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RESUMO
FORMULAGCAO DE LIBERTAGCAO SUSTENTADA

Uma composicdo compreende uma proteina, um poliol e um
metal. A proteina é estabilizada pelo poliol e o metal, e é
protegida contra a desnaturacdo quando em contacto com um
solvente orgdnico. O poliol pode ser um hidrocarboneto contendo
dois ou mais grupos hidroxilo (-OH) ligados a carbono. O metal

pode ser divalente.
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DESCRIGAO
FORMULAGCAO DE LIBERTAGCAO SUSTENTADA

ANTECEDENTES

Terapéuticas a base de proteinas podem ser mais dificeis
de administrar a pacientes que outros produtos farmacéuticos.
Uma vez que a eficdcia de uma proteina se encontra relacionada
com a sua conformacédo, as formulacdes terapéuticas nado podem
ser sujeitas a condic¢des que contribuem para o desdobramento,
ou desnaturacdo, da proteina. E tipicamente utilizado cuidado
especial na preparacgcao, armazenamento e administracdo de
terapéuticas a base de proteinas. Além de evitar qualquer
desnaturacdo da proteina, é frequentemente desejavel controlar
a quantidade da proteina administrada a um paciente ao longo
do tempo. Isto ajuda a evitar concentracdes proteicas dentro
do paciente que sao indesejavelmente elevadas ou que sao
demasiado baixas para ser eficazes. Terapéuticas a base de
proteinas de libertacédo controlada podem ser administradas
através de uma variedade de métodos, incluindo administracao
oral de comprimidos ou cépsulas, inalacdo de pds e implantacédo
de depdsitos a partir dos quais a proteina é gradualmente
libertada.

A preparacgcao destas formulagdes inclui tipicamente
misturar a proteina com um solvente orgédnico. Por exemplo, uma
formulacdo em pd pode ser fabricada pulverizando uma mistura
da proteina e um solvente orgénico em azoto liquido.
Alternativamente, a proteina pode ser misturada com uma solucgéo
de um polimero bioerodivel num solvente orgdnico, com formacgao
de microparticulas que contém a proteina e o polimero através
de coagulacgado da mistura. Além disso, proteinas, formulacdes
em pd, ou microparticulas podem ser misturadas com um solvente
orgénico para produzir um liquido ou gel que pode ser injetado
num paciente. Um inconveniente da utilizacdo de solventes

orgdnicos € a sua tendéncia a causar desnaturacédo de proteinas.
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Foram utilizados aditivos para estabilizar proteinas em
presencga de um solvente orgdnico desnaturante. Estes aditivos
incluem tensioativos (Patente U.S. N.° 5.096.885), aminoacidos
(Patente U.S. N.° 4.297.344), poliois (Patente U.S. N.°
5.589.167), polimeros naturais (documento WO 8903671),
polimeros sintéticos (Pharm. Res. 8:285-291,1991) e metais
(Patente U.S. N.° 6.191.107 B1).

Existe uma necessidade de estabilizacdo melhorada de
proteinas durante a preparacédo, armazenamento e administracéo
de terapéuticas a base de proteinas. Formulacdes proteicas que
tém boa estabilidade em solventes orgdnicos seriam Uteis numa
ampla variedade de aplicacdes de libertacdao controlada.
BREVE SUMARIO

Num primeiro aspeto, a presente invencédo € uma composicgao
compreendendo uma proteina, um poliocl e zinco, conforme
definido nas reivindicacgdes.

Num segundo aspeto, a presente invencdo refere-se a
utilizacdo de uma composicédo para a preparacao da formulacao,
conforme definido nas reivindicacédes.

Num terceiro aspeto, a presente invencdo & um método de
fabricar uma composicgao de libertacéo sustentada,
compreendendo misturar um complexo e um portador liquido para
formar a dita composicdo de libertacgado sustentada. O portador
liguido compreende acetato-isobutirato de sacarose; e o
complexo compreende uma proteina, um poliol e zinco, conforme
definido nas reivindicacgdes.

Num quarto aspeto, a presente invencédo € um kit contendo
um recipiente, uma proteina, um poliol, zinco e um portador
liquido, conforme definido nas reivindicagdes. O portador
liguido compreende acetato-isobutirato de sacarose.

A presente invencgdo proporciona uma composicado, e a
utilizagdo da mesma, compreendendo uma proteina, um &lcool e
zinco, conforme definido nas reivindicacgdes. O &lcool ¢é
selecionado a partir do grupo consistindo num monossacarideo,

um polissacarideo, glicerol, manitol, sorbitol, inositol e
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polietilenoglicol.

A presente invencgdo proporciona um método de fabricar uma
composicao de libertacao sustentada, compreendendo misturar um
complexo e um portador liquido para formar a dita composigédo
de libertacdo sustentada. O portador liquido compreende
acetato-isobutirato de sacarose; e o complexo compreende uma
proteina, um alcool e zinco, conforme definido nas
reivindicagbes. O &lcool é selecionado a partir do grupo
consistindo num monossacarideo, um polissacarideo, glicerol,
manitol, sorbitol, inositol e polietilenoglicol.

A presente invencdo proporciona um kit contendo um
recipiente, uma proteina, um &lcool, zinco, e um portador
liquido conforme definido nas reivindicagdes. O portador
liquido compreende acetato-isobutirato de sacarose. O alcool
é selecionado a partir do grupo consistindo num monossacarideo,
um polissacarideo, glicerol, manitol, sorbitol, inositol e
polietilenoglicol.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Varios outros objetos, caracteristicas e vantagens
associadas da presente invengao serdo mais completamente
apreciadas a medida que a mesma se torna melhor compreendida
a partir da seguinte descricgdo detalhada gquando considerada em
conexdao com os desenhos acompanhantes nos quais os caracteres
de referéncia designam partes iguais ou correspondentes ao
longo das varias vistas e em que:

A Figura 1 é uma vista de um frasco contendo uma composicéo
injetavel.
DESCRICAO DETALHADA

A presente invencdo refere-se a estabilizagldo de uma
proteina com um poliol e um metal, protegendo a proteina da
desnaturacdo quando em contacto com um solvente orgénico. O
grau de retencgédo da conformacédo da proteina nativa é um efeito
surpreendente e inesperado da combinacdo de uma proteina tanto
com um poliol como com um metal. O poliol e metal em conjunto

proporcionam uma prote¢do sinérgica da conformacédo e atividade
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da proteina que é maior do que seria esperado a partir do efeito
que guer o poliol quer o metal tém separadamente.

O poliol é um a4lcool, e pode ser qualquer hidrocarboneto
contendo dois ou mais grupos hidroxilo (-OH) ligados a carbono,
onde hidrocarboneto se refere a um composto contendo carbono
e hidrogénio, que pode também conter heterocdtomos tais como
oxigénio, azoto, enxofre, fésforo e halogéneo. O termo poliol
exclui aqueles compostos que ndao proporcionam uma recuperacao
de mondémero de pelo menos 40%, de acordo com o seguinte teste:

Uma mistura de hormona do crescimento humana recombinante
(rhGH, GENENTECH, S. Sao Francisco, CA) em bicarbonato de
sédio a 25 mM (25 mg rhGH/ml) é combinada com acetato de zinco
para proporcionar uma relacdo molar de 10:1 de zinco para
hormona do crescimento. A esta mistura € adicionado 1 por
cento em peso (% em p.) do poliol a ser testado. Uma amostra
de 1,0 mg desta mistura é entdo adicionada a N-metil
pirrolidona (NMP), proporcionando uma relagdo de massa
proteica (mg) para volume de solvente (ml) de 5 mg/ml. A
mistura resultante é homogeneizada durante 2 min a 8.000 rpm
com uma ponta de homogeneizador de cisalhamento e entéo
incubada a 37 °C durante 24 horas. A rhGH é recuperada através
de diluicdo num excesso de 10 vezes de um tampdao de
estabilizacgcdo (EDTA a 5 mM, HEPES a 50 mM, NaN; a 0,01%, pH
8,0). A gquantidade e qualidade da proteina recuperada nesta
etapa sdo entdo determinadas através de cromatografia de
exclusédo de tamanho-cromatografia liquida de alto desempenho
(SEC-HPLC), utilizando uma coluna TSK 2000-SWXL de 7,8 X 300
mm a temperatura ambiente, com uma fase mével de NaH,PO, a
50 mM, NaCl a 150 mM, pH 7,2, uma taxa de fluxo de 1,0 ml/min,
e um tempo de corrida de 20 min. E injetada proteina (10 ug)
e o0 eluente é monitorizado quanto a absorvancia a 214 nm.

Exemplos de poliois incluem monossacarideos, tais com
glucose, frutose e ribose, incluindo isdémeros ciclicos;
glicerol; manitol; sorbitol; inositol; polissacarideos,

incluindo dissacarideos tais como sacarose, trealose, lactose,
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maltose e celobiose, e trissacarideos tais Ccomo
3-fucossilactose e trissacarideo do grupo sanguineo B; e
poliéteres tais como polietilenoglicdis (PEGs). O termo
"poliéter" significa um hidrocarboneto contendo trés ou mais
ligagdes éter (CO-C). O poliol pode ser substituido.
"Substituido™ significa que a fracdo contém pelo menos um,
preferentemente 1-3 substituintes). Substituintes adequados
incluem éter (-0-C), amino (-NH,), oxi (-0-), carbonilo (>C=0),
tiol e semelhantes. Preferentemente, o poliol é manitol,
trealose ou um polietilenoglicol. Polietilenoglicdis
preferidos tém uma massa molecular, conforme medida através de
cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) desde 400 kDa até
8.000 kDa. Mais preferentemente, o polietilenoglicol tem uma
massa molecular desde 400 kDa até 3.500 kDa. E preferido que
o0 poliol tenha massa molecular menor do que cerca de 70.000 kDa.

As quantidades relativas de proteina e poliol numa
formulagdo podem ser eleitas para minimizar a desnaturacdo
proteica. Para uma determinada proteina, a relacdo ideal pode
variar dependendo do poliol utilizado. Preferentemente, a
relacdo de massa de trealose para proteina é desde 100:1 até
1:100. Mais preferentemente, a relacdo de massa de trealose
para proteina é desde 1:1 até 1:10. Ainda mais preferentemente,
a relacdo de massa de trealose para proteina é desde 1:3 até
1:4. Preferentemente, a relacdo de massa de manitol para
proteina € desde 100:1 até 1:100. Mais preferentemente, a
relacido de massa de manitol para proteina é desde 1:1 até 1:10.
Ainda mais preferentemente, a relacdo de massa de manitol para
proteina é desde 1:1 até 1:2. Preferentemente, a relacgdo de
massa de PEG para proteina é desde 100:1 até 1:100. Mais
preferentemente, a relacido de massa de PEG para proteina € desde
1:1 até 1:10.

0 metal é preferentemente divalente. Mais
preferentemente, o metal é zinco. O metal pode ser adicionado
a proteina através de mistura de uma solucédo agquosa da proteina

com um complexo metédlico. Por exemplo, um complexo de zinco tal
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como acetato de zinco, éxido de zinco ou carbonato de zinco pode
ser adicionado a uma solucdo ou suspensdo da proteina num
tampdo. Preferentemente, a relacdo molar de metal para proteina
é desde 1:1 até 100:1. Mais preferentemente, a relagdo molar
de metal para proteina é desde 1:1 até 20:1. Ainda mais
preferentemente, a relacdo molar de metal para proteina é desde
1:1 até 10:1.

Proteinas 1Uteis na presente invencdo incluem, por
exemplo, moléculas tais como citocinas e recetores das mesmas,
bem como proteinas gquiméricas compreendendo citocinas ou
recetores das mesmas, incluindo, por exemplo fator alfa e beta
de necrose tumoral, recetores dos mesmos (ITNFR-1; Gray et al.,
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 87:7380-7384; e TNFR-2; Kohno
et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 87:8331-8335) e
derivados dos mesmos; renina; hormonas do crescimento,
incluindo hormona do crescimento humana, hormona do
crescimento bovina, metionina-hormona do crescimento humana,
desfenilalanina-hormona do crescimento humana, e hormona do
crescimento suina; fator de libertacd&o de hormona do
crescimento (GRF); hormonas da paratiroide e pituitéaria;
hormona estimulante da tiroide; fator de libertacdo de hormona
pancredtica humana; lipoproteinas; colchicina; prolactina;
corticotrofina; hormona tirotrédpica; oxitocina; vasopressina;
somatostatina; lipressina; pancreozimina; leuprdlido;
alfa-l-antitripsina; cadeia A de 1insulina; cadeia B de
insulina; pré-insulina; hormona foliculoestimulante;
calcitonina; hormona luteinizante; fator de libertacdo de
hormona luteinizante (LHRH); agonistas e antagonistas de LHRH;
glucagao; fatores de coagulacédo tais como fator VIIIC, fator
IX, fator tecidual e fator de von Willebrand; fatores
anticoagulagdo tais como Proteina C; fator natriurético
atrial; tensioativo pulmonar; um ativador de plasmindgeno para
além de um ativador de plasmindgeno de tipo tecidual (t-PA),
por exemplo uma urogquinase; bombesina; trombina; fator de

crescimento hematopoiético; encefalinase; RANTES (regulada na
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ativacdo, normalmente expressa e secretada por células T);
proteina inflamatdéria de macrdéfagos humana (MIP-1-alfa); uma
albumina sérica tal como albumina sérica humana; susténcia
inibidora miilleriana; cadeia A da relaxina; cadeia B da
relaxina; prorrelaxina; péptido associado a gonadotropina de
ratinho; gonadotropina coridénica; hormona libertadora de
gonadotropina; somatotropina bovina; somatotropina suina; uma
proteina microbiana, tal como beta-lactamase; DNase; inibina;
ativina; fator de crescimento endotelial wvascular (VEGFE);
recetores para hormonas ou fatores de crescimento; integrina;
proteina A ou D; fatores reumatoides; um fator neurotrdéfico tal
como fator neurotrdfico derivado de 0SSO0 (BDNF') ,
neurotrofina-3, -4, -5, ou -6 (NT-3, NT-4, NT-5, ou NT-6), ou
um fator de crescimento nervoso tal como NGF-3; fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF); fator de crescimento
fibroblastico tal como aFGEF e DbFGFEF; fator de crescimento
epidérmico (EGF); fator de crescimento transformante (TGF) tal
como TGF-alfa and TGF-beta, incluindo TGF-p1, TGF- B2, TGF- (33,
TGF- P4, ou TGF- B5; fator de crescimento semelhante a insulina
I e II (IGF-I e IGF-I1); des(l1-3)-IGF-1I (IGF-1I cerebral),
proteinas de ligagdo a fator de crescimento semelhante a
insulina; proteinas CD tais como CD-3, CD-4, CD-8 e CD-19;
eritropoietina; fatores osteoindutivos; imunotoxinas; uma
proteina morfogénica déssea (BMP); um interferdo tal como
interferdo-alfa; -beta, —-gama, e interferdo consenso; fatores
estimulantes de colénias (CSFs), por exemplo, M-CSF, GM-CSF,
e G-CSF; interleucinas (ILs), por exemplo, IL-1 a IL-10;
superdéxido dismutase; recetores de células T; proteinas de
membrana de superficie; fator acelerador do decaimento;
antigénio wviral tal como, por exemplo, uma porcdo da
glicoproteina do envelope de VIH-1, gpl20, gpl60 ou fragmentos
dos mesmos; proteinas de transporte; recetores de migracao
dirigida; adresinas; inibidores da fertilidade tais como as
prostaglandinas; promotores da fertilidade; proteinas

reguladoras; anticorpos e proteinas quiméricas; tais como
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imuncadesinas; andlogos e derivados destes compostos, e sais
farmaceuticamente aceitédveis destes compostos, ou andlogos ou
derivados dos mesmos.

Preferentemente, a proteina contém até 120 aminoacidos
por cadeia simples. Preferentemente, a proteina € capaz de
formar complexos com um metal. A formacdo de complexos
proteina-metal tem uma constante de dissociagdo (Kp) na ordem
de micromolar (uM) ou menor, conforme medido em agua a uma
temperatura e pH fisioldgicos. O valor Kp é definido como o
produto da concentracido do metal ndo complexado e da proteina
ndao complexada, dividido pela concentracdao do complexo
proteina-metal. Uma interacdo ndo especifica entre uma
proteina e um metal sob as mesmas condig¢des tem uma Ky na ordem
de milimolar (mM) . Preferentemente, o complexo proteina-metal
tem uma Kp de 0,1 pM ou menor. Mais preferentemente, o complexo
proteina-metal tem uma Kp de 0,01 pM ou menor.

Mais preferentemente, a proteina ¢ uma hormona do
crescimento, tal como hormona do crescimento humana (hGH),
hormona do crescimento humana recombinante (rhGH), hormona do
crescimento bovina, metionina-hormona do crescimento humana,
desfenilalanina-hormona do crescimento humana e hormona do
crescimento suina; insulina, cadeia A de insulina, cadeia B de
insulina e prdé—-insulina; ou um fator de crescimento, tal como
fator de crescimento endotelial wvascular—-(VEGF), fator de
crescimento nervoso (NGF), fator de crescimento derivados de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF),
fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento
transformante (TGF), e fator de crescimento semelhante a
insulina I e II (IGF-I e IGF-II).

Formulagcdes de proteinas que sdo estabilizadas com um
poliol e um metal podem também conter outros ingredientes.
Estes ingredientes incluem, por exemplo, conservantes,
antioxidantes, agentes espessantes, tensioativos, agentes
quelantes, agentes emulsificantes e outros excipientes. O

termo "excipiente" refere-se a um agente ndo terapéutico
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adicionado a uma composicédo farmacéutica para proporcionar uma
consisténcia ou efeito estabilizante desejado. Conservantes
incluem, por exemplo, fenol, &alcool benzilico, metacresol,
metil parabeno, propil parabeno, cloreto de benzalcdnio e
cloreto de benzetdnio. Tensiocativos incluem, por exemplo,
POLYSORBATE 20 e 80.

A proteina, poliol e metal, em conjunto com outros
ingredientes, podem ser combinados numa Unica etapa ou em duas
ou mais etapas. Preferentemente, a proteina é complexada com
o metal anteriormente a adicdo do poliol. Por exemplo, a
proteina, poliol, metal, e ingredientes opcionais podem ser
misturados num tampdao aquoso para formar uma solucgdo, emulséo,
ou suspensao. Tampdes Uteis incluem, por exemplo, tampdes
fosfato, Tris, citrato, succinato, acetato, e histidina.
Tipicamente, o tampdo encontra-se no intervalo de cerca de 2
mM até cerca de 100 mM. Tampbes preferidos incluem tampdes
succinato de sdédio e fosfato e potéssio.

A formulacédo aquosa de proteina, poliol e metal pode ser
utilizada para administrar a terapéutica a base de proteina,
ou a formulacdo pode ser adicionalmente processada. Por
exemplo, a formulagdo pode ser convertida num sdélido através
de 1liofilizacdo ou secagem por congelacgdo, ou pode ser
incorporada num polimero bioerodivel. Um polimero biocerodivel
decompde-se quando colocado no interior de um organismo,
conforme medido através de um declinio da massa molecular do
polimero ao longo do tempo. As massas moleculares de polimeros
podem ser determinadas através de uma variedade de métodos
incluindo cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC), e séao
geralmente expressas como médias de peso ou médias numéricas.
Um polimero ¢ Dbioerodivel se, quando em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) de pH 7,4 e uma temperatura de 37
°C, a sua massa molecular média é reduzida por pelo menos 25%
ao longo de um periodo de 6 meses conforme medido através de
SEC. Polimeros biocerodiveis incluem poliésteres, tais como

poli (caprolactona), poli(acido glicdlico), poli (4dcido
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latico), e poli(hidroxibutirato); polianidridos, tais como
poli (anidrido adipico) e poli (anidrido maleico);
polidioxanona; poliaminas; poliamidas; poliuretanos;
poliesteramidas; poliortoésteres; poliacetais; policetais;
policarbonatos; poliortocarbonatos; polifosfazenos;
poli (dcido méalico); poli(aminoadcidos); polivinilpirrolidona;
poli(éter wvinil metilico); poli(oxalato de alguileno);
poli (succinato de algquileno); polidroxicelulose; quitina;
quitosana; e copolimeros e misturas dos mesmos. As proteinas
podem ser incorporadas em polimeros bicerodiveis através da
formagcdo de implantes monoliticos, que sao implantados
cirurgicamente, ou através da formacdo de microparticulas do
polimero biocerodivel contendo a proteina.

A composigdo pode também incluir um liguido portador.
Preferentemente, a formulacdo de proteina, poliol e metal pode
ser misturada com um liquido portador para ser injetada num
paciente; no entanto, qualgquer ordem de mistura destes
ingredientes é possivel. Formulagbes sdélidas e microparticulas
podem também ser injetadas quando misturadas com um portador
liquido. E preferido que a relacdo do volume do portador liquido
para a massa combinada da proteina e do metal seja desde 99:1
até 70:30 p/v. Mails preferentemente, a relacdo do portador
liguido para a proteina e o metal é desde 95:5 até 85:15 p/v.
Para um implante administrado através de injecdo, a mistura
liquida transforma-se preferentemente num depdsito apds
contactar com o fluido no corpo. Este depdsito é caracterizado
pela sua separacdo de fase a partir do fluido fisioldgico e a
sua viscosidade aumentada em relacdo a composicdo liquida
original. E este depdsito que serve para libertar
controladamente a proteina.

O portador liquido pode ser um polimero bioerodivel que
solidifica apds a administracdo. Alternativamente, o portador
ligquido pode ser um agente que proporciona um aumento da
viscosidade apds a administracdo. Exemplos destes agentes

incluem &cido hialurdnico, bem como acetato—-isobutirato de

10
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sacarose (SAIB) conforme utilizado no sistema SABER (SOUTHERN
BIOSYSTEMS, Birmingham, AL). O sistema SABER é um sistema de
administracdo de farmacos injetavel que € composto por um
material liquido ndo polimérico e um solvente orgénico (Patente
U.S. N.° 5.747.058; Smith e Tipton (1996) Pharmaceutical
Research 13(3):300). SABER é injetado como um liquido de baixa
viscosidade cuja viscosidade aumenta rapidamente apds a
injecdo. A matriz de viscosidade elevada resultante é adesiva,
biodegradavel e biocompativel.

0 material liguido n&o polimérico do sistema SABER & um
liguido nédo hidrossoluvel tendo uma viscosidade de pelo menos
5.000 centipoise (cP) a 37 °C que nao cristaliza puro sob
condicdes fisioldgicas ambientais. A viscosidade do liquido
pode ser medida utilizando um viscosimetro CANON-FENSKE a uma
temperatura de 25 °C. A viscosidade cinemdtica da composicéo
SABER, incluindo o material 1liquido e o solvente, &
preferentemente menor do que 1000 cP a temperatura ambiente.
Mais preferentemente, a viscosidade cinemdtica da composicéo
SABER € menor do que 200 cP a temperatura ambiente. Materiais
liquidos adequados incluem ésteres de estearato, amidas de
estearato, amidas de &4cidos gordos de cadeia longa, &lcoois
gordos de cadeia longa, ésteres de cadeia longa, e ésteres de
dissacarideo. Preferentemente, o) material liquido é
diestearato de sacarose acetilado, acetato-butirato de
dissacarideo, ou SAIB. A relacdo de peso de material liquido
para solvente é preferentemente desde 50:50 até 85:15 p/p. Mais
preferentemente, a relacdo de massa de material liquido para
solvente € desde 50:50 até 70:30 p/p.

Estas formulagdes tipicamente incluem também um ou mais
solventes orgénicos, tais como cloreto de metileno, acetato de
etilo, sulfdéxido de dimetilo (DMSO), tetrahidrofurano (THF),
dimetilformamida (DMF), etanol (EtOH), N-metil pirrolidona
(NMP), benzoato de benzilo, &lcool benzilico, migliol e
carbonato de propileno. A estabilidade de uma proteina na

presenga de um solvente orgédnico ¢é medida através da
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recuperacdo da proteina a partir do solvente e da medicdo da
percentagem da proteina que se encontra intacta (isto é, néo
desnaturada) . A proteina que ndo se encontra desnaturada é
referida como mondmero, J& que as proteinas desnaturadas tém
tendéncia a agregar-se. A percentagem de mondmero pode ser
medida através de HPLC-SEC. Preferentemente, a percentagem de
monémero recuperado & desde 35% até 100%. Mais preferentemente,
a percentagem de mondmero recuperado € desde 70% até¢ 100%. Ainda
mais preferentemente, a percentagem de mondmero recuperado &
desde 90% até 100%. Ainda mais preferentemente, a percentagem
de mondémero recuperado & desde 95% até 100%. Ainda mais
preferentemente, a percentagem de mondmero recuperado é desde
99% até 100%.

Quando a composicgao é administrada in vivo,
preferentemente menos de 10% da proteina é libertada a partir
do depdsito no prazo de 24 horas apdés a administracgédo, mais
preferentemente menos de 5% da proteina é libertada a partir
do depdsito no prazo de 24 horas apds a administracdo, ainda
mais preferentemente menos de 1 % da proteina é libertada a
partir do depdsito no prazo de 24 horas apds a administracéao,
ainda mais preferentemente menos de 0,2% da proteina &
libertada a partir do depdsito no prazo de 24 horas apds a
administracgdo, ainda mais preferentemente menos de 0,01% da
proteina € libertada a partir do depdsito no prazo de 24 horas
apdés a administracdo. O organismo ao qual a composicdo é
administrada pode ser, por exemplo, um rato ou um ser humano.

A libertacédo da proteina ocorre preferentemente sobre um
periodo de dias, semanas, OuUu meses. E preferivel que pelo menos
25% da quantidade total de proteina seja libertada no prazo de
um ano apds a administracdo, mais preferentemente pelo menos
25% da quantidade total de proteina é libertada no prazo de um
més apds a administracgdo, mais preferentemente pelo menos 25%
da quantidade total de proteina é libertada no prazo de uma
semana apds a administracdo. Alternativamente, é preferivel

que pelo menos 20% da guantidade total de proteina seja
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libertada no prazo de um ano apds a administracgdo, mais
preferentemente pelo menos 20% da quantidade total de proteina
é libertada no prazo de um més apds a administracdo, mais
preferentemente pelo menos 20% da quantidade total de proteina
¢ libertada no prazo de uma semana apds a administracdo. O
comprimento desejado do periodo de libertacédo variard de acoro
com o tratamento fisioldgico desejado. E preferido que a
quantidade de proteina libertada no prazo de um periodo de 24
horas seja desde 0,01% até 5%. Mais preferentemente, a
quantidade de proteina libertada no prazo de um periodo de 24
horas é desde 0,05% até 3%. Ainda mais preferentemente, a
quantidade de proteina libertada no prazo de um periodo de 24
horas é desde 1% até 3%.

A composic¢cdo pode ser convenientemente embalada num
recipiente estéril, tal como o frasco 10 ilustrado na Figura
1. Este recipiente pode formar parte de um kit gue pode
opcionalmente conter uma seringa e agulha estéreis. O frasco
10 pode ser selado com um septo 12. Este septo sela o liquido
14 e pode ser perfurado por uma agulha e seringa para permitir
a remoc¢ao da mistura. O frasco pode conter todos os ingredientes
necessarios para a libertacdo controlada da proteina. A
composicdo 1liquida no frasco contém preferentemente uma
dosagem unitaria da proteina. E preferido que ndo seja
requerido ao utilizador final da mistura adicionar
ingredientes adicionais ou medir a dosagem anteriormente a
administracdo. A composicdo liquida pode ser contida numa
seringa de forma a ser diretamente administrada através de
injecao.

Alternativamente, a composicdo pode ser embalada em mais
de um recipiente. Por exemplo, um portador liguido pode
encontrar-se num frasco, e uma mistura da proteina num solvente
ou mistura de solventes pode encontrar-se noutro frasco. Os
solventes e/ou solvente podem ser iguais ou diferentes do
portador liquido. O conteudo dos frascos pode ser combinado e

misturado, e a composicgdo final administrada através de
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injecdo. Noutro exemplo, a formulacdo da proteina, poliol e
metal pode encontrar—-se num recipiente, e o portador liquido
pode encontrar-se noutro recipiente. A proteina, poliol emetal
podem ser proporcionados em conjunto como um pd, ou a proteina,
poliol e metal podem ser proporcionados em conjunto como um
comprimido ou capsula. A proteina, poliol e metal podem ser
combinados com o portador ligquido, e a composicdo final
administrada através de injecdo. Noutro exemplo, o poliol e
metal podem ser proporcionados como uma mistura no portador
ligquido num frasco, e a proteina pode ser proporcionada num
recipiente separado. Alternativamente, a proteina pode ser
proporcionada como uma mistura no portador liguido num frasco,
e o0 poliol e metal podem ser proporcionados num recipiente
separado. O conteudo dos recipientes pode ser combinado para
que seja formada uma formulacdo liquida, e a composicdo final
administrada através de injecdo.

Preferentemente, a embalagem da composig¢gdo ou dos seus
componentes é descartavel, mais preferentemente reciclavel. E
preferido que a composicdo e a sua embalagem sejam estéreis.
EXEMPLOS
Exemplo 1 - Formulacgdes proteicas estéveis

Uma formulacdo sdélida de hormona do crescimento foi
produzida através da combinagdo de rhGH (GENENTECH, S. Sé&o
Francisco, CA) em bicarbonato de sédio a 25 mM (25 mg rhGH /ml)
com acetato de zinco para proporcionar uma relacdo molar 10:1
de zinco para hormona do crescimento. Nas formulagbes 2 e 5,
opoliol foi adicionado a esta mistura a concentracgdo indicada.
Nas formulacgdes 3 e 4, ndo foi adicionado qualquer zinco antes
ou depois da adicadao do poliol. Na formulacdo 1, nédo foi
adicionado qualguer poliol a mistura de rhGH e zinco.

O efeito de solventes organicos na estabilidade da
proteina foi determinado através da adicdo de formulacédo sélida
de rhGH (1,0 mg) quer a etanol absoluto (EtOH) quer a N-metil
pirrolidina (NMP) . A relacdo de massa proteica (mg) para volume

de solvente (ml) foi 5 mg/ml. Apds a adigdo da proteina, as
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amostras foram homogeneizadas durante 2 min a 8.000 rpm com uma
ponta de homogeneizador de cisalhamento. As suspensodes
resultantes foram deixadas incubar a 37 °C durante 24 horas.
A rhGH foi recuperada através de diluicdo num excesso de 10
vezes de um tampao de estabilizacado (EDTA a 5 mM, HEPES a 50
mM, NaN; a 0.01%, pH 8,0). A quantidade e qualidade da proteina
recuperada nesta etapa foi determinada através de
cromatografia de exclusdo de tamanho-cromatografia liquida de
alto desempenho (SEC-HPLC), e os resultados sdao mostrados no
Quadro 1. A SEC-HPLC foil feita correr utilizando uma coluna TSK
2000-SWXL de 7,8 X 300 mm a temperatura ambiente, com uma fase
mével de NaH,PO, a 50mM, NaCl a 150 mM, pH 7,2. A taxa de fluxo
foi 1,0 ml/min, e o tempo de corrida foi 20 min. Foi injetada
proteina (20 mg) e o eluente monitorizado quanto a absorvancia
a 214 nm.

Os «critérios para uma formulagdo estdvel foram
recuperacdo maxima de rhGH monomérica sem formagdo de
agregados. Foram analisadas amostras de controlo de cada
formulacédo através de incubacdo no tampdo sem exposicdo a um
solvente orgdnico, e os resultados indicam que o material de
partida para cada formulacdo nao conteve quantidades
significativas de agregado.

A presenca de um poliol e zinco proporcionam protecéo
superior contra a desnaturacdo proteica apds exposicgdo a etanol
e NMP. Formulagdes contendo tanto um poliol como zinco
produziram recuperacdo mais elevada de mondmero dgue

formulagdes estabilizadas com somente um poliol ou somente

zinco.
Quadro 1. Efeito de solventes orgédnicos sobre a estabilidade de rhGH

% Mondmero

Concentracao de| Zinco:rhGH % Mondmero
Recuperado

Formulacao Poliol (relacao Recuperado
(Média =+

(% em p) molar) (Controlo)

DP)
ManitollTrealose EtOH | NMP
1 0 0 10:1 31 + 8|37 £ 3 98
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2 1 0 10:1 36 + 1|44 £ 1 98
3 1 0 0 22 £ 1|19 £ 1 98
4 0 5 0 65 + 188 £ 1 99
5 0 5 10:1 72 £ 1189 £ 0 99

Exemplo 2 - Formulacgdo de libertacdo controlada

Foram produzidas formulagdes sdlidas de hormona do
crescimento através da combinacdo de rhGH com zinco e/ou um
poliol. Nas formulagdes 12-20, rgGH em bicarbonato de sédio a
25 mM (20 mg rhGH /ml) foi combinada com acetato de zinco para
proporcionar uma relacdo molar de 10:1 de zinco para hormona
do crescimento. Nas formulacgdes 12-19, o poliol foi entéo
adicionado a mistura a concentracédo indicada. As formulacgdes
13 e 17 incluiram adicionalmente POLYSORBATE 20 a 0,02%, que
foi adicionado com o poliol. Nas formulag¢des 6-11, o poliol foi
adicionado a mistura de rhGH sem a adicd&o de zinco.

O efeito de poliol e zinco na estabilidade da proteina num
sistema de libertacdo controlada foi determinado através da
adigdo de formulacdo de rhGH em SABER (100 pl) em 2 ml de tampao
de libertacao. A formulagao conteve uma carga de rhGH a 5% numa
mistura 80:20 de SAIB e &lcool benzilico. O tampdo foi HEPES
a 50 mM, KC1 a 95 mM, pH 7,2. As suspensédes resultantes foram
armazenadas a 37 °C durante 24 horas. A quantidade e qualidade
da proteina recuperada nesta etapa foi determinada através de
SEC-HPLC, e os resultados sdo proporcionados no Quadro 2. Omeio
de libertacé&o total foi analisado através de SEC-HPLC para
determinar o teor de proteina total e a percentagem de proteina
ndo agregada presente, utilizando um método semelhante ao
descrito em Maa et. al. J. Pharm Sci. 2(87) 152-159, 1998.

Formulag¢des contendo somente um poliol ou somente zinco
permitiram desnaturacgdo proteica significativa, com um maximo
de 91,5% de recuperacdo de mondmero. A presenca tanto de um
poliol como de =zinco protegeu eficazmente a proteina da
desnaturacao. Estas formulac¢des proporcionaram

aproximadamente 99% de recuperacdo de mondmero. A combinacio
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de poliol e zinco permite também taxas de libertacdo aceitéveis

da proteina a partir do depdsito, com libertacdes de 24 horas

entre 10 e 15%.
Quadro 2
Formulacio Concentracdo de|Relacgdo Molar] % % Mondmero
Poliol Zinco: rhGH |Libertado| Recuperado
Manitol|Trealose 1 dia| DP
6 1 0 0 17 [5,9 85,4
7 5 0 0 8 10,1 89,7
8 10 0 0 36 10,04 74,7
9 0 1 0 15 [0,2 83,4
10 0 5 0 6 |0,7 90,5
11 0 10 0 6 0,2 91,5
12 1 0 10:1 12 [0,6 98, 8
13 1* 0 10:1 10 3,2 99,1
14 5 0 10:1 12 1,0 99,2
15 10 0 10:1 10 |(0,3 99,2
16 0 1 10:1 10 (0,01 98, 9
17 0 1* 10:1 10 (0,9 98,9
18 0 5 10:1 15 |2,2 99,2
19 0 10 10:1 14 11,4 99,2
20 0 0 10:1 12 [1,2 83,9
21 0 0 0 10 [5,3 91,1
* Formulado adicionalmente com tensioativo POLYSORBATE 20 a 0,02%

Obviamente, vadrias modificacdes e variacdes da presente

invencdo sdo possiveis a luz dos ensinamentos acima. Deve como

tal ser entendido que dentro do ambito das reivindicacgbes

anexas, a invencdo pode ser posta em pratica de outra forma para

além da especificamente descrita no presente documento nos

Exemplos.
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REIVINDICAGOES

1. Uma composicao, compreendendo:
uma proteina, em que a proteina é hormona do crescimento
humana recombinante;
um poliol; e
um catido metdlico, em que o catido metdlico € =zinco
divalente;
em que a relacdo de massa de poliol para proteina é desde 1:1
até 1:100, e a relacdo de massa de zinco para proteina é desde
1:1 até 100:1 e em que o poliol e zinco em conjunto
proporcionam uma protegdo sinérgica da conformagdo e
atividade da proteina, e compreendendo adicionalmente um

solvente organico.

2. A composicdo da reivindicacgdo 1, em que:
(a) o dito poliol é selecionado a partir do grupo que
consiste num monossacarideo, um polissacarideo, glicerol,
manitol, sorbitol, inositol e polietilenoglicol; ou
(b) o dito poliol é selecionado a partir do grupo que

consiste em manitol, trealose e polietilenoglicol.

3. A composicdo da reivindicacao 1 ou reivindicacédo 2, em que

a relacdo de massa de poliol para proteina € desde 1:1 até 1:10.

4. A composicdo de qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 3, em
que:
(a) a relacdo molar de zinco para proteina é desde 1:1 até
20:1; ou
(b) a relacdo molar de zinco para proteina é desde 1:1 até
10:1.

5. A  composigcao de qualgquer uma das reivindicacgdes
anteriores, compreendendo adicionalmente um material

portador;
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em que o0 material portador compreende um material ligquido nao
polimérico, ndo hidrossoluvel tendo uma viscosidade de pelo
menos 5.000 cP a 37 °C que nao cristaliza puro sob condicgdes

fisioldgicas ambientais.

6. A composicédo da reivindicacdo 5, em que o material l1iquido
€ um éster de estearato, uma amida de estearato, uma amida de
4dcido gordo de cadeia longa, um alcool gordo de cadeia longa,

um éster de cadeia longa ou um éster de dissacarideo.

7. A composicdo da reivindicacdo 5, em que o material liquido
¢ diestearato de sacarose acetilado ou o material liquido é
acetato-butirato de dissacarideo ou o material 1liquido é

acetato—-isobutirato de sacarose.

8. A composicdo de qualquer uma das reivindicacgdes
anteriores, em que:
(a) a composicgédo tem uma viscosidade menor do que 1000 cP a

temperatura ambiente; ou

(b) a composicédo tem uma viscosidade menor do que 200 cP a
temperatura ambiente;
9. Utilizacdo de uma composicdo para a preparagao de uma

formulacédo compreendendo adicionalmente um solvente organico,
em que a composicado compreende:
uma proteina, em que a proteina é hormona do crescimento
humana recombinante;
um poliol; e
um catido metdlico, em que o catido metdlico € =zinco
divalente;
em que a relacdo de massa de poliol para proteina é desde 1:1
até 1:100, e a relacdo de massa de zinco para proteina é desde
1:1 até 100:1 e em que o poliol e zinco em conjunto proporcionam

uma protecédo sinérgica da conformacédo e atividade da proteina.
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10. A utilizacdo da reivindicacdao 9, em que
(a) oditopoliol é selecionado a partir do grupo que consiste
num monossacarideo, um polissacarideo, glicerol, manitol,
sorbitol, inositol, e polietilenoglicol; ou
(b) odito poliol é selecionado a partir do grupo consistindo

em manitol, trealose e polietilenoglicol.

11. A utilizacdo da reivindicacgao 9 ou reivindicacao 10, em
que a relacdo de massa de poliol para proteina € desde 1:1 até
1:10.

12. A utilizacdo de gqualquer uma das reivindicagdes 9 a 11,
em que:
(a) a relacdo molar de zinco para proteina é desde 1:1 até
20:1; ou
(b) a relacdo molar de zinco para proteina é desde 1:1 até
10:1.

13. A utilizacédo de qualquer uma das reivindicacdes 9 a 12,
que compreende adicionalmente um material portador;

em que o material portador compreende um material liquido néao
polimérico, ndo hidrossoluvel tendo uma viscosidade de pelo
menos 5.000 cP a 37 °C gue ndo cristaliza puro sob condicgdes

fisioldgicas ambientais.

14. A utilizacdo da reivindicacado 13, em que o material
liquido é um éster de estearato, uma amida de estearato, uma
amida de acido gordo de cadeia longa, um alcool gordo de cadeia

longa, um éster de cadeia longa, ou um éster de dissacarideo.

15. A utilizacdo da reivindicacdo 13, em que o material
liquido ¢é diestearato de sacarose acetilado ou o material

ligquido ¢ acetato-butirato de dissacarideo ou o material

liguido é acetato-isobutirato de sacarose.
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16. A utilizacédo de qualquer uma das reivindicacdes 9 a 15,
em que:
(a) a composicdo tem uma viscosidade menor do que 1000 cP a
temperatura ambiente; ou
(b) a composicdo tem uma viscosidade menor do que 200 cP a

temperatura ambiente;

17. Utilizacdo de uma composigcdao de qualguer uma das
reivindicacdes 5 a 7 para a preparacao de uma formulacédo de
libertacdo sustentada, em que o poliol e zinco em conjunto
proporcionam uma protecdo sinérgica da conformacido e atividade

da proteina.

18. Utilizacédo de uma composicdo da reivindicacao 17, em que
entre 10 e 15% da proteina é libertada no prazo de 24 horas apds

a administracéo.

19. Um método de fabricar uma composicdo de libertacéo
sustentada, compreendendo:
misturar uma composicdo de qualgquer uma das reivindicagdes
1 a 4 e um portador liquido para formar a dita composicédo de
libertacédo sustentada;
em que o dito portador liquido compreende

acetato—-isobutirato de sacarose.

20. 0O método da reivindicagdo 19, em que:
(a) a dita composicdo de libertacado sustentada tem uma
viscosidade menor do que 1000 cP a temperatura ambiente; ou
(b) a dita composicdo de libertacdo sustentada tem uma

viscosidade menor do que 200 cP a temperatura ambiente.

21. O método da reivindicacdo 19 ou 20, em que o dito solvente

z

é etanol, benzoato de benzilo, migliol, carbonato de propileno

ou adlcool benzilico.
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22. 0 método da reivindicagdo 21, em que:
(a) a relacdao de acetato-isobutirato de sacarose para
solvente é desde 50:50 p/p até 85:15 p/p; ou
(b) a relacdo de acetato-isobutirato de sacarose para
solvente é desde 50:50 p/p até 70:30 p/p;

23. Um kit, compreendendo:
um recipiente;
uma composicido de qualguer uma das reivindicacdes 1 a 4; e
um portador liquido;

em que o portador liguido compreende acetato-isobutirato de

sacarose.

24, 0O kit da reivindicagao 23, compreendendo uma dosagem

unitdria da proteina.

25. 0 kit da reivindicacéo 23 ou reivindicacé&o 24, em que ©

poliol, o catido metdlico e o portador liquido sdo estéreis.

26. 0O kit de qgqualgquer uma das reivindicacgbes 23 a 25,

compreendendo adicionalmente uma seringa.

27. 0O kit de qualquer uma das reivindicagdes 23 a 26, em que

0 kit compreende um septo.

Lisboa, 24 de Novembro de 2015
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