho de gelo um recipiente da solugao do congelador a -109C.
Enguanto a solucdo no recipiente foi derretendo, foram colo-
cados num recipiente de metal varios recipientes de 2 ml. Estes

recipientes de 2 ml foram depois arrefecidos colocando o re-

cipiente de metal em gelo esmagado. Depois de derreter a solu-




¢do para liofilizagdo até uma temperatura de cerca de 02C até
cerca de 59C, e sem demora, foram distribuidas por¢des da so-
lugdo para liofilizacdo de cerca de 0,100 ml até cerca de
0,105 ml nos recipientes de 2 ml arrefecidos usando uma pipe-
ta contendo uma ponta de propileno previamente autoclavada.
Em seguida, foram colocados as rolhas de borracha secas nos
recipientes de 2 ml. As rolhas de borracha tinham sido secas
a 1602C durante cerca de 1 a 2 horas antes do uso. Depois dos
recipientes tapados, foram transferidos entre cerca de 35 a
40 recipientes para Stoppering-Tainers arrefecidos em gelo-
-esmagado (Sistemas FTS, Inc., Stone Ridge, NY) usando pinc¢as
compridas. Os conteudos de cada um dos recipientes de 2 ml

foram listados no Exemplo VI que se segue.

Depois do enchimento dos reci-
pientes, foi congeleda a solucao para liofilizacdo. Para rea-
lizar isto, foi preparado um banho de lama de cerca de -50¢9C
até cerca de -409C, por arrefecimento de uma mistura de 60%
de etileno glicol e 40% de agua (as percentagens sao em peso)
com pastilhas de gelo seco. Depois da preparacao do banho de
lama, a solugdo para liofilizagao contida nos recipientes de
2 ml foi congelada por imersao dos "Stoppering-Tainers" no

banho de lama durante cerca de 30 minutos.

Depois do congelamento, foi rea-
lizada a liofilizacao. A liofilizagdo ocorreu em duas fases.
Primeiro, na fase de secagem primario, a solucido congelada
foi liofilizada a uma temperatura de cerca de -4592C até cerca
de -159C durante cerca de 8 até cerca de 13 horas. Como medido
por um mandmetro de McLeod. o vacuo durante a fase de secagem

primdria era de cerca de 15 até cerca de 30 microns.

A fase de secagem priméaria foi
seguida por uma fase de secagem secunddria. Durante esta fase
a solugao congelada foi depois liofilizada a uma temperatura

de cerca de 09C até cerca de 592C durante cerca de 7 até cerca

de 14 horas sob um vacuo de cerca de 15 até cerca de 30 microns
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como medido por um mondmetro de McLeod. O tempo total de se-
cagem para as duas fases foi de cerca de 20 até cerca de 22

horas. Pensa-se que as condig¢des para liofilizacdo podem ser
variadas desde que a estabilidade do produto fique inaltera-

vel.

Depois da liofilizacdo, o tubo
de vacuo dando para os "Stoppering-Tainers" foi fixado e os
"Stoppering-Tainers" foram removidos do sistema. Em seguida,
foi interrompido o vacuo nos "Stoppering-Tainers" com azoto
seco por um filtro molecular e filtrado através de uma unida-
de de filtro (Millex - GF50, Millipore Corp., ou equivalente)
de 0,2 micron esterilizado e de 50 mm de didmetro. Em seguida
os recipientes de 2 ml dentro dos "Stoppering-Tainers" foram
selados fazendo girar o manipulodo "Stoppering-Tainer" no sen-
tido contrdrio ao dos ponteiros do reldgio para conduzir a
placa que tapa para baixo. Depois da selagem dos recipientes
de 2 ml, estes recipientes foram inspeccionados. Qualguer re-
cipiente gque tinha um residuo em pd na tubuladura era despre-
zado. Tal residuo é indesejdvel, por que o residuo baixa a
qualidade do selo dos recipientes de 2 ml. Depois de tapar e
marcar os recipientes de 2 ml, estes recipientes foram guar-
dados a uma temperatura de cerca de 02C até cerca de 59C. Os
recipientes também podiam ter sido guardados a temperatura

ambiente aproximada durante cerca de um ano.

Quando a composicidao MDM liofili-
zada, estavel a armazenagem num dos recipientes de 2 ml foi
reconstituido para 0,25 ml com agua, a solucdo MDM isotdnica
resultante tinha um valor de pH fisioldgico de cerca de 7,5.
A concentragao de ingredientes numa destas solucdes reconsti-

tuidas é fornecida no Exemplo VII.
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EXEMPLO V

Concentragdo de Ingredientes na solugdo MDM para Liofilizacao

Composto Concentragao
Kcido benzilpenicildico 25,0 mM
Benzilpenicilina 42,1 mM
Acido benzilpenildico 25,0 mM
Cloreto de Potdassio 246,8 mM
Fosfato de Sddio 25,0 mM

EXEMPLO VI

Conteudos de Cada Recipiente Contendo Solucdo Congelada para

Liofilizacgdo

Cada recipiente contem o seguinte:

Volume de solugdo para liofilizagao 0,10 ml
Cloreto de potdassio 1,840 mg
Fosfato de sddio anidro, dibasico 0,355 mg
Acido benzilpenildico monohidratado 0,816 mg
Benzilpenicilina de potassio 1,568 mg

Benzilpeniciloato Monossddico tetra-hidratado 1,116 mg
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EXEMPLO VII

Concentracdo de Ingredientes em:solucao MDM Reconstituida

Quando reconstituida para 0,25 ml

com Agua, as concentra¢des em cada recipiente s3o:

Composto Concentracgao
Acido benzilpenildico 10,0 mM
Benzilpenicilina 16,8 mM
Acido benzilpenicildico 10,0 mM
Cloreto de potassio 98,7 mM
Fosfato de sdédio 10,0 mM

A solugdo MDM isotdnica resultan-

te terd um pH de cerca de 7,5.

Foi assim apresentado e descrito
uma nova composicdo MDM liofilizada, estdvel ao armazenamento
e o método para a sua preparagdo. A descricido anterior da
ilustragao preferida do invento fol apresentada com o objec-
tivo de ilustracdo e descricdo. Nao se pretendem ser exausti-
vo ou limitar o invento & forma precisa descoberta. As pessoas
experientes no dominio reconhecerd3o que sdo possiveis muitas
modificacdes, variacgdes e adaptag¢des. Assim, todas estas al-
teragdes, modificacdes, variagOes e outros usos e aplicacodes
que n3o se afastem do espirito e ambito do invento sdo supos-
tas cobertaos pelo invento que esta apenas limitado pelas

Reivindicagdes gue se seguem.




REIVINDICACOES:

12. - Processo para a preparagdo de uma composigao
"Mistura Determinante Menor" (MDM), estavel a armazenagem, gue
pode ser reconstituida com dgua para dar uma solugdo que & usada
para detectar alergia ou hipersensibilidade a penicilina,

caracterizado por compreender os passos de:

(a) preparacdo de uma solucdo aquosa de acido benzilpenildi-
co, de uma sal de metal alcalino e de uma substédncia tampao

de pH;

(b) neutralizacdo da solucdo do passo (a) com uma quantidade
suficiente de hidréxido de sédio aquoso para que a adigao do
hidrdéxido de sédio dé uma concentracdo de catides sdédio que
é efectiva para formar um sal estdvel com os anides do acido

benzilpenildico;

(c) arrefecimento da solucao do passo (b) para uma tempera-

tura de cerca de 0°até cerca de 5°

(d) realizacao dos passos seguintes enquanto se mantém a
solucdo do passo (c) a uma temperatura de cerca de 0°C até

cerca de 5°C:

(1) dissolucgdo da benzilpenicilina e do dcido benzilpe-

nicildico na solucdo resultante do passo (c):;

(ii) neutralizacdo do acido benzilpenicildico na
solucdo resultante do passo (d) (i) com uma gquantidade
suficiente de hidroxido de sédio aquoso pelo dque a
adicdo do hidrdxido de sodio d& uma concentracao de
catides sdédio que é efectiva para formar um sal estdvel

com oS anides do dcido benzilpenicildico;

(iii) ajustamento do pH da solugao resultante do passo
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(d) (ii) para pH fisiolédgico;

(iv) filtracdo estéril da solugdo resultante do passo

(d) (iii); e

(v) distribuicdo da solucgdo filtrada resultante do

passo (d) (iv) em recipientes desidratados;

te} congelacgdo da solugdo nos recipientes desidratados a uma

temperatura entre cerca de -452C e cerca de -159C; e

(f) liofilizagdo da solugdo congelada sob condic¢des eficazes
para evitar a fusdo e colapso, peloc gue um produto liofiliza-
do € formado contendo um conteudo de agua que é suficientemen-
te baixa para evitar substancialmente a degradac¢ao do dacido
benzilpenildico, da benzilpenicilina e do acido benzilpenici-

l1dico.

2a., - Processo para a preparagao
de uma composigcdo MDM liofilizada, estavel a armazenagem, de
acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por o sal de me-

tal alcalino ser um cloreto de metal alcalino.

32, - Processo para a preparagao
de uma composi¢cdo MDM liofilizada, estdvel a armazenagem, de
acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por o sal de me-

tal alcalino ser cloreto de potassio.

42, - Processo para a preparacao
de uma composicdo MDM liofilizada, estavel a armazenagem, de
acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por o sal de me-

tal alcalino ser cloreto de sddio.
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58, - Processo para a preparacgao
de uma composicdo MDM liofilizada, estdvel a armazenagem, de

tampdo de pH ser fosfato de sddio.

62, - Processo para a preparacao
de uma composicdo MDM liofilizada, estavel a armazenagem, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por pelo menos
cerca de 94,5% do acido benzilpenicildico ser o estereoisome-

ro acido (5R,6R)-benzil-D-penicildico.

7a. - Processo para a preparagao
de uma composicdo MDM liofilizada estavel a armazenagem, de
acordo com a reivindicacgao 1, caracterizada por compreender
também a conversdo da solucdo formada no passo (d) (i) a uma
temperatura de cerca de 09C até cerca de 52C durante um perio-
do de tempo suficientemente breve antes do prosseguimento no
passo (e) para impedir a epimerizag¢do de mais do que cerca de

5,5% do estereoisdémero acido (5R,6R)-benzil-D-penicildico.

82. - Processo para a preparagao
de uma composicdo MDM liofilizada, estavel a armazenagem, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por durante a re-
ferida liofilizagdo, a solugdo congelada ser primeiro liofi-
lizada durante cerca de 8 até cerca de 13 horas a uma tempe-
ratura entre cerca de -459C e cerca de -1592C e ser também lio-
filizada durante cerca de 7 até cerca de 14 horas a uma tem-
peratura de cerca de 02C até cerca de 59C sob um vacuo de
cerca de 15 até cerca de 30 microns durante um tempo de seca-

gem total de cerca de 20 até cerca de 22 horas.

92, - Processo para a preparagao

de uma composicdo MDM liofilizada, estavel a armazenagem, de
acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado por compreender




também os passos de interromper o vdcuo nos recipientes desidra-

tados com azoto seco, filtrado.

102, - Processo para a preparacdo de uma composicao MDM
liofilizado, estdvel a armazenagem, de acordo com a reivindicacao
9, caracterizado por compreeder tambvém os passos de selagem dos
recipientes desidratados imediatamente depois do interromper do

vdcuo.

11*., - Processo para a preparacdo de uma composicao
“"Mistura Determinante Menor" (MDM) liofilizada, estdvel & armaze-
nagem, que pode ser reconstituida com dgua para dar uma solugao
que é usada para detectar alergia ou hipersensibilidade a penici-

linas, caracterizado por compreeder os passos de:
(a) preparacao de uma solugao aquosa compreendendo:
(1) dcido benzilpenildico

(2) de cerca de 9,38 até cerca de 10,86 moles de um sal

de metal alcalino para cada mole do dcido benzilpenildico; e

(3) cerca de 1,0 mole de uma substédncia tampdo de pH

para cada mole de dcido benzilpenildico;

(b) neutralizagdo do dcido benzilpenildico na solucdo de (a)
com uma guantidade suficiente de hidrdxido de sédio aquoso
para dar uma concentracado de catides sdédio que é efectiva
para formar um sal estdavel com os anides do dcido benzilpe-

nildico;

(c) arrefecimento da solugdo resultante do passo (b) até uma

temperatura de cerca de 0°C a cerca de 5°C;
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(d) realizacdo dos passos seguintes enquanto se mantém
a solucdo do passo (c) a uma temperatura de cerca de

02C até cerca de 59C;

(i) dissolugdo de cerca de 1,60 até cerca de 1,85
mole da benzilpenicilina para cada mole de acido
benzilpenildico na solugdo resultante do passo

(c):

(ii) dissolucdo de cerca de 1,0 mole do acido ben-
zilpenicildico para cada mole de acido benzilpe-

nildico na solugdo resultante do passo (d) (1);

(iii) neutralizacdo do acido benzilpenicicldico
com uma quantidade de hidrdxido de sdédio agquoso
suficiente para dar uma concentragdo de catiodes
sédio que é efectiva para formar um sal estavel

com os anides do &cido benzilpenicildico;

(iv) ajustamento do pH da solugao resultante do
passo (d) (iii) para um valor de cerca de 7,3 ate

cerca de 7,5; e

(v) filtracao estéril da solugado resultante do

passo (d) (iv);

(vi) conservacao da solugao filtrada resultante

do passo (d) (v) em recipientes desidratados;

(e) congelacdo da solugdo nos recipientes desidrata-
dos a uma temperatura de cerca de -459C até cerca de

-159C durante cerca de 30 minutos;

(f) liofilizacdo da solug¢do congelada, em gue durante

a referida liofilizacdo, a solucgdo congelada é primei-
ro liofilizada durante cerca de 8 até cerca de 13 ho-
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ras a uma temperatura entre cerca de -459C e cerca de
-1529C sob um vacuo de cerca de 15 até cerca de 30 mi-
crons, e é também liofilizada durante cerca de 7 ate
cerca de 14 horas a uma temperatura entre cerca de
09C e cerca de 592C sob um vdacuo de cerca de 15 ateé
cerca de 30 microns durante um tempo de secagem total

de cerca de 20 até cerca de 22 horas.

12a., - Processo para a prepara-
cdo de uma composicdao MDM liofilizada, estavel a armazenagem,
de acordo com a reivindicacao 11, caracterizado por o sal de

metal alcalino ser um cloreto de metal alcalino.

13a, - Processo para a prepara-
¢do de uma composicdo MDM liofilizada, estavel a armazenagem,
de acordo com a reivindicacado 11, caracterizado por o sal de

metal alcalino ser cloreto de potassio.

l14a. - Processo para a prepara-
cdo de uma composigdo MDM liofilizada, estavel a armazenagem,
de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado por o sal de

metal alcalino ser cloreto de sdédio.

15a. - Processo para a prepara-
c3o de uma composicdo MDM liofilizada, estavel a armazenagem,
de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado por a substéan-

cia tampdo de pH ser fosfato de sddio.

lea. - Processo para a prepara-
cdo de uma composicao MDM liofilizada, estdvel a armazenagem,

de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado por pelo me-
nos cerca de 94,5% do acido benzilpenicicldico ser o estereo-




isémero dcido (5R,6R)-benzil-D-penicildico.

172. - Processo para a preparagdo de uma composicao MDM
liofilizada, estdvel a armazenagem, de acordo com a reivindicacao
11, caracterizado por compreender também a conservagao da solugao
aquosa formada no passo (d) (i) a uma temperatura de 5°C durante
um periodo de tempo suficientemente breve antes do prosseguimento
no passo (e) para impedir a epimerizacdo de mais do que cerca de

5,5% do estereoisodmero dcido (5R,6R)-benzil-D-penicildico.

182. - Processo para a preparac¢ao de uma composicao MDM
liofilizada, estdvel a armazenagem, de acordo com a reivindicacgao
11, caracterizado por compreender também os passos de interrupcdao

do vdcuo nos recipientes desidratados com azoto seco, filtrado.

19:. - Processo para a preparacgao de uma composicao MDM
liofilizada, estavel & armazenagem, de acordo com a reivindicacéao
18, caracterizado por compreeder também os passos de selagem dos
recipientes desidratados imediatamente depois da interrupcao do

vacuo.

20°. - Processo de acordo com a reivindicag¢ao anterior
20, caracterizado por se preparar uma composic¢ao "Mistura Deter-
minante Menor" (MDM) liofilizada, estdvel a armazenagem, que pode
ser reconstituida com dgua para dar uma solucgdo que é usada para
detectar alergia ou hipersensibilidade a penicilinas, e por

compreender:
(a) acido benzilpenildico;

(b) benzilpenicilina;



\\ k~—_"~. -40-
- 1Y ~:\A,_¢——"

(c) acido benzilpenicildico em que pelo menos cerca de
94,5% do acido benzilpenicildico é o estereoisdmero

acido (5R,6R)-benzil-D-penicildico:

(d) uma quantidade de um sal de metal alcalino eficaz
para aumentar o ponto de fusdo da composicdo MDM para
ser liofilizada de modo que a composicido possa ser lio-
filizada a uma temperatura superior e a fusido ou colap-

so sejam evitados;

(e) uma substancia tampdo de pH numa quantidade sufi-
ciente de modo que a substédncia tampdo de pH e o sal de
metal alcalino permitam a composicao MDM liofilizada
de ser reconstituida com agua para dar uma solucdo iso-

ténica contendo um pH fisioldgico; e

(f) uma guantidade de &agua que é suficientemente baixa
para que a degradacgdo do acido benzilpenildico, da ben-
zilpenicilina e do &cido benzilpenicildico seja subs-

tancialmente evitada.

2128, - Processo de acordo com a

reivindicagao 21, caracterizado por o referido sal de metal

alcalino ser um cloreto de metal alcalino.

2228, - Processo de acordo com a
reivindicagao 21, caracterizado por o referido sal de metal
alcalino ser cloreto de potassio.

23a, - Processo de acordo com a
reivindicacdo 21, caracterizada por o referido sal de metal

alcalino ser cloreto de sddio.




24:. - Processo de acordo com a reivindicagao 11,

caracterizado por a substdncia tampdo de pH ser fosfato de sddio.

252, - Processo de acordo com a reivindicagao 21,
caracterizado por compreeder também a referida composigaoMDM
estando contida num recipiente desidratado que tinha sido seco

para remover substancialmente toda a &agua.

26*. - Processo usado na reivindicag¢ao anterior carac-
terizado por se preparar uma composigdo "Mistura Determinante
Menor" (MDM) 1liofilizada, estdvel a armazenagem, que pode ser
reconstituida com dgua para dar uma solucao que ¢é usada para
detectar alergia ou hipersensibilidade a penicilinas, e por

compreender:
(a) acido benzilpenildico:;

(b) de cerca de 1,60 até cerca de 1,85 moles de benzilpeni-

cilina para cada mole de acido benzilpenildico;

(c) cerca de 1,0 mole de dcido benzilpenicildico para cada
mole de dcido benzilpenildico em que pelo menos cerca de
94,5% do acido benzilpenicildico € o estereoisdmero dcido

(5R,6R)-benzil-D-penicildico;

(d) de cerca de 9,38 até cerca de 10,86 moles de um sal de

metal alcalino para cada mole de dcido benzilpenildico;

(e) cerca de 1,0 mole de uma substdncia tampdo de pH para

cada mole de acido benzilpenildico; e
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(f) uma guantidade de agua que é suficientemente baixa
para que a degradagdo do acido benzilpenildico, da ben-

zilpenicilina e do acido benzilpenicildico seja substan-

cialmente evitada.

272, - Processo de acordo com a
reivindicacao 21, caracterizado por o referido sal de metal
alcalino ser um cloreto de metal alcalino.

282, - Processo de acordo com a

reivindicagao 26, caracterizado por o referido sal de metal

alcalino ser cloreto de potassio.

2928, -~ Processo de acordo com a

reivindicagao 26, caracterizado por o referido sal de metal

alcalino ser cloreto de sddio.

302, - Processo de acordo com a
reivindicagao 26, caracterizado por a substancia tampdo de pH

ser fosfato de sdédio.
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3la., - Processo de acordo com a
reivindicacdo 26, caracterizado por compreender também a re-
ferida composicdo MDM estando contida num recipiente desidra-

tado gue tinha sido seco de forma a remover substancialmente

toda a agua.

Lisboa, 31 de Outubro de 1989
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