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DESCRICAO

"COMPOSIQ6ES DE INSULINA COM ABSORQAO MELHORADA"

CAMPO DA INVENGAO

A  invencao situa-se no campo geral de formulacgdes de

distribuicdo de fadrmacos de actuacdo rapida.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Até a data nao foil desenvolvido um sistema eficaz de
distribuicdo oral nao invasivo para péptidos, em geral, e
insulina, em particular, devido a varios factores limitadores.
Em primeiro lugar, comprimidos ou liquidos que contém péptidos,
tal como insulina, sao rapidamente digeridos no ambiente adverso
do estdmago e, assim, requerem proteccéao extensa para
sobreviverem e serem absorvidos. Efeitos de alimentos e tempos
individuais de trénsito gastrointestinal (GI) perturbam uma

distribuicdo temporal ou gquantitativa fiadvel.

A auséncia de uma distribuicdo oral eficaz ¢ adicionalmente

complicada nalguns casos. Por exemplo, a insulina ¢é muito
estavel na sua forma hexamérica (seis mondmeros de insulina
reunidos em redor de ides zinco). Em consequéncia, ¢é preferivel

armazenad—-la nesta forma para se obter maior estabilidade em
armazenamento. No entanto, esta forma ¢é demasiado grande para

uma absorg¢do rdapida através de membranas de tecidos.



A Patente U.S. N° 6676931, de Dugger III, divulga
pulverizagdes liquidas que distribuem um agente activo na boca
para absorcgcdao através da mucosa oral. A Patente U.S. N° 6676931
nota que o agente activo pode ser insulina lispro, gque é um
andlogo da insulina humana de actuacdo réapida que contém
insulina hexamérica. No entanto, essas pulverizacgdes ligquidas
ndo sao muito Uteis para distribuir insulina hexamérica, devido
a sua fraca absorcdo. Adicionalmente, muitos agentes activos néao
sdo estdveis na forma liquida e ndo podem ser armazenados em
forma liquida. O documento WO 9749386 A divulga composicgdes para
distribuicado oral de péptidos compreendendo um agente qguelante.

O ultimo deve ser pré-distribuido.

Foi tentada a administracdo bucal utilizando pulverizacdes
de insulina com biodisponibilidade 1limitada, uma vez dque a
insulina hexamérica nao é facilmente absorvida e os ligquidos sao
eventualmente engolidos. A dose administrada nao é rapidamente
absorvida e tem um perfil de absorcdo semelhante a injeccgéao
subcutédnea. Devido & sua mad Dbiodisponibilidade, também &
necessaria uma dose grande para se obter um efeito util de
diminuicao de glucose. Assim, nao €& uma alternativa econdmica

nem terapéutica.

Estdo a ser desenvolvidas formulagdes pulmonares que podem
proporcionar uma boa alternativa a injecg¢do. No entanto, estas
formulagdes requerem a utilizacgdo de um inalador e podem nédo ter
boa adesao do doente se a técnica de distribuicao for

complicada.



Em consequéncia, ¢é um objectivo da invengdo proporcionar
composigdes orais de distribuicdo de farmacos com estabilidade

melhorada e inicio rdpido de accéo.

Outro objectivo da invencado ¢é proporcionar métodos para

armazenar fdrmacos e distribuir fédrmacos rapidamente.

SUMARIO DA INVENGAO

Descrevem-se aqui formulacgdes farmacoldégicas para
distribuicdo sistémica de farmacos com estabilidade melhorada e
inicio rédpido de accgdo. As formulagdes podem ser administradas
via administracdao bucal, administracao sublingual, distribuicéao
pulmonar, administracao nasal, administracao subcuténea,
administracdo rectal, administracdo vaginal ou administracéao
ocular. Nas formas de realizacdao preferidas, as formulagdes sao
administradas de forma sublingual ou via injeccdo subcutdnea. As
formulagdes contém um agente activo e um ou mais excipientes
seleccionados para aumentar a velocidade de dissolucdo. Na forma
de realizacdo preferida, o farmaco é insulina e o0s excipientes
incluem um guelante metdlico, tal como EDTA, e um acido, tal
como Aacido citrico. Apds a administracdo, estas formulacdes sao
rapidamente absorvidas pela mucosa oral quando administradas de
forma sublingual e sd&o rapidamente absorvidas na corrente
sanguinea quando administradas por injeccdo subcutédnea. Numa
forma de realizacdo, a composicdo estd na forma de um pd seco.
Noutra forma de realizacdo, a composicdao toma a forma de uma
pelicula, héstia, pastilha, cdapsula ou comprimido. Numa terceira
forma de realizacdo, uma insulina em pd seco é misturada com um
diluente contendo um veiculo farmaceuticamente aceitavel, tal

como 4dgua ou soro fisioldgico, um quelante metdlico, tal como
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EDTA, e um &cido, tal como A&acido citrico. Também sao descritos

dispositivos para armazenar e misturar estas formulacgdes.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

A Figura la é uma representacdo esquemdtica da distribuicao
de uma composicdo de insulina em pd seco: a Figura 1b é uma
representacdo esquemdtica da distribuicdo de uma composicdo em

pastilha.

A Figura 2 é uma representacao em perspectiva de um frasco
contendo insulina em pdé na tampa, separada por um vedante que
pode ser rompido por rotagao da tampa, para permitir que a
insulina se misture com a solugdo de 4&cido citrico-EDTA no

frasco.

A Figura 3 € um grafico de barras que mostra a percentagem
de insulina total que foi transferida através de uma membrana
(i. e., um filtro) de peso molecular de corte 30000 na presenca

de quantidades varidveis de EDTA.

A Figura 4 é um gréafico do efeito do EDTA isoladamente ou em
combinacdo com acido citrico, 4&acido cloridrico, &cido acético e
dcido ascdérbico na percentagem de insulina de Dbaixo peso

molecular (i. e., monomérica).

As Figuras 5a-5d sdo graficos da percentagem de insulina de
baixo peso molecular na presenca de HC1 (Figura 5a), acido
ascérbico (Figura 5b), adcido citrico (Figura 5c) e &cido acético
(Figura 5d), isoladamente ou em combinacdo com EDTA, a pH 3,0 ou

pH 7,0.



A Figura 6 €& um grafico do decréscimo da glucose no sangue
apds administracdo subcutédnea de insulina em combinacdo com

dcido citrico e EDTA.

A Figura 7 é um grafico da acumulacdo média de insulina (uU)
ao longo do tempo (minutos) na cédmara inferior de uma placa de
membranas transwell inoculada com células epiteliais, que
compara o efeito de uma formulacdo de insulina contendo EDTA (4)

com uma sem EDTA (M), com um controlo sem células (A).

DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

I. Composigdes

Sao agqui descritas formulagdes que incluem um agente activo,
tal como insulina, e um ou mails excipientes, tal como um
quelante e/ou agente solubilizador, que se dissolvem rapidamente
em meio aquoso. Na forma de realizacao preferida, as formulacgdes
sdo adequadas para administracdo subcutédnea ou sublingual. Estas
formulagdes sao rapidamente absorvidas através de superficies
mucosas (parentéricas, pulmonares, etc.) e através do tecido
adiposo quando administradas subcutaneamente. Isto é conseguido
por adicgcdo de excipientes, especialmente solubilizadores, tal

como acidos e quelantes metdlicos.

Definicdes

Tal como aqui genericamente utilizado, wum farmaco ¢é

considerado "altamente soluvel" quando a dosagem mais elevada
5
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soluvel em 250 mL ou menos de meio aquoso na gama de pH 1-7,5. O
volume estimado de 250 mL deriva de protocolos de estudo tipicos
da bicequivaléncia (BE) gue prescrevem a administracdo de um
produto farmacéutico a voluntdrios humanos em jejum com um COpPO
(cerca de 8 oncgas) de 4&gua. Um farmaco é considerado altamente
soluvel gquando se dissolve 90% ou mais de uma dose administrada,
com base numa determinagdac de massa ou em comparagao com uma
dose de referéncia intravenosa. Pode medir-se a solubilidade
pelo método de baldes agitados ou titulacdo ou andlise por um

ensaio validado indicador da estabilidade.

Tal como agqui genericamente wutilizado, uma formulacgéao
farmacoldgica de libertacgao imediata é considerada de
"dissolucdo rapida" gquando ndo menos de 85% da quantidade
etiquetada da substédncia farmacoldgica se dissolve num periodo
de 30 minutos, wutilizando o Dispositivo I da Farmacopeia dos
E.U.A. (USP) a 100 rpm (ou Dispositivo II a 50 rpm) num volume
de 900 mL ou menos em cada um dos meios seguintes: (1) HC1 0,1 N
ou Fluido Gastrico Simulado USP sem enzimas; (2) um tampdo de pH
4,5; e (3) um tampdo de pH 6,8 ou Fluido Intestinal Simulado USP

sem enzimas.

Agentes Farmaceuticamente Activos

O agente activo é insulina. A insulina pode ser recombinante
ou purificada. Na forma de realizacdo preferida, a insulina é
insulina humana. A insulina humana recombinante é

disponibilizada por uma variedade de fontes.

As dosagens dos agentes activos dependem da sua

biodisponibilidade e da doenga ou disturbio a ser tratado. A
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insulina é geralmente incluida numa gama de dosagem de 12 até
2000 IU por dose humana. Assim, se a insulina tiver uma
biodisponibilidade de 5-25%, a dose sistémica real distribuida a
um individuo wvaria desde 3 a 100 IU. Para insulina com
biodisponibilidade de apenas 2,5%, uma dose oral de 4000 IU iréa
distribuir uma dose sistemicamente disponivel de 100 IU. Para
insulina com biodisponibilidade muito maior, tal como 50% de
biodisponibilidade, a distribuicdo de uma dose sistemicamente

disponivel de 3 IU requer uma dose oral de 6 IU.

Formulacdes

As composicgdes contém um ou mais excipientes. Na forma de
realizacao preferida, pelo menos um  dos excipientes é
seleccionado para mascarar dJquaisquer cargas do agente activo.
Isto facilita o transporte transmembranar do agente activo e,
desse modo, aumenta o inicio da acgcdo e biodisponibilidade do
agente activo. O0s excipientes também sao seleccionados para
formar composicdes que se dissolvem rapidamente em meio aquoso.
Excipientes opcionais farmaceuticamente aceitdveis presentes nos
comprimidos, esférulas, granulos ou particulas que contém
farmaco incluem mas ndo se limitam a diluentes, aglutinantes,
lubrificantes, agentes de desintegracao, corantes,

estabilizadores e tensioactivos.

Agentes solubilizadores

Na forma de realizagao preferida, um ou mais agentes
solubilizadores sao incluidos com o agente activo para promover

uma dissolucdo réapida em meio aquoso. Agentes solubilizadores
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adequados incluem agentes humedecedores, tal como polissorbatos
e poloxameros, tensioactivos ndo idénicos e idnicos, Aacidos e
bases alimentares (e. g., bicarbonato de sdédio) e 4&alcoois, e
sais de tampdes para o controlo do pH. Acidos adequados incluem
acido acético, acido ascdérbico, acido citrico e acido
cloridrico. Por exemplo, se o agente activo for insulina, um

agente solubilizador preferido € &cido citrico.

Quelantes

Na forma de realizacdo preferida, um quelante metdlico ¢é
misturado com o agente activo ou num revestimento que envolve o
agente activo. O quelante pode ser idénico ou nao idnico.
Quelantes adequados incluem &cido etilenodiamino-tetracético
(EDTA), 4acido citrico, dimercaprol (BAL), penicilamina, 4&acido
alginico, clorela, coentro, acido alfa lipdico, acido
dimercaptossuccinico (DMSA) , sulfonato de dimercaptopropano
(DMPS) e é&cido oxdlico. Na forma de realizacdo preferida, o
quelante é EDTA. O quelante liga-se ao agente activo através de
ligacgdes de hidrogénio, desse modo mascarando a carga do agente
activo e facilitando o transporte transmembranar do agente
activo. Por exemplo, gquando o agente activo é insulina, além de
mascarar a carga cré-se que o0 quelante afasta o zinco da
insulina, desse modo favorecendo a forma monomérica da insulina
relativamente a forma hexamérica e facilitando a absorcdo da
insulina pelos tecidos que rodeiam o sitio da administracao

(e. g., mucosa ou tecido adiposo).

Ides podem fazer parte do agente activo, ser adicionados ao
agente estabilizador, misturados com o quelante e/ou incluidos

no revestimento. Ides representativos incluem =zinco, céalcio,
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ferro, manganés, magnésio, aluminio, cobalto, cobre ou qualquer
ido de metal divalente ou metal de transicdo. 0O 2Zn’" tem uma

preferéncia de ligacdo mais forte para o EDTA do que o Ca’’.

Diluentes e Agentes de Enchimento

Diluentes, também referidos aqui como agentes de enchimento,
sdo tipicamente necessdrios para aumentar o volume de uma forma
de dosagem sélida de modo a ser proporcionada uma dimensao
prdtica para a compressdo de comprimidos ou formacdo de
esférulas e grénulos. Agentes de enchimento adequados incluem,
mas nao se limitam a, fosfato dicdlcico di-hidratado, sulfato de
cdlcio, lactose, sacarose, manitol, sorbitol, celulose, celulose
microcristalina, celulose em pd, caulino, cloreto de sdédio,
amido seco, amidos hidrolisados, amido pré-gelatinizado, didéxido
de silicio, 6xido de titédnio, silicato de aluminio e magnésio,
carbonato de célcio, aclUcar compressivel, esferas de acgucar,
acucar em pd (de pasteleiro), dextratos, dextrina, dextrose,
fosfato de cédlcio dibdsico desidratado, palmitoestearato de
glicerilo, carbonato de magnésio, 6xido de magnésio,
maltodextrina, polimetacrilatos, cloreto de potédssio, talco e

fosfato de cdlcio tribdasico.

Aglutinantes

Utilizam-se aglutinantes para conferir gqualidades coesivas a
uma formulacdo de dosagem sdélida e, assim, assegurar que um
comprimido, esférula ou grédnulo permanece 1intacto apds a
formagao das formas de dosagem. Materiais aglutinantes adequados

incluem, mas nao se limitam a, amido, amido pré-gelatinizado,
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gelatina, acucares (incluindo sacarose, glucose, dextrose,
lactose e sorbitol), dextrina, maltodextrina, zelina,
polietilenoglicol, ceras, gomas naturais e sintéticas, tal como
acadcia, goma de guar, tragacanto, alginato, alginato de sdédio,
celuloses, incluindo hidroxipropilmetilcelulose,
carboximetilcelulose sédica, hidroxipropilcelulose,
hidroxietilcelulose, etilcelulose, metilcelulose e Veegum, &leo
vegetal hidrogenado, Tipo I, silicato de aluminio e magnésio e
polimeros sintéticos, tais como copolimeros de acido acrilico e
dcido metacrilico, carbdémero, copolimeros do 4&acido metacrilico,
copolimeros de metacrilato de metilo, copolimeros de metacrilato
de aminoalguilo, &cido ©poliacrilico/acido polimetacrilico e

polivinilpirrolidona.

Lubrificantes

Utilizam-se lubrificantes para facilitar o fabrico de
comprimidos. Exemplos de lubrificantes adequados incluem, mas
ndo se limitam a, estearato de magnésio, estearato de céalcio,
dcido estearico, be-henato de glicerilo, monoestearato de
glicerilo, palmitoestearato de glicerilo, 6leo de ricino
hidrogenado, ¢leo vegetal hidrogenado, tipo I, Dbenzoato de
sédio, laurilsulfato de sédio, estearil-fumarato de sdédio,
polietilenoglicol, talco, estearato de =zinco e &éleo mineral e

6leo mineral leve.

Agentes de Desintegracdo

Utilizam-se agentes de desintegracao para facilitar a

desintegracéao ou "ruptura" da forma de dosagem apds a
10



administracdo e geralmente incluem, mas ndo se limitam a, amido,
amidoglicolato sdédico, carboximetilamido sdédico, metilcelulose,
carboximetilcelulose de calcio, carboximetilcelulose sdédica,
hidroxipropilcelulose, celulose microcristalina, didéxido de
silicio coloidal, croscarmelose sddica, amido pré-gelatinizado,
argilas, celulose, celulose em pd, amido pré-gelatinizado,
amidoglicolato sdédico, alginato de sdédio, 4&acido alginico, goma
de guar, silicato de aluminio e magnésio, polacrilina potdssica
e polimeros reticulados, tal como PVP reticulado, crospovidona

(POLYPLASDONE® XL da GAF Chemical Corp.).

Estabilizadores

Utilizam-se estabilizadores para inibir ou retardar reaccgdes
de decomposicgao do farmaco, que incluem, a titulo
exemplificativo, reacg¢gdes oxidativas. Podem utilizar-se alguns
estabilizadores. Estabilizadores adequados incluem
polissacaridos, tais como celulose e derivados de celulose, e
dlcoois simples, tal como glicerol; agentes bacteriostaticos,
tais como fenol, m-cresol e metilparabeno; agentes isoténicos,
tais como cloreto de sédio, glicerol e glucose; lecitinas, tais
como, por exemplo, lecitinas naturais (e. g., lecitina da gema
do ovo ou lecitina de soja) e lecitinas sintéticas ou semi-
sintéticas (e. 9., dimiristoil-fosfatidilcolina,
dipalmitoilfosfatidilcolina ou diestearoilfosfatidilcolina;

dcidos fosfatidicos; fosfatidiletanolaminas; fosfatidilserinas,

tal como diestearoilfosfatidilserina,
dipalmitoilfosfatidilserina e diaraquidoilfosfatidilserina;
fosfatidilglicerdis; fosfatidilinositdis; cardiolipinas;
esfingomielinas, e detergentes sintéticos, tal como

dioctanoilfosfatidilcolina e polietileno-polipropilenoglicol).
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Outros estabilizadores adequados incluem acédcia, albumina, &acido
alginico, bentonite, carboximetilcelulose de calcio,
carboximetil-celulose sdédica, ciclodextrinas, monoestearato de
glicerilo, hidroxipropilcelulose, hidroxipropilmetil-celulose,
silicato de aluminio e magnésio, propilenoglicol, alginato de
propilenoglicol, alginato de sdédio, cera branca, goma de xantano
e cera amarela. Na forma de realizacado preferida, o agente &
insulina e o estabilizador pode ser uma combinacdo de um ou mais
polissacaridos e glicerol, agentes Dbacteriostédticos, agentes

isotdénicos, lecitinas ou detergentes sintéticos.

Tensioactivos

Os tensiocactivos podem ser agentes com actividade de
superficie anidnicos, catidnicos, anfotéricos ou nao idnicos.
Tensiocactivos anidénicos adequados incluem mas nao se limitam aos
que contém 1id6es carboxilato, sulfonato e sulfato. Exemplos de
tensiocactivos anidénicos incluem alguilsulfonatos e
alquilarilsulfonatos de cadeia longa de sdédio, potdssio, amdnio,
tal como dodecilbenzenossulfonato de sédio;
dialquilsulfossuccinatos de sédio, tal como
dodecilbenzenossulfonato de sdédio; dialguilsulfossuccinatos de
sédio, tal como bis-(2-etiltioxil)sulfossuccinato de sdédio, e
alquilsulfatos, tal como laurilsulfato de sdédio. Tensiocactivos
catiénicos incluem mas nao se limitam a compostos de amdnio
quaternadrio, tais como cloreto de Dbenzalcénio, cloreto de
benzetdnio, brometo de cetriménio, cloreto de
estearildimetilbenzilaménio, amina de coco e polioxietileno.
Exemplos de tensioactivos nao idénicos incluem monoestearato de
etilenoglicol, miristato de propilenoglicol, monoestearato de

glicerilo, estearato de glicerilo, poligliceril-4-oleato,
12



acilato de sorbitano, acilato de sacarose, laurato de PEG-150,
monolaurato de PEG-400, monolaurato de polioxietileno,
polissorbatos, éter de octilfenilo de polioxietileno, éter de
cetilo de PEG-1000, éter tridecilico de polioxietileno, éter de
butilo de polipropilenoglicol, Poloxdmero® 401, estearoilmonoiso-
propanolamida e amida de sebo hidrogenado de polioxietileno.
Exemplos de tensioactivos anfotéricos incluem N-dodecil-B-
alanina de sédio, N-lauril-f-imino-dipropionato de sédio,

miristoanfoacetato, laurilbetaina e lautilsulfobetaina.

Se desejado, os comprimidos, héstias, peliculas, pastilhas,
esférulas, grédnulos ou particulas também podem conter uma
quantidade muito pequena de substidncias auxiliares nao tdxicas,
como pigmentos, edulcorantes, agentes corantes e aromatizantes,

agentes de tamponamento do pH ou conservantes.

Polimeros

A combinacdao ou copolimerizacao suficiente para conferir uma
certa extensao de caracter hidrdéfilo pode ser util para melhorar
a capacidade de humedecimento dos materiais. Por exemplo, cerca
de 5% até cerca de 20% dos mondmeros podem ser mondmeros
hidréfilos. Para esta finalidade sao habitualmente utilizados
polimeros hidréfilos, tais como hidroxipropilcelulose (HPC),
hidroxi-propilmetilcelulose (HPMC), carboximetilcelulose (CMC).
Também sdo adequados polimeros hidrdéfobos, tais como poliésteres
e poliimidas. Os especialistas na técnica sabem que estes
polimeros podem ser combinados com polianidridos para se obterem
composigdes com diferentes perfis de libertacdo do féarmaco e
resisténcia mecédnica. De um modo preferido, os polimeros séo

bioerodiveis, em que o0s pesos moleculares preferidos variam
13



desde 1000 a 15000 Da e, de um modo muito preferido, 2000 a

5000 Da.
Formulacdes
Os compostos activos (ou seus sais farmaceuticamente

aceitdveis) podem ser administrados na forma de uma composicao
farmacéutica na qual o(s) composto(s) activo(s) estd(estdao) em

mistura com um ou mais veiculos, excipientes ou diluentes

farmaceuticamente aceitaveis. Formas de dosagem adequadas
incluem poés, peliculas, héstias, pastilhas, cédpsulas e
comprimidos. As composigdes podem ser administradas numa

variedade de modos, incluindo administracdo bucal, administracéao
nasal, administracao pulmonar, administracao sublingual e
administracdo subcutédnea. Apds a administracdo, a forma de
dosagem dissolve-se rapidamente, libertando o) fadrmaco ou
formando pequenas particulas que contém o fadrmaco, opcionalmente

contendo um ou mais excipientes.

A formulagdao pode dissolver—-se num periodo de tempo que
varia desde 1 segundo a 3 minutos, 3 a 5 minutos, 5 a 8 minutos
ou 8 a 12 minutos. O tempo de dissolucado preferido é inferior a
30 segundos. De um modo preferido, o farmaco € rapidamente
absorvido e transportado para o plasma, originando um inicio
rapido da accédo (de um modo preferido, comecando num periodo de
cerca de 5 minutos apds a administracdo e atingindo o méximo aos

cerca de 15-30 minutos apds a administracao).

Numa forma de realizacao preferida, a formulacao € uma
formulacgdo sdlida sublingual que contém um agente activo e, pelo

menos, um agente solubilizador, juntamente com outros
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excipientes comuns, como poli(dalcool wvinilico), glicerina,
carboximetilcelulose (CMC) e, opcionalmente, poli(etileno-
glicol) e 4&agua. Na forma de realizacdo preferida, o agente
activo ¢é insulina e o0s agentes solubilizadores sao 4&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e 4&cido citrico. A composicao
sublingual pode tomar a forma de um pd seco, pelicula em
monocamada, bicamada ou tricamada, uma héstia liofilizada,

pastilha, cédpsula ou um comprimido.

Numa segunda forma de realizacdao preferida, a formulacéao
toma uma forma adequada para injeccdo subcutédnea. Nesta forma de
realizacao, a formulacdao & preparada misturando um agente activo
em pd com um diluente liguido que contém um veiculo ligquido
farmaceuticamente aceitavel e um ou mais agentes
solubilizadores. Na forma de realizacdao preferida, o agente
activo é insulina e o diluente contém soro fisioldgico, EDTA e
dcido citrico. Antes da administracdo, o pd e o diluente séao

misturados para formar uma composicdo injectdvel.

Pé6 Seco

A composicdo pode estar na forma de um pd seco que contém o
agente farmaceuticamente activo e um ou mails excipiente(s).
Tipicamente, a composicdo em pd seco estd numa forma adequada
para administracao oral, nasal ou pulmonar. Vias tipicas de
administracdao oral incluem distribuigcdao bucal e distribuicao
sublingual. De um modo preferido, a composigcao é distribuida de
forma sublingual. O agente activo e o excipiente podem ser
armazenados em conjunto ou separadamente. O agente activo e
excipientes podem ser armazenados em conjunto se o agente activo

for estdvel na presenca dos excipientes. Alternativamente, podem
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ser armazenados separadamente e depois ser misturados antes,
durante ou depois de serem distribuidos na cavidade oral. 0O pbd
dissolve-se rapidamente por mistura com a saliva e distribui de
forma eficaz o agente activo na c¢irculacdo sistémica via

absorcao através do epitélio sublingual.

Os agentes activos e excipientes podem tomar a forma de
particulas com dimensdes iguais ou diferentes. Numa forma de
realizacdo, as particulas do excipiente sado maiores do que as
particulas do agente. Isto permitird que as pequenas particulas
do agente revistam a particula maior, de modo gque ambas as
particulas sao administradas simultaneamente. Tipicamente, o
didmetro médio das particulas para as particulas do agente ¢é
inferior ou igual a um décimo do didmetro médio das particulas
para as particulas do excipiente. Para distribuicdao sublingual,
as particulas grandes tém geralmente didmetros superiores a
8 um, de um modo preferido, superiores a 20 pm. Os diédmetros
médios das particulas grandes variam tipicamente desde 8 um a
500 pm, de um modo preferido, desde 50 um a 150 pm. As
particulas pequenas tém geralmente um didmetro que varia desde
1 nm a 9 um, de um modo preferido, desde 100 nm a 400 nm. Para
administracdo bucal e nasal, as particulas tém geralmente gamas
de dimensdes semelhantes as descritas para administracéo
sublingual. Para administracdo pulmonar, as particulas grandes
tém tipicamente um didmetro médio que varia desde 1 pm a 10 pum,
de um modo preferido, desde 2 pm a 5 pm, e as particulas
pequenas tém tipicamente um didmetro médio que varia desde 10 nm

a 1 pm.

Se as particulas do excipiente tiverem geralmente a mesma
dimensdo, os didmetros médios serdo geralmente maiores do que

8 um, de um modo preferido maiores do que 20 um, com gamas de
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dimensdes tipicas desde 8 um a 500 pum e, de um modo preferido,
desde 50 um a 150 um (para administracao sublingual, bucal e
nasal), e desde 1 pm a 10 pm, de um modo preferido, desde 2 pm a

5 uym (para administracdao pulmonar).

Opcionalmente, as particulas tém cargas opostas, de modo que
as particulas do excipiente tém uma carga e as particulas do
agente tém a carga oposta, de modo qgue as particulas sejam
administradas simultaneamente. As particulas podem ser dotadas
de carga por sopragem numa cdmara formada por superficies
plasticas, que conferem carga as particulas. Podem utilizar-se
duas camaras com cargas opostas. As particulas com carga podem
ser formadas utilizando uma solug¢do acidica para preparar uma
das particulas e uma solucdo Dbédsica para formar as outras
particulas. Alternativamente, pode transferir-se carga por
descarga de 1des (e. g., utilizando um dispositivo estédtico ou
antiestdatico). Se as particulas do agente e excipiente tiverem
cargas opostas, podem ter o mesmo didmetro médio ou didmetros

médios diferentes.

Numa forma de realizacdo, o0s componentes sao armazenados
separadamente, em recipientes separados, uma embalagem tipo
blister ou capsulas, que sao combinadas na altura da
administracdo. Numa forma de realizacgadao, apresentada na Figura
2, O recipiente é uma ampola 20 em que a insulina estd presente
numa forma em pd na tampa 22, separada de uma solucao 24 que
contém &cido citrico e EDTA. Na altura da administracédo, a
insulina é adicionada a solucdao 24 e €& administrada. Isto pode
ser conseguido rompendo um vedante localizado na base 26 da
tampa 22, por exemplo, feito de polietileno, que ¢é rompido

rodando a tampa 22.
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Pelicula

A composicao pode estar na forma de uma pelicula. A pelicula
¢ um material transparente ou opaco, flexivel e fino. Espessuras
tipicas wvariam desde 0,01 a 2 mm. A pelicula pode ter qualquer
forma adequada, incluindo redonda, oval, rectangular ou
quadrada. A pelicula pode ser uma pelicula em monocamada,
bicamada ou tricamada. Na forma de realizacado preferida, a
pelicula ¢é concebida para ser adequada para administracéao
sublingual. A pelicula em monocamada contém um agente activo e
um ou mais excipientes. A pelicula em bicamada contém um ou mais
excipientes, tal como um agente solubilizador e/ou um quelante
metdlico, numa primeira camada e um agente activo na segunda
camada. Esta configuracdao permite armazenar o agente activo
separadamente dos excipientes e pode aumentar a estabilidade do
agente activo e, opcionalmente, aumenta a estabilidade em
armazenamento da composicdo em comparagao com O Ccaso em Jgue oS
excipientes e o0 agente activo estado contidos numa uUnica camada.
A pelicula em tricamada contém trés camadas de pelicula. Cada
uma das camadas pode ser diferente, ou duas das camadas, tais
como as camadas inferior e superior, podem ter substancialmente
a mesma composigao. Numa forma de realizagdao, as camadas
inferior e superior envolvem uma camada de nucleo que contém o
agente activo. As camadas inferior e superior podem conter um ou
mais excipientes, tais como um agente solubilizador e um
quelante metdlico. De um modo preferido, as camadas inferior e
superior tém a mesma composicao. Alternativamente, as camadas
inferior e superior podem conter excipiente(s) diferente(s) ou
diferentes quantidades do(s) mesmo(s) excipiente(s). A camada do
nucleo contém tipicamente o agente activo, opcionalmente com um

ou mais excipientes.
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Na forma de realizacado preferida, a pelicula é uma pelicula
em bicamada gue contém EDTA e 4&cido citrico numa camada e
insulina na segunda camada. Cada camada pode conter excipientes
adicionais, tais como glicerina, dlcool poli-vinilico,
carboximetilcelulose e, opcionalmente, PEG (como PEG 400 ou
PEG 1600). Numa forma de realizacdo, uma terceira camada pode
estar localizada entre a camada do agente activo e a camada que
contém os outros ingredientes, para proteger suplementarmente o
agente activo de ingredientes que causam degradacao localizados
na outra camada durante o armazenamento. Materiais adequados
para a camada protectora incluem carboximetilcelulose sdédica,
cera de carnauba, acetatoftalato de celulose, 4&alcool cetilico,
acucar de pasteleiro, etilcelulose, gelatina,
hidroxietilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, glucose
ligquida, maltodextrina, metilcelulose, cera micro-cristalina,
polimetacrilatos, dalcool polivinilico, goma—-laca, sacarose,

talco, didxido de titédnio e zeina.

Por alteracao da composicao dos excipientes, a pelicula pode
ser concebida para se dissolver rapidamente (menos de
30 segundos) ou lentamente (até 15 minutos) para se obter o
desejado perfil de absorgdo e efeito subsequente. A pelicula
pode dissolver—-se num periodo de tempo que varia desde 3 a
5 minutos, 5 a 8 minutos ou 8 a 12 minutos. De um modo
preferido, a pelicula dissolve-se num periodo de tempo que varia

desde 15 segundos a 2 minutos.
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Pastilha, Comprimido, Capsula ou Héstia

Noutra forma de realizacado, a composicdo toma a forma de uma
pastilha, comprimido, céapsula ou hdéstia que contém o agente
activo e um ou mais excipientes, tais como quelantes, agentes

estabilizadores, agentes solubilizadores.

Pastilha

O nucleo da pastilha é composta por um gel sélido ou uma
héstia 1liofilizada gque contém um agente activo no nucleo.
Opcionalmente, o nucleo também contém um agente estabilizador,
opcionalmente com um ou mais excipientes adicionais.
Opcionalmente, as superficies superior e inferior do nucleo da
pastilha sao revestidas com um quelante, tal como EDTA sdédico.
Alternativamente, o agente quelante pode ser misturado com o
agente activo no nucleo. Na forma de realizacao preferida, o
nucleo contém alginato (de um modo preferido, alginato
estabilizado com calcio), 4&cido <citrico, EDTA e insulina. A
pastilha cobre uma grande drea superficial com uma camada fina e
pode tomar qualquer forma adequada. Tipicamente tem forma
redonda ou oval. Em geral, a pastilha tem didmetro e espessura
aproximadamente 1guais ao didmetro e espessura de uma moeda.

Numa forma de realizacdo, a pastilha contém glicerina.

Comgrimido

Numa forma de realizacao, o comprimido €& um pd homogéneo
comprimido de todos os ingredientes. Noutra forma de realizacgao,

configuram-se num comprimido ingredientes inactivos, tais como o
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agente de enchimento e o agente de 1ligacdo, e um ou mais
excipientes, incluindo os agentes solubilizadores. O agente
activo juntamente com o agente de enchimento, agente de ligacao
e outros excipientes sao configurados noutro comprimido. Em
seguida, os dois comprimidos sdo reunidos e revestidos para
formar um Unico comprimido. Opcionalmente, o comprimido é

revestido com um revestimento entérico.

Héstia

A composicdao pode estar na forma de uma héstia. A héstia é
uma forma de dosagem sdélida plana. Espessuras tipicas wvariam
desde 0,1 mm a 1,5 cm. Didmetros tipicos variam desde 0,2 a
5 cm. A héstia pode tomar qualguer forma adequada, incluindo
redonda, oval, rectangular ou quadrada. A hoéstia pode consistir
numa monocamada, bicamada ou tricamada. Na forma de realizacéo
preferida, a héstia é concebida para ser adequada para
administracdo sublingual. A hdéstia em monocamada contém um
agente activo e um ou mais excipientes. A hdéstia em bicamada
contém um ou mais excipientes, tal como um agente solubilizador
e/ou um quelante metdlico, numa primeira camada e um agente
activo na segunda camada. Esta configuracdo permite armazenar o
agente activo separadamente dos excipientes e pode aumentar a
estabilidade do agente activo e, opcionalmente, aumenta a
estabilidade em armazenamento da composicdao em comparagao com O
caso em gue 0S8 excipientes e o agente activo estdo contidos numa
Unica camada. A hdstia em tricamada contém trés camadas. Cada
uma das camadas pode ser diferente, ou duas das camadas, tais
como as camadas inferior e superior, podem ter substancialmente
a mesma composigdao. Numa forma de realizagao, as camadas

inferior e superior envolvem uma camada de nucleo que contém o
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agente activo. As camadas inferior e superior podem conter um ou
mais excipientes, tais como um agente solubilizador e um
quelante metdlico. De um modo preferido, as camadas inferior e
superior tém a mesma composicdo. Alternativamente, as camadas
inferior e superior podem conter excipiente(s) diferente(s) ou
diferentes quantidades do(s) mesmo(s) excipiente(s). A camada do
nucleo contém tipicamente o agente activo, opcionalmente com um

ou mais excipientes.

Cépsulas

Outra forma de dosagem adequada € uma cdapsula. A capsula
contém um invdélucro exterior que se dissolve rapidamente, gque é
tipicamente composto por acgucares, amidos, polimeros (e outros
materiais farmacéuticos adequados). A cédpsula contém pds ou
grdnulos de agente e excipiente. A cdapsula € concebida para
libertar rapidamente pds ou pequenos granulos de dissolucao

rdapida na cavidade oral apds a administracao.

Formulacbdes para Injeccdo Subcutdnea

A formulacdo pode ser uma formulacdo injectdvel adequada
para injeccao subcutdnea. A formulagdo injectédvel contém o
agente activo, um quelante, um agente solubilizador e soro
fisioldgico. Numa forma de realizacgdo preferida, a formulacgao
injectavel contém insulina, EDTA, acido citrico e SOro

fisioldgico.
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II. Métodos de preparacgdo das formulagdes

As composicdes farmacéuticas podem ser formuladas de um modo
convencional wutilizando um ou mais veiculos fisiologicamente
aceitaveils compreendendo excipientes e auxiliares que facilitam
0 processamento dos compostos activos em preparacgdes que podem
ser utilizadas farmaceuticamente. A formulacdao farmacoldgica &
discutida, por exemplo, em Hoover, John E., "Remington's
Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co., Easton,
Pensilvania (1975) e Lieberman, H.A., e Lachman, L., Editores,
"Pharmaceutical Dosage Forms", Marcel Decker, Nova Iorque, N.I.
(1980). A formulacao apropriada ¢é dependente da via de

administracgdao escolhida.

Os compostos podem ser complexados com outros agentes quando
sdao formulados na forma de dosagem desejada. Se for soluvel em
agua, esse complexo formulado pode entdo ser formulado num
tampdo apropriado, por exemplo, soro fisioldégico tamponado com
fosfato ou outras solucgdes fisiologicamente compativeis.
Alternativamente, se o) complexo resultante tiver fraca
solubilidade em solventes aquosos, pode entdo ser formulado com
um tensioactivo nao iénico, tal Ccomo TWEEN™ ou

polietilenoglicol.
Descrevem-se abaixo métodos preferidos para preparar as

peliculas, comprimidos, hoéstias e formulacgdes injectaveis

subcuténeas.
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Peliculas

A pelicula em monocamada ¢é tipicamente formada suspendendo
primeiramente ingredientes inactivos e o agente activo em &gua.
A suspensao ¢é transferida, por derramamento ou pipetagem, para
uma folha ou molde. Depois, a suspensao é seca por liofilizacao,
para remover a agua e formar uma pelicula. As peliculas podem
ser preparadas como uma folha grande e cortados num tamanho
desejado, com base na dosagem desejada. Alternativamente, podem
preparar-se formulagdes contendo uma UuUnica dose formando a
pelicula wutilizando um molde. As peliculas em bicamada e
tricamada sao geralmente formadas do mesmo modo da pelicula em
monocamada com a excepcao de cada camada conter apenas certos
ingredientes (e. g., uma camada contém o agente activo e a outra

camada contém um ou mais excipientes).

Comprimidos

Preparam-se comprimidos utilizando uma maquina de compressao
tradicional com pungdes planos. Os ingredientes activos secos
sdao combinados com uma quantidade apropriada de um excipiente de
enchimento inerte, tal como um excipiente agente de 1ligacgao,
juntamente com outros excipientes adequados. Apds mistura
extensa, uma quantidade predeterminada da mistura ¢é colocada
numa prensa de comprimidos e forma-se um comprimido. A espessura
do comprimido é determinada pela quantidade dos ingredientes. A
compressao deve ser suficiente para manter os 1ingredientes
agregados durante a administragdao da dose ao mesmo tempo gue
permite penetracdo de &gua no comprimido para uma féacil

dissolugao na boca.
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Héstias

A héstia pode ser formada por compressao de um pod,
liofilizacdo de um bolo ou evaporacgdo de uma suspensao, emulsao
ou gel (e. g., um hidrogel). Também pode utilizar-se uma magquina
de compressao para preparar héstias utilizando um punc¢ado maior e
mais plano. Alternativamente, o0s materiais secos misturados
podem ser aplanados ou comprimidos entre cilindros para
configurar o pd numa folha que pode ser cortada num tamanho
apropriado para poder ser inserido na Dboca, de um modo
preferido, debaixo da 1lingua. A dosagem das hdstias pode ser
determinada por métodos padrao, tais como alterando a
concentracao do agente activo no pd e mantendo uniforme o
tamanho da héstia. Alternativamente, pode manter-se a
concentracdo do pd e aumentar a Aarea superficial da hoéstia para
se obterem doses mais elevadas, ou diminui-la para diminuir a
dosagem. Numa forma de realizacgado, forma-se a hdéstia suspendendo
o0 agente activo, agentes solubilizadores, agente de ligagao ou
outros excipientes num solvente, tal como &dgua. Uma gquantidade
predeterminada da suspensao é colocada em cavidades de um molde
de plastico e é liofilizada nas cavidades, para remover a agua e
formar uma hdéstia. Alternativamente, pode forma-se uma hdstia em
bicamada com um ou mais excipientes (e. g., agente solubilizador
e/ou agente de ligacéao) numa camada e © agente activo,
juntamente com o agente de ligagdo ou outros componentes

inertes, na segunda camada.

Também podem preparar-se héstias combinando os pds secos em
solucao aquosa, pipetagem da quantidade apropriada da solucgéao
para moldes, congelacdo instantédnea e liofilizacdo do material.

Com este processo forma-se uma hdstia muito leve que se dissolve
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muito rapidamente e requer pouco material de enchimento e

ligacéao.

Formulagdes para Injecgdo Subcuténea

Na forma de realizacdo preferida, a formulagdo injectéavel
subcutdnea ¢é produzida misturando soro fisioldgico, acido
citrico e EDTA para formar uma solugdao e esterilizando a solucgao
(referida como o "diluente"). A insulina é adicionada
separadamente a &agua esterilizada para formar uma solucdo e é
filtrada, e uma guantidade designada ¢é colocada em cada um de
alguns frascos separados de injeccgadao esterilizadas. A solucdo de
insulina é liofilizada para formar um pd e deve ser armazenada
separadamente do diluente, para reter a sua estabilidade. Antes
da administracado, o diluente é adicionado ao frasco de injeccéao
de insulina. Depois da guantidade predeterminada de insulina ser
injectada subcutaneamente no doente, a solugdao remanescente de
insulina ©pode ser armazenada, de um modo preferido, por
refrigeracdo. A solugdo de insulina deve permanecer estavel

durante, pelo menos, uma semana.

IIT. Métodos de Utilizagdo das Formulagdes

As formulagbes podem ser administradas de uma variedade de
modos, incluindo administracdo Dbucal, administrag¢ao nasal,
administracdo pulmonar, administracgcdao sublingual, administracéao
subcuténea, administragao rectal, administracao wvaginal ou
administracado ocular. Apds a administracdo, a forma de dosagem
dissolve-se rapidamente, libertando o fdrmaco ou formando

pequenas particulas que contém o fadrmaco, opcionalmente contendo
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um ou mais excipientes. A formulacdo ¢é concebida para ser
rapidamente absorvida e transportada para o0 plasma para

distribuicdo sistémica.

As formulacdes que contém insulina como o agente activo
podem ser administradas a um doente diabético do tipo 1 ou tipo
2 antes ou durante uma refeicdo. A formulacdao ¢é tipicamente
administrada de forma sublingual ou por i1injeccdo subcutédnea. A
formulacdo também pode ser administrada por administracao bucal,
nasal ou pulmonar. Devido a absorcdo réapida, as composicdes
podem interromper a conversao de glicogénio em glucose no
figado, desse modo prevenindo hiperglicemia, que € a principal
causa de complicacdes devido a diabetes e o primeiro sintoma de
diabetes do tipo 2. Como observado no Exemplo 2, as formulacgdes
sublinguais de insulina distribuem insulina na corrente
sanguinea do doente rapidamente, originando um inicio rapido da
accado (comecando aos cerca de 5 minutos apds a administracédo e

atingindo o méximo aos cerca de 15-30 minutos apds a

administracdo). Em contraste, as 1injecgdes subcutdneas comuns
presentemente disponiveis de insulina humana devem ser
administradas cerca de uma hora antes da refeicéo,

proporcionando um efeito inferior ao desejado, porgue a insulina
é absorvida demasiado lentamente para interromper a producgao de
glucose no figado. Adicionalmente, se forem administradas
suficientemente cedo na progressao da doenga, as composicdes
sublinguais ou subcutédneas de insulina podem conseguir abrandar

ou interromper a progressao de diabetes do tipo 2.

A Figura 1A é uma representacdo esquematica da administracao
da composicao preferida em pd seco, 1. e., insulina, alginato,
dcido citrico e EDTA em pd. Como mostrado na Figura 1A, o pd é

composto por um pd sbélido seco de &cido citrico, insulina e EDTA
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em pd. Utiliza-se um dispositivo para distribuir uma dose
unitdria de pd seco debaixo da lingua, de modo que a dose é
dispersa uniformemente em toda a regido sublingual da cavidade
oral. O EDTA dissddico dissolve-se rapidamente na saliva. O
acido citrico solubiliza a insulina, permitindo que fique em
solucdo proéximo do EDTA. Em seguida, o EDTA procede a quelacao
do zinco presente na insulina, desse modo libertando os seus
ides sddio e afastando o zinco da insulina. Isto faz com que a
insulina adopte a sua forma dimérica e monomérica e evita a
reunido em hexédmeros. A forma monomérica tem um peso molecular
que é inferior a um sexto do peso molecular da forma hexamérica,
desse modo aumentando acentuadamente a velocidade e quantidade
de absorcdao de insulina. Os dimeros e mondmeros estao em
equilibrio. Assim, a medida que mondmeros de insulina séao
absorvidos através da membrana epitelial, dimeros adicionais

separam—-se para formar mais mondmeros.

Ocorre um processo semelhante se um agente de volume for
incluido no pdé de farmaco. Por exemplo, se for utilizado
alginato como agente de volume para a insulina, o calcio
impregnado no alginato sofre quelagdo pelo EDTA, removendo-o da
matriz de gel. Isto desestabiliza a matriz, gque liberta a
insulina para a saliva local, onde a insulina estd agora prdéxima
do EDTA. O EDTA identifica a zinco-insulina préxima e substitui
0 seu cdlcio pelo zinco, para o qual tem maior afinidade. Este
processo liberta a insulina hexamérica na sua forma dimérica, da
qual uma porgdo se separa em mondmeros. Uma vez que estas duas
formas existem em equilibrio dirigido pela concentracdo, a
medida que os mondmeros sao absorvidos sdo criados mais
mondémeros. Estes pequenos polipéptidos de ~5800 Da estdao agora
prontos para absorcado epitelial. Uma vez dque o epitélio &

relativamente fino na regiao sublingual e vasos sanguineos estao
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facilmente disponiveis, a absorcdo sistémica € réapida e
eficiente. Tanto quanto o EDTA e/ou 4acido citrico se ligam a
insulina por ligagdes de hidrogénio, mascaram a carga da
insulina, facilitando o seu transporte transmembranar e, assim,
aumentando o inicio da accdo e biodisponibilidade da insulina.
Uma vez que o epitélio é relativamente fino na regidao sublingual
e vasos sanguineos estdo facilmente disponiveis, a absorcéo
sistémica ¢é répida e eficiente, demorando desde 1 segundo a
15 minutos apds a administracdo. O pd pode dissolver—-se num
periodo de tempo que varia desde 1 segundo a 3 minutos, 3 a
5 minutos, 5 a 8 minutos ou 8 a 12 minutos. O tempo de

dissolugao preferido é inferior a 5 minutos.

Como descrito na Figura 1B, antes de uma refeicdo, uma
pastilha é inserida debaixo da lingua e a lingua relaxa sobre a
pastilha 10. A pastilha pode ser substituida por uma pelicula,
héstia, comprimido ou capsula. O EDTA sdédico ¢é dissolvido a
partir das superficies 12 para a saliva local. A superficie 12
da pastilha ¢é humedecida pela remogao da camada de EDTA,
proporcionando o calcio dimpregnado no gel 10 de acesso a
superficie 12. O EDTA é um quelante de cdlcio e remove o cédlcio
da matriz do gel, removendo a sua estrutura de suporte. Com o
cdlcio removido, o alginato sofre 1liquefacgcédo e liberta a
insulina hexamérica com zinco para a saliva. O EDTA é atraido
para o zinco em proximidade e remove o zinco da insulina (para o
qual tem maior afinidade), libertando a insulina hexamérica na
sua forma dimérica, da qual uma porcado se separa em mondmeros.
Uma vez que os mondmeros e dimeros existem em equilibrio
dirigido pela concentracgao, a medida gque sao absorvidos

mondémeros sao criados mais mondmeros.
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IV. Kit

0O agente activo pode ser armazenado num recipiente e os
excipientes podem ser armazenados num segundo recipiente.
Imediatamente antes da administracdo mistura-se o conteudo dos

dois recipientes.

Como ilustrado na Figura 2, o kit pode conter um frasco
contendo insulina em pd na tampa (22), separada por um vedante
(26) que pode ser rompido por rotacdo da tampa para permitir que
a insulina se misture com a solucdo de excipiente, e. g., acido

citrico-EDTA, presente no frasco (24).

Os métodos e composicdes descritos acima serao
suplementarmente compreendidos com referéncia aos seguintes

exemplos nao limitativos.

Exemplos

Exemplo 1l: Efeito de Solugdes de Insulina Contendo
Diferentes Concentragdes de EDTA na Conversdo da Insulina de uma

Forma Hexamérica em Mondémeros/Dimeros

Materiais

Nesta experiéncia utilizaram-se Insulina recombinante humana
(Akzo-Nobel), &cido Citrico e EDTA dissdédico em &gua destilada.
Utilizaram-se microtubos Nanosep com PM de corte de 30000 (Pall
Scientific) para separar os hexémeros (PM 36000) dos
dimeros/monémeros (PM 6-12000) nas solugbdes de insulina. A

andlise foi realizada por HPLC utilizando um mdédulo de separacéo
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Waters 2695 equipado com uma coluna Symmetry 300™ C, 5 pm (Waters
Corp., Milford, MA, N° 186000285) e um detector por sistema de
fotodiodos (a 220 nm de absorvancia). Utilizou-se um método com
gradiente (ACN 25-32% em 4gua, TFA 0,05%) para separar a

insulina dos outros ingredientes.

Métodos

Dissolveu-se Insulina recombinante humana em Acido citrico
2 mg/mL para formar uma solucdo de 1 mg/mL, e subsequentemente
pipetaram-se 1,5 mL desta solugdo para tubos de ensaio.
Adicionou-se EDTA a cada tubo para se obter uma concentracao de
0, 1, 2, 3 ou 4 mg de EDTA/mL. Ao topo dos tubos Nanosep
adicionaram-se 0,5 mL dos ingredientes combinados e o0s tubos
foram submetidos a rotacdo a 10000 rpm durante 10 minutos numa
microcentrifuga (Fisher Scientific). Testou-se a insulina antes
e apds a centrifugacdo e determinou-se a percentagem recuperada
no filtrado dividindo a quantidade da insulina que passou pelo

filtro pela quantidade inicial colocada no topo.

Esquema

Tabela 1: Quatro condigdes experimentais e controlo

Formulacao Insulina EDTA Acido
N° (mg/mL) (mg/mL) citrico (mg/mL)
0 1 0 2
1 1 1 2
2 1 2 2
3 1 3 2
4 1 4 2
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Resultados

Como mostrado na Figura 3, quantidades crescentes de EDTA
originaram maiores concentracdes de monémeros/dimeros
relativamente ao hexdmero na solucdo de insulina. Cerca de 8% da
insulina total passou pelo filtro gquando nao estava presente
EDTA (controlo "om . A quantidade de mondémeros/dimeros
recuperados no filtrado aumentou para 20% apds a adicado de EDTA,
com um efeito maximo a 2 mg/mL. A adicdo suplementar de EDTA nao
aumentou o efeito. Assim, a adicdo de EDTA a uma solugao de
insulina (na presenca de &cido citrico) aumenta a concentracao

de mondmeros/dimeros.

Exemplo 2: Efeito da Administragdo de Formulagdo Sublingual
de Insulina em P66 Seco nos niveis de insulina e glucose de um

Doente

Mediram-se os niveis de insulina e glucose no sangue apods
uma Unica administracdo sublingual de uma formulacdo de insulina
em pd seco num doente diabético do Tipo 1 do sexo masculino com
35 anos de idade. A dose administrada ao doente continha 6 mg de
insulina, 4 mg de &cido citrico e 4 mg de EDTA. A insulina na

formulacdo perfez aproximadamente 28 IU/mg.

0O doente jejuou durante a noite e chegou a clinica de manha
cedo. Ligou-se ao doente uma linha IV de infusdao de soro
fisioldégico. Instruiu-se o doente para abrir a sua boca e tocar
a sua lingua no céu-da-boca, tendo-se aspergido a formulacdao em
pd seco debaixo da sua lingua. Depois foi instruido para baixar

a sua lingua, fechar a boca e ndao engolir durante um minuto.
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Mediu-se a glucose no sangue aos cinco minutos antes da
aplicacdao da formulacao sublingual de insulina. Apbs a
administracdo da formulacadao de insulina monitorizou-se a glucose
no sangue em tempo real utilizando tiras de glucose e
recolheram-se amostras de sangue de acordo com 0s tempos
listados nas Tabelas 2 e 3, para uma determinacdo laboratorial
da concentracado de glucose no sangue pelo método de glucose
oxidase e da concentragao de insulina no sangue por um ensaio

imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) LINKO.

Resultados e Discusséao

Os dados obtidos utilizando o método de tiras de glucose e

método de glucose oxidase estao listados na Tabela 2.

Tabela 2: Concentragdes de Glucose ao longo do Tempo

Tempo Método de Tiras Método de Oxidase
(minutos) Concentrag¢do de glucose | Concentragdo de glucose
(mg/dL) (mg/dL)
-5 N/A 99,5
3 84 96,3
7 83 87,0
10 75 90,1
15 70 83,2
20 73 78,3
30 63 75,5
45 59 68,0
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(continuacéao)

Tempo Método de Tiras Método de Oxidase
(minutos) Concentragdo de glucose | Concentragdo de glucose
(mg/dL) (mg/dL)
60 46 61,8
61 42 60,2
62 42 57,7
80 33 53,7
(ingestao de
glucose)
90 136 143
120 97 122,0
145 N/A 122,0
180 N/A 80,5
Pelo método de tiras de glucose em tempo real, a

concentracao de glucose no

precipitada,

uma hora pds-administracao,

perigosamente Dbaixa (46 mg/dL pelo
altura o protocolo inicial foi
leituras de glucose no sangue mais

minutos pds—-administracao,

mg/dL pelo método de tiras,

uma

administracdao de glucose foi
glucose no sangue do doente para a gama normal

pelo método de tiras.

injeccao

diminuir a

formulacao

subcutéanea de

glucose no

liquida de

eficaz

insulina

sangue cerca
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administragdo e produz um efeito maximo entre os 90 minutos e as

3 horas apdés a administracao.

Como observado com base nos dados da Tabela 2, os dados
obtidos utilizando o teste mais rigoroso de glucose no sangue, O
método de oxidase, reflectiram o método de tiras em tempo real
mas foram mais elevados em cerca de 12-20 mg/dL numa base

absoluta.

A Tabela 3 lista as concentracdes de insulina no sangue ao

longo do tempo obtidas pelo teste de ELISA LINKO.

Tabela 3: Concentrag¢des de insulina ao longo do tempo

Tempo (minutos) Concentragdo de insulina (pU/mL)
-5 16,9
3 13,9
7 22,7
10 21
15 22,95
20 23,4
30 19,7
45 21,2
60 21,9
80 21,1
(ingestao de
glucose)
120 18,9
180 13,9
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Como observado com base nos dados listados na Tabela 3, a
concentracdao de insulina no sangue aumentou muito rapidamente,
comecgando aos 7 minutos apdés a administragdo e atingindo um
efeito maximo entre os 15 e 20 minutos apds a administracdo. Em
contraste, uma injeccdo subcutdnea de insulina humana atinge uma
concentracdo méxima no sangue cerca de duas horas apds a
administracdo. Assim, a formulacao sublingual em pd seco & cerca
de 6 até 8 vezes mais rapida do gue uma injeccdo subcutidnea de

insulina humana.

Exemplo 3: Determinagdo do Efeito do EDTA e Varios Acidos na

Dimensdo das Particulas de Insulina

Conduziu-se um estudo para determinar o efeito do EDTA, um
quelante, em combinacdo com varios 4acidos: acido acético, 4acido
cloridrico, &cido ascdérbico e 4&acido citrico, na dimensao das
particulas de insulina. Os controlos incluiram insulina com EDTA

e sem acido e insulina com acido e sem EDTA.

Utilizando as mesmas técnicas descritas no exemplo 1,
dissolveu-se insulina (1 mg/mL) num acido de alimentos,
adicionou-se EDTA, colocou-se a mistura no topo de um filtro com
PM de corte 30000 num microtubo e depois submeteu-se o sistema a
centrifugacao durante 10 minutos a 10000 rpm. Cada mistura foi
testada a pH 3 (sem tampao) e pH 7,0 (com tampadao de fosfato).
Calcularam-se 0s resultados em percentagem de insulina
recuperada no filtrado comparativamente a quantidade de partida

(percentagem) .

Os resultados estao representados graficamente nas Figuras 4

e ba-d. 0Os resultados mostram que a combinacdo de EDTA e 4acido
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citrico produz uma quantidade significativamente maior de
insulina de baixo peso molecular (i. e., monomérica em vez de

hexamérica) .

Exemplo 4: Administragdo Subcutdnea de EDTA Insulina a

Porcos

A formulagcdo de insulina com EDTA-acido citrico foi
administrada a porcos por injeccado subcutédnea, para comparar o

efeito do EDTA e 4&dcido citrico na insulina administrada por

administracao subcuténea com insulina humana normal
(hexamérica). A insulina foi administrada numa dosagem de
25 U/mL, 2 mg de EDTA/mL, 2 mg de acido citrico/mL.

Administrou—-se uma dose de insulina de 0,125 U/kg. Comparou-se o
efeito na glucose no sangue com o efeito de 100 unidades de

insulina humana comum, dose 0,125 U/kg.

Normalmente, a insulina humana normal produz o seu nivel
mais baixo de glucose aos cerca de 120 minutos apds a
administragdo, com niveis que regressam a referéncia durante um
periodo de seis horas. Em contraste, como mostrado pelos
resultados da Figura 6, a formulacdo de insulina com EDTA-&cido
citrico produz um decréscimo mais rédpido e significativamente

maior da glucose no sangue.
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Exemplo 5: Determinacdo do Efeito do EDTA na Absorgdo de
Insulina Através de uma Membrana Sobre a Qual Estd Disposta uma

Monocamada de Células Epiteliais

Conduziu-se um estudo para demonstrar o efeito do EDTA na
absorcao através de uma membrana sobre a qual estd disposta uma

monocamada de células epiteliais.

Misturaram-se duas solugdes de soro fisioldgico contendo

1 mg/mL de insulina, 2 mg/mL de EDTA e 2 mg/mL de acido citrico

("solucdo 1") ou 1 mg/mL de insulina e 2 mg/mL de &cido citrico
("solugao 2"). A solucadao de controlo continha apenas EDTA e
acido citrico. Culturas de linhas celulares epiteliais

imortalizadas foram inoculadas em membranas Transwell. Quando as
células cresceram até a confluéncia, no instante zero, o fluido
das cémaras superiores das placas Transwell foi substituido por
0,5 mL de solucdo de insulina (i. e., solucdo 1 ou solugao 2).
Testaram-se simultaneamente duas placas com solucao 1, duas
placas com solucao 2 e uma placa com a solucao de controlo (sem
células). A cémara inferior de cada placa continha 1,5 mL de
soro fisioldégico. Em cada instante, 100 pL de fluido da cémara
inferior foram removidos e analisados por Ensaio Imunoabsorvente
Ligado a Enzima (ELISA). Adicionaram-se a cémara inferior 100 uL
de soro fisioldégico para manter um volume constante de 1,5 mL ao

longo do estudo.

A quantidade de insulina removida da cémara inferior em cada
instante foi adicionada a quantidade removida no(s) instante(s)
anterior(es), para se determinar a gquantidade cumulativa de
insulina recuperada na camara inferior. Estes dados estéo

apresentados na Figura 7.
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As células foram coradas para verificar a viabilidade antes
e depois da experiéncia. Nao se observaram diferencas

estatisticas da viabilidade celular para cada uma das placas.

Apresenta-se na Figura 7 a insulina média acumulada na
cédmara inferior (cémara receptora) ao longo do tempo. Como
mostrado na Figura 7, a solucgcao 1, que continha EDTA, atravessou
a monocamada de células epiteliais e atravessou a membrana mais

eficazmente do gue a solucdo 2, que nao continha EDTA.

Lisboa, 7 de Setembro de 2009
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REIVINDICACOES

Composicao compreendendo uma dose terapeuticamente eficaz de
insulina monomérica ou dimérica, um agente solubilizador
seleccionado do grupo consistindo em 4&acido acético, 4&cido
ascoOérbico e &cido citrico e um guelante metdlico de zinco,
numa forma adequada para administracdo sublingual ou

subcuténea.

Composicdo da reivindicagdo 1, em gue o dJuelante &
seleccionado do grupo consistindo em acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), dimercaprol (BAL),
penicilamina, 4&cido alginico, Clorela, Coentro, Acido Alfa

Lipéico e Acido Dimercaptossuccinico (DMSA).

Composicdo da reivindicacdo 2, em que o quelante € 4&cido

etilenodiaminotetracético (EDTA).

Composicdo da reivindicacado 1, em que o acido esta presente
numa quantidade eficaz para mascarar cargas da insulina

monomérica ou dimérica.

Composicdo da reivindicagdo 1, em que o é&cido é é&acido

citrico.

Composicao da reivindicagdo 1 numa forma seleccionada do
grupo consistindo em pds secos, comprimidos, héstias,

peliculas, pastilhas e capsulas.



10.

11.

12.

13.

Composicado da reivindicacdo 6, em que a composicdao toma a
forma de uma pelicula ou héstia em tricamada adequada para

distribuic¢ado sublingual.

Composicdo da reivindicagdao 1 numa forma adequada para

distribuig¢dao sublingual.

Utilizacao de uma quantidade eficaz de insulina monomérica
ou dimérica, um &cido que aumenta a solubilidade e absorcéo
da insulina monomérica ou dimérica seleccionado do grupo
consistindo em 4&acido acético, 4&cido ascdérbico e Acido
citrico e um quelante metdlico de =zinco para o fabrico de
um medicamento adequado para administracgado sublingual ou

injecg¢do subcutidnea para o tratamento de diabetes.

Utilizacdao da reivindicacao 9, em gque o quelante &
seleccionado do grupo consistindo em acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), dimercaprol (BAL),
penicilamina, 4cido alginico, Clorela, Coentro, Acido Alfa

Lipdéico e Acido Dimercaptossuccinico (DMSA) .

Utilizacdo da reivindicacdo 10, em que o quelante é 4acido

etilenodiaminotetracético (EDTAZ).

Utilizacdo da reivindicacdo 9, em que o acido esta presente

numa quantidade eficaz para mascarar cargas da insulina.

Utilizacdo da reivindicacdao 9, em que o 4&cido é aAacido

citrico.



14.

15.

16.

17.

Utilizacdo da reivindicacdo 9, em que a composicdo estd na
forma seleccionada do grupo gque consiste em pds secos,

comprimidos, héstias, peliculas, pastilhas e cdapsulas.

Composicdo da reivindicacdao 1 numa forma adeguada para
administracdo subcutédnea, em que o agente € insulina
monomérica ou dimérica, em que O quelante ¢é Aacido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e em que o acido é acido

citrico.

Composicdo da reivindicacdo 1 gque também compreende sSoro

fisioldgico.

Composicdao da reivindicacao 15, em que a razao entre

insulina monomérica:EDTA:dcido citrico é 1:2:2 (mg/mL).

Lisboa, 7 de Setembro de 2009
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FIG. 2
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FIG. 5A
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FIG. 5C
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FIG. 7
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RESUMO

"COMPOSIQéES DE INSULINA COM ABSORQAO MELHORADA"

Descrevem-se aqui formulacgdes farmacoldégicas para
distribuicdo sistémica de farmacos com estabilidade melhorada e
inicio rédpido de accgdo. As formulagdes podem ser administradas
via administracdo bucal, administracadao sublingual, distribuicéao
pulmonar, administracao nasal, administracao subcuténea,
administracdo rectal, administracdo vaginal ou administracéao
ocular. Nas formas de realizacao preferidas, as formulagdes sao
administradas de forma sublingual ou via injeccdo subcutdnea. As
formulagdes contém um agente activo e um ou mais excipientes
seleccionados para aumentar a velocidade de dissolucdo. Na forma
de realizacado preferida, o farmaco é insulina e o0s excipientes
incluem um quelante metdlico, como EDTA, e um 4acido, tal como

dcido citrico.
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