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"PROCESSO PARA A PREPALAGEO DE COkrOSIJOES FARMA-
CEUTICAS CONTENDO rRIFCIPiOo ACTIVOS ENCAFSU-
LADOS NA PRESENGA LE UM CLORIDRATO EN LI-

POSOMAS uULTIVﬁSICULﬁPﬂS"

Campo da Invengdo:

L presente invengdo diz respeito a liposomas ou vesicu
las de lipidos multivesiculares sintéticas que incorporam subg
téncias activas, sob o ponto de vista bioldgico, ¢ a processos

pera a sua preparagso.

Antecedentes da InvengZo:

Os liposomas multivesiculares s%o um Sdos trés tipos
principais de liposomes, preparados em primeiro lugar por Kim
et al. (1983, Biochim. Biophys. Acta 782, 339-343) e s3o sin-
gularrente diferentes dos unilamelares (Hueng, 1969, Bioche-
mistry 8, 334-352; Lim et al., 1981, biochim, Eiophys. Acta 646,
1-10) e dos multilamelares (Bangham et al., 1965, J. Kol. Bio.
13, 238-252), liposomas em que hd mlltiplos compartimentos
aquosos, ndo concéntricos, no seu interior. A téecnica anterior

descreve um nhidmero de processos para a produgéo de liposso-
mas, wmas todas estas tdcnicas direm respeito & produgdo de
lipossomas n2 0-mult1vcs1cu19"es, por exemplo, patente de in-
vengso norte-americena 112, 4.522.803 de Lenk; N2 4.310-506

de beldschwieler; N2 4,235,871 de Papashadjopoulos;
ve %.39%.372 de Taylor; 10 4,308.166 de Marchetti; Mo 4+.485.05%
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de Mezei; NQ 4,506.703 de Redzinisk; N2 %.224.179 de Schneider;

e N2 4,078,052 de Papshadjopoulos, todas descrevem vesiculas nZo-
-multivesiculares. Pare ume revisio compreensivel dos vérios mé-
todos de preparaglo de lipmssomes, referimos Szoka et al., 1980,
Ann. Rev. Biophys. Bioengz. 9:467-508.

0 método de him et 21.,(1983, Biochim. Eiophys. Acta
782, 339-348) € = Unica informac3o que descreve os lipGsomss mul-
tivesiculeres, mas 2 eficigneia de encapsulagéo do soma de algu-
mas das moléculas pequenas, tal como ara-C, foi relativemente tai
xa e a velocidade de libertago de molécules encapsuladas em flui
do bioldgico, foi elevada.

0 tratamento dptimo cor muitos medicamentos necessita da
menutencdo de um nivel de mecicamento dursnte um periodo prolon-
gado de tempo. ~rfor exemplo, o tratemento anti-canceroso dptimo
com sntimetabolitos celulares ciclo-especificos necessita da menu—
tengfo de um nivel de medicamento citotdxico dursnte um perfodo
prolongado de tempo. A citarabina é uu medicamento anti-cancero-
go eltemente subordinacdo a um hordrio. Degvido ao facto dests we-

Cicanente destrulr as cdlulas, aperas guando estas preparsm o
’ prep
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ADN, necessita-se de uma exposig¢Zo prolongada & concentragfo terg
pdutica do medicamento para wma destruicio celular dptima. Infe-
lizmente a semi-vida cda citerabina, apds uma dose intravenosa
(IV) ou subcut@nea (8C), ¢ muito curts. Para se obter uma des-
truigdo dptima das célules cancerosas com um medicamento de fase
clclica celular especifica, como a citarabina, necessita-se de se
encontrar duss condizdes principsis: em primeirn luger, deve ex-

por-se o cancro a ure alta concsntragio do medicamento sem procy



zir denos irreversiveis no hospedeiro; em segundo lugar deve ex
por=se o tumor durante um geriodo prolongedo de tempo, de manel
ra que todas ou a maioria das células cancerosas tenham tentado
sintetizar o ADN, na presengs da citarabina.

Antes da presente invengfo, o Unico processo de se obter
células de plasma prolongado era através de infus?o continus
(IV) ou (SC), as quais sfo inconvenientes e dispendiosas, FPor
conseguinte, necessita-se de uma preparagzo "depot" destes medi-
camentos com libertec¢do lenta, aceitdvel. o passaco, os inves-
tigadores tentaram realizar isto por meio da modificagéo quimica
das molécules dos medicamentos pars retardar o metabolismo ou da
ligagd3o covalente de um grupo hidrdfobo para atrasar a solubili=-
zagao. Tais manipulagOes originaram novos efeitos tdxicos,
Finkelstein et al., Cancer Treat Rep 63:1331-1333, 1979, ou pro-
blemas farmacodindmicos ou de formulagdo, inaceitdveis, Ho et al.,
Cancer Res. 37:1640-1643, 1977.

Portanto, necessita-se de uma preparagdo "depot" de 1li-
bertagiio lenta que proporcione ume exposig3o prolongada e conti-
nua & concentragdo terapdutica de uma subst®necia activa, sob o
ponto de vista bioldgico. & presente invengdo refere-se a tal

preparagso.

Resumo da Invengzo:

A presente inveng¢Bo prepara um liposoma multivesicular
que contém ums substfncia activa, sob o ponto de vista binldgi-
co, encapsulada, na presenga de um cloridrato que proporciona

uma exposigdo prolongada e contInua ¥ concentragiio terap8utica
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da subst®ncia activa, sob o ponto de vista bioldgico, com resul
tados dptimos. A presents invengfo fornece, também, métodos de
preparagdo de teis lipossenas rultivesiculares.

Os lipcssanas multivesiculares possuem alta eficiZnecia
de encapsulagdon, baixa velocidsde de libertagdo da subst8ncia
encepsulada, bem determinada, ¢istribui¢®o de tamanhos reprodu-
zivel, forma esférica, tamanho, médio ajustdvel que pode aumen-
tar ou diminuir, fecilmente, tamanho do compartimento interno
sjustdvel e numero.

O processo para a produgso de vesiculas lipfdices multi-
vesiculares ou lipessomas compreende a dissolugéo num ou mals sol-
ventes orgénicos, de um componente lipfdico que contenha, pelo
menos, um lIpido neutro e pelo menos, um lIpido anfipdtico com
uma ou ou mais cargas negativas puras, a adig¢do dentro do compo-
nente lipldico, de um primeiro componente aquoso, ndo-miscivel,
contendo um cloridrato e uma ou mais subst®ncias para se encapsu
lerem, 2 formac8o de ume emulsZo oleoso em dgue a partir dos dois
componentes nZo-misciveis, a transferéncia e imersfo de emulséo
oleosa e da dgua dentro de um segundo componente aguoso ndo-mig
clvel, a Gispersfo Ge emulsfo olesosa e da dgua pars forrar esfé-
rules do snlvente contendo, nelas, multiplas gotas do primeiro
comgonente aguoso e a evaporacio dos solventes orgfnicos das es-
férulass de solventes para formar os lipossomass multivesiculares.
A utilizag8n dos cloridratos, tal cowo do £cido cloridrico, €
essencial para a alta eficidneia da encapsulagdo e para ume velo-
cidade lenta de libertagdo de moléculas encapsuladas em fluldos

bioldgicos e in vivo. Guendo o cloridrato € dcido, & essencial,
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também, utiliéar um agente neutralizante de baixo poder idnico
para eviter que as esférulas dos solventes adiram, umes &s ou-
tres.

Portento, € um objectivo da presente invengdn prepsrar
ume preparagdo '"depot'" de libertegdo lenta que proporcione uma
exposicdo prolongada e contfnua de uma substincia activa, sob o
ponto de vista bioldgico, a uma concentraglo terap&utica,

B um objectivo adicional da presente invengéo, fornecer
um método de preparacgio de tal preparagdo "depot".

Um objectivo adicinnal da presente inveng%o é proporcio-
nar um lipessona multivesiculsr que possua uma substfncia activa,
sob o pontc de vista bioldgico, encapsulada dentro de si, na pre
senga de um cloridrato que proporcions uma exposigéo prolonzada
e contfnua & concentragdo terapdutica da subst%ncia activa biold
gica, com resultados dptimos.

U objective adicionel da presente invengdo é proparcio-
nar um método de preparagdo de lipossomas multivesiculares,

OQutros objectivos acdicionels, caracteristicas e vantagens
da presente inveng¢®o sZo inerentes e aparecem durante a memdria

descritiva ¢ as reivindicagdes.

DescrigBo de Aspectos Preferidos:

0 termo "ligosoras multivesiculares", utilizade durante
a memdria descritiva e reivindicagOes, significa vesfculas lipi-
dicas, microscdpicas, preparadas pelo homem, que consistem em
membranas lipidicas de duas camadas gue encerram compartimentos

aquosos, ndo-concéntricos, wiltiplos. Em contraste, os liposso-
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mes unilemelares possuem um Unico compartimento aquoso; e os 1i-
possonas multilemelares possuem membranas concéntricas, tipo "cag
cs de cebola", entre as queis estfo compartimentos aquosos con-
c8rntricos, semelhantes a conchas.

0 termo "esfdérula de solvente", utilizado dursnte a memd-
ria descritiva e reivindicagles, significa uma goticula esferoi-
de, microscdpica, do solvente orginico, dentro da qual existem go
tfcules xidltiplss, meis pequenas, da solugZo aquosa. As esféru-
las de solvente estZo em suspensio e, totalmente, imersas numa se-
gunda solugBo aguosa. |

0 termo "lipido neutro" significa dleo ou gorduras que
ndo possuem capacidade de formar, eles prdprios, membranas e ne-
cessitam de wr grupo hidrdfilo "cabega'.

0 termo "lipidos anfipdticos" significa aquelas moléculas
que possuem um grupo hidrofilico "cabega™ e um grupo hidrofdbico

tcauda" e possuem & capacidade de formar membranss.

0 termo "forza idnice" estd definido assim: forga idni-
ca=l/2(ElZlZ+MnZ 2+M3 32 ...), em que os simbolos K1M2M3... repre
sentam 2s concentragdes molsres dns vdrios ides na solugdo e Os
sfmbolos 212223... representam as suas respectivas cargss.

0 termo "forga idnica beixa" representa a forga idnica mg
nor que, aproximadamente, 0,05 e de preferéncia, menor que 0,01.

Em resumo, & emuls¥o "dgua no 1ipido" prepara-se, ew pri-
meiro luger, por meio da dissolugBo dos lipidos anfipdticos em um
solvente orginico voldtil para o componente lipidico, adigdo de

um primeiro componente aquoso, nfo-miscivel, ao componente lipi-

dico, assim como da substincia a ser encapsulada e de um cloridra
to, e depois, emulsBo da misturs por melo mecsnico., Ia emulso,
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es goticulas de dgua em suspensdo no solvente orgénico formardo
nos compartimentos internos aquoscs e a monocamada dos lipidos an
fipdticos que reveste os compertimentos aquosos tornar-se-g numa
folhinhe da bicsmada da membrana, no produto final., A emulsZo
totel € imersa, depois, no segundo componente aguoso que contém
um ou rais zgentes osmdticos, ndo-idnicos, e um agente neutrali=-
rante dcido de balxa forgza idnica e, depois, agita-se mecanica-
mente por meio de snergia ultrassdnica, atomizagdes de bocal ou
suas combinacdes para formar esférules de solvente em suspenso
no segundo componente aquoso. As esférulas de snlvente contém
wiltiplas goticulas aquosas com a subst®ncia a encagsular, dissol
vida nelas. B&Evapora-se o solvente orgfnico voldtil das esfdrulses
por meio da passagem de uma corrente gasosa sobre a suspensao,.
cuendo o solvenie se evapora completesmente, as esférulas conver-
tem-se em lipossomas multivesiculares. Gases representativos sa-

o dd.

tisfatdrios pera utiliza8c, icluem: azoto, hélio, drgon, oxizd-

A utilizag®o de um cloridrato € essencial para ums eleva-

~

da eficisncia de encapsulazan = para uma velocidade lenta da li-

bertecio de woldcules sncepsuledas nos fluidos bioldgicos e in vi-

=

vo". gQuerndo o cloridrato ¢ £cido, & essencial, tambdm, utilizar
um a2gente neutreslizante de Laixa forga idnica para evitar que as
esférulas de solvente adirem, umas 2s outras. Prefere-se o Zdcido
cloridrico, maes outros cloridratos que sfo satisfatdrios incluem
o cloridrato de lisina, cloridrato de histidina e suas combina-

;0es. As quantidades, tento do cloridrato como do e2gente neutra-

lizante, utilizadas, podem estar compreendidas entre cerca de



0,1 mk¥ = cerca de 0,5 i de concentragdo e, de preferdneia, entre
cerca de 10 =¥ e cerca de 2J0 ml de concentragio.

rocem utilizar-se muites tipos diferentes de solventes
hidrofdbicos voldteis, teis como étsres, hidrocarbonetos e hidrg
carbonetos helogerados ou fredes, como snlventes de fase lipid
ca. ror exemplo, o &ter OLQtillﬂo, isopropilico e outros éteres,
clorofdraio, tetrshidrofurano, éteres halogenados, ésteres e suas
combinagdes s3o satisfstdrios.

Com a finelidade de evitar que as esférulas de solvante
adiram, umas 3s outras, e & parede dos vasos, necessita-se, pelo
menos de incluir nas esférulas, uwa proporgdo de 1 por cento mo-

.

lar de um lIpido anfipdtico com uma carga negativa pura, a solu-

;80 aquosa em suspensio necessita de ter uma forga idnica muito

(B

baixa e, quendo o cloridrato wr dcldo, necessita-se de um agen
te neutralizante de baixa for;z idnica psra absorver o cloridra-

5 de snlvente coalescem para for-

U

to; de outro modo, as esfdruls

Qe

$Zo necsssdrios ux ou mals egentes

Q}
.

mar uma espuma desordsenszd
nsadticos, nﬁo-idnicos, na solugfo aquosa em suspensdo pera con-
servar & pressdo osmdtica no interior ¢ sem considerar os lipnsso-
mas. rodem utilirar-se vdrios tipos de 1ipidos para preparar os
ligosomas rultivesiculares e os dois Unicos requisitos sBo gue

ge inclua ur lipido neutro e s 1ipido enfipdtico com uma carga
negativa pura. Z=xemplos de lipidos neutros sdo: triolefna, tri-
octaniona, dlso vegetal tal como dleo ¢e semente de soja, touci-
nho, gordura des carne de vaca, tocofero, e suas combinagles,
sxemplos de lipidos anfipdticos com carga negativa pura sio:

cardiolipina, as fosfatidilserinas, os fosfatidilglicerois e os
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fcidos fosfatidicos.
0 segundo componente agunso € uma solugdo aquosa gue con
dn snlutns, tais como hidretos de carbono que incluem & glicose,

sacarose s lzctose, e aminofcidos tais como lisina, histidina de
base livre ¢ suas combinagles.
“uitas e variadas substfBncias bioldgicas podem incorpo-

.

rar-se por meio de encapsulagdo dentro dos lipossoaas multivesicy
lares. &Astes incluem medicsmentos e outras espdcies de materiais,
tais como ADI, ARN, protefnas de vdrins tipos, hormonas proteicas
produzidas por meio de tecnologia eficaz do ADI recombinante,

nos seres humanos, factores de crescimento hemstopoiéticos, mong
guinas, linfoquinas, factor de necrose tumoral, inibina, fecto-
res £1fa e beta de cresclumento tumoral, subst@ncia inibidora de
Miller, factor de crescimento nervoso, factor de crescimento fi-

vrobldstico, factar de crescimento derivado das plaquetas, hormo-

nas da pituitdria e da hipdfise, incluindo LH e outras hormonas

]
=%

libertaces, calcitonina, protelnas que servem comd agsntes imi
nizantes pare vecinagdo s sequincias de ADYN e de ARI.

0 guadro 1 seguinte inclul uma lista de sub stancias actl
vas, representetivas sob o porto de vista bioldgico, que se po-

dem encapsular nos lipcesomas multivesiculares na presenga de unm

cloridrato e gue s3o siicazes nos seres humanos.

Gua=



Antissmético

Metaproterenol
airinofilina
teofilina
terbutelina
Tegratol
efedrine
isoproterenol
adrenalina

norepinefrins

guadro 1

S T S i

Antisrritaico

Propanolol
atenolol
verepamil
captopril

isosorbido

Glicdsidos cardiotd Hormones

nicos

digitalina antidiurdtics
digitoxina corticosternides
lenatosido C testosterona
digoxina estrogénio

tirdide do cres-
cimento

LACTH

progesterona
gonadotropina
mineralocorticold
LH

LHRH

FSH

celcitonina

l=

»

Tranquilizantes

P

Cloropromazina
benzodiszepina
butirofenones
hidroxizinas
meprobamato
fenotiszinas
reserpina

tioxantinas

Bsterdides

prednisona
triancinolona
hidrocortisona
dexametasona

betametasona
prednisolona



Hipotensores

apresolina

atenolol

Antipsrasfticos

praziquantel
metronidazol

pentamidina

Antibidticos

peniciline
tetraciclinege
eritroricing
cefalotina
imipenem
cefofaxina

&ntidiabdticos

Diakenese

insulina

Anticencerigenos

azatlioprina
bleomicina
ciclofosfamide
edriamicina
daunorubicina
vincristina
metotrexato
6-TG
6-1P
vimblastina
EVP—lé

V=26

Cisplatine

ru

Imunoterdpicos

interferon
interleucina~2

anticorpns monoclo-

Antihistaminicos

piribenzamina
clorfeniramina

difenhidramina

Sedativos e analgé-
sicos

morfina

dilaudide

codeina

compostos sintéticos,
similares da codeina
demerol

oximorfona
fenobarbital

barbituratos

Vacinas

influenrza
virus sincicial respi-

ratdrio
vacines contra o Hemo-
filus influenza



cerbenicilina
vencoricinag

gentamicina
tobremicina

piperaciline
moxalactam

amoxiciline

smpiciline
cefegznline

cefedroxil
cefoxitina

Ch
oG

Antifungicos

anfotericing &

miconazol
muramil-dipsptido

clotrimezol

d¢openmine
dextroanfetamina

outros eminoglicosidos

Protefnas e Glicoproteinas

linfocinsas

interleucinas - 1, 2, 3, 4, 5, ¢ 6

citocinas
Gl -CSE
M-CSHE
G~-C8F

factor de necrose tumoral

inibina

factor de crescimento tumorsl

substfncis dos inibidores mullerieros.

factor de crescimento do nerve

fector do crescimento do fibroblssto

-

Compostos com acgfo
Lntivirel

aciclovir e deriva=-

dos
Wintrop-51711
ribavirina

rimatedina/amantadina

azidotimidinae e deri-
dos

ademina arebinosido
inibidores da protease
do tipo des amidina

Qutros

N . s v

blogueadores dos recep
tores de superficie
celular

Lcidos flucleicos e
Andlneons

ADN

ARN

metilfosfonatos e sind
lares

faector de cresciuento derivado des plaguetas

factores de coagulagio (por exsmplo

insulina

sctivador do plesminogénio tecidular

VIII, IX, VII)



antigénio de histocompatibilidade

prodittos oncogénicos

proteina bésica ds mielina

colagéneo

fibronectina

leminina

outras proteinas preparadas por tecnologia de ADN recombi~

nante,

L dosagem apropriada para os seres humanos estd compre-
endida entre 1 e 6000 mg/m da drea da superficie do corpod ra-
z80 de este gama ser t%o grende é que, para algumes aplicagdes
tal como administracgio subcutfnea, s dose requerida deve ser
muito pequena, mes para outrss aplicagbes tal como a administrg
;80 intraperitonesl, a dose desejada a utilizar-se pode ser mul
to grende, Ainds que se possam administrar doses fore da gama
anterior, ests abrange a amplitude de utilizag®o de, preticamen
te, todas as substfnciss activas, sob o ponto de vista bioldgi=-

co.
Os lipossonas multivesiculares podem administrar-se por

meio de qualquer vias desejeda; por exemplo, via intratecal, in-
traperitoneal, subcutfnea, intravenosa, intralinfdtica, oral e,
submucosa, sob muitas espécies diferentes de epitélios, incluin
do o epitélio brbénguico, o epitélio gastrointestinal, o epitélio
urogenital, e vdrias membranas mucosas do corpo humano, e intre-
musculer,

Os exemplos seguintes representem, presentemente, méto

dos preferidos de preparagéo destes lipossomes multivesiculares



que encapsulaem substfncias activas, sob o ponto de vista kiold-

gico .

Arerplo 1

Fssge 1) Num frasco ée vidro de 1 dracua, limpb (1,4 cm
de difimetro x 4,5 cm de alture, nas dimensdes exteriores), colg
caram-se 9,3 umoles de dioleoil lecitina, z,1 umoles de dipalmi
toil fosfatidilglicerol, 15 umoles de colesterol, 1,o umoles de

triclefns e 1 ml de clorofdrmio (fase lipidica).

f#ase 2) Adicionam-se ao frasco de 1 dracma, anterior,
contendo a fase lipfdica, 1 ml da fase aquosa, 20 mg/ml de citg
sine arabinosido, dissolvidos numa solugdo de €cido cloridrico
0,136N.

Foese 3) rare preparar a euulsdo dgua em Jdleo, sela-se
o frasco e liga-se & cebega de um agitador em remoinho e agita-

-se b velocidade mfxima, durante 6 minutos.

Fase %) Para preparar as esférules de clornfdrwmio sus-
pensas en dgua, depois por iwsio de esguiche, passa-se rapidamen
te, mstade da erulsfo strevds da ponta estreita de uma pipeta
de Pesteur, para dentrn de frascos de 1 dracma, cade um conter-
do 4 : de cextrose em dgus e 40 ml de lisina, base livre, e en-
t80, agzite-se no egitador em remoinho, durante 3 segundos, a al
ta velocidede pare formar as esférulas de clorofdrmio.

fase 5) Vertem~se as suspensGes das esférulas de clorg
f4rmio dos dois frasces no fundo de ua frasco de Erlenmeyer de

250 ml, contendo 5 ml de dgua, 3,5 £/100 wl de glicose e 40 nl
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de bese livre, lisina, ¢ derrere-se, um fluxo de aroto gesoso, 2
7 1/minuto, stravéds do frasco para evaporer lentecrente o cloro-
fdrmio, durante 17 a 15 minutns e 3 temperatura de 3700. Depois,
isolam-se os ligosomes por meio de centrifugacgso o 600 x g, du=
rente 5 minutos.

A médie volume-tamanho ajustado dos lipossomes resulten-
tes ( + desvio padr3o da distribuicdo) foi de 1v,% + 6,5 um.
L percentagem de captura foi de 59 + 7 % e o volume da captura
foi de 36 + 4 ul/mg dos lipidos totals utilizados. A adigfo de
deido cloridrico teve marcada infludncia na velocidede de liber
tag®o, da citosina aresbinonsido dos lipossomas multivesiculares
incubados no nlasma humano. ietade do iedicaxento serdeu-se em
1z éiss quendo se edicionou dcido cloridrico no exempleo enterior,
a0 pesso que metade do medicemento se perdeu, apenas, e 1l ho-
ras, quando se omitiu o £cido cloridrico ne fase 2 anterior.
guendo testada em animais, a adig¢do de dcido cleridrico, novamen
te, teve mercada influéncia na taxa de citosina arsbinosido li-
bertada; o medicamento manteve-se dentro da cavidade peritoneal
dos murganhos muito meis tempo quando se adicionou dcido clori
¢rico durante a preparagso.

0 exemplo seguinte ilustra ume escala do processo de prg

paragdo de grandes guentidades de lipossomes multivesiculares.

iremplo 2

Fese 1) Hum homogsneizador de ago, limpo (Omni-kKixer
17150 Sorval Co., Newtown, CT), colocorsm-se 186 umoles de

diclsoil lecitine, 42 umolss ¢e ¢ipalmitoil fosfetidilglicerol,
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300 umoles de colesterol, 36 umoles de trioleins e 20 ul de clg
rofdrnio (fase lipidica).

Fase 2) Adicionaram-ss 20 nl da fese aguosa, <0 mg/wl
de citosina srabinosido, dissolvidos nume solugfo de £cido clo-
ridrico 0,136ll, dentro do wisturador de ago, limpo, enterior,

gue continha a fase lipidica, enquanto girava.

Fase 3) Prars preparar a exulsfo dgue em dleo, selou-se
o homogeneizador e movimentou-se com a marcacgdo de "7", durante
3 minutos. |

Fase 4) Para preparar as esférulss de clorofdrmio, em
suspensfo ewm £gua, verteu-se degols, metade da emulsdo (enquanto
o remoIinho) dentro dos dois outros vasos homogeneizadores de
ago, limpos, cada um conterdo 200 wl de % % de dextrose em £gua
e 40 ¥ de lisina, base livre, ¢ depois, homogeneizou-se no

Onni-Mixer, durante 3 segundos com a marcagao "1,
?

Fase 5) Vertersm-se &s suspensdes de esférulas de clo-
rofdrmio de cada veso homogenelzacdor dentro'de um contentor de
ago rsctangular, de & x 12 de fundo, e derramou~se umé corrente
de azoto gssoso ou €€ ar a 14 1/sinuto, strevés do frasco, para
svaporar, lentamente, o clorofdrrio, durante 10 a 15 minutos.
Lepois, isnlaram-se os liposshmas por meio de centrifugagio a
600 x g, durante 5 minutos.

0 exemplo seguinte ilustra wdtodos de prepsragso de li-

poSsogies menores ou mwalores.



Exemplo 3

asscss

™

Pera preparar lipossimes menores 4o gue os dos hxemplos
1 e 2, sumentou-se a forga mecfnica ou & duragBo do tempo de agi
tac¢B0 ou da homogeneizagdo na Fase 4 dos Exewplos 1 ou 2. Pera
preparar lipossoses maiores, diminuiu~se a forga mecdnica ou a

N ~

uragiio do tempo de agitacgfo ou da homogeneizaglo ne Fase 4 dos

u

ixemplos 1 ou 2.

0 exemplo 4 seguints ilustra métodos representativos ce

il

reparacdo de liposomas de vdries composigdes lipidicas e incor

o

[©)

-

orendo vdrios materisis dentrn dos liposomas.

e

Bxemplo 4

Na Fase 1) dos LExemplos 1 ou £, podem utilizar-se ou-
tros 1ipidos anfipfticos, tais como fosfatidil colines (FC), cer
diolipina (CL), dimiristofl fosfatidilglicerol (DhFG), fosfatidil
etsnolsminas (FE), fafatidil serinas (FS) e dcido dimiristofl
fosfeticico (ADNF), em vdrias combinagOes com resultados seie-
lhantes. Por exemplo, FC/C/AL/TO na propor-
cdo molar %,5/M,5/1/1; DOPC/C/FS/I0 na proporgdo molar
4,5M,5/1/1; FC/C/DPPG/IC ne proporgdo molar: 5/4/1/1; FC/C/PG/IC
na proporgdo molar 5/4/1/1; FE/0/CL/LO na proporgdo molar:
4,5M,5/1/1; FC/C/DNPA/TO ne proporgdo molar: 4,5/M4,5/1/1 s¥o
combinagﬁes que se podem utilizar. Fara incorporar outros mate-

riais sctivos biogendticos, simplesmente substituiu-se a citosi-

N

ne arsbinosido por um material desejado ou uma combinagZo de ma-

teriais do Guadro 1, na rFase « do Exemplo 1 ou 2. Todas estas
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fornecem lipossonss multivesiculeres que s2o eficazes nos seres
humanos e proporcionam exposigdo prolongada & subst8ncia activa,
sob o ponto de vista bioldgico, e concentragdes terapduticas

Assim, a presente proporciona preparagdes "depot" de
vastas aplicagdes e utilizagBes, nas queis as substéncias acti-
vas, sob o ponto de viste bioldgico, est@o encapsuladas em guan-
tidedes relativemente grandes e proporciona exposigZo prolongals,
em concentragdes terapgutices a estas substfncias com dptimos rg
sultedos o que svite "picod altos de dosagem que podiam ser td-
xicos,

L presente invengfo, por conseguints, estd bem ajustada
e adaptace pera atingir as finslidades e objectivos e possul as
vantegens e caracteristicas méncionadas, assim como outras ine-
rertes.

Aindé gque tenham sico dados aspectos preferidos, presen-
temente, de ests invengZo para o objectivo da descoberta, podem
efectuar-se alteragbes que estejam dentro dn espirito de presen-

te invengdo, definidas pelo propdsito das reivindicaglBes anexas.,

Rei-



Reivindicag¢goes
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1.- pProcesso para a preparagao de composicoes farmacéuticas

de acgdo prolongada, para administracdo sob a forma de depdsito uti-

lizando diversas vias de administragao como, por exemplo, intra-
peritoneal, endovenosa, subcutanea, oral, intralinfatica, etc.,

contendo substancias activas sob o ponto de vista bioldgico enca-
psuladas na presenc¢a de um cloridrato € eventualmente de um agen-

te neutralizante em liposomas ou vesiculas microscOopicas de um

1ipido que incluem miltiplos compartimentos aquosos nao concén-

tricas, caracterizado pelo facto:

a) de se dissolver em um Ou mais dissolvente(s) orgdnicds)um com-

posto lipidico que contém, relativamente a esses dissolventes,

pelo menos um 'lipido neutro" isto & um dleo ou gordura que nao €



capaz de formar Membrana e pelo menos um "lipido anfipatico"
isto & um 1{pido cujas moléculas comportam um grupo hidrofilico
("cabega") e um grupo hidrdofobo ("cauda") com pelo menos uma carga

eléctrica negativa;

b) de se adicionar ao composto lipidico citado antes uma solugao
aquosa de um primeiro principio activo nao miscivel contendo um

cloridrato e uma ou mais substancias que se pretendam encapsular;

c) de se formar uma emulsdao agua em O0leo a partir dos dois com-
postos nao misciveis citados antes;
d) de se transferir a emulsao &gua em Oleo citada antes para o

seio de uma solugdo aquosa de um segundo composto nao miscivel;

e) de se dispersar a emulsdo agua em Oleo citada antes para se
obter esférulas de dissolvente contendo no seu interior miltiplas
goticulas da solugao aquosa de um primeiro composto adicionado na
faée (b) e

f) de se separar os dissolventes organicos das esférulas por eva-

poragao para se obter os liposomas multivesiculares.

2.- Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar como composto lipidico um fosfolipido

ou uma mistura de fosfol{pidos.

3.- Processo de acordo com a reivindicagéo 2, caracteri-

zado pelo facto de se utilizar como composto lipidico um fosfolipi-

do escolhido entre fosfatidilcolina, cardiolipina, fosfatidiletanol



amina, esfingomielina, lisofosfatidilcolina, fosfatidilserina,

fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol ou dcido fosfatidico.

4.- Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracteri-

zado pelo facto de se utilizar pelo menos um fosfol{pido com pelo

menos uma carga eléctrica negativa.

5.- Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracteri-

zado pelo facto de se utilizar um fosfolipido misturado com coles-

terol.

6.- Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracte-

rizado pelo facto de se utilizar um foéfolipido misturado com

estearilamina.

7.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-

zado pelo facto de se utilizar uma substancia lipofilica activa

sob o ponto de vista bioldgico misturada com um composto lipidico.

8.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-

zado pelo facto de se utilizar como "1ipido neutro" um lipido es-
colhido entre trioleina, trioctanoina, azeite, banha, gordura de

carne, tocoferol ou misturas destes produtos.

9.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracte-
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rizado pelo facto de se utilizar um dissolvente organico escolhido
entre o éter etilico, o éter isopropilico, o clorofdormio, o tetra-

hidrofurano, éteres, hidrocarbonetos, hidrocarbonetos halogenados,

8teres halogenados, ésteres ou misturas destes compostos.

11.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracte-
rizado pelo facto de se utilizar um cloridratoc escolhido entre

o 3cido cloridrico, o cloridrato de lisina, o cloridrato de his-

tidina ou misturas destes produtos.

12.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-

zado pelo facto de se preparar a emulsao dos dois compostos citados

antes mediante a utilizagdo de métodos escolhidos entre agitagao

mecénica, agitacdo ultrasdnica ou atomizagao.

13.- Processo de acordo com a reivindicagio 12, caracteri
zado pelo facto de se prepararem liposomas cujo didmetro médio e
niimero de compartimentos aguosos no seu interior depende do tipo,

intensidade e duracdo do método de preparagao escolhido.

14.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracte-
rizado pelo facto de se utilizar um cloridrato acido e uma solugao
aquosa de um segundo composto que contém pelo menos um agente neu-

tralizante.



15.- Processo de acordo com a reivindicagao 14, caracteri
zado pelo facto de se utilizar como agente neutralizante a lisina

ou a histidina sob a forma de bases livres ou as suas misturas.

16.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-

zado pelo facto de se utilizar um segundo composto que em solugao

aquosa apresenta diminuta concentragao idnica.

17.- Processo de acordo com a reivindicagao 16, caracte-
rizado pelo facto de se utilizar como segundo composto solutos

de hidratos de carbono e aminoacidos em solugao aguosa.

18.- Processo de acordo com a reivindicagao 16, caracte-
rizado pelo facto de se utilizar como segundo composto solutos
de glucose, sacarose, lactose, lisina sob a forma de base livre,
histidina sob a forma de base livre ou as suas misturas em solu-

¢ao agquosa.

19.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracte-
rizado pelo facto de se preparar esférulas de dissolvente mediante
a utilizacd3o de métodos escolhidos entre agitacao mecanica, agi-

tacdo ultrasdnica, atomizagao ou as suas associagoes.

20.- Processo de acordo com a reivindicagao 19, caracte-

rizado pelo facto de se prepararem liposomas cujo didmetro médio

—23=-



depende do tipo, intensidade e duracao da energia utilizada.

21.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracte-

rizado pelo facto de se eliminar o dissolvente por evaporagao

mediante passagem de uma corrente gasosa através da solugao aquosa

do segundo composto.

22.- DProcesso de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo facto de se encapsular substancias activas sob o ponto
de vista bioldgico escolhidas entre as substancias apresentadas

no seguinte Quadro:

QUADRO 1

Antiasmaticos Antiarritmicos Tranquilizantes
metaproterenol propanolol clorpromazina
aminofilina atenolol | benzodiazepina
teofilina verapamil butirofenonas
terbutalina captopril hidroxizinas
tegretol isosorbide meprobamato
efedrina fenotiazinas
isoproterenol reserpina
adrenalina tioxantinas

norepinefrina



Glicosidos cardiotonicos

digitalina
digitoxina

lanatosido C

digoxina

Hipotensores

apresolina

atenolol

Antiparasiticos

praziquantel
metronidazol

pentamidina

! =

Hormonas Esteroides
antidiuretica prednisona
corticosterdides triancinolona
testosterona hidrocortisona
estrogénio dexametazona
tiroide betametosona
do crescimento prednisolona
ACTH
progesterona
gonadot ropina
mineralocorticoide
LH
LHRH
FSH
calcitonina
Antidiabéticos Antiistaminicos
diabinese piribenzamina
insulina clorfeniramina

difenidramina
Anticancerigenos sedativos e analgé-

sicos

azatioprina morfina
bleomicina dilaudide
ciclofosfamida codeina

adriamicina outros compostos



Antibidticos

penicilina
tetraciclina
eritromicina

cefalotina

imipenem
cefofaxime
carbenicilina

vancomicina

gentamicina
tobramicina
piperacilina

moxalactam

amoxicilina

ampicilina

daunorubicina
vincristina
metotrexato
6-TG

6-MP
vinblastina
VP-16

VM-26
cisplatina

FU

Imunoterapicos

interferon
interleucinz2
antibodies monoclonais

gamaglobulina

Antifﬁngicos

anfotericina B

miconazol

muramil-dipeptide

clotrimazol

Antiipotensores

dopamine

dextroanfetamina

quimicos similares &

codeina
demerol
oximorfona

fenobarbital

barbituratos

Vacinas

influenza

virus sinsicial respira-

torio

vacina contra o hemofilus

influenza

Compostos com acgao

antiviral

aciclovir e derivados

Winthrop-51711

ribavirina

rimantadina/amantadina

azidotimidina e derivados

adenina-arabinosido

inibidores da protease
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cefazolina , do tipo da amidina
cefadroxil outros blogueadores dos
cefoxitine receptores da superficie
outros aminoglicosidos celular

Lcidos nucleicos e ana-

Proteinas e glicoproteinas

logos
linfocinas DNA
interleucinas - 1,2,3,4,5 e 6 RNA
citocinas metilfosfonatos e simi-
GM-CSF lares
M -CSF
G -CSF

factor de necrosetumoral

inibina

factor de crescimento tumoral
substincia dos inibidores mullerianos
factor de crescimento do nervo

factor de crescimento do fibroblasto

factor de crescimento derivado das plaquetas
factores de coagulagao (e.g. VIII, IX, VII)
activadordo plasminogénio tecidular
antigénio da histocompatibilidade

oncogénicos

proteina basica da mielina

selagénio



fibronectina
laminina

outras proteinas preparadas por engenharia genética,

Lisboa, 23 de Fevereiro de 1988
O Agente Oficial ¢a Proprisdade Industnial

_—
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RESUMO

"processo para a preparagao de composicoes farmacéuticas
contendo principios activos encapsulados na presenga de

um cloridrato em liposomas multivesiculares®

Descreve-se um processo para a preparacao de composigoes
farmacéuticas para administrag@o através de diversas vias, que
consiste em dissolver um composto lipidico em dissolventes organi-
cos volateis, em adicionar 3 solugdo resultante uma outra solugao

aquosa de um composto nio miscivel contendo um cloridrato e uma ou

mais substancias activas sob o ponto de vista bioldgico que se
pretende (m) encapsular mediante a preparagio de uma emulsao de

dgua em dleo utilizando os dois compostos citados antes, em intro-

duzir a emulsao resultante no seio de uma solugao aquosa de um
sequndo composto, em dispersar a emulsao citada antes em pequenas
esférulas de dissolvente gue contém pequenos compartimentos aguo-

sos ainda mais pequenos e em evaporar depois os dissolventes para

se obter uma suspensao aquosa de liposomas multivesiculares con-
tendo substancias activas sob o ponto de vista bioldgico.
Os liposomas multivesiculares preparados de acordo com a

presente invengao, que contém substancias activas sob o ponto de

vista bioldgico, exibem diadmetros uniformes, dimensao média
ajustavel, nimero e dimensao de compartimentos internos também

ajustavel, elevada capacidade de encapsulacdo e velocidade de



cedéncia das substancias activas citadas antes mais lenta do gque

a das composigoes preparadas por técnicas convencionais.

Lisboa, 23 de Fevereiro de 1988

O Aqsrte Ohcai ¢z Proprisdace inaustrial
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