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RESUMO

"FORMULAGOES DE INSULINA NANOPARTICULADA"

Sao descritas composig¢des de insulina nanopar-
ticulada tendo um tamanho de particula médio inferior a b5
micrones. As composigdes exibem retengdo da bicactividade
de insulina e maior consisténcia da biodisponibilidade em
comparac¢do com anteriores composicdes de insulina de
tamanho macro. Também sdoc descritos métodos de fabricar
composigdes de insulina nanoparticulada, formas de dosea-
mento que as contenham e o uso de formulagdes desse tipo na

terapia de insulina.
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DESCRICAO

"FORMULAQéES DE INSULINA NANOPARTICULADA"

Dominio da Invencgao

A presente invengdo visa composic¢des nanoparti-
culadas compreendendo insulina, tendo pelo mencs um estabi-
lizador de superficie adsorvido a superficie das particulas

de insulina.

Antecedentes da Invencao

A, Antecedentes Relativos a Composigbes Nano-

particuladas

As composicdes nanoparticuladas, descritas em
primeiro lugar na Patente U.S. No. 5.145.684 ("a patente
'684"), sdao particulas consistindo num agente activo pouco
soluvel tendo adsorvido a sua superficie um estabilizador
de superficie que nao seja de ligagao cruzada. A patente
'684 também descreve métodos de fabricar essas composicdes
nanoparticuladas. As composigdes nanoparticuladas sao
desejdveis porque, com a diminuicdo do tamanho de particula
e o0 consequente aumento da &rea superficial, uma composicao
¢ rapidamente dissolvida e absorvida a seguir a admi-
nistracdo. A patente '684 ndo explica nem sugere compo-

sicgdes nanoparticuladas compreendendo péptidos ou insulina.
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Métodos de fabricar composig¢des nanoparticuladas
estao descritos, por exemplo, nas Patentes U.S. No.
5.518.187 e 5.862.999, ambas para "Método de Triturar
Substéncias Farmacéuticas"; a Patente U.S. No, 5.718.388,
para "Método Continuco de Triturar Substéncias Farma-
céuticas"; e a Patente U.S. No. 5.510.118 para "Processo de

Preparar Composi¢des Terapéuticas Contendo Nanoparticulas".

Composig¢des nanoparticuladas estdo também descri-
tas, por exemplo, na Patente U.S3S. No. 5.298.262 para "Uso
de Modificadores de Ponto de Nuvem Idénica para Evitar a
Agregagdo de Particulas Durante a Esterilizacgdo"; 5.302.401
para "Método de Reduzir o Aumento do Tamanho de Particulas
Durante a Liofilizacao"™; 5.318.767 para "Composi¢bes para
Contraste aos Raios X Uteis em Imagiologia Medicinal";
5.326.552 para "Nova Formulagdo para Agentes Nanoparti-
culados para o Contraste de Colheitas de Sangue aos Raios X
Usando Surfactantes Nao Idénicos de Elevado Peso Molecular";
5.328.404 para "Método de Imagioclogia por Raios X Usando
Propanodioatos Aromaticos Iodados"; 5.336.507 para "Uso de
Fosfolipidos Carregados para Reduzir a Agregacao de
Nanoparticulas"; 5.340.564 para "Formulagdes Compreendendo
Olina 10-G para Evitar a Agregacgdo de Particulas e Aumentar
a Estabilidade"; 5.346.702 para "Uso de Modificadores de
Ponto de Nuvem nao Idnicos para Minimizar a Agregagao
Nanoparticulada Durante a Esterilizacgao"; 5.349.957 para
"Preparagao e Propriedades Magnéticas de Particulas de

Dextrano Magnético Muito Pequenas"; 5.352.459 para "Uso de
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Modificadores de Superficie Purificados para Evitar a
Agregacgao Particulada Durante a Esterilizacao"; 5.399.363 e
5.494.683, ambas para "Nanoparticulas Anti-cancerigenas
Modificadas a Superficie"; 5.401.492 para "Particulas de
Manganés Nao Magnéticas Insoluveis em Agua como Agentes
Potenciadores de Ressonancia Magnética"; 5.429.824 para
"Uso de Tiloxapol como um Estabilizador Nanoparticulada”;
5.447.710 para "Método para Fabricar Agentes Nano-
particulados para o Contraste aos Raios X de Colheitas de
Sangue Usando Surfactantes Nao Idénicos de Elevado Peso
Molecular"; 5.451.393 para "Composicdes para o Contraste
aos Raios X Uteis em Imagiologia Medicinal"; 5.466.440 para
"Formulagdes de Agentes de Contraste para Diagnéstico
Gastrintestinal Oral em Combinac¢doc com Argilas Farmaceu-
ticamente Aceitdveis"; 5.470.583 para "Método de Preparar
ComposigBes Nanoparticuladas Contendo Fosfolipidos Carrega-
dos para Reduzir a Agregacao"; 5.472.653 para "Anidridos
Carbdmicos Mistos Nanoparticuladas de Diagndstico como
Agentes de Contraste aos Raios X para Imagiologia de
Colheitas de Sangue e Sistema Linfdtico"; 5.500.204, para
"Dimeros WNanoparticulados de Diagnostico como Agentes de
Contraste aos Ralos X para Imagioclogia de Colheitas de
Sangue e Sistema Linfdtico"; 5.518.738 para "Formulagdes
Nanoparticuladas NSAID"; 5.521.218 para "Derivados Nano-
particulados de Iododipamida para Uso como Agentes de
Contraste acs Raios X"; 5.525.328 para "Agentes Nanopar-
ticulados de Contraste aos Raios X no Diagnéstico de Ester
Diatrizoxi para Imagiclcgia de Colheitas de Sangue e

Sistema Linfatico"; 5.543.133 para "Processo de Preparar



PE1429731 -4 -

Composig¢gbes para Contraste aos Raios X Contendo Nanoparti-
culas"; 5.552.160 para "Nanoparticulas NSAID Modificadas a
Superficie"; 5.560.931 para "Formulagdes de Compostos como
Dispersdes Nanoparticuladas em Oleos ou Acidos Gordos Dige-
riveis"; 5.565.188 para "Copolimeros em Bloco de Poli-
algquileno como Modificadcres de Superficie para Nanopar-
ticulas": 5.571.536 para "Formulagdes de Compostos como
Dispersdes Nanoparticuladas em Oleos ou Acidos Gordos
Digeriveis"; 5.573.749 para "Anidridos Carboxilicos Mistos
Nanoparticulados de Diagndstico como Agentes de Contraste
aos Raios X para Imagiologia de Colheitas de Sangue e
Sistema Linfdtico"; 5.573.750 para "Agentes de Contraste
aos Raios X no Diagndstico por Imagiologia"; 5.573.783 para
"Matrizes de Pelicula Nanoparticulada Redispersivel com
Revestimentos Protectores"; 5.580.579 para "Adesdo a um
Ponto Especifico no Tracto GI Usando Nanoparticulas Esta-
bilizadas por Polimeros Lineares de Poli(Oxido de Etileno)
de Elevado Peso Molecular"; 5.585.108 para "Formulac¢des de
Agentes Terapéuticos Gastrintestinais Orais em Combinagdo
com Argilas Farmaceuticamente Aceitdveis"; 5.587.143 para
"Surfactantes de Copolimeros em Bloco de Oxido de Butileno-
Oxido de Etileno) como Revestimentos Estabilizadores para
Composic¢des Nanoparticuladas"; 5.591.456 para "Naproxeno
Moido com Hidroxipropilcelulose como Estabilizador de
Dispersdo"; 5.593.657 para "Novas Formulagbes de Sal de
Bario Estabilizadas por Estabilizadores ndo idnicos e
Anidnicos"; 5.622.938 para "Surfactante a Base de AguUcar
para Nanocristais™; 5.628.981 para "Formulacdes Melhoradas

de Agentes de Contraste aos Ralos X no Diagndstico Gas-
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trintestinal Oral e Agentes Terapéuticos Gastrintestinais";
5.643.552 para "Anidridos Carbdénicos Mistos Nanoparti-
culados de Diagndstico como Agentes de Contraste aos Raios
X para Imagiologia de Colheitas de Sangue e Sistema Lin-
fatico™; 5.718.388 para "Método Continuo de Triturar
Substancias Farmacéuticas"; 5.718.919 para "Nanoparticulas
Contendo o Enantidmero R(-) de Ibuprofeno"; 5.747.001 para
"Aerossdis  Contendo Dispers®es de Nanoparticulas de
Beclometasona”; 5.834.025 para "Reducao de Reacgbes Fisio-
légicas Adversas Induzidas por Formulag¢do Nanoparticulada
Administrada Intravenosamente"; 6.045.829 e WO 99/02665
"Formulagdes Nanocristalinas de Inibidores da Protease do
Virus de Imuno-deficiéncia Humana (HIV) Usando Estabiliza-
dores de Superficie Celuldsicos"; 6.068.858 para "Métodos
de Fabricar Formulac¢des Nanocristalinas de Inibidores da
Protease do Virus de Imunodeficiéncia Humana (HIV) Usando
Estabilizadores de Superficie Celuldsicos"; 6.153.225 para
"Formulagdes Injectdveis de Naproxeno Nanoparticulada";
6.165.506 para "Nova Forma de Toma So6lida de Naproxeno
Nanoparticulada"; 6.221.400 para "Métodos de Tratar
Mamiferos Usando Formulagbdes Nanocristalinas de Inibidores
da Protease do Virus de Imunodeficiéncia Humana (HIV)";
6.264.922 para "Aeross6is Nebulizados Contendo Dispersdes
de WNanoparticulas"; 6.267.989 para "Métodos de Evitar o
Crescimento de Cristais e a RAgregagdao de Particulas em
Composigbes de Nanoparticulas"; 6.270.806 para "Usc de
Lipidos Derivados de PEG como Estabilizadores de Superficie
em Composi¢des Nanoparticuladas"; 6.316.029 para "Forma

S6lida para Toma Oral de Rapida Desintegracdo"; 6.375.986
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para "Composigdes Nanoparticuladas de Dose Sélida Compre-
endendo uma Combinagdo Sinergistica de um Estabilizador de
Superficie Polimérico e Dioctil-Sulfo-succinato de sdédio";
6.428.814 para "ComposicbOes Nanoparticuladas Bioadesivas
Tendo  Estabilizadores de Superficie Catidénicos"; e
6.432.381 para "Métodos de Determinar o Alvo da Entrega do
Farmaco no Tracto Gastrintestinal Superior e/ou Inferior",
sendo que todas elas estdo especificamente incorporadas
como referéncia. Além destas, o Pedido de Patente U.S. No.
20020012675 Al, publicado a 31 de Janeiro de 2002, para
"Composigdes Nanoparticuladas de Libertac¢do Controlada"

descreve composi¢des nanoparticuladas.

Péptidos nanoparticulades e proteinas estdo
referenciados na Patente U.S. No. 6.375.986 para "Composi-
¢Bes Nanoparticuladas em Dose Sé6lida Compreendendo uma
Combinacdo Sinergistica de um Estabilizador de Superficie
Polimérico e Dioctil-Sulfossuccinato de Sédic", as Patentes
U.S. No. 6.428.814 e WO 01/26635 para "Composigdes Nano-
particuladas Bioadesivas Tendo Estabilizadores de Super-
ficie Catidnicos", o Pedido de Patente U.S. No. 20020012675
Al para "Composigdes Nanoparticuladas de Libertacgdo
Controlada", WC 00/51572 para "Uso de Lipidos Derivados de
PEG como Estabilizadores de Superficie para Composigdes de
Nanoparticulas", publicado a 8 de Setembro de 2000, e WO
00/53164 para "Métodos de Evitar o Crescimento de Cristais
e a Agregacao de Particulas em Composi¢gdes Nanoparti-
culadas", publicado a 14 de Setembro de 2000. Além disso, o

pedido WO 00/27363 divulga formulagdes nancoparticuladas
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para aerossol e métodos de fabricar essas formulagbes e ©
pedido EP 0.499.299 refere-se a nanoparticulas de farmaco
modificadas a superficie. Contudo, nenhuma destas
referéncias explica ou sugere que o péptido ou proteina

possa ser insulina.

Composigdes amorfas de pequenas particulas estdo
descritas, por exemplo, na Patente U.S. No. 4.783.484 para
"Composigao Particular e Seu Uso como Agente Antimicro-
biano"; 4.826.689 para "Método de Fabricar Particulas de
Tamanho Uniforme a partir de Compostos Orgénicos Insoluveis
em Agua"; 4.997.454 para "Método de Fabricar Particulas de
Tamanho Uniforme a partir de Compostos Insollveis";
5.741.522 wpara "Particulas Porosas Ultra-pequenas, Nao
agregadas, de Tamanho Uniforme, para Reterem Bolhas de GAas
no Seu Interior e Métodos"; e 5.776.496 para "Particulas
Porosas Ultra-pequenas para Potenciarem a Dispersdao
Posterior por Ultra-sons". Nenhuma destas referéncias diz

respeito a uma composig¢doc de insulina nanoparticulada.

A entrega de péptidos e de proteinas tem, desde
hd muito, sido um problema devido a elevada toxicidade,
fraca Dbiodisponibilidade e degradagaoc do péptido ou
proteina quando formulados para administracgdc ocu aplicagdo.
Tém sido desenvolvidas muitas maneiras de formular
composigbes de péptidos e de proteinas. Por exemplo, a
Patente U.S. No. 5.889.110 divulga microparticulas compre-
endendo um sal formado a partir de um catido derivado de um

péptido contendo um ou mais grupos bdsicos e um anido
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derivado de um poliéster terminado por carboxi. A compo-
sigcac ¢é preparada a partir de um equivalente estequio-
métrico dos grupos terminais do dcido carboxilico de poli-
éster relativos aos grupos de péptido basicos, susceptiveis

de serem obtidos por um processo complicado e caro.

Un tal processo compreende: (1) dissolver o
péptido bdsico e o poliéster terminado por carboxi num
primeiro solvente em gque tanto o péptido como o poliéster
sdo soluveis para formarem uma primeira solugdo; (ii)
congelar a primeira solugdo a alta velocidade para formar
uma mistura congelada; (iii) liofilizar a mistura congelada
para remover o primeiro solvente para formar um produto
liofilizado; (iv) dispersar o produto liofilizado num
segundo solvente cue é um solvente para o poliéster e um
nac solvente para o péptido para formar uma segunda solugdo
contendo o sal de péptido/poliéster: e (v) remover o
segundo solvente da segunda solugdo por secagem  por
vaporizagdo, congelamento por vaporizagdo, evaporacgao ou
co-acervacao da separagdo de fases para formar um produto

s6lido microparticular.

A Patente U.S. No. 5.354.562 divulga um processo
para preparar medicamentos de polipéptido micronizado numa
forma de pd adequada a administragdo por aerossol ou para
uso em suspensdes injectdveis por meio de liofilizacgéo
seguida de moagem a Jjacto. A Patente U.S. No. 6.051.694
divulga um método de redugdaoc de tamanho de proteinas

compreendendo colocar a proteina sdélida em contacto com um
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fluido c¢ritico no qual a proteina ¢é essencialmente inso-
luvel, seguida por despressurizacgao da proteina e mistura

fluida critica.

Nenhum dos métodos da técnica anterior produz
composi¢bes de insulina nanoparticulada. Com efeito,
tentativas para moer péptidos tais como insulina resultaram
numa alteracao da conformagao dos péptidos. Por exemplo,
Leung et al., J. Pharm. Sci., 87: 501-7 (1998), divulgam a
transformagdo da estrutura cristalina de hemi-hidrato de
aspartame num polimorfo diferente pela moagem do péptido
por esferas. Isto ndo é surpreendente, visto os péptidos e
as proteinas poderem ser ldbeis a condig¢des de moagem, por

exemplo, corte, pressdo e temperatura.

Continuam a ser necessdrias na técnica formula-
¢Bes de insulina nanoparticulada que facilitem a entrega de
insulina em doses elevadas com actividade consistente e
eficaz e outras vantagens em comparagaoc com Jgualsquer
preparacdes convencionais actualmente disponiveis. De
acordo com a presente invencdo, ¢ fornecida essa preparacao

de insulina.

Sumario da Invencgao

A presente inveng¢do visa a descoberta surpreen-
dente e 1nesperada de se poderem fabricar composicgdes
nanoparticuladas estdveis de insulina. As composigdes

nanoparticuladas, que compreendem insulina e pelo menos um
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estabilizador de superficie adsorvido & sua superficie, sao
vantajosas em comparagao com preparagbes de insulina da
técnica anterior pelo facto de possuirem tanto um réapido

inicio de actividade como uma actividade prolongada.

A invengdo visa ainda métodos de fabricar compo-
sicbes de insulina nanoparticulada e formas de doseamento
farmacéutico que as contenham. O método de preparar as
composigdes de insulina compreende colocar a insulina, por
exemplo a insulina bovina insoluvel ou a insulina recom-
binante, em contacto com pelo menos um estabilizador de
superficie durante um tempo e sob condig¢des suficientes
para produzir uma composigdo nanoparticulada estavel. O
tamanho de particula da insulina é reduzido por moagem ou
homogeneizagdo. O(s) estabilizador(es) de superficie po-
de(m) ser colocado(s) em contacto com a 1insulina quer

antes, durante ou depois da sua reducac de tamanho.
A presente invenc¢ao refere-se ainda a preparagdes
a serem usadas no tratamento de condigdes que exijam a

terapia de insulina.

Breve Descrig¢do das Figuras

FIG 1: Sao imagens microscépicas de varrimento
electrénico, a um aumento de 5000, de particulas de
insulina antes e depois da moagem de acordc com o método da

presente invengao;
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FIG. 2: Mostra os resultados de um gel de
redugao SDS PAGE do sobrenadante e do pelete de uma amostra
de insulina nanoparticulada em duas concentragdes para

determinar se a moagem provocou uma perda de insulina;

FIG. 3: Mostra os resultados de um gel de
redugao SDS PAGE do pelete de uma amostra de insulina
nanoparticulada em duas concentra¢des para determinar se a

moagem provocou uma perda de insulina;

FIG. 4: Mostra os pardmetros farmacocinéticos
da insulina resultantes da injec¢do de amostras de insulina
nanoparticulada pelas vias intramuscular, subcutlnea e
intraperitoneal em comparacao com uma solugac de insulina

de controlo;

FIG. 5: E um grafico de barras ilustrando o AUC
(uU/ml.h) de insulina a partir da injeccdo de amostras de
insulina nanoparticulada através das vias subcuténea,
intramuscular e 1intraperitoneal em comparagaoc com uma

solugdo de insulina de controlo;

FIG. 6: E um grdfico que mostra a concentraco
de insulina no sangue durante o tempc a seguir & injecgao
de amostras de insulina nanoparticulada através das vias
subcuténea, intramuscular e intraperitoneal em comparagao

com uma solugdo de insulina de referéncia;

FIG. 7: E um grdafico mostrando a concentracao
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de glicose no sangue durante o tempo a seguir a injeccao de
amostras de insulina nanoparticulada através das vias
subcutéanea, intramuscular e intraperitoneal em comparacao

com uma solucdo de insulina de referéncia; e

FIG. 8: E um grafico mostrando a alteracdo da
concentracao de glicose no sangue durante o tempo a seguir
4 injec¢do de amostras de insulina nanoparticulada através
das vias subcutédnea, intramuscular e intraperitoneal em

comparag¢do com uma solugdo de insulina de referéncia.

Descri¢do Pormenorizada da Invengao

A presente invengdo visa composic¢des de insulina
nanoparticulada e métodos para a sua preparagdo e uso em
terapia de insulina. Antes da presente inven¢do sabia-se
que os medicamentos cristalinos podiam ser formulados em
composigBes nanoparticuladas pelo métcdo explicado na
patente '684. Contudo, tal como atrds referimos, nidc eram
contempladas as formulagdes de insulina nanoparticulada, em
parte devido a dificuldade em reter a estrutura confor-
macional da insulina quando moida até wum tamanho de
particula na regido dos nandmetros. Isto € significativo,
porgque uma alterag¢do na conformag¢do da insulina pode estar

correlacionada com uma perda de actividade.

A insulina nanoparticulada, preparada de acordo
com a presente invencgdo, compreende pelo menos um estabi-

lizador de superficie que estd adsorvido nas particulas de
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insulina. O estabilizador de superficie actua como uma
barreira estérica para outras particulas de insulina
evitando assim a aglomeracdo e o crescimento do tamanho de
particula. Isto resulta numa composigdo nanoparticulada
estdvel, na qual o tamanho de particula da composigdo néao
aumenta significativamente com o tempo por meio de solu-
bilizagcdao e recristalizacdao ou aglomeracdo. As moléculas
individualmente adsorvidas do estabilizador de superficie
estao essencialmente isentas de ligacgdes cruzadas

intermoleculares.

A insulina ¢ wuma hormona da proteina 5,8 kD
importante na regulacdo do metabolismo de combustivel. A
secrecdo de insulina pelas células [ do péncreas ¢
estimulada pela glicose e pelo sistema nervoso parassim-
patico. A insulina promove a desfosforilacdo de enzimas
interconvertiveis chave. Uma consequéncia ¢ estimular a
sintese do glicogénio tanto nos musculos como no figado e
suprimir a gliconeogénese pelo figado. A insulina também
acelera a glicdlise no figado que, por sua vez, aumenta a
sintese dos dcidos gordos. A entrada de glicose no musculo
e nas células adiposas ¢é promovida pela insulina. A
abundancia de &cidos gordos e de glicose no tecido adiposo
resulta na sintese e armazenamento de triacilglicerdis. A
accdo da insulina também abrange o metabolismo dos amino-
dcidos e das proteinas. A insulina promove a absorcgdo de
amincdcidos de cadeia ramificada pelos musculos, o que
favorece o desenvolvimento de uma proteina muscular. Enm
suma, a insulina tem um efeito de estimulacgcao geral sobre a

sintese das proteinas.
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Existem trés composicdes diferentes de insulina:
sollveis, insolUveis e uma mistura das mesmas. A diferencga
entre estas composigdes esta na observada biodisponi-
bilidade a condig¢fes fisioldgicas. A insulina insoluvel e
uma mistura de insulina soluvel e insoluvel tém um inicio
de actividade lento, de cerca de 2 horas, mas uma duragao
prolongada que vai até cerca de 24 e 13-14 horas, respec-
tivamente. A insulina solGvel tem um inicio de actividade
mais rdpido, cerca de 30 minutos, mas com uma actividade
que dura apenas cerca de seis horas. A insulina de nano-
particulas da presente invencdo ¢ superior &s composigdes
de insulina da técnica anterior peloc facto de exibir um
rdpido inicio de actividade, como o que é encontrado com a
insulina soluvel, e exibir uma actividade de duragéao
prolongada, tal como a que € encontrada em misturas de

insulina insoltivel e soluvel-insoluvel.

A composig¢do de insulina pode ser formulada para
administragdo via, por exemplo, administrag¢dc oral, pulmo-

nar, nasal, parentérica, rectal, local, bucal ou tépica.

As particulas de insulina podem estar na forma de
particulas cristalinas, particulas semi-cristalinas, parti-
culas semi-amorfas, particulas amorfas, ou uma mistura das

mesmas.

A concentragao de insulina nas composigdes da

invencao podem variar desde cerca de 99,5% até cerca de
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0,001%, desde cerca de 95% até cerca de 0,1%, ou desde
cerca de 90% até cerca de 0,5%, em peso, baseado no peso
seco combinado total da insulina e pelo menos um estabi-

lizador de superficie, nao incluindo outros excipientes.

A, Estabilizadores de Superficie Uteis

Estabilizadores de superficie apropriados utili-
zados na preparagdo da insulina de nanoparticulas em
assunto sdo preferivelmente seleccionados a partir de exci-
pientes farmacéuticos organicos e inorganicos conhecidos.
Podem ser usados dois ou mais estabilizadores de superficie
em combinagdo. Os estabilizadores de superficie protegem a
insulina da degradacdo e da potencial clivagem da protease
além de evitarem a aglomeragdo e o crescimento do tamanho

de particula como atras descrevemos.

Esses excipientes farmacéuticos orgédnicos e
inorganicos incluem vAarios polimeros, oligomeros de baixo
peso molecular, produtos naturais e surfactantes. Estabi-
lizadores de superficie preferidos incluem surfactantes nao
iénicos e 1dénicos (por exemplo, surfactantes catiodnicos e
anidénicos). Exemplos representativos de estabilizadores de
superficie incluem cloreto de cetilpiridinio, gelatina,
lecitina (fosfatideos), dextrano, glicerol, colesterol,
tragacanto, 4acido estearico, o0s seus sais e o0s seus
ésteres, cera emulsionante de cetomacrogol, ésteres de
sorbitano, alquiléteres de polioxietileno, derivados de

6leo de ricino de polioxietileno, ésteres de dcido gordo de
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polioxietileno-sorbitano, por exemplo, o0s Tweens® dispo-
niveis no comércio, tais como TIween B80® (ICI Specialty
Chemicals); polietilenc-glicdis, por exemplo, Carbowaxs
3350 e 1450®, e Carbopol 934® (Union Carbide), Brometo de
dodeciltrimetilaménio, estearatos de polioxietileno, did-
xido de silicio coloidal, dodecilsulfato de sdédio, carboxi-
metilcelulose cdlcica, hidroxipropilceluloses (por exemplo,
HPC, HPC-SL e HPC-L), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
carboximetilcelulose sdédica, metilcelulose, hidroxietil-
celulose, ftalato de hidroxipropilmetilcelulose, celulose
ndo cristalina, alumino-silicato de magnésio, trietanol-
amina, 4lcool polivinilico (PVA), polivinil-pirrolidona
(pVP), polimero de 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenocl com
Oxido de etileno e formaldeido (também conhecido como
tiloxapol),poloxédmeros, por exemplo, Pluronics F68® e F108®
que sdo copolimeros em bloco do ¢xido de etileno e é6xido de
propileno; poloxaminas, por exemplo, Tetronic 908®, também
conhecido comoc Poloxamina 908®, que é um copolimero em
bloco tetrafuncional derivado da adigdo sequencial de o6xido
de propileno e ¢xido de etileno a etilenodiamina (Basft
Coporation, Parsippany, N.J.)); um fosfolipido carregado
tal como glicerol de dimiristoil-fosfatidilo, dioctilsul-
fossuccinato (DOSS); Tetronic 1508® (T-1508) (BASF Cor-
poration), dialquilésteres do acido sulfossuccinico sdédico
(por exemplo, Aeroscl OT®, que ¢ um éster de dioctilo do
acido sulfossuccinico sdédico (American Cyanamid)); lauril-
sulfato de sdédio (SLS), tal como Duponol p® (DuPont);
Tritons X-200®, gque ¢é um algquil-aril-pocliéter-sulfonato

(Rohm e Haas); Crodestas F-110®, gque ¢é uma mistura de
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estearato de sacarose e distearato de sacarose (Croda
Inc.); p-isononilfenoxipeoli-(glicidol), também conhecido
como Olin-I0G® ou Surfactante 10-G® (0lin Chemicals,
Stamford, CT); Crodestas SL-40® (Croda, Inc.); poli(brometo
de 2-metacriloxietiltrimetilaménio) (S1001); poli(metacri-
lato de N-vinilpirrolidona/2-dimetilaminocetil)-di-metil-
sulfato quaternadrio (S1002); poli(cloreto de 2-metilacri-
loxiamidopropiltrimetilaménio) (S1004); &cido desoxicdlico
de sdédio; vitamina E derivada com polietileno-glicol (PEG),
um fosfolipido derivado com PEG, colesterol derivado com
PEG, um derivado de colesterol derivado com PEG, vitamina A
derivada com PEG, cloreto de benzalcdnio (BKC), centrimida
(um composto de aménio quaternadrio), Span® 20 (sorbitano
monolaurato), Plasdone® S$630, (um copolimero aleatdério de
polivinilpirrolidona (PVP) e acetato de vinilo numa propor-
cdo de 60:40), brometo de hexildeciltrimetilaménioc (HDMAB),
copolimeros tribloco da estrutura -(-PEO)-(-PBO-)--(-PEO-)-
(conhecidos como B20-5000), poli(brometo de 2-metacriloxi-
etiltrimetilaménio) (S1001), poli(metacrilato de N-vinil-
pirrolidona/2-dimetilaminoetil) di-metilsulfato quaterndrio
(S1002), poli(cloreto de 2-metilacriloxiamidopropiltrime-
tilaménio) (S1004), copolimeros aleatdérios de PVP e acetato

de vinilo, lisozima e afins.

Exemplos de estabilizadores de superficie catid-
nicos uUteis incluem, mas nao se limitam a, polimeros,
bicpolimeros, polissacarideos, celuldsicos, alginatos, fos-
folipidos e compostos naoc poliméricos tais como estabi-

lizadores zwiteridnicos, poli-n-metilpiridinio, cloreto de
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piridinio de antriul, fosfolipidos catidnicos, quitosano,
polilisina, polivinilimidazole, polibreno, brometo de
trimetilaméniobrometo de polimetilmetacrilato (PMMIMABr),
brometo de hexildesiltrimetilaménio (HDMAB) e dimetil-
sulfato de metacrilato de polivinilpirrolidona-2-dimetil-

aminoetilo.

Outros estabilizadores catidnicos tuteis incluem,
mas ndo se limitam a, 1lipidos <catidnicos, sulfénio,
fosfénio e compostos de amdnio quaterndric tais como
cloreto de esteariltrimetilamdénio, brometo de benzil-di(2-
cloroetil)etilamébnio, cloreto ou brometo de trimetilamdnio
de coco, cloreto ou brometo de metil-di-hidroxietilaménio
de coco, cloreto de deciltrietilamdénio, cloreto ou brometo
de decildimetil-hidroxietilaménio, cloreto ou brometo de
Cigops—dimetil-hidroxietilaménio, cloreto ou brometo de coco-
dimetil-hidroxietilaménio, metil-sulfato de miristiltri-
metilaménio, cloreto ou brometc de lauril-dimetilbenzil-
aménio, cloreto ou brometo de lauril-dimetil(etenoxi).,—amod-
nic, cloreto de N-alquil(Cipig)di-metilbenzilaménio, clo-
reto de N-alquil(Cjiaig)dimetil-benzilaménio, mono-hidrato
de cloreto de N-tetradecildimetilbenzilaménio, cloreto de
dimetildidecilaménio, cloreto de N-alquil e (Ciyq4)dimetil-
l-naftilmetilamdénio, haleto de trimetilamdénio, sais de
algquiltrimetilaménio e sals de dialguildimetilaménio, clo-
reto de lauriltrimetilaménio, sal de alquilamidoalquildial-
guilaménio etoxilado e/ou um sal de trialquilaménio eto-
xilado, cloreto de dialquilbenzeno-dialquilaménio, cloreto

de N-didecildimetilaménio, mono-hidrato de cloreto de N-
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tetradecildimetilbenzilaménio, cloreto de N-alquil(Ciy-14)-
dimetil-l-naftilmetilaménioco e cloreto de dodecildimetil-
benzilaménio, cloretc de dialguilbenzenoalquilaménio, clo-
reto de lauriltrimetil-aménio, cloreto de alquilbenzilme-
tilaménio, brometo de alquilbenzildimetilaménio, brometos
de Cip, Cis, Cip-trimetilaménio, cloreto de dodecilbenziltri-
etilaménio, cloreto de poli-dialildimetilaménio (DADMAC),
cloretos de dimetil-aménio, halogenetos de alquildimetil-
aménio, cloreto de tricetilmetilaménio, brometo de decil-
trimetilaménio, brometo de dodeciltrietilaménioc, brometo de
tetradecil-trimetilaménio, cloreto de metiltrioctilamdnio
(ALQUAT 336™), POLYQUAT 10™, brometo de tetrabutilaménio,
brometo de benziltrimetilamdnio, ésteres de colina (tais
como ésteres de colina de Acidos gordos), cloreto de ben-
zalcénio, compostos de cloreto de estearalcdnio (tais como
cloreto de esteariltriménio e cloreto de Di-estearil-
diménio), brometo ou cloreto de cetilpiridinio, sais de
haleto de polioxietilalguilaminas quaternizadas, MIRAPOL™ e
ALKAQUAT™ (Alkaril Chemical Company), sais de alquilpi-
ridinio; aminas, tais como alguilaminas, dialguilaminas,
alcanolaminas, polietilenopoliaminas, acrilatos de N,N-
dialguilamincalquilo, e vinilpiridino, sais de amina, tais
como acetato de laurilamina, acetato de estearilamina, sal
de alguilpiridinio e sal de alquilimidazdlio, e o6xidos de
amina; sais de imida-azolinic; acrilamidas quaterndrias
protonadas; polimeros gquaterndrios metilados, tais como
polifcloreto de dialildimetilaménio] e poli-[cloreto de N-

metilvinil-piridinio]; e guar catidnico.
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Estes exemplos de estabilizadores de superficie
catidnicos e outros estabilizadores de superficie catid-
nicos estao descritos em J. Cross e E. Singer, Cationic
Surfactants: Analytical and Biological Evaluation (Marcel
Dekker, 1994); P. e D. Rubingh (Editor), Cationic
Surfactants: Physical Chemistry (Marcel Dekker, 1991); e J.
Richmond, Cationic Surfactants: Organic ChemistryI, (Marcel

Dekker, 1990)).

Estabilizadores primdrios ndo poliméricos parti-
cularmente preferidos sdo qualgquer composto nao polimérico,
tal como cloreto de benzalcénio, um composto de carbénio,
um composto de fosfénio, um composto de oxénio, um composto
de haldénio, um composto organometdlico catidnico, um
composto fosforoso quaterndrio, um composto de piridinio,
um composto de amoénio secunddrio, um composto de aménio
tercidrio e compostos de amdénio quaterndrio da férmula

NR:R;RsR.'") . Para compostos da foérmula NR;R;RaR,

(1) nenhum de R;-R; é CHs;

(ii) um de Ri-Ry, é CHs;

(1id) trés de R;-Ry sdo CHs;

(iv) todos de Ri—-Ryq sdo CHs;

(v) dois de R;-R; sao CH;, um de Ri;—-Rgq &

C¢H:sCH,, e um de R;-R, é uma cadeia de alquilo de sete

dtomos de carbono ou menos;
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(vi) dois de R;-Rs sao CHiz, um de R;—-Rq &
C¢HsCH;, e um de R;-R, é uma cadeia de alquilo de dezanove

atomos de carbono ou mais;

(vii) dois de R--Ry; sao CH;, um de Ri-R; & o

grupo CgHs(CHz),, onde n>1;

(Vlll) dois de Ri-R4 Sao CHz, um de R1-R4 é

CeHsCH,;, e um de Ri-R; compreende pelo menos um heterodtomo;

(ix) dois de R;-R; sdao CH;, um de R;—-Rs; &

C¢HsCH;, e um de R;-R, compreende pelo menos um halogénio;

(x) dois de R;-R; sdao CH;, um de R;—-Ry; &
Ce¢HsCHy, e um de Rj-R;, compreende pelo menos um fragmento

ciclico;

(x1) dois de R;-R; sao CHs, um de R;-R; € um

anel de fenilo; ou

(xii)dois de R--R; sao CH;, e dois de R;-R; sao

puramente fragmentos de alifatico.

Esses compostos incluem, mas nao se limitam a,
cloreto de Dbenalcdnio, cloreto de Dbenzetdnio, cloreto de
cetilpiridinio, cloreto de bentrimdénio, cloreto de
laralcdnio, cloreto de cetalcdnio, brometo de cetrimédnio,

cloreto de cetrimdénio, hidrofluoreto de cetilamina, cloreto



PE1429731 - 22 -

de cloralilmetenamina (Quatérnio-15), cloreto de distearil-
diménio (Quatérnio-5), cloreto de dodecildimetil-etilben-
zilaménio (Quatérnio-14), Quatérnio 22, Quater-nium-26,
hectoreto de Quatérnio-18, hidrocloreto de dimetil-
aminocetilcloreto, hidrocloreto de c¢isteina, fosfato de
oleil-éter de dietanolaménio POE (10), fosfato de oleil-
éter de dietanoclaménio POE (3), cloreto de seboalcédnio,
dimetil-dioctadecilaménio-bentonite, cloreto de estearal-
cénio, brometo de domifeno, benzoato de denatdénio, cloreto
de miristalcdnio, cloreto de laurtriménio, di-hidrocloreto
de etilenodiamina, hidrocloreto de guanidina, HCL de
piridoxina, hidrocloreto de iofetamina, hidrocloreto de
meglumina, cloreto de metilbenzetdédnio, brometo de mirtri-
ménic, cloreto de oleil-trimdénio, poliguatérnio-1, hidro-
cloreto de procaina, cocobetaina, bentonita de estearal-
cénio, hectonita de estearalcdnio, di-hidrofluoreto de tri-
hidroxietilpropilenodiamina de estearilo, cloreto de sebo-

triménio, e brometo de hexadeciltrimetilamdnio.

Na sua maioria estes estabilizadores de super-
ficie sdo excipientes farmacéuticos conhecidos e estdo
descritos em pormenor no "Handbook of Pharmaceutical Exci-
pients", publicado em parceria pela American Pharmaceutical
Association e a The Pharmaceutical Society of Great Britain
(The Pharmaceutical Press, 2000). Os estabilizadores de
superficie estdo disponiveis no comércio e/ou podem ser
preparados por processos conhecidos na técnica a partir de

materiais conhecidos.



PE1429731 - 23 -

A concentragao do pelo mencos um estabilizador de
superficie pode variar desde cerca de 0,001 até cerca de
99,5%, desde cerca de 0,1% até cerca de 95%, e desde cerca
de 0,5% até cerca de 90%, em peso, baseado no peso seco
total combinado da insulina e pelo menos de um estabi-

lizador de superficie, nao incluindo outros excipientes.

B. Tamanho de Particula das Particulas de

Insulina

Preferivelmente, as nanoparticulas de insulina da
inven¢do tém um tamanho de particula médio eficaz inferior
a cerca de 5 micrones, inferior a cerca de 4 micrones,
inferior a cerca de 3 micrones, inferior a cerca de 2
micrones, inferior a cerca de 1500 nm, inferior a cerca de
1 micron, inferior a cerca de 800 nm, inferior a cerca de
700 nm, inferior a cerca de 600 nm, inferior a cerca de 500
nm, inferior a cerca de 400 nm, inferior a cerca de 300 nm,
inferior a cerca de 200 nm, inferior a cerca de 100 nm,
inferior a cerca de 75 nm, ou inferior a cerca de 50 nm,
tal como medido por métodos de dispersdo de luz ou outros
métodos aceltes na técnica. Por "um tamanho de particula
médio eficaz inferior a cerca de 5 micrones" pretende-se
dizer que pelo menos cerca de 50% das particulas de
insulina tém, em média ponderada, um tamanho de particula
inferior a cerca de 5 micrones gquando medido por dispersao
de luz ou outras técnicas convencionais. Além disso,
noutros modelos de realizagcao da invengao, pelo menos cerca

de 70%, cerca de 90% ou cerca de 95% das particulas de
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insulina tém um tamanho de particula médio eficaz inferior
a 5 micrones, inferior a cerca de 4 micrones, inferior a
cerca de 3 micrones, inferior a cerca de 3 micrones,
inferior a cerca de 1500 nm, inferior a cerca de 1 micron,
inferior a cerca de 800 nm, inferior a cerca de 700 nm,
inferior a cerca de 600 nm, inferior a cerca de 500 nm,
inferior a cerca de 400 nm, inferior a cerca de 300 nm,
inferior a cerca de 200 nm, inferior a cerca de 100 nm,

inferior a cerca de 75 nm, ou inferior a cerca de 50 nm.

C. Métodos de Fabricar Composigdes de Insulina

Nanoparticulada

Podem ser feitas composic¢des de agente activo
nanoparticulada usando, por exemplo, técnicas de moagem ou
de homogeneizacgéo. Métodos exemplares de fabricar
composigdes nanoparticuladas estdo descritos na Patent U.S.
No. 5.145.684. Métodos de fabricar composig¢Bes nanoparti-
culadas também estdo descritos na Patente U.S. No.
5.518.187 para "Método de Triturar Substéncias Farmacéu-
ticas"; a Patente U.S. No. 5.718.388 para "Método Continuo
de Triturar Substédncias Farmacéuticas"; Patente U.S. No.
5.862.999 para "Método de Triturar Substéncias Farmacéu-
ticas"; Patente U.S. No. 5.543.133 para "Processo de
Preparar Composigbes para Contraste aos Raios X Contendo
Nanoparticulas"; Patente U.S. No. 5.534.270 para "Método de
Preparar Nanoparticulas de Férmaco Estdveis"; Patente U.S.
No. 5.510.118 para "Processo de Preparar Composicgdes

Terapéuticas Contendc Nancparticulas"; e Patente U.S5. No.
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5.470.583 para "Método de Preparar Composicbes de
Nanoparticulas Contendo Fosfolipidos Carregados para

Reduzir a Agregacgao".

0 tamanho de particula médic eficaz dptimo da
invengao pode ser obtido controclando o processo da reducgao
do tamanho de particula, tal como controlando o tempo de
moagem e a quantidade de estabilizador de superficie
adicionada. O crescimento do tamanho de particula e a
agregacgao de particulas também podem ser minimizados por
moagem e/ou armazenamento da composigdo a temperaturas

inferiores.

As dispersdes de insulina nanoparticulada
fabricadas por meio de, por exemplo, moagem ou homoge-
neizacdo, podem ser utilizadas em formulag¢des para tomas
s6lidas, semi-sélidas ou ligquidas, tais como formulagdes de
libertagao controlada, formulagdes para doses sélidas de
rapida fusao, formulag¢bes para aerossol, formulagdes
liofilizadas, comprimidos, drageias sdélidas, capsulas, pds,

liguidos para injeccgao, etc.

1. Moagem para Obter Composigbes de Insuling

Nanoparticulada

Moer a 1insulina para obter uma composigdo
nanoparticulada compreende dispersar particulas de insulina
num meio de dispersac liquido em que a insulina € pouco

soluvel, seguido da aplicacido de meios mecdnicos na
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presenca de melos de trituragao para reduzir o tamanho de
particula da insulina até ao desejado tamanho médio de
particula eficaz. O meio de dispersdo pode ser, por
exemplo, A4agua, ©¢leo de acafroa, etanol, t-butanol, gli-

cerina, polietilenoglicol (PEG), hexano ou glicol.

O tamanho das particulas de insulina pode ser
reduzido na presen¢ca de pelo menos um estabilizador de
superficie. Alternativamente, as particulas de insulina
podem ser colocadas em contacto com um ou mails estabi-
lizadores de superficie depois do atrito. Contudo, ¢é
preferido dispersar a insulina no meio liquido de disperséao
na presenga do pelo menos um estabilizador de superficie
como auxiliar no humedecimento das particulas de insulina.
Outros compostos, tais como um diluente, podem ser
adicionados & composigdo de insulina/estabilizador de
superficie durante o processo de redugdo de tamanho. As

dispersbes podem ser fabricadas continuamente ou por lotes.

2. Homogeneizacdo para se Obterem Composicgdes

Nanoparticuladas de Insulina

Métodos de homogeneizagdo exemplares para prepa-
rar composig¢des nancoparticuladas de agente activo estdo
descritas na Patente U.S. No. 5.510.118, para "Processo de

Preparar Composicfes Terapéuticas Contendo Nanoparticulas".

Um método desse tipc compreende dispersar

particulas de insulina num meio 1liquido de dispersao,
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seguindo-se submeter a dispersac a homogeneizagadc para
reduzir o tamanho de particula da insulina até ao desejado
tamanho de particula médio eficaz. As particulas de
insulina podem ser reduzidas em tamanho na presenca de pelo
menos um estabilizador de superficie. Alternativamente, as
particulas de insulina podem ser colocadas em contacto com
um ou mais estabilizadores de superficie guer antes quer
depois da redugdo do tamanho de particula. Contudo, ¢é
preferido dispersar a insulina no meio de dispersdo liquida
na presenga do pelo menos um estabilizador de superficie
como auxiliar para humedecer as particulas de insulina.
Outros compostos, tais como um diluente, podem ser adi-
cionados a composigdo de insulina/estabilizador de super-
ficie quer antes, durante ou depois do processo de redugdo
de tamanho. As dispersdes podem ser fabricadas conti-

nuamente ou por lotes.

D. Excipientes

As composigbes farmacéuticas de acordo com a
presente 1inven¢do incluem composi¢bes de insulina nano-
particulada formulada em conjunto com um ou mais suportes
nao-téxicos, fisiologicamente aceitaveis, adjuvantes ou
veiculos, colectivamente referidos como suportes. Esses
suportes podem compreender solugbes, dispersdes, suspensdes
ou emulsdes aquosas ou nado aquosas, estéreis, fisiolo-
gicamente aceitaveis e pds estéreis para reconstituigao
nesse tipo de preparagdes. Exemplos de suportes, diluentes,

solventes ou veiculos aquosos e ndo aquosos adequados
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incluem 4&gua, etanol, polidis (propilenoglicol, polietile-
noglicol, glicerol e afins), misturas adequadas dos mesmos,
6leos vegetais (tal como azeite) e ésteres orgdnicos
injectaveis tais como oleato de etilo. Pode ser mantida uma
fluidez apropriada, por exemplo, pelo uso de um revesti-
mento tal como lecitina, pela manutengdo do necessario
tamanho de particula no caso de dispersdes e pelo uso de

surfactantes.

As composigdes nanoparticuladas também podem
conter adjuvantes tals como agentes de preservagdo, hume-
decimento, emulsdo e administracao. A prevencao do
crescimento de microrganismos pode ser assegurada por
varios agentes anti-bacterianos e anti-fungicos tais como
sorbato de potdssio, metilparabeno, propilparabeno, &cido
benzdico e seus sais, outros ésteres de Aacido para-
hidroxibenzdéico como butilparabeno, &lcoois como alcool
etilico ou benzilico, compostos fendlicos como fenol, ou
compostos  quaterndrios como cloreto de Dbenzalcédnio,
parabenos, c¢lorobutanol, fenol, A4cido sdérbico e afins.
Também pode ser desejdvel incluir agentes isotdnicos tais
como agucares, cloreto de sdédic e afins., A absorgao
prolongada da forma farmacéutica injectdvel ©pode ser
conseguida pelo uso de agentes que retardem a absorcao,

tais como monoestearato de aluminio e gelatina.

Num modelo de realizagao da invengdao, as Ccompo-

sigdes nanoparticuladas da invenc¢éo destinam-se a
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administragdo parentérica a seres humanos e animais por
vias conhecidas de administracdc parentérica, isto §&,
intravenosa, intramuscular, subcutdnea ou intraperitoneal.
Também podem ser utilizadas outras formas de doseamento,

tais como aerossdis, comprimidos, etc.

Os niveis de doseamento real das composig¢des de
insulina nanoparticulada da invencao estdo indicados como
unidades normalizadas de insulina, como acontece com as
preparac¢des de insulina convencional, e a dose administrada
dependera de factores reconhecidos como o ©prazo de
administragdo e o peso corporal, e do estado geral de

saude, idade, sexo e dieta do paciente.

Os exemplos que se seguem estdo indicados para
ilustrar a presente invencdo. Contudo, entenda-se que a
invengdo ndo deverd ser limitada pelas condigbes ou

pormenores especificos descritos nestes exemplos.

Exemplo 1

o) objectivo deste exemplo foi preparar
formulagbes de insulina nanoparticulada usando técnicas de

moagem de baixa energia.

A dinsulina e um ou mais estabilizadores de
superficie, nas quantidades indicadas na Tabela 1, foram

misturados com A&gua para formar uma lama de pré-moagem.
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Esta lama fol entdo adicicnada a um vaso seldvel e girou de
1 até 4 dias a uma velocidade rotacional predeterminada
(tipicamente 100-200 rpm) num moinho a c¢ilindros usando
zircénia de alta resisténcia como meio de trituragadoc (Tosoh
Corporation, Téquio, Japdo) com um didmetro de 0,8 mm. Esta
técnica de moagem de baixa energia depende dos mecanismos
de trituragdo gravitacional para reduzir o tamanho de

particula, donde o usc de meios cerémicos pesados.

A distribuic¢do dos tamanhos de particula das
resultantes composi¢des de insulina fol determinada usando-
se um analisador de tamanho de particulas por dispersao de
luz Horiba LA-910 (Horiba Instruments, Irvine, CA). Os
resultados apresentados na Tabela 1 foram determinados a 24
horas pdés moagem. E de notar que a concentracdo de insulina
neste Exemplo era de 5% mas, por exemplo, podia ter sido de

1

o

; 2%, 3%, ou 10% ou mais.

Os estabilizadores de superficie utilizados
incluem: (1) pocli(brometo de 2-metacriloxietil-trimetil-
aménio) (51001); (2) ©pcli(metacrilato de N-vinilpirro-
lidona/2-dimetil-aminoetil) quaterndrio de dimetilsulfato
(s 1002); (3) poli(cloreto de 2-metilacriloxiamidopropil-
trimetilamdédnio) (S 1004); (4) Pluronic® F68; (5) hidroxi-
propilcelulose (HPC); (6) Acido desoxicédlico de sdédio; (7)
vitamina E derivada com polietilenoglicol (PEG); e (8)

Tween® 80.
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TABELA 1

Formulacdes de Insulina Nanoparticulada Moida por Esferas a Baixa Energia

(Tamanho de Particula 24 hrs apds Moagem)

Exp. % Farmaco % de Tamanho Médio de |Tamanho de Particula
No. Estabilizador Particula @ 24 horas| de 90% @ 24 horas
apés moagem (nm) apés moagem (nm)
1 5,0% 0,0 4198 7092
insulina (1344 apds 1 min. de| (3104 apds 1 min. de
ruptura pela energia|ruptura pela erergia
de ondas scroras) de ondas sonoras)
2 5,0% 1% Feg 0,1% 165 266
insulina Acido Desoxi- (144 apés 1 min. de | (193 apds 1 min. de
célico Sdédico rup-ura pela energia|ruptura pela erergia
de ondas scroras) de ondas sonoras)
3 5,0% 1% PV2 k17 199 279
insulina 0,1% Acido Deso—| (163 apés 1 min. de | (219 apds 1 min. de
xicélice Sédico |[ruptura pela energia|ruptura pela erergia
de ondas scroras) de ondas sonoras)
4 5,0% 1% PVF k29-32 243 364
insulina 0,1% Acido Deso-| (171 apdés 1 min. de | (250 apds 1 min. de
xicdlico Sddico |rupzura pela energia|ruptura pela erergia
de ondas scroras) de ondas sonoras)
5 5,0% 1% 51004 252 362
insulina
6 5,0% 1% 51001 282 4C1
insulina (258 apdés 1 min. de | (380 apds 1 min. de
rupzura pela energia|ruptura pela energia
de ondas scrorasg) de ondas sonoras)
As medig¢Bes referidas na Tabela 2 foram efectu-

adas uma semana depois da moagem para determinar a estabi-
lidade num grupo representativo das composig¢bes nanoparti-

culadas indicadas na Tabela 1. Em varias insténcias, o

tamanho de particula da composigdc era menor passada uma

semana do gque 24 horas depois da moagem. Embora nado nos

limitando a qualquer teoria, cremos que a particula de

estabilizador e de farmaco pode passar por um periodo de
relaxamento termodinamico.

Qutra teoria ¢é a de que em
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conjunto com o relaxamento ou separado do mesmo,

hd inter-

accbes entre a particula de insulina e o estabilizador.

Além disso,

particula de

lizadores

solucgao,

isto ¢,

pode

catidénicos

ocorrer

insulina que ¢

para complexar

um fendmeno

a superficie

da

similar ao uso de estabi-

e

condensar ADN em

a interacgao do estabilizador pode provo-

car uma leve condensacgdc sobre a superficie da particula de

insulina,

particula.

resultando na observada reducdo do tamanho de

TABELA 2

(Tamanho de Particula 24 hrs e 1 Semana Apds Moagem)

Formulagdes de Insulina Nanoparticulada Moida por Esferas a Baixa Energia

Exp. | $ Medi- | % de Esta- |Tamanho Mé-| Tamanho de | Tamanho Mé- | Tamanho de
No camento bilizador dio de Par-| Particula |dioc de Par-| Particula
ticula @ 24| de 90% @ 24 | ticula @ 1 | de 90% @ 1
horas apdés | horas apdés | semana apds | semana apds
moagem {nm) [ moagem {(nm) | moagem (nm) | moagem {nm)
4 5,0% 1% PVP 243 364 z12 301
insualina k29-32 (171 apds 1| (250 apds 1 | (165 apds 1| (222 apds 1
0,1% Acido |min. de ru-|min. de ru- |min. de ru-| mir. de ru-
Decsoxicédlice | ptura pela | ptura pela | ptura pela ptura pela
Sédico energia ce | energia de | energia ce energia de
ondas ordas ordas ondas
sonoras) sonoras) sonoras) sonoras)
5 5,0% 1% 51004 252 362 263 364
‘nsilinz
6 5,0% 1% 51001 282 401 203 450
‘nsialina (258 apds 1| (380 apds 1 | (266 apds 1| (384 apds 1
min de ru- | min de ru- | min de ru- nin de ru-
ptura pela | ptura pelz | ptura pela ptura pela
energia ce | energia de | energia ce energia de
ondas ordas ordas ondas
sonoras) sonoras) sonoras) sonoras)
7 5,0% 1% sS1001 521 1004 498 205
insualine
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Exemplo 2

O objectivo deste exemplo fol preparar formu-
lagbes de dinsulina nanoparticulada usando condigdes de

moagem de alta energia.

Foram preparadas amostras de insulina usando um
moinho com meios de atrito de alta energia, NanoMill™ (Elan
Drug Delivery, King of Prussia, PA). Um moinho de alta
energia destina-se a aplicar a dispersdo particular uma
velocidade rotacional muito mais elevada (100-6000 rpm,
tipicamente 5000 rpm) do que a que é usada em processos de
moagem de baixa energia. A elevada velocidade rotacional
confere condigdes de muitc alto corte dentro da cémara de
moagem. E esta forga de corte que provoca a reducdo do

tamanho de particula.

Os meios usados nesta tecnologia de moagem s5ao
meios de poliestireno de ligagao altamente cruzada, muito
mais leves. Para a prepara¢ao de composicdes de insulina
nanoparticulada descritas na Tabela 3, usaram-se meios de
500 um. Outros tamanhos de meios que poderiam ser usados
vac de 50 pm até 500 pm. As amostras foram moidas desde
cerca de 30 minutos até cerca de 3 horas. As distribuigdes
do tamanho de particulas foram determinadas por meio de um
analisador de tamanho de particulas por dispersao de luz
Horiba LA-910 (Horiba Instruments, Irvine, CA). O tamanho
de particula foi determinado para todas as trés composicdes

a seguir a moagem, para a Amostra 2 24 horas depois da
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moagem e, para as Amostras 1 e 2, 1 semana depols da

moagem. Os resultados estao apresentados na Tabela 3.

TABELA 3

FORMULAGOES DE INSULINA NANOPARTICULADA MOIDA A ALTA ENERGIA

Exp. % de % de Tamanho | Tamanho | Tamanho | Tamanho | Tamanho | Tamanho
No. |Insulina|Estabi-|Médio de |de Parti-|Médio de |de Parti-|Médio de |de Parti-
lizador [Particula|cula (nm)|Particula| cula de |[Particula| cula de
(nm) @ [de 90% Q@ [(nm) @ 24| 90% (nm) | (nm) Q@ 1| 90% (nm)

colheita | colheita | hrs apdés | Q@ 24 hrs semana |@ 1 sema-

moagem apds apés na apés

moagem moagem moagem
1 4,0% 1% 255 378 297 436
51001 234 353 247 372
2 2,5% 1% 282 381 284 382 232 329
51004 239 341 275 370 217 207

Estes resultados demonstram a capacidade de se
produzirem composi¢cdes de insulina nanoparticulada que
mantém estabilidade e talvez até melhorem com ©
armazenamento usando técnicas de mocagem de alta energia. O
mais importante ¢é o0s resultados demonstrarem que, emn
armazenamento, se observa pouca ou nenhuma agregagdo.
Assim, os dados mostram a capacidade de se prepararem
consistentemente formulagdes de 1insulina nanoparticulada

gue mantém a sua integridade em armazenamento.

Exemplo 3

O objectivo deste exemplo ¢ examinar a insulina

de nanoparticulas preparada de acordo com a 1nvengdo e
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testar a estabilidade das composigdes durante um periodo de

armazenamento alargado.

A  insulina nanoparticulada fol ©preparada de
acordo com o processo do Exemplo 2. A moagem foi efectuada
até se descobrir que as particulas de insulina tinham um
tamanho médio de particula de 100 nm, sendo 90% das

particulas inferiores a 145 nm.

A Fig. 1 mostra imagens SEM de particulas de
insulina antes e depois da moagem, demonstrando claramente
o efeito da moagem e, o mais importante, a capacidade dos
estabilizadores de superficie em prevenir a aglomeragdo das
particulas de insulina. A andlise de uma amostra deste
material armazenado durante seis meses a 5°C revelou que

90% das particulas de insulina eram inferiores a 145 nm.

Exemplo 4

O objectivo deste exemplo era determinar o teor
em insulina de uma composig¢do nanoparticulada a seguir a
moagem e determinar se 0 processo de mocagem resulta em

perda de insulina.

A  insulina nanoparticulada fol preparada de
acordo com o processo do Exemplo 1 a partir de uma lama de
2% de insulina tendo 1% de Pluronic® F68 e (0,1% de Aacido

desoxicdlico de sddio como estabilizadores de superficie.
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Aliquotas da insulina nanoparticulada foram
centrifugadas a 13.000 g durante 15 min. O sobrenadante foil
isclado e o pelete lavado em Tampdo de Fosfato Salino (PBS)
e centrifugado outra vez. O0s peletes e as fracgdes de
sobrenadante apds centrifugacdo foram submetidos a andlise
sobre um gel SDS-PAGE. Insulina em bruto em PBS, contendo
adicionalmente HCL de 0,1 M para estabilidade (Sigma I-

5500), serviu como controlo.

Geles de reducdo wusados na anadlise foram
preparados como geles de acrilamida a 16% e compreendiam
5,33 ml de solugdo de acrilamida, 2,02 ml de 4gua
destilada, 2,50 ml de tampdoc TRIS de 1,5 M a pH de 8,8, 100
um de SDS a 10%, 50 um de persulfato de aménioc a 10% e 5 um
de TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina). Os geles de
reducdo sao uUtels para visualizar as bandas de insulina,
gue aparecem como um dimero, tetrémero, etc., e para

identificar fragmentos de insulina degradada.

A composicdo do tampdo de funcionamento e dos

tampdes de carga eram as seguintes:

Tampdo de Eléctrodo 5X Tampido de Carga de Amostra
(1X = Tris de 25mM, Glicina de 192 mM, (Tampado de redugdo ce SDS: 6Z,5 mM
SDS de 0,1%, pH §,3) Iris HCl (pH6,8), Glicerol a 20%, SDS

a 2%, ﬁ—mercaptoetanol a 5%)

Base de Tris 37,5 g | Agua destilada 3,9 ml
Glicina 180,0 g | Tris-HCL de 0,5M (pEé6,8) 1,0 ml
SDs 12,5 g | Glicerol 1,6 ml
Agua Destilaca 2,5 L | 8DS a 10% 1,6 ml

p-mercastoetanol 0,4 ml

Diluir 200 rl do estoque de 5X com 800 | C,5% (o/v) de 0,4 rl de azul de

ml ce Agua destilada artes des usar. bromofenol (em agua)
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As amostras e o sobrenadante foram diluidos até
1:10 e 1:50, respectivamente, com tampao de amostra e,
depois, foram aguecidos até 95°C durante 5 mins. antes de
serem carregados no gel. O volume de sobrenadante carregado
era a quantidade que seria necessaria para carregar a
quantidade necessaria de amostra, se a insulina fosse

deixada em suspensao.

Prepararam-se dois geles de redu¢do e as amostras
foram carregadas nos geles de maneira que o pelete e as
fracgdes de sobrenadante de cada amostra pudessem ser
observadas lado a lado. Os resultados estdoc indicados na
FIG. 2 e na FIG. 3. O gel de redugado apresentado na FIG. 2

foil carregado com o seguinte:

Faixa 1: Amostra de Insulina em Bruto

Faixa 2: Sobrenadante de amostra em diluic¢do de 1:50;
Faixa 3: Sobrenadante de amostra em diluigdo de 1:10;
Faixa 4: Amostra de Pelete em diluicdo de 1:50;

Faixa 5: Amostra de Pelete em diluicdo de 1:10; e

Faixa 6: Marcadores de Elevado Peso Molecular.

O gel de redugao apresentadec na Fig. 3 fol car-

regado com O seguinte:

Faixa 1: Marcadores de Elevado Peso Molecular;
Faixa 2: Amostra de pelete em diluicdo de 1:10;

Faixa 3: Amostra de pelete em diluicdo de 1:50;
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Faixa 4: Amostra de Insulina em Bruto; e

Faixa 5: Amostra de Insulina em Bruto.

Os geles apresentados nas FIGs. 2 e 3 demonstram
que a fracgao de pelete da formulagaco de insulina moida
contém toda a insulina. As faixas carregadas com sobrena-
dante parecem estar isentas de insulina. Isto indica dque
toda a insulina na composicac de insulina nanoparticulada
estd contida na composicdo nanoparticulada ou associada a
mesma, havendo pouca ou nenhuma insulina livre em solugdo.
Assim, hd essencialmente uma retencdo ou associacdo de 100%

da insulina na composi¢do nanoparticulada.

Exemplo 5

O objectivo deste exemplo era testar a eficacia
das composigdes de insulina nanoparticulada administrada
parentericamente e comparar a eficdcia das formulagdes com

composigdes de insulina em bruto convencional.

Todos o0s animais (ratos Wistar) foram pesados e
submetidos a um Jjejum de 4 horas antes de se iniciar o
estudo. Os ratos (250-300 g) foram anestesiados pela
administragdo intra-muscular (IM) de uma solugao de
cetamina (22,5 mg/animal) e acepromazina (0,75 mg/kg) uma
hora antes da administracadao das solugdes de teste. A
amostra de insulina nanoparticulada preparada de acordo com
0 processo do Exemplo 1 a partir de uma lama de insulina a

% tendo Pluronic® F68 a 1% e acido desoxicdlico de sddio a
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0,1% como estabilizadores de superficie foi formulada como
uma solugao em PBS (solugao de tampao de fosfato) de pH
7,4, Grupos de 6 animais receberam uma quantidade da
solucao suficiente para fornecer uma IU de insulina por
injecg¢do subcutdnea, intramuscular ou intraperitoneal num
estudo aleatdério nao recombinado. Os valores de glicose dos
ratos foram medidos usando um glicdémetro Alfa Accutren®
(Boehringer Mannhein) a seguir as amostras de sangue sisté-
micas que foram retiradas da artéria caudal. Foi retirada
uma amostra de sangue de base e retiraram-se amostras a
intervalos depois da injecg¢do, até 4 horas. A anestesia foi
mantida ao longo de todo o estudo. Uma solu¢do de insulina

ndo formulada foi utilizada como referéncia.

O modelo de rato usado é um modelo hipergli-
cémico. 0Os pardmetros farmacocinéticos do teste estao
indicados na FIG. 4. Pode ver-se, dos resultados na FIG. 4,
que as composi¢des de insulina da presente invengdo séao
bioclogicamente activas e pelo menos aproximadamente iguais
a solugdo de insulina de referéncia. A Fig. 5 ilustra o AUC
(uU/ml.h) para a amostra pelos trés modos de administragdo
parentérica em comparagdo com a solugdo de insulina de
referéncia. A andlise apresentada na FIG. 5 estabelece
igualmente a equivaléncia da preparagaoc de teste para a

solugao de insulina de referéncia.

As FIGs. 6 e 7 sao perfis de concentracao-tempo
simultineos, sendo que a FIG 6 ilustra a concentracdo média

de glicose enquanto a FIG. 7 ilustra a concentracdao média
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de insulina. Tal como atrds se descreveu, ambas registam em
grafico a amostra de teste administrada por meio de
injeccdo subcutdnea, intramuscular e intraperitoneal em
comparagao com uma preparacgao de insulina de referéncia. Se
uma preparacgao de insulina for biologicamente activa, é de
esperar que uma queda dos niveis de glicose no sangue
coincida com o aumento dos niveis de insulina no sangue. Os
perfis nas FIGs. 6 e 7 estabelecem claramente que as
formulagdes de insulina nanoparticulada da invencao sao

biclogicamente activas.

Na sua totalidade, os resultados relatados nas
figuras demonstram que as composic¢des de insulina nanopar-
ticulada da presente invencdo tém excelente biocactividade a
seguir a administragdo parentérica, o que ¢é pelo menos
equivalente a solugdo de insulina de referéncia testada. No
grafico de alteragdes do nivel de glicose no sangue
registado na FIG. 8, pode ver-se que a preparagdo de
nanoparticulas da presente invengdo é vantajosa em relacgao
a solugdo de insulina de referéncia ao manter um
abaixamento do nivel de glicose no sangue ao longo da
duragdo do teste. Uma particular vantagem pode ser
verificada a partir da comparag¢ac da administra¢ao por via

intraperitoneal.

Lisboca, 27 de Marco de 2007
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REIVINDICAGCOES

1. Uma composicgao nanoparticulada compreendendo
particulas de insulina e pelo menos um estabilizador de
superficie nao ligado por cruzamento adsorvido sobre a
superficie do mesmo, em que as particulas de insulina tém
um tamanho de particula médio eficaz inferior a cerca de 5

micrones.

2. A composigcao de reivindicag¢do 1, em que o
tamanho de particula médic eficaz das particulas de insu-
lina é seleccionado a partir do grupo consistindo em menos
de cerca de 4 micrones, menos de cerca de 3 micrones, menos
de cerca de 2 micrones, menos de cerca de 1500 nm, menos de
cerca de 1 micron, menos de cerca de 800 nm, menos de cerca
de 700 nm, menos de cerca de 600 nm, menos de cerca de 500
nm, menos de cerca de 400 nm, menos de cerca de 300 nm,
menos de cerca de 200 nm, menos de cerca de 100 nm, menos

de cerca de 75 nm, e menos de cerca de 50 nm.

3. A composigdo das reivindicagbes 1 ou 2, em
gque a concentragdo de insulina e/ou o pelo menos um esta-
bilizador de superficie sao seleccionados a partir do grupo
consistindo em desde cerca de 99,5% até cerca de 0,001%,
desde cerca de 95% até cerca de 0,1%, e desde cerca de 90%
até cerca de 0,5%, em peso, baseado no peso seco combinado
total das particulas de insulina e pelo menos um estabi-

lizador de superficie, ndoc incluindo outros excipientes.
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4, A composigao de acordo com qualguer uma das
reivindicagbes 1 a 3, em que a composicac compreende ainda
um ou mals excipientes, suportes, ou combinacao dos mesmos,

farmaceuticamente aceitaveis.

5. A composigao de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 4, em que a composicgdo é formulada para
administragao seleccionada a partir do grupo consistindo em
administragao oral, pulmonar, nasal, parentérica, rectal,

local, bucal e tépica.

6. A composigdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, em que a insulina estd numa forma
seleccionada a partir do grupo consistindo em particulas
cristalinas, particulas semi-cristalinas, particulas semi-

amorfas, particulas amorfas e uma mistura das mesmas.

7. A composigao de acordo com qualguer uma das
reivindicagbes 1 a 6, compreendendo ainda pelo menos dois

estabilizadores de superficie.

8. A composigdo de acordo com qualguer uma das
reivindicagbes 1 a 7, em que 0 pelo menos um estabilizador
de superficie é seleccionado a partir do grupo consistindo
num estabilizador de superficie nado idénico, um estabili-
zador de superficie anidnico, um estabilizador de super-

ficie catidénico e um estabilizador de superficie idnico.
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9. A composigao de acordo com qualguer uma das
reivindicagbes 1 a 7, em que o pelo menos um estabilizador
de superficie é seleccionado a partir do grupo consistindo
em cloreto de cetilpiridinio, gelatina, caseina, fosfati-
deos, dextrano, glicerol, goma de acacia, colesterol, tra-
gacanto, 4acido estedrico, ésteres e sais de &acido ested-
rico, estearato de cdlcio, monoestearato de glicerol, &lco-
ol cetoestearilico, cera emulsionante de cetomacrogol,
ésteres de sorbitano, alquiléteres de polioxietileno, deri-
vados de polioxietileno de 6leo de ricino, ésteres de 4acido
gordo de polioxietileno-sorbitano, polietileno-glicdis,
brometo de dodeciltrimetilaménio, estearatos de poli-
oxietileno, didxido de silicio coloidal, fosfatos, dode-
cilsulfato de sédio, carboximetilcelulose cédlcica, hidro-
xipropil-celuloses, hidroxipropilmetilcelulose, carboxi-
metilcelulose sdédica, metilcelulose, hidroxietilcelulose,
ftalato de hidroxipropilmetilcelulose, c¢elulose ndo cris-
talina, alumino-silicato de magnésio, trietanolamina, &lco-
ol polivinilico, polivinilpirrolidona, polimero de 4-
(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenol com 6xido de etileno e for-
maldeido, poloxémeros, poloxaminas, um fosfolipido carre-
gado, dimiristoil-fosfatidil-glicerol, dioctilsulfossuc-
cinato, dialquilésteres do 4dcido sulfossuccinico sédico,
lauril-sulfato de sdédio, alquil-aril-poliéter-sulfonatos,
misturas de estearato de sacarose ¢ diestearato de saca-
rose, copolimeros tribloco da estrutura: -(-PEQ)-(-PBO-)--
(-PEO-) —, p-isononilfenoxipoli-(glicidol), decanoil-N-
metilglicamida; n-decil-P-D-glicopiranédsido, n-decil-B-D-

maltopiranésido, n-dodecil-B-D-glicopirandsido, n-dodecil-
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B-D-maltésido, heptanoil-N-metilglicamida, n-heptil-p-D-
glicopirandsido, n-heptil-P-D-tioglicdsido, n-hexil-p-D-
glicopiranésido, nonanoil-N-metilglicamida, n-noil-B-D-
glicopirandsido, octanoil-N-metilglicamida, n-octil-p-D-
glicopirandsido, octil-f-D-tioglicopirandsido, lisozima, um
fosfolipido derivado de PEG, colesterol derivado de PEG, um
derivado de colesterol derivado de PEG, lipidos catiénicos,
cloreto de benzalcdnio, compostos de sulfdnio, compostos de
fosfdénio, compostos de amdnio quaterndrio, brometo de ben-
zil-di(2-cloroetil)etilambdnio, cloreto de coco-trimetil-
aménio, brometo de coco-trimetilaménio, cloreto de coco-
metil-di-hidroxietilaménio, brometo de coco-metil-di-hidro-
xietilamébnio, cloreto de decil-trietilamdénio, cloreto de
decildimetil-hidroxietilaménio, cloreto brometo de decil-
dimetil-hidroxietilaménio, cloreto de Ciy is—dimetil-hidro-
xietilaménio, brometo de Ci;is—dimetil-hidroxietilaménio,
cloreto de coco-dimetil-hidroxietilamdénio, brometo de coco-
dimetil-hidroxietil-aménio, metil-sulfato de miristiltri-
metil-aménio, cloreto de laurildimetilbenzilaménio, brometo
de laurildimetilbenzilaménio, cloreto de laurildimetil-
(etenoxi)s—aménio, brometo de lauril-dimetil (etenoxi) -
aménio, cloreto de N-alquil(Cizoig)dimetilbenzilaménio, clo-
reto de N-alquil(Cjsig)dimetilbenzilaménio, mono-hidrato de
cloreto de N-tetra-decildimetilbenzilaménio, cloreto de
dimetildidecilaménio, cloreto de N-alquil e (Ciyq4)dimetil-
l-naftilmetilaménio, haleto de trimetilamdénio, sais de al-
gquiltrimetilaménio, sais de dialquildimetilaménio, cloreto
de lauriltrimetilaménio, sal de alquilamido-alguildialquil-

aménio etoxilado, um sal de trialguilaménio etoxilado,
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cloreto de dialquilbenzeno-dialquilaménio, cloreto de N-
didecildimetilaménio, mono-hidrato de cloreto de N-tetra-
decildimetil-benzilaménio, cloreto de N-alquil(Ciz-14)dime-
til-l-naftilmetilamdénio, cloreto de dodecildimetil-benzil-
aménio, cloreto de dialquilbenzenocalquilamdénio, cloreto de
lauriltrimetilaménio, cloreto de alguil-benzilmetilaménio,
brometo de alquilbenzildimetilaménio, brometos de C-;-
trimetilaménio, brometos de Cis—trimetilaménio, brometos de
Cis—trimetilaménio, cloreto de dodecilbenziltrietilaménio,
poli-cloreto de dialildimetil-amdénio (DADMAC), cloretos de
dimetilaménio, halogenetos de alquildimetilaménio, cloreto
de tricetilmetilamédnio, Dbrometo de deciltrimetilaménio,
brometo de dodecil-trietilaménio, brometo de tetradecil-
trimetilaménio, cloreto de metiltrioctilaménio, POLYQUAT
10™, brometo de tetrabutilaménio, brometo de benziltri-
metilaménio, ésteres de colina, cloreto de banzalcédnio,
compostos de cloreto de estearalcédnio, brometo de cetil-
piridinio, cloreto de cetilpiridinio, sais de haleto de
polioxietilalquilaminas quaternizadas, MIRAPOL™, ALKAQUAT™M™,
sais de alquil-piridinio; aminas, sais de amina, O6xidos de
amina, sais de imida-azolinic, acrilamidas quaterndrias
protonadas; polimeros quaternarios metilados, guar catid-
nico, brometo de polimetilmetacrilatotrimetilaménio, poli-
(brometo de 2-metacriloxietiltrimetilaménio) (S1001), qua-
ternario de di-metilsulfato de poli(metacrilato de N-
vinilpirrolidona/2-dimetilaminoetil) (S1002) e poli(cloreto

de 2-metil-acriloxiamidopropiltrimetilaménio) (S1004).

10. A composicao de reivindicacao 8, em que o
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estabilizador de superficie catidnico ¢ seleccionado a
partir do grupo consistindo num polimero, um biopolimero,
um polissacarideo, um celuldsico, um alginato, um composto

nao polimérico e um fosfolipido.

11. A composicgao de acordo com qualgquer uma das

reivindicacdes 1 até 10 para uso em terapia.

12. Uma forma de doseamento compreendendo a
composicdo de insulina nanoparticulada de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 1 até 11, em que a forma de
doseamento é uma formulacdo de doseamento sdélido, semi-

sélido ou liquido.

13. Uma forma de doseamento compreendendo a
composicdo de 1insulina nanoparticulada de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 até 11, em que a forma de
doseamento é seleccicnada a partir do grupo consistindo em
formulag¢des de libertacdo controlada, formulagdes em dose
sélida de rapida fusdo, formulagdes para aerossol, for-
mulac¢des liofilizadas, comprimidos, drageias so6lidas,

capsulas, pdés e liquidos para injecgdo.

14, Uma composicdo para administrag¢do parentéri-
ca compreendendo a composicao de insulina nanoparticulada
de acordo com qualquer uma das reivindicagfes 1 até 11, ou
a forma de doseamento de reivindicacao 12 ou 13, e um

excipiente adequado, farmaceuticamente aceitdvel.



PE1429731 -7 -

15. Um método de fabricar a composigdo de insu-
lina nanoparticulada de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 até 11, compreendendo colocar as parti-
culas de insulina com pelo menos um estabilizador de
superficie durante um periodo e sob condig¢des suficientes
para produzir uma composig¢ao de insulina nanoparticulada
tendo um tamanho de particula médio eficaz inferior a cerca

de 5 micrones.

16. O método de reivindicagdo 15, em que a refe-

rida colocagdo em contacto compreende moagem.

17. O método de reivindicagdo 15, em que a refe-

rida colocagdo em contacto compreende homogeneizacdo.

18. O método de reivindicagdo 16, em gque a refe-
rida moagem ¢ moagem de elevada energia ou moagem com

humidade.

19. Uso da compecsigaoc de insulina nanopar-
ticulada de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
até 11 para a preparagao de uma composicdo farmacéutica

para terapia de insulina.

Lisboca, 27 de Marco de 2007
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FIG. 6

NIVEIS DE INSULINA NO SANGUE A SEGUIR A ADMINISTRACAD
DE NANO-INSULINA { w }VS SOLUCAO DE INSULINA {®}
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FG. 7
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FIG. 8

ALTERAGAD NCS NIVEIS DE GLIGOSE NG SANGUE A SEGUIR A ADMINISTRAGAC
BE NANG-INSULINA {# 198 SOLUCAD DE INSULINA {Q‘

il
e

ADWMINISTRACAD
SUBCUTANEA

GULIGOSE {médal
—
%‘(.V‘“s
‘y"ﬂ-.

1 gy
005 115 2 883354
TERPO {hrd

ADMINISTRAGAD
INTRAPERITONEAL

GLICOSE imkf

2os)
ADMINISTRACAD .1 54 o
NTRAMUSCULAR & Talj P
{i‘“i Sl W S e
s RS . A
333 \%_ m,,,‘f
3
4 T )

§05 1152553354
TEMPO {hr)



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

