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RESUMO

“Modulagdo de carga de droga em lipossomas multi-vesiculares”

Apresenta-se um processo para produzir lipossomas, por
exemplo lipossomas multi-vesiculares (MVL), contendo um ou
malis agentes biologicamente activos, onde a carga dos agentes
activos nos lipossomas ¢ modulada ajustando a osmolaridade do
componente agquosc no qual os agentes sdo dissolvidos antes do
encapsulamento. Para aumentar a carga de agente activo,
reduz-se a osmolaridade do compconente aquoso, e para diminuir
a carga do agente activo, aumenta-se a osmolaridade do
componente aquoso. Na produg¢ao de MVL, © processo envolve a
dissolugcdo do agente activo e de um excipiente osmético
éptimo num primeiro componente agquoso encapsuladc  nos
lipossomas. Para uma qualquer dada concentragao de droga, a
osmolaridade do primeiro componente aquoso pode ser ajustada
aumentando ou diminuindo a concentracdo ou peso molecular dos
excipientes osméticos ai utilizados. A velocidade de
libertacédo do agente activo no meic ambiente no qual estédo
introduzidos 0s lipossomas pode ser controlada
simultaneamente incorporando no componente lipidico usado na
formulagdo pelo menos um lipido anfipadtico de cadeia longa.
Por exemplo, o lipido anfipdtico pode possuir de cerca 13 a
cerca de 28 carbonos por exemplo, de cerca de 18 a cerca de
22 carbonos, na sua cadeia carbonada. A utilizacdo do lipido
anfipadtico de cadeia longa ¢ particularmente Gtil no controlo
da velocidade de libertacdo e da eficdcia de encapsulamento
prara formulag¢des de cargas de droga elevadas.
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DESCRIGAO
“Modulagdo de carga de droga em lipossomas multi-vesiculares”

Antecedentes do invento

1. Campo do invento

O presente invento refere-se a um processo para controlar
a carga de agentes activos em lipossomas. Mais
especificamente, o presente invento refere-se a processos
para modular a carga de agentes activos em lipossomas multi-
vesiculares.

2. Descricdo da especialidade afim

O tratamento o6ptimo com muitas drogas requer que o nivel
de droga seja mantido num nivel especifico durante um pericdo
de tempo prolongado. Por exemplo, o tratamento dptimo contra
o cancro com antimetabolitos especificos do ciclo celular
requer a manutencdo de um nivel citotdxico da droga durante
um periodo de tempo prolongado. A citarabina é uma droga
contra o cancro muito dependente do plano de utilizac¢do. Uma
vez que esta droga mata as células apenas quando estas estao
a sintetizar ADN, para um efeito terapéutico dptimo &
requerida a exposicao prolongada a concentragbes terapéuticas
da droga. A eficdcia terapéutica desses agentes ¢ ainda
muitas vezes complicada pelo facto de o periodo de meia vida
poder ser apenas de algumas horas apds uma dose intravenosa
ou subcutdnea. Para conseguir o efeito terapéutico optimo
contra as células cancerosas com uma droga especifica para a
fase do «ciclo celular como a citarabina, existem duas
exigéncias importantes: primeiro, gue as células cancerosas
devem ser expostas a uma concentragac elevada de droga sem
causar danos irreversiveis importantes no hospedeirc; e
segundo, que o tumor deve ser exposto a droga durante um
prolongado periodo de tempo para maximizar o© numero de
células cancerosas em contacto com a mesma durante a sintese
de ADN, a porcao susceptivel do c¢iclo de proliferagdo
celular. Este tipo de regimen de tratamento requer uma
elevada carga de droga numa formulagao de libertacgaoc lenta.
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Outros determinados tipos de drogas sdao tao tdxicos gue
se torna importante manter um nivel baixo de droga durante um
longo periodo de tempo. Por exemplo, a amicacina ¢é um
antibidético aminoglicosideo com significativa actividade
clinica contra estirpes de bactérias gram-negativas e gram-
positivas. Em procedimentos terapéuticos existentes, a droga
¢ normalmente administrada pelas vias 1intravenosa ou
intramuscular num plano de administrac¢do de uma ou duas vezes
por dia. A dose <c¢linica mais vulgarmente utilizada ¢é
15 mg/kg/dia, que ¢é equivalente a uma dose didria maxima
recomendada de 1 g por dia. No entanto, a administracao da
droga através de injecgdes espacgadas resulta numa exposicdo
sistémica para os pacientes, e dependendo da droga, aumenta o
risco de efeitos secundarios toéxicos. Consequentemente, uma
preparacdo de libertacdo lenta de depdsito local para o©
tratamento de infecg¢bes como as confinadas a uma regiao local
de tecido macio ou 6sseo traria a vantagem de aumentar os
niveis de droga nos tecidos 1locails, gquando comparada com
doses sistémicas terapéuticas, ao mesmo tempo que reduz ou
evita a toxicidade sistémica da droga livre. Se a droga for
muito todxica ou o regimen de tratamento regquerer uma dose
terapéutica baixa, ¢ benéfica uma carga de droga
relativamente baixa numa formulag¢do de libertacdo lenta.

Uma abordagem utilizada para proporcionar composic¢des de
libertacéo controlada para entrega de drogas é 0
encapsulamento em lipossomas. Entre os principais tipos de
liposscmas, os lipossomas multi-vesiculares (Kim, et al.,
Biochim. Biophys. Acta; 728:339-348, 1983), sdo unicamente
diferentes dos lipossomas unilamelares (Huang, Biochemistry,
8§:334-352, 1969; Kim, et al., Biochim. Biophys. Acta;
646:1-10, 1981), dos 1lipossomas multilamelares (Bangham, et
al., J. Mol. Bio., 13:238-252, 1965), e dos lipossomas
plurilamelares estdveis (Patente U.S. ©N.° 4522803). Ao
contrdrio dos lipossomas unilamelares, os lipossomas multi-
vesiculares contém multiplas cadmaras aquosas. Ao contrario
dos lipossomas multi-lamelares, as multiplas cémaras aquosas
dos lipossomas multi-vesiculares sdo ndo concéntricas.

A arte anterior também descreve processos para produzir
lipossomas multi-vesiculares (Kim, et al., Biochim. Biophys.
Acta, 728:339-348, 1983). No entanto, a eficdcia de
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encapsulamento de algumas moléculas pequenas, tal como
citosina arabinosideo, também conhecido como citarabina ou
Ara-C, provou ser relativamente baixa, e a velocidade de
libertacdo de moléculas encapsuladas em fluidos bioldgicos
foli maior do que a terapeuticamente desejavel. Em EP (0280503
Bl apresenta-se um processo desenvolvido para controlar a
velocidade de libertagdo de moléculas encapsuladas de
lipossomas multi-vesiculares onde se introduz um cloridrato
no processo de encapsulamento para controlar a velocidade de
libertacédo em fluidos bioldégicos de agente activo.
Investigagdo posterior, apresentada em WO 95/13796, mostrou
que a velocidade de libertacdo de agentes a partir de
lipossomas multi-vesiculares em plasma humano pode ser
controlada introduzindo um &cido ndo cloridrico na solugaoc
aquosa na gqual o agente € dissolvido antes da formacdo dos
lipossomas multi-vesiculares.

A Patente U.S. N.° 5077056 apresenta estudos que mostram
que a velocidade de libertagao de agente Dbioldgico
encapsulado a partir de lipossomas para um meio aquoso pode
ser modulada ao introduzir protondforos e iondforos nos
lipossomas para criar um potencial de membrana. Para além
disso, conhece-se um processo (Patente U.S. N.° 5186941) para
controlar a velocidade de libertacdo de drogas a partir de
composicBes de vesiculas em que se faz uma suspensaoc de
lipossomas contendo um agente terapéutico encapsulado numa
solucdo que contenha soluto suficiente para proporcionar uma
osmolaridade substancialmente isotdnica em relagcdo a da
solugdo no interior das vesiculas, e hipertdnica em relagdo
ao salino fisioldgico. Em 1lipossomas multi-vesiculares,
sabe-se também (WO 96/08253) controlar a velocidade de
libertacédo de agentes activos introduzindo um espacador
osmdético na solugdo aquosa onde se dissolve o agente activo
antes da formacao dos lipossomas multi-vesiculares.,

Para além do agente biologicamente activo e dos Acidos ou
espagadores osmoéticos destinados a controlar a velocidade de
libertacdo de agente biclogicamente activo a partir de
lipossomas, ¢ pratica habitual encapsular juntamente
compostos que se destinam a servir qualquer uma de varias
fun¢gbes auxiliares. Por exemplco, determinadecs compostos
biologicamente activos detém actividade apenas quando
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mantidos a um determinado pH. Deste modo, para além do agente
activo sdo muitas vezes necessariamente encapsulados Aacidos
ou tampdes para controlar o pH do meio da drcga. Noutros
casos, & incorporade um contra-ido para potenciar a
solubilidade de um agente biologicamente activo que tenha uma
baixa solubilidade.

Estes processos para a producdo de formulacdes de
lipossomas com caracteristicas de libertacdo lenta provaram,
algumas vezes, ser incompativeis com o objectivo de produzir
lipossomas contendo uma carga elevada de agente activo, com
boa eficacia de encapsulamento, visto ser desperdigado pouco
do agente activo dispendioso por ndo se conseguir captura-lo
nos lipossomas.

Deste modo, existe a necessidade de novos processos para
produzir lipossomas, por exemplo lipossomas multi-vesiculares
(MVL), que permitam o controlo da carga de droga, quer
elevada quer baixa, enquanto mantém a libertag¢do lenta
desejdvel de agente activo para armazenagem e fluidos
bioldgicos. De particular interesse ¢ o desenvolvimento de
formulagbes de libertagaoc controlada de carga elevada para
péptidos e proteinas. Existe também a necessidade de novos
processos para atingir esses objectivos sem sacrificio da
elevada eficdcia de encapsulamento para evitar o desperdicio
de agentes activos dispendicsos, tais como drogas e proteinas
terapéuticas.

Resumo do invento

O presente invento proporciona um processo para modular a
carga de agente Dbiologicamente activo em formulagbes de
lipossomas. A concentragadc de agente bioclogicamente activo no
produte final € modulada ajustandc a osmolaridade dos
componentes aquosos onde o agente activo estd dissolvido para
encapsulamento. Verificou-se uma relagdo 1inversa entre a
osmolaridade e a carga de droga, com a carga de agente activo
a aumentar a medida que a osmolaridade do componente aguoso
diminui. Deste modo, os lipossomas com carga de droga elevada
ou com carga de droga baixa podem ser conseguidos por
manipulacdo da osmolaridade da solugdo que contém droga antes
do encapsulamento. Para além disso, verificou-se que a
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modulagao de carga de droga, em particular para atingir carga
elevada de droga, pode ser conseguida sem sacrificio da
elevada eficdcia de encapsulamento no processo de produgao ou
da desejdvel libertacgdc controlada de droga a partir do
produto final em uso.

Os lipossomas produzidos pelo processo deste invento
atingem resultados muitissimo melhores, proporcionandoc uma
quantidade desejada de agente activo num dado volume de
formulagdo de lipossomas 1injectdavel ou implantavel e
proporciona libertagdco sustentada de droga a um nivel
terapeuticamente desejado quando 1introduzida num local 1in
vivo. O principio geral seguido para modular a carga de
agentes activos em formulacgdes de lipossomas € aqui ilustrado
através de referéncias ao fabrico de lipossomas
multi-vesiculares (MVL).

A carga de droga em lipossomas € modulada controlando a
osmolaridade da solugdo aquosa que ¢é encapsulada durante o
fabrico dos 1lipossomas. A osmolaridade ¢é a soma das
concentracgbdes molares de solutos presentes na solucdo aquosa,
incluindo a substancia biologicamente activa e quaisquer
moléculas auxiliares, tais como os excipientes osméticos
usados para diminuir a velocidade de libertag¢gdo de agente
activo. Se o soluto estiver presente numa forma dissociada,
ionizada, ou agregada, a osmolaridade define-se como a soma
das concentracdes molares das formas dissociadas, ionizadas
ou agregadas. A contribuicao para a osmolaridade de uma
soluc¢éo feita por qualquer soluto na solucgdo é
aproximadamente equivalente a concentragdo do soluto na
solugdo a dividir pelo seu peso molecular. Assim, como
principio geral, quanto maior for o peso molecular de um
soluto, menor serda a osmolaridade do soluto, e menor serd a
contribuicdo desse soluto para a osmolaridade total da
solucéo.

Sabe-se bem que o nivel de carga de droga em lipossomas &
directamente proporcional a concentracdo de agente
biologicamente activo. Consequentemente, um nivel elevado de
agente activo deve ser dissolvido numa solu¢do aguosa a
encapsular para obter lipossomas com um elevado nivel de
carga de droga. No entanto, a carga nao pode ser sempre
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aumentada através da adicao de uma outra concentracdo de
agente activo. Outros solutos diferentes do agente
biologicamente activo presente na solucdo aquosa usada
durante o fabrico de lipossomas tendem a reduzir a quantidade
de agente biologicamente activo que pode ser carregada nos
lipossomas. Deste modo, se a solugdao também contiver
excipientes csméticos necessarios para regular a solubilidade
ou biocactividade do agente activo, os efeitos benéficos dos
excipientes osméticos auxiliares na solugdao devem ser
equilibrados com os seus efeitos adversos na carga de droga.

Para potenciar a carga de droga, a osmolaridade da
solugdo aquosa pode ser diminuida, sem diminuir a
concentracdo de agente activo ai dissolvido, quer reduzindc a
concentracgdo de excipientes osmdéticos quer substituindo um
excipiente osmético de baixo peso molecular por um excipiente
osmético de peso molecular mais elevado de fungdo comparavel,
quer ambos. Por exemplo, se o excipilente osmdético for um
tampdo usado para obter a solubilidade de uma determinada
concentracao de agente biclogicamente activo, seré
seleccionado um tampdo de elevado peso molecular para obter
carga elevada de agente activo. De modo semelhante, para
diminuir a carga nessa situacdo, seria utilizado um tampdo de
menor peso molecular.

Embora esses principios funcionem na produgac de todcs o0s
tipos de lipossomas, sdo aqui ilustrados em formulacdes de
MVL contendo esses varios agentes activos como citarabina,
leuprolida, encefalina, morfina, e factor de crescimento I de
tipo insulinico (IGF-I). Nesses estudecs verificou-se que,
para qualquer concentracgao seleccionada de agente
biologicamente activo, a carga de droga durante o fabrico
pode ser modulada eficazmente em MVL fazendo variar as
contribui¢des dos excipientes osmdéticos na solugdo para a
osmolaridade total de um primeirc componente aquoso. Este
principio ¢é aqui ilustrado nos exemplos ajustando a
concentracdo de um excipiente osmotico modelo usado
vulgarmente em formulagdes lipossémicas, quer sacarose quer
glicilglicina. Por este processo, podem ser produzidas as
formulag¢des de MVL com uma larga gama de niveis de carga para
qualquer determinado agente biologicamente activo.
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No processo de fabrico de lipossomas multi-vesiculares
(MVL) possuindo carga de droga controlada, ¢ misturado um
componente lipidico contendo pelo menos um lipido anfipatico
e um lipido neutro, dissolvidos num ou mais solventes
organicos, com um primeiro componente aguoso imiscivel
contendo um ou mais agentes biologicamente activos a
encapsular e, opcionalmente, um  ou mails excipientes
osméticos, tais como uma molécula auxiliar. A carga de agente
activo na formulacdo final dependerda da osmolaridade total
deste primeiro componente aquoso, que ¢é a soma da
contribuigdo da osmolaridade de cada um dos solutos
dissolvidos no primeiro componente aquoso, incluindo o agente
activo e qualquer um dos excipientes osméticos. Logo que a
osmolaridade do primeiro componente aquoso seja ajustada para
atingir a carga desejada de agente activo no produto final,
forma-se uma emulsdo de 4agua em ¢leo ao misturar os dois
componentes imisciveis., A emulsdo de &gua em o¢leo € entdo
misturada num segundo componente aquoso imiscivel para formar
esférulas de solvente. O solvente orgdnico ¢ finalmente
removido das esférulas de solvente, por exemplo por
evaporagdo, para provocar a sua agregagdo em MVL., No passo
final do processc, faz-se a suspensao de MLV num meic aquoso,
tal como salino normal. Aumentando ou diminuindo o volume do
meio de suspensac dos MVL contendo o agente activo, pode ser
obtida uma composic¢cao contendo uma dose de agente activo
terapeuticamente eficaz Dbaseado no peso por volume de
formulacédo.

Assim que a osmolaridade do primeiro componente agquoso
fol ajustada para atingir a desejada carga de agente activo
no produto final, forma-se uma emulsdo Aagua em O6leo por
mistura dos dois componentes imisciveis. A emulsdc Agua em
6leo ¢ depois misturada num segundo componente aguoso
imiscivel para formar esférulas de solvente. O solvente
organico é finalmente removido das esférulas de solvente, por
exemplo por evaporagdo, para as obrigar a agregar em MVL. No
passo final do processo, 0s MVL s30 suspensos num meio
aquoso, tal como um salino normal. Uma composigdo contendo
uma dose terapeuticamente eficaz do agente activo baseada em
peso por volume de formulacdo pode ser obtida aumentando ou
diminuindo o volume de meio em que 0s MVL contendo o agente
activo s3o suspensos.
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Para manter uma elevada eficacia de encapsulagdo (ou
percentagem de rendimento) durante a formulagao dos MVL e
assegurar que a libertacdo de agente activo utilizado se dé a
uma velocidade terapeuticamente eficaz lenta, o componente
lipidico contém um lipido anfipdtico, ou mais, possuindo de
cerca de 13 a cerca de 28, por exemplo, cerca de 18 a 22,
carbonos na sua cadeia carbonada.

Breve descricado dos desenhos

A FIGURA 1 é um grafico que mostra a percentagem de IGF-I
retido em MVL durante a incubacdo in vitro (velocidade de
libertacdo) ao longo de 7 dias em plasma a 37°C. Durante o
fabrico do seu concentrado a sacarose ou glicilglicina como
excipiente osmético variou no componente  aquoso  para
controlar a carga de droga. ¢ = 80 mg/ml de IGF-I e 2,5%
(p/v) de sacarose (113,5 mOsm); V = 80 mg/ml de IGF-I e 1%
(p/v) de glicilglicina (113,5 mOsm); + = 50 mg/ml de IGF-I e
1% (p/v) de sacarose (63,5 mOsm). As barras de erro
representam o desvio padrao.

A FIGURA 2 ¢ um grafico gue mostra a concentragdo de
IGF-I ao longo de 8 dias em soro (ng/ml) de ratinhos macho
apdés uma 1injecgdo subcutidnea de 10 mg de MVL contendo
80 mg/ml de IGF-I e 2,5% (p/v) de sacarose (113,5 mOsm) no
componente aquoso. Os dados representam a média dos dados de
trés ratinhos.

Descri¢do de concretizagdes preferidas

Neste invento, proporciona-se um processo pelo qual se
efectua a modulacdo da quantidade de agente biologicamente
activo encapsulado por unidade de volume de formulagdo de
liposscomas ajustando a osmolaridade do componente aquoso
encapsulado contendo a droga. Neste processo, uma redug¢do na
osmolaridade do componente aquoso no qual estd dissolvido o
agente activo antes do encapsulamento produz uma maior
concentracgdo de agente activo na suspensdo final de MVL numa
base de peso por volume, e vice-versa.

Existem pelo menos trés tipos de lipossomas. A exXpressao
“lipossomas multi-vesiculares (MVL)” conforme ¢é usada ao
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longo da especificac¢do e reivindicagdes significa wvesiculas
de lipido microscoépicas, produzidas pelco Homem, compreendendo
membranas de lipido envolvendo miltiplas cdmaras aquosas nao
concéntricas. Pelo contrdrio, *cos lipossomas multi-lamelares
ou vesiculas (MVL)” possuem multiplas membranas concéntricas
“casca de cebola”, entre as guais existem compartimentos
aguosos concéntricos do tipo concha. Os lipossomas
multi-lamelares e 0s lipossomas multi-vesiculares possuem, de
modo caracteristico, didmetros médios de comprimento
ponderado na gama dos micrémetros, normalmente de 0,5 a
25 pm. A expressao “lipossomas unilamelares ou vesiculas
(uvl)” conforme agqui ¢é usada refere-se a estruturas
lipossdémicas que possuem uma Unica camara aquosa, normalmente
com um didmetro médio que varia de cerca de 20 a 500 nm.

Os liposscmas multi-lamelares e unilamelares podem ser
produzidos por varios processos relativamente simples. A arte
anterior descreve varias técnicas para produzir UVL e MVL
(por exemplo as Patentes U.S. N.° 4522803 para Lenk; 4310506
para Baldeschweiler; 4235871 para Papahadjopoulos; 4224179
para Schneider; 4078052 para Papahadjopoulos; 4394372 para
Taylor; 4308166 para Marchetti; 4485054 para Mezei; e 4508703
para Redziniak).

Pelo contrario, a producgao de lipossomas
multi-vesiculares requer varios passos de processo.
Resumidamente, o processo preferido para produzir MVL € ©
seguinte: No primeiro passo faz-se uma emulsdo de “agua em
6leo” dissolvendo pelo menos um lipido anfipadtico e pelo
menos um lipido neutro num ou mals solventes organicos
voldteis para o componente lipidico. Ao componente lipidico
adiciona-se um primeiro componente aquoso imiscivel contendo
um agente biologicamente activo a encapsular e uma ou mais
moléculas auxiliares 1i.e., excipientes osmdticos, que
proporcionam propriedades Uteis e benéficas aos MVL.
Emulsiona-se a mistura, e depols mistura-se com um segundo
componente aquoso imiscivel para formar uma segunda emulsao.
Mistura-se a segunda emulsdo quer mecanicamente, através de
energia ultra-sdénica, atomizacaoc em pulverizador, e outrcs do
género, quer por suas combinac¢des, para formar esférulas de
solvente em suspensdo no segundc componente aquoso. As
esférulas de solvente contém multiplas goticulas aquosas com
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0 agente Dbilologicamente activo a encapsular nelas dissolvido
(ver Kim et al., Biochem. Biophys. Acta 728:339-348, 1983).
Para wuma revisdo compreensiva de vArios processos de
preparacdo de ULV e MLV, referéncia a Szoka, et al., Ann.
Rev. Biophys. Bioeng. 9:465-508, 1980.

A expressdo “esférula de solvente” conforme é utilizada
ao longo da especificacdc e reivindicacgbes significa uma
goticula esferdide microscdpica de solvente orgédnico, dentro
da qual estdo multiplas goticulas mais pequenas de solugdo
aquosa. As esférulas de solvente estdao em suspensaoc e
totalmente imersas numa segunda solu¢ado aquosa.

A expressdao “lipido neutro” significa um ¢6leo ou gordura
que ndo possui nenhuma capacidade de formar membranas sé por
si e que lhe falta um grupo de *“cabeca” hidrofilica.

A expressdo “lipido anfipatico” significa uma molécula
que possul um grupo de “cabe¢a” hidrofilica e grupo de
“cauda” hidrofébica e que possui capacidade de formar
membranas.

A expressdao “lipido zwitteridnico” significa um lipido
anfipdtico com uma carga bruta de zero a pH 7,4.

A expressdao “lipido anidénico” significa um lipido
anfipdtico com uma carga bruta negativa a pH 7,4.

A  expressao “lipido catidénico” significa um lipido
anfipdtico com uma carga bruta positiva a pH 7,4.

Para produzir lipossomas multi-vesiculares, requer-se gque
pelo menos um lipido anfipdtico e um lipido neutro a incluir
no componente lipidico., Os 1lipidos anfipdticos podem ser
lipidos zwitteridnicos, anidnicos, ou catidénicos. Exemplos de
lipidos anfipaticos zwitteridénicos sdo as fosfatidilcolinas,
as fosfatidiletanolaminas, esfingomielinas etc. Exemplos de
lipidos anfipdticos anidénicos sdo fosfatidilglicerodis,
fosfatidilserinas, fosfatidilinositdis, dacidos fosfatidicos,
etc. Exemplos de lipidos anfipdticos catidnicos sdo diacil-
trimetilamoniopropano e etil-fosfatidilcolina. Exemplos de
lipidos neutros incluem diglicéridos, tais como dioleina,
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dipalmitoleina, e diglicéridos mistos de caprilincaprina;
triglicéridos, tais COomo trioleina, tripalmitoleina,
trilinoléina, tricaprilina, e trilaurina; &leos vegetais,
tais como dleo de soja; esqualeno; tocoferol; e suas
combinacbes. Adicionalmente, podem ser utilizados colesterol
ou esterdis de plantas na  producgdo de lipossomas
multi-vesiculares.

Conforme é aqui utilizada, a expressao “agente
biologicamente activo” ou *“agente activo” quando usado para
descrever agentes presentes nas cdmaras de lipossomas multi-
-vesiculares ou na solugdo aquosa usada durante a produc¢do de
lipossomas, inclul agentes que possuam actividade bioldgica
apontada para o tratamento de um determinado estado de
doenca, quer na forma libertada de vesiculas, quer numa forma
que se torna activa apds a libertacdoc a partir da cémara da
vesicula. Por exemplo, o©s agentes Dbiologicamente activos
incluem drogas e proé-drogas que sdo convertidas numa porgao
activa com actividade terapéutica por interacg¢dc com uma
enzima. Os insecticidas, pesticidas, e agentes com aplicagao
cosmética desejada estdo também englobados pela expressdo
“agente biologicamente activo”.

A  expressdo “excipiente osmético” significa qualquer
molécula de soluto biologicamente compativel numa solucao
aquosa que nado seja o agente biologicamente activo. Tanto 0s
electrdélitos como os ndo electrdlitos funcionam como
excipientes osméticos. Ao determinar se qualguer determinada
molécula funcionard como excipiente osmético ou ao determinar
a concentracdao de excipiente osmético numa solugao, por
exemplo uma encapsulada dentro de um liposscma multi-
-vesicular, deve ser tido em consideracdo se, nas condic¢bes
da solugdo (por exemplo, pH), a molécula estd totalmente ou
parcialmente ionizada. Deve também ser determinado se a
membrana lipidica serd permedvel a esses i1des (Mahendra K.
Jain, wvan ©Nostrand Reinhold Co., #“The Bimolecular Lipid
Bilayer Membrane”, 1972, 470 pp.). Um perito na arte
analisard que para usar no presente invento, o excipiente
osmético deve ser seleccionado de modo a evitar que os que
provariam ser téxicos ou de outro modo prejudiciais a um
sujeito submetido a terapia que utilize o lipossoma. Os
peritos na arte podem facilmente avaliar a solubilidade de um
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dado excipiente osmético para utilizar no presente invento
sem recurso a experimentac¢do indevida.

Determinados excipientes osméticos possuem actividade
bioldégica inerente, e muitos facilitam a actividade bicldgica
do agente bioclogicamente activo. Por exemplo, os ides cédlcio
podem ser co-encapsulados como contra-ido para aumentar o
periodo de wvida de prateleira ou para facilitar a
biodisponibilidade de uma droga, mas ndo sao suficientes para
conseguir a utilidade terapéutica ou outra da formulagdo de
MVL., Em adigdo, podem estar presentes varios estabilizantes.
Determinados agentes vulgarmente classificados como
excipientes podem realmente possulr actividade bioldgica
directa de muito ligeira &a Dbastante significativa. Por
exemplo, o vulgar excipiente manitol pode também actuar
biologicamente como diurético. Mesmo a dgua pode actuar
biclogicamente para curar desidratag¢do, mas quando esses
compostos sao utilizados como excipientes osméticos em vez de
agentes activos, estes sdo relativamente alterndveis com
outros que executam a mesma funcaoc auxiliar.

Os excipientes osméticos, que podem ser utilizados para
formar lipossomas multi-vesiculares e para modular a carga de
droga do agente encapsulado a partir de lipossomas multi-
-vesiculares incluem, mas nao se limitam a glucose, sacarose,
trealose, succinato, glicilglicina, acido glucdénico,
ciclodextrina, arginina, galactose, manose, maltose, manitol,
glicing, lisina, citrato, sorbitol, dextrano, e suas
combinag¢des adequadas. O Quadro 1 a seguir compara a
osmolaridade de solugdes de sacarocse e glicilglicina a
diferentes concentracdes.
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QUADRO 1

Sacarose ou Osmolaridade para a Osmolaridade para a
glicilglicina %(p/v) sacarose (mOsm) glicilglicina (mOsm)

0,5 15 38

1,0 30 76

1,5 45 114

2,0 60 152

2,5 76 189

3,0 91 227

4,0 123 303

5,0 156 379

6,0 160 455

7,0 225 530

8,0 261 606

' 05 dacos da sacarose sdo do Handbcok of Physics and Chenistry, 67" Edition.
2 0s dacos da glicilglicina sdo calctlades ccm base na concentragdo molar.

Os entendidos na matéria podem facilmente indagar e
visionar vérias combinagdes de excipientes que podem ser
utilizadas nas vesiculas do invento sem  recurso a
experimentag¢do indevida.

Conforme ¢ aqui utilizada, a expressac “quantidade ou
nivel terapeuticamente eficaz” significa a quantidade de um
agente biolcgicamente activo necessdrio para induzir um
efeito farmacoldgico desejado. A gquantidade pode variar
muitissimo de acordo com a eficdcia de um determinado agente
activo, da idade, peso, e resposta de um determinado
hospedeiro, assim como da natureza e gravidade dos sintomas
do hospedeiro. Consequentemente, nac existe nenhuma limitagao
critica superior ou inferior a quantidade de agente activo A
quantidade terapeuticamente eficaz a wutilizar no actual
invento pode facilmente ser determinada pelos peritos na
especialidade.

Conforme ¢ aqui utilizada, a expressao “carga de droga”
significa, num sentido quantitativo geral, a quantidade de
agente biologicamente activo colocado na suspensao de produto
lipossoma. E, portanto, uma medida da quantidade de agente
activo disponivel numa unidade de volume de formulacgdo de
lipossomas a ser entregue ao paciente durante a utilizacdo.
Mais especificamente, *“carga de droga” significa a razao
entre a droga encapsulada por unidade de volume de suspensao
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de lipossomas e a percentagem em volume encapsulado nos
préprios lipossomas. E aproximadamente igual & concentracgéc
de agente activo na suspensac a dividir pelo lipdécrito da
sSuspensao para uma baixa percentagem de droga livre.

Droga encapsulada por unidade de volume de suspenséo de lipossoma

Carga de droga = ;
Percentagem de volume encapsulado em lipossomas

_ (Concentragio de droga de suspensio de lipossomas)

Lipdcrito

Conforme ¢ aqui utilizada, a expressac “percentagem de
encapsulamento de droga, ou de outro composto” significa a
razdo entre a quantidade de composto a encapsular na
suspensao final do processo de producdo dos lipossomas e a
quantidade total de composto a encapsular wutilizada na
primeira solucdo aquosa do processo a multiplicar por 100.

(Quantldade de composto encap sulado) 100

Percentagem de encapsulamento de composto= - - -
(Quantidade de composto introduzido antes do encapsulamento)

Conforme aqui ¢é utilizado, o termo “lipdcrito” que &
definido em analogia a “hematdcrito”, significa a razdo entre
o volume ocupado pelos lipossomas e o volume total de
suspensac a multiplicar por 100.

[Volume ocupado pelos lipossomas] %100

Lipocrito (em percentagem) =
P (emp gem) [Volume total de suspensdo de lipossomas]

Conforme ¢ agui usada, a expressdo “percentagem de droga
livre” significa a razdo entre a guantidade de droga no
exterior dos lipossomas na suspensdo final de lipossomas e a
quantidade total de droga na suspensao final (o produto
final) a multiplicar por 100.

(Quantidade de droga exterior aos lipossomas no produto ﬁnal)

; x100
(Quantidade de droga no produto final)

Percentagem de droga livre=

~(1- Liporito)x Concentragdo de droga exterior aos lipossomas

Concentragio de droga de suspensdo de lipossomas

Os processos para determinar esses parémetros estéo
ilustrados no Exemplo 7 deste pedido.
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Sempre que possivel, a utilizagdo de excipientes
osméticos é reduzida ao minimo ou evitada para atingir cargas
elevadas de agente biologicamente activo. Neste caso, a carga
de droga depende directamente da concentracédo de agente
activo na solugao a encapsular, visto ser a osmolaridade
grandemente atribuivel ao agente activo. Quando ndo for
possivel utilizar uma primeira solugdao aquosa sem excipientes
osméticos, a osmolaridade do primeiro componente aquoso pode
ser diminuida substituindo excipientes de baixo peso
molecular por excipientes osméticos de elevado peso
molecular, como por exemplo tampao ou estabilizante de menor
peso molecular por um possuindo um elevado peso molecular.
Também, ao escolher um contra-ido negativo para uma droga, um
contra-ido gque ©possua um menor peso mecanico pode ser
substituido por um de elevado peso molecular. Por exemplo, em
cloridrato de morfina, o i1do de cloro pode ser substituido
por sulfatoc ou por um ido negativo com ainda maior peso
molecular tal como o fosfato.

Pelo contrdrio, quando for desejdvel produzir uma
formulagdo com baixa carga de agente biologicamente activo,
como quando © agente Dbiologicamente activo ¢é tdéxico a
concentrac¢des elevadas, a osmolaridade da primeira soluc¢do
aquosa pode ser aumentada escolhendo excipientes osméticos de
baixo peso molecular para aumentar a sua osmolaridade.

O limite inferior para a osmolaridade do primeiro
componente aquoso pode ser proximo de zero, como no caso en
que o agente biologicamente activo é uma proteina ou outra
macromolécula de elevado peso molecular e ndo se utilizam
quailsquer excipientes osméticos. Por outro lado, a
osmolaridade do primeiro componente aquoso pode algumas vezes
ser tdo elevada como cerca de 1000 mOsm ou superior sem
efeito prejudicial ou tdéxico na utilizagdo uma vez que muitos
dos excipientes conseguem passar para fora do lipossoma
durante © processo de fabrico. De modo geral, embora a
osmolaridade do primeiro componente aquoso esteja no
intervalo de cerca de 0,01 mOsm a cerca de 1100 mOsm, por
exemplo no intervalo de cerca de 5 mOsm a cerca de 400 mOsm.

A osmolaridade do componente aquoso encapsulado no
produto lipossémico final € geralmente isotdénico em relacdo
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ao meio aquoso no qual os lipossomas MVL sdao guardados (tal
como NaCl a 0,9% em peso, ou solugdo salina normal) ou no
qual sao introduzidos os MVL para utilizar, tal como soro ou
outro meio aquoso fisiologicamente relevante. No entanto, a
osmolaridade do componente agquoso no produto final de MVL
pode ser hipertdnico para proporcionar uma optima diminuigdo
da velocidade de libertagac do agente bioclogicamente activo
dos lipossomas. Deste modo, no ambito deste invento estid
contemplado o facto de o componente aguoso no produto de MVL
final poder ser hipotdnico, isotdénico ou hipertdnico em
relagdo ao meio aquoso onde é guardado ou ao meio aquoso para
onde o agente bioclogicamente activo deverd ser libertado.

A osmolaridade da solucdo salina normal é semelhante a do
plasma humanc e ao de outros meios in vivo, tal como o fluido
cerebrospinal, liguido sinovial, e espagos subcutédneos e
intramusculares. Deste modo, pode ser utilizada solugao
salina como modelo de previsdo de libertacdo de droga dos MVL
nesses meios. Porque a utilizacdo preferida dos MVL do
invento é a injecgdao ou implantacao in vivo em tecidos ou
cavidades do corpo (por exemplo, depdsitos de droga), séo
normalmente guardados num meio tal como solugac salina
normal, salinoc com tampdo de fosfato, ou outros meios
osmoticamente semelhantes.

A velocidade de 1libertacdo de agentes activos dos MVL
aumenta geralmente quando baixa a osmolaridade do primeiro
componente agquosc usado durante o fabrico. No entanto, baixar
a osmolaridade do primeiro componente aquoso pode ter um
efeito negativo na libertagdo sustentada e na eficdcia de
encapsulamento. Este efeito negativo pode ser ultrapassado
usando no componente lipidico um ou mais lipidos anfipdticos
possuindo de cerca de 13 a cerca de 28 carboncs, por exemplo
de cerca de 18 a 22 carbonos. Esta regra geral mantém-se se a
cadeia carbonada do lipido anfipdtico estiver saturada, ou se
contiver uma ou mais ligag¢des duplas. De modo geral, no
entanto, ac seleccionar os lipidos a usar na formulacdao de um
lipossoma multi-vesicular deve ter-se presente que é possivel
utilizar um solvente orgdnico com um ponto de ebulicao
inferior ao utilizar-se um lipido com um dado ntmero de
atomos de carbono na cadeia carbonada, se o lipido contiver
pelo menos uma ligacgao dupla na cadeia carbonada. Os lipidos



EP 1 011 637 /PT
17

anfipdticos preferidos para usar na produgdc de lipossomas
multi-vesiculares deste invento sdo 1lipidos naturais.
Os efeitos benéficos na eficdcia de encapsulamento e na
libertacdo sustentada de agente biologicamente activo a obter
através da utilizacdo desses lipidos anfipdticos de cadeia
longa durante o fabrico de MVL sao apresentados no Pedido de
Patente U.S. co-pendente de N.° de série 08/723583,
preenchido a 1 de Outubro, 1996, intituladc “Method for
Producing Liposomes With Increased Percent of Compound
Encapsulated” (Processo para produzir lipossomas com maior
percentagem de composto encapsulado), que aqui se introduz na
sua integralidade.

Segue-se uma lista representativa de lipidos anfipdticos
de cadeia longa Uteils na pratica deste invento. Esta lista é
ilustrativa e pretende-se que nac limite de modo algum o
ambito do invento. Sdo também incluidas as abreviaturas
usadas para fazer referéncias a fosfolipidos neste pedido e
na literatura cientifica.

DOPC ou DC18:1PC = 1,2-dioleocil-sn-glicero-3-fosfocolina
DLPC ou DC12:0PC =1,2-dilauroil-sn-glicero-3-fosfocolina
DMPC ou DC14:0PC =1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DPPC ou DC16:0PC= 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DSPC ou DC18:0PC = 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DAPC ou DC20:0PC =1, 2-diaraquidoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DBPC ou DC22:0PC =1,2-dibehenoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DC16:1PC
DC20:1PC = 1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-fosfocolina

1,2-dipalmitolecil-sn-glicero-3-fosfocolina

DC22:1PC = 1,2-dierucoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DPPG = 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol
DOPG = 1,2-diocleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol

Muitos  tipos diferentes de solventes hidrofdbicos
voldteis tais como éteres, hidrocarbonetos, hidrocarbonetos
halogenados, fluidos super-criticos incluindo mas ndo se
limitando a CO,, NH;, e freons podem ser utilizados como
solvente para a fase lipidica. Por exemplo, sao
satisfatdérios, o éter dietilico, o éter isopropilico e outros
éteres, o diclorometano, o clorofdérmio, o tetra-hidrofurano,
éteres halogenados, ésteres e suas combinagdes.
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Os compostos terapéuticos biologicamente activos, ou
drogas, para encapsulamento nos processos e composicgdes deste
invento podem ser seleccionados a partir do grupo geral gue
consiste em agentes antineoplasicos, agentes anti-
-infecciosos, hormonas, anti-depressivos, agentes anti-
—-inflamatériocs, agentes anti-virais, agentes anti-
nociceptivos, ansioliticos e bioldgicos.

Exemplos representativos de agentes antineopldsicos uteis
nas composicbes e processcs do presente 1invento incluem
metotrexato, taxol, factor de necrose tumoral, c¢lorambucil,
interleucinas, etoposido, citarabina, fluorouracilo e
vimblastina.

Exemplos representativos de agentes anti-infecciosos
Uteis nas compcsigdes e processos do presente invento incluem
amicacina, pentamidina, metronidazol, penicilina, cefalexina,
tetraciclina e cloranfenicol.

Exemplos representativos de agentes anti-virais Uteis na
composicédo e processos do  presente invento incluem
didesoxicitidina, zidovudina, aciclovir, interferdes,
didesoxiinosina, e ganciclovir.

Exemplos representativos de ansioliticos e sedativos
Utels nas composicgdes e processos do presente invento incluem
benzodiazepinas tais como Diazepam, barbituratos tais como
fenobarbital, e outros compostos tais como a buspirona e
haloperidol.

Exemplos representativos de hormonas uteis nas
composicdes e processos do presente invento  incluem
estradiol, ©prednisona, dinsulina, hormona de crescimento,
eritropoietina e prostaglandinas.

Exemplos representativos de anti-depressivos 1utels nas
composicdes e processos do presente invento  incluem
fluoxetina, trazocdona, imipramina e doxepina.

Exemplos representativos de antinociceptivos tuteis nas
composigbBes e  processos do presente invento  incluem
bupivacaina, hidromorfina, oxicodona, fentanil, morfina e
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meperidina.

0O termo *“bioldgicos” engloba 4&cidos nucleicos (ADN e
ARN), proteinas de glucosaminoglicanos e péptidos, e inclui
compostos tais como citoquinas, hormonas (pituitaria,
adrenal, e hormonas hipofisdrias), factores de crescimento,
vacinas etc. Com particular interesse sdo interleucina-2,
factor de crescimento 1 do tipo insulinico (IGF-I),
interferdes, insulina, heparina, leuprolida, factor
estimulante de coldénias de granuldcitos (G-CSF), factor
estimulante de <coldénias de macréfagos de granuldcitos
(GM-CSF), factor de necrose tumoral, inibina, factor alfa e
beta de crescimento  tumoral, substdncia 1inibidora de
miilleriana, calcitonina, vacina de hepatite B, vacinas de ADN
ou ARN, ADN para transferéncia de genes e oligonucledtidos
anti-sensoriais.

O agente Dbiologicamente activo pode ser utilizado no
presente invento em varias formas, tais como complexos
moleculares ou sals biologicamente a&aceitaveis. Exemplos
representativos desses sails 540 sais de succinato,
cloridrato, bromato, sulfato, fosfato, nitrato, citrato,
glucuronato, borato, acetato, maleato, tartarato, salicilato,
e metais (e.g. alcalinos ou alcalino-terrosos), aménia ou
sais de amina (e.g. amdénia quaterndria) e outros do género.
Para além disso, podem também ser utilizados como agente
biologicamente activo os derivados de agentes activos como os
seus ésteres, amidas e éteres que possuam caracteristicas de
retengdo e libertagdo desejdveis, mas que sejam facilmente
hidrolisados in vivo pelo pH fisiocldgico ou enzimas.

A concentracao do agente biologicamente activo
encapsulado pode variar de cerca de alguns picomoles a cerca
de algumas centenas de milimoles. A concentragdo desejdvel de
agente bioclogicamente activo variaréd de acordo com
caracteristicas como a doenga a tratar, a idade e a condicgao
do paciente, e com as propriedades do agente em particular.
No caso em que o agente estd normalmente associado a efeitos
secunddrios tais como toxicidade, ¢ geralmente desejavel
produzir um MVL com uma menor concentracdo de agente e
utilizar uma maior concentragdo de excipiente osmotico.
A inter-relacdo desses varios parametros pode ser facilmente
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avaliada pelo perito na especialidade ao seleccionar e
produzir uma determinada composi¢do de MVL sem recurso a
experimentacao indevida.

As formulacbes de carga elevada obtidas pelo processo
deste invento sado particularmente Uteis na industria
farmacéutica para reduzir a quantidade de formulag¢do de
lipossomas que deve ser administrada a um sujeito (i.e.
intramuscularmente ou subcutaneamente) para atingir uma
concentragdo terapéutica desejada de droga na corrente
sanguinea. No entanto, o limite superior Util na quantidade
de droga encapsulada num dado volume de suspensao de
liposscomas pode ser ditado pelo 1lipdcrito da suspensao.
Conforme um perito na especialidade verificard, pode ser
dificil injectar wuma suspensdo contendo lipossomas se ©
lipécrito da suspensdo for demasiado elevado.

O intervalo de dosagem correcta de agente biologicamente
activo, para utilizar 1in vivo em humanos, em lipossomas
multi-vesiculares deste invento inclui o intervalo de 0,001-
6000 mg/m’ de drea de superficie corporal. Embora possam ser
administradas doses fora do intervalo de dosagem anterior,
este 1intervalo engloba a amplitude de utilizacdo para
praticamente todos o©0s agentes Dbiologicamente activos. No
entanto, para um determinado  agente terapéutico, a
concentracdo preferida pode ser facilmente averiguada
conforme fol previamente descrito.

As formulagdes de MVL podem ainda ser diluidas para obter
uma formulagdo de depdsito de libertagdo lenta injectdvel, de
qualquer dosagem total terapeuticamente eficaz, por adicdo de
meio de suspensao ou de qualquer transportador
fisiologicamente aceitdvel. 0Os transportadores adequados
vulgares incluem solugdes, suspensfes e emulsbes, aquosas ou
nao  aquosas. Exemplos de solu¢bes ndo  aquosas 540
propilenoglicol, polietilenoglicol, 6leos vegetais, tais como
azeite, e ésteres orgdnicos injectdveis tais como o oleato de
etilo. 0Os transportadores aquosos incluem a &gua, solugdes,
emulsdes ou suspensdes, aquosas alcodlicas, incluindo salino
e meio tamponizado. Os veiculos parentéricos incluem solugdo
de cloreto de sdédio, dextrose de Ringer, dextrose, e solugdo
de Ringer com lactose. Os veiculos intravenosos 1ncluem
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repositores de fluido e nutrientes, repositores de
electrdélitos (tais como os a base de dextrose de Ringer), e
outros do génerc. Os conservantes e outros aditivos podem
também estar presentes, tals como, agentes anti-microbianocs,
antioxidantes e quelantes, e gases inertes (ver, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 16 Ed., A. Oslo ed., Mack, Easton,
PA. 1980).

Os lipossomas multi-vesiculares podem ser administrados

por qualguer via desejada; por exemplo, pela via
intratumoral, intra-articular (nas articulacgdes), intra-
ocular, intramuscular, intratecal, intraperitoneal,

subcutdnea, intravenosa, intra-linfdtica, oral e submucosa.
Os lipossomas multi-vesiculares podem ser modificados usando
processos bastante conhecidos na arte ligando-lhes, directa
ou indirectamente, por exemplo por meio de uma molécula de
excipiente ou péptido, ligandos especificos para um alvo,
tais como anticorpos e outros ligandos de proteinas
especificos de receptores, para conferir especificidade para
o ¢6rgédo ou célula alve (Malone, et al., Proc. Natal. Acad.
Sci. USA., 86:6077, 1989; Gregoriadis, Immunology Today,
11(3):89,1990; ambos incorporados por referéncia).

Conduziu-se uma série de experiéncias para mostrar que 0O
efeito da osmolaridade na carga de droga € inverso e depende
de outros pardmetros usados durante o processo de fabrico,
exceptuando a guantidade de agente activo, gque é directamente
proporcional a gquantidade de agente activo que pode ser
colocado numa formulagdo lipossdédmica. Esses dois pardmetros
devem contudo ser equilibrados para obter qualquer nivel de
carga desejado. Por exemplo, no Exemplo 1, mostrou-se que a
citarabina pode ser encapsulada em MVL usando um misturador
com vértice e um primeiro componente aguoso contendo 40 mg/ml
de citarabina em é&cido citrico a 20 mM e guantidades de
sacarose na gama de zero a 8,0 porcento em peso/volume
(% p/v). A osmolaridade estimada correspondente da primeira
composicao aquosa nesta gama de formulacdes foi 185,9 a
446,9 mOsm. O intervalo de carga de droga correspondente
(Quadro 2) foi de 61,7 a 21,0 mg/ml com uma % de rendimento
do processo de encapsulamento permanecendo relativamente
constante.
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Fazendo wvariar a concentragcao de agente activo e a
concentracao de excipiente osmético, o invento produz
formulagfes de MVL com uma larga gama de carga de droga para
qualguer agente activo dado. Por exemplo, no Exemplo 2,
encapsulou-se metencefalina em MVL usande um primeiro
componente aquoso contendo 40 ou 5 mg/ml de metencefalina em
dcido citrico a 20 mM, e 0,25, ou 5% (p/v) de sacarose
produzindo um intervalo de osmclaridade no primeiro componente
aquoso de 35,5 a 191,5 mOsm. Os resultados desses estudos
(Quadros 2 e 3) mostram que a diminuigdo de osmolaridade no
primeiro componente aquoso resultou num aumento proporcionar
na carga de droga, se a quantidade de agente activo na
primeira solugdo aquosa fosse 40 mg/ml ou 5 mg/ml. Em adigdo,
foram obtidas formulagdes de MVL contendo tdo pouco como 6,4
mg/ml cu tanto quanto 61,7 mg/ml de droga usando o processo do
invento. Esses resultados ilustram a larga aplicabilidade do
principio subjacente ac invento reivindicado.

Realizaram-se outros estudos usando no primeiro
componente aquoso concentra¢gdes de IGF-I wvariando de 10 a
80 mg/ml, com ou sem HCl a 100 mM ou acido citrico a 25 mM, a
pH constante, Verificou-se que a solubilidade e a
biodisponibilidade de IGF-I encapsulado vararam de acorde com
0 pH do primeiro componente aguoso. Os estudos mostraram que
até cerca de 300 mg/ml de IGF-I ¢ soluvel a um pH inferior a
5. Para todas as concentrac¢des de IGF-I testadas, na gama de
pH em que a droga é soluvel, a carga de droga variou em
conformidade com a osmolaridade. Para concentracgdes de IGE-I
na gama de 40 a 300 mg/ml, a solubilidade foi maior no
intervalo de 2 a 4,8; ao passo que a gama de solubilidade
util para concentracdes de IGF-I na gama de cerca de 1 mg/ml
a cerca de 33 mg/ml foi de cerca de 1 a cerca de 5.

Adicionalmente, as formulagbes de IGF-I produzidas
comparam 0s efeitos na carga de droga da substituic¢do de um
agucar (sacarose) por um nao agucar (glicilglucose) como
excipiente osmético. Em varias formulagdes, o lipido
anfipdtico de cadeia longa usado para conferir propriedades
de libertacgdo lenta as formulacgdes fol também trocado de DEPC
para DOPC, sem alteracdo significativa do rumo da modulacdo
da carga de droga ajustando a osmolaridade do primeiro
componente aquoso. Para ilustrar que o processo deste invento
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¢ independente de variaveis como o tamanho do lote e o©
processo de mistura usado durante o processo de produgao, as
formulagbes de MVL foram produzidas em tamanhos de lote
diferentes e com tipos de misturadora diferentes.
A comparacao dos resultados destes testes nos Quadros 6A a 6F
mostrou que a relagdo inversa entre a osmclaridade e a carga
de droga ndo é dependente do cardcter quimico de qualquer dos
excipientes osméticos no primeiro componente aquoso, e Jue,
para concentracdo de droga constante, a tendéncia de maior
carga de droga com menor osmolaridade é consistente, embora
os tamanhos de lote e o0s processos de mistura diferentes
possam originar niveis de carga um tanto diferentes.

Os exemplos que se seguem ilustram o modo como © invento
pode ser praticado. Compreenda-se, no entanto, que o0s
exemplos se destinam a i1lustracdo, e que o invento nao deve
ser entendido como estando limitado a qualquer um dos
materiais ou condigdes aqui especificas.

Exemplo 1

Preparacdo de Formulagbes de Lipossomas

Em todos 0s processos de produzir MVL agui ilustrados, no
primeiro passo, preparou-se uma emnulsdo de “adgua em d&leo”
misturando um componente lipidico com um primeiro componente
aquoso. O componente lipidico continha 0,5-4 ml de DOPC ou
DEPC 13,20 mM, colesterol 19,88 mM, DPPG 2,79 mM, e trioleina
2,44 mM (Avant Polar Lipids Inc., Alabaster, AL) em
clorofdérmio (Spectrum Chemical Manufacturing Corp., Gardena,
CA) como solvente. Misturou-se um volume igual (0,5-4 ml) de
uma primeira solug¢do aquosa contendo citarabina, leuprolida,
morfina, encefalina, ou IGF-I e concentracgdes variadas de um
excipiente osmético com o componente lipidico usando uma
variedade de misturadoras para determinar o efeito da
osmolaridade na carga e a percentagem de rendimento das
varias combinacdes testadas.

Preparacdo de MVL contendo citarabina

Para a citarabina, o componente lipidico continha DEPC,
preferentemente ao DOPC, e prepararam-se quatro primeiras
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solugbes aquosas diferentes, cada uma contendo 40 mg/ml de
citarabina (Upjohn Co., Kalamazoo, MI) em Acido citrico 20 mM
(Sigma Chemical) e 0, 2, 5 ou 8% (p/v) de sacarose, como
agente osmético excipiente. Formou-se uma emulsdo do lipido e
0s primeiros componentes aquosos, misturando 0,5 ml do
primeiro componente aquoso com 0,5 ml do componente lipidico
usando uma misturadora de voértice Baxter® a uma velocidade
médxima (nivel 10) durante 6 minutos. A primeira emulsac
resultante, adicionou-se respectivamente 2,5 ml de uma
solucdo contendo 4% em peso de glucose e lisina 40 mM
(Spectrum Chemicals). Efectuou-se a emulsac da mistura
resultante para formar uma segunda emulsdo com a misturadora
de vértice Baxter® a uma velocidade mdxima (nivel 10) durante
4 segundos. Transferiu-se a segunda emulsao resultante, uma
emulsdo dupla “adgua em &éleo em Agua”, para agitacdo em
turbilhdo suave para um frasco Erlenmeyer de 250 ml contendo
10 ml de uma solugao de 4 porcento em peso de glucose e
lisina a 40 mM. Para evaporar © solvente organico
(clorofdérmio) das particulas, fez-se passar azoto gascso
sobre a segunda emulsdo a 37°C durante 20 minutos com
agitagcdo suave. Lavaram-se, duas vezes, 0s lipossomas multi-
-vesiculares resultantes com 50 ml de salino normal por
centrifugacdo a 600xg numa centrifugadora de bancada, e
depois fez-se de novo uma suspensao em 0,5-4 ml de salino
normal. A osmolaridade estimada (mOsm), percentagem de
rendimento e carga de droga dessas formulagdes Sao
apresentadas no Quadro 2 que se segue.

QUADRO 2
Primeira Solugdc Aguosa Suspensaoc final de lipossomas
) ) Osmolaridade Carga de
Citarabina | Sacarose ] % de
Outro Estimada . Droga
(mg/ml) (% p/v) Rendimento
(mOsm) (mg/ml)
Lcido Citrico
40 8,0 446,9 57,1 21,0
20 mM
Zcido Citrico
40 5,0 341,9 62,6 30,8
20 mM
Acido Citrico
40 2,0 245,9 77,3 45,2
20 mM

Zcido Citrico
40 0,0 185, ¢ 69,6 61,7
20 mM
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Estes resultados mostram que a carga de droga pode ser
modulada por variagdao da osmolaridade da primeira solugdo
aquosa, com uma diminuicdo da osmolaridade a resultar num
aumento da carga de droga. O aumento na carga de droga
atingido com a diminuicdo da osmolaridade nao resulta numa
variag¢do significativa na percentagem de rendimento na
formulagéo de MVL,

Exemplo 2

Preparacdo de Formulagbes de Lipossomas Multi-vesiculares
contendo Metencefalina

Preparou-se conforme se fez no Exemplo 1 um componente
lipidico contendo DEPC, preferentemente ao DOPC. O primeiro
componente aquoso continha 5 mg/ml de metencefalina (um
pentapéptido) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) em acido
citrico 25 mM e 0, 2,5 ou 5% (p/v) de sacarose, como
excipiente osmético. Realizaram-se o0s restantes passos
descritos no Exemplo 1 para obter MVL contendo metencefalina
em suspensdc em salino normel. A osmolaridade estimada
(mOsm), percentagem de rendimento, e carga de droga dessas
formulag¢des sdo apresentadas no Quadro 3 que se segue.

QUADRO 3
Primeira Solucgdo Aquosa Suspensdo final de lipossomas
. Osmolaridade Carga de
Encefalina | Sacarose ] % de
Outro Estimada ) Droga
(mg/ml) (% p/v) Rendimento
(mOsm) (mg/ml)
Acido Citrico
5 5,0 191,5 77,5 6,4
25 mM
Lcido Citrico
5 2,5 111,5 71,8 13,4
25 mM
Lcido Citrico
5 0,0 35,5 72,5 50,8
25 mM

Os dados no Quadro 3 mostram, de novo, que a carga de
metencefalina é modulada pela variacdo da osmolaridade da
primeira solugdo aquosa, com a diminuigao da osmolaridade a
resultar em maior carga de droga. Assim, o efeito ¢
independente da droga carregada. A percentagem se rendimento
nao ¢ alterada significativamente por uma diminuicdo na
osmolaridade. Verificou-se também o efeito na carga de droga
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obtida pela variag¢do da osmolaridade do primeiro componente
aquoso quando o DEPC ¢ substituido por DOPC no componente
lipidico durante o fabrico.

Exemplo 3

Preparacgcdo de Formulagbes de Lipossomas Multi-vesiculares
contendo Leuprolida

Preparou-se um componente lipidico contendo  DOPC,
preferentemente ao DEPC, como no Exemplo 1, exceptuando o
facto de que continha leuprolida e uma concentracao molar
trés vezes maior de todos o©s quatro lipidos no componente
lipidico. O primeiro componente aquoso continha 15 mg/ml de
acetato de leuprolida (Bachem Bioscience Inc., King of
Prussia, PA) em Acido fosfdérico 100 mM e 4,0 ou 6,0% (p/v) de
sacarose, COomo excipiente osmdtico, Seguiram-se 0s
procedimentos do Exemplc 1 para obter MVL contendo
leuprolida, exceptuando © facto de se ter misturado 4 ml de
primeiro componente aquoso com 4 ml do componente lipidico
usando o homogeneizador TK Autohomogenizer K a uma velocidade
de 9000 rpm durante 8 minutos para obter a primeira emulsao.
A primeira emulsdo, adicionou-se, respectivamente, 16 ml de
uma solug¢do contendo 4% em peso de glucose e lisina 40 mM
(Spectrum Chemicals). Efectuou-se a emulsdao da mistura
resultante para formar uma segunda emulsdo com o TK
Autohomogeneizer K a uma velocidade de 4000 rpm durante 1
minuto. A osmolaridade estimada (mOsm), percentagem de
rendimento, e carga de droga dessas formulag¢Bes sdo
apresentadas no Quadro 4 que se segue.

QUADRO 4
Primeira Solugao Aquosa Suspensao final de lipossomas
) Osmolaridade Carga de
Encefalina | Sacarocse % de
Outro Estimada . Droga
(mg/ml) (% p/v) Rendimento i
(mOsm) (mg/ml)
Acido
15 6,0 Fosférico 328,6 56,2 10,9
100 mM
Acido
15 4,0 Fosférico 216,6 54,1 17,9
100 mM
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Como nos Exemplos 1 e 2 anteriocres, a carga de
leuprolida, um péptido de 9 aminodcidos, ¢ modulada fazendo
variar a osmolaridade da primeira solugao aquosa, com uma
diminuicdo de osmolaridade a resultar em malior carga de
droga. Manteve-se uma percentagem de rendimento semelhante
através da gama de osmolaridade testada. Este resultado
mostra também ser independente do tipo de misturadora
utilizado para criar a primeira e a segunda emulsdao no
fabrico dos MVL.

Exemplo 4

Preparacdo de Formulagbes de Lipossomas Multi-vesiculares
contendo Morfina

Preparou-se como no Exemplo 1 um componente lipidico
contendo DEPC, preferentemente ao DOPC. O primeiro componente
aquoso continha 17 mg/ml de sulfato de morfina (Mallinckrodt
Chemical Inc., St. Louls, MO) em &acido cloridrico 10 mM e
0,2; 2,5 ou 5,0% (p/v) de sacarose, como excipiente osmético.
Realizaram-se o0s restantes passos descritos no Exemplo 1 para
obter MVL contendo sulfato de mcrfina em suspensao em salino
normal. A osmolaridade estimada (mOsm), percentagem de
rendimento, e carga de droga dessas formulagBes sdao
apresentadas no Quadro 5 que se seqgue.

QUADRO 5
Primeira Solugdo Aguosa Suspensac final de lipossomas
Sulfato de Osmolaridade Carga de
Sacarose ] % de
Morfina Outro Estimada ) Droga
(% p/v) Rendimento i
(mg/ml) (mOsm) (mg/ml)
HCL
17 4,8 258, 7 39,2 13,3
10 mM
HCL
17 1,8 162,7 58,5 23,1
10 mM
HCL
17 0,2 114,7 48,1 29,0
10 mM

Mais uma vez, se fez a modulacdo da carga de morfina, uma
droga liposscluvel, fazendo variar a osmolaridade da primeira
solucdo aguosa, onde uma diminuig¢do na osmolaridade resulta
numa maior carga de droga. A percentagem de rendimento da
formulacédo de MVL foi substancialmente equivalente ao longo
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do intervalo de osmolaridade testado.

Exemplo 5

Preparacdo de Formulagbes de Lipossomas Multi-vesiculares
contendo IGE-I

1. Preparagdo de MVL a escala de 0,5 ml

Preparou-se como no Exemplo 1 um componente lipidico
contendo DEPC, preferentemente ao DOPC. O primeiro componente
aquoso continha 50 mg/ml de IGF-I e 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; ou
5,0% (p/v) de sacarose, como excipiente osmoético.
Realizaram-se ©0s restantes passos descritos no Exemplo 1 para
obter MVL contendo IGF-I em suspensao em salino normal.
A osmolaridade estimada (mOsm), percentagem de rendimento, e
carga de droga dessas formulagdes sao apresentadas no Quadro
6A que se segue.

QUADRO 6A
Primeira Solugédo Aguosa Suspensdo final de lipossomas
IGF-I Sacarose out Osmolaridade % de Carga de
utro
(mg/ml) (% p/v) Estimada (mOsm) Rendimento | Droga (mg/ml)
HCL1
20 5,0 347,0 51,6 37,7
100 mM
HCL
20 2,5 267,0 47,5 46,1
100 mM
HCL
50 2,5 271,0 44,6 45,7
100 mM
HCL1
50 0,0 195,0 53,4 73,2
100 mM

Embora a carga de IGF-I fosse consistente com o0s
resultados obtidos quando se wutilizou 4&cido c¢itrico como
tampdo, o IGF-I apresentou a mesma degradagdo nos estudos
conduzidos para caracterizar a proteina encapsulada.

2. Preparacdo de MVL a escala de 4 ml

Preparou-se como no Exemplo 1 um componente lipidico
contendo DOPC, preferentemente ao DEPC. Um primeiro conjunto
de formulagdes utilizou um primeiro componente aguoso
continha 20 mg/ml de IGF-I (Chiron Corp., Emeryville, CA) em
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dcido cloridrico 100 mM, e 2,5; ou 5,0 %(p/v) de sacarose,
como excipiente osmético. Um segundo conjunto usou 50 mg/ml
de IGF-I em acido cloridrico 100 mM, e 0 ou 2,5 %(p/v) de
sacarose, como excipiente osmdético. Seguiram-se 0s
procedimentos do Exemplo 1 para obter MVL contendo IGF-I,
exceptuando o facto de se misturar 4 ml de primeiro
componente aquoso com 4 ml do componente lipidico usando um
TK Autohomogenizer K a uma velocidade de 9000 rpm durante 8
minutos para obter a primeira emulsdo. A primeira emulsio,
adicionou-se, respectivamente, 16 ml de uma soclucdo contendo
4% em peso de glucose e lisina 40 mM (Spectrum Chemicals).
Efectuou-se a emulsdo da mistura resultante para formar uma
segunda emulsao com o TK Autohomogeneizer K a uma velocidade
de 4000 rpm durante 1 minuto. A osmolaridade estimada (mOsm),
percentagem de rendimento, e carga de droga dessas
formulagdes usando uma misturadora de vértice e DEPC, um
lipido possuindo uma cadeia de 22 carbonos, sao apresentados
no Quadro 6B gue se segue.

QUADRO 6B

Primeira Solugdo Aquosa Suspensao final de lipossomas
IGF-I Sacarose outro Osmolaridade % de Carga de
(mg/ml) (% p/v) Estimada (mOsm) Rendimento Droga (mg/ml)

50 5,0 0,0 162,7 57,0 49,8

50 2,5 0,0 82,7 62,4 76,8

50 1,0 0,0 36,7 54,9 97,4

50 0,5 0,0 21,7 66,0 157,1

50 0,25 0,0 14,2 67,0 159,14

0 6,7 N/A

O Quadro 6B mostra que a carga obtida com o procedimento
com a misturadora TK foli semelhante as que foram obtidas
quando se utilizou uma misturadora de vdrtice para produzir
as emulsdes. ©No entanto, 0s estudos conduzidos para
caracterizar a proteina encapsulada apresentaram uma presenga
mais elevada de oligdmeros de IGF-I na auséncia de um tampéao
acido.

3. Preparac¢do de uma formulagdo de MVL a escala de 3 ml

Preparou-se como no Exemplo 1 um componente lipidico
contendo DEPC, preferentemente ao DOPC. O primeiro componente
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aquoso continha uma das trés formulagdes: (1) 30 mg/ml de
IGF-I em 4&cido citrico 25 mM, e 0 ou 2,5% (p/v) de sacarcse
como excipiente osmdético, (2) ou 50 mg/ml de IGF-I em Acido
citrico a 25 mM e 2,5; 1,0; 0,5 ou 0% (p/v) de sacarose,
(3) ou 50 mg/ml de IGF-I sem &cido citrico, e 0 ou 0,5% (p/v)
de sacarose. Seguiram-se 05 procedimentos do Exemplo 1 para
obter o0s MVL contendo IGF-I, exceptuando o facto de se ter
misturado 3 ml do primeiro componente aquoso com 3 ml do
componente lipidico usando um Omni Mixer ES a uma velocidade
de 10000 rpm durante 12 minutos para obter a primeira
emulsdo. A primeira emulsdo, adicionou-se 20 ml de uma
solucdo contendo 4% em peso de glucose e lisina 40 mM
(Spectrum Chemicals), respectivamente. Efectuou-se a emulsao
da mistura resultante para formar uma segunda emulsdao com O
Omni Mixer ES a uma velocidade de 4500 rpm durante 2 minutos.
A osmolaridade estimada (mOsm), percentagem de rendimento, e
carga de droga dessas formulagdes sao apresentadas no Quadro
6C que se segue.

QUADRO 6C
Primeira Solugao Aquosa Suspensdoc final de lipossomas
IGF-1I |Sacarose out Osmolaridade % de Carga de
utro
(mg/ml) | (% p/v) Estimada (mOsm) |Rendimento | Droga (mg/ml)
Zcido Citrico
30 2,5 106, 8 69,2 54,8
25 mM
Acido Citrico
30 0,0 30,8 57,2 132,2
25 mM
50 0,5 0,0 21,7 80,0 171,4
50 0,0 0,0 6,7 72,7 267,5

Acido Citrico

50 2,5 109,5 60,3 82,5
25 mM
Zcido Citrico
50 1,0 63,5 72,3 138,2
25 mM
Acido Citrico
50 0,5 48,5 71,5 174,2
25 mM
Zcido Citrico
50 0,0 33,5 65,8 175,7
25 mM

Os resultados no Quadro 6C mostram uma modulacgao
semelhante de carga de droga por osmolaridade para qualquer
das concentrac¢fes de droga testadas.
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Exemplo 6

Preparacdo de IGF-I encapsulado a escala de 125 ml

Preparou-se como para outras formulacgdes de droga, um
componente lipidico padrdo contendo DEPC, preferentemente ao
DOPC. O primeiro componente aquosc continha 15 mg/ml de IGF-I
dissolvido numa solucdo de 5% de sacarose/citrato de aménio
20 mM, ou numa solucdo de 8% de sacarose/citrato de aménio
20 mM. Misturou-se 125 ml da primeira solugdo aquosa com
125 ml do componente lipidico usando um sistema de vasos de
mistura duplos de elevado cisalhamento para obter a primeira
emulsdo. Este sistema de mistura modela o processo de escala
de producdo, e é usado para ampliar as formulacgdes de droga
encapsulada. Misturaram-se © componente aquoso e O orgénico,
a uma velocidade de 8000 rpm durante 30 minutos no vasoc da
primeira emulsao. Depois, bombeou-se a primeira emulsao a uma
velocidade de 167 ml/min para uma corrente de fluido que
consistia de hidrdéxido de aménio 0,04 N em solugdo de glicina
a 1,5% a fluir a 2400 ml/min, e misturou-se wusando uma
misturadora estdtica, em linha, para cobter a segunda emulsdo.
O caudal total através da misturadora estatica foi
2567 ml/min. A este caudal, esgotou-se a primeira emulsdo em
90 segundos. Misturou-se a segunda emulsdo com solugdo de
lisina a entrada do vaso receptor e depois aspergiu-se
imediatamente com azoto para o desprover de solvente
organico. A osmolaridade estimada (mOsm), percentagem de
rendimento, e carga de droga € % de droga livre para essas
formulag¢des sdo apresentadas no Quadro 7 que se segue.

QUADRO 7
Primeira Solugao Aquosa Suspensao final de lipossomas
= Y o 0 -
E o E & 9 s v & | 7
g | 45 0 T g 9 o 4 T g B oo
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Citrato de ~321
15 8,0 o 42 5,1 41,8 12,2 0,18
aménio 20 mM mOsm
Citrato de ~216
15 5,0 o 56 5,8 36,7 15,8 0,24
aménio 20 mM mOsm
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Os resultados no Quadro 7 anterior mostram um aumento
semelhante na carga de droga pela menor concentracao de
sacarose como para as outras formulacgdes de droga testadas.

Exemplo 7

Efeito da substitui¢do de glicilglicina como excipiente
osmético

Preparou-se como no Exemplc 1, um componente lipidico
contendo DEPC, preferentemente ao DOPC. O primeiro componente
aquoso continha 10 mg/ml de IGF-I em Acido citrico 25 mM, e
0, 1,0 ou 2,0% (p/v) de glicilglicina como excipiente
osmético. Efectuaram-se o©s restantes passos descritos no
Exemplo 1 para obter MVL contendo IGF-I em suspensao em
solugdo salina normal. A osmolaridade estimada (mOsm) ,
percentagem de rendimento, e carga de droga dessas
formulagdes sdo apresentadas no Quadro 6D que se segue.

QUADRO 6D
Primeira Solugdo Aquosa Suspensac final de lipossomas
o o Osmolaridade
IGF-I Glicilglicina . % de Carga de
Outro Estimada )
(mg/ml) (% p/v) Rendimento | Droga (mg/ml)
(mOsm)
Acido Citrico
10 2,0 25 180,1 64,0 10,4
Acido Citrico
10 1,0 25 oM 104,1 53,0 13,0
Acido Citrico
10 0,0 25 28,1 41,7 24,4

E apresentada uma modulagadc osmética da carga de drocga
semelhante para formulacgdes usando um espacador osmdtico nao
agucar, a glicilglicina, em vez de sacarose. Deste modo, 0s
dados do Quadro 6D mostram que ¢ efeito da osmolaridade sobre
a carga de droga ¢é independente da estrutura quimica do
excipiente osmético usado.

Comparagdo de excipientes osméticos diferentes a mesma
forca osmética

Produziram-se MVL no processo do Exemplo 1 contendo IGF-I
encapsulade com 2,5% p/v de sacarose ou com 1,0% p/v de
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glicilglicina como excipientes osméticos a uma forga osmotica
aproximadamente 1igual. Para compara¢do, introduziu-se 2,5%
p/v de sacarose ou 1,0% p/v de glicilglicina como excipiente
osmético no primeiro componente aquoso contendo 80 mg/ml de
IGF-I e &cido citrico 25 mM.

Seguiram-se 0s procedimentos do Exemplo 1 para obter o
MVL contendo IGF-I, exceptuando o facto de se ter misturado
3 ml do primeiro componente aquoso com 3 ml do componente
lipidico wusando um Omni Mixer ES a uma velocidade de
10000 rpm durante 12 minutos para obter a primeira emulsao.
A primeira emulsdo, adicionaram-se, respectivamente, 20 ml de
uma solug¢do contendo 4% em peso de glucose e lisina 40 mM
(Spectrum Chemicals). Efectuou-se a emulsao da mistura
resultante para formar uma segunda emulsdo com o Omni Mixer
ES a uma velocidade de 4500 rpm durante 2 min.

Para determinar se o efeito sobre a carga de droga &
atribuivel somente a osmolaridade do primeiro componente
aquoso, efectuou-se uma terceira formulacdao conforme se
descreveu anteriormente, exceptuandoc o facto de se ter
diminuido proporcionalmente as concentragdes do excipiente
osmético e do IGF-I (de 80 mg/ml de IGF-I e 2,5% de sacarose
para 50 mg/ml de IGF-I e 1,0% de sacarose). Nesta formulagdo,
0 segundo componente aquoso substituiu 1,5% de glicina e
lisina 40 mM em vez de 4% de glucose e lisina 40mM usada no
Exemplo 1. O Quadro 6E a seguir compara a osmolaridade
estimada, percentagem de rendimento e carga de droga na
suspensado final de lipossomas para essas trés formulagbes.

Uma comparacgao da osmolaridade estimada (mOsm) ,
percentagem de rendimento e carga de droga dessas formulac¢des
encontra-se no Quadro 6E a seguir.
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QUADRO 6FE
o . Suspensao final de
Primeira Solugao Aquosa .
lipossomas
Osmolaridade Carga de
IGF-I Espacgador i % de
L. Outro Estimada ) Droga
(mg/ml) | osmético (% p/v) ‘ Rendimento ‘
(mOsm) (mg/ml)
Acido Citrico
80 (A) | Sacarose a 2,5% 113,5 85,9 145,1
25 mM
Glicilglicina a | Acido Citrico _
80 (B) 113,5 17,4 156,4
1% 25 mM
Acido Citrico _
50 (C) Sacarose a 1% 63,5 15,7 142,5
25 mM

Os dados no Quadro 6E mostram que a osmolaridade do
excipiente osmético é a varidvel eficaz do resultado pois
dois espagadores osméticos diferentes, a uma forga osmética
aproximadamente igual, mas a concentragdes molares nao
iguais, produzem um efeito compardvel sobre a carga de droga.

Exemplo 8

Determinagdo da percentagem de encapsulamento (ou percentagen
de rendimento), lipécrito, percentagem de droga livre,
distribuig¢do de tamanhos de particulas e carga de droga

Os Quadros 2 a 6A-E mostram a osmolaridade estimada
(mOsm), percentagem de rendimento, e carga de droga (mg/ml)
para as formulagbes lipossémicas descritas nos Exemplos 1-6
anteriores. Esses parametros foram obtidos do seguinte modo:

A percentagem de encapsulamento de droga (ou percentagem
de rendimento) foi calculada como razdo percentual entre a
quantidade de droga na suspensao final de lipossomas & a
quantidade total de droga usada na primeira solucdo aquosa.
Assim, a percentagem de rendimento de droga foil calculada
como a razdo entre a concentragdo de droga na suspensdo final
a multiplicar pelo volume de suspensac final e a concentragdao
de droga na primeira solugdo aquosa a multiplicar pelo volume
da primeira solucg¢dc aguosa. O lipdécrito fol calculado, por
analogia com hematdécrito, como a razdo percentual entre o©
volume de pelota e o volume de suspensdo (ver em seguida as
condicdes para obter o volume de pelota).
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A percentagem de droga livre fol calculada como razdo
percentual entre a guantidade de droga no sobrenadante e a
quantidade de droga na suspensao final. A percentagem de
droga livre pode também ser calculada como razdo percentual
entre a concentracao de droga no sobrenadante e na suspensao,
a multiplicar por (l-lipdécrito). A carga de droga, que mede a
quantidade de droga encapsulada em cada unidade de volume
encapsulado, ¢é aproximadamente igual a, e pode ser estimada
(assumindo uma baixa percentagem de droga livre) como a razdo
entre a concentragdo de droga de suspensdaoc final de
lipossomas e ¢ lipdcrito. Essas varidveis foram determinadas
como se descreve a seguir, com mais pormenor.

Para calcular o lipdcrito, tomcu-se cerca de 50 pl de
suspensac de lipossomas multi-vesiculares num tubo capilar, e
fechou-se a extremidade do tubo enquanto se assegurava que a
suspensac nac continha quaisquer bolhas de ar. Fez-se girar a
suspensao numa centrifugadora a 600x g durante 10 minutos
para obter uma camada de pelota e uma camada sobrenadante.
A razao percentual entre o comprimento do tubo ocupado pela
pelota e o ocupado pela suspensdo origina o lipdcrito.

Para utilizar na determinag¢do da quantidade de droga
livre numa formulagdo, obteve-se 0 sobrenadante por
centrifugacdc de cerca de 0,2 ml de suspensao durante 3
minutos a 600x g num tubo de centrifugacdo Eppendorf®. Para
as formulagdes de citarabina e de morfina, retirou-se 25-
50 pl de sobrenadante e pipetou-se para um tuboc de vidro
contendo 1 ml de 4&lcool isopropilico:acido cloridrico 1IN
(Fisher Chemical, Fair Lawn, NJ) a 3:1 em v/v e misturou-se
rigorosamente para obter uma soluc¢do limpida. Mediu-se a
absorvédncia a 280 nm para a citarabina, ou a 285 nm para a
morfina num espectrofotdédmetro (Hitachi® U-2000). Para as
formulacbes de leuprolida, retirou-se 50 pl do sobrenadante e
pipetou-se para um tubo de vidro contendo 2 ml de 4lcool
isopropilico:dagua a 1l:1 titulou-se até pH 10, usando
hidréxido de aménio 0,1 N, seguido de mistura rigorosa para
obter uma solugdo limpida. Mediu-se entdo a absorvancia a
280 nm num espectrofotdmetro (Hitachi® U-2000). Para a
encefalina e o IGF-I, retirou-se 25-50pl do sobrenadante e
pipetou-se para um tubo de vidro contendo 1 ml de 4dlcool
isopropilico:dcido citrico 2N (Sigma Chemical) a 3:1 em v/v,
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sequido de mistura rigorosa para obter uma solucdo limpida.
Mediu-se a absorvancia a 275 nm para a encefalina e a IGF-I
num espectrofotdémetro (Hitachi® U-2000). Utilizando um padrao
de absorvancia de referéncia estabelecido com base em
solucgdes de droga de concentracao conhecida na mesma solugao
dissolvente, calcularam-se as concentragbes de droga na
suspensac € no sobrenadante.

A distribuicdo de tamanhos de particula e o didmetro
médio da particula foram determinados pelo processo de
difracgao de radiacgao laser usando um Analisador de Tamanho
de particula LA-500 ou LA-910 da Horiba Inc. (Irvine, CA).
O didmetro de particula médio ponderado em volume para todas
as formulagdes estudadas fol geralmente na gama de cerca de 6
a 18 pm.

Exemplo 9

Libertacdo in vitro e in vivo de formulagdes de IGF-I com
carga de droga elevada, percentagem de rendimento elevada

Confirmou-se a integridade fisico-quimica do IGF-I
encapsuladc através de um teste SDS-PAGE usando gel Novex®
NuPage e por um teste de RP-HPLC usando uma coluna simétrica
Cl8. Extractou-se a proteina encapsulada usando IPA:Acido
citrico 2N a 75:25. Confirmou-se a biocactividade do IGF-I
encapsulado através de um bicensaio mitogénico wusando a
linhagem celular MG-63 de osteossarcoma humanco e © corante
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MIT) segundoc o processo de W. Lopaczynski et al., Regulatory
Peptides, 48:207-216, 1993. As células MG-63 foram obtidas da
American Type Culture Collection (ATCC# CRL 1427), e
determinou-se a resposta mitogénica dependente da dose de
células MG-63 quiescentes a adigao de IGF-I. Confirmou-se ser
a bicactividade de IGF-I extractado aproximadamente
equivalente a de um padrdo ndo encapsulado.

Experimentac¢do in vitro:
Resumidamente, iniciou-se e conduziu-se uma experiéncia

de libertag¢ao in vitro do seguinte modo: diluiu-se 20 vezes
uma suspensdo de MVL contendo cerca de 50 mg/ml de IGF-I em
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plasma humano contendo 0,01% de NaNs; usou-se uma amostra de
0,5 ml num tubo Eppendorf® de tampa de rosca para cada ponto
temporal, e incubaram-se as amostras em condicbes
dindmicas/rotativas a 37°C. Tiraram-se amostras de pontos
temporais em varios instantes e lavaram-se com 0,9 ml de
solu¢do salina normal. Obtiveram-se entdo as pelotas de
particulas por centrifugagdo numa micro-centrifugadora a
16000 g durante 4 minutos e guardaram-se a -20°C até a
andlise por RP-HPLC usando umé coluna simétrica C18. A Figura
1 mostra alguns dados de libertacdo in vitro em plasma
obtidos para as trés formulagdes de IGF-I representativas
listadas no Quadro 6E. Esses dados indicam que se atinge uma
libertagdo sustentada de IGF-I durante um periodo de varios
dias para formulacdes de IGF-I com carga de droga elevada,
rendimento elevado.

Experimentacac in vivo:

Injectaram-se, subcutaneamente, ratinhos machos, com as
trés formulacgdes de MVL apresentadas no Quadro 6E para obter
informacdo a cerca das caracteristicas de libertacgdo in vivo.
Cada ratinho recebeu uma dose de 10 mg de IGF-I, e cada uma
das formulacgdes testadas foi injectada em trés ratinhos.
Colheram-se amostras de sangue (0,2 ml) nos instantes zero, e
1, 3, 5 e 7 dias apds a 1injecgdo na vela da cauda dos
ratinhos e deixaram-se coagular. Obteve-se entdo 0 soro por
centrifugacdo, e guardou-se a -70°C antes do teste quanto a
concentragao de IGF-I usando um kit de ELISA para IGF-I,
DSL-10-5600 (Diagnostic Systems Laboratories Inc., Webster,
TX) segundo as 1instrug¢des do fabricante.

A Figura 2 mostra a concentracdo de IGF-I no soro média,
ao longo do tempo, dos trés ratinhos que receberam os 10 mg
de IGF-I da formulagao A no Quadro 6E, Esses dados indicam
que se consegue atingir um nivel sustentado de IGF-I no soro
durante um periodo de muitos dias usando as formulac¢des de
IGF-I com carga de droga elevada, rendimento elevado, deste
invento.

Lisboa,
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1.

REIVINDICACOES

Processo para controlar a carga de um agente

biologicamente activo num lipossoma, gue compreende:

(a)

(b)

a modulacdo da carga de um agente biologicamente
activo num lipossoma, ajustando a osmolaridade de
uma solugdo aquosa onde o agente esteja dissolvido,
na qual se aumenta a osmolaridade da solucdo aguosa
para diminuir a carga de agente, ou se diminui a
osmolaridade para aumentar a carga de agente; e
depois

0 encapsulamento da solugao aquosa no lipossoma.

2. Processo para produzir um lipossoma multi-vesicular

possuindo méltiplas cédmaras ndo concéntricas com membranas

distribuidas na forma de uma rede totalmente continua e com

carga controlada de um biologicamente activo, em que O

processo compreende 0s passos de:

(a)

formacdo de uma emulsdo de agua em 6leoc a partir de
dois componentes imisciveis, sendo 0s dois
componentes imisciveis (i) um componente lipidico
compreendendo pelo menos um solvente orgdnico, pelo
menos um lipido anfipdtico, e um lipido neutro sem
o grupo de cabeca hidrofilica, e (ii) um primeiro
componente aquoso compreendendo pelo menos um gente
biclogicamente activo e possuindo uma osmolaridade
seleccionada para modular a carga de agente
biclogicamente activo nos lipossomas multi-
vesiculares;

dispersdo da emulséo de 4dgua em oéleo contendo ©
agente biologicamente activo num segundoc componente
aquoso para formar esférulas de solvente; e depois
remocdo do solvente orgadnico das esférulas de
solvente para formar 0s lipossomas multi-
vesiculares em suspensac no segundo componente
aquoso; onde a diminuigdo da osmolaridade do
primeiro componente aquoso resulta no aumento da
carga de droga.
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3. Processo de acordo com as reivindicagbes 1 ou 2, onde
a solucdo aquosa compreende ainda um excipiente osmético numa
concentracdo seleccionada para modular a osmolaridade.

4, Processo de acordo com a reivindicagao 3, onde ©
excipiente osmético é a sacarose ou é seleccionado do grupo
que consiste em glucose, glicina e glicilglicina.

5. Processo de acordo com as reivindicagbes 1 ou 2, onde
a osmolaridade esta no intervalc de cerca de 0,01 mOsm a
cerca de 1100 mOsm,

6. Processo de acordo com as reivindicagBes 1 ou 2, onde
a osmolaridade esta no intervalo de cerca de 5 mOsm a cerca
de 400 mOsm.

7. Processo de acordo com as reivindicac¢des 1 ou 2, onde
0 agente biologicamente activo é citarabina.

8. Processo de acordo com a reivindicacao 7, onde a
osmolaridade da solucdo aquosa estd no intervalo de cerca de
185 mOsm a cerca de 450 mOsm.

9. Processo de acordo com as reivindicagbes 1 ou 2, onde
0 agente biologicamente activo é morfina.

10. Processo de acordo com a reivindicacdo 9, onde a
osmolaridade da solugdo aquosa estd no intervalo de cerca de
114 mOsm a cerca de 260 mOsm.

11. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, onde o©
agente biologicamente activo é encefalina.

12. Processo de acordo com a reivindicagdo 11, onde a
osmolaridade da solugdo aquosa estd no intervalo de cerca de
35,4 mOsm a cerca de 191,5 mOsm.

13. Processo de acordo com as reivindicagbes 1 ou 2, onde
0 agente biologicamente activo é leuprolida.

14. Processo de acordo com a reivindicagdo 13, onde a
osmolaridade da solucdo aquosa estd no intervalo de cerca de
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261,6 mOsm a cerca de 328,6 mOsm.

15. Processo de acordo com as reivindicagbdes 1 ou 2, onde
0 agente bioclogicamente activo é um seleccionado do grupc que
consiste num agente anestésico, um agente antiasmdtico, um
glicésido cardiaco, um anti-hipertensivo, um acido nucleico,
um antibidtico, uma vacina, um  anti-inflamatério, um
antiarritmico, um antiangina, uma hormona, um anti-diabético,
um antineopldsico, wum imunomodulador, um antifdngico, um
tranquilizante, um esterdide, um sedativo, um analgésico, um
vasopressor, um antivirico, um herbicida, um pesticida, uma
proteina, um péptido, um neurotransmissor, um radionuclido, e
suas combinagdes adequadas.

16. Processo de acordo com a reivindicacdo 3, onde ©
excipiente osmdtico é seleccionado

(a) para diminuir a osmolaridade do primeiro componente
aquoso, aumentando assim a carga de agente
biologicamente activo; ou

(b) para aumentar a osmolaridade do primeiro componente
aquoso, diminuindo assim a carga de agente
biclogicamente activo.

17. Processo de acordo com a reivindicacdo 2, onde o
componente lipidico contém pelo menos um lipido anfipdtico
possuindo de cerca de 13 a cerca de 28 carbonos na sua cadela
carbonada.

18. Processo de acordo com a reivindicacgdo 2, onde o
componente lipidico contém pelo menos um lipido anfipdtico
possuindo de cerca de 18 a cerca de 22 carbonos na sua cadeia
carbonada.

19. Processo de acordo com a reivindicagdo 2, onde ©
lipido anfipatico compreende pelo menos um lipido anfipatico
zwitteridénico, um lipido anfipatico catidnico, ou um lipido
anfipdtico anidnico.

20. Processo de acordo com a reivindicagdo 2, onde ©
agente biologicamente activo é encefalina.
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21. Processo de acordoc com a reivindicagdo 20, onde a
osmolaridade do primeiro componente aquoso esta no intervalo
de cerca de 35,4 mOsm & cerca de 191,5 mOsm, e a carga de
encefalina correspondente estd no intervalo de 6,4 mg/ml a
cerca de 50,8 mg/ml de formulacgédo.

22. Processo de acordo com a reivindicagdo 2, onde o
segundo componente aquoso compreende um excipiente osmético
seleccionado do grupo que consiste em glicilglicina, glucose,
sacarose, trealose, succinato, ciclodextrina, arginina,
galactose, manose, maltose, manitol, glicina, lisina, 4acido
glucurdénico, citrato, sorbitol, dextrano, cloreto de sddio, e
suas combinacgdes.

23. Processo de acordo com a reivindicacdo 2, onde a
osmolaridade do primeiro componente aquoso ¢é seleccionada
para modular a libertacdo a partir do lipossoma multi-
vesicular para um meio envolvente aquoso fisiologicamente
relevante.

24. Processo de acordo com a reivindicacdo 2, onde ©
lipido neutro ¢é seleccionado do grupo Jue consiste em
trioleina, tripalmitoleina, tricaprina, trilinoleina,
trilourina, tricaprilina, esqualeno, e suas combinac¢des.

25. Processo de acordo com a reivindicagcdo 2, onde o©
solvente organico ¢ seleccionado do grupo que consiste em
éteres, hidrocarbonetos, hidrocarbonetos halogenados, éteres
halogenados, ésteres, CO,, NH;, fréons e suas combinaces.

Lisboa,
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Caracteristicas de libertac&o in vitro de IGF-I encapsulado em lipossomas multi-vesiculares
no plasma. Estas trés formulagdes correspondem as apresentadas no Quadro 6E: (A)
diamante aberto; (B) tridngulo aberto e (C) cruz, com as barras de erro a representar o
desvio padréo SD. Os dados indicam uma libertagéo sustentada de IGF-.

Libertacdo de droga de depolGF-1 em Plasma
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FIGURA 1




EP 1 011 637 /PT
2/2

Farmacocinética in vivo de IGF-1 encapsulado em lipossomas multi-vesiculares
(formulagdo A no Quadro 6E) apds uma injecgéo subcutédnea de uma dose de 10
mg em ratinhos macho. Os dados (média de trés ratinhos) demonstram uma
libertacdo sustentada de IGF-| durante um periodo de uma semana.

Estudo Farmacocinético de depolGF-1 in vivo em ratinhos macho
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FIGURA 2
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