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RESUMO Patente de
Invengdo: "MICROPARTICULAS BIODEGRADAVEIS DE MULTIPLAS CAMADAS PARA LIBERACAO SUSTENTADA DE
AGENTES TERAPEUTICOS". A presente invencéo refere-se as microparticulas as quais sdo preparadas por meio de um método
que inclui : (a) formar uma camada que compreende um primeiro polimero sobre uma superficie sélida (...).
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Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para "COM-
POSICAO DE MICROPARTICULAS BIODEGRADAVEIS DE MULTI-
PLAS CAMADAS PARA LIBERACAO SUSTENTADA DE AGENTES
TERAPEUTICOS E METODO PARA PREPARAR UMA MICROPAR-
TiICULA DE MULTIPLA CAMADA".

CAMPO TECNICO

[001] A presente invencao refere-se aos métodos para a forma-

cao de microparticulas de multiplas camadas para a liberacao susten-
tada de agentes terapéuticos e as composi¢cdes que compreende as
microparticulas de multiplas camadas.

ANTECEDENTES

[002] As microparticulas compostas de polimeros biodegradaveis

s80 Uteis para a liberacéo controlada de agentes terapéuticos. As micropar-
ticulas podem ser formadas usando um molde (US 2009 / 0136583).
SUMARIO

[003] A presente descricao apresenta os métodos de formacéao
de microparticulas de multiplas camadas para a liberacdo sustentada
de agentes terapéuticos. Estes métodos incluem: (a) formar uma ca-
mada que compreende um primeiro polimero sobre uma superficie soé-
lida por meio da deposicao de uma primeira Composicao uma ou mais
vezes sobre a superficie solida, em que a primeira composicao com-
preende o primeiro polimero e um primeiro solvente, e evaporando o
primeiro solvente em uma primeira composigao; (B) formar uma ou
mais camadas que compreendem um polimero e um segundo agente
terapéutico através do depdésito de uma segunda composicao em toda
ou em parte da camada formada na etapa (a), em que a segunda
composicao compreende o segundo polimero, o agente terapéutico, e
um segundo solvente; e evaporacao do segundo solvente, na segunda
composicao; e (c) formar uma camada adicional que compreende um
terceiro polimero por meio da deposicdo de uma terceira composicao
uma ou mais vezes sobre uma camada previamente formada, em que
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a terceira composicao compreende o terceiro polimero e um terceiro
solvente; e evaporando o terceiro solvente na terceira composi¢ao. Em
alguns casos, o peso molecular dos primeiro e terceiro polimeros &
maior do que o peso molecular do segundo polimero. Em alguns ca-
S0S, 0s primeiro e terceiro polimeros tém 0 mesmo peso molecular e,
em alguns casos, eles diferem no peso molecular. Em alguns casos,
existem duas ou mais camadas interiores. Por exemplo, uma camada
interior pode conter um primeiro agente terapéutico e a segunda ca-
mada interior pode conter um segundo agente terapéutico. Além disso,
quando existem duas ou mais camadas interiores , as mesmas podem
diferir no tipo de polimero ou peso molecular. Aléem disso, quando exis-
tem duas ou mais camadas internas, as mesmas podem ser formadas
utilizando composicdes que diferem em solvente, tal como explicado
em maior detalhe abaixo, quando as camadas adjacentes sao forma-
das utilizando as composi¢des que diferem no que diz respeito ao sol-
vente e / ou ao polimero, hd uma menor tendéncia para o material das
duas camadas adjacentes para se mistura durante a formacéo da ca-
mada. Em algumas modalidades, as primeira e terceira composi¢oes
nao contém um agente terapéutico, dessa maneira, em alguns casos,
as camadas formadas por meio das primeira e terceira composicdes
contém apenas sé polimero ou polimero e componentes nao terapéu-
ticos. As camadas exteriores de polimero podem agir como barreiras
em controlar a liberacéo brusca inicial do agente terapéutico e reduzir
ainda mais a sua velocidade de liberagao subsequente a partir da ca-
mada interior da microparticula. Dessa maneira , os métodos de for-
macao de microparticulas descritos na presente invencdo sao Uteis
para conseguir a liberacdo sustentada de agentes terapéuticos com
liberagao reduzida ou nenhuma explosao.

[004] Descreve-se na presente invencdo um método para prepa-

rar uma microparticula de multipla camada, o método que compreen-



3/27

de:

(a) formar uma camada que compreende um primeiro poli-
mero sobre uma superficie sélida por meio da deposicdo de uma pri-
meira composicao uma ou mais vezes sobre a superficie sélida, em
que a primeira composicado compreende o primeiro polimero e um pri-
meiro solvente, e evapora 0 primeiro solvente na primeira composi¢cao
depositada ;

(b) formar uma camada que compreende um segundo po-
limero e um agente terapéutico através do depdésito de uma segunda
composicdo em toda ou parte da camada formada na etapa (a), em
que a segunda composicdo compreende o segundo polimero, o agen-
te terapéutico, e um segundo solvente; e evaporacdo do segundo sol-
vente, na segunda composi¢cao depositada; e

(c) formar uma camada adicional que compreende um ter-
ceiro polimero por meio da deposicdo de uma terceira composicao
uma ou mais vezes sobre uma camada previamente formada, em que
a terceira composicao compreende o terceiro polimero e um terceiro
solvente; e evaporando o terceiro solvente na terceira composicao de-
positada.

[005] Em varias modalidades: as primeira e terceira composicoes
nao contém um agente terapéutico; os primeiro e terceiro polimeros
tém uma solubilidade baixa no segundo solvente; 0 segundo polimero
tem um peso molecular diferente do que o primeiro polimero e o tercei-
ro polimero; em que o peso molecular dos primeiro e terceiro polime-
ros € maior do que o peso molecular do segundo polimero em pelo
menos 40 quilodaltons; o peso molecular dos primeiro e terceiro poli-
meros € maior do que o peso molecular do segundo polimero de pelo
menos 50 quilodaltons; Os primeiro e terceiro polimeros tém um peso
molecular de 100 a 350 quilodaltons; o segundo polimero tem um peso

molecular de 15 a 150 quilodaltons; os primeiro e terceiro polimeros
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sd0 0 mesmo polimero; os primeiro e terceiro solventes sdo o0 mesmo
solvente; o segundo solvente diferente dos primeiro e terceiro solven-
tes; os primeiro, segundo e terceiro polimeros sao selecionados de
entre o grupo que consiste em acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA),
acido poli (lactico) (PLA), acido poli (L- lactico) (PLLA), acido poli (gli-
cdlico) (PGA), e poli (e-caprolactona), e poli (orto éster); o agente tera-
péutico é selecionado a partir do grupo que consiste em um pequeno
farmaco de molécula, um farmaco peptidico, um farmaco de proteina,
um farmaco de polissacarideo, um oligonucleotideo, e um anticorpo; a
etapa (a) compreende depositar a primeira composicao mais do que
uma vez; etapa (a) compreende depositar a primeira composi¢cao duas
vezes e evaporou-se o primeiro solvente, na primeira composicao por
duas vezes; etapa (c) compreende depositar a terceira composicao
mais do que uma vez; etapa (c) compreende depositar a terceira com-
poSICA0 e evaporar o terceiro solvente na terceira composicao por du-
as vezes; a superficie solida € substancialmente plana; a superficie
solida é substancialmente plana e revestida; em que a superficie séli-
da é uma base de um pogo e 0 poco pode ser parcialmente preenchi-
do, preenchido completamente ou sobre-enchido.
[006] Em alguns casos: o depdsito compreende a pulverizacao,
utilizando um dispositivo (por exemplo, uma microimpressora ou im-
pressora a jato de pulverizacao) que gera goticulas tendo um diametro
médio inferior a 200, 150, 100 ou 60 microns.
[007] Também é descrita uma composicao que compreende uma
ou mais microparticulas de multiplas camadas, em que uma ou mais
microparticulas de multiplas camadas compreendem :

uma primeira camada que compreende um primeiro polime-
ro; e

uma segunda camada que compreende um agente terapéu-

tico e um segundo polimero, e uma terceira camada que compreende
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um terceiro polimero,

em que 0s pesos moleculares dos primeiro e terceiro poli-
meros sao maiores do que o peso molecular do segundo polimero.
[008] Em varias modalidades: as primeira e terceira camadas
(também chamadas de topo e de fundo) ndo contém um agente tera-
péutico; o peso molecular do primeiro polimero e o terceiro polimero é
maior do que o peso molecular do segundo polimero em pelo menos
20 quilodaltons; os primeiro e segundo polimeros tém um peso mole-
cular de 100 a 350 quilodaltons; o segundo polimero tem um peso mo-
lecular de 15 a 150 quilodaltons; os polimeros sdo selecionados de
entre o grupo que consiste em acido poli (lactico-co- glicélico) (PLGA),
acido poli (lactico) (PLA), acido poli (L- lactico) (PLLA), acido poli (gli-
cdlico) (PGA) , poli (e-caprolactona), e poli (orto-éster); o agente tera-
péutico é selecionado a partir do grupo que consiste em um pequeno
farmaco de molécula, um farmaco peptidico, um farmaco de proteina,
um farmaco de polissacarideo, um oligonucleotideo, e um anticorpo;
as microparticulas de multiplas camadas sao essencialmente simétri-
cas em trés dimensdes, e ndo é uma dimensao superior a 80 microns;
as microparticulas de multiplas camadas sao simétricas em duas di-
mensbes, em que a dimensao ao longo do eixo de simetria mais longo
€ menos do que 100 microns, e a dimensao ao longo do eixo menor
de simetria € inferior a 60 microns; a composigdo € um implante com
uma maior dimensao linear que € inferior a 10 mm; a composi¢cao € um
implante com uma maior dimensao linear que é inferior a 2 mm; a
composicao € um implante com uma maior dimensao linear que € infe-
rior a 500 microns; a composicao compreende adicionalmente um vei-
culo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel; as microparticulas de
multiplas camadas compreendem trés ou mais camadas; as micropar-
ticulas de mudltiplas camadas consistem em cinco ou mais camadas;

as microparticulas de multipla camada compreendem as camadas de
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espessura uniforme; as microparticulas de multipla camada compre-
endem as camadas de diferentes espessuras; as microparticulas de
multiplas camadas compreendem uma ou mais camadas nao coinci-
dentes com uma camada adjacente; as microparticulas de mudltiplas
camadas compreendem uma ou mais camadas com uma abertura (por
exemplo, uma abertura em forma de anel); e as micorparticulas tém
duas superficies opostas substancialmente paralelas; e as particulas
sao substancialmente cilindricas.

[009] Tal como descrito na presente invencédo, uma particula po-
de ter varias camadas e cada camada pode ser formada por meio de
multiplas aplicacées de uma dada composicdo. No entanto, mesmo se
duas ou mais deposicdes de uma composicao sao obrigadas a formar
uma camada, a camada € ainda considerada uma unica camada, por-
que a mesma composicao foi usada para cada deposicao usada para
formar a camada.

[010] Em todas as modalidades, o polimero usado para formar as
varias camadas é um polimero biodegradavel, por exemplo, um poli-
mero biodegradavel farmaceuticamente aceitavel para administracéo a
um ser humano, por exemplo, o olho de um ser humano.

[011] Os detalhes de uma ou mais modalidades da presente in-
vencao sao apresentados nos desenhos em anexo e na descricao
abaixo. Outras caracteristicas, objetivos e vantagens da presente in-
vencgao serao evidentes a partir da descricao e desenhos, e a partir
das reivindicagoes.

DESCRICAQ DOS DESENHOS

[012] A FIGURA 1 é um grafico de linhas que mostra que uma

camada exterior de 178 quilodaltons (kDa) PLGA reduziu a liberacao
brusca inicial e a velocidade de liberagao subsequente de brinzolamida
das microparticulas contendo brinzolamida em um estudo de liberacao

de farmaco in vitro.
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[013] A FIGURA 2 é um grafico de linhas que mostra que uma
camada externa de 180 quilodaltons PLLA-20 reduziu a liberacao
brusca inicial e a velocidade de liberagao subsequente de brinzolamida
das microparticulas contendo brinzolamida em uma extensdo seme-
lhante a que a camada externa de 178 quilodaltons PLGA fez.

[014] A FIGURA 3 é um grafico de linhas que mostra que uma
camada externa de 109 quilodaltons PLGA reduziu a liberac&o brusca
inicial de acetazolamida das microparticulas contendo acetazolamida
em um estudo de liberacdo de farmaco in vitro.

DESCRICAQ DETALHADA

[015] A presente descricdo refere-se aos métodos de formacéao

de microparticulas de multiplas camadas de liberacao sustentada de
agentes terapéuticos. As microparticulas de multiplas camadas podem
ser formadas usando as seguintes etapas. Em primeiro lugar, uma
camada exterior inferior que compreende um primeiro polimero pode
ser formada por meio da deposicao de uma primeira composicao, que
contém o primeiro polimero e um primeiro solvente, uma ou mais ve-
zes sobre uma superficie sélida e evapora o primeiro solvente. Em se-
guida, uma ou mais camadas interiores podem ser formadas por meio
da deposicdo de uma segunda composicao, que contém um segundo
polimero, um agente terapéutico, e um segundo solvente, em toda ou
em parte da camada inferior e evaporacao do segundo solvente. Fi-
nalmente, uma camada externa adicional de topo que compreende um
terceiro polimero pode ser formada por meio da deposicao de uma ter-
ceira composicao, que compreende um terceiro polimero e um terceiro
solvente, uma ou mais vezes sobre a ultima camada formada e evapo-
racao do terceiro solvente. Em algumas modalidades, as primeira e
terceira composi¢cdes sao a mesma composicao. Por exemplo, os pri-
meiro e terceiro polimeros podem ser 0 mesmo polimero; 0s primeiro e

terceiro solventes podem ser 0 mesmo solvente. Em outros casos, 0s
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primeiro e terceiro polimeros podem ser diferentes. Em alguns casos,
0s primeiro e terceiro solventes diferem a partir do segundo solvente
ou 0s primeiro e terceiro polimeros diferem a partir do segundo polime-
ro, tal que os primeiro e terceiro polimeros sdo menos sollveis no se-
gundo solvente que no segundo polimero.

[016] Em algumas modalidades, as primeira e terceira composi-
cbes nao contém um agente terapéutico, dessa maneira , nestas mo-
dalidades, as camadas superior e inferior exteriores formadas por meio
das primeira e terceira camadas exteriores sdo composicbes de poli-
mero isoladamente ou contém o polimero e 0os componentes nao tera-
péuticos . As microparticulas de farmaco-polimero sem estas camadas
exteriores tendem a ter bolsos de farmacos que sdo causados por
meio de uma separacéo fisica entre o farmaco e o polimero durante a
etapa de evaporacao do solvente, possivelmente devido a solubilidade
diferencial do farmaco e do polimero no solvente, e a migracao do
farmaco juntamente com o solvente de evaporacdo em direcao a su-
perficie da microparticula. Ap6és a administracdo, o farmaco na super-
ficie da microparticula, especialmente a partir das cavidades de farma-
cos, tende a libertar como uma grande explosao inicial. Além disso, a
dissolucdo dos bolsos do farmaco resultaem microparticulas mais po-
rosas e esta aumenta ainda mais a taxa de liberacdo do farmaco. As
microparticulas descritas na presente invengcao tém camadas exterio-
res que podem atuar como barreiras em controlar a liberagao brusca
inicial do agente terapéutico contido na camada interior ou as camadas
e podem reduzir a velocidade de liberagao subsequente a partir das
camadas interiores da microparticula. Dessa maneira, os métodos de
formacao de microparticulas descritos na presente invencao sao uteis
para conseguir a liberacao sustentada de agentes terapéuticos ao lon-
go de um periodo prolongado.

[017] Em algumas modalidades, as camadas externas (por vezes



9/27

referidas como as camadas superiores e inferiores) podem conter um
agente terapéutico e este agente terapéutico pode ser 0 mesmo agen-
te terapéutico tal como presente na camada interior (ou camadas) ou
pode ser diferente.

[018] Para evitar a dissolugao parcial de uma camada previamen-
te formada em uma etapa de deposicdo subsequente e para evitar a
mistura das camadas adjacentes, em algumas modalidades, o polime-
ro na camada previamente formada pode ter baixa solubilidade no sol-
vente de uma composicao aplicada subsequentemente. Por exemplo,
o primeiro polimero pode ter uma solubilidade baixa no segundo sol-
vente, e, dessa maneira , a camada exterior inferior seca que compre-
ende o primeiro polimero ndo € significativamente solubilizada por
meio do segundo solvente durante a formacao da camada interior con-
tendo um agente terapéutico ou das camadas. O terceiro polimero
também pode ter uma solubilidade baixa no segundo solvente, e, des-
sa maneira, a camada de topo exterior adicional que compreende o
terceiro polimero ndo é misturada com a ultima camada interna con-
tendo o agente terapéutico porque os segundo e terceiro polimeros
permanecem na fase separada devido a sua solubilidade diferencial no
segundo solvente.

[019] Em alguns casos, o solvente usado nas composicoes utili-
zadas para formar camadas adjacentes € o mesmo, mas a diferenca
em polimero ou polimero de peso molecular reduziu a tendéncia de
um solvente subsequentemente aplicado contendo a composigao para
dissolver ou dissolver parcialmente a camada previamente formada.
[020] A solubilidade de um polimero em um determinado solvente
pode ser estimada através do parametro de solubilidade Hilderbrand
(8). O célculo do parametro de solubilidade Hilderbrand (d) é descrito
no artigo de revisdo de autoria de Miller-Chou, B.A. e Koenig, J.L. (A

avaliacdo da dissolucdo do polimero, Prog. Polym. Sci. 28 : 1223 a
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1270, 2003), que é totalmente incorporada por meio da referéncia. Re-
sumidamente, o parametro de solubilidade Hilderbrand () é a raiz
quadrada da densidade de energia coesiva (CED) :
8= (CED) 2= (E/V) 2= [(AH,s, -RT) / V] /2

onde AH,,, é a entalpia de vaporizagao, V é o volume, e T é a tempe-
ratura absoluta. A solubilidade é largamente afetada por meio da se-
melhanca estrutural entre o polimero e o solvente, o qual é conhecido
como o principio "semelhante dissolve semelhante". Dessa maneira ,
se 01 é o parametro de solubilidade do solvente Hilderbrand, e 82 € o
parametro de solubilidade do polimero Hilderbrand, um polimero mos-
tra elevada solubilidade em um solvente quando | 81 - 82 | é pequeno,
por exemplo, | 81 - 82 | < 4 . Pelo contrario, quando | 81 - 82 | é gran-
de, por exemplo, | 81 - 82 | > 4, um polimero tem baixa solubilidade no
solvente. Em algumas modalidades, o segundo solvente é selecionado
com base no agente terapéutico na segunda composicdo. Os primeiro
e terceiro polimeros podem ser selecionados com base em uma gran-
de diferenca entre o parametro de solubilidade que Hilderbrand e o
segundo solvente (isto &, valor | 81 - 82 | grande).

[021] O peso molecular de um polimero afeta a sua solubilidade
em um determinado solvente: peso molecular mais elevado de um po-
limero reduz a sua solubilidade (Prog. Polym. Sci. 28 : 1223 a 1270,
2003). Em algumas modalidades, o peso molecular dos primeiro e ter-
ceiro polimeros é maior do que o peso molecular do segundo polime-
ro. Por exemplo, o peso molecular dos primeiro e terceiro polimeros
pode ser maior do que o peso molecular do segundo polimero de, pelo
menos, 40 quilodalton (kDa), por exemplo, de 20 quilodaltons, 25 qui-
lodaltons, 30 quilodaltons, 35 quilodaltons, 40 quilodaltons, 45 quilodal-
tons, 50 quilodaltons, 55 quilodaltons, 60 quilodaltons, 65 quilodaltons,
70 quilodaltons, 75 quilodaltons, 80 quilodaltons, 85 quilodaltons, 90

quilodaltons, 95 quilodaltons, 100 quilodaltons. Por exemplo, os primei-
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ro e terceiro polimeros podem ter um peso molecular médio de 100 a
350 quilodaltons; e o segundo polimero pode ter um peso molecular
médio de 15 a 150 quilodaltons. Em alguns casos, pode ser desejavel
ter as camadas exteriores formadas do mesmo polimero de peso mo-
lecular como as camadas interiores. Pode mesmo ser desejavel ter as
camadas exteriores constituidas por um polimero de peso molecular
mais baixo do que as camadas interiores. Por exemplo, o peso mole-
cular do polimero utilizado para formar a (s) camada (s) interna (s) po-
de ser maior do que o peso molecular do polimero utilizado para for-
mar as camadas exteriores, pelo menos, 20 quilodaltons, 25 quilodal-
tons, 30 quilodaltons, 35 quilodaltons, 40 quilodalton (kDa), por exem-
plo, por 40 quilodaltons, 45 quilodaltons, 50 quilodaltons, 55 quilodal-
tons, 60 quilodaltons, 65 quilodaltons, 70 quilodaltons, 75 quilodaltons,
80 quilodaltons, 85 quilodaltons, 90 quilodaltons, 95 quilodaltons, 100
quilodaltons.

[022] Uma vasta variedade de polimeros pode ser utilizada para
formar as microparticulas e a identidade e concentracdo do polimero
podem variar nas diferentes camadas das microparticulas para pro-
porcionar as particulas com caracteristicas de liberacdo do farmaco
desejadas. Exemplos nao limitativos de polimeros incluem: acido poli (
lactico-co-glicolico) (PLGA), acido poli (lactico) (PLA), acido poli (L-
lactico) (PLLA), acido poli (glicélico) (PGA), poli (e-caprolactona)
(PCL), e poli (orto éster) (POE), e outros polimeros biodegradaveis

naturais, tais como colageno, quitosano, e poli (aminoacido). Em al-
gumas modalidades, os primeiro e terceiro polimeros podem ser sele-
cionados a partir de PLGA, PLA e de PLLA. O segundo polimero pode
ser selecionado a partir de PLGA, PLA, PLLA, PGA, PCL, e POE.

[023] Varios agentes terapéuticos podem ser administrados utili-
zando as microparticulas de multiplas camadas descritas na presente

invencao. Por exemplo, o agente terapéutico pode ser um farmaco de
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moléculas pequenas, um farmaco peptidico, um farmaco de proteina,
um farmaco de polissacarideo, um oligonucleotideo, ou de um anticor-
pO.

[024] Uma variedade de solventes pode ser usada na fabricacao
de microparticulas com base no tipo de agente terapéutico, o polimero,
e a formulacdo. Por exemplo, os primeiro, segundo, e terceiro solven-
tes podem ser selecionados a partir das classes 3 ou 2 de Solventes
organicos de acordo com a orientacdo ICH da Industria Q3C da Impu-
rezas: Solventes residuais emitidos pela Administracdo de Comida e
Farmaco (FDA) em 2012. Os solventes de Classe 3 sdo menos téxicos
e de baixo risco para a saude humana e incluem o acido acético, ace-
tona, anisol, acetato de metila, acetato de etila, acetato de isobutila,
acetato de propila, acetato de isopropila, acetato de butila, 1-butanol,
2-butanol, 3-metil-1-butanol, metiletilcetona, éter de terc-butilmetila,
metilisobutilcetona, dimetil sulfoxido (DMSO), 2-metil-1-propanol, eta-
nol, éter de etila, formiato de etila, acido férmico, heptano, pentano, 1-
pentanol, 1-propanol, e 2-propanol. Os solventes de Classe 2 sdo téxi-
cos, mas podem ser utilizados em produtos farmacéuticos, se a sua
concentracao residual esta limitada a um nivel especificado pela FDA.
Os solventes de Classe 2 incluem acetonitrila, clorobenzeno, clorofér-
mio, cumeno, ciclo-hexano, 1,2-dicloroetano, diclorometano, 1,2-
dimetoxietano, N, N-dimetilacetamida, N, N-dimetilformamida, 1,4-
dioxano, 2-etoxietanol, etileno glicol, formamida, hexano, metanol, 2-
metoxietanol, metilbutilcetona, metilciclo-hexano, N-metilpirrolidona,
nitrometano, piridina, sulfolano, tetra-hidrofurano, tetralina, tolueno,
tricloroetileno, e xileno. Estes solventes permitem uma grande flexibili-
dade para varios tipos de agente terapéutico, polimero, ou formulacéo.
O segundo solvente pode ser selecionado com base no agente tera-
péutico da segunda composicdo. Os primeiro e terceiro solventes po-

dem ser selecionados com base nos primeiro e terceiro polimeros,
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respectivamente.

[025] As primeira, segunda e terceira composi¢coes podem ser um
liquido, um gel ou uma pasta. Em alguns casos, o agente terapéutico é
pelo menos parcialmente suspenso na composi¢cao contendo o segun-
do solvente e 0 segundo polimero, em vez de ser completamente dis-
solvido. Por vezes uma porcao do agente terapéutico dissolve-se e
uma porcao é suspensa. Em algumas modalidades, as composicoes
podem ser depositadas sobre a superficie sdlida, utilizando um dispo-
sitivo capaz de dispensar uma pequena quantidade de liquido de uma
maneira controlada, por exemplo, uma microimpressora. Por exemplo,
uma camada da microparticula pode ser formada por meio da pulveri-
zacao de goticulas de microimpressora tendo um diametro médio infe-
rior a 60 microns sobre uma superficie sélida ou de uma camada pre-
viamente formada. Em muitos casos, cada camada é formada utilizan-
do uma etapa de deposicao e uma etapa de evaporacao. No entanto,
em alguns casos, pode ser desejavel proporcionar uma camada mais
espessa, repetindo as etapas de deposicao e de evaporagao com uma
composicao escolhida. Por exemplo, a etapa de deposicao e a etapa
de evaporacao podem ser repetidas uma vez, duas vezes ou trés ve-
zes. Os solventes podem ser evaporados por meio da secagem de ar
a composicao depositada a temperatura ambiente, por exemplo, para
cinco a vinte minutos. A evaporacao pode ocorrer depois de cada eta-
pa de deposi¢cao, depois de algumas etapas de deposicdo ou depois
de todas as etapas de deposicao de uma camada serem completas.
No entanto, & preferivel que a evaporacao de praticamente todo o sol-
vente sob uma dada camada ocorra antes da deposicao do material
formar a camada posterior.

[026] Dependendo da formulacdo e do processo de composicao
e deposicdo de solvente utilizado, as microparticulas podem incluir

uma variedade de tipos de camadas: 1) camadas planas simples que
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sao camadas em cima umas das outras, 2) as camadas que nao se-
jam coincidentes umas com as outras, 3) camadas nao uniformes que
tém uma forma de rosca, onde o diametro exterior € mais espesso do
que uma parte do meio da camada, 4) camadas n&o uniformes que
tém uma forma semiesférica, onde o diametro exterior € mais fino do
que uma porcao média da camada. Em geral, uma dada camada nao
precisa de ter uma espessura uniforme.

[027] Em algumas modalidades, as composi¢cbes podem ser de-
positadas sobre uma superficie substancialmente plana e que as mi-
croparticulas assim formadas na superficie podem ser subsequente-
mente libertadas a partir da superficie como descrito abaixo. A superfi-
cie substancialmente plana pode ser revestida para facilitar a deposi-
cao das composicdes e/ ou a liberacdo das microparticulas formadas.
[028] Em algumas modalidades, um molde que tem uma plurali-
dade de pocos pode ser utilizado para fabricar as microparticulas. As
técnicas de microfabricacdo, empregando os modelos de hidrogel sdo
descritas: Park (Journal of Controlled Release 141: 314 a 319, 2010).
Qutras técnicas de microfabricacdo que empregam outros tipos de
modelos estdo descritas em Whitesides (Annual Review Biomed Engi-
neering 3: 335 a 73, 2001). Quando € utilizado um molde, a base de
um pogo no modelo serve como a superficie solida, e as microparticu-
las de multiplas camadas podem ser formadas a partir de um ou mais
pocos do modelo de enchimento completo, de enchimento parcial, ou
0 sobre-enchimento dos pocos com as composicdes. As microparticu-
las de varias camadas formadas deste modo irdo assumir a forma das
cavidades em que se encontram formadas (por exemplo, cilindros, cu-
bos, prismas retangulares podem ser formados desta maneira). Além
disso, as particulas quase esféricas podem ser construidas utilizando
um modelo de um molde hemisférico ou perfil muito baixo ou molde

essencialmente plana feito de vidro revestido diferencialmente ou outro
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substrato de tal modo que a superficie do substrato varia de uma ma-
neira que permite que a composi¢cao depositada venha a manter uma
forma particular, em vez de espalhar ao longo do substrato de uma
maneira descontrolada. Desta maneira uma estrutura hemisférica pode
ser produzida construindo camadas em cima umas das outras até que
a estrutura fique saliente acima do molde e é seca. Em alguns casos,
as caracteristicas da composicao (solvente, a viscosidade, etc.) con-
trolam a forma da particula.

[029] Quando um molde tendo pogos é usado para formar as mi-
croparticulas, as microparticulas sao, de preferéncia removidas do
molde por meio da dissolugao do molde. Dessa maneira , 0 molde po-
de ser soluvel em agua, por exemplo, um hidrogel. Uma vez que as
microparticulas sdo completas, elas podem ser libertadas a partir do
modelo, tal como descrito abaixo.

[030] No caso de um modelo ser usado, 0 molde pode ser forma-
do utilizando um molde. O molde pode ser preparado por meio do re-
vestimento de uma pastilha de silicio com fotorresisténcia e gravura a
agua forte de uma forma desejada para o molde, a qual depois ¢é for-
mada no molde. Os pocos no molde podem ter qualquer forma dese-
jada, tal que as microparticulas resultantes podem ter pelo menos uma
secao transversal que € quadrada, retangular, circular ou qualquer ou-
tra forma desejada.

[031] As microparticulas podem ser libertadas a partir de superfi-
cies planares ou modelos, utilizando quaisquer meios adequados, tais
como por meio da imersao em um solvente que nao dissolve substan-
cialmente as microparticulas e filtragem ou centrifugagao. Por exem-
plo, quando um modelo de hidrogel soluvel em agua é utilizado, as mi-
croparticulas podem ser libertadas por meio da dissolu¢cao dos mode-
los em agua a uma temperatura desejada. As microparticulas podem

ser recolhidas por meio da filtracdo da suspensdo ou solugcao contendo
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as microparticulas através de uma peneira, e recolhendo as micropar-
ticulas na superficie superior da peneira. Para remover o excesso de
agua, as microparticulas recolhidas podem ser liofilizadas, por exem-
plo, durante 12 horas, e, em seguida, secas sob vacuo durante um a
dez dias, por exemplo, durante cinco dias. A superficie de suporte ou 0
molde pode ser imerso em nitrogénio liquido ou outro fluxo de gas res-
friado. As microparticulas podem ser sopradas com ar ou sob vacuo.
Além disso, os modelos podem ser imersos em um nao solvente e ul-
trassons para libertar as microparticulas.

[032] Também descritas na presente invengaos estdo as compo-
sicdes que contém microparticulas de multiplas camadas. Cada micro-
particula de multiplas camadas da composi¢ao inclui uma ou mais ca-
madas exteriores que compreende um primeiro polimero; e uma ou
mais camadas interiores que compreendem um agente terapéutico e
um segundo polimero. Em geral, uma ou mais camadas exteriores n&o
contém um agente terapéutico. O peso molecular do primeiro polimero
€ maior do que o peso molecular do segundo polimero em pelo menos
20 quilodaltons, por exemplo, de 20 quilodaltons, 25 quilodaltons, 30
quilodaltons, 35 quilodaltons, 40 quilodaltons, 45 quilodaltons, 50 qui-
lodaltons, 55 quilodaltons, 60 quilodaltons , 65 quilodaltons, 70 quilo-
daltons, 75 quilodaltons, 80 quilodaltons, 85 quilodaltons, 90 quilodal-
tons, 95 quilodaltons, 100 quilodaltons. Por exemplo, o primeiro poli-
mero pode ter um peso molecular médio de 100 a 350 quilodaltons; o
segundo polimero pode ter um peso molecular médio de 15 a 150 qui-
lodaltons. Os primeiro e segundo polimeros podem ser selecionados a
partir de: acido poli ( lactico-co-glicdlico) (PLGA), acido poli (lactico)
(PLA), acido poli (L- lactico) (PLLA), acido poli (glicélico) (PGA), poli (¢-
caprolactona) (PCL), e poli (orto éster) (POE), e outros polimeros bio-
degradaveis naturais, tais como colageno, quitosano, e poli (aminoaci-
do).
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[033] Em algumas modalidades, as microparticulas de mdultiplas
camadas sao essencialmente simétricas em trés dimensbes, e nao €
uma dimensdo superior a 80 microns. Em algumas modalidades, as
microparticulas de multiplas camadas sao simétricas em duas dimen-
sbes, e a dimenséo ao longo do eixo de simetria mais longo € menos
do que 100 microns, enquanto que a dimensao ao longo do eixo me-
nor de simetria € inferior a 60 microns.

[034] Em algumas modalidades, a média (em uma base de volu-
me das particulas) Dv (diametro de uma particula esférica com o
mesmo volume) das microcapsulas é inferior a 100 um; Dv a média
das microcapsulas € selecionada a partir de: menos do que 90, 80, 70,
60 ou 50 um. Em algumas modalidades as microparticulas sdo subs-
tancialmente monodipersas. Em algumas modalidades, pelo menos,
70 % (80 %, 90 %) das microcapsulas na composicao podem variar de
média Dv das microcapsulas na composicao por ndo mais do que 50
% (40 %, 30 %, 20 % ou menos) . Em alguns casos, a maior dimensao
linear média das microcapsulas € selecionada a partir de: menos de
100, 90, 80, 70, 60, 50 ou 40 mm e é maior do que 30, 40 ou 50 pum.
Em algumas modalidades, as microparticulas compreendem trés ou
mais camadas, por exemplo, incluindo duas camadas exteriores e uma
camada interior. Em algumas modalidades, as microparticulas com-
preendem quatro ou mais camadas, por exemplo, incluindo duas ca-
madas exteriores (uma camada exterior superior € uma camada exte-
rior inferior) e dois ou mais (por exemplo, duas, trés, quatro, cinco,
seis, sete, oito, nove, ou dez) camadas internas. As microparticulas
podem incluir varios tipos de camadas. Por exemplo, as microparticu-
las podem conter multiplas camadas de camadas de espessura uni-
forme. Em algumas modalidades, as microparticulas constituidas por
camadas planas uniformes sdo em camadas umas em cima das ou-

tras. As microparticulas podem também conter multiplas camadas de
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camadas de diferentes espessuras. Em algumas modalidades, as mi-
croparticulas contém um ou mais camadas n&o coincidentes com uma
camada adjacente, por exemplo, uma camada de forma de rosca com
uma abertura em forma de anel ou uma camada hemisférica. Em ge-
ral, uma dada camada ndo precisa de ter uma espessura uniforme.
Por exemplo, as microparticulas podem conter camadas nao unifor-
mes, onde o didmetro exterior é mais espesso ou mais fino do que a
porcdo média da camada.

[035] As composicdes descritas na presente invencao também
podem incluir excipientes, veiculos, ou tampdes que sdo adequados
para uma formulagao particular do agente terapéutico.

[036] Em algumas modalidades, as composi¢cées que contém as
microparticulas de mdultiplas camadas podem formar um implante
quando injetadas em um paciente. O implante pode ter uma maior di-
mensdo linear de entre 0,5 e 10 mm, por exemplo, um implante cilin-
drico com dimensdes com 2 mm x 0,75 mm. O peso total do implante
pode ser de 100 a 5000 microgramas (por exemplo,de 250 a 1000 mi-
crogramas). Tal grande implante pode conter uma maior quantidade
de agente terapéutico e o agente terapéutico pode ser libertado duran-
te um periodo mais longo de tempo. Por exemplo, as microparticulas
podem ser formuladas para libertar o agente terapéutico ao longo de
um periodo de pelo menos 3 meses, 6 meses, 9 meses, 12 meses, 18
meses, dois anos ou mais.

[037] As composig¢des podem ser depositadas sobre um modelo
ou uma superficie plana de uma variedade de maneiras. Por exemplo,
quando uma microimpressora € usada para deposicao sobre uma su-
perficie plana, a superficie de cada camada depende inicialmente do
didametro do bocal de impressora, a quantidade de composicao liquida
depositada para formar a camada e as caracteristicas fisicas da com-

posicao liquida. No entanto, ao mover a cabeca de impressdo, € pos-
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sivel criar camadas em uma variedade de tamanhos e formas. Ao utili-
zar uma cabeca de impressao controlavel, diferentes camadas podem
ter diferentes tamanhos e / ou forma. Por exemplo, uma primeira ca-
mada pode ser um disco de 50 microns de diametro, a segunda ca-
mada pode ser um disco de 20 microns de didmetro centrada sobre a
primeira camada e a terceira camada pode ser um disco de 50 mi-
crons de diametro centrada sobre a primeira camada. Em algumas
modalidades, a composicao liquida pode ser depositada por uma mi-
croimpressora em um modelo em vez de sobre uma superficie subs-
tancialmente plana. Nesta modalidade, a microimpressora deposita a
composicao liquida de uma ou mais cavidades de um molde que tem
uma pluralidade de pogos.

[038] Quando se utiliza uma microimpressora, a atmosfera do
fechamento em que a deposicdo da composicao liquida ocorre pode
ser controlada, a fim de melhorar a eficiéncia do bico de impressao,
prevenir 0 entupimento do bico, controlar a evaporagao de solvente na
composi¢ao liquida depositada e fornecer condigbes de outro modo
desejaveis. Dependendo do polimero, solvente, excipientes, terapéuticos,
e formulacdo, pode ser util aumentar ou diminuir a temperatura, a umi-
dade, e a pressao atmosférica. Também pode ser util empregar uma
atmosfera de gas inerte (por exemplo, nitrogénio ou argdnio), ou utili-
zar uma atmosfera pelo menos parcialmente saturada com um solven-
te. Além disso, a temperatura do injetor e / ou a superficie de deposi-
cao pode ser controlada por meio do resfriamento ou aquecimento.
EXEMPLOS

[039] A presente invencao € ainda descrita nos exemplos seguin-
tes, que ndo limitam o ambito da presente invencao descrita nas rei-
vindicacgoes.

Materiais

[040] Os experimentos foram realizados utilizando os materiais
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comercialmente disponiveis: alcool polivinilico (PVA, Sigma); acido poli
(lactico-co-glicélico) (PLGA): 54 Quilodaltons de PLGA (Evonik Indus-
tries / Lakeshore Biomaterials 6535DLG4A), 109 ou 118 quilodaltons
de PLGA (Evonik Industries / Lakeshore Biomaterials 8515 DLG 7E),
115 quilodaltons de PLGA (Evonik Industries / Lakeshore Biomaterials
7525 DLG 7E), e 178 quilodaltons de PLGA (Akina 8520); acido poli (L-
lactico) (PLLA): 180 quilodaltons de PLLA-20 (Akina); Brinzolamida
(BRZ, Chemvon Biotechnology), acetazolamida (ACZ, Spectrum Che-
mical), tetra-hidrofurano (THF, Merck Millipore), Dicolorometano (DCM,
Merck Millipore), Dimetilformamida (DMF, Merck Millipore) e solucao
salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS, VWR International ).
Fabricacao de modelos mestre de wafer de silicio por meio da fotolito-
grafia

[041] Um wafer de silicio foi revestido com rotacdo SU8 2010 fo-

torresistente (Microchem, MA) a 3500 rpm durante 30 segundos para
obter uma espessura desejada, seguido por meio da cozedura a 95 °
C durante 3 min. O wafer de silicio fotorresistente revestido foi exposto
a radiacdo UV através de uma mascara contendo 10 um de diametro
padrdo circular de 12 s. Ap6s a exposicao, o wafer de silicio foi pos-
cozido a 95 °C durante 3 min seguido por meio do d esenvolvimento
em SU-8 desenvolvedor durante 2 min. O wafer de silicio foi lavado
com isopropanol e seco com nitrogénio gasoso. O wafer assim fabri-
cado continha pogos com diametro variando de 1,5 pm a 50 um ou
maior.

Fabricacido de modelos mestre de silicio por e-litografia por feixe

[042] Os padrbes circulares de 500 nm de diametro foram proje-
tados usando o programa Auto CAD 2007. O wafer de silicio de 76,2
mm (3 ") (100) coberto com uma camada de SiO, de 1 mm de espes-
sura (Universidade Wafer) foi rodado revestido com poli (metacrilato

de metila) (PMMA, Microchem) fotorresistente de 300 nm de camada
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espessa usando um spin revestido (sistema de revestimento de rota-
cao SCS P6708, 3500 rpm, 30 segundos). A camada de PMMA fotos-
sensivel revestida foi exposta ao feixe de elétrons (e-feixe) em um
padrao pré-programado usando Instrumento de fotolitos do Campo ul-
tra-amplo de alta resolucao Leica VB6 (operando a 100 KV, taxa de
transmissao de 25 MHz atual 5 nA). Depois de litografia de feixe, o wa-
fer de silicio foi desenvolvido em 3: 1 de isopropanol: solucdo de metil-
isobutil-cetona para remover as regibes expostas do fotorresistente.
Uma camada de cromo de 5 nm e 20 nm, camada de ouro foram de-
positadas sobre este padrao seguido por meio da descolagem da peli-
cula de PMMA residual em acetona ao refluxo. O padréao foi transferido
para o Oxido de silicio subjacente por meio do ataque quimico com
ions reativos de profundo plasma SF6 / O2. O molde mestre de silicio
gerado foi utilizado para a fabricacdo de moldes de hidrogel.

Fabricacdo de modelos de PVA dissolviveis

[043] Os moldes temporarios para microcapsulas produtoras po-
dem ser formados utilizando os polimeros que podem ser dissolvidos
em solucédo aquosa ou em uma mistura de solucbes aquosas € organi-
cas (por exemplo, agua e etanol). A temperatura € o pH ou da solucao
utilizada para o modelo de dissolucao podem ser alterados quer por
meio do aumento ou por meio da diminuicao da temperatura ambiente
para dissolver um modelo temporario. Para formar os modelos utiliza-
dos nos Exemplos, uma solucdo clara de poli (alcool vinilico) (PVA)
(15 % p / v em agua, 5 ml) foi transferida com uma pipeta para um
modelo mestre de wafer de silicio, ou um modelo intermediario opcio-
nal feito de poli (dimetilsiloxano) (PDMS), ( 76,2 mm (3 " de diametro))
contendo os suportes circulares (por exemplo, de 50 um de didametro e
70 mm de altura). A solugao de PVA foi uniformemente distribuida de
modo a formar uma pelicula fina que cobre completamente 0 molde

intermediario ou mestre PDMS e mantida em um forno a 70 °C duran-



22/27

te 30 minutos. Esta etapa resultou na formacao de um molde de PVA
fino e mecanicamente forte. O modelo de PVA foi desprendido a partir
do modelo mestre ou modelo PDMS intermediario. O modelo de PVA
obtido foi de cerca de 76,2 mm (3 ") de diametro, contendo 0s pog¢os
circulares (por exemplo, de 50 um de didmetro e 70 mm de profundi-
dade). O modelo de PVA foi examinado sob um microscépio de campo
brilhante de reflectancia para determinar a sua integridade estrutural.

Fabricacao de microparticulas contendo os agentes terapéuticos

[044] O agente terapéutico e uma formulacéo de polimero foram
dissolvidos em um solvente adequado para se fazer 10a 15 % (p/v, 0
peso total do agente terapéutico e o polimero) da suspensao de far-
maco-polimero ou solucdo. O agente terapéutico constitui cercade 1 a
30 % do total de sdlidos; a formulacdo de polimero constitui o resto
dos sélidos em suspenséo / solugcdo de polimero-farmaco. O solvente
foi selecionado com base no agente terapéutico. A solu¢ao de polime-
ro de revestimento foi preparada por meio da dissolucao de um poli-
mero de revestimento em um solvente adequado para esse polimero.
[045] Por exemplo, para fazer as microparticulas contendo brin-
zolamida, brinzolamida e PLGA fluidizada micro ou branqueada (118
quilodaltons ou 115 quilodaltons) foram dissolvidas em dicolorometano
para obter 15 % (p / v) de suspensao de farmaco-polimero. A solugao
de polimero de revestimento foi preparada por meio da dissolucéao de
178 quilodaltons ou PLGA (Akina 8520) ou 180 quilodaltons PLLA-20
(Akina) em diclorometano para atingir cerca de 5-7,5 % (p / v) de con-
centragao.

[046] Para fazer as microparticulas contendo acetazolamida, ace-
tazolamida foi dissolvida em dimetilformamida (DMF) primeiro para fa-
zer a 300 mg / ml de estoque, e 0 material foi entdo homogeneizado
em diclorometano antissolvente para formar microcristais de acetazo-

lamida. Os microcristais de acetazolamida e PLGA (65 quilodaltons)
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foram dissolvidos em diclorometano para obter 15 % (p / v) de suspen-
sdo de farmaco-polimero. A solugdo de polimero de revestimento foi
preparada por meio da dissolucdo de 109 quilodaltons PLGA (Evonik
Industries / Margem Biomaterials 8515 DLG 7E) em diclorometano pa-
ra atingir cerca de 2 % (p / v) de concentracao.

[047] As microparticulas foram formadas utilizando os moldes de
hidrogel de PVA sollvel em agua contendo poc¢os circulares de 50 mm
de diametro e 70 mm de profundidade. Primeiro, um polimero isola-
damente da camada exterior inferior foi formado por meio da distribui-
cao de 150 ul da solugao de polimero de revestimento sobre a base de
um ou mais po¢os no modelo de PVA. A solugéo de polimero de re-
vestimento pode ser depositada sobre 0 molde e uma lamina pode ser
retirada através da superficie do molde para impelir a solucéo de poli-
mero de revestimento nas cavidades e com a finalidade de remover
substancialmente o excesso de solucdo sobre a superficie do molde
entre pogos. De uma maneira alternativa , a solugao de polimero de
revestimento pode ser depositada diretamente nos pogos, utilizando
um dispensador de micro ou por meio da pulverizagao. Depois da so-
lucdo de polimero de revestimento ser depositada, o diclorometano €
deixado evaporar ao ar durante cinco minutos a temperatura ambiente.
A etapa de depositar pode ser repetida para uma camada exterior
mais espessa. Dessa maneira , a solugao de polimero de revestimento
pode ser depositada uma, duas, trés ou mais vezes. No entanto, as
cavidades devem ser apenas parcialmente preenchidas, durante este
processo. A evaporacao do solvente pode ocorrer depois de cada eta-
pa de depositar, depois de menos de todas as etapas de deposicao ou
apdés todas as etapas de deposicao para a camada exterior inferior fo-
ram preenchidas. O solvente na camada exterior inferior deve, no en-
tanto, ser evaporado antes do material ser depositado para formar

uma camada interna.
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[048] Em seguida, um farmaco contendo a camada interna foi
formado por meio da distribuicdo de 150 ul da suspensao de farmaco-
polimero para a camada exterior inferior previamente formada. A sus-
pensao de farmaco-polimero foi depositada sobre a camada exterior
inferior formada anteriormente seguida por meio da evaporacao do di-
clorometano no ar durante cinco minutos a temperatura ambiente. Esta
etapa foi repetida trés a seis vezes, uma camada interior de farmaco-
polimero na microparticula. A suspensdo de farmaco-polimero pode
ser depositada nos pocos da mesma forma como a solucéao de polime-
ro de revestimento ou de uma maneira diferente (por exemplo, tanto
pode ser depositada por um espalhamento ou pode ser depositada por
difusdo e a outra pode ser depositada por meio da supressao.

[049] Finalmente, a camada de topo exterior foi formada por meio
da deposicao de 150 pul da solucdo de polimero de revestimento sobre
a camada interna. A solucéo de polimero de revestimento foi espalha-
da uniformemente sobre a camada interna, seguida por meio da eva-
poracdo do diclorometano no ar durante cinco minutos a temperatura
ambiente. Assim como com a formacdo da camada exterior inferior,
esta etapa pode ser repetida por meio de uma camada exterior mais
espessa.

[050] Depois de formar todas as camadas desejadas, os modelos
de PVA com as microparticulas foram secos a temperatura ambiente
durante pelo menos 12 horas. As microparticulas foram entdo colhidas
por meio da dissolucdo dos modelos em agua a 37 °C durante pelo
menos 30 minutos. A suspensdo contendo microparticulas foi filtrada
através de uma peneira de 104 microns primeiro. O filtrado foi em se-
guida filtrado através de um peneira de 45 microns, e as microparticu-
las foram recolhidas na superficie superior da peneira de 45 microns.
As microparticulas recolhidas foram liofilizadas durante pelo menos 12

horas e, em seguida, secas sob vacuo a 40 °C duran te cinco dias.
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Estudo de liberacao de farmaco in vitro

[051] Para o estudo de liberacao de brinzolamida in vitro, pelo
menos, 5 mg de microparticulas contendo brinzolamida foram suspen-
sos em 10 ml de solucéo salina tamponada com fosfato (PBS), e colo-
cados em um banho de agua com agitacao a 37 °C par a estudos de
liberacao in vitro do farmaco. Em um ponto de ensaio designado (por
exemplo, todas as semanas, apds a incubacéao inicial), as amostras
foram centrifugadas e 1 mL de sobrenadante foi removido para a ana-
lise de brinzolamida por meio da cromatografia liquida de alto desem-
penho (HPLC). Subsequentemente, 8 mL de sobrenadante foram re-
movidos e descartados, € 9 mL de PBS fresco foram adicionados de
volta a amostra. As corre¢cdes adequadas foram feitas para dar conta
de farmacos no sobrenadante ndo removido de 1 mL que transporta
para o préximo periodo de liberacdo. O mesmo procedimento foi se-
guido a cada ponto de tempo testado (por exemplo, uma semana, du-
as semanas, trés semanas, quatro semanas, cinco semanas, seis se-
manas, sete semanas, oito semanas, nove semanas, 10 semanas, 11
semanas, 12 semanas, treze semanas, 14 semanas, 15 semanas, 16
semanas), até um ponto de terminacao ter sido alcancado.

[052] Os resultados de liberacdo de brinzolamida in vitro foram
apresentados como a porcentagem cumulativa do farmaco liberada
nas Figuras 1 a 2. Como mostrado nas Figuras 1 a 2, a camada exter-
na de 178 quilodaltons PLGA (Akina 8520) reduziu grandemente a li-
beragao brusca inicial de brinzolamida quando em comparag¢ao com as
microparticulas sem estas camadas exteriores. Significativamente, em
duas semanas, a liberagdo cumulativa de brinzolamida das microparti-
culas com a camada exterior de polimero sozinha de 178 quilodaltons
PLGA (Akina 8520) é de cerca de 40 %, enquanto que a partir das mi-
croparticulas sem a camada exterior € mais do que 80 % (Figura 1 ).

Na Figura 2, uma reducao semelhante na liberacao inicial de ruptura
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foi observada em microparticulas com uma camada externa de 180
quilodaltons PLLA-20 (Akina). Além disso, as microparticulas com uma
camada externa de 178 quilodaltons PLGA conseguiram uma libera-
cao de brinzolamida prolongada do farmaco ao longo de 18 semanas,
enquanto que as microparticulas similares sem uma tal camada exteri-
or libertaram 90 % do farmaco durante as primeiras trés semanas (Fi-
gura 1). Uma tendéncia semelhante da liberacdo prolongada do far-
maco foi observada nas microparticulas com uma camada externa de
180 quilodaltons-PLLA 20 (Figura 2).

[053] Para o estudo de liberagdo de acetazolamida in vitro, pelo
menos, 5 mg de microparticulas contendo acetazolamida foram sus-
pensos em 1 mL de PBS, e colocados em um banho de agua com agi-
tacdo a 37 °C para estudos in vitro de liberacdo d o farmaco. Em um
ponto de ensaio designado (por exemplo, todas as semanas, apds a
incubacao inicial), as amostras foram centrifugadas e 0,9 mL do so-
brenadante foi removido para a anélise por meio de HPLC de acetazo-
lamida. Subsequentemente, 0,9 ml de PBS fresco foi adicionado de
volta a amostra. As corre¢cbes adequadas foram feitas para explicar
acetazolamida no nao removido 0,1 ml de solugdo que é transferido
para o proximo periodo de liberacado. Este procedimento foi seguido a
cada ponto de tempo até que um ponto terminal foi alcancado. Os re-
sultados de liberacdo de acetazolamida in vitro foram apresentados
como a porcentagem acumulada de farmaco libertado na Figura 3. Tal
como € mostrado na Figura 3, um modesto 2 % de 109 quilodaltons de
PLGA da camada exterior também reduziu a liberagao brusca inicial de
acetazolamida das microparticulas contendo acetazolamida.

OUTRAS MODALIDADES

[054] E para ser entendido que embora a presente invengao te-

nha sido descrita em conjungdo com a sua descricao detalhada, a

descricdo anterior destina-se a ilustrar e nao limitar o ambito da pre-
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sente invengdo, que € definido por meio do ambito das reivindicagbes
em anexo. Outros aspectos, vantagens e modificacbes estdo dentro do

ambito das seguintes reivindicacoes.
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REIVINDICACOES

1. Método para preparar uma microparticula de mdultipla
camada, caracterizado pelo fato de que o método compreende:

(a) formar uma camada compreendendo um primeiro poli-
mero sobre uma superficie sélida por meio da deposicao de uma pri-
meira composicado uma ou mais vezes sobre a superficie sélida, em
que a primeira composicao compreende o primeiro polimero e um pri-
meiro solvente, e evapora 0 primeiro solvente na primeira composicao
depositada;

(b) formar uma camada compreendendo um segundo poli-
mero e um agente terapéutico através do depdsito de uma segunda
composicdao em toda ou em parte da camada formada na etapa (a),
em que a segunda composicao compreende o segundo polimero, o
agente terapéutico, e um segundo solvente; e evapora o segundo sol-
vente, na segunda composi¢cao depositada; e

(c) formar uma camada adicional compreendendo um ter-
ceiro polimero por meio da deposicdo de uma terceira composicao
uma ou mais vezes sobre uma camada previamente formada, em que
a terceira composicao compreende o terceiro polimero e um terceiro
solvente; e evapora o terceiro solvente na terceira composi¢cao deposi-
tada.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que as primeira e terceira composi¢cdes nao contém um
agente terapéutico.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que os primeiro e terceiro polimeros tém uma solubilidade
baixa no segundo solvente.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o segundo polimero tem um peso molecular diferente

do que o primeiro polimero e o terceiro polimero.
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5. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que o peso molecular dos primeiro e terceiro polimeros €
maior do que o peso molecular do segundo polimero em pelo menos
40 quilodaltons.

6. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que o peso molecular dos primeiro e terceiro polimeros €
maior do que o peso molecular do segundo polimero em pelo menos
50 quilodaltons.

7. Método de acordo com a reivindicacao 5, caracterizado
pelo fato de que os primeiro e terceiro polimeros tém um peso molecu-
lar de 100 a 350 kDa.

8. Método de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado
pelo fato de que o segundo polimero tem um peso molecular de 15 a
150 kDa.

9. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que os primeiro e terceiro polimeros sao 0 mesmo polime-
ro.

10. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que os primeiro e terceiro solventes sdo 0 mesmo solven-
te.

11. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que o segundo solvente € diferente dos primeiro e terceiro
solventes.

12. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que a etapa (a) compreende depositar a primeira compo-
sicao mais do que uma vez.

13. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreen-
de uma ou mais microparticulas de mdltiplas camadas, em que uma
ou mais microparticulas de multiplas camadas compreendem

uma ou mais camadas de fundo, compreendendo um pri-
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meiro polimero; e

uma ou mais camadas interiores compreendendo um agen-
te terapéutico e um segundo polimero, e uma ou mais camadas supe-
riores compreendendo um terceiro polimero,

em que 0s pesos moleculares dos primeiro e terceiro poli-
meros sao maiores do que o peso molecular do segundo polimero.

14. Composi¢ao de acordo com a reivindicagao 13, caracte-
rizada pelo fato de que as camadas superior e inferior ndo contém um
agente terapéutico.

15. Composi¢ao de acordo com a reivindicagao 13, caracte-
rizada pelo fato de que o peso molecular dos primeiro e terceiro poli-
meros € maior do que o peso molecular do segundo polimero em pelo
menos 20 quilodaltons.

16. Invencao, em quaisquer formas de suas concretizagdes
ou em qualquer categoria aplicavel de reivindicacdo, por exemplo,
produto ou processo, ou uso, ou qualquer outro tipo de reivindicagcao
englobada pela matéria inicialmente descrita, revelada ou ilustrada no

pedido de patente.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "COMPOSICAO DE MICROPARTICULAS
BIODEGRADAVEIS DE MULTIPLAS CAMADAS PARA LIBERACAO
SUSTENTADA DE AGENTES TERAPEUTICOS E METODO PARA
PREPARAR UMA MICROPARTICULA DE MULTIPLA CAMADA".

A presente invencao refere-se as microparticulas as quais
sdo preparadas por meio de um método que inclui: (a) formar uma
camada que compreende um primeiro polimero sobre uma superficie
sélida por meio da deposicao de uma primeira composicdo uma ou
mais vezes sobre a superficie soélida, em que a primeira composi¢ao
compreende o primeiro polimero € um primeiro solvente, e evaporar o
primeiro solvente, na primeira composi¢ao; (b) formar uma ou mais
camadas que compreendem um polimero € um segundo agente tera-
péutico através do depdsito de uma segunda composicdo em toda ou
em parte da camada formada na etapa (a), em que a segunda compo-
sicdo compreende o segundo polimero, 0 agente terapéutico, e um
segundo solvente; e evaporacao do segundo solvente, na segunda
composicao; e (c) formar uma camada adicional que compreende um
terceiro polimero por meio da deposicdo de uma terceira composicao
uma ou mais vezes sobre uma camada previamente formada, em que
a terceira composicdo compreende o terceiro polimero € um terceiro

solvente; e evaporar o terceiro solvente na terceira composigao.
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