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PATENTE N2 87 545

"Processo de preparagfo de com-
posi¢¥es lipossbémicas compreen
dendo metabolito de Acido ara-
quidbénico"

para que

THE LIPOSOME COMPANY, INC.,
pretende obter privilégio de
inveng#o em Portugal.

RESUMNMO

0 presente invento refere-se ao processo de preparagdo de
composicBes lipossémicas, compreendendo estas composi¢Bes um
metabolito do Acido araquidénico tal como uma prostaglandina,
preferencialmente a prostaglandina El’ um lfpido e um protector
de secagem tal como um sacarfdeo. Os lipossomas podem ser chel
os com a prostaglandina, passivamente, ou usando um gradiente
de concentrac8o transmembrana, preferencialmente usando um gra
diente de pH transmembrana. Com esta técnica, as eficiéncias
de retengfio atingem os 50 a 100% e a velocidade de libertagdo
da prostaglandina dos lipossomas é reduzida. O tamanho do 1li-
possoma & mantido apbés liofilizag3o e reconstituicHo.
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1ENORIA DESCRITIVA

PEDIDO AFIM DOS EUA

Este pedido & uma continuagBo-em-parte do pedido de paten
te copendente N2 053 305, depositado a 22 de liaio de 1987.

ANTECEDENTES DO _INVENTO

0 presente invento & dirigido a formulagBes e métodos de
preparac8o de lipossomas associados a metabolitos do &cido ara
quidénico. Estes metabolitos do 4cido araquidbénico também in-
cluem os compostos estruturalmente anflogos, inibidores de en-
zimas sintéticos e o préprio 4cido araquiddnico. Uma classe
destes metabolitos do Acido aragquidénico é constituida pelo gru
po dos agentes bioactivos conhecidos como prostaglandinas. Es-
te invento revela particularmente lipossomas associados com
prostaglandinas, usando a prostaglandina El. 0 termo prosta-
glandina inclui também os compostos sintéticos estruturalmente
relacionados com as prostaglandinas naturais.

As prostaglandinas s¥o substancias encontradas essencial-
mente em todos os tecidos humanos e fluidos corporais e produ-
zem um espectro largo de efeitos abrangendo praticamente todas
as fungBes biolbégicas. Hstas substdncias s¥o derivadas dos &ci
dos gordos essenciais com 20 &tomos de carbono (sendo o precur-
sor mais abundante o &cido araguidbénico) e s¥o sintetizados bip
logicamente em estruturas tais com as da subclasse El das pros-
taglandinas com 20 carbonos ("PGEl") cuja férmula é a seguinte:

As outras subclasses de prostaglandinas s8o designadas por le-
tras e distinguem-se por substituicBes no anel ciclopentano.
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Estas subclasses s¥o as séries prostaglandina E e Fa’ as quais
s%o0 as mais extensivamente estudadas, sendo as subclasses A, B
e C derivadas das E's. As prostaglandinas A a F sZo considera
das "prostaglandinas primirias"; as estruturas das prostaglan-
dinas G2 e H2 (os endoperéxidos cfclicos) e os tromboxanos A2 e
32 foram mais recentemente estabelecidas (Goodman et al., eds.,
The Pharmacological Basis of Therapeutics, MacMillan Publishing
Co., New York, pp. 668-676). Outros agentes bioactivos que po-
dem ser usados na invenc#o sHo as prostaciclinas e os leucotri-

enos.

As prostaglandinas tém diversas acgBes fisiolbgicas tais
como ac¢H8o vasodilatadora, melhoramento da circulagdo sanguinea
periférica e antilipélise. As prostaglandinas s¥o terapeutica~-
mente indicadas em muitas situagBes, que incluem mas nfo estan-
do limitadas a ductus arteriosus, estimulago das contracgBes
uterinas conducentes & inducH8o do parto e também do aborto, tra
tamento da asma bronquica, e supressfio da ulcerag¥o géstrica
nos animais. S¥%o também usadas na profilaxia da arterioescle-~
rose.

Os lipossomas sZ%o membranas lipfdicas com duas camadas,
completamente fechadas, encerrando no seu interior um volume
aquoso. Os lipossomas podem ser vesfculas unilamelares (possuin
do uma s bicamada de membrana) ou vesiculas multilamelares (es-
truturas do tipo cebola caracterizadas por bicamadas membrana-
res miltiplas, cada uma separada da seguinte por uma camada a-
quosa). A bicamada é composta por duas monocamadas lipidicas
possuindo uma regifio hidrofébica ("cauda") e uma regifio hidro-
fflica ("cabeca"). A estrutura da bicamada membranar é tal que
as "caudas" hidrofébicas (n%o polares) das monocamadas lipidicas
se orientam em direcc¥o ao centro da bicamada enquanto que a
"cabega" hidrofilica se orienta em direcgdo a fase aquosa.

A preparacZo original de lipossomas de Bangham et al. (7.
Mol. Biol., 1965, 12:238-252) envolve a suspens¥o de fosfolipi
dos num solvente organico o qual & depois evaporado até a secu
ra deixando um filme de fosfolipido no vaso reaccional. Em sg
guida, adiciona-se uma quantidade apropriada de fase aquosa, a
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mistura é deixada a "inchar" e os lipossomas resultantes que
s%o constitufdos por vesfculas multilamelares (MLVs) sZ%o dis=-
persos por meios mecanicos. BEsta técnica constitui a base pa-
ra o desenvolvimento de pequenas vesiculas unilamelares subme-
tidas a tratamento sénico descritas por Papahadjopoulos et al.
(Biochim. Biophys, Acta., 1968, 135:624-638), e de grandes ve-
sfculas unilamelares.

As vesfculas unilamelares podem ser produzidas usando um
equipamento de extens¥o por um método descrito em Cullis et al.,
Pedido PCT N2 WO 86/00238, 16 de Janeiro 1986, de titulo "Ex-
trusion Technique for Producing Unilamellar Vesicles" incorpo-
rado aqui para referéncia. As vesfculas produzidas por esta
técnica, designadas por LUVETS, s8o extrusadas sob press®o atra
vés de um filtro de membrana. As vesfculas podem também ser
produzidas por uma técnica de extrus#o através de um filtro de
200 nm, sendo estas vesfculas conhecidas como VETZOOS’

Outra técnica usada para a formag%o de lipossomas & o pro
cesso de "evaporacZo em fase inversa" (REV) de Papahadjopoulos
(Patente Americana N¢ 4 235 871, concedida a 25 de Novembro de
1980). Este processo forma vesiculas oligolamelares lipidicas
em que o material aquoso a encapsular é adicionado a lipidos
num solvente organico, de modo a formar uma emulsZo do tipo
&gua~em-6leo., O solvente orgénico é removido, formando um gel.
0 gel & disperso num meio agquoso convertendo-o numa suspenso.
Ainda outra técnica consiste no processo de di&lise com deter-
gente (Enoch et al., 1979, Proc. Natl., Acad. Sci. 76:145).
Neste processo, o 1lipido é misturado com um detergente tal co-
mo o desoxicolato em solug%o aguosa, submetido a tratamento sd
nico, sendo o detergente removido por filtracZo em gel. Uma
outra técnica é a técnica de infus®o em etanol de Batzri et al.
(1973, Biochim. Biophys. Acta., 298:1015), para a formagHo de
vesfculas unilamelares pequenas, em que uma solug¥o de 1fpidos
em etanol é injectada na fase aquosa desejada formando liposso
mas com um didmetro de cerca de %0 nm a cerca de 2 um . O eta
nol residual pode depois ser removido por rotoevaporacZo.
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Outra classe de lipossomas que pode ser utilizada no pre-
sente invento & a dos caracterizados por possuirem ume distri-
buic%o lamelar do soluto substancialmente igual. Nesta classe
os lipossomas denominam-se vesiculas plurilamelares estéveis
(SPLV) como definido na Patente Americana N¢ 4 522 803, Lenk,
et al., vesiculas monoflsicas como descritas na Patente Ameri-
cana N 4 558 579, Foutain et al., e vesiculas multilamelares
congeladas e descongeladas (FATMLV) em que as vesiculas s¥3o ex
postas a pelo menos um ciclo de congelag8o e descongelagdo; es
te procedimento & descrito em Bally et al., Publicag#io PCT N2
87/00043, 15 de Janeiro de 1987, sob o titulo "Multilamellar
Liposomes Having Improved Trapping Efficiencies". Incorpora-
-se aqui para referéncia a parte mais importante destas refe-

réncias.

Num sistema de distribuicfo de uma droga através de lipos
somas, um agente bioactivo, tal como uma droga, €& retido no 1i
possoma ou é-lhe associado sendo depois administrado ao pacien
te a tratar. Ver por exemplo, Rahman et al., Patente America-
na N2 3 993 754; Sears, Patente Americana N2 4 145 410; Papaha
djopoulos et al., Patente Americana N 4 235 871; Schnieder,
Patente Americana N 4 114 179; Lenk et al., Patente Americana
N2 4 522 80%; e Fountain et al., Patente Americana N¢ 4 588 578.

0 uso de lipossomas na administrag#fo de drogas tem levan-
tado problemas no que diz respelito tanto a encapsulacglio de dro
- ga como a libertag®o da droga durante a terapia. No que diz
respeito'é encapsulac¥o, tem havido necessidade continua de au
mentar as eficiéncias de reteng¥o de modo a minimizar a carga
lipfdica a apresentar ao doente. Adicionalmente, as eficiéncias
de retencHo elevadas significam que apenas uma pequena quanti-
dade de droga foi perdida no processo de encapsulagfo, o que
constitui uma vantagem importante quando se lida com drogas ca
ras, No que diz respeito a libertacZo da droga, tem-se consta
tado que muitas drogas s¥o rapidamente libertadas dos liposso-
mas apbs encapsulagfio. Esta libertagdo répida diminui os efei
tos benéficos da encapsulacH8o em lipossoma. Assim, tém-se si-
do feitos esforcos contfnuos pelos especialistas na matéria pa-
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ra encontrar meneiras de reduzir a velocidade de libertag¥o das

drogas dos lipossomas.

Para 14 destes problemas da encapsulagfio e libertag¥o, h&
o problema dominante de encontrar uma maneira comercialmente
aceitével de fornecer lipossomas contendo droga ao clinico,
Embora a produgHo e enchimento de lipossomas numa base "3 me-
dida do necessério" seja um procedimento aceitével sob o ponto
de vista experimental, &, em geral pouco exequivel sob o ponto
de vista clfnico. Como tal, h& uma necessidade significativa
e constante destes métodos em que os lipossomas, com ou sem as
drogas encapsuladas, podem ser expedidos, armazenados e, em gg
ral, movimentados através dos canais de distribui¢Bo comercial

convencionais sem danos substanciais.

SUMARIO DO INVENTO

0 presente invento revela um procedimento de encapsulag®o
que aumenta significativamente a partig¥o e & subsequente re-
ten¢8o da prostaglandina no lipossoma, e a estabilidade da for
mulacfo de prostaglandina retida no lipossoma. Mais especifi-
camente, os lipossomas s¥o formados inicialmente nume solug8o
aquosa de pH relativamente bésico, sendo o pH depois ajustado
a um pH relativamente &cido. Depois da acidificag¥o da solu-
¢cHo lipossémica externa a prostaglandina fica assoclada aos 1i
possomas. BEsta associagZo pode efectuar-se por partic®o nas
membranas lipossémicas e através delas, Hste procedimento re-
sulta surpreendentemente em 50 a 100% de retencZo da prostaglan
dina nos lipossomas. O sistema tampZo usado para atingir esta
retenc8o é portanto designado por tampZo activador de partigZo.

Os lipossomas resultantes sfo reduzidos em tamanho a uma
distribuic%o homogénea de tamanho. Apds ajuste do pH, a solu-
c%o resultante pode ser desidratada ou liofilizada e guardada
até ao seu uso, altura em que pode ser re-hidratada usando uma
soluc8o aquosa. Este processo requer a adigZo de um protector
de secagem antes do processo de secagem (desidratag¥o ou liofi
lizag¥%o) que mantém o tamenho da partfcula de lipossoma apbs
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re-hidratagZo. Na augéncia deste protector de secagem as for-
¢as que mantém a integridade do lipossoma quando numa suspensao
aquosa s¥o removidas. Iste protector pode ser um sacarideo co-
mo a sacarose, dextrose, maltose, manose, galactose, rafinose,
tre-halose ou lactose. O manitol pode ser usado em conjuncg#o
com quaisquer dos sacarfdeos. DPodem também usar-se outras subg
tancias tais como a albumina, dextrano ou o 4&lcool polivinflico.

Podem usar-se 1{pidos baratos no presente invento e podem
atingir-se facilmente eficiéncias de retencZo de cerca de 50% e
superiores (preferéncialmente 80-100%) para uma grande gama de
composigBes de 1fpidos. Outra ventagem finica deste processo de
incorporac¥o dirigido pelo pH é a de que hé& uma redugZo na velg
cidade a qual a droga é libertada dos lipossomas resultando no
aumento de estabilidade comparativamente aos lipossomas com Prog
taglandina retida passivamente (sem gradiente de pH). BEsta re-
dugZo da velocidade de libertagZo do agente bioactivo retido &
mediada pela diferenga de pH das solu¢Bes aquosas (o sistema
tampBo activador da parti¢®o) usadas nas preparagSes. Como tal,
o tampBo ou sistema tampZ@o activador de particdo ajuda a reten-
¢80 da prostaglandina nos lipossomas.

Como tal a presente invengZo revela uma composigdo lipos-
sémica que compreende um metabolito do &cido araquidbénico que
& preferencialmente uma prostaglandina, um 1fpido, um protector
de secagem e um tampZo ou sistema tampZo activador de partigHo.
A prostaglandina é preferencialmente a prostaglandina El. Os
lipossomas podem possuir um potencial quimico transmembranar
tal como um gradiente de concentragfio, que & preferencialmente
um gradiente de pH. O sistema tampZo activador de partic®o com
preende duas solugles, sendo uma, uma solug8o de protector de
secagem, preferencialmente uma solug¢Zo de sacarfideo, e a segun-
da, preferencialmente uma solug¢Zfio de &cido citrico. A solugZo
de sacarfdeo & preferencialmente de dextrose, sacarose ou mal-
tose qualquer dos quals pode ser combinado com menitol. Podem
usar-se outros protectores como o dextrano, &lcool polivinilico
ou albumina. O pH da solug®o protectora & preferencialmente re
lativamente bésico, a pH de cerca de 3-pH de cerca de 11, mais
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preferencialmente a pH de cerca de 7. A solug8o protectora de
secagem, preferencialmente uma solucg%o de sacarideo, esté pre-
sente em cerca de 5% a cerca de 20% em peso, mais preferencial
mente em cerca de 10% a cerca de 12%. A solugHo de lipossoma
pode depois ser reduzida em tamanho por por exemplo, um proce-
dimento de extrus¥Bo ou homogeneizag¢Zo. 4 solug¥o resultante

pode ser seca por um procedimento de desidratac®io ou liofiliza
c8o. 4 solugBo de &cido cftrico tem preferencialmente um pH

de cerca de 2,5 a cerca de 4,5 mais preferencialmente pH 3,0 .

Os 1fpidos compreendem preferencialmente os fosfolipidos,
com mais preferéncia a fosfatidilcolina, com a maior preferén-
cia a fosfatidilcolina do ovo. Os lipossomas tém um diametro
de, preferencialmente, 100 a 500 nm e com maior preferéncia de
cerca de 200 nm. A retencgHo da prostaglandina nos lipossomas
& de cerca de 50 a cerca de 100%, mais particularmente entre
cerca de 60 e 100%. A composig¢¥o lipossémica pode ser injecta
da intravenosamente num paciente. As composigBes farmacéuti-
cas das prostaglandinas lipossbémicas podem ser feitas através
da sua mistura com um vefculo ou diluente farmaceéutico.

A raz8o poderal 1ipido/prostaglandina nas composi¢Bes do
presente invento & de cerca de 150:1 a 1000:1, de preferéncia
de cerca de 300:1 a 800:1, preferencialmente cerca de 600:1.

As composi¢Bes lipossémicas de prostaglandina do invento também
podem ser liofilizadas.

Os lipossomas do invento podem ser preparados por associa
¢80 da prostaglandina com o lfipido por meio de um gradiente de
pH transmembranar. Este gradiente pode ser obtido formando pri
meiro os lipossomas num meio aguoso bésico, adicionando a pros-
taglandina a suspens®o agquosa, e acidificando, em seguida, o
meio (aquoso) externo dos lipossomas. O meio bésico externo po
de ser uma solugZo de um sacarfdeo, enquanto a acidificag8o po-
de ser conseguida pelo uso de uma solugHo &cida tal como uma so
lug8o de &cido citrico.

Os lipossomas do invento podem ser reduzidos em tamanho
até uma distribui¢%o uniforme de tamanhos extrusando-os através
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de filtros com trajectos lineares ou tortuosos, ou por homoge-
neizacfo. Este passo de redug¥o de tamanho & executado, prefe
réncialmente, antes da adic%o da prostaglandina, do passo de
gsecagem e da formag¥o do gradiente de pH transmembranar.

Alternativamente, os lipossomas do invento, podem ser pre
parados utilizando uma técnica passiva de enchimento, em que o
1fpido é misturado com uma solug#o aquosa do protector de seca
gem que também contém a prostaglandina. Este 1fpido pode ter
a forma de um filme seco de 1fipido. Estes lipossomas de enchi

mento passivo também podem ser liofilizados.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

Os lipossomas deste invento apresentam metabolitos do &ci
do araquidénico, especificamente prostaglandinas, em associag@o
com lipossomas. Bsta associagZo inclui a retencdo da prosta-
glandina no lipossoma, e a associag®o potencial da prostaglan-
dina com a superffcie da membrana externa ou interna do lipos-

soma,

Como foi discutido acima, os lipossomas da invencZo podem
ser formados por qualquer dos métodos conhecidos para formagHo
de lipossomas, mas eles sfo preferencialmente cheios com agen-
te bioactivo de acordo com os procedimentos para agentes anti-
neoplésticos ionizéveis, referidos por Bally et al., Pedido
PCT N2 86/01102 de 27 de Fevereiro de 1986 incorporado aqui co
mo referéncia., BEsta técnica permite o enchimento dos liposso-
mas com agentes bioactivos ionizlveis em que se cria um gradi-
ente de concentragfo transmembranar através das membranas dos
lipossomas e a droga & introduzida nos lipossomas por melo deg
te gradiente. O gradiente de concentragZo transmembranar (16~
nico) & gerado por criagBio de um gradiente de concentragfio de
uma ou mais espécies carregadas (p.e Na*, €17, x*, 1i*, %)
através das membranas dos lipossomas. ustes gradientes i16ni-
cos s¥o preferencialmente gradientes de pH (H+). Estes gradi-
entes de pH podem levar a incorporac8io de agentes bioactivos
ionizéveis (drogas, tais como prostaglandinas)através das mem-
branas dos lipossomas.
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De acordo com o presente invento, preparam-se lipossomas
que encapsulam um primeiro meio aguoso (relativamente acfdico
ou bésico). No caso da PGEl, verificou-se que um esquema de
encapsulag®o em que o primeiro meio aquoso é relativamente bé-
sico (em comparag®o com o segundo meio aquoso) resulta numa

maior retengdo.

Para criar o gradiente de concentracf8o ajusta-se o pri-
meiro meio externo (por ajuste do pH externo), ou adiciona-se
um segundo meio externo (o qual pode ser por exemplo, ou rela
tivamente blsico ou &cido em comparagZo com o meio externo ori
ginal). No caso da retengfo da PGE;, a adigZo do segundo meio
externo}geécido relativamente ao primeiro meio externo é prefe
rida. Se o primeiro ou o segundo meio externo contiver um agen
te bioactivo ionizével tal como uma prostaglandina ionizével,
dar-se-4 a partic8io da droga nos lipossomas pelo gradiente de
pH (#%) transmembranar (no interior blsico relativamente ao ex
terior), de tal maneira que as razBes entre os agentes bioactl
vos livres associados as vesfculas reflectem as razes entre
A [ H+/ ext, + lentém-se um gradiente iénico mos li-
possomas mesmo depolis de se ter completado o enchimento.

0 método de enchimento por gradiente de pH transmembranar
pode ser usado com praticamente gqualquer prostaglandina que pos
sa existir em estado ionizével quando dissolvida num meio aquo-
so apropriado. No caso das prostaglandinas, este grupo ionizé-
vel pode ser o grupo carboxilo na cadeia do fcido gordo (Ver I
acima). £ preferivel que a prostaglandina seja também relati-
vamente lipofflica de modo a que se efectue a partic8o nas mem
branas dos lipbssomas. S%o exemplos de algumas destas prosta-
glandinas que podem ser introduzidas nos lipossomas por este
método e que portanto podem ser usadas neste invento as PGEl,
PGEZ, PGG e PGF, entre outras.

Para 14 do enchimento dos lipossomas com uma prostaglan-
dina simples, o método de enchimento por gradiente de pH pode
ser usado para carregar virias prostaglandinas simultaneamente

ou sequencialmente.
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De uma maneira geral, qualquer dos métodos de formagZo dos
lipossomas referido nos Antecedentes do Invento pode ser usado
na pratica do invento embora se prefiram métodos que formam ve
sfculas unilamelares, especialmente vesiculas unilamelares gran
des. Preferem-se dois métodos para a formag¢Ho destas vesiculas
unilamelares: a primeira técnica ¢ a associac¥o de agente bio-
activo (droga, especificamente prostaglandina) com o lipido em
etanol semelhante a técnica de Batzri et al., (1973, Biochim,
et Biophys. Acta. 298:1015) usando um gradiente de concentrag?o
transmembranar como revelado em Bally et al., (supra) para in-
troduzir o agente bioactivo. Nesta técmica o 1ipido e a pros-
taglandina sf8o co-dissolvidos num solvente orgénico miscivel em
&gua, tal como o etanol a 5% do volume aguoso total, e depois
adicionados lentamente a uma primeira solugfo aquosa. A pri-
meira solu¢Bo aquosa pode ser uma solugBo aquosa tal como, Dre
ferencialmente, uma solug¢%o do protector de secagem, ou um tam
p%0, por exemplo citrato ou fosfato. Esta soluc¥o tampZo pode
incluir, adicionalmente, um protector de secagem. O protector
de secagem pode ser um sacarfdeo tal como & sacarose, maltose,
lactose ou dextrose ou uma combinacZo de sacarfdeos tal como
sacarose, maltose, lactose ou dextrose com manitol. Utiliza-
-se preferencialmente a maltose. Podem incluir-se outros sa-
carfdeos, por exemplo, a manose, galactose, rafinose ou tre-
-halose. Alternativamente podem usar-se outros protectores
tais como o dextrano, a albumina ou o &lcool polivinflico. O
pH desta primeira soluc¥o aquosa é relativamente bésico (com-
parado com o da segunda solugHo aquosa, Ver abaixo) vor exemplo
cerca de 3,0 a cerca de 11,0, mais preferencialmente cerca de
7,0. Por outras palavras, em comparagfo com & segunda solugdo
aquosa, a primeira & mais blsica. Alternativamente este tam-
pfo pode ser relativamente &cido (em comparacgBo com o da segun
da solugBo aquosa).

A soluc¥o de lipossomas resultante de uma finica fase, é
reduzida em tamanho para uma populag®o homogénea, por exemplo,
por extrus¥o através de um filtro, de vreferéncia com um tama-
nho de poro de 0,2 micron, sendo o filtro do tipo de percurso
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linear ou de percurso tortuoso. Esta populag¥o pode ser forma
da por procedimentos de extrus#o de Cullis et al., Publicag8o
PCT NQ 86/00238, de 16 de Janeiro de 1986, incorporando-se aqui
as passagens relevantes para referéncia. Estes procedimentos
de extrus¥o, em que os lipossomas passanm através de um filtro
sob pressfo, permitem a formagZo de populagBes homogéneas de
lipossomas no que diz respeito ao tamanho. A extrus¥o pode ser
realizada por uma ou mais passagens através de um filtro; por
exemplo um filtro de membrana de passagem linear (por exemplo,
um filtro de policarbonato Nucleopore) ou um filtro de passa-
gem tortuosa (por exemplo, um filtro membrafil Hucleopore (s~
teres mistos de celulose) de 0,2 um de tamanho). Quando se fa-
zem passar os lipossomas mais de ume vez através do filtro, o
nfimero de passagens requerido seré determinado pelo necessé-
rio para conseguir o tamanho de lipossomas desejado, isto é pre
ferencialmente cerca de 0,20 um.

Os tamanhos de filtro utilizados no invento s8o escolhidos
de acordo com o tamanho desejado do lipossoma final. MNo presen
te invento, por exemplo, preferem-se lipossomas tendo um didme-
tro médio de cerca de 0,20 um.

Os lipossomas do presente invento tém preferencialmente
um didmetro inferior a 500 nm, e preferencialmente tém um did-
metro de 100 nm a 300 nm. No presente invento, preferem-se os
lipossomas de cerca de 200 nm uma vez gue os lipossomas com
aproximadamente este tamanho podem passar através do leito ca-
pilar do pulmfo e s¥o portanto capazes de passar para outros
érglos ou tecidos. Consequentemente, escolhe-se, para utiliza
¢%o no passo da extrus®o, um filtro com um tamanho de poro de
cerca de 0,20 ,.um.

Outros métodos para a redug¥o do tamanho dos lipossomas a
uma distribuic%o de tamanho homogénea como definida acima sdo
a exposig¢8o a ultrasons, a técnica da Prensa Francesa, o corte
hidrodinamico, homogeneizac¢%o usando por exemplo um moinho de
coléides ou um homogeneizador de Gaulin, ou outras técnicas de
reducBo de tamanho. Por exemplo quando se usa o método de ho-
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mogeneizagBo de Gaulin, os lipossomas a reduzir sfo recircula-
dos continuamente a vartir de um reservatério, por exemplo no
homogeneizador,a um caudal de 2 L/min, de maneira a que para
um lote de 1 litro, se recirculem os lipossomas durante 4 minu
tos a cerca de 14 000 psi. Pode usar-se um permutador de ca-
lor para menter a temperatura do lote abaixo de cerca de 30°¢.

Os lipossomas de tamanho reduzido resultantes s¥o homogé-
neos no que diz respeito ao tamanho. Os lipossomas tém por ex
emplo uma distribuig¥o de Gauss em torno de uma média de
200 nm, com uma amplitude de cerca de 20 a cerca de 500 nm.

0 produto de tamanho reduzido resultante pode ser dilufdo
com uma soluc¢Z%o aquosa adicional, seco, e armazenado até uso,
ou alternativamente, o pH pode ser alterado de modo a introdu-
zir a droga através do gradiente de pH transmembranar. O pro-
cedimento de reducZo de tamanho deve no entanto ser realizado
antes do ajuste final de pH.

0 segundo método, € o preferido, paraa formagHo dos lipos
somas do invento consiste, usando o método de injecg¥o de eta-
nol de Batzri et al., (acima), em misturar inicialmente o 1ipi
do com um conservante, hidroxitolueno butilado (BHT), por exem
plo, em etanol a 5% do volume aquoso total, adicionando-se de-
pois esta mistura lentamente a um primeiro meio aquoso. Este
primeiro meio aquoso pode ser qualquer dos descritos acima, mas
é preferencialmente uma solugfo de sacarfdeo tal como, por exem
plo, maltose. O pH desta primeira solugZo aquosa é bisico re-
lativamente a segunda solucHo aquosa, e est& compreendido pre-
ferencialmente entre pH 3,0 e 11,0, mais preferencialmente cer
ca de 7,0. Este processo forma lipossomas que retém 2 solucHo
de sacarfdeo.

A solugZo de lipossomas resultante é reduzida em tamanho
a uma populag%o homogénea por qualquer dos métodos descritos
acima, mas preferencialmente pelo método de homogeneizagZo de
Gaulin descrito. Formam-se lipossomas de cerca de 20-500 nm,
de preferéncia tendo um diametro de cerca de 300 nm a cerca de
500 nm ou preferencialmente com um tamanho médio de 200 nm.
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0 produto lipossoma de tamanho reduzido resultante pode
ser filtrado esterilmente através de um filtro lillipak de 0,2
um (Millipore, Inc., Bedford, MA). Os lipossomas de tamanho
reduzido e filtrados resultantes s#o depois misturados com o
agente biocactivo que foi dissolvido em etanol. Por exemplo a
prostaglandina, dissolvida em etanol, € adicionada a uma solu-
cHo de lipossomas agitada. O produto prostaglandina-lipossoma
pode entfo ser filtrado esterilmente através de um filtro de
0,2 jm. O produto também pode ser dilufdo com uma solugZo aqug
sa adicional, e/ou seco (desidratado) e armazenado até ao seu
uso. Nas concretizacBes preferidas, o produto de tamanho redu
zido & introduzido em frascos, liofilizado, e armazenado até
ao seu uso.

Imediatamente antes da sua utilizag®o, pode reconstituir-
-se o produto liofilizado com uma solugZo aquosa de pH 4cido
ou bAsico relativamente ao primeiro meio aquoso. Iste segundo
meio aquoso € de preferéncia relativamente &cido. A adigHo des
te meio aquoso d& origem ao gradiente de pH.

Independentemente do procedimento de formagH8o dos lipos-
somas usado, para formar o gradiente de pH transmembranar, adi
ciona-se a uma solucfBo lipossbémica, um meio externo compreen-
dendo uma solucHo aquosa com um segundo pH (um segundo meio ex
terno) tendo um pH relativamente &cido em relagfo ao primeiro
meio externo. O pH desta segunda solugHo aquosa e geralmen
te de cerca de 2,5 a cerca de 4,5, preferencialmente de cerca
de 3,0 a 3,5, mais preferencialmente pH de cerca de 3,0. De-
pois do ajuste do primeiro meio externo por, por exemplo, adi-
c%o desta segunda solugZo aquosa o pH da solug¥o de lipossoma
& de cerca de 3,0 a cerca de 4,5, preferencialmente de cerca de
3,0. Alternativamente, se a primeira solugfo aquosa for rela-
tivamente 4cida, a segunda solucBio aquosa seré relativamente
blsica.

Este ajuste do pH do meio externo promoverd a partigZo do
agente bioactivo (prostaglandina) para dentro e através das mem
branas de lipossoma. Através do uso do par de tamples activa-
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dores de partigc¥o deste invento com oS gradientes de pH descri
tos acima, a eficiéncia de retencfo da prostaglandina é de cer
ca de 50 a 100%, mais especificamente de 60 a 100%, e mais pre
ferencialmente de 80 a 100%.

Sem compromisso com nenhuma teoria, cré-se que o papel do
protector de secagem na formulagZo é manter o tamanho e inte-
gridade dos lipossomas durante o processo de secagem, e depois
da re-hidratac8o. Quando se omite o protector de secagem da
formulag%o dos lipossomas, os lipossomas re-hidratados tém uma
eficiéncia de retenc¥o baixa (a volta de cerca de 30% e inferi
or), e o tamanho dos lipossomas a seguir a liofilizag8o n%o se
mantém.

0 procedimento de liofilizagZo ou desidratagso pode ser
levado a cabo antes ou depois do estabelecimento do gradiente
de pH. £ levado a cabo, preferencialmente, antes do estabele-
cimento do gradiente de pH, e muito preferencialmente, o pri-
meiro meio aquoso & relativamente bésico e o segundo relativa-
mente &cido. Neste caso, realiza-se a re-hidratac8o da formu-
lag%o lipossoma-prostaglandina seca usando a segunda solugdo
(relativamente Acida), estabelecendo-se ent¥o o gradiente de
concentrac8es introduzindo eficazmente a prostaglandina nos 1i
possomas. Se a acidificagfo for levada a cabo antes da desi-
dratac¥%o ou da liofilizagHo, esta segunda solug8o também pode
conter o protector de secagem e conservantes tais como o BHT,
e/ou o 4cido etilenodieminotetra-acético (EDTA). O pH desta
segunda solugfo aquosa (acidificagBo) é de cerca de 1,5 a cer-
ca de 3,5, preferencialmente de cerca de 3,0. Se, no entanto,
se realizar a acidificac%o a seguir a desidratagfo ou liofili-
zag¥0, a re-hidratag¢Bo & levada a cabo usando uma solugfo aquo
sa de pH de cerca de 2,5 a cerca de 4,5, preferencialmente de
cerca de 3,0, e sem o protector de secagem. Este filtimo méto
do, isto e a acidificag#io da solugZo apds o passo de seca
gem, € o preferido.

Em ambos os métodos de formac¥o dos livpossomas, os lipos-
somas associados a prostaglandina resultantes podem ser desi-
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dratados ou liofilizados pelos métodos correntes na arte. Es-
te procedimento de secagem requer a adig¢fo de um protector de
secagem a suspensfo de lipossome. Iste protector de secagem
evita a reorganizag%o dos lipidos no lipossoma, de modo a que
o tamanho e contefido sejam mantidos durante o procedimento de
secagem e através da re-hidratag8o. SZo qualidades apropria-
das para estes protectores de secagem o serem fortes aceitadg
res de ligag8es de hidrogénio e o facto de possuirem caracte-
risticas estereoquimicas que conservamo espagamento intramole-
cular dos componentes da bicamada do lipossoma. Verificou-se
que um grupo de protectores de secagem, os agficares sacarideos
s¥%o0 especialmente fiteis na manuteng®o do tamanho das particu-
las dos lipossomas apbs re-hidratac%o, quando inclufdos nas for
mulagBes de lipossomas. Bste grupo especifico de sacarfideos
compreende, por exemplo, dextrose, sacarose e maltose, gque po-
dem ser usadas em cerca de 5 a 20 por cento, preferencialmente
a cerca de 10 por cento em peso da fase aquosa., Outros saca-
rideos que podem ser usados sHo os aglcares manose, galactose,
rafinose, tre-halose, lactose ou trioses. DPode usar-se o ma-
nitol em conjungBo com qualquer dos sacarideos, mas verificou-
-se surpreendentemente, que, quando usado s6zinho, o manitol
n¥o é eficaz na manutenc#o do tamanho dos lipossomas. Pode
usar-se o manitol em conjunto com os sacarfdeos numa concen-
trac%o de cerca de 0-2%, preferencialmente numa concentracdo
de 1%. A concentrag¥o total de sacarfdeo usada varia entre cer
ca de 5% e cerca de 20%, preferencialmente 10 e 12%, mais pre-
ferencialmente cerca de 10%. Podem incluir-se conservantes adi
cionais tais com BHT ou EDTA nas formulag¢Bes a, por exemplo,
0,02 mg de BHT por ul de etanol e, por exemplo, 0,01% de EDTA
em 10% de dextrose. Podem usar-se outras substéncias como a
ureia, albumina, dextrano ou &lcool polivinflico.

Apés re-hidratac®o do produto desidratado ou liofilizado,
pode adicionar-se ume solug®o aquosa como por exemplo fgua des
tilada (se se tiver estabelecido o gradiente de pH antes da 1lig
filizag%0). No caso em que os lipossomas foram liofilizados
na sua solugfo aquosa externa original, a re-hidratago é leva-
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da a cabo usando uma segunda solug8o aquosa gque estabeleceré o
gradiente de pH como descrito abaixo (uma solugfo que seja re-
lativamente &cida ou bésica). No método preferido, o gradien-
te de pH estabelece-se pela adigfo de uma solug¥o aquosa rela-
tivamente 4cida a formulagHo, tal como, preferivelmente, uma

solucHo de 4cido cftrico. Em todos os casos, a reconstituigdo
pode ser realizada a cerca de 20 a 3000, preferencialmente a

259¢, sendo as solugBes dilufdas como for necessério e adminig

tradas.

No presente invento, o termo 1fpido como aqui usado refe-
re-se a qualquer material adequado que resulte numa bicamada
apbs mistura com um meio aquoso de tal maneira que uma porgHo
hidrof6bica do material lipfdico se oriente em direcgZo a bi-
camada enquanto uma por¢Zo hidrofflica se oriente em direcgHo
a fase aquosa. Os 1fpidos incluem compostos altamente hidro-
fébicos tal como os triglicerideos, esterbis como o colesterol,
e 1fpidos anfiphticos. Os lfpidos preferidos para uso nas for
mulacBes de lipossomas do presente invento sZo os fosfolipidos
tais como a fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilserina (PS), fosfatidilglicerol (PG), &cido fosfati-
dico (PA), fosfatidilinositol (PI), esfingomielina (SPM), e si
milares, sés ou em combinacBes. Os fosfolfpidos podem ser sin
téticos ou derivados de origens naturais tal como de ovo ou sg9
ja. Nas concretizacBes preferidas, usa-se o fosfolfpido, fos-
fatidilcolina do ovo (BPC). Os lipossomas também podem conter
outros componentes esteréides tais como o coprostanol, colesta
nol ou colestano, e combinac¢Bes de EPC e colesterol. Os lipog
somas também podem conter glicolipidos.

No caso do enchimento dos lipossomas através de um gradi-
ente de pH em que o primeiro meio externo & bdsico, os melos
aquosos adequados incluem tampBes e podem incluir embora n&o
se limitem a, por exemplo, tampBes de 4cido cftrico, &cido
succifnico ou Acido maleico ajustados a pH 3,0 a cerca de 11,0,
preferencialmente a cerca de pH 7,0. Noutros casos em que o
primeiro tamp¥o usado & bhsico, podem usar-se tamples tais co-
mo os tampSes de fosfato ou cloreto de sbédio aguoso a 0,9% a
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pH 7-9 . Pode usar-se em alternativa um tampdo de carbonato
ou bicarbonato de sddio. Podem ser incluidas nesta mistura ou
tras soluc8es salinas tamponadas a cerca de pH 8 . Estas solu
¢8es salinas tamponadas incluem solugZo salina tamponada com
fosfato "PBS," tampSes de hidrocloreto de tris-(hidroximetil)-
aminometano ("tris") ou &cido N-2-hidroxietilpiperazina-N'2-
-etanossulfdnico (HEPES), ou glicina. Nais preferencialmente,
a primeira solucHo aquosa é uma solugfo do protector de seca-
gem, i.e,, a soluglo de sacarfdeo, por exemplo, com cerca de 5
a 20% de maltose (preferencialmente com cerca de 10% de malto-
se) a pH de cerca de 7,0. Esta solugfo pode ainda incluir EDTA
ou um conservante similar (BHT) em qualquer concentragfo acei-
t4vel para os produtos farmacéuticos (de preferéncia cerca de
0,01% em EDTA).

Para estabelecer o gradiente de pH, adiciona-se um segun-
do meio externo (preferencialmente depois do passo da desidra=-
tacfo), ou ajusta-se o pH do primeiro meio a um pH fcido., Es-
tes segundos meios externos que podem substituir o primeiro
meio externo podem incluir tampBes tais como, por exemplo, O
fcido cftrico, 4cido léctico ou 4cido fosfbérico a cerca de pH
2,5 a 4,5, mais preferencialmente a cerca de pH 3,0 . Pode
também usar-se uma solucfo salina (0,9%) que tenha sido ajusta
da ao pH apropriado (como acima) com por exemplo &cido clori-
drico aquoso 0,1 N, De preferéncia o pH do meio externo é ajus
tado por adigfo de aproximadamente um volume igual de solugfo
de 4cido cftrico (pH de cerca de 2,5 a cerca de 4,5, preferen-
cialmente 3%,0) a solug¥o de lipossomas. EIm qualquer dos casos,
o pH final da solug%o externa dos lipossomas é de cerca de 2,5
a cerca de 4,5, preferencialmente 3,0-3,5, mais preferencialmen
te 3,0. Esta solug¥o de 4cido cftrico pode também conter cerca
de 5% a 20% em peso de protector de secagem (o sacarfdeo, de pre
feréncia maltose, de preferéncia a 10% em peso), e conservantes
tais como o BHT e/ou EDTA em concentragdes aceitlveis para pro-
dutos farmacéuticos (preferencialmente 0,01% de EDTA e 0,02 mg
de BHT por ml de solugHo final),

No caso do primeiro meio externo ser relativamente &cido



67 764 y.
Ref: ST.601 T g
TLC-135A

~19-

pode usar-se um tampfio de &cido cftrico fosfato de pil entre
cerca de 5 e cerca de 6 ou cloreto de sédio aquoso a 0,9% com
pH ajustado a cerca de 3,0 com HCl, ou gualquer das outras sg
lucBes Acidas mencionadas acima. O meio relativamente bésico
usado para estabelecer o gradiente de concentragbes pode ser
neste caso um tampfo de fosfato a cerca de pH 8,0, cloreto de
sédio aquoso, (0,9%) ajustado a pH de cerca de 7-10 com hidré-
xido de sédio, carbonato de sbédio, tampfo bicarbonato, ou gqual

quer das solucBes bésicas acima mencionadas.

Os lipossomas s¥Ho preparados de preferéhcia com um meio
inicial bhsico, preferencialmente solugdo sacarfdica bhsica de
pH entre cerca de 7 e cerca de 8 mais preferencialmente a pH
de cerca de 7,0. O gradiente de concentragBes estabelece-se
por adigH3o do segundo tampdo (relativamente &cido), de prefe-
réncia 4cido citrico 0,01M, a pH de cerca de 2,5 a 4,5, o qual,
quando adicionado ao primeiro melo externo (relativamente bAsi-
co), origina um pH final de cerca de 3,0. Estes pares de solu-
¢Bes relativamente bhsicos/relativamente &cidos (pares de tam-
pdes) aumentam a parti¢fo da prostaglandina nos lipossomas.

0 gradiente de concentrag¢Bes pode ser estabelecido antes ou dg
pois da desidratag®o ou liofilizagHo, embora, como referido
acima, este passo de desidratagfo ou liofilizagZo seja preferen
cialmente levado a cabo antes da acidificagZo da preparagfo.

No presente invento, pode alternativamente encher-se os
lipossomas através de uma técnica passiva (sem gradiente de pH)
em que a solugHo aquosa pode compreender solucBes aquosas tais
com a Agua destilada, tampBes aquosos ou um protector de seca-
gem, como por exemplo, uma solugfo de sacarideo tal como uma
solucBo de dextrose ou maltose. Estes métodos podem incluir
aqueles que formam livossomas conhecidos por vesfculas multila
melares (MLV), vesfculas plurilamelares estéveis (SPCV), vesi-
culas unilamelares grandes formadas por um procedimento de ex-
trusfio (LUVETS) e outros procedimentos de formag8o de liposso-
mas conhecidos na arte. O processo de formagZo das SPLVs € re
velado em Lenk et al., Patente Americana n? 4 522 803, concedi-
da a 11 de Junho de 1985 e o procedimente para LUVET revelado
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em Cullis, et al., Publicag#io PCT N2 86/00238 de 16 de Janeiro
de 1986, incorporando-se aqui as por¢Bes relevantes dessas pu-
blicagBes para referéncia., Neste caso, os lipossomas s3%o for-
mados sem a intervenc¥o de um gradiente de concentrag@es.
Nesta técnica alternativa de formag¢¥o dos lipossomas do inven-
to, pode adicionar-se uma solug8o aquosa contendo o vrotector
de secagem e a prostaglandina a um filme seco que contenha quaisg
quer dos 1lfpidos adequados, usados no invento como discutido
acima. BEste filme de lipido pode revestir um recipiente
tal como um tubo, uma seringa ou um frasco. A suspens¥o de 1i
possoma que resulta pode ser desidratada ou liofilizada como

descrito anteriormente.

As raz8es ponderais lfpido/prostaglandina usadas no presen
te invento podem ser t#o altas como 1000:1 . Situam-se prefe-
rencialmente entre cerca de 1000:1 a cerca de 150:1 mais prefe
rencialmente entre cerca de 900:1 e 200:1; mais preferencial-
mente sHo de cerca de 600:1 . RazBes ponderais 1{pido/droga
de cerca de 150:1 ou superiores resultam em reten¢gSes de PGE,
superiores a 60%, e podem resultar em retengBes de 80-100% .

A desidratacfo ou liofilizac®o dos lipossomas do presente
invento pode ser levada a cabo por quaisquer dos métodos conhe
cidos na arte para desidratag#o ou liofilizag®o de livossomas.
Para a desidratacH3o, por exemplo, os lipossomas podem ser se=-
cos de acordo com os procedimentos de Janoff et al., Publicagdo
PCT N2 86/01103 de 27 de Fevereiro de 1986, incorporada aqui
como referéncia.

Os lipossomas da invenc8o s¥o de preferéncia liofilizados
pipetando uma fracgZ%o zlfquota dos lipossomas suspensos em &gua
para frascos de soro (ver Exemplo 9), equipados com rolha de li-
ofilizac%o e colocando-os no liofilizador. Os frascos s8o man-
tidos durante cerca de 1 minuto a cerca de 24 horas, de prefe-
réncia cerca de 1 hora,a uma temperatura entre 0% e 5000, de
preferéncia a cerca de 10°%¢. & temperatura de prateleira é en
t%0 descida a uma temperatura de cerca de -12°¢ a cerca de -8000,
de preferéncia -40°C, a uma velocidade de cerca de 20%a 0,005°¢
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por minuto, de preferéncia a cerca de 1°%¢ por minuto. OCs fras
cos foram mantidos a esta temperatura durante cerca de 0,1 ho-
ras a cerca de 120 horas, de, preferéncia 3 horas. Aplica-se
um vacuo de cerca de 0,0 mm Hg a cerca de 100,0 mm Hg, de pre-
feréncia de 0,005 mm Hg, decorridas cerca de 0,2 a cerca de 72
horas, de preferéncia cerca de 0,6 horas. A temperatura de pra
teleira é depois aumentada até cerca de -40°C a OOC, de preferég
cia cerca de -2500, a uma velocidade de cerca de 20°¢ a cerca
de 0,005°C por hora, de preferéncia de cerca de 10°¢ por hora.

O0s frascos s%o mantidos a temperatura mencionada acima (de
preferéncia cerca de -2500) durante cerca de 0,1 a cerca de 120
horas, preferencialmente cerca de 12 horas, apbs o que se aumen
ta a temperatura de prateleira até uma temperatura de cerca de
-20°C a cerca de OOC, preferencialmente de cerca de -1000, a
umé. velocidade de cerca de 20°¢ a cerca de O,OOSOC por hora,
preferencialmente de cerca de 10°¢ por hora, e mantida durante
cerca de 0,1 a cerca de 120 horas, preferencialmente cerca de
8 horas. A temperatura de prateleira é ent8o aumentada para
entre cerca de 2°C e cerca de 4000, de preferéncia cerca de lOOC,
a uma velocidade de cerca de 20°C a cerca de 0,00500 por hora,
preferencialmente de cerca de 10°¢ por hora, e mantida durante
cerca de 0,1 a cerca de 120 horas, préferencialmente cerca de
8 horas. A temperatura de prateleira é entZo aumentada até cer
ca de 20°C a cerca de 80°C, preferencialmente cerca de 40°¢, e
mantida durante cerca de 0,1, a cerca de 120 horas, preferencial
mente cerca de 16 horas. Finalmente, a temperatura de pratelei
ra é diminufda para entre cerca de 5°C a cerca de 30°C, de pre-
feréncia cerca de 2000, a uma velocidade de entre cerca de 20°¢
e cerca de O,OOSOC, de preferéncia de cerca de 10°¢ por hora,
mantendo-se esta temperatura até serem fechados. Os frascos
s%o lavados com um jacto/hidrogénio e fechados.

Independentemente da técnica de desidratag¥o ou liofiliza-
¢80, o procedimento reduz o conteGdo aquoso de uma amostra a
menos de cerca de 2%, preferencialmente a menos de cerca de 1%.
Utilizando os métodos correntes, a formulag¢¥o de prostaglandi-
na lipossémica & liofilizada até ao ponto de conter 0-2% de con-
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teido aquoso, de preferéncia 0-1% de contefido aquoso (&gua).

As formulac¢¥es de prostagladina-lipossoma liofilizadas
podem ser estéveis durante pelo menos um ano quando armazena-
das a cerca de 6°0-25°C. Conduziram-se estudos de estabilida
de de acordo com os métodos do Exemplo 14 e a formulaglo foi
analisada por cromatografia 1fquida de alta pressfo (HPILC).
NZo se detectaram produtos de degradagdo da PGEl apbs um ano
de armazenagem a 6°C.

Para utilizar os lipossomas liofilizados, procede-se a sua
re-hidratac8o por adicfio de uma solugZo aquosa, por exemplo,
Sgua destilada, &gua para injeccHo, ou tamp¥o ou solugHo aguo-
sa de pH apropriado, como descrito acima, aos lipossomas, dei-
xando-os em repouso & re-hidratar. Os lipossomas podem ser
ressuspensos na solugfo aquosa através de uma agitag8o suave
da soluc%o. A re-hidratagZo pode ser levada a cabo a cerca de
259%¢, se a prostaglandina tiver sido incorporada nos liposso-
mas antes da desidratacZo, e n¥o forem desejadas mais alteragBes
da composic¢8o, podem usar-se os lipossomas re-hidratados direc-
tamente na terapia seguindo procedimentos conhecidos de adminis
tracfo de drogas encapsuladas em lipossomas.

Durante a preparac%o dos lipossomas podem usar-se solven-
tes organicos para suspender os lfpidos. Os solventes orgéni-
cos adequados s¥o aqueles gue apresentam uma variedade de pola-
ridades e propriedades dieléctricas, que solubilizam os lipidos,
e que incluem mas n¥o se limitam ao metanol, etanol, dimetilsul-
féxido (DMSO), cloreto de metileno, e misturas de solventes tais
como o hexano:etanol (95:5). A mistura hexano:etanol (95:5) &
de preferencia usada para a suspensfo inicial dos 1fpidos, e o
etanol & preferencialmente usado durante a co-misture do 1fpi-
do com a prostaglandina. Escolhem-se os solventes de acordo
com a sua biocompatibilidade, baixa toxicidade, e propriedades
solubilizantes.

Os lipossomas resultantes dos processos do presente inven-
to podem ser usados terapéuticamente em mamf{feros, incluindo o
homem, no tratamento de infecc¢Bes ou em situagles que requerem
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a distribui¢Zo controlada da droga na sua forma biocactiva,
Estas situac¢Bes incluem mas nZo s¥o limitadas a estados de do-
enca tais como os que podem ser tratados com prostaglandinas,

0 modo de administracf®o da vreparacso pode determinar os
sftios e as células no organismo 2o0s quais o composto seréd dig
tribuido. Os lipossomas do presente invento podem ser adminis
trados isoladamente mas s¥o geralmente administrados em mistu-
ra com um vefculo farmacéutico seleccionado de acordo com a via
de administracfo pretendida e a prética farmacéutica cléssica.
As preparac¢Bes podem ser injectadas parentericamente, por exem
plo, intra-arterialmente ou endovenosamente. As preparagfes
também podem ser administradas por via oral, subcuténea ou in-
tramuscular. No que diz respeito a administracfo parentérica,
podem usar-se, por exemplo, na forma de uma solucHo aquosa es=-
téril que pode conter outros solutos, como por exemplo sais ou
glucose suficientes para formar a solug¥o isoténica. Os lipog
somas de prostaglandina El do presente invento, por exemplo,
podem ser dados parentericamente a uma dosagem de 5,0 ng por kg
de peso do corpo por minuto, durante um perfodo de duas horas,
uma ou duas vezes por dia. Os peritos da arte podem considerar
outros usos dependendo das propriedades particulares da prepa-
rac8o.

No que diz respeito ao modo oral da administrag8o, as com
posicBes de lipossoma com prostaglandina deste invento podem
ger usadas na forma de comprimidos, chpsulas, pastilhas, »nds,
xaropes, elixires, solugBes e suspens®es aquosas e similares.
No caso dos comprimidos, os vefculos que se podem usar incluem
lactose, citrato de sédio e sais do 4cido fosfbrico. Usam-se
geralmente nos comprimidos vérios desintegrantes tais como o
amido, e agentes lubrificantes tais como o estearato de magné-
sio. Para a administracfo na forma de chpsula, diluentes fiteis
sfo a lactose e polietileno-glicbis de alto peso molecular.
Quando se pretendem suspensBes aquosas para uso oral, podem adi
cionar-se agentes adocicantes e/ou aromatizantes.

Para administracfo a humanos no tratamento curativo de es-
tados de doenga que reagem a terapia com vprostaglandina, o mé-
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dico determinaréd em Gltima anfélise a dosagem apropriada para
cada sujeito humano, e esta variaré de acordo com a idade, pe-
so e reacc¥o do individuo tal como a natureza e a gravidade da
doenca do paciente. A dosagem da droga na forma lipossémica se
ré geralmente semelhante & usada para a droga livre. Contudo
em alguns casos, poderd ser necessério administrar dosagens fo-
ra destes limites.

Os exemplos seguintes s¥o dados apenas com objectivos ilus
trativos sem constituirem de modo nenhum uma limitagfo ao ambi-
to do invento.

EXENPTO 1

Evaporou-se rotativamente uma solugfio de fosfatidilecolina
de ovo (200 mg) em hexano:etanol (95:5) sob pressfo reduzida
num banho de &gua regulado a 37°¢ até se obter um filme fino
nas paredes do frasco. O filme foi ressuspenso em 200,C ul de
etanol, aos quais se adicionou 1,0 mg de PGE1 e 2,0 mg de BHT.
Esta solugfo etanblica foi introduzida numa seringa de tubercu
lina de 1,0 ml de capacidade e injectada através de uma agulha
de medida 21 a cerca de 2 gotas/segundo numa solugZo agitada de
4,0 ml de solug¥o aquosa de dextrose a 10% (peso/volume) com
EDTA aquoso 0,01% (peso/volume), pH 7,0. Apbs a adig¥o da mis
tura de etanol/lipido, a solucfo torna-se turva; esta solugHo
foi extrusada 5 vezes através de um filtro de policarbonato de
0,2 um (tipo percurso linear), seguido por mais um segundo gru
po 5 extrusBes através de um segundo filtro de O,Z}Am.idéntico.
0 tamenho de partfculas dos lipossomas resultantes foi determi-
nado e foi de O,24,um.t 22%, usando-se para o efeito dispersdo
da luz quase-eléstica (QELS) (Nicomp Particle Sizer). A suspen
s%o foi ent#o dilufda a 100 ml com dextrose a 10%, EDTA a 0,01%,
pH 7,0, pipetando-se fracgBes alfquotas de 1,0 ml pera frascos
e liofilizando-as de acordo com os procedimentos do Zxemplo 9.
0 produto foi re-hidratado com 1,0 ml de citrato 0,01 M, ajus-
tado a pH 3,0 com hidréxido de s6dio (NaOH). O pH resultante
da suspens#o foi de cerca de 3,0. A retengfo da PGEl nos lipos
somas foi determinada por HPLC, de acordo com as técnicas do

Exemplo 8.
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EXENPLO 2

Utilizaram-se os procedimentos e materiais do Exemplo 1,
mas apbs a determinagfo do tamanho das particulas, a suspensHo
foi dilufda duas vezes com 4,0 ml de &cido citrico a 0,01% con
tendo dextrose a 10% e EDTA a 0,01%, pH 2,3. Esta fol mais uma
vez dilufda a 100 ml com dextrose a 10% contendo EDTA a 0,01% a
pH 4,5; o pH final da suspens¥Bo foi de cerca de 3,5. Pipetaram-
-se fracgBes alfquotas (1,0 ml) desta suspensfo para frascos e
liofilizaram~se de acordo com os procedimentos do Exemplo 9.

0 produto foi re-hidratado com 1,0 ml de &gua destilada até um
pH final de cerca de 3,4. Determinou-se a retenco de acordo
com as técnicas do Zxemplo 8.

EXEMPLO 3

Utilizaram-se os procedimentos e materiais do Exemplo 1
usando uma solugZo aquosa agitada contendo 4,0 ml de dextrose
a 10%, EDTA a 0,01%, manitol a 1% (11% de sacarideo no total).
A retencfo foi determinada de acordo com as técnicas do Exemplo
8. O tamanho das particulas de lipossoma foi determinado por
QELS e era de cerca de 0,247 um & 10%.

EXEMPLO 4

Utilizaram-se os procedimentos e materiais do Exemplo 1
usando ume solugHo aquosa agitada de pH 7,4. A retengZo foil
determinada de acordo com as técnicas do Ixemplo 8. O tamanho
das partfculas de lipossomas foi determinado por QELS e era de
0,288 um I 44% (didmetro).

BEXEMPLO 5

-

Seguiram-se os procedimentos do Exemplo ¢ usando uma solu
¢80 aquosa agitada de pH 7,4, e manitol a 2%, dextrose a 10% e
EDTA a 0,01%. Determinou-se a retengfo de acordo com as técni
cas do Exemplo 8. Determinou-se o tamanho das particulas de 1i
possomas por QELS e era de 0,288 um T a4,
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EXEMPLO 6

Seguiram~-se os procedimentos e materiais do Exemplo 1 usan
do uma soluc¥o aquosa agitada contendo 4,0 ml de dextrose a 10%,
EDTA a 0,01% e manitol a 2% (12% de sacarfdeo no total). A re-
tengfo foi determinada de acordo com as técnicas do Exemplo 8.

EXEMPIO T

Evaporou-se rotativamente fofatidilcolina do ovo (100 mg)
em hexano:etanol (95:5) sob pressfo reduzida até se obter um
filme fino nas paredes do recipiente. O filme fol ressuspenso
num misturador vortex em 1,0 ml de solug®o de &cido cftrico 0,3M
(pH 3,0), deixando-se em seguida em repouso durante uma hora a
temperatura ambiente., O pH final da solug¥o de lipossoma era
de 3,5. A suspensfo foi extrusada cinco vezes através de um
filtro de policarbonato de 0,2 um e de percurso linear, sendo
o pH da suspensfo resultante ajustado a 6,9 usando NaOH. A amos
tra foi liofilizada e re-hidratada com &gua. O grau de associa-
¢Z%o da PGE, com 0s 1fpidos foi determinado antes e depois da re-
constituic8o pelo procedimento Ficoll utilizado no Ixemplo 8.

EXEMPTO 8

Suspenderam-se os lipossomas do Exemplo 1 em 1,0 ml de so-
lugf%o aquosa e transferiram-se para um tubo Corex de 15 ml.
Os frascos que continham os lipossomas foram lavados com 2 x 5
ml de uma soluc¥o de histopaque Ficoll (Sigma Chemical Co.) e
esta foi misturada com o contefido do tubo Corex. O tubo foi
centrifugado a 16 320xg durante 10 minutos numa centrifuga Sor-
vall. Os 1fpidos assentam no topo do Ficoll. Removeu-se do
tubo toda a solucHo de lavagem do fundo excepto 0,5-1,0 ml e a
camada de 1fpido usando uma bomba perist&ltica. Deve-se tomar
cuidado para assegurar que n¥o fica lipido agarrado ao tubo ex
tractor da micropipeta. Adicionou-se tetra-hidrofurano (THF)
(2,5 ml) a camada de 1fpido deixada no tubo, misturando-se com
pletamente. Esta solugHo foi transferida para um tubo Corex
de 30 ml envolvido em folha de aluminio. ILavou-se o tubo Corex
de 15 ml com 10,0 ml de 4cido fosférico a 0,1% e adicionou-se a
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solug8o de lavagem a solucXo de lipossoma. Adicionaram-se mais
7,0 ml de &cido fosférico a 0,1% a solugfo de lipossomas. Es-
ta soluc%o de lipossomas foi passada através de um cartucho Sep-
~-Pak 018 que tinha sido preparado por passagem através dele

de 5,0 ml de metanol seguido de 10,0 ml de &gua destilada, a
PGEl que se dissocia do 1lipido fica retida no cartucho. TFez-
-se passar metanol (7,0 ml) através do Sep-Pak para eluir a
PGE1 e a PGE1 foi recolhida num pequeno frasco de fundo redon-
do. O metanol da preparagfo foi removido num evaporador rota-
tivo sob pressfo reduzida e a uma temperatura inferior a 35°¢.
A PGE, foi ent%o dissolvida com 1,0 ml de uma fase mével para
HPLC (acetonitrilo:pH 20 (pH 2,2, com &cido fosférico) 40:60

em volume) que continha um padrZo interno de ﬁ—naftol a uma
concentragdo de 50 pg/ml. Esta suspensfo foi depois filtrada
através de um filtro de ponta de seringa de 0,45 um (tipo Milli

pore Millex HV4) antes de ser injectada no HPIC.

0 procedimento anterior foi repetido com os lipossomas dos
Exemplos 2-7 anteriores.

EXEMPLIO 9

Encheram-se frascos de liofilizac%o &dmbar com uma capaci-
dade de 5,0 ml, rolhados com borracha butilica e de topo divi=-
dido (split-top) com 1,0 ml de lipossomas em suspensZo aquosa,
contendo PGE1 retida . Estes frascos foram colocados em tabu-
leiros de ago inoxidével num liofilizador (1iofiligzador PV-24
Stokes) equipado com um Programador de Controlo Digital Honey-
well DCP7700. Os frascos foram mantidos a 10°C durante uma ho
ra. A temperatura de prateleira foi depois descida a -40°C a
uma velocidade de 1°C por minuto. Os frascos foram mantidos a
-40°C durante trés horas sendo-lhes aplicado um vélcuo inferior
a2 0,005 mm Hg a 0,6 horas, depois de atingida a temperatura de
-40°C. A temperatura de prateleira foi depois aumentada até
-25°¢ a uma velocidade de 10°¢ por hora e sob um vécuo inferi-
or a 0,005 mm Hg.

Os frascos foram mantidos a -25%¢ durante 12 horas a me-
nos de 0,005 mm Hg. A temperatura de prateleira foi depois
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aumentada para -10°¢ a uma velocidade de 10°¢ por hora, e man-
tida durante 8 horas. A temperatura de prateleira foi ainda
aumentada para +10°C a uma velocidade de 10°¢ por hora e manti
da durante 8 horas. A temperatura de prateleira foi depois au
mentada para 4000 e mantida durante 16 horas, a menos de 0,005
mm Hg. A temperatura de prateleira foi finalmente descida ate
20°C a menos de 0,005 mm Hg a uma velocidade de 10°¢ por hora
e mantida até ao fecho dos frascos. Os frascos foram submeti-
dos a um jacto de azoto e fechados.

EXEMPLO 10

Mediram-se 41 ml de fosfaditilcolina do ovo numa solugfo
108 mg/ml em hexano:etanol (95:5) (4,428 mg EPC no total) para
um frasco com uma capacidade de 500 ml, de fundo redondo, e re-
moveu-se o hexano:etanol por evaporagfo rotativa num banho de
égua regulado a 37°C. Adicionou-se etanol (2,0 ml) contendo
30 mg de BHT ao frasco e suspendeu-se o filme de 1{ipido seco.
Adicionou-se mais 1,0 ml de etanol para suspender completamen-
te o EPC.

Preparou-se um litro de uma solucfo a 10% de maltose e
ajustou-se o pH a 7,4 com hidréxido de sbédio 1,0 N. A solugdo
foi esterilizada fazendo-a passar através de um filtro Milli-
pak 40 de 0,22 um que Toi previamente molhado com &gue estéril.

A solugfo de EPC/BHT/etanol foi adicionada gota & gota,
com uma seringa de 1,0 ml equipada com uma agulha de medida 21,
a uma velocidade de 1,0 ml/minuto, numa solugZo agitada de cer
ca de 800 ml de maltose a 10%, numa proveta de 2000 ml. Repe-
tiu-se esta operaglo para a totalidade do EPC/BHT/etanol, cer-
ca de 8,0 ml. Depois de se ter adicionado todo o 1lipido, o
frasco de fundo redondo foi passado duas vezes consecutivas com
fraccBes alfquotas de cerca de 3,0 ml da solugdo de maltose,
e zdicionadas a proveta com maltose. A solug¥o foi levada a
1000 ml por adigfo de solugHo de maltose a 10%.

BXEMPIO 11

Os lipossomas formados pelo processo do Zxemplo 10 foram
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homogeneizados usando o homogeneizador Gaulin lkodelo 3C CD.
Os lipossomas foram colocados num reservatério de 5 I fechado,
ligado com tubagens ao Gaulin e um permutador de calor de 316 L,
de tubo e invélucro sanitério, em acgo inoxidével montado na ex-
tremidade a jusante do Gaulin, de forma a manter a temperatura
de solugfo de lipossomas & menos de 30°¢. Ligou-se uma fonte
de azoto (138 KPa 20 psi) ao reservatério de 5L de modo & ali-
mentar os lipossomas sob pressfo ao Gaulin. A solug8o de liposg
somas foi circulada através do Gaulin a uma pressfo de 96,524 x
10 -3KPa (14 000 psi) durante cerca de 4 minutos a um caudel de
1,83 x 100 (meio gal%o) por minuto. Os lipossomas tinham
um didmetro médio de cerca de 150-200 nm & seguir & homogenei-
zag80, com ume gama de distribuicfo de tamenhos de cerca de
20-500 nm,medidos vpela dispersfio da luz quase-eléstica usando
um medidor de partficulas Nicomp (Nicomp Instruments, Inc., Go-
leta, CA).
BXEMPLO 12

Filtraram-se os lipossomas homogeneizados (700 ml) de acor
do com os procedimentos do Exemplo 11 através de um filtro Kil-
lipak de 0,2 um e agitaram-se numa proveta de 1500 ml numa pla=-
ca agitadora. Adicionou-se gota a gota uma solugZo etanélica
de prostaglandina E; (3,85 mg de PGE, em 1,4 ml de etanol) com
uma pipeta de 5,0 ml. Apbs a adig8o da PGE,, a suspensfo foi
filtrada esterilmente através de um filtro Millivak de 0,2 um
e colocaram-se fracc®es alfquotas de 1,0 ml em frascos de soro.
Os frascos cheios foram liofilizados de acordo com o método do
Exemplo 9.

BXEMPLO 13

0 frasco de lipossomas de PGEl do Exemplo 12 fol recons-
titufdo usando 1,0 ml de 4cido cftrico estéril, pH 3,0 e o fras
co foi agitado manualmente até a sua completa ressuspenso.

EXEMPTO 14

0 frasco dos lipossomas liofilizados do Exemplo 12 foi reg
suspenso em 1,0 ml do padrfio de HPLC em fase mbvel (60% de 4gua,
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pH 2,2, acetonitrilo a 40% para HPLC, contendo ﬁ-ﬁaftol a uma
concentrag®o de 50 ug/ml). A amostra foi filtrada através de
um filtro Millipore HV4 de 0,45 um de ponta de seringa para um
frasco para HPLC com uma capacidade de 2,0 ml. A amostra fol
passada no HPLC Rainin usando uma sobrecarga de equipamento de
50 ul numa circulagBio de carga de 20 4l & um caudal de 1,25 ml/
/minuto numa coluna de fase inversa de 15 cm (coluna Rainin
¢-18), ligada a um detector Gilson 116 ajustado para 205 nm.

A coluna do cromatégrafo foi operada durante 13 minutos. Iden
tificaram-se picos correspondentes a PGEl e ao B-naftol.

A concentrac8o em PGEl no frasco da amostra fol calculada
através de uma anflise de regressfo linear padrfio das &reas dos
picos, e comparada com uma curva padro da PGEl em HPLC. Toram
considerados trés frascos para cada amostra testada e calculou-

-se a concentracfo média.
BXEMPLO 15

0 método do Zxemplo 14 foi repetido para os lipossomas
preparados de acordo com os métodos do Exemplo 1 a intervalos
de 1 semana, 2 semanas, 30 dias, 3 meses, © meses, J meses e

1 ano.
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REIVINDICACDES

12, - Processo de preparacfio de uma composi¢Zo linossémi-
ca, caracterizado por compreender a mistura de um metabolito
derivado do 4cido araquidénico, um lipido, um protector de se-
cagem ¢ um tamp¥o activador de partigdZo.

o2&, - Processo de acordo com a reivindicag¥o 1, caracteri
zado por o metabolito do &cido araquidbénico ser a prostaglandi

na.

32, - Processo de acordo com a reivindicac8o 2, caracteri
zado por a prostaglandina compreender a prostaglandina El'

42, - Processo de acordo com a reivindicagHo 1, caracteri
zado por os lipossomas terem um gradiente de concentracfo trans

membrana.

52, - Processo de acordo com a reivindicag¥o 4, caracteri
zado por o gradiente de concentragfo transmembrana ser um gra-
diente ibnico.

62, - Processo de acordo com & reivindicag¥o 5, caracteri
zado por o gradiente ifnico ser um gradiente de pH.

72, - Processo de acordo com a reivindicagfo 1, caracteri
zado por o tamp3o activador de particZo compreender uma solu-
c%o protectora de secagem e uma solugBo de &cido citrico.

82, - Processo de acordo com a reivindicag¥o 7, caracteri
zado por a solugBo protectora de secagem ser uma solug¥o saca-
ridica.

9a, - Processo de acordo com a reivindicagZo 8, caracteri
zado por o pH da solucZo sacarfdica estar situado entre cerca
de 3,0 e cerca de 11,0.

102, - Processo de acordo com a reivindicacg8o 9, caracte-
rizado por o pH da solug¥o sacarfdica ser de cerca de 7,0.

112, - Processo de acordo com a reivindicag¥o 8, caracte-
rizado por o pH da solucHo de A&cido citrico estar comoreendido
entre cerca de 2,5 e cerca de 4,5.
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122, - Processo de acordo com a reivindicag®o 8, caracte-
rizado por o pH da solugZBo de &cido citrico ser de cerca de 3,0,

132, - Processo de acordo com a reivindicag®o &, caracte-
rizado por a soluc¥o sacarfdica compreender dextrose, sacarose
ou maltose.

148, - Processo de acordo com a reivindicag¢8o 13, caractg
rizado por o sacarfdec compreender maltose.

158, - Processo de acordo com a reivindicag8o 13, caracte
rizado por a solucHo sacaridica compreender de cerca de 5 a cer
ca de 20% de sacarideo.

162, - Processo de acordo com a reivindicagZo 13, caracte
rizado por a solugfo sacarfdica compreender cerca de 10 a cer-
ca de 12% de sacarideo.

172, - Processo de acordo com a reivindicac8o 1, caracte-
rizado por o lipido ser um fosfolfpido.

1828, - Processo de acordo com a reivindicac¢8o 17, caracte
rizado por o fosfolipido compreender fosfatidilcolina.

192, - Processo de acordo com a reivindicag¥o 18, caracte
rizado por a fosfatidilecolina compreender fosfatidilcolina de
ovo.

208, - Processo de acordo com a reivindicag®o 1, caracte-
rizado por os lipossomas terem um didmetro entre cerca de 10 nm
e cerca de 500 nm.

21&8, - Processo de acordo com a reivindicag8o 20, caracte
rizado por os lipossomas terem um diametro médio entre 150 e
200 nm.

228, = Processo de acordo com & reivindicag3o 20, caracte
rizado por a composic¢H8o ser liofilizada.

232, - Processo de acordo com a reivindicag8o 22, caracte
rizado por a composi¢H8o lipossémica, liofilizada, de vrostaglan
dina, compreender um lfpido, uma prostaglandina e cerca de 10%
de protector de secagem.
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248, - Processo de acordo com a reivindicagH8o 23, caracte
rizado por o protector de secagem compreender um sacarideo.

252, - Processo de acordo com a reivindicag8o 24, caractg
rizado por o sacarfdeo compreender dextrose, sacarose ou maltg
se.

262, - Processo de preparag¥o de uma compvosiglo lipossémi
ca de prostaglandina, caracterizado vor compreender o passo de
associar a prostaglandina aos lipossomas através de um gradien
te de pH transmembrana.

278, - Processo de acordo com a reivindicagHo 26, caracte
rizado por o gradiente de pH transmembrana ser obtido através
dos seguintes passos:

a) formag¥o dos lipossomas numa solugZo aquosa relativa-
mente bésica;

b) adig%o de ume prostaglandina & suspensBo do passo (a)
acima; e

c) acidificacZo do meio externo dos lipossomas.

282, - Processo de acordo com a reivindicag8o 27, caractg
rizado por o tamanho dos lipossomas do passo (a) ser reduzido.

292, - Processo de acordo com a reivindicagH8o 28, caractg
rizado por os lipossomas serem filtrados através de um filtro

do tipo de percurso sinuoso.

302, - Processo de acordo com a reivindicag¥o 28, caracte
rizado por os lipossomas serem filtrados através de um filtro

do tipo de percurso linear.

%12, - Processo de acordo com a reivindicag8o 28, caracte
rizado por os lipossomas serem homogeneizados.

%22, - Processo de acordo com a reivindicag¥o 31, caracte
rizado por os lipossomas serem liofilizados.

%33, - Processo de acordo com a reivindicagfo 3¢, caracte
rizado por a raz#%o ponderal de 1lfpido/vrostaglandina estar en-
tre cerca de 300:1 e 1000:1.

342, - Processo de acordo com a reivindicag¢do 32, caracte
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rizado por a raziio ponderal de 1fipido/vrostaglandina estar en-
tre cerca de 300:1 e 800:1.

%58, - Processo de preparagfio de uma composi¢Ho livossé-
mica de prostaglandina compreendendo um lfpido, prostaglandina
El’ e um protector de secagem, caracterizado por compreender o
passo de mistura de uma solug®o aquosa do protector de secagem

contendo a prostaglandina, com um filme de lfpido, seco.

362, - Processo de acordo com a reivindicac3o 35, caracte
rizado por os lipossomas serem liofilizados.

378, - Processo de vreparacZo de uma composicfo lipossé-
mica de prostaglandina compreendendo um lipido, prostaglandi-
na BE,, um protector de secagem, e um tamp3o activador de parti
¢80, caracterizado por compreender os seguintes passos:

a) mistura de uma solugZo etanblica do 1{pido com uma so=-
lucBo relativamente bésica de um protector de secagem;

b) reduglBio do tamanho dos lipossomas;

c) mistura dos lipossomas com uma solugHo etandlica de pros
taglandina El;

d) liofilizacg%io dos lipossomas do passo c); e

e) reconstituic¥o dos lipossomas com ume solugZo de &cido

cftrico, relativamente 4cida.

388, - Processo de acordo com a reivindicag8o 37, caracte
rizado por o 1ipido ser fosfatidilcolina de ovo.

%29&, - Processo de acordo com a reivindicagHdo 37, caracte
rizado por o protector de secagem ser um sacarideo.

408, - Processo de acordo com & reivindicag¥o 39, caracte
rizado por o sacarfdeo ser dextrose, sacarose ou maltose.

412, - Processo de acordo com a reivindicag¥o 4C, caratg

rizado por o sacarfdeo ser maltose.

422, - Processo de acordo com a reivindicag®o 37, caracte
rizado por o tamanho dos lipossomas ser reduzido por homogenei
zag8o,
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438, - Processo de preparagfo de uma conmposigdo farmaccutl
ca , caracterizado por s¢ risturarer os lipossomas prerparadd
I'4 . . . .
de acordo cor a reivindicagio 37, cor um velculo farracecutica

. V4
rente aceitavel.

Lisboa,
Por T.F LITOSOIL COIPANY, Iidls
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