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(67) Resumo: FORMULAGCOES FARMACEUTICAS PARA A
LIBERACAO PROLONGADA E PRINCIPIO (S) ATIVO (S), BEM SUAS
APLICACOES, ESPECIALMENTE APLICAGCOES TERAPEUTICAS. A
Presente invengédo refere-se a formulagde farmacéuticas novas com
base em suspensdes coloidais aquosas para a liberagdo prolongada
de principio (s), ativo (s) - PA- particularmente proteina (s) e peptiedo
(s), bem como as aplicagdes, especialmente aplicagdes terapéuticas,
dessas formulagdo compreende uma suspenao coloidal aquosa de
baixa viscosidade baseada em particulas micrométricas de um
polimero PO soluvel em agua, biodegradavel, anfifilico contendo grupo
hidrofébicos (GH) - alfa-tocoferol - e grupos hidrofilicos ionizaveis (Gl) -
glu - que sdo pelo menos parcialmente ioniozados, as particulas sendo
capazes de se associar espotanea e nao covalentemente com PA, em
pH = 7,0, sob condi¢des isotdnicas, e tendo um tamanho entre 0,5
e100 um. Essa suspensdo contém ions multivalentes (MG™) de
polaridade oposta aquela do grupo Gi do PO, a razéo r, definida pela
formula (A) r=n x [MI/GI] (A) onde - n é a valéncia dos ions
multivalentes, - [MI] é a concentragdo molar de ions multivalentes, -
[Gl] é a concentragdo molar de grupos ionizaveis Gl, estandoo entre
0,3e10.
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FORMULAGOES FARMACEUTICAS PARA A LIBERAGCAO PROLONGADA DE
PRINCIPIO(S) ATIVO(S), BEM COMO SUAS APLICAGOES,
ESPECIALMENTE APLICAGOES TERAPEUTICAS

A presente 1invengdo refere-se a formulacgdes
farmacéuticas baseadas em suspensdes coloidais aquosas para
a liberacdo prolongada de um ou mais principios ativos PA,
particularmente os principios ativos de peptideo e
proteina, e as aplicacgodes, especialmente aplicagdes
terapéuticas dessas formulacdes.

Essas formulacgdes farmacéuticas se aplicam a
terapéutica tanto humana como veterindria.

No campo da liberacéao prolongada de PA

farmacéutico, especialmente proteinas terapéuticas, ha

necessidade em muitos casos de assegurar tanto quanto
possivel que a concentracdo de peptideo ou proteina de
plasma do paciente esteja préxima ao valor observado no
individuo saudéavel.

Esse objetivo ¢é comprometido pela vida curta de
proteinas no plasma, © que torna necessario injetar a
proteina terapéutica repetidamente. A concentracdo de
plasma de proteina terapéutica, entd3o, tem um perfil
serrado (sawtooth) caracterizado por picos de concentracao
elevada e minima de concentracdo muito baixa. Os picos de
concentracdao, que sdo bem maiores do gque a concentracéo
basal no individuo saudavel; tém efeitos prejudiciais muito
acentuados devido a elevada toxicidade de ©proteinas
terapéuticas como a interleucina IL2. Além disso, as
minimas de concentracdo estdo abaixo da concentracao que é
necessaria para ter um efeito terapéutico, assim o paciente
recebe cobertura terapéutica ruim e sofre consegiiéncias
graves a longo prazo.

Além disso, para assegurar gue a concentracdo de

proteina terapéutica no plasma do paciente esteja préxima
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do valor ideal para esse tratamento, a formulacéo
farmacéutica em questdo tem de permitir a liberacdo
prolongada da proteina terapéutica de modo a limitar as
variagdes em concentracdo de plasma com o passar do tempo.

Adicionalmente, essa formulacéao ativa deve
satisfazer preferivelmente as seguintes especificacdes ja
familiares aqueles versados na técnica:

1 - liberacéao prolongada de uma proteina
terapéutica ndo desnaturada e ativa, por exemplo, proteina
sintética ou humana, de modo que a concentracdo de plasma
seja mantida no nivel terapéutico;

2 - viscosidade de injecdo suficientemente baixa
para ser facilmente injetavel;

3 - forma biocompativel e biodegradavel;

4 - forma gque ndo apresenta nem toxicidade nem
imunogenicidade;

5 - forma tendo uma excelente tolerdncia local.

Em uma tentativa para atingir esses objetivos,
uma das melhores abordagens propostas na técnica anterior
foi desenvolver formas para a liberacdo prolongada de
proteina(s) terapéutical(s) que consistem em suspensdes
liquidas de baixa viscosidade de nanoparticulas carregadas
com proteinas terapéuticas. Essas suspensdes facilitaram a
administracdo de proteinas terapéuticas nativas.

Desse modo, Flamel Technologies propdés um método
no qual a proteina terapéutica é associada as
nanoparticulas de um copoliaminocdcido compreendendo grupos
hidrofdébicos e grupos hidrofilicos.

A patente US-B-5.904.936 descreve particulas

submicrdnicas (NPV), com um tamanho médio entre 0,01 e
0,5 pm, e particulas micrométricas (MPV), com um tamanho

médio entre 0,5 e 20 pum, de um copolimero de poliaminoacido

anfifilico compreendendo pelo menos dois tipos de
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aminodcido, um sendo neutro e hidrofdébico e o outro sendo
ionizavel. Proteinas como insulina s&o espontaneamente
adsorvidas sobre essas particulas em solugcdo aquosa. O
copolimero de poliaminocacido é, por exemplo, um copolimero
em bloco de poli(L-leucina-bloco-sédio L-glutamato). A
patente descreve a agregacdo de NPV em MPV por adigdo de
sais monocatidnicos (sulfato de ambénio) ou sais
policatiénicos (Fe®*", Fre®', zn?', ca?', A1%?", Al ou cu?), um
acido (HCl) ou polimeros catidnicos (polilisina) a uma
suspensdo coloidal de poli-Leu/Glu.

C pedido de ©patente WO-A-2005/033181 revela
homopoliamino&cidos lineares, anfifilicos, anidénicos que
compreendem unidades asparticas ou unidades glutamicas e
cujas extremidades portam grupos hidrofébicos contendo 8 a
30 a4tomos de carbono. Em particular, os homopoliaminodcidos
telequélicos “hidrofobicamente modificados” sdo, por
exemplo, um poli[GluONa] com extremidades PheOC18/C18 ou um
poli[GluONa] com ‘extremidades PheCOl8/alfa-tocoferol. FEm
agua, esses homopoliaminoacidos telequélicos
“hidrofobicamente modificados” formam espontaneamente uma
suspensdo coloidal de nanoparticulas que sdo facilmente
capazes de se associar, em suspensdo aquosa em pH 7,4, com
pelo menos uma proteina ativa (insulina).

O tempo de liberagdo in vivo da(s) proteina(s)
ativa(s) (por exemplo, insulina) “vetorizada” pelas
suspensdes de acordo com US-B-5.904.936 e WO-A-2005/033181
poderia ser aumentado de forma rentavel.

Um aumento no tempo de liberacdo foli parcialmente
obtido pelas formas farmacéuticas descritas no pedido PCT
WO-A-05/051416. No pedido de patente, uma suspensao
coloidal hidrofobicamente modificada de nanoparticulas
(0,001-0,5 um) de poli(sdédio L-glutamato) & injetada em uma

concentragdo tal que, apds injegdo subcuténea, um gel se
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forma no local no paciente em contato com a albumina de
soro enddégena. A proteina é, entdo, liberada lentamente,
tipicamente durante um periodo de uma semana. Entretanto,
guando a concentragdo de proteina terapéutica a ser
administrada ¢é relativamente elevada, como é o caso de
horménio de crescimento humano, por exemplo, o tempo de
liberacdo é limitado a somente alguns dias.

Qualquer'que possa ser o caso, nhada na técnica
anterior referente a coléides de nanoparticulas ou
microparticulas de poliaminocd&cidos hidrofobicamente
modificados revela uma formulag¢do que torna possivel:

(I) aumentar o tempo de liberacdo da proteina
ativa apods inje¢do parenteral, por exemplo, injecéo
subcutéanea, particularmente quando a concentracéao de
proteina é elevada,

(I1) e/ou reduzir o pico de concentracdo de
plasma da proteina ativa apds injegcdo da formulacio
contendo a mesma.

Sob essas condigdes, um dos objetivos da presente
invengdo ¢é, portanto, propor uma formulacdo farmacéutica
para a liberacao prolongada de PA que supere as
deficiéncias da técnica anterior e, em particular, torne
possivel, apds injecéao parenteral (por exemplo,
subcutanea), obter um tempo de liberac¢do in vivo prolongado
para o PA ndo desnaturado (por exemplo, peptideos e
proteinas terapéuticas e moléculas pequenas), por exemplo,
proteinas humanas ou sintéticas.

Outro objetivo da invencéao é propor uma
formulacao farmacéutica que torne possivel, apds injecao
parenteral (por exemplo, subcutdnea), obter um tempo de
liberacdo in vivo prolongado para peptideos e proteinas
terapéuticas altamente concentradas, por exemplo, aquelas

contendo varios mg/ml.
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Outro objetivo da invengédo é propor uma
formulagdo farmacéutica para a liberacgd&o prolongada de PA
in vivo que seja estavel em armazenagem em termos tanto
fisico-gquimicos como bioldgicos.

Outro objetivo da invencéo é propor uma
formulacdo farmacéutica para a liberagdoc prolongada de PA
in vivo que tenha pelo menos uma das seguintes
propriedades: biocompatibilidade, biodegradabilidade,
atoxicidade, boa tolerancia local.

Outro objetivo da invencgédo é propor uma
formulagdao farmacéutica para a liberag¢do prolongada lenta
de PA in vivo, a formulagdo compreendendo particulas
micrométricas de polimero PO que s3o auto-associadas ou
auto-associaveis com pelo menos um PA, o PO sendo um
polimero biodegradavel soluvel em &gua que porta grupos
hidrofdébicos (GH) e grupos ionizaveis (GI), e formando
espontaneamente uma suspensdo de nanoparticulas coloidais
em agua.

- outro objetivo da invencéo é propor uma
formulacéo farmacéutica compreendendo particulas
micrométricas do polimero PO vide supra que, apds injecdo
subcutanea, ¢é capaz de liberar uma proteina ou peptideo
terapéutico durante um tempo mais longo do que o tempo de
liberagcdo obtido apdés administragdo da mesma proteina
misturada em um meio aquoso do PA com a suspensdo coloidal
do polimero PO.

Outro objetivo da invencéao é propor uma
formulagao farmacéutica para a liberacgdo prolongada lenta
de PA 1in vivo, essa formulacdo compreendendo particulas
micrométricas de polimero PO que sdo auto-associadas a pelo
menos um PA, o0 polimero PO sendo, por exemplo, um
poliaminoacido cuja cadeia principal seja composta de

residuos asparticos e/ou residuos glutdmicos, pelo menos
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alguns desses residuos sendo modificados pelo enxerto de
pelo menos um grupo hidrofébico GH na cadeia e/ou na
extremidade da cadeia, PO também sendo Dbiodegradavel,
soltvel em agua e anfifilico.

Outro objetivo da invengdo ¢é propor produtos
derivados a partir da formulacdo e/ou precursores da
formulacdo mencionados nos objetivos listados acima.

E para crédito do Requerente ter descoberto que a
agregagcao das nanoparticulas da formulacdo, de acordo com
WO 05/051416 em particulas micrométricas contendo ions
multivalentes de polaridade oposta aquela dos grupos GI, em
proporgdes bem definidas, leva a selegdo de uma populacdo
especifica de microparticulas que permite um prolongamento
significativo do tempo de libera¢do do PA (por exemplo,
proteina ou peptideo) com o qual essas microparticulas sao
associadas.

Também é para crédito do Requerente ter
descoberto que certos 1ions multivalentes levam a uma
tolerancia excelente das formulacdes de acordo com a
invencéao.

A invencado refere-se, portanto, a uma formulacao
farmacéutica liquida para liberacgdo prolongada de PA que
compreende uma suspensao coloidal aguosa de baixa
viscosidade baseada em particulas micrométricas de polimero
(PO),

i. o polimero PO

sendo um copolimero soluvel em 4&gua,
biodegradavel, anfifilico portando grupos hidrofébicos (GH)
e grupos hidrofilicos ionizaveis (GI) que s&o, pelo menos
parcialmente, ionizados,

e formando espontaneamente uma suspensdo
coloidal de nanoparticulas em 4&gua, em pH 7,0, sob

condicdes isotdnicas,
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ii. as particulas sendo capazes de se associar
espontaneamente e ndo covalentemente com pelo menos um
principio ativo (PA), em pH 7,0, sob condicdes isoténicas,

formulagcdo que é caracterizada pelo fato de que

as particulas micrométricas de PO tém um tamanho, medido em
um teste T, entre 0,5 e 100 pm, preferivelmente entre 1 e

70 pm e particularmente preferivelmente entre 2 e 40 pum, e
em que contém ions multivalentes tendo uma valéncia menor
ou igual a 4, preferivelmente ions divalentes, ions
trivalentes ou misturas dos mesmos, de polaridade oposta
aquela dos grupos GI do polimero, os ions multivalentes
tendo sido adicionados para fazer com que as nanoparticulas
de polimero agreguem em particulas micrométricas em uma
quantidade tal que a relacdo r,

medida em um teste M, e definida pela férmula
r = n x [ﬂél], onde
GI

- n é a valéncia dos ions multivalentes,
- [MI] é a concentracdo molar de ions
multivalentes,
- [GI] é a concentracdo molar de grupos
ionizaveis GI,
esta entre 0,3 e 10, preferivelmente entre 0,6
e 5,0, e particularmente preferivelmente entre 0,8 e 3,0.
Essas particulas micrométricas selecionadas de
acordo com a invengdo sao produzidas pela agregacao de um
numero grande de nanoparticulas de copolimero anfifilico.
Essa agregagao €& vantajosamente causada pela presenca de
ions multivalenteé de polaridade oposta aquela dos grupos
ionizéaveis GI (pelo menos parcialmente ionizados)
transportados pelo copolimero. Por complexar com cadeias de

polimero que pertencem a nanoparticulas distintas, esses
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ions multivalentes de polaridade oposta aquela dos grupos
GI do copolimero fazem com gque as nanoparticulas de
polimero floculem em microparticulas.

@] PA pode associar espontaneamente com as
nanoparticulas do copolimero PO antes de agregarem em
particulas micrométricas, e/ou pode associar
espontaneamente com as particulas micrométricas durante
e/ou apds agregacao.

Além disso, as formulacdes de acordo com a
invencdo s&o ndo tdéxicas e tém boa tolerdncia local.

Em toda a presente revelacdo, como distinto a
partir de microparticulas tendo um tamanho micrométrico da
formulagdo de acordo com a invencdo, o termo “particulas
submicrénicas” ou “nanoparticulas” indica particulas cujo
tamanho (medido em um teste T’ descrito abaixo) é maior ou
igual a 1 nm e menor do que 500 nm e preferivelmente entre
5 e 250 nm.

Para fins da invencgdo, o termo “proteina” indica
uma proteina ou um peptideo, quer seja um oligopeptideo ou
um polipeptideo. Essa proteina ou peptideo pode ou nido ser
modificado, por exemplo, pelo enxerto de um ou mais grupos
de polioxietileno.

O principio ativo é designado pela referéncia PA
em toda a presente revelagdo; PA indica pelo menos um
principio ativo.

Para fins da invengdo e em toda a presente
revelagdo, os termos “associacdo” e “associar” empregados
para qualificar as relagdes entre um ou mais PA e os
polimeros PO (por exemplo, poliaminodcidos) indicam gque os
PA’'s sdo ligados aos polimeros PO ndo covalentemente, por
exemplo, por interacdo eletrostatica e/ou hidrofébica e/ou

ligacédo de hidrogénio e/ou impedimento estérico.
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Velocidades angulares para a centrifugacdo sao
expressas em rpm (giros por minuto), uma unidade

equivalente a uma volta por minuto (r/min) com

1 rpm = —zirad.s—l.
60

Teste T para medir o tamanho das microparticulas por

difracdo a laser

A — Teste Tl no caso onde as microparticulas tém a forma de

uma dispersido aquosa

1. Equipamento e condi¢des de operacdo

Granuldmetro laser Malvern Mastersizer 2000

Médulo Hydro 2000SM unidade de

dispersdo de amostra umida

Volume de fluido de veiculo |150 ml

de dispersédo

Comprimentos de onda (azul 466 e 632 nm

e vermelho)

Velocidade de agitacéao 2400 rpm

Faixa analitica 0,02 um a 2000 pm

Modelo oéptico (Teoria de
Mie)
Valores de indices

refrativos utilizados:

Fluido de dispersao (&gua) Mfigyigco = 1,33 + 1.0
Ladtex de poliestireno Mistex de poliestireno = 1,59 +
i.0

Valores de obscuridade para |[Entre 5% e 20%

acionar analise

Tempo de aquisicéao 10 s

2. Preparacdo da amostra
A amostra para analise é preparada por diluicéao

de 400 pl da mesma em um tubo de teste de 5 ml com 600 pl
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de &agua desmineralizada e, entdo, agitando a preparacdo em
um Vortex por 10 s (10 £ 5).
3. Andlise da amostra

O fluido em circulacdo armazenado no sistema de
dispersdo de amostra UuUmida em repouso é esvaziado e
substituido com &gua desmineralizada nova. A velocidade de
agitacdo da unidade Hydro 2000SM é ajustada em 2400 rpm.

A medicéao é iniciada sob as condicgdes
experimentais mencionadas acima:

1 - alinhamento do feixe laser

2 - gravagdo do ruido de segundo plano

Apbs essas etapas o operador introduz a amostra
para analise do seguinte modo: adicdo em gotas da amostra
diluida (com uma pipeta Pasteur) até que a obscuridade
esteja entre 5% e 20%, e iniciag¢do de aquisicéao.

Os dados sdo obtidos em relagdo ao D50, que é o
didmetro abaixo do qual 50% dos objetos analisados s&o
encontrados.

Trés medigdes do D50 sdo feitas em 3 preparacdes
diferentes e sua média é tirada.

B — Teste T2 no caso onde as microparticulas estdo na forma

seca

1. Equipamento e condig¢des de operacdo

Granuldbmetro laser Malvern Mastersizer 2000

Médulo Hydro 2000SM unidade de

dispersdo de amostra umida

Volume de fluido de veiculo [150 ml

de dispersé&o

Comprimentos de onda (azul (466 e 632 nm

e vermelho)

Velocidade de agitacéao 2000 rpm

Faixa analitica 0,02 pm a 2000 pm
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Modelo é6ptico (Teoria de
Mie)
Valores de indices

refrativos utilizados:

Fluido de dispers&o (&gua) Mfiyido = 1,39 + 1.0
Latex de poliestireno Mistex de poliestireno = 1,59 +
i.0

Valores de obscuridade para |Entre 5% e 20%

acionar analise

Tempo de aquisicgédo 10 s

2. Preparacgdo da amostra

Uma solugao a 0,1% de Span 80 em heptano é
preparada (pesando 0,01 g de Span 80 em pd em um frasco de
20 ml e, entdo, adicionando heptano a um peso final de
10 qg).

Aproximadamente 6 mg de pd sdo pesados em um tubo
de teste de 5 ml.

0,7 g de heptano contendo 0,1% de Span 80 sao
adicionados ao tubo de teste.

O tubo de teste é colocado em um banho de ultra-
som por 2 minutos para dispersar o pd totalmente.
3. Andlise da amostra

O fluido em circulacdo armazenado no sistema de
dispersdo de amostra uUmida em repouso é esvaziado e
substituido com heptano. A velocidade de agitacdo da
unidade Hydro 2000SM é ajustada em 2000 rpm.

A mediééo é iniciada sob as condicgbes
experimentais mencionadas acima:

1 - alinhamento do feixe laser

2 - gravagdo do ruido de segundo plano

Apds essas'etapas, © operador introduz a amostra
para analise do seguinte modo: adigdo em gotas da amostra

diluida (com uma pipeta Pasteur) até que a obscuridade
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esteja entre 5% e 20%, e iniciac¢do de aquisicdo.

Os dados sado obtidos em relagdo ao D50, que é o
didmetro abaixo do qual 50% dos objetos analisados sdo
encontrados.

Trés medig¢des do D50 sdo feitas em 3 preparacdes
diferentes e sua média é tirada.

Teste T’ para medir o tamanho das nanoparticulas por

dispersao de luz quase elastica

O didmetro hidrodindmico médio das particulas de
polimero PO, de acordo com a invengdo, ¢é medido pelo
procedimento Md definido abaixo:

As solugdes de PO sao preparadas em concentracdes
de 1 ou 2 mg/ml em 0,15 M de meio NaCl e agitadas por 24 h.
Essas solugdes sadao, entdo, passadas através de um filtro de
0,8 - 0,2 pum antes de serem analisadas por dispersdo de luz
dinadmica utilizando um Sistema Gonidémetro Compacto Malvern
que opera com um feixe laser He-Ne verticalmente polarizado
de 632, 8 nm de comprimento de onda. 0 diametro
hidrodindmico das nanoparticulas de polimero PO é calculado
a partir da funcdo de autocorrelagdo de campo elétrico pelo
método de soma, como descrito no livro “Surfactant Science
Series” volume 22, Surfactant solutions, ed. R. Zana,
capitulo 3, M. Dekker, 1984.

Teste M para medir o teor de ion multivalente por

cromatografia de ions

A quantificagdo do 1ion multivalente Mg?" sera
tomada como exemplo. O método é substancialmente igual para
determinar os outros cations (somente os controles mudam) .
1. Equipamento e reagentes

Cromatogfafia de ions

Sistema de cromatografia de ions Dionex ICS 2500
equipado com um detector de condutividade, um supressor de

auto-regeneracao de cation e um forno com termostato
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Coluna (Dionex): coluna Ion Pac CS16 5x250mm

Coluna de protecdo (Dionex): coluna de protecdo

Ion Pac CGl6 5x50 mm

Supressor de cation (Dionex): CSRS - ULTRA II -
4 mm

Garrafa de plédstico para cromatografia de ions
(Dionex) |

Agua desmineralizada (MilliQ)

0.1 N de &cido cloridrico (HCl) (Riedel de Haen)

acido metanossulfdénico (MSA) (Aldrich)

sulfato do jion multivalente: por exemplo, MgSO,
(Aldrich)

2. Preparag¢do das solucgdes

solvente: HC1 0,01 N

100 ml de HC1 0,1 N s3o introduzidos em um frasco
de 1 litro contendo aproximadamente 500 ml de &gua MilliQ.
O volume é composto de 1 litro com agua MilliQ e a solucéo
€ agitada magneticamente.

Fase mével: 30 mM MSA

Utilizando um cilindro graduado, 2 litros de &agua
MilliQ s&o introduzidas em uma garrafa de pldastico de 2
litros para cromatografia de ions. 3,89 ml de MSA s&o
adicionados com uma pipeta automdtica.

O frasco é colocado no aparelho e a borbulha com
hélio ¢ iniciada para misturar e desgaseificar a fase.
3. Preparag¢do dos controles e amostras

Preparagdao dos controles

Trés controles s&o preparados em uma faixa de

concentragdo de Mg’ de 1 mg/l a 2,6 mg/l.
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MgSQOq HC1 0,01 N
SM1 |Frasco de 100 ml |50 mg Compor até Agitacgéao
100 ml magnética
SM2 |Frasco de 100 ml |80 mg Compor até Agitacéao
100 ml magnética
SM3 |Frasco de 100 ml |[130 mg |Compor até Agitacéo
100 ml magnética

Diluig¢des das solugdes de estoque sdo preparadas.

SMx HC1 0,01 N
Tl |Frasco de 100 ml 1 ml Compor até 100 ml
T2 |Frasco de 100 ml 1 ml Compor até 100 ml
T3 |Frasco de 100 ml 1 ml Compor até 100 ml

Preparacao das amostras

As formulacgdes de microparticulas s&o agitadas
totalmente em um Vortex pouco antes da amostragem, e
misturadas com a pipeta automatica.

Pelo menos uma diluigdo é efetuada por adaptacao
do peso e do volume de diluicéao para fornecer uma
concentragdo esperada de Mg?' entre 1 mg/l e 2,6 mg/l. A
diluigcdo ¢é efetuada em HCl1 0,01 N para precipitar o
polimero. Diluicgbes sucessivas sao efetuadas, se
necessario.

A solugdo €& agitada magneticamente por pelo menos

30 minutos.
E passada através de um filtro de 0,45 um antes
de ser transferida para um frasco.

Duas preparacdes sdo realizadas por amostra.

4. Condi¢bes de cromatografia de ions

Volume de injecéao 25 ul

Taxa de fluxo 1 ml/min

Tempo de analise 25 min

Deteccgao Condutividade em uS/min
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Eluente 30 mM MSA
Temperatura de coluna 40 °C
Supressor Cation
Corrente 87 mA

5. Processamento dos resultados

todos os

Determinagcdo da linha de calibragem

A linha de regressdo é obtida considerando-se

controles na seqléncia. O coeficiente de

correlagcdao deve ser > 0,909.

A equacgdo da linha é como a seguir:

Y = a X + b

onde Y = area do pico de magnésio
X = concentracgcdao da solucdo de controle
(mg/1)
Determinacdo do teor de ion de magnésio das
amostras
ot = Forsa =)V,
a-P
M = teor de Mg®' (g/1)
Yensaio = area do pico de magnésio para o ensaio
= inclinacdo da linha de calibragem
= ordenada na origem da linha de calibragem
Vg = volume de diluicdo (ml)
P. = peso de amostra (mg)
O resultado final é a média de 2 ensaios. O
coeficiente de variacao genericamente aceito em

cromatografia de 1ions é 10%, porém isso serda confirmado

quando o método for validado.

Calculo da razdo r

No protocolo acima foi descrito a determinacao do

teor de magnésio. O teor T de outros cations multivalentes

(Ca®*, zn®*", Al%", etc.) é determinado do mesmo modo por um

método andlogo.
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Apdés determinacdo do valor de M desse modo, o
mesmo é utilizado para deduzir a concentracdo molar de ion
multivalente MI:

[MI] = —AZ—, onde Mijon, € o0 peso molecular do ion

M ion
multivalente em g/mol.

Conhecendo-se a estrutura do polimero ionizavel,
particularmente seu grau tedrico de polimerizacdo GP, seu
peso molecular tedrico M, e sua taxa de enxerto hidrofébica
(isto &, a fracdo ay de grupos modificados por enxertos
hidrofébicos), é possivel calcular a concentracdo molar de
grupos 1ionizaveis para uma concentracdo de polimero C
(expressa em g/1);

(GI=(1-a,)- S P

P

. MI
Essa ¢ wutilizada para calcular r = n x {——],

Gl
onde & a valéncia do ion multivalente.

Preferivelmente, a formulacdo de acordo com a
invengdo é caracterizada pelo fato de que as particulas
micrométricas tém uma densidade de polimero aparente dap
medida em um teste D descrito abaixo, entre 0,05 e 1,0,
preferivelmente entre 0,07 e 0,7, e particularmente
preferivelmente entre 0,1 e 0,5.

Teste D para medir a densidade aparente d.,

A suspensao de microparticulas tendo uma
concentragao C (mg/g) de polimero PO é homogeneizada por
agitacao magnéticé. Uma aliquota de 2 ml de suspensao de
microparticulas é tirada com uma micropipeta e colocada em
um tubo de centrifugacdo previamente tarado. A suspensao de
microparticulas colocada no tubo é, entdo, pesada (peso m
em g). O tubo é colocado em uma centrifuga e girado por 30

minutos a 8000 rpm. O sobrenadante é removido com precisao
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utilizando micropipetas adaptadas. Isso é utilizado para
deduzir o volume de sedimento Vgeq (em ml) :

Vseda = Viot = Vsur

A densidade de polimero aparente d,p (em g/cm®) &

dada pela férmula

m-c
d, = 1000
V.
sed
A suspensao de particulas micrométricas
carregadas com PA proporciona um prolongamento

particularmente valioso do tempo de liberacdo do PA (por
exemplo, peptideo ou proteina terapéuticos) e uma reducao
do pico de concentragdo de plasma.

Em particular, o tempo de 1liberacdo do PA &
significativamente aumentado em relagéao aquele das
formulagdes da técnica anterior, especialmente aquelas
descritas no pedido de patente WO 05/051416. 0

prolongamento do tempo de liberagdo do PA in vivo que é

[N

induzido pelas formulagdes, de acordo com a invencéo,

ainda mais valioso porque o PA (por exemplo, proteinas

terapéuticas) sao ainda totalmente bioativas e nao
desnaturadas.
Desse modo, uma caracteristica funcional

vantajosa das formulagdes de acordo com a invencdo é& que o
tempo de liberacgado T, de um dado PA, como medido em um
teste L, aumenta em relagdo ao tempo de liberacdo t, de uma
formulagdo idéntica ndo contendo ions multivalentes, como
medido no mesmo teste L, esse aumento sendo preferivelmente
tal que T, é maior ou igual a 1,1 x t, e particularmente
preferivelmente de tal modo que T, seja maior ou igual a

1,5 x t..
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Teste L para medir a liberacdo do PA a partir das

particulas micrométricas de acordo com a invencio

Quadrados de 2 x 2 cm sdo cortados de um material
de polipropileno absorvente.

A solucdo tampdo de fosfato, denominada PBS, é
preparada por dissolucdo de 1 tablete de PBS (Aldrich) em
200 ml de agua. Isso fornece 200 ml de uma solugdo contendo
tampdo de fosfato 0,01 M + cloreto de potassio 0,0027 M e
cloreto de sédio 0,137 M.

Uma solucdo tamponada de albumina bovina contendo
30 mg/g, denominada BSA, é preparada pela dissolucgdo de 6 g
de albumina de soro bovino, fracdo V (SAFC), em 294 g de
PBS anteriormente preparada.

Dois tubos Falcon de 50 ml, um contendo PBS e a
outra solugdo de BSA para embeber os quadrados de material
absorvente, sdo armazenados no refrigerador.

4 ou 5 ml dessas solugdes sdo colocadas em tubos
herméticos tendo uma capacidade de 5 ml (5 amostras sio
fornecidas para <cada um dos dois meios). Eles séao
armazenados no refrigerador.

Apdés um intervalo de 15 horas, os tubos de 5 ml

contendo as fases continuas s&o colocados a 37 °C uma hora

antes.

Os quadrados sdo embebidos por uma hora, 5 na PBS
e 5 na BSA (ou mais se houver um problema em injecdo), a
37 °cC.

0,5 ml da formulagdo sdo injetados com uma agulha
27G (seringa de 1 ml) no centro de cada quadrado (paralelo
a sua superficie), que foi primeiramente limpo levemente em
papel.

O lado injetado é anotado.

Esse procedimento ¢é aplicado nos 10 guadrados,

que nao serdo imersos no meio continuo até posteriormente,
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de modo a sincronizar toda a cinética. Os quadrados sé&o
colocados de modo que o ponto injetado esteja préximo ao
topo do tubo.

As amostras sdo colocadas em um suporte e sdo
todas introduzidas em um forno a 37 °C, com agitacao.

A agitacao influencia muito a cinética de
liberagcdo e deve ser, portanto, controlada: ajuste de

agitagao em 40 com 9 cm entre as duas barras de obstrucédo.

Aliquotas de 100 pl da fase continua sdo tiradas
em tempos diferentes.
Ensaio da proteina por HPLC

Duas fases de eluicdo sdo utilizadas:

- fase A: 1260 ml de &gua / 680 ml de
acetonitrila / 60 ml de THF / 1,8 ml de TFA

- fase B: 630 ml de acetonitrila / 340 ml de
dgua / 30 ml de THF / 0,8 ml de TFA

As condigdes HPLC sdo dispostas na Tabela abaixo:

Instrumento Agilent 1100 equipado com:

- um trocador de amostra
automatico, resfriado

- um detector FLD e UV

- um integrador automd&tico

Coluna Keystone BetaBasic-18
4,6 x 150 mm
- 3 um

o

- tamanho de poro 150 A

Gradiente Tempo (min) %A 3B
0] 100 0
15 50 50
35 10 90
36 100 0

40 100 _ 0
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Tempo de andlise 40 min (+ 20 min de lavagem

entre injecdes)

Taxa de fluxo 11,5 ml/min

Temperatura de coluna 38 °C

Temperatura de amostra Resfriado (4 °C)

Volume de injecgéao 100 pl

Deteccédo Absorvancia UV a 280 nm

Fluorescéncia a:

- 296 nm (excitacio)

- 300 nm (emissdo)

A concentragao de proteina no meio continuo &,
entao, tracada como uma fungdo de tempo.

A gquantidade total de proteina liberada é lida a
partir dessa curva quando a Ultima atinge um platd: para
que o teste seja valido, esse valor deve representar pelo
menos 40% da proteina introduzida no inicio. O tempo T,
que é o tempo exigido para liberar 50% do PA introduzido,
é, entdo, lido a partir dessa curva.

De acordo com uma caracteristica preferida, a
formulagdo farmacéutica liquida, de acordo com a invencéao,
é caracterizada pelo fato de que as particulas
micrométricas da suspensdo s&o obteniveis espontaneamente
em um liquido aquoso por adig¢do de um sal contendo ions
multivalentes, preferivelmente ions divalentes, de
polaridade oposta aquela dos grupos GI do polimero PO a uma
suspensdo de nanoparticulas de polimero PO e opcionalmente
um PA.

Em uma modalidade preferida, a formulacdo de
acordo com a inveng¢do compreende um PA associado as
microparticulas de PO.

Essa formulagcdo tem a vantagem de ser injetavel

por via parenteral e de ser liquida sob as condicdes de
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injecao.

De acordo com a invencao, os descritores
“liquido”, “baixa viscosidade” ou “viscosidade muito baixa”
correspondem, vantajosamente, a uma viscosidade dindmica
menor ou igual a 1000 mPa.s a 20 °C. Preferivelmente, a
viscosidade dindmica da formulagdo, medida a 20 °C para um
gradiente de cisalhamento de 1000 s™', é preferivelmente
menor ou igual a 500 mPa.s e particularmente
preferivelmente entre 2 e 200 mPa.s, por exemplo, entre 1,0
e 100 mPa.s ou entre 1,0 e 50 mPa.s.

Medigdo da viscosidade dinamica

A medicdo de referéncia para a viscosidade
dinédmica pode ser feita, por exemplo, a 20 °C utilizando um
redmetro AR1000 (TA Instruments), eqguipado com uma
geometria de cone-e-placa (4 cm, 2°). A viscosidade v é
medida para um gradiente de cisalhamento de 1000 s7t.

Essa viscosidade baixa torna as formulacdes da
invencédo faceis de injetar por via parenteral,
particularmente pela via de mucosa, intramuscular,
subcuténea, intradérmica, intraperitoneal ou intracerebral
ou em um tumor, entre outras coisas.

A formulagdo, de acordo com a invencdo pode ser
administrada, também, por via oral, nasal, pulmonar,
vaginal, ocular ou bucal.

Esse estado liquido ou de baixa viscosidade das
formulagdes da invencgdo existe tanto em temperaturas de
injegé&o correspondendo a temperaturas ambiente, por
exemplo, entre 4 e 30 °C, e na temperatura fisioldégica.

Os polimeros PO uteis na inveng¢do sao polimeros
biodegradaveis soluveis em agua portando grupos
hidrofébicos GH e grupos ionizaveis GI. Os grupos
hidrofdébicos podem estar em numero reduzido em relacdo ao

resto da cadeia e podem ser ligados lateralmente & cadeia
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ou intercalados na cadeia e ser distribuidos aleatoriamente
(copolimero aleatdério) ou distribuidos na forma de
sequiéncias ou enxertos (copolimeros de bloco ou copolimeros
seqlenciados) .

Em uma modalidade preferida da invencdo, os
grupos hidrofdébicos GH sdo ligados lateralmente a cadeia.

Sem indicar limitacéao, oS polimeros
hidrofobicamente modificados PO podem ser selecionados do
grupo gque compreende poliaminoacidos, (poli)peptideos,
gelatinas, proteinas, polissacarideos - preferivelmente
selecionados do subgrupo que compreende pululanos ou
quitosanas ou mucopolissacarideos ou dextranos ou
galactomananos ou polihialuronatos - e misturas dos mesmos.

Em uma modalidade preferida da invencdo, PO &
selecionado a partir de (co)poliaminoacidos anfifilicos.

Para as finalidades da invencd3o e em toda a
presente revelacgédo, o termo “poliaminoacido” abrange
poliaminoacidos naturais e sintéticos, juntamente com
oligoaminoacidos compreendendo de 10 a 20 “residuos de
aminodcido” e poliaminodcidos compreendendo mais de 20
residuos de “aminoacido”.

Preferivelmente, os poliaminodcidos 1Gteis na
presente invencéao sdo oligbmeros ou homopolimeros
compreendendo residuos de repetigdo de &cido glutamico ou
aspartico ou copolimeros compreendendo uma mistura desses
dois tipos de residuos de “aminodcido”. Os residuos em
questéao nesses polimeros sao aminodcidos tendo a
configuragdo D, L ou D/L e sio ligados através de suas
posi¢gdes alfa ou gama no caso do residuo glutadmico ou
glutamato e via suas posicdes alfa ou beta no caso do
residuo de aspartato ou aspartico.

Os residuos de “aminodcido” preferidos da cadeia

de poliaminodcido principal séo aqueles tendo a
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configuragdo L e uma ligacdo do tipo alfa.

Em uma modalidade particularmente preferida da
invencéo, PO é um poliaminocdcido formado de residuos
asparticos e/ou residuos glutémicos, pelo menos alguns
desses residuos portando enxertos gque contém pelo menos um
grupo hidrofébico GH. Esses poliaminoacidos sao
especialmente do tipo descrito no pedido PCT WO-A-00/30618.

De acordo com uma primeira possibilidade, o PO da

formulagcdo é definido pela férmula geral (I) abaixo:

3
T o A//COOB
N NHR'
R2 N
n
OiTZ)A . H O - m
R4
[GH] -~
na qual:

R! é H, uma alquila C2 a Cl1l0 linear ou C3 a C10
ramificada, um radical de benzila, um residuo terminal de
aminodcido, ou -R*-[GH];

R? é H, um grupo de acila C2 a Cl1l0 linear ou C3 a
Cl0 ramificada, um piroglutamato ou —-R*-[GH];

R’ & H ou uma entidade catidénica preferivelmente
selecionada do grupo que compreende:

- cations de metal vantajosamente
selecionados do subgrupo que compreende sbédio, potéassio,
cédlcio e magnésio,

- cations organicos vantajosamente
selecionados do subgrupo compreendendo:

- cations baseados em amina;
- cédtions baseados em oligoamina,
- cations baseados em poliamina

(polietilenimina sendo particularmente preferido), e
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— cations Dbaseados em aminoacido(s)
vantajosamente selecionado(s) da classe que compreende
cadtions baseados em lisina ou arginina,

- e poliaminoacidos catibnicos,
vantajosamente selecionados, a partir do subgrupo que
compreende polilisina e oligolisina;

R & uma ligacgdo direta, ou um “espacgador”,
baseada em 1 a 4 residuos de aminocacido;

A é independentemente um radical -CH,- (residuo
aspartico) ou -CH,-CH;- (residuo glutamico);

n/(n + m) é definido como a taxa de enxerto molar
e seu valor é suficientemente baixo para PO, dissolvido em
agua em pH = 7 e a 25 °C, para formar uma suspensdo
coloidal de particulas submicrdénicas de PO, n/(n + m) sendo
preferivelmente entre 1 e 25% mol e particularmente
preferivelmente entre 1 e 15% mol;

(n + m) & definido como o grau de polimerizacdo e
varia de 10 a 1000 e preferivelmente entre 50 e 300; e

GH é& um grupo hidrofdébico.

Em uma modalidade preferida da invencéao, a
formulagdo ¢é caracterizada pelo fato de que o grupo
hidrofdébico GH é derivado a partir de um precursor de
dlcool selecionado do grupo que compreende octanol,
dodecanol, tetradecanol, hexadecanol, octadecanol, 4&lcool
de oleila, tocoferol e colesterol, e em que R* é uma
ligagdo direta.

De acordo com uma.segunda possibilidade, o PO da
formulacdo tem uma das férmulas gerais (II), (III) e (IV)

abaixo:
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[GH] , %JJ\ /U\% N [
R {\H/LT TR I R
(11D @] H H O
/COORT
R
[GH] N %/K [GH]
e b e
O H
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em que:

GH é um grupo hidrofébico;

R*® ¢ um grupo de alquila C2 a C6 linear;

R* é H ou uma entidade catidénica preferivelmente
selecionada do grupo que compreende:

- cétions de metal vantajosamente
selecionados do subgrupo que compreende sédio, potassio,
cadlcio e magnésio,

- cadtions orgdnicos vantajosamente
selecionados do subgrupo compreendendo:

- cations baseados em amina;

P = cations baseados em oligoamina,

- cétions baseados em poliamina
(polietilenimina sendo particularmente preferido), e

- cations baseados em aminoacido(s)
vantajosamente selecionado(s) da classe que compreende
cations baseados em lisina ou arginina,

- e poliaminoacidos catidnicos,
vantajosamente selecionados a partir do subgrupo que

compreende polilisina e oligolisina;
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R & um grupo de alquila C2 a C6, dialcdxi ou
diamina;

R* é& uma ligacdo direta, ou um “espacador”,
baseada em 1 a 4 residuos de aminoécido;

A é independentemente um radical -CH,- (residuo
aspartico) ou —-CH,-CH,- (residuo glutéamico); e

(n” + m) e n” sdo definidos como o grau de
polimerizacdo e variam de 10 a 1000 e preferivelmente entre
50 e 300.

Vantajosamente, os grupos n GH do PO cada um
independentemente entre si, sdo um radical monovalente da

férmula abaixo:

(GH)

na qual:

R°> é um radical de metila (alanina), isopropila
(valina), isobutila (leucina), sec-butila (isoleucina) ou
benzila (fenil alanina):

R® é um radical hidrofébico contendo 6 a 30
adtomos de carbono; e

1l varia de 0 a 6.

De acordo com uma caracteristica digna de nota da
invengdo, todos ou alguns dos grupos hidrofébicos R® do PO
sdo independentemente selecionados do grupo de radicais
compreendendo:

- um alcéxi linear ou ramificado contendo 6 a
30 &atomos de carbono e capazes de conter pelo menos um
heteroatomo (preferivelmente 0, N ou S) ou pelo menos uma
unidade de insaturacéao,

- um alcdéxi contendo 6 a 30 A&tomos de carbono,
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tendo wum ou mais anéis carbociclicos e opcionalmente
contendo pelo menos uma unidade de insaturagdoc ou pelo
menos um heterocdtomo (preferivelmente 0, N ou S), e

- um alcdéxi arila ou um arildxi alquila tendo
7 a 30 atomos de carbono e capaz de conter pelo menos uma
unidade de insaturagdo ou pelo menos um heterodtomo
(preferivelmente 0, N ou S).

Na préatica e sem indicar limitacdo, o radical
hidrofébico R® do enxerto do PO é derivado de um precursor
de 4&lcool selecionado a partir do grupo que compreende
octanol, dodecanol, tetradecanol, hexadecanol, octadecanol,
alcool de oleila, tocoferol e colesterol.

Vantajosamente, a cadeia principal do
poliaminoacido é:

- um homopolimero de alfa-L-glutamato ou alfa-
L-glutamico,

- um homopolimero de alfa-L-aspartato ou alfa-
L-aspéartico,

- ou um copolimero de alfa-L-aspartato/alfa-L-
glutamato ou alfa-L-aspartico/alfa-L-glutamico.

De forma notével, a distribuicdo dos residuos
aspartico e/ou glutdmico da cadeia de poliaminoacido
principal do PO é tal que o polimero resultante é aleatério
ou do tipo em bloco ou do tipo multibloco.

De acordo com outra definicdo, o PO utilizado na
formulagcdo de acordo com a invengd3o tem um peso molecular
entre 2.000 e 100.000 g/mol e preferivelmente entre 5.000 e
40.000 g/mol.

Em uma variante, o PO da formulacdo de acordo com
a invencgé&o contém pelo menos um  enxerto do tipo
polialquileno glicol ligado a um residuo de glutamato e/ou

aspartato.
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Vantajosamente, esse enxerto é do tipo

polialguileno glicol e tem a férmula (V) abaixo:

4 .p8
//R\\X{A\ro R

R’
V)

na qual:

R'* & uma ligagdo direta, ou um “espacador”,
baseada em 1 a 4 residuos de aminoécido;

X €& um heterodtomo selecionado do grupo que
compreende oxigénio, nitrogénio e enxofre;

R’ e R® s&o independentemente H ou uma alquila Cl1
a C4 linear; e

n’’’ varia de 10 a 1000 e preferivelmente de 50 a
300.

Na pratica, o polialquileno glicol &, por
exemplo, um polietileno glicol.

E desejavel, de acordo com a invengdo, dque a
percentagem molar de enxerto de polialgquileno glicol varie
de 1 a 30%.

Os poliaminoidcidos PO s&o também extremamente
valiosos em que, com uma taxa de enxerto ajustavel, os
mesmos dispersam em &agua em pH 7,4 (por exemplo com um

tampdo de fosfato) para fornecer suspensdes coloidais.

Além disso, alguns PA’s, como proteinas,
peptideos ou moléculas pegquenas, podem associar-se
espontaneamente a nanoparticulas compreendendo esses

poliaminoacidos PO.

Deve ser entendido que o PO contém grupos
ionizaveis que s&o neutros (por exemplo, COOH) ou ionizados
(por exemplo, COO") dependendo do pH e da composicdo. Por

esse motivo, a solubilidade em uma fase aguosa é uma funcéo
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direta da proporg¢do de grupos ionizados e conseqiientemente
do pH. Em solugdo aquosa, no caso de grupos de carboxila, o
contra-ion pode ser um cation de metal como sdédio, calcio
ou magnésio, ou um cation orgdnico, como trietanol amina,
tris- (hidroximetil)amino metano ou uma poliamina como
polietilenimina.

O PO do tipo poliaminodcido que é capaz de ser
utilizado na formulagdo da invencdo é obtido, por exemplo,
por métodos conhecidos por aqueles versados na técnica.
Poliaminoacidos aleatdérios podem ser obtidos por enxerto do
enxerto hidrofdébico, anteriormente funcionalizado com o
“espagador”, diretamente sobre o polimero por uma reacdo de
acoplamento convencional. PO de poliaminocdcidos em bloco ou
multibloco podem ser obtidos por polimerizacido seqgliencial
dos anidridos N-carboxi (NCA) de aminodcido correspondente.

Por exemplo, um poliaminoacido de
homopoliglutamato ou homopoliaspartato ou um copolimero de
glutamato/aspartato em bloco, multibloco ou aleatdrio é
preparado por métodos convencionais.

Para obter um poliaminocdcido do tipo alfa, a
técnica mais comum se baseia na polimerizacdoc de anidridos
N-carbdéxi (NCA) de aminodcido, que é descrita, por exemplo,
no artigo intitulado “Biopolymers”, 1976, 15, 1869, e no
livro de H.R. Kricheldorf intitulado “Alpha-amino acid N-
carboxy anhydride and related heterocycles”, Springer
Verlag (1987). Os derivados de NCA s&o preferivelmente
derivados de NCA-O-Me, NCA-O-Et ou NCA-0O-Bz (Me = metila,
Et = etila e Bz = benzila). Os polimeros s&o, entdo,
hidrolisados sob condic¢des apropriadas para fornecer o
polimero em sua forma A&cida. Esses métodos se baseiam na
descricdo dada na patente FR-A-2.801.226 do Requerente. Um
numero de polimeros que pode ser utilizado, de acordo com a

invengdo, por exemplo, dos tipos poli(alfa—L—aspértico),
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poli(alfa-L-glutémico), poli(alfa-D-glutamico) e poli (gama-
L-gluté&mico) de pesos moleculares varidveis, sao
comercialmente disponiveis. O polimero poliaspartico do

tipo alfa-beta é obtido pela condensacdo de acido aspartico
(para fornecer uma polissuccinimida) seguido por hidrdélise
basica (cf. Tomida e outros, Polymer, 1997, 38, 4733-36).

O acoplamento do enxerto com um grupo Aacido do
polimero é facilmente efetuado pela reacao do
poliaminodcido na presenga de uma carbodiimida como agente
de acoplamento, e opcionalmente um catalisador como 4-

dimetil amino piridina, em um solvente apropriado como

dimetil formamida (DMF) , N-metil pirrolidona (NMP) ou
sulféxido de dimetila (DMSO) . O carbodiimida ¢, por
exemplo, dicicloexil carbodiimida ou diisopropil

carbodiimida. A taxa de enxerto é controlada gquimicamente
pela estequiometria dos constituintes e reagentes ou pelo
tempo de reacdo. Os enxertos hidrofdébicos funcionalizados
com um “espacador” sao obtidos por acoplamento de peptideo
convencional ou por condensacdo direta sob catdlise de
acido. Essas técnicas s&o bem conhecidas por aqueles
versados na arte.

Um copolimero em bloco ou multibloco é
sintetizado utilizando derivados de NCA anteriormente
sintetizados com o enxerto hidrofébico. Por exemplo, o
derivado de NCA hidrofdébico € copolimerizado com NCA-O-Bz e
os radicais benzila sdo, entdo, seletivamente removidos por
hidrdlise.

As formulacgdes, de acordo com a invencdo, na
modalidade preferida na qual compreendem pelo menos um PA,
resultam a partir da associacéao nao covalente de
nanoparticulas com base em um PO e pelo menos um PA, em um
meio liquido agquoso.

Para a preparacao, o PO ou PA pode estar na forma
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sdélida (preferivelmente um pod) ou na forma liquida
(preferivelmente uma suspensdo aquosa coloidal).

Em termos da presente revelagdo, a associacao
PA/PO significa que PA ¢é associado ao polimero PO (por
exemplo, um ou mais poliaminocacidos) por uma ou mais
ligagdes diferentes de ligagdes quimicas covalentes.

As técnicas para associar um ou mais PA com o PO,
de acordo com a invencédo, sdo descritas em particular no
pedido de patente WO-A-00/30618. Elas consistem em
incorporar pelo menos um PA no meio liquido contendo
nanoparticulas de PO para fornecer uma suspensdo coloidal
de nanoparticulas carregadas ou associadas a um ou mais PA.

Para fins da invencéao, o termo “ions
multivalentes” indica ions divalentes, 1ions trivalentes,
ions tetravalentes e misturas desses ions.

No caso onde PO tem grupos anidnicos GI, os ions
multivalentes s&o cations multivalentes, preferivelmente
cations divalentes e particularmente preferivelmente
selecionados do grupo que compreende Mg?t, Ca?*, zn?', Fe?*,
Cu?®* e misturas dos mesmos, e/ou cations trivalentes
selecionados mais particularmente preferivelmente do grupo

3+ e misturas dos mesmos.

que compreende Al3%", Fe

Além dos ions multivalentes, as formulacdes de
acordo com a invengdao podem conter ions monovalentes (por
exemplo, cations) que podem ser ativos na agregacdo das
nanoparticulas a microparticulas.

Esses ions multivalentes sdo preferivelmente
introduzidos na formulacdo da invencd3o na forma de uma
solucdo de sal aquosa (orgédnica ou mineral), por exemplo,
uma solugdo de sulfato, cloreto, acetato, gluconato ou
glutamato (ou outro aminodcido anidénico) de cations

multivalentes.

Para melhorar sua estabilidade, a formulacéo
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compréende, preferivelmente, pelo menos um estabilizador
selecionado do grupo que compreende:

- nanoparticulas de pelo menos um polimero PO,
o PO sendo um copolimero soluvel em &gua, biodegradavel,
anfifilico contendo grupos hidrofébicos (GH) € grupos
hidrofilicos ionizaveis (GI) que sao pelo menos
parcialmente ionizados, e espontaneamente formando uma
suspensdo coloidal de nanoparticulas em &agua, em pH = 7,0
sob condi¢des isotdnicas;

- polialquileno glicéis, preferivelmente
polietileno glicdis;

- copolialquileno glicéis, preferivelmente
copolimeros de etileno glicol/propileno glicol (do
poloxédmero, tipo Plﬁronic ou Lutrol);

- polimeros de celulose e derivados dos
mesmos, preferivelmente carboxialquila celuloses (por
exemplo, carboximetil celuloses) ou alquil celuloses (por
exemplo, metil celuloses);

- ésteres de sorbitano e um ou mais A&cidos
graxos, preferivelmente ésteres de polioxialquileno (por
exemplo, polioxietileno) glicol e pelo menos um &cido (por
exemplo, acido oléico), do tipo Tween ou polysorbate;

- tensocativos baseados em fosfolipidios e
polialquileno glicdéis, preferivelmente polietileno glicdis;

- sacarideos hidrogenados ou nd&o hidrogenados
como trehalose, sorbitol, manitol ou sacarose;

- polidis como propileno glicol ou glicerol;

- gelatinas, preferivelmente gelatinas
hidrolisadas; |

- (co)polimeros contendo nitrogénio,
preferivelmente do grupo que compreende poliacrilamidas,
poli-N-vinil amidas, polivinil pirrolidonas (PVP) e poli-N-

vinil lactamas;
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- dlcoois de polivinila (PVA);

- e misturas dos mesmos.

Um dos estabilizadores preferidos, de acordo com
a invencgdo, é feito de nanoparticulas de pelo menos um
polimero PO que ¢é idéntico (preferivelmente) ou diferente
do polimero que constituil as microparticulas.

A quantidade de estabilizador utilizada na
formulacdo esta preferivelmente entre 0,01 e 10% em peso e
particularmente preferivelmente entre 0,1 e 5% em peso.

Com relacdo aos estabilizadores compreendendo
nanoparticulas, essas s&o vantajosamente wutilizadas na
formulagdo em uma quantidade de 1,5 a 3,5% em peso, por
exemplo, de 2,0 a 3,0% (= 2,5%) em peso.

Com relagdao ao PA, esse é preferivelmente
selecionado do grupo que compreende proteinas,
glicoproteinas, proteinas ligadas a uma ou mais cadeias de
polialguileno glicol [preferivelmente cadeias de
polietileno glicol (PEG): Proteinas PEGuiladas], peptideos,
polissacarideos, lipossacarideocs, oligonucleotideos,
polinucleotideos e misturas dos mesmos, e particularmente
preferivelmente a partir do subgrupo que compreende
eritropoietina, oxitocina, vasopressina, hormdénio
adrenocorticotrépico, fator de crescimento epidérmico,
fator de crescimento derivado de plagueta (PDGF), fatores
de estimulacd&o de hemopoiese e misturas dos mesmos, fatores
VIII e IX, homoglobina, citocromos, prolactina, albuminas,
horménioc de liberacdo de horménio luteinizante (LHRH),
antagonistas de LHRH, competidores de LHRH, horménios de
crescimento bovino ou de porco ou humano (GH), fator de
liberacéo de horménio de crescimento, insulina,
somatostatina, glucagon, interleucinas ou misturas dos
mesmos (IL-2, IL-11, IL-12), o-, B- ou y-interferon,

gastrina, tetragastrina, pentagastrina, urogastrona,
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secretina, calcitonina, encefalina, endomorfinas,
angiotensinas, horménio de liberacido de tirotropina (TRH),
fator de necrose de tumor (TNF), fator de crescimento de
nervo (NGF), fator de estimulagdo de colénia de granuldcito
(G-C8F), fator de estimulacdo de coldnia de macrdéfago de
granuldcito (GM-CSF), fator de estimulacdo de coldénia de
macréfago (M-CSF), heparinase, proteina morfogénica de osso
(BMP), hANP, peptideo semelhante ao glucagon (GLP-1), VEG-
F, antigeno de superficie de hepatite B recombinante

(rHBsAg), renina, «citocinas, Dbradicinina, bacitracinas,

polimixinas, colistinas, tirocidina, gramicidinas,
ciclosporinas e andlogos sintéticos e modificacdes
farmaceuticamente ativas e fragmentos de enzimas,

citocinas, anticorpos, antigenos e vacinas.

Em uma variante, o PA é uma molécula orgénica
hidrofdébica, hidrofilica ou anfifilica “pequena” do tipo
que pertence as familias de antraciclina, taxdide ou
camptotecina ou do tipo que pertence a familia de
peptideos, como leuprolide ou ciclosporina e misturas dos
mesmos.

Em termos da presente revelacdo, uma molécula
“"pequena” & especialmente uma molécula de ndo proteina
pequena, por exemplo, uma molécula pequena isenta de
aminodcidos.

Em outra variante, o) PA é vantajosamente
selecionado de pelo menos uma das seguintes familias de
substancias ativas: agentes para tratar alcoolismo, agentes
para tratar doenca de Alzheimer, anestésicos, agentes para

tratar acromegalia, analgésicos, antiasmaticos, agentes

para tratar alergias, agentes anticéancer, anti-
inflamatérios, anticoagulantes e antitrombdéticos,
anticonvulsivos, antiepilépticos, antidiabéticos,

antieméticos, antiglaucomas, anti-histaminas,
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antiinfecciosos, antibidéticos, antifungicos, antivirais,
antiparkinsonianos, anticolinérgicos, antitussivos,

inibidores de anidrase carbdénica, agentes cardiovasculares,

hipolipémicos, antiarritmicos, vasodilatadores,
antianginais, anti-hipertensivos, vasoprotetores,
inibidores de colinestearase, agentes para tratar

disturbios do sistema nervoso central, estimulantes do
sistema nervoso central, contraceptivos, promotores de

fertilidade, indutores e inibidores de parto, agentes para

~tratar mucoviscidose, agonistas receptores de dopamina,

agentes para tratar endometriose, agentes para tratar
disfungdes eréteis, agentes para tratar fertilidade,
agentes para tratamento de disturbios gastrointestinais,
imunomoduladores e imunossupressores, agentes para tratar
disturbios de memdria, antienxaquecas, relaxantes

musculares, analogos de nucleosideo, agentes para tratar

osteoporose, parassimpatomiméticos, prostaglandinas,
agentes psicoterapéuticos, sedativos, hipndticos e
tranqgiilizantes, neurolépticos, ansioliticos,

psicoestimulantes, antidepressantes, agentes para tratar
disturbios dermatoldgicos, esterdides e horménios,
anfetaminas, anoréticos, lenitivos nao analgésicos,
antiepilépticos, barbituricos, benzodiazepinas, hipnéticos,
laxativos, psicotrdépicos e gquaisquer associacdes desses
produtos.

A partir do ponto de vista quantitativo, é
particularmente valioso se a fragdo de peso de PA né&o
associada as particulas micrométricas [PA ndo associado] em

Q

% for tal que:
[PA n&o associado] < 1,

preferivelmente [PA ndo associado] < 0,5.

Em uma wvariante, PA pode ser o hormdénio de

crescimento humano recombinante hGH, tendo uma dose, por
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exemplo, compreendida entre 0,2 e 2 mg/ kg, e
preferivelmente entre 0,5 e 1 mg/kg.

Em outra variante, o PA pode ser insulina, tendo
uma dose, por exemplo, compreendida entre 0,2 e 2 UI/kg, e
preferivelmente entre 0,5 e 1 UI/kg.

Em outra variante, o PA pode ser interferon a-2b,
tendo uma dose, por exemplo, compreendida entre 20 e
100 pg/kg, e preferivelmente entre 40 e 80 ug/kg.

Vantajosamente, a formulacdo de acordo com a
invencéao é destinada a preparacao de remédios,
particularmente para administra¢do por via parenteral,
mucosa, subcuténea, intramuscular, intradérmica,

intraperitoneal ou intracerebral ou intratumoral, ou pela

-via oral, nasal, pulmonar, vaginal ou ocular.

De acordo com outra de suas caracteristicas, a
invengao refere-se a um processo para a preparacao da
formulagdo acima mencionada.

Esse processo para a preparacdo da formulacdo é
caracterizado pelo fato de consistir essencialmente em:

a. tomar ou preparar uma suspensdo coloidal de
nanoparticulas de pelc menos um PO,

b. opcionalmente misturar essa suspensdo coloidal
de nanoparticulas de PO com pelo menos um PA,
preferivelmente em solugdo aquosa,

c. opcionalmente filtrar a suspensdo resultante,

d. adicionar ions multivalentes (preferivelmente
na forma de sal) de polaridade oposta aquela dos grupos GI
do polimero PO, os ions multivalentes sendo adicionados em

uma quantidade de tal modo que a razdo r,

M.
definida pela férmula r = n x {5%]' onde

- n é& a valéncia dos ions multivalentes,
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- [IM] €& a concentracdo molar de 4ions
multivalentes,

- [GI] & a concentragdo molar de grupos
ionizaveis GI,
esta entre 0,3 e 10, preferivelmente entre 0,6 e 5,0, e
particularmente preferivelmente entre 0,8 e 3,0, e

€. se necessario, ajustar o pH ou a osmolaridade
(por exemplo, por diafiltracédo). 4

As formulagdes liquidas de acordo com a invencdo
sdo vantajosamente preparadas em temperatura ambiente (por
exemplo, 25 °C).

Diferentes modos de associacdo do PA com as
microparticulas podem ser imaginados (vide supra) .
Vantajosamente, o PA é associado as nanoparticulas que sao
destinadas a formar as microparticulas por agregagao.
Também é possivel associar o) PA diretamente as
microparticulas. Os dois métodos de associacdo podem ser
combinados.

Para associacéao com as nanoparticulas ou
microparticulas, o PA est& vantajosamente na forma de uma
solucdo ou suspensdo aquosa para mistura com a suspenséao
coloidal de nanoparticulas ou microparticulas de PO. Em uma
variante, o PA poderia ser incorporado na forma sélida e,
entdao, misturado com a suspensdo de nanoparticulas ou
microparticulas.

A presente invencdo refere-se ainda a produtos
sbélidos derivados a partir das nanoparticulas e
microparticulas de PO contidas na formulacdo de acordo com
a invencéo.

Na pratica, esses produtos derivados podem
consistir especialmente em pds, géis, implantes ou filmes,
entre outras coisas.

Desse modo, a invencdo se refere a produtos
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derivados a partir da formulagdo de acordo com a invencdo,
tomada como tal, sem se relacionar ao processo para sua
preparagdo. O produto derivado em questdo é, portanto,
caracterizado pelo fato de que estd na forma ndo ligquida e
em que compreende particulas micrométricas de polimero
(PO),

i. o polimero PO

sendo um copolimero soluvel em agua,
biodegradavel, anfifilico contendo grupos hidrofébicos (GH)
e grupos hidrofilicos ionizaveis (GI),

e formando espontaneamente uma suspensao
coloidal de nanoparticulas em 4&gua, em pH = 7,0, sob
condigdes isotdnicas,

ii. as particulas sendo capazes de se associar
espontanea e ndo covalentemente com pelo menos um PA, em
pPH = 7,0, sob condig¢des isoténicas,
essas particulas micrométricas de PO tendo um tamanho,
medido em um teste T, entre 0,5 e 100 um, preferivelmente
entre 1 e 70 pum, e particularmente preferivelmente entre 2
e 40 pm;

e em que contém derivados de ions multivalentes,
preferivelmente ions divalentes, de polaridade oposta

aquela do grupo GI do polimero, a razdo r,
. . M
definida pela férmula r = n x -6§~, onde

- n é a valéncia dos ions multivalentes,

P

- [MI] é a concentracdo molar de ions

multivalentes,

[GI] €& a concentracgcdo molar de grupos
ionizaveis GI,
estd entre 0,3 e 10, preferivelmente entre 0,6 e

5,0, e particularmente preferivelmente entre 0,8 e 3,0.
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Esse produto derivado pode consistir, por
exemplo, em um pd ou um gel.

A presente invencdo refere-se ainda a esses
produtos derivados a partir da formulacd3o de acordo com a
invengdo como intermediarios resultando a ©partir da
preparagdo da formulacdao de acordo com a invencdo. A
invengdo, portanto, refere-se ainda a um processo para a
preparacdo de pelc menos um desses produtos derivados. Esse
processo € caracterizado pelo fato de que consiste
essencialmente em secar a suspensao de particulas
micrométricas para fornecer uma forma sélida,
preferivelmente um pd de particulas micrométricas, que ¢é
capaz de ser armazenado ou administrado.

Tais produtos derivados fornecem acesso a outro
método de preparar a formulacdo de acordo com a invencdo. O
processo de acordo com esse método ¢é caracterizado pelo
fato de que consiste essencialmente em:

- tomar pelo menos um produto derivado obtido
pelo processo como definido acima,

- e misturar esse produto derivado com &agua ou
uma solugdoc aquosa S de reconstituicédo.

No caso mencionado por ultimo, a formulacao
farmacéutica liquida é reconstituida imediatamente antes do
uso por mistura do produto derivado sélido (por exemplo,
pd) com agua ou S antes da injecdo.

Por exemplo, S pode compreender uma solucdo
agquosa e pode simplesmente ser A&gua para preparacdes
injetaveis.

Além disso, S pode opcionalmente conter:

- pelo menos um tampdo ou pelo menos um sal
injetavel (tampdo de fosfato, tampdo de citrato, cloreto de
s6dio) em uma concentracdo, por exemplo, entre 0,001 M e

0,1 M, preferivelmente entre 0,005 M e 0,02 M, esse tampdo
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ou esse sal injetédvel tornando possivel ajustar o pH da
solucéao; e

. pelo menos um tensoativo injetavel,
preferivelmente do tipo polissorbate, como Tween® 20 ou

Tween® 80, ou do tipo poloxé&mero, como Lutrol® F38,

Lutrol® F68 ou Lutrol® Fl127, em concentracdes, por
exemplo, entre 0,01 e 2%, e preferivelmente entre 0,05 e
0,5%.

S pode conter também agentes de densificar como
sacarideos, a saber: sacarose, D-manitol ou trealose, em
concentracdes entre 0,1 e 10%, e preferivelmente entre 0,5
e 5%. A solucdo de reconstituicdo também pode conter um
polimero de viscosificar injetavel selecionado a partir do
grupo que compreende polissacarideos, polimeros sintéticos
(por exemplo, carboximetil celulose de sdédio), alcool de
polivinila, polivinil pirrolidona, polialguileno glicdis
(por exemplo, polietileno glicdis) e misturas dos mesmos.

Mails genericamente, os exemplos de excipientes
que podem ser adicionados a formulagcdo de acordo com a
invencdo sd&o antimicrobianos, tampdes, antioxidantes e
agentes de ajuste de isotonicidade conhecidos por aqueles
versados na técnica. Pode-se fazer referéncia, por exemplo,
ao livro intitulado Injectable Drug Development, P.K. Gupta
e outros, Interpharm Press, Denver, Colorado, 1999.

De acordo com a invencdo, pode-se considerar
fazer provisdo para uma filtragdo de esterilizacdao, em
filtros com uma porosidade, por exemplo, de 0,2 upm, da
suspensdo liquida de nanoparticulas que ddo origem &s
particulas micrométricas da formulagdo de acordo com a
invencdo. A agregacdo sob condigdes estéreis de acordo com
os modos de preparacdo descritos acima permite, desse modo,

gue a formulacdo seja injetada diretamente em um paciente.
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As propriedades principais da formulacdo, de
acordo com a invengdo, incluem sua capacidade de liberar o
PA durante um periodo prolongado maior do que agquele obtido
com uma suspensdo coloidal de nanoparticulas do mesmo
polimero, administrado no me smo pH, com a mesma
concentracdo de proteina e concentracdo de polimero.

A presente invengdo refere-se ainda a um processo
para a preparagcdo de remédios, particularmente ©para
administragdo pela via parenteral, mucosa, subcutéanea,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal ou
intracerebral ou intratumoral, ou pela via oral, nasal,
pulmonar, vaginal ou ocular, caracterizado pelo fato de que
consiste essencialmente em utilizar uma formulacdo como
definida acima per se, ou uma formulacdo obtida pelo
processo também definido acima, ou qualguer produto
derivado a partir da formulagdo, ou qualquer precursor da
formulacéao.

Embora a formulacdo de acordo com a invencdo seja
preferivelmente farmacéutica, isso ndo exclui formulagéés
cosméticas, dietéticas ou fitossanitdrias, compreendendo
pelo menos um PO como definido acima e pelo menos um PA.

A invencdo refere-se ainda a um método de
tratamento terapéutico consistindo essencialmente em
administrar a formulacao como descrito na presente
exposicgéado pela via parenteral, mucosa, subcuténea,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal ou
intracerebral ou em um tumor, ou pela via oral, nasal,
pulmonar, vaginal ou ocular.

Em uma variante especifica da invencdo, esse
método de tratamento terapéutico consiste em administrar a
formulagao, como descrito acima, por injecdo pela via
parenteral, subcutéanea, intramuscular, intradérmica,

intraperitoneal ou intracerebral ou intratumoral,
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preferivelmente de tal modo que forme um depdsito no sitio
de injecéao.

A invengdo sera entendida mais claramente e suas
vantagens e variantes tornar-se-do evidentes a partir dos
Exemplos abaixo, que descrevem a sintese do PO formado de
poliaminoacidos enxertados com um grupo hidrofébico, e sua
conversdo em um sistema para a liberagdo prolongada de PA,
ou seja, uma formulacdo de acordo com a invengdo (suspensdo
coloidal aquosa estavel), e demonstram a capacidade de tal
sistema ndo somente associar a uma proteina terapéutica,
como também, em particular, formar gel/reticular para
liberar a proteina terapéutica em um modo muito prolongado
in vivo.

DESCRIGAO DA FIGURA

A Figura é uma curva que mostra a liberacdo de
horménioc de crescimento humano [hGH em % relativa para a
concentracdo total injetada] como uma fung¢do de tempo [t em
min] no teste L, de acordo com o fato de se estd incluido
em nanoparticulas de PO [B nanoparticulas 23 mg/g] ou
microparticulas de PO [®¢ microparticulas 73 mg/g]
preparadas de acordo com o exemplo 8.

EXEMPLOS

Exemplo 1: polimero anfifilico PO

Sintese de poliglutamato enxertado com alfa-tocoferol de

origem sintética

15 g de um &cido alfa-L-poligluté@mico (tendo um
peso molecular equivalente a aproximadamente 16.900 Da,
relativo a um padrdo de polioxietileno, e obtido pela
polimerizagdo de NCAGluOMe seguido por hidrdélise, como
descrito no pedido de patente FR-A-2.801.226) sdao
solubilizados em 288 ml de dimetil formamida (DMF) por
aguecimento a 80 °C até a solubilizacdo do polimero. A

solugdo é resfriada a 15 °C e 2,5 g de D,L-alfa-tocoferol
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(> 98%, obtido a partir de Fluka®), anteriormente
solubilizado em 8 ml de DMF, 280 mg de 4-dimetil amino
piridina, anteriormente solubilizada em 1 ml de DMF e 1,6 g
de diisopropil carbodiimida, previamente solubilizado em
6 ml de DMF, sdo adicionados em sucessdo. Apds agitar por 3
horas, o meio de reacdo é derramado em 1200 ml de &gua
contendo 15% de cloreto de sdédio e &cido cloridrico
(pH = 2). O polimero que precipita é, entdo, recuperado por
filtragcdo e lavado com &acido cloridrico 0,1 N, com &gua e
com éter diisopropilico. O polimero &, entdo, seco em um
forno a vacuo a 40 °C para fornecer um rendimento da ordem
de 90%. O peso molecular medido por cromatografia de
exclusdo de tamanho é 15.500, em relagd3o a um padrdo de
polioxietileno. A proporcéao de tocoferol enxertado,
estimada por espectroscopia NMR de préton, € 5,1% mol. Uma
suspensdo de nanoparticulas do polimero em &agua é obtida
por solubilizagdo do mesmo em &gua, e pelo ajuste do pH
(neutralizacdo dos carboxilatos) para 7 = 1.

Exemplo 2: preparagido de 100 g de uma suspensido

coloidal de nanoparticulas de polimero PO carregado com hGH

2.1 Preparacao de uma solucgédo coloidal de polimero

anfifilico PO

O polimero é deixado em repouso em solucdo
durante a noite para atingir uma temperatura constante de
30 °cC.

35,3 g de polimero PO do Exemplo 1 sdo pesados.

Ele é diluido com 26,65 g de &gua estéril para
injecéao (para um polimero PO em uma concentracido de
28,4 mg/qg) .

A solugdo de polimero é agitada magneticamente.

A osmolaridade da solucgdo é ajustada para 300 =+

20 mOsm por introducdo de 1,89 g de uma solucdo agquosa



10

15

20

25

30

44/66

5,13 M de NaCl (30% peso/peso);

O pH é ajustado para 7,4 £+ 0,2 por adicdo de
0,38 g de solugdo de NaOH 1 N.

Isso fornece 64,22 g de uma solugdo de polimero
contendo 15,61 mg/g.

2.2 associacdo da proteina com o polimero

Uma solug¢do de hormdénio de crescimento humano
recombinante, denominado hGH, ¢é descongelada a 25 °C por
90 min.

35,92 g de solucdo de hGH (concentrada, 3,9 mg/g)
sdo, entao, adicionados a 64,15 g da solucdo coloidal
previamente preparada do polimero, com agitacdo.

A solugdo carregada com proteina é curada por 2 h
em temperatura ambiente.

Ela é&, entdo, passada através de um filtro de 0,8

0,2 um e deixada curar durante a noite.

Isso fornece 100 g de uma formulagdo pronta para
injetar contendo 1,4 mg/g de hGH e 10 mg/g de polimero do
tipo PO.

Exemplo 3: preparagao de uma suspensao de
particulas micrométricas utilizando MgCl,

A suspensdao é preparada a partir de uma solucdo
preparada de acordo com o exemplo 2 com pH e osmolaridade
ajustados e contendo 10,0 mg/g de PO.

a) Floculagao da solugdo por adig¢do de solucdo de
MgCl, 1 M utilizando uma seringa de agdo controlada que
fornece aproximadamente 20 ml/h, com agitacdo (ajuste

n°® 9). A razdo que caracteriza a adicdo de cations:

o g
7

€ igual a 3,36 nesse caso. Uma solugdo contendo 8,51 mg/g

de PO & obtida.
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b) Centrifugagdo por 25 min a 2500 rpm. O
sobrenadante claro tem uma osmolaridade de 646 mOsm.

c) Lavagem do residuo com &gua estéril (1/8 do
volume de solug¢do inicial) e centrifugacdo por 10 min a
2500 rpm. O sobrenadante claro tem uma osmolaridade de
350 mOsm.

d) Centrifugacado por 10 min a 2500 rpm.

Essa formulagdo é caracterizada como a seguir:

pH 6, 64
Osmolaridade 349 mOsm
[PO] 50,77 mg/g
Didmetro de particula D50 20 pm

(de acordo com o teste T1)

Exemplo 4: preparagdo de uma suspensdo de
microparticulas produzidas com CaCl, e com diminuigdo de pH

A suspensdo & preparada a partir de uma solucdo
preparada de acordo com o exemplo 2 tendo caracteristicas
finais de 1,2 mg/g de hGH e 25,9 mg/g de PO.

a) Ajuste da formulagdo inicial para pH = 5,52
com HCl 0,1 N utilizando uma seringa de agdo controlada que
fornece aproximadamente 70 ml/h, com agitacdo (600 rpm).

b) Floculacdo do polimero pela adig¢do de solucdo
de CaCl; 1 M utilizando uma seringa de agdo controlada que
fornece aproximadamente 39 ml/h, com agitag¢do (600 rpm). A

razao gue caracteriza a adicdo de céations:

[Ca> ]
r=2x ——
[Gu ]
é igual a 1,68 nesse caso.
c) Centrifugacdo por 8 min a 2500 rpm. ‘O

sobrenadante claro tem um pH de 4,73 e uma osmolaridade de
653 mOsm.

d) Lavagem do residuo com A&agua MilliQ (1/8 do
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volume de solugdo inicial) e centrifugacdo por 4 min a
2500 rpm. O sobrenadante claro tem um pH de 4,72 e uma
osmolaridade de 378 mOsm.

e) Concentracdo do residuo por centrifugacdo por
4 min a 2500 rpm para fornecer uma suspensdo concentrada.

A suspensao obtida tem as seguintes

caracteristicas:

pH 4,88
Osmolaridade 386 mOsm
[PO] 122,88 mg/g
[hGH] 4,9 mg/g
Didmetro de particula D50 23 um

(de acordo com o teste T1)

Exemplo 5: pPreparagdo de uma suspensio de
microparticulas produzida com CaCl,

A suspensdo é preparada a partir de uma solucéao
preparada de acordo com o exemplo 2 tendo caracteristicas
finais de 1,2 mg/g de hGH e 26,01 mg/g de PO.

a) Floculagdo da formulagdo inicial pela adicado
de solugao de CaCl; 1 M utilizando uma seringa de acao
controlada que fornece aproximadamente 40,2 ml/h, com
agitacdo (600 rpm), até que a razdo r seja 3,36. Isso
fornece wuma formulagdo contendo 0,93 mg/g de hGH para
20,28 mg/g de PO.

b) Centrifugagdo por 4 min a 2500 rpm. O
sobrenadante claro tem um pH de 6,34 e uma osmolaridade de
832 mOsm.

c) Lavagem do residuo com &gua MilliQ (1/3 do
volume de solugdo inicial) e centrifugagcdo por 8 min a
2500 rpm. O sobrenadante claro tem um pH de 6,56 e uma
osmolaridade de 334 mOsm.

d) Concentracdo do residuo por centrifugacao por

8 min a 2500 rpm para fornecer uma suspensdo concentrada.
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Essa formulacgdo é caracterizada como a seguir:

pH 6,25
Osmolaridade 343 mOsm
[PO] 101,87 mg/g
[hGH] 4,7 mg/g
Diametro de particula D50 13 pm

(de acordo com o teste T1)

Exemplo 6: preparagido de uma suspensio de
microparticulas produzida com ZnCl,

A suspensdo é preparada a partir de uma solucédo
preparada de acordo com o exemplo 2 tendo caracteristicas
finais de 1,4 mg/g de hGH e 10,00 mg/g de PO.

a) Floculagcao da solucdo pela adicdo de solucédo
de ZnCl, 1 M utilizando uma seringa de acdo controlada que
fornece aproximadamente 20 ml/h, com agitacdo (ajuste
n® 9), até que a razdo r seja 1,54. Uma solucdo contendo
9,64 mg/g de PO é obtida.

b) Centrifugagcdo por 4 min a 2500 rpm. O
sobrenadante claro tem uma osmolaridade de 389 mOsm.

c) Lavagem do residuo com &gua estéril (1/13 do
volume de solugdo inicial) e centrifugacdo por 8 min a
2500 rpm. O sobrenadante claro tem uma osmolaridade de
237 mOsm.

d) Lavagem do residuo com 0,9% de NaCl (1/8 do
volume de solugdo inicial). Centrifugag¢do por 8 min a
2500 rpm. O sobrenadante claro tem uma osmolaridade de
253 mOsm. A concentracdo tedrica calculada é entao
64,97 mg/ml.

Essa formulagdo é caracterizada como a seguir:

pH 5,86

Osmolaridade 256 mOsm

[PO] 63,51 mg/g
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Didmetro de particula D50 9 pm

(de acordo com o teste T1)

Exemplo 7: preparagdo de uma suspensido de
microparticulas produzida com MgClz sob condigdes 1

A suspensdo é preparada a partir de uma solucdo
preparada de acordo com o exemplo 2 tendo caracteristicas
finais de 0,48 mg/g de hGH e 23,05 mg/g de PO, com pH e
osmolaridade ajustados.

a) Diluig&o até 10,0 mg/g com 0,9% de NaCl.

b) Floculacado da solugdo pela adigdo de solucdo
de MgCl,, 6H,0 1 M utilizando wuma seringa de acéo
controlada que fornece aproximadamente 20 ml/h, com
agitacdo (ajuste n°® 10), até que a razdo r seja 6,93. Isso
fornece uma solugdo contendo 8,59 mg/g de PO.

c) Centrifugagdo por 10 min a 2500 rpm. O
sobrenadante claro tem uma osmolaridade de 654 mOsm.

d) Lavagem do residuo com &gua estéril (1/7 do
volume de solucao inicial) e centrifugagdo por 10 min a
2500 rpm. O sobrenadante claro tem uma osmolaridade de
291 mOsm.

Essa formulagdo & caracterizada como a seguir:

pH 6,56
Osmolaridade 323 mOsm
[PO] : 75,7 mg/g
[hGH] 1,3 mg/g
Didmetro de particula D50 8,6 um
(de acordo com o teste T1)

Exemplo 8: preparagiao de uma suspensdo de
microparticulas produzidas com MgCl, de acordo com as
condigdes 2

A suspensdo ¢é preparada a partir de uma solucédo
preparada de acordo com o exemplo 2 tendo caracteristicas

finais de 1,33 mg/g de hGH e 10,10 mg/g de PO, com
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osmolaridade e pH ajustados.

a) Floculagcdo da solugd@o na presenca de uma
varredura de nitrogénio pela adigdo de solugdo de MgCl,,
6H,0 2 M borbulhado com nitrogénio utilizando uma bomba que
fornece aproximadamente 8 ml/min, com agitacgdo (500 rpm)
até gque a razdo r seja 10,01. Isso fornece uma solucéao
contendo 8,98 mg/g de PO e tendo uma osmolaridade de
914 mOsm.

b) Cura por trés horas, com agitacdo.

c) Uso de um médulo Microza (UJP-0047R - Pall),
tendo uma A&rea superficial especifica de 0,02 m?. Esse
moédulo foi primeiramente condicionado (remogcdo do glicerol
e etanol por embebimento em &gua), despirogenado (7% de
NaOH seguido por enxagiie com agua) e submetido & autoclave.

d) Condicionamento do médulo com solucdo de MgCl,
tendo uma osmolaridade de 900 mOsm.

e) Lavagem com Aagua estéril (1,04 vezes o volume
de formulacdo floculada), que ¢é adicionada em uma taxa de
8 ml/min para manter o volume geral constante. A circulacdo
& assegurada com uma bomba em 25% de poténcia, mantendo uma
pressdo de 0,3 bar. Essa etapa dura 3 h. O filtrado claro
tem uma osmolaridade final de 459 mOsm.

f) Uso de um médulo Microza (0,02 m?) cuja
circulacdo é assegurada com uma bomba em 25% de poténcia.
Concentragcao com uma taxa de fluxo de permeado de
4,4 ml/min. Essa etapa dura 160 min. O filtrado tem uma
osmolaridade final de 324 mOsm.

Essa formulagdo, gque é uma suspensdo de fluido

branco, possul as seguintes caracteristicas:

Osmolaridade 329 mOsm
(Mg] 6,8 mg/g

[microparticulas] 43,6 mg/g
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[hGH] 4,56 mg/g
r (de acordo com o teste M) 2,30
T, (de acordo com o teste L) 16 h
dap (de acordo com o teste D) 0,15

Exemplo 9: preparagido de uma suspensio estavel de
microparticulas produzidas com MgCl, de acordo com as
condigdes 3

a) Preparacdo de uma solugdo de PO preparada de

5 acordo com o exemplo 2, doravante denominada formulacédo
inicial hGH 1,4 mg/g / PO 10 mg/g

Uma solu¢gdo de hormdénio de crescimento humano

recombinante é descongelada por 2 h em 25 °cC
([hGH] = 3,9 mg/ml, pH = 7,2, 330 mOsm).
10 O polimero PO é diluido e ajustado (300 mOsm,

pH = 7,4, 15,6 mg/qg).
A solucdo de hGH é derramada sobre o polimero, e
a mistura de hGH/PO (1,4/10 mg/g) é, entdo, desgaseificada.
A associagdo é efetuada durante a noite em

15 temperatura ambiente.

PO M (PO) 2317,90 g
pH = 7,4 - 300 mOsm [PO] 15,61 mg/g
hGH M (hGH) 1302,30 g
[hGH] 3,9 mg/g
Formulacao inicial M 3497,00 g
[hGH] 1,35 mg/g
[PO] 10,01 mg/g
b) Preparagcdo das 5 mg/g de microparticulas

hGH/40 mg/g microparticulas de Mg
A formulacdo inicial é floculada pela adicéao
controlada de MgCl; 2 M com uma razdo r de 9,01, apds o que
20 tudo é deixado curar por 1 h (maturacdo).

A suspensdo é lavada com agua por microfiltracio
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seja de aproximadamente 300 mOsm. Ela é&,

(Médulo Microza a partir de Pall com uma Area

até que a osmolaridade

entdo, concentrada

a uma concentragao de PO entre 38 e 41 mg/g.

Formulacéao M 3458,4 g
inicial [hGH] 1,399 mg/g
[PO] 10,01 mg/g
Floculacéao M (MgCl,, 2M) 457,6 g
Taxa de fluxo 8,47 g/min
M (suspenséo) 3883,4 g
[PO] 8,84 mg/g
Osmolaridade 942 mOsm
Lavagem M (H20) 4241 g
Taxa de fluxo 42,43 mg/min
Osmolaridade 330 mOsm
Concentracgdo M (filtrado) 3157 g
Taxa de fluxo 39,46 mg/min
M (microparticulas|713,8 g
concentradas)
[hGH] 5,28 mg/g
[PO] 50,9 mg/g
Diluicéao M (MgCl,, 0,1 M) 179,9 g
M (microparticulas|893,7 g
concentradas)
[hGH] 4,22 mg/g
[PO] 40,65 mg/g

c) Preparacdo da formulacdo misturada 5 mg/g de

hGH/40 mg/g microparticulas de Mg/23 mg/g de PO

As microparticulas sdo estabilizadas pela adicédo

do polimero do tipo PO em sua forma liofilizada.

O liofilizado é

agitacao.

adicionado

a suspenséao, com



10

52/66

Tudo € colocado sob vacuo (30 mbar) até o dia

seguinte, com agitagao.

Suspensao M (microparticulas 872,5 g
concentradas
PO liofilizado| [Hz0] 10,125%
M adicionado 23,175 g
Formulacado M 895,68 g
final [hGH] 4,11 mg/g
[PO em microparticulas] 39,60 mg/g
[PO adicionado] 23,00 mg/g
PH 6,4
Osmolaridade (mOsm) 409
[(Mg] (g/1) 4,0
r (de acordo com teste M) 0,94
dap 0,14
(de acordo com o teste D)
Ty 30,56 h
(de acordo com © teste L)

Exemplo 10: preparagao de particulas
micrométricas secas carregadas com hGH a partir de uma
suspensido de microparticulas por uma primeira modalidade do
processo de acordo com a invengéao

Primeiramente, uma suspensdo de microparticulas

carregadas com hGH é produzida sob as condig¢des descritas

nas etapas a) até e) do exemplo 8 (floculagado, cura,
lavagem) . A suspensdo é lavada até que a osmolaridade seja
de aproximadamente 280 mOsm. A suspensao, contendo

aproximadamente 10 mg/g de polimero é, entdo, liofilizada
em um aparelho Bioblock ALPHA 1-4 LSC apds ter sido

congelada em nitrogénio ligquido por 76 h.
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Reconstituic¢do e caracterizacdo da suspensdo

-

1 ml de &gua para preparacgdes injetaveis é
adicionado a 40 mg de pd. A solugdo é agitada com a mao por
alguns segundos para efetuar umedecimento homogéneo do pbd.
A solugdo €& deixada em repouso por aproximadamente 10
minutos. Ela ¢é homogeneizada por alguns segundos por
agitagdo manual e retirada utilizando uma agulha de 21G
para fornecer 1 ml de uma soluc¢d&o pronta para injetar.

As caracteristicas da suspensdo s3o descritas

abaixo.

I:Mg2+ :I pH Osmola_ dap (mg/ml) (de
X

COO~ ridade | acordo com teste D)

(de acordo com teste M)

1,4 6,6 338 0,10

Exemplo 11: preparagéao de particulas
micrométricas secas de polimero carregado com hGH a partir
de uma suspensdo de microparticulas por uma segunda
modalidade do processo de acordo com a invengio

Primeiramente, uma suspensdo de microparticulas

carregadas com hGH é produzida sob as condig¢des descritas

nas etapas a) a e) do exemplo 8 (floculacéao, cura,
lavagem) . A suspensdo & lavada até que a osmolaridade seja
de aproximadamente 280 mOsm. A suspensdo, contendo

aproximadamente 10 mg/g de polimero é, entdo, seca em um
aparelho de atomizacdo Buchi B290. A solucdo ligquida é
retirada em uma taxa de 5 ml/min e nebulizada através de um
bocal de pulverizagdo alimentado com nitrogénio (7 bar -
500 1/h). A taxa de retirada (ar de secagem) é 40 m*/h. A
temperatura de entrada é mantida a 90 °C, o que induz uma
temperatura de saida de 45 °C sob essas condicgdes.

Sob essas condicodes, o tamanho D(0,5) das
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particulas obtidas (de acordo com o teste T2) & 5 um (50%

do volume sdo ocupados por particulas tendo um didmetro de
< 5 pm).
Reconstituicdo e caracterizacdo da suspensdo

1 ml de

agua para preparados injetéveis é

adicionado a 30 mg de pdé. A solugdo é agitada com a mio por
alguns segundos para efetuar umedecimento homogéneo do pbd.

A solucdao é deixada em repouso por aproximadamente 10

minutos. Ela ¢é homogeneizada por alguns segundos por

agitacao manual e retirada utilizando uma agulha 21G para

fornecer 1 ml de uma solugdo pronta para injetar.

As caracteristicas da suspensdo s3o descritas
abaixo.
Mg** pPH | Osmola- |Tamanho D(0,5) {dsp (mg/ml)
T - [COCT} ridade | ym (de acordo | (de acordo
(de acordo com com o teste com ©
teste M) T1) teste D)
2,3 6,8 598 10,0 0,15

Exemplo 12: farmacocinética de hGH no cdo apés

injegdo subcut@nea de varias formula¢des com base em

poliaminoacidos anfifilicos na forma de nanoparticulas e

microparticulas

Doze caes beagle simples (pesando 7 a 10 kgqg)
foram tratados com as seguintes formulacdes:

Formulacao Nuamero [hGH] [PO] Dose Volume

de caes | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/kg)| de dose

(ml/kg)
hGH IR 4 4 0 1 0,23
Formulacdo 1 4 5 22,6 1 0,22
Formulacédo 2 4 5 117,5 1 0,20

O hGH IR corresponde a uma soluc¢do de horménio de

crescimento humano recombinante

([hGH] =

4 mg/ml,

pH = 7,2,
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330 mOsm) .
A formulagaoc 1 ¢é preparada de acordo com o
Exemplo 2 e a formulacdo 2 de acordo com o exemplo 7. O hGH

é ensaiado por ELISA (kit DSL 10-1900).

5 Os dados farmacocinéticos sdo dispostos na Tabela
abaixo:
Formulacao Cmax T T > AUCqo-g1timo * | RBA | Tegsaue *
SD 5 ng/ml % SD (%) | sD (h)
(ng/ml) SD (h) (ng.h/ml)

hGH IR 582 % 18 + 3 3209 £ 276 | 100 | 4 + 1
155

Formulagao 1 135 & 44 £ 6 2579 + 516 80 25 + 5
37

Formulagdo 2| 25 + 5 | 129 + 26 | 1759 + 246 | 55 121 +

33

onde:
Cnax € @ concentracdo maxima de hGH em soro;
T > 5 ng/ml é o tempo gquando a concentracdo de
10 hGH em soro é maior do que 5 ng/ml,
AUC representa a area sob a curva de concentracédo
de hGH em soro como uma funcdo de tempo,
RBA representa a biodisponibilidade relativa a
uma formulacdo de liberacdoc imediata,
15 Ts03auc representa o tempo necessdrio para liberar
50% do hGH total liberado.

O hGH IR tem um perfil de liberacgdo rapida com

uma concentracdao maxima de soro de 582 * 155 ng/ml atingida
apés um tempo médio de 2 horas. O hGH é, entéo, eliminado
20 relativamente rapidamente (T*: aparente de aproximadamente 2
horas) de acordo com uma diminuicdo mono-exponencial. O hGH

em circulagdo ndo mais é quantificavel além de 24 horas.
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A formulagcadao 1 tem um perfil de liberacdo de hGH

prolongado com uma fase de absorcdo lenta antes de atingir

concentra¢gdes de soro maximas comparaveis (44 + 6 e 37 +
4 ng/ml, respectivamente) apds um tempo mediano de 24
horas. A inclinag¢do de eliminacdo indica a auséncia de hGH
quantificavel além de 48 horas (a concentracdo de soro
sendo 4,8 * 3,1 ng/ml).

Essa formulacéo demonstra nesse caso uma
liberagcdo mais lenta de hGH no compartimento de sangue,
como ilustrado pelo deslocamento em Cpay centrado em torno
de 24 horas. Entretanto, esse fendmeno ndo parece prolongar
a presenga do hGH no soro de forma significativa, uma vez
que a concentragdo em circulagdo em 48 horas parece ser
zero. A AUC da formulacdo 1 parece levemente reduzida em
relacao ao IR de referéncia: a biodisponibilidade é 80%.

A formulagcdo 2, por outro lado, oferece uma
modificacdo maior do perfil farmacocinético com uma

liberagc&o muito lenta apds um tempo de retardo de 4 horas

e, entdo, uma concentracdo maxima de soro de 25 * 5 ng/ml
atingida apdés um tempo médio de 108 horas (faixa: 72-168
horas). A tendéncia geral da farmacocinética da formulacao
2 é& um perfil muito plano na forma de um pseudoplatd do
tipo semelhante & infusdo. O nivel de hGH em circulacio
retorna a uma concentrac¢cdao nado quantificdvel entre 168 e
240 horas (7 e 10 dias).

Essa formulacdo tem uma AUC muito menor: 45% de
perda de biodisponibilidade relativa (RBA = 55%).

Exemplo 13: farmacocinética de hGH no cdo apéds
injegao subcutéinea de uma formulacgéo baseada em
poliaminoacidos anfifilicos na forma de microparticulas

Doze cé&des beagle simples (pesando 7 a 10 kq)

foram tratados com as seguintes formulacdes:
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Formulacdo | Nimero [hGH] [PO] pH/ Dose Volume
de (mg/ml) | (mg/ml) | mOsm | (mg/kg) | de dose
caes (ml/kqg)
hGH IR 6 4,1 0 7,4/ 5 x 0,024
321 0,1
por
dia
Formulacéao 6 4,3 64,2 6,4/ 0,5 0,122
3 409

O hGH IR corresponde a uma solucdo de hormdédnio de
crescimento humano recombinante ([hGH] = 4,1 mg/ml,
pPH = 7,2, 330 mOsm). A formulacdo 3 é preparada de acordo
com o exemplo 9.

Os dados farmacocinéticos s&do dispostos na tabela

abaixo:
Formulacéo| c,,, + SD T > AUCo-artimo | RBA (%) |Tspaaue *
(ng/ml) | 1 ng/ml + SD SD (h)
+ SD (h) | (ng.h/ml)
hGH IR 90 + 24 39 258 + 26 100 2 +0,3
Formulagado| 26 + 16 | 108 + 38999 + 294 77 66 + 14
3
onde:

Cnax € a concentracdo maxima de hGH em soro;

T > 1 ng/ml é o tempo gquando a concentracdo de
hGH em soro é maior do que 1 ng/ml,

AUC representa a area sob a curva de concentracdo
de hGH em soro como uma funcdo de tempo,

RBA representa a biodisponibilidade relativa a
uma formulacdo de liberacdo imediata,

Tsosaue representa o tempo necessdrio para liberar

50% do hGH total liberado.
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As microparticulas liberam o hGH em mais de 5
dias com uma perda de 23% de biodisponibilidade.

Exemplo comparativo 14: liberagd&o in vitro (teste
L) de hGH a partir de microparticulas de acordo com a
invengdo e nanoparticulas de PO

Uma comparacdo da liberagdo de hGH a partir de
nanoparticulas de PO (exemplo 2) e microparticulas de PO
(exemplo 8) é feita no teste L. A fase continua ¢é uma
solucdo tamponada de albumina contendo 30 mg/g.

A figura em anexo mostra o tempo necessario para
liberar 50% da proteina (hGH) de acordo com as condigdes de
concentracdo nas quais a formulacdo é injetavel:

- nanoparticulas contendo 23 mg/g;

t, = 40 min, isto é, 0,67 h

- microparticulas contendo 73 mg/g;
T, = 973 min, isto &, 16,22 h.

O hGH contido nas microparticulas é liberado 24
vezes mais lentamente do que aquele contido nas
nanoparticulas.

Exemplo 15: preparacdo de frascos individuais
contendo um pé liofilizado de microparticulas de polimero
PO e insulina (100 UI/frasco)

Preparacdo de 350 g de uma solucdo de insulina concentrada

a 500 UI/g (17,5 mg/g):

6,4 g de insulina humana recombinante (pd)
(28,6 UIL/g, teor de umidade: 4,5%) sdo introduzidos em um
frasco de vidro. 157 g de &gua s&o adicionados e insulina é
dispersa com agitagdo magnética baixa. 46,6 g de HCl1 0,1 N
sdo adicionados até se obter uma solugdo clara de insulina
dcida. 69,8 g de carbonato de sédio 0,1 N sdo, entao,
adicionados para obter uma solugdo clara final tendo um pH
compreendido entre 7 e 8. A solugdao ¢é diluida até a

concentracdo desejada por adicdo de 70,2 g de agua.
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Mistura com a solugdo de polimero PO:

A 326 g da solucdo de insulina concentrada obtida
sdo lentamente derramados (com agitagdo magnética) sobre
3426 g de uma solugdo de polimero PO (concentrado 11 mg/g).
A mistura ¢é passada através de um filtro de 0,2 pm e
deixada com agitacdo lenta durante a noite. Todas as etapas
a seguir sdo efetuadas sob condicdes assépticas.

Floculacdo — lavagem - concentracdo:

A formulacdo anterior ¢é floculada pela adicgao
controlada de 377 g de MgCl, 2 M (com uma razdo r de 7,2).
Apdbs curar por 1 h, a suspensdo é lavada com &gua por
microfiltragdo tangencial (Médulo Microza a partir de Pall
com uma &area superficial especifica de 0,32 m?) até que a
osmolaridade seja de aproximadamente 340 mOsm e concentrada
a uma concentrac¢do de PO de aproximadamente 27 mg/g. O pH é
ajustado em 6,5 pela adicdo de solucdo de NaOH 1 N
(aproximadamente 6 g) na suspensao. Isso fornece uma
suspensdo que contém aproximadamente 100 UI/g de insulina
(o valor exato pode ser obtido por HPLC em uma coluna de
silica enxertada com C18).

Adigédo de polivinil pirrolidona:

200 g de solugdo de polivinil pirrolidona,
concentrada a aproximadamente 40 mg/g sdo obtidos a partir
de um pd de polivinil pirrolidona injetavel (por exemplo
K17) e sao passados através de um filtro de esterilizacédo
de 0,2 pm. 120 g da solucédo filtrada sao, entdo,
adicionadas sob condigdes estéreis a 1200 g da suspenséao
anterior e a mistura é agitada por aproximadamente 15 min.

A suspensdo obtida contém aproximadamente 91 UI/g
de insulina.

Liofilizacé&o:

A suspensao anterior ¢é distribuida em frascos

individuais com 100 UI por frasco (aproximadamente 1,1 g da
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suspensdo anterior por frasco): os frascos s&o liofilizados
sob condigbes estéreis por um ciclo de 72 h. Eles sao,
entdo, hermeticamente fechados até serem utilizados.

Exemplo 16: reconstituigao dos frascos de
microparticulas/insulina obtida no exemplo 15

A suspensao € reconstituida de forma extemporénea
(antes do uso) como a seguir:

1 ml de &gua é introduzido utilizando uma seringa
e uma agulha em um frasco contendo 100 UI de insulina
obtida no exemplo anterior.

) frasco é manualmente agitado por alguns
segundos para obter uma suspensdo homogénea (leitosa): a
suspensdo é retirada na seringa e estd pronta para ser
injetada com uma agulha 30G, por exemplo.

A suspensao reconstituida contém:

23 mg/ml de polimero PO

100 UI/ml de insulina (3,5 mg/ml)

4 mg/ml de polivinil pirrolidona

0,18 mmol/ml de Mg?' (com r = 2,8).

As caracteristicas da suspensdo reconstituida séao

descritas abaixo:

; y {A@f*} pPH Osmola- Tamanho dap (mg/ml)
CoO ridade D(0,5) pm (de acordo
(de acordo com mOsm (de acordo com o teste
o teste M) com o teste D)
T1)
2,8 6,5 300 15,0 0,13

A viscosidade dinémica medida em 20 °C é igual a

5 mPa.s.
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Exemplo 17: farmacocinética de insulina no céo
apdés injegdo subcutidnea de uma formulagido baseada em
poliaminocacidos anfifilicos na forma de microparticulas

Dois grupos de 6 cdes Dbeagle simples (pesando
10,4 * 0,6 kg) foram sucessivamente tratados com uma das
seguintes formulag¢des durante um experimento de cruzamento

com 2 periodos:

Formulacdo| Numero [insulina) [PO] Dose Volume
de cées (UI/qg) (mg/qg) (UI/kg) {de dose
(uL/kqg)
Lantus® 12 100 0 1 10
(batelada
40N300)
Formulagdo 12 100 20 1 10
4

A referéncia desse experimento, Lantus®, é um
analogo de insulina modificado (insulina glargine)
fornecido pela Sanofi-Aventis. A modificagcdo de dois

residuos de aminodcido na estrutura primaria da insulina

humana d& a Lantus® algumas propriedades de 1liberacao
prolongada em um periodo de 24 h gracas a uma precipitacao
in situ.

A formulagdao 4 é preparada de acordo com o
exemplo 16. »

A glicemia é determinada por método enzimatico
(hexogquinase) com um analisador Dbioquimico automatico
(Advia 1650, Bayer Diagnostics).

A anadlise dos resultados farmacocinéticos se
baseia na percentagem da glicemia basal como uma funcdo do
tempo.

Os dados farmacocinéticos s&o dispostos na tabela

abaixo:
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Formulagado | Cpi, £ | APGCo-36n * | APGCtormulacaos/ | Tspsapec +
SD (%) SD (%h) APGCrantus T SD (h)
SD (%)
Lantus® 40 £ 6 | 1250 *+ 342 - 13,3 + 3,1
Formulagdo | 45 + 4 {1389 + 309 118 + 37 19,7 + 3,7
4

onde:

Cnin € a percentagem minima da glicemia basal, que
foi observada;

APGCp-36n representa a &rea entre a glicemia basal
e a percentagem da glicemia basal como uma fung¢do do tempo
entre 0 e 36 h pds—-dose,

Tsosapcc representa o tempo necessario para obter
50% de APGCqp-36n.

A administracido da referéncia Lantus® permite
uma diminuicdc réapida da glicemia a partir da primeira
hora. A acdo hipoglicémica de insulina glargine &, entdao,
mantida durante um periodo compreendido entre 18 e 36 h (a
glicemia retorna a seu nivel basal apdés 30 h em média).

Comparativamente, a administrac¢do de formulacdo 4
permite também uma rapida diminuig¢do da glicemia a partir
da primeira hora. Entdo, a percentagem da glicemia basal
mantém um platd até 36 h em média. Cpin obtido com a
formulagdo 4 ¢é significativamente mais elevado do que o
valor obtido com a referéncia Lantus® (p < 0,005, teste-t
Student emparelhado e wunilateral) que poderia permitir
reduzir consideravelmente as fases de hipoglicemia severa
em pacientes diabéticos.

O tempo de agdo da formulacdo 4 ¢é claramente
maior do que o tempo de agdo da referéncia de acdo longa

Lantus®. 1Isso ¢é ilustrado por um valor Tsosapcc que &
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significativamente mais elevado para a formulacdo 4
(p < 0,005, teste-t Student emparelhado e wunilateral).
Nenhuma perda de APGCp-3sn foli observada para a formulacdo 4
em comparagdo com a referéncia Lantus®.

Exemplo 18: Preparagido de pd 1liofilizado de
microparticulas de polimero PO e de interferon a-2b

Preparag¢do de uma solucdo contendo 15 mg/g de polimero PO e

0,19 mg/g d’IFN:

166 g de uma solugéo de 16,5 mg/g de polimero PO
sao introduzidos em um frasco de 500 ml. 2,3 g de uma

solugcdo de metionina 0,3 M sdo adicionados. Uma solucdo de

IFNa-2b congelada (2,4 mg/g concentrado) é descongelada por
1 h a 25 °C e 13 g dessa solugdo congelada sdo introduzidos
no frasco compreendendo a solugdo de polimero. A mistura é
deixada por 14 h em temperatura ambiente.

A solugéo ¢é passada através de um filtro dé
esterilizacdo de 0,2 pm. Todas as etapas a seguir sao
efetuadas sob condigdes assépticas.

Floculagdo - lavagem — concentracdo

129,5 g da formulagdo anterior s&o floculados
pela adicgdo controlada de 148,5 g de MgCl, 2M (com uma
razdo r de 7,0). A suspensdo é distribuida em 4 frascos
(aproximadamente 37 g por frasco) e centrifugada por 15 min
a 3000 rpm/min. 30,5 g de sobrenadante s3o removidos a
partir dos frascos tomando cuidado para ndo tocar no
residuo de centrifugagdo. Os residuos s&do, entdo, lavados
com 17 g de agua estéril em cada frasco. Para essa etapa, a
osmolaridade é aproximadamente 300 mOsm.

Liofilizacdo:

A suspensdo anterior €& distribuida em bandejas do

tipo Lyoguard® (Gore®) permitindo manter estéril a

suspensdo durante a liofilizagdo: as bandejas s&o, entdo,
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liofilizadas sob condicdes estéreis por um ciclo de 72 h
com um secador a frio de laboratdério (Christ).

Exemplo 19: reconstituigcdao da suspensao de

microparticulas contendo interferon a-2b a partir do péd
liofilizado obtido no exemplo 18

Para conhecer a quantidade de pdé a utilizar para
obter exatamente 0,5 mg/g de interferon na formulacgdo, um

teste de reconstituicgido preliminar é feito e o interferon

o-2b ¢é ensaiado por HPLC com uma coluna de silica
enxertada-C1l8.

A suspensdo é reconstituida de forma extemporidnea
(antes de utilizar) como a seguir:

13,58 g de &agua sdo adicionados sobre 1,22 g de
pd liofilizado e a suspensdao é homogeneizada com uma haste
magnética por 1 h.

A suspensdo obtida ¢é homogénea (leitosa): a
suspensdo é retirada em uma seringa e estd pronta para ser
injetada com uma agulha 30G, por exemplo.

A suspensdo reconstituida contém:

46 mg/ml de polimero PO

0,5 mg/ml de interferon oa-2b

0,34 mmol/ml de Mg?' (com r = 2,6).

As caracteristicas da suspensdo reconstituida sao

descritas abaixo:

A%g“ pH Osmolaridade
r = 2
COO

mOsm

(de acordo com teste M)

2,6 6,1 705
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Exemplo 20: farmacocinética de IFN no cdo apds
injecgéao subcutéanea de uma formulagao baseada em
poliaminocacidos anfifilicos na forma de microparticulas

Oito cdes beagle simples (pesando 9 + 0,6 kqg)

5 foram tratados com as seguintes formulacdes:

Formulacdo |Nimero| [IFN] [PO] pH/mOsm Dose Volume
de (mg/ml) | (mg/ml) (ng/kg) |de dose
caes (ml/kg)
IFN IR 4 0,5 0 6,45/354 60 0,12
Formulagéao 4 0,5 46 6,1/705 60 0,12
5

O IFN IR corresponde a uma solucdo de interferon

humano recombinante (PCGEn, batelada IB05.0516 com
concentracao ajustada, pH e osmolaridade
[IFN] = 0,5 mg/ml; pH = 6,45, 354 mOsm).

10 A formulagcdo 5 é preparada de acordo com o

exemplo 19, a partir da mesma Dbatelada de interferon

(PCGen) .
Os dados farmacocinéticos sdo dispostos na tabela
abaixo:
Formulagao| Ccp,, + SD T > AUCo-todos * RBA Tsosauc *
(ng/ml) | 50 ng/ml SD (%) SD (h)
+ SD (h) (ng.h/ml)
IFN IR 25,2 % 22,6 + 162,5 + 100 (5,1 + 0,7
0,4 0,6 27,2
Formulagao|0,9 + 0,6| 219,8 * 95,5 * > 59 96,7 +
5 29,8 47,5 31,7
15 onde:

Cmax € a concentracdo maxima de IFN em soro;
T > 10 ng/ml é o tempo quando a concentracdo de

IFN em soro é maior do que 50 ng/ml,
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AUC representa a area sob a curva de concentracdo
de IFN de soro como uma funcdo do tempo,

RBA representa a biodisponibilidade relativa a
uma formulacdo de liberac&o imediata,

Tsosauc representa o tempo necessario para liberar
50% do IFN total liberado.

O IFN IR tem um perfil de liberag¢d&o rapida com

uma concentragdo maxima de soro de 25,2 £ 0,4 ng/ml
atingido apdés um tempo médio de 5 horas (faixa 3 - 5 h). O
IFN em circulagdo ndo mais ¢é quantificavel além de 24
horas.

A formulacdo 1 oferece uma grande modificacdo do

perfil farmacocinético do IFN com uma liberacdo muito

lenta, e uma concentracgdo mé&xima de soro de 0,9 = 0,6 ng/ml
(28 vezes mais baixa do que a concentragdo do IR), atingida
apés um tempo médio de 108 horas (faixa 66 - 144 h). A
tendéncia geral da farmacocinética é um perfil plano na
forma de um pseudoplatd. O nivel de IFN em circulacdo
retorna para uma concentragdo ndo quantificavel entre 168
horas e mais de 240 horas (7 e mais de 10 dias).

Essa formulagdo tem um AUC menor: 41% de perda de
biodisponibilidade relativa (RBA = 59%). Tsosauc é

aproximadamente 19 vezes maior do que o Tsggaue do IFN-IR.
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REIVINDICAGCOES

1. Formulacgdo farmacéutica liquida para a
liberagdo prolongada de PA gque compreende uma suspensao
coloidal aquosa de baixa viscosidade com base em particulas
micrométricas de polimero (PO),

i. o polimero PO

. sendo um polimero soluvel em agua,
biodegradavel, anfifilico portando grupos hidrofdébicos (GH)
e grupos hidrofilicos ionizéveis (GI) que sd&o pelo menos
parcialmente ionizados,

. e formando espontaneamente uma suspensdao
coloidal de nanoparticulas em &gua, em pH = 7,0, sob
condic¢des isotdnicas,

ii. as particulas sendo capazes de se associar
espontaneamente e ndo covalentemente com pelo menos um
principio ativo (PA), em pH = 7,0, sob condicdes
isotédénicas,

caracterizada pelo fato de que as particulas

micrométricas de PO tém um tamanho, medido em um teste T,
entre 0,5 e 100 upm, preferivelmente entre 1 e 70 um,

preferivelmente entre 2 e 40 pum, e em gue contém ions
multivalentes tendo uma valéncia menor ou igual a 4,
preferivelmente ions divalentes, ions trivalentes ou
misturas dos mesmos, de polaridade oposta aguela dos grupos
ionizdveis GI do polimero, os ions multivalentes tendo sido
adicionados para fazer com que as nanoparticulas de
polimero se agreguem em particulas micrométricas em uma

quantidade tal que a relacdo r, medida em um teste M, e

MI
definida pela férmula r = n x {5?}' onde

- n é a valéncia dos ions multivalentes,

P

- [MI] é a concentracéo molar de ions
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multivalentes,

- [GI] € a concentragdo molar de grupos
ionizaveis GI,

estd compreendida entre 0,3 e 10, preferivelmente
entre 0,6 e 5,0 e particularmente preferivelmente entre 0,8
e 3,0.

2. Formulagdo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizada pelo fato de que as particulas micrométricas

tém uma densidade de polimero aparente dapp, medida em um
teste D, entre 0,05 e 1,0, preferivelmente entre 0,07 e 0,7
e particularmente preferivelmente entre 0,1 e 0,5.

3. Formulacgdo, de acordo com a reivindicacido 1,

caracterizada pelo fato de gue o tempo de liberacdo T, de

um dado PA, como medido em um teste L, aumenta em relacdo
ao tempo de liberacdo t, de wuma formulacdo injetavel
idéntica ndo contendo ions multivalentes, como medido no
mesmo teste L, esse aumento sendo tal que T, é maior ou
igual a 1,1 x t, e preferivelmente tal que T, é maior ou
igual a 1,5 x t..

4. Formulagdo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos um PA

associado as microparticulas de PO.
5. Formulagédo, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizada pelo fato de que sua viscosidade dindmica a

20 °C, para um gradiente de cisalhamento de 1000 s7%!, &
menor ou igual a 500 mPa.s e preferivelmente entre 2 e
200 mPa.s.

6. Formulacgdo, de acordo com gualgquer uma das

reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que

os grupos hidrofdébicos (GH) s&o ligados lateralmente a
cadeia.
7. Formulacdo, de acordo com gqualguer uma das

reivindicag¢des anteriores, caracterizada pelo fato de que o
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polimero PO é selecionado do grupo que compreende
poliaminoacidos, (poli)peptideos, gelatinas, proteinas,
polissacarideos - preferivelmente selecionados dentre o
sﬁbgrupo compreendendo pululanos e/ou quitosanas e/ou
mucopolissacarideos - e misturas dos mesmos.

8. Formulagdo, de acordo com a reivindicacado 7,

caracterizada pelo fato de que o polimero PO

hidrofobicamente modificado é selecionado dentre
(co)poliaminoacidos.
9. Formulacdo, de acordo com qualgquer uma das

reivindicac¢des anteriores, caracterizada pelo fato de qgue o

polimero (PO) €& um poliaminodcido cuja cadeia principal é
composta de residuos asparticos ou residuos glutamicos,
pelo menos alguns desses residuos sendo modificados pelo
enxerto de pelo menos um grupo hidrofébico (GH) na cadeia
ou na extremidade da cadeia.

10. Formulagdo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 6 a 9, caracterizada pelo fato de que o

polimero PO hidrofobicamente modificado ¢é definido pela

férmula geral (I) abaixo:

COORS3
H o] A/
,l\, NHR'
R2 N
n
m
Oéjk/A' . H - O
R4
[GH]
na qual:

R' é H, uma alquila C2 a C10 linear ou C3 a C10
ramificada, um radical de benzila, um residuoc terminal de
aminoacido, ou —-R*-[GH];

R?® & H, um grupo de acila C2 a Cl0 linear ou C3 a

C20 ramificada, um piroglutamato ou —-R*-[GH];
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R® & H ou uma entidade catiénica preferivelmente
selecionada do grupo que compreende:

- cations de metal vantajosamente
selecionados dentre o subgrupo que compreende sdbdio,
potassio, calcio e magnésio,

- cations orgénicos vantajosamente
selecionados dentre o subgrupo compreendendo:

- cidtions baseados em amina;

- cidtions baseados em oligoamina,

- cations baseados em poliamina
(polietilenimina sendo particularmente preferido), e

— cidtions baseados em aminocdcido(s)
vantajosamente selecionado(s) da classe que compreende
cations baseados em lisina ou arginina,

- e poliaminocé&cidos catidnicos,
vantajosamente selecionados dentre o subgrupo que
compreende polilisina e oligolisina;

R* & uma ligacdo direta, ou um “espacador”,
baseada em 1 a 4 residuos de aminoacido;

A é independentemente um radical -CH,- (residuo
aspartico) ou —-CH,;-CH;- (residuo glutamico);

n/(n + m) & definido como a taxa de enxerto molar
e seu valor é suficientemente baixo para PO, dissolvido em
agua em pH = 7 e a 25 °C, para formar uma suspensao
coloidal de particulas submicrdnicas de PO, n/(n + m) sendo
preferivelmente entre 1 e 25% mol e particularmente
preferivelmente entre 1 e 15% mol;

n + m varia de 10 a 1000 e preferivelmente entre
50 e 300; e

GH é um grupo hidrofdébico.

11. Formulagdo, de acordo com a reivindicacdo 10,

z

caracterizada pelo fato de que o grupo hidrofébico GH é

derivado de um precursor de alcool selecionado do grupo que
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compreende octanol, dodecanol, tetradecanol, hexadecanol,
octadecanol, &lcool de oleila, tocoferol e colesterol, e em
gque R? é uma ligacdo direta.

12. Formulacgdo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 7 a 9, caracterizada pelo fato de que o PO

tem uma das fdérmulas gerais (II), (III) e (IV) abaixo:

COOR® /COORT
i A/ T T 0 i [GH]
T 5 e e
1 R '
(In W °c H
3 3
/COOR /COOR
Yoot 0 L b
[GH] , n %J\ )LE N [GH)
‘ \R4/ ‘{\H/‘\T ' R0 T m'\Rq/
(HI) (e} H H (@]
/COORy
R
[GH] GH
\R“/N%W/LTA}:I\R"/[ !
(IV) (o] H

em que:

GH é um grupo hidrofdébico;

R3® ¢ um grupo de alquila C2 a C6 linear;

R¥* é H ou uma entidade catidnica preferivelmente
selecionada dentre o grupo que compreende:

- cations de metal vantajosamente
selecionados dentre o subgrupo gque compreende sdédio,
potassio, calcio e magnésio,

- cations orgénicos vantajosamente
selecionados dentre o subgrupo compreendendo:

- cidtions baseados em amina;
- cadtions baseados em oligoamina,
- cations baseados em poliamina

(polietilenimina sendo particularmente preferido), e
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- cations baseados em aminoécido(s)
vantajosamente selecionado (s) dentre a classe que
compreende c&tions baseados em lisina ou arginina,

- e poliaminoacidos catidnicos,
vantajosamente selecionados dentre o subgrupo que
compreende polilisina e oligolisina;

R°® & um grupo de alquila C2 a Co6, dialcdxi ou
diamina;
R* & uma ligagao direta, ou um “espacador”,

baseada em 1 a 4 residuos de aminodcido;

A é independentemente um radical -CH,- (residuo
aspartico) ou —-CHp;-CHz- (residuo glutémico); e
(n” + m’) ou n” sdo definidos como o grau de

polimerizagdo e variam de 10 a 1000 e preferivelmente entre
50 e 300.
13. Formulacgdo, de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizada pelo fato de que os n grupos GH do PO cada

um, independentemente entre si, € um radical monovalente da

férmula abaixo:

(GH)

na qual:

R° é um radical de metila (alanina), isopropila
(valina), isobutila (leucina), sec-butila (isoleucina) ou
benzila (fenilalanina);

R® é um radical hidrofébico contendo 6 a 30
atomos de carbono; e

1l varia de 0 a 6.
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14. Formulagdo, de acordo com a reivindicacdo 13,

caracterizada pelo fato de que todos ou alguns dos grupos

hidrofébicos R® do PO sao independentemente selecionados do
grupo de radicais compreendendo:

um alcdxi linear ou ramificado contendo 6 a 30
atomos de carbono e capaz de conter peloc menos um
heteroadtomo (preferivelmente 0, N ou S) ou pelo menos uma
unidade de insaturacéo,

um alcdéxi contendo 6 a 30 atomos de carbono,
tendo um ou mais anéis carbociclicos fundidos e
opcionalmente contendo pelo menos uma unidade de
insaturagdo e/ou pelo menos um heteroadtomo (preferivelmente
0, N ou S), e

um alcdéxi arila ou um arildéxi alquila tendo 7 a
30 &tomos de carbono e capaz de conter pelo menos uma
unidade de insaturacdo ou pelo menos um heteroatomo
(preferivelmente 0, N ou S).

15. Formulacgdo, de acordo com a reivindicacdo 13

ou 14, caracterizada pelo fato de que o radical hidrofébico

R® do enxerto do PO é derivado de um precursor de alcool
selecionado dentre o grupo que compreende octanol,
dodecanol, tetradecanol, hexadecanol, octadecanol, &lcool
de oleila, tocoferol e colesterol.

l6. Formulacdo, de acordo com a reivindicacdo 9,

caracterizada pelo fato de que a cadeia principal do

poliaminoacido é um homopolimero alfa-L-glutamato ou alfa-
L-glutémico.
17. Formulacg&o, de acordo com a reivindicacdo 9,

caracterizada pelo fato de gque a cadeia principal do

poliaminoadcido é um homopolimero alfa-L-aspartato ou alfa-
L-aspartico.
18. Formulacgdo, de acordo com a reivindicacao 9,

caracterizada pelo fato de gque a cadeia principal do
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poliaminocdcido é um copolimero de alfa-L-aspartato/alfa-L-
glutamato ou alfa-L-aspartico/alfa-L-glutémico.
19. Formulac¢do, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizada pelo fato de que o peso molecular do PO esté

entre 2.000 e 100.000 g/mol e preferivelmente entre 5.000 e
40.000 g/mol.
20. Formulagdo, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizada pelo fato de que o PO tem grupos anidénicos GI

e que os 1ions multivalentes sao cations multivalentes,
preferivelmente cadtions divalentes e particularmente
preferivelmente selecionados dentre o grupo que compreende
Mg®*, ca®", zn?', Fe?', Ccu®' e misturas dos mesmos, ou cations
trivalentes selecionados mais particularmente
preferivelmente do grupo que compreende Al3, Fe¥* e
misturas dos mesmos.

21. Formulagdo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que

compreende pelo menos um estabilizador selecionado dentre o
grupo gque compreende:
nanoparticulas de pelo menos um polimero PO, o PO

sendo um copolimeroc soluvel em agua, biodegradavel,

anfifilico contendo grupos hidrofdbicos (GH) e grupos
hidrofilicos ionizaveis (GI) que sao pelo menos
parcialmente ionizados, e espontaneamente formandd uma
suspensdao coloidal de nanoparticulas em &gua, em pH = 7,0

sob condig¢des isotdnicas;

polialquileno glicédis, preferivelmente
polietileno glicédis;

copolialgquileno glicéis, preferivelmente
copolimeros de etileno glicol/propileno glicol (do
poloxéamero, tipo Pluronic ou Lutrol);

polimeros de celulose e derivados dos mesmos,

preferivelmente carbdéxi alquila celuloses (por exemplo,
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carboxi metil celuloses) ou alquil celuloses (por exemplo,
metil celuloses):;

ésteres de sorbitano e um ou mais &cidos graxos,
preferivelmente ésteres de polioxialquileno (por exemplo,
polioxietileno) glicol e pelo menos um acido (por exemplo,
acido oléico), do tipo Tween ou polysorbate;

tensoativos baseados em fosfolipidios e
polialquileno glicdis, preferivelmente polietileno glicdis;

sacarideos hidrogenados ou ndo hidrogenados, tais
como trealose, sorbitol, manitol ou sacarose;

polidis, tais como propileno glicol ou glicerol;

gelatinas, preferivelmente gelatinas
hidrolisadas:;

(co)polimeros contendo nitrogénio,
preferivelmente do grupo gque compreende poliacrilamidas,
poli-N-vinil amidas, polivinil pirrolidonas (PVP) e poli-N-
vinil lactamas;

dlcoois de polivinil (PVA);

e misturas dos mesmos.

22. Formulagdo, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizada pelo fato de que o PA é selecionado do grupo

que compreende proteinas, glicoproteinas, proteinas ligadas
a uma ou mais cadeias de polialquileno glicol
[preferivelmente cadeias de polietileno glicol (PEG) :
“Proteinas PEGuiladas”], peptideos, polissacarideos,
lipossacarideos, oligonucleotideos, polinucleotideos e
misturas dos mesmos, e particularmente preferivelmente a
partir do subgrupo que compreende eritropoietina,
oxitocina, vasopressina, horménio adrenocorticotrépico,
fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento
derivado de plagqueta (PDGF) , fatores estimulantes de
hemopoiese e misturas dos mesmos, fatores VIII e IX,

homoglobina, citocromos, prolactina, albuminas, horménio de
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liberagdao de hormdénio luteinizante (LHRH), antagonistas de
LHRH, competidores de LHRH, horménios de crescimento
bovino, de porco ou humano (GH), fator de liberacdo de
hormdénio de crescimento, insulina, somatostatina, glucagon,

interleucinas ou misturas dos mesmos (IL-2, IL-1 1, Il-12),

a-—, B- ou Yy-interferon, gastrina, tetragastrina,
pentagarstrina, urogastrona, secretina, calcitonina,
encefalina, endomorfinas, angiotensinas, horménio de

liberagdo de tirotropina (TRH), fator de necrose de tumor
(TNF), fator de crescimento de nervo (NGFE") , fator de
estimulacdo de coldnia de granuldcito (G-CSF), fator de
estimulacdo de coldnia de macrdéfago de granuldcito (GM-
CSF), fator de estimulacdo de coldénia de macrdéfago (M-CSF),
heparinase, proteina morfogénica de osso (BMP), peptideo
natriurético auricular humano (hANP), peptideo semelhante

ao glucagon (GLP-1), VEG-F, antigeno de superficie de

hepatite B recombinante (rHBsAg) , renina, citocinas,
bradicinina, bacitracinas, polimixinas, colistinas,
tirocidina, gramicidinas, ciclosporinas e anadlogos

sintéticos e modificacdes farmaceuticamente ativas e
fragmentos de enzimas, citocinas, anticorpos, antigenos e
vacinas.

23. Formulagdo, de acordo com qualguer uma das

reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o

PA é wuma molécula orgédnica hidrofébica, hidrofilica ou
anfifilica “pequena”.
24. Formulacdo, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des anteriores, caracterizada pelo fato de que o

principio ativo ¢é selecionado de pelo menos uma das
seguintes familias de substéncias ativas: agentes para
tratar abuso de 4&lcool, agentes para tratar doenca de
Alzheimer, anestésicos, agentes para tratar acromegalia,

analgésicos, antiasmaticos, agentes para tratar alergias,
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agentes anticéncer, anti-inflamatdrios, anticoagulantes e
antitrombdéticos, anticonvulsivantes, antiepilépticos,
antidiabéticos, antieméticos, antiglaucomas, anti-
histaminas, antiinfecciosos, antibidéticos, antifungicos,
antivirais, antiparkinsonianos, anticolinérgicos,
antitussivos, inibidores de anidrase carbdénica, agentes
cardiovasculares, hipolipémicos, antiarritmicos,
vasodilatadores, antianginais, anti-hipertensivos,
vasoprotetores, inibidores de colinestearase, agentes para
tratar distirbios de sistema nervoso central, estimulantes
do sistema nervoso central, contraceptivos, promotores de
fertilidade, indutores e inibidores de parto, agentes para
tratar mucoviscidose, agonistas receptores de dopamina,
agentes para tratar endometriose, agentes para tratar
disfuncodes eréteis, agentes para tratar fertilidade,
agentes para tratamento de disturbios gastrointestinais,
imunomoduladores e imunossupressores, agentes para tratar
disturbios de membdria, antienxaquecas, relaxantes

musculares, analogos de nucleosideo, agentes para tratar

osteoporose, parassimpaticomiméticos, prostaglandinas,
agentes psicoterapéuticos, sedativos, hipnéticos e
trangliilizantes, neurolépticos, ansioliticos,
psicoestimulantes, antidepressantes, agentes para tratar
disturbios dermatoldgicos, esterdides e horménios,
anfetaminas, anoréticos, lenitivos nao analgésicos,

antiepilépticos, barbituricos, benzodiazepinas, hipndéticos,
laxativos, psicotrépicos e guaisquer associacdes desses
produtos.

25. Formulacgdo, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢cdes anteriores, caracterizada pelo fato de que

sua fracdo de peso de PA ndo associada as particulas

micrométricas [PA n&o associado] em % é tal que:

[PA nao associado] £ 1,
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preferivelmente, [PA nao associado] £ 0,5.
26. Formulacdo, de acordo com gqualgquer uma das

reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o

PA é o hormbnio de crescimento humano recombinante hGH.
27. Formulag¢do, de acordo com gualgquer uma das

reivindicagdes 1 a 25, caracterizada pelo fato de que o PA

é insulina.
28. Formulagdo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 25, caracterizada pelo fato de que o PA

é interferon oa-2b.
29. Formulacdo, de acordo com gqualquer uma das

reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que é

destinada a preparacao de drogas, particularmente para
administra¢gdo por via ©parenteral, mucosa, subcuténea,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal ou
intracerebral ou intratumoral, ou pela via oral, nasal,
pulmonar, vaginal ou ocular.

30. Processo para a preparacdo da formulacdo de
acordo com gqualquer uma das reivindicag¢des anteriores,

caracterizado pelo fato de consistir essencialmente em:

a. tomar ou preparar uma suspensdo coloidal de
nanoparticulas de pelo menos um PO,

b. opcionalmente, misturar essa suspensao
coloidal de nanoparticulas de PO com pelo menos um PA,
preferivelmente em solucdo aquosa,

c. opcionalmente, filtrar a suspensdo resultante,

d. adicionar ions multivalentes (preferivelmente
na forma de sais) de polaridade oposta aquela dos grupos GI
do polimero PO, os ions multivalentes sendo adicionados em

uma quantidade de tal modo que a razido r,

definida pela férmula r = n x {%g}, onde
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- n é a valéncia dos ions
multivalentes,
- [MI] ¢é a concentracdo molar de

ions multivalentes,

[0
1}

- [GI] concentracdo molar de
grupos ionizaveis GI,
esta entre 0,3 e 10, preferivelmente entre
0,6 e 5,0 e particularmente preferivelmente entre 0,8 e
3,0, e
e. se necessario, ajustar o pH ou a osmolaridade.

31. Processo, de acordo com a reivindicacao 30,

caracterizado pelo fato de que o PA estd na forma de uma

solugcdo ou suspensao agquosa para mistura com a suspensao
coloidal de nanoparticulas ou microparticulas de PO.

32. Processo para a preparacdo de um produto
derivado a partir da formulacdo conforme qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 29, ou a partir da formulacdo obtida

pelo processo conforme a reivindicacdo 30, caracterizado

pelo fato de consistir essencialmente em secar a suspenséo
de particulas micrométricas para fornecer uma forma sdélida,
preferivelmente um pd de particulas micrométricas, o qual
pode ser armazenado ou administrado.

33. Processo para a preparacdo da formulacdo
conforme qualquer uma das reivindicacdes 1 a 29,

caracterizado pelo fato de consistir essencialmente em:

tomar pelo menos um produto derivado (carregado
ou ndo carregado com o PA) obtido pelo processo conforme a
reivindicacado 32,
e misturar esse produto derivado com &gua ou
uma solugdo aquosa S de reconstituicéao.
34. Produto derivado a partir da formulacdo
conforme qualquer uma das reivindicagdes 1 a 29,

caracterizado pelo fato de que estéd em forma ndo liquida e
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em que compreende particulas micrométricas de polimero
(PO),

i. o polimero PO

sendo um polimero soluvel em agua,
biodegradavel, anfifilico contendo grupos hidrofdébicos (GH)
e grupos hidrofilicos ionizéaveis (GI),

e formando espontaneamente uma suspensao
coloidal de nanoparticulas em 4&gua, em pH = 7,0, sob
condigdes isotdnicas,

ii. as particulas sendo capazes de se associar
espontanea e ndo covalentemente com pelo menos um principio
ativo (PA), em pH = 7,0, sob condig¢des isotdnicas,

essas particulas micrométricas de PO tendo um
tamanho, medido em um teste T, entre 0,5 e 100 pm,

preferivelmente entre 1 e 70 pm, e particularmente

preferivelmente entre 2 e 40 um;
e em gue o produto contém derivados de ions
multivalentes, preferivelmente ions divalentes, de

polaridade oposta aquela do grupo GI do polimero, a razao

r,
definida pela férmula r = n x [%g}, onde
- n é a valéncia dos ions
multivalentes,
- [MI] é a concentracdo molar de
ions multivalentes,
- [GI] é a concentracdo molar de

grupos ionizaveis GI,

estad entre 0,3 e 10, preferivelmente entre
0,6 e 5,0, e particularmente preferivelmente entre 0,8 e
3,0.

35. Produto derivado, de acordo com ‘a
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reivindicagao 34, caracterizado por consistir, por exemplo,

em um pd ou um gel.

36. Processo para a preparacaoc de drogas,
particularmente para administragdo pela via parenteral,
mucosa, subcutéanea, intramuscular, intradérmica,
intraperitoneal ou intracerebral ou em um tumor, ou pela

via oral, nasal, pulmonar, vaginal ou ocular, caracterizado

pelo fato de consistir essencialmente em utilizar pelo
menos uma formulacéao conforme qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 29, e/ou uma formulacdo obtida pelo
processo conforme qualquer uma das reivindicagdes 30 a 32,
e/ou qualquer produto derivado a partir da formulacgédo, e/ou

qualquer precursor da formulacdo.
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RESUMO y
FORMULA(;éEs' FARMACEUTICAS PARA A LiBERA(;iio PROLONGADA DE
PRINCIPIO(S) ATIVO(S), BEM COMO SUAS APLICACOES,
ESPECIALMENTE APﬁICACéES TERAPEUTICAS
A presente .invengdo refere-se a formulacdes

farmacéuticas novas com base em suspensdes .coloidais

aquosas para a 'liberagdo prolongada de = principio(s)

ativb(s) — PA - particularmente broteina(s) e peptideo(s),

bem como as aplicagdes,  especialmente . - aplicacdes

terapéuticas, dessas formulacdes. Essa- formulicéao
, . .

compreende - uma- suspensdo - coloidal aquosa -de baixa
viscosidade baseada em ~particulas micrométricas de um
polimero PO soluvel em 4&gua, - biodegradavel, anfifilico
éontendb grupos hidrofébicos (GH) - alfa-tocoferol - e
grupos hidrofilicos ioniZévéis.(GI) - Glu - que sao pelo-
menos parcialmeﬁte ionizados, as particulas sendo capazes

de se assoc1ar espont&nea e n&o covalentemente com um PA,

em pH = 7,0, sob condigdes 1sotonlcas,=e tendo um tamanho

entre ’ 0,5' e 100 pm. Essa suspenséo ‘ contém. iéns

multivalentes (MG ). de polaridade oposta aquela do grupo

GI do PO; a razdo r, definida pela férmula (A)

? G] ) ‘ . .

onde ) n -

/ -
~- - n é& a valéncia dos ions multivalentes,
- [MI) é a concentragdo molar de ion's

multivalentes;

- ‘[GI] € a concentragdo molar de grupos
‘ionizaveis GI,

.estando entre 0,3 e 10.
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