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(67) Resumo: COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA
LIBERACAQ SUSTENTADA DE PEPTIDEOS. A presente invengéo
fornece métodos de formagéo de um implante sélido, biodegradavel in-
situ em um corpo por administragdo de uma composi¢cdo liquida
farmacéutica que compreende uma quantidade efiicaz de um polimero
biodegradavel biocompativel, insolivel em agua e uma quantidade
eficaz de um peptideo terapéutico covalentemente modificado com
uma ou mais porgdes lipofilicas ou anfifilicas, que sao dissolvidos ou
dispersos em um solvente organico biocompativel, hidrossoluvel. Essa
invengéo também fornece composi¢gdes e métodos relacionados.
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COMPOSIGOES FARMACEUTICAS PARA LIBERAGAO SUSTENTADA DE
PEPTIDEOS

Pedidos relacionados

Esse pedido reivindica prioridade de Pedido Provisdrio
U.S. No. 60/830.011, depositado em 11 de julho de 2006,
cujo conteldo é incorporado nesse pedido por referéncia.

Por todo este pedido, varias publicag¢des sdo citadas.
A revelacdo dessas publicagdes é aqui incorporada por
referéncia nesse pedido para descrever mais completamente o
estado da técnica a qual essa inveng¢do pertence.

Fundamento da invencgao

1. Campo da invengao

Essa invencd3o relaciona-se ao campo de liberacgao
controlada de peptideos terapéuticos e a composigdes e
métodos TUteis para liberag¢do controlada de peptideos
terapéuticos covalentemente modificados com uma ou mais

moléculas lipofilicas ou anfifilicas.

2. Descricdo da técnica relacionada
Peptideos, alternativamente referidos como
oligopeptideos, polipeptideos e proteinas, tém sido

amplamente usados como agentes terapéuticos. Os peptideos
podem ser convenientemente produzidos por tecnologia de DNA
recombinante ou podem ser sintetizados por tecnologia de
sintese de peptideos bem estabelecida. No entanto, varios
peptideos sdo suscetiveis a degradagdo enzimatica e tém uma
meia-vida circulante in vivo muito curta. Portanto, a maior
parte dos farmacos de peptideo tém sido administrados por
injegdo, tipicamente miltiplas vezes por dia. Seria
extremamente benéfico se tais peptideos pudessem ser

liberados em uma maneira controlada por periodos estendidos
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de tempo para melhorar a seguranga, eficécia e adaptagdo do
paciente.

Polimeros biodegradaveis tém sido usados para
liberagdo sustentada de peptideos terapéuticos. O peptideo
€ geralmente incorporado na composigdo polimérica e formado
nos formatos desejados como barras, wafers e
microparticulas fora do corpo. Essas composigdes sdlidas
podem ser entdo inseridas no corpo através de uma incisdo
ou injegdo. Alternativamente e preferivelmente, algumas das
composigdes poliméricas podem ser injetadas no corpo como
uma composigdo polimérica liquida para formar um implante
in situ. Composi¢des poliméricas biodegradaveis 1liquidas
injetaveis para formagdo de implantes in situ para liberar
farmacos em wuma maneira controlada sdo descritas na
literatura de patentes. Acredita-se que as referéncias a
seguir sejam representativas nessa Aarea e sdo aqui
incorporadas por referéncia: Pat. U.S. Nos. 6.565.874;
6.528.080; RE37. 950; 6.461.631; 6.395.293; 6.355.657;
6.261.583; 6.143.314; 5.990.194; 5.945.115; 5.792.469;
5.780.044; 5.759.563; 5.744 .153; 5.739.176; 5.736.152;
5.733.950; 5.702.716; 5.681.873; 5.599.552; 5.487.897;
5.340.849; 5.324.519; 5.278.202; 5.278.201; e 4.938.763.
Como aqui descrito, um agente bicativo & dissolvido ou
disperso em uma solug¢do de polimero biodegradavel em um
solvente orgénico biocompativel para fornecer uma
composigdo liquida. Quando a composigdo ligquida é injetada
no corpo, o solvente se dissipa no ambiente aquoso
circundante, e o polimero precipita para formar um depdsito
s6lido ou em gel do qual o agente biocativo & liberado por

um longo periodo de tempo a medida que o polimero se
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degrada. ) uso de tal sistema de liberagdo foi
exemplificado na liberac¢do de acetato de leuprolide para
tratar <céncer de proéstata avangado (Eligard™) . N&o
obstante algum sucesso, aqueles métodos nao foram
inteiramente satisfatdérios para um grande namero de
peptideos que podem ser liberados de forma eficaz por tal
abordagem.

Para VAarios peptideos terapéuticos, a acilagdo e/ou
degradagdo dos peptideos encapsulados em microesferas de
poli (DL-lactide-co-glicolideo) foi observada durante o
processo de liberag¢do [por exemplo, Na DH, Youn YS, Lee SD,
Son MO, Kim WA, DeLuca PP, Lee KC. J Control Release. 2003;
92(3):291-9]. Os grupos funcionais nucleofilicos nos
peptideos podem nao apenas reagir com o polimero
biodegradavel, mas também podem catalisar a degradagao do
polimero biodegradavel. Também foi constatado que a
acilagdo e/ou degradagao pode ocorrer muito mais
rapidamente em solu¢do de polimero que no estado sélido.
Por exemplo, quando acetato de octreotida foi misturado com
50/50 poli(DL-lactide-co-glicolédeo) tendo uma solugdo de
grupo terminal carboxi em NMP, mails de 80% de octreotida
foi acilado e/ou degradado em 24 horas. A interagdo/reacgédo
entre o peptideo e polimero ou seus produtos de degradagdo
pode ocorrer durante a formulagao, estocagem e
administrag¢do. Portanto, para manter a estabilidade das
formulacdes, o peptideo & tipicamente suprido em uma
seringa separada engquanto o restante dos componentes &
embalado em uma outra seringa. Os contetGdos nas seringas
s3o misturados logo antes do uso. No entanto, por causa da

natureza viscosa das formulagdes de polimero, é
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freqientemente dificil misturar os <contetidos m duas
seringas separadas pelos usuarios finais. A uniformidade
das formula¢des preparadas pelo usuario final pode variar
significativamente, também pode ocorrer contaminagdo e,
portanto, a gqualidade do tratamento pode ser comprometida
significativamente. Além disso, a formag¢do iIn-situ do
implante sdélido a partir da formulagdo de polimero liquida
injetavel & um processo lento. Tipicamente o© processo de
dissipacgdo/difusdo do solvente pode levar algumas horas a
varios dias ou mesmo mais dependendo do solvente usado.
Durante esse periodo, a presenga de solvente orgdnico pode
promover a interagdo/reagdo entre peptideo e polimero ou
seus produtos de degradagdo.

Em adigdo, durante a formag¢do do implante, a taxa de
difusdo do peptideo a partir da composi¢do polimérica de
coagulagdo pode ser muito mais rapida que a taxa de
liberagdao que ©ocorre a partir do implante sblido
subseqlentemente formado. Essa 1liberag¢éo inicial “em
explosdo” do peptideo durante a formagdo do implante pode
resultar na perda ou liberac¢do de uma grande quantidade dos
peptideos terapéuticos. Se o peptideco é particularmente
téxico ou tem uma Jjanela terapéutica estreita, essa
liberacdo inicial ou explosdo provavelmente leva a efeitos
colaterais tdéxicos e pode danificar tecidos adjacentes.
Portanto, o processo de formagdo de implante sélido e a
instabilidade do agente biocativos e/ou excipientes
representam um desafio muito significante para o uso desse
tipo de formulag¢gdes para liberagdo sustentada de peptideos
terapéuticos.

A modificagdo covalente de peptideos com moléculas
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lipofilicas, como &acidos graxos, foi descrita por melhorar
a eficdcia terapéutica pelo aumento da meia-vida circulante
in vivo através de 1ligag¢do a albumina. [EP0O708179-A2,
EP0699686-A2, US 6268343, Knudsen LB, Nielsen PF, Huusfeldt
PO, Johansen NL, Madsen K, Pedersen FZ, Thogersen H, Wilken
M, Agerso H. Potent derivatives of glucagon-like peptide-1
with pharmacokinetic properties suitable for once daily
administration. J Med Chem. 2000, 43(9):1664-9; Kurtzhals
P, Havelund S, Jonassen I, Kiehr B, Larsen UD, Ribel U,
Markussen J. Albumin binding of insulins acilada with fatty
acids: characterization of the ligand-protein interaction
and correlation between binding affinity and timing of the
insulin effect in vivo. Biochem J. 1995;312 (3):725-31, e
referéncias aqui citadas] . Embora os peptideos
lipofilicamente modificados mostrem agdao prolongada in vivo
comparados com os peptideos nativos, o tempo e residéncia
no plasma dos peptideos modificados €& 1limitado por sua
afinidade de ligagdo a albumina. Um exemplo bem sucedido &
uma insulina acilada (Detemir) gque tem uma meia-vida
circulante de 10,2 + 1,2 h. [Havelund S, Plum A, Ribel U,
Jonassen I, Vglund A, Markussen J and Kurtzhals P,
Pharmaceutical Research, 2004; 21 (8), 1498-1504]. Esse
produto foi aprovado para injeg¢do para tratar pacientes com
diabetes tipo I. No entanto, ele ainda precisa ser
administrado a pacientes todos os dias. Portanto, ha uma
grande necessidade por uma composig¢gdo estavel em gque a taxa
de liberagdo de certos peptideos possa ser mais facilmente
controlada, especialmente para um peptideo qgque requer
liberagdo sustentada por um longo periodo de tempo.

Sumdrio da invengdo
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Foi constatado de forma inesperada que peptideos
covalentemente modificados com uma ou mais wmoléculas
lipofilicas e/ou anfifilicas podem ser formuladas com
polimeros biodegraddveis gque resultam em estabilidade e
perfis 1liberac¢do sustentada significativamente melhorados
em relagao a peptideos nao conjugados. Peptideos
modificados Lipofilicamente e/ou anfifilicamente podem nao
apenas evitar a acilagdo aleatdria descontrolada e
degradacg¢do dos peptideos durante a formulagdao, estocagem e
subsequentes processos de liberagdo in vivo, mas também
podem reduzir a liberagdo de peptideos em explosdo inicial
indesejada. Tais sistemas de liberagdo permitem gque maiores
concentra¢des de um peptideo terapéutico sejam incorporadas
de modo seguro em um sistema de liberagdo de polimero
biodegradavel. A eficdcia de tais produtos ¢é também
melhorada, uma vez que uma percentagem muito maior de
peptideo ativo intacto permanece no sistema de liberacgado
para liberac¢do sustentada e ndo é perdida por degradagao
durante a formulacgao, estocagem, administrag¢do and
subsequente liberag¢ao in vivo.

Portanto, a presente invengao fornece novas
formulag¢des farmacéuticas para liberacgao controlada,
sustentada de peptideos terapéuticos. As composig¢gdes da
presente invengdo compreendem (a) um peptideo que €&
covalentemente conjugado com uma ou mais moléculas
lipofilicas; (b) um polimero biodegradavel; e (c) um
solvente orgénico farmaceuticamente aceitdvel. Os peptideos
s3o covalentemente conjugados com uma ou mals moléculas
lipofilicas de tal modo que o peptideo conjugado retém a

maior parte ou todas as atividades biolégicas do peptideo
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ndo conjugado embora ele tenha uma resisténcia quimica
aumentada A& reacdo com o polimero biodegradavel tanto in
vitro quanto in vivo, em relacdo ao peptideo ndo conjugado.
O peptideo lipofilicamente modificado & entdo formulado por
dissolugdo ou dispersdo em uma solugdo de polimero
biodegradavel com o uso de um solvente organico
farmaceuticamente aceitavel. As formulagdes da presente
invengdo ndo apenas melhoram a estabilidade do peptideo
durante a formulagao, estocagem, administragao e
subseqUente liberag¢do, mas também melhoram seus perfis de
liberagdo com menores niveis de explosdo inicial e duragao
sustentada.

Em um outro aspecto, a presente invengdo fornece uma

composigdo que compreende (a) um peptideo que é
covalentemente conjugado com uma ou mais porgdes
anfifilicas; (b) um polimero biodegradavel; and (c) um

solvente orgénico farmaceuticamente aceitavel. Os peptideos
sdo covalentemente conjugados com uma ou mais porgdes
anfifilicas em tal maneira que o peptideo conjugado retém a
maior parte ou todas as atividades bioldgicas do peptideo
ndo conjugado embora ele tenha uma resisténcia quimica
aumentada & reagdo com o polimero biodegradavel tanto in
vitro quanto in vivo, em relagdo ao peptideoc ndao conjugado.
O peptideo anfifilicamente modificado & entdo formulado por
dissolugdoc ou dispersdo em uma solugdo de polimero
biodegradavel com o uso de um solvente orgdnico
farmaceuticamente aceitdavel. As formulag¢des da presente
invenc3o ndo apenas melhoram a estabilidade do peptideo
durante a formulacgdo, estocagem, administragdo e

subseqliente liberag3o, mas também melhoram seus perfis de
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liberagdo com menores niveis de explosdo inicial e duragao
sustentada. O peptideo conjugado também reduz a degradagdo
catalisada do polimero por grupos nucleofilicos do
peptideo.

Cada uma das composi¢des da presente invengao pode ser
um liquido viscoso ou ndo viscoso, gel ou semi-sélido que
se move como um fluido de modo que ele possa ser injetado
com o uso de uma seringa. Cada composigdo pode ser formada
com uma matriz polimérica implantével in vitro, ou
alternativamente, ela pode ser formada in-situ nas formas
de um gel ou um implante sélido. As composi¢gdes podem ser
administradas por injegao e/ou implante subcuténeo,
intramuscular, intraperitoneal, ou intradérmico. Quando
administrado a um individuo, a liberagdo controlada do
peptideo pode ser sustentada por um periodo de tempo
desejado dependendo da composigdo do implante. Com as
sele¢des do polimero biodegradavel e de outros excipientes,
a duragdo da liberagdo sustentada do peptideo pode ser
controlada por um periodo de tempo de varias semanas a um
ano.

As varias caracteristicas de inovagdo gque caracterizam
a invengao sdo apontadas com particularidade nas
reivindicag¢des em anexo e formam parte da revelagdo. Para
uma melhor compreensdo da 1invengdo, suas vantagens de
operagdo, e objetivos especificos alcangados pelo seu uso,
deve ser feita referéncia ao desenho e matéria descritiva
em que sdo ilustradas e descritas modalidades preferidas da
invencao.

Breve descrigdo dos desenhos

Figura 1. Liberagd3o in vitro de lisozima e lisozima
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acilada por Aacido palmitico de formulagdes em solugdo
RG503H em mPEG350.

Figura 2. Liberagcdo in vitro de grelina e grelina
desacilada de formulag¢des em solugdo RGS503H em mPEG350.

Figura 3. Liberacio in vitro de octreotida de
formulacdo em solugdo DLPLG85/15 (IV 0,28) em NMP.

Figura 4. Liberag¢d3o in vitro de octreotida modificado
(Pal-PEG-BA-OCT) de formulagcdo em solugdo DLPLG85/15 (IV
0,28) em NMP.

Descricdo detalhada das modalidades atualmente preferidas

A presente invencdo fornece composigdes poliméricas
biodegraddveis 1liquidas injetaveis para formagdao de um
sistema de liberac¢do controlada para peptideos. A presente
invencdo também fornece um método de manufatura e um método
de uso desse.

As composi¢des da presente invengdo compreendem (a) um
peptideo que é conjugado, preferivelmente covalentemente,
com uma ou mais lipofilicas moléculas; (b) um polimero
biodegradavel, insolavel em agua, farmaceuticamente
aceitavel; e (c) um solvente orgdnico farmaceuticamente
aceitdvel. Os peptideos sdo covalentemente conjugados com
uma ou mais lipofilicas moléculas de tal modo que O
peptideo conjugado retém a maior parte ou todas as
atividades bioldédgicas do peptideo ndo conjugado embora ele
tenha uma resisténcia quimica aumentada &a reagdao com O
polimero biodegradavel tanto in vitro quanto in vivo, em
relagao ao peptideo nao conjugado. o) peptideo
lipofilicamente modificado & entdo formulado por dissolugdo
ou dispersdo em uma solugdo de polimero biodegradavel com ©

uso de um solvente orgdnico farmaceuticamente aceitavel. As
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formulagdes da presente invengdao nado apenas melhoram a
estabilidade do peptideo durante a formulagdo, estocagem,
administragdo e subsequente liberag¢do, mas também melhoram
seus perfis de liberagdo com menores niveis de explosado
inicial e duracdo sustentada.

Em um outro aspecto, a presente inveng¢ao fornece uma
composigao que compreende (a) um peptideo gque é conjugado,

preferivelmente covalentemente, com uma ou mails moléculas

anfifilicas; (b) um polimero biodegradavel, insoltvel em
agua, farmaceuticamente aceitavel; e (c) um solvente
orgdnico farmaceuticamente aceitdvel. Os peptideos s&o

covalentemente conjugados com uma ou mais moléculas
anfifilicas de tal modo que o peptideo conjugado retém a
maior parte ou todas as atividades bioldgicas do peptideo
ndo conjugado embora ele tenha uma resisténcia quimica
aumentada a reag¢do com o polimero biodegradavel tanto in
vitro quanto in vivo, em relacdo ao peptidec ndo conjugado.
O peptideo anfifilicamente modificado é entdo formulado por
dissolucdo ou dispersdo em uma solugdo de polimero
biodegradavel com o uso de um solvente organico
farmaceuticamente aceitavel. As formulagdes da presente
inven¢do ndo apenas melhoram a estabilidade do peptideo
durante a formulag¢ao, estocagem, administragao e
subseqliente liberag¢do, mas também melhoram seus perfis de
liberacdo com menores nivels de explosdo inicial e duragdo
sustentada. O peptideo conjugado também reduz a degradagao
catalisada do polimero por grupos nucleofilicos do
peptideo.

Como aqui usado, os termos “um” e “uma” devem ser

interpretados como “um ou mais” e “pelo menos um”.
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P

O termo ‘“peptideo” é wusado como um sindénimo para
“polipeptideo” e ‘“proteina.” Exemplos ndo limitantes de
propriedades terapéuticas gque um peptideo pode possuir
incluem propriedades antimetabdlica, antiftngica,
antiinflamatdria, antitumoral, anti-infecciosa,
antibidtica, nutriente, agonista, e antagonista.

Mais especificamente, os peptideos da invengdo podem
ser covalentemente modificados com moléculas lipofilicas ou
anfifilicas. Os peptideos preferivelmente contém um ou mais
grupos funcionais modificaveis. Peptideos Gteis na
preparagaoc das formulagdes da invencgao incluem, sem
limitacao, ocitocina, vasopressina, horménio
adrenocorticotrdpico (ACTH) , fator de crescimento
epidérmico (EGF) , fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) , prolactina, horménios como horménio
luteinizante, horménio de liberacao de horménio
luteinizante (LHRH), agonistas de LHRH, antagonistas de
LHRH, horménios do crescimento, fator de 1liberagao do
horménio do crescimento, insulina, eritropoietina,
somatostatina, glucagon, interleucina, interferon-alfa,

interferon-beta, interferon-gama, gastrina, tetragastrina,

pentagastrina, urogastrona, secretina, calcitonina,
encefalinas, endorfinas, angiotensinas, hormbénio de
liberacdo de tireorotrofinas (TRH) , fator de necrose
tumoral (TNF), horménio da paratiredide (PTH), fator de
crescimento de nervo (NGF), fator estimulante de coldnia de
granulécitos (G-CSF), fator estimulante de coldnia de
granulécitos macrdéfagos (GM-CSF), fator estimulante de
colbnia de macrdfagos (M-CSF) , heparinase, fator de

crescimento endotelial vascular (VEG-F) , proteina
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morfogénica O&ssea (BMP), hANP, peptideo semelhante a
glucagon (GLP-1), exenatida, peptideo YY (PYY), grelina,
renina, bradiquinina, bacitracinas, polimixinas,
colistinas,v tirocidina, gramicidinas, ciclosporinas,
enzimas, citocinas, anticorpos, vacinas, antibidéticos,

anticorpos, glicoproteinas, horménio foliculo-estimulante,
quiotorfina, taftsina, timopoietina, timosina,
timoestimulina, fator humoral timico, fator humoral timico
sérico, fatores estimulantes de coldénia, motilina,
bombesina, dinorfina, neurotensina, ceruleina, uroquinase,
calikreina, anadlogos e antagonistas de substancia P,
angiotensina II, fatores de coagulagdo sanglinea VII e IX,
lisozima, gramicidinas, hormbénio estimulante de
melandcitos, horménio de liberac¢d3o de horménio da tiredide,
horménio estimulante da tiredide, pancreozimina,
colecistoquinina, lactogénio placentario humano,
gonadotrofina coridnica humana, peptideo estimulante da

sintese de proteina, peptideo inibidor gastrico, peptideo

intestinal wvasocativo, fator de crescimento derivado de
plaquetas, hormbénios pigmentares, somatomedina,
gonadotrofina coridbnica, fatores de liberagdao
hipotaldmicos, horménios antidiuréticos, horménio

estimulante da tiredide, bifalina e prolactina.

Como aqui usado, o termo “porgdes lipofilicas™
referem-se a qualquer porgdo gque tenha caracteristicas
lipofilicas e que tenha uma solubilidade em &gua a 20°C de
menos que 5 mg/ml, preferivelmente menos que 0,5 mg/ml. Tal
porcdo lipofilica é tipicamente selecionada de C;.3s-alquil,
Cs.3s-alquenil, Ci.39-alcadienil, tocoferol e residuos

esterdides. Os termos “Ci;.is-alquil”, “Ci;.i;s-alquenil” e “Cs.
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js-alcadienil” devem abranger hidrocarbonetos de cadeia
linear e ramificada, preferivelmente de cadeia 1linear,
saturados, monoinsaturados e di-insaturados de 3-39 &atomos
de carbono.

A conjugagdo covalente de uma porgdo lipofilica a um
peptideo leva a um peptideo lipofilicamente modificado que
pode ter um melhor efeito terapéutico comparado com O
peptideo nativo. Isso pode ser feito tipicamente por reagao
de um grupo funcional como um grupo amina em um peptideo
com um &acido ou outros grupos reativos em uma molécula
lipofilica. Alternativamente, a conjugagdo entre peptideo e
molécula lipofilica é realizada através de uma porgao
adicional como uma ponte, espagador, ou por¢do de ligagdo,
que podem ser degradaveis ou ndo degradaveis. Alguns
exemplos sdo revelados na técnica prévia [por exemplo,
insulinas aciladas por &acido graxo sdo descritas no Pedido

de Patente Japonesa 1.254.699. Veja também, Hashimoto, M.,

e cols., Pharmaceutical Research, 6:171-176 (1989), e
Lindsay, D. G., e cols., Biochemical J., 121:737-745
(1971)]1. Mais descobertas de insulinas aciladas por &acido

graxo e anadlogos de, e dos métodos para sua sintese, sao
encontradas na Pat. U.S. No. 5.693.609, W095/07931, Pat.
U.S. No. 5.750.497, e W096/29342. Exemplos adicionais de
peptideos acilados sdo encontrados em wo98/08871,
wo098,/08872, e W099/43708. Essas descobertas descrevem
peptideos lipofilicamente modificados e permitem a
preparag¢do deles.

Como aqui usado, o termo “porgdo anfifilica” refere-se
a qualquer porgdoc que tenha caracteristicas lipofilicas e

hidrofilicas e sejam solGveis tanto em &agua gquanto em
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solventes lipofilicos. As moléculas anfifilicas usadas na
presente 1invengdo sdo compostas de porgdes lipofilicas e
hidrofilicas. As porgdes 1lipofilicas s&do preferivelmente
dcidos graxos naturais ou cadeias de alquil e aquelas acima
descritas. As porgdes hidrofilicas s3o selecionadas de
polietileno glicol, polivinilpirrolidona, ag¢licar, e outros.
As porgdes hidrofilicas sdo preferivelmente polietileno
glicol (PEG) tendo menos gque 1.000 unidades de etileno
glicol. O tamanho e composigdo das porgdes lipofilicas e
das porgdes hidrofilicas podem ser ajustados para obter
propriedades anfifilicas desejadas.

Como aqui usado, os termos “conjugados”, “anexado”,
“ligado”, e outros, com referéncia ao peptideo e outros
componentes do peptideo modificado da presente invengao,
significam que as porgdes especificadas sdo ligadas uma a
outra, preferivelmente covalentemente, através de um

ligante, poente, espagador ou outro.

Como aqui usado, os termos “ligante”, “ponte”,
“espagador”, ou outro referem-se a um atomo ou um grupo de
atomos qgue ligam, preferivelmente covalentemente, por

exemplo, uma porgdo lipofilica a um peptideo terapéutico.
Para realizar a conjugagdo covalente, um peptideo
terapéutico pode ter um ou mais grupos funcionais
adequados, ou pode ser modificado para incluir um ou mais
grupos funcionais adequados para ligagdo covalente a uma
porgao lipofilica ou anfifilica. Grupos funcionais
adequados incluem, por exemplo, o0s seguintes grupos: grupo
hidroxil, grupo amino (grupo amino primario ou amino
secundario), grupo tiol, e grupo carboxil. As por¢des

lipofilicas ou anfifilicas da presente invengdo podem ter
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um ou mais grupos funcionais adequados, ou podem ser
modificadas para incluir um ou mais grupos funcionais
adequados para ligagdo covalente a um peptideo. Grupos
funcionais adequados incluem, por exemplo, os seguintes
grupos: grupo hidroxil, grupo amino (grupo amino priméario
ou amino secundario), grupo tiol, grupo carboxil, grupo
aldeido, grupo isocianato, grupo de acido sulfdnico, grupo
de &cido sulfirico, grupo de acido fosfdrico, grupo de
dacido fosfdnico, grupo de haleto alilico, grupo de haleto
benzilico, grupo de haleto benzilico substituido, e grupo
oxiranil.

Um peptideo terapéutico pode ser diretamente ou

indiretamente ligado c¢om uma ou mais porg¢des lipofilicas

através de um grupo éster, grupo amida, grupo amina

20

grupo sulfato, grupo fosfato, grupo fosfonato, ou grupo
éter.

Em uma modalidade da presente invenc¢ao, acido
palmitico foi ativado com N-hidroxisuccinimida e entdo
reage com grupos amina em octreotida, um octapeptideo, para

formar um conjugado através de um ligante de amida entre a
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conjugados simultaneamente ou apenas um Jrupo amina pode
ser conjugado por ajuste das condigdes de reagdo seguido
por separagao.

Em uma modalidade adicional, &cido palmitico foi
conjugado a lisozima através de seus seis grupos amina em
varias proporgdes. Quando a proporgdo de A&acido palmitico
para 1lisozima €& menor que 6, os sitios de conjugagdo na
lisozima podem ser aleatoriamente dependentes da
reatividade de cada grupo amina.

Ainda em uma outra modalidade, grelina é um peptideo
acilado através de seu grupo hidroxil com uma porgdo n-
octanoil. Grelina é um peptideo gastrico que estimula o a
secrecgao do horménio de crescimento e aumenta a
adiposidade. Ela é o primeiro ligante natural identificado
para um receptor secretagogo do horménio do crescimento
previamente clonado que esta presente na gléndula
pituitdria e na regido hipotalé&mica do cérebro.

A porgdo lipofilica pode ser primeiro covalentemente
ligada a uma porgdo hidrofilica para formar uma molécula
anfifilica. As moléculas anfifilicas da presente invengao
podem ter um ou mais grupos funcionais adequados, ou podem
ser modificadas para ter um ou mais grupos funcionais
adequados para ligagdo covalente a um peptideo. Grupos
funcionais adequados sdo selecionados de grupo hidroxil,
grupo amino (grupo amino primario ou grupo amino
secunddrio), grupo tiol, grupo carboxil, grupo aldeido,
grupo isocianato, grupo de &cido sulfénico, grupo de acido
sulfidrico, grupo de acido fosfdérico, grupo de acido
fosfdbnico, grupo de haleto alilico, grupo de haleto

benzilico, grupo de haleto benzilico substituido, e grupo
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Peptideos covalentemente modificados com uma ou mais
porgdes 1lipofilicas ou anfifilicas incluem, por exemplo,
sais e complexos farmaceuticamente aceitdveis do peptideo
modificado. A modificagdo pode ser em um ou mais sitios no
peptideo. Tais peptideos também incluem, por exemplo,
peptideos modificados especificamente em sitio e misturas
de peptideos modificados de mono-sitio e multiplos sitios.

Um “sal farmaceuticamente aceitavel” significa um sal
formado entre qualquer um ou mais dos grupos carregados em
um peptideo e gualquer um ou mais c&tions ou &anions nado
téxicos, farmaceuticamente aceitdveis. Sais orgdnicos e
inorganicos incluem, por exemplo, aqueles preparados a
partir de &cidos como cloridrico, sulfiarico, sulfdnico,
tartéarico, fumarico, hidrobrdmico, glicdlico, citrico,
maleico, fosfdérico, succinico, acético, nitrico, benzdico,
ascdrbico, p-toluenossulfbnico, benzenossulfdnico,
naftalenossulfénico, propidnico, carbdnico, e outros, ou,
por exemplo, amdnio, sddio, potassio, cadlcio ou magnésio.

O termo “polimero insolGvel em &gua biodegradavel”
inclui qualquer polimero sintético ou natural biocompativel
(ou seja, farmaceuticamente aceitavel) e biodegradavel
possa ser usado in vivo. Esse termo também inclui polimeros
que so insoltveis ou tornam-se insoliveis em agua ou fluido
bioldgico a 37°C. Os polimeros podem ser purificados,
opcionalmente, para remover mondmeros e oligdmeros com ©

uso de técnicas conhecidas na técnica (por exemplo, Patente

U.Ss. No. 4.728.721; Pedido de Patente U.s. No.
2004/0228833). Alguns exemplos ndo limitantes de tais
polimeros sao polilactideos, poliglicolideos,

policaprolactonas, polidioxanonas, policarbonatos,
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polihidroxibutiratos, polialquileno oxalatos,

polianidridos, poliamidas, poliesteramidas, poliuretanos,

poliacetais, poliortocarbonatos, polifosfazenos,
polihidroxivaleratos, polialquileno succinatos e
poliortoésteres, e copolimeros, copolimeros em bloco,
copolimeros ramificados, terpolimeros e combinag¢des €

misturas desses.

Pesos moleculares adequados para polimeros podem ser
determinados por uma pessoa de habilidade comum na técnica.
Fatores que podem ser considerados quando da determinagdo
de pesos moleculares incluem a taxa desejada de degradagdo
do polimero, resisténcia mecanica, e taxa de dissolugdo do
polimero em solvente. Tipicamente, uma faixa adequada de
pesos moleculares de polimeros & de cerca de 2.000 Daltons
a cerca de 150.000 Daltons com uma polidispersibilidade de
1,1 a 2,8, dependendo de qual polimero & selecionado para
uso, entre outros fatores.

De acordo com a invencdo, as formulag¢des farmacéuticas
de peptideos terapéuticos sdo preparadas na forma de
solugdes ou suspensdes injetdveis de um polimero em um
solvente farmaceuticamente aceitdvel que contém peptideos
modificados lipofilicamente ou anfifilicamente dispersos ou
solubilizados. Por ligagdo covalente de um peptideo com uma
molécula lipofilicas ou anfifilica, alguns grupos reativos
em peptideo sdo protegidos e ndo disponiveis para interagir
com polimero em solugdo. Portanto, a estabilidade do
peptideo e do polimero nas composigdes da presente invengao
é melhorada por modificagdo covalente do peptideo.

Portanto, a presente invengdo fornece um método de

formagdo de um implante sdélido, biodegradavel in-situ, em
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um individuo, que compreende: (a) dissolugdo ou dispersao
de um polimero biodegraddvel biocompativel, insolavel em
dgua, e um peptideo terapéutico covalentemente modificado
com uma ou mais porgdes lipofilicas ou anfifilicas em um
solvente orgdnico biocompativel, hidrossoltvel para formar
a composic¢do; o solvente orgdnico sendo capaz de se
dissipar ou difundir em um fluido corporal apds colocagao
em um tecido do corpo; and (b) administragdo da composigao
em um local de implante no corpo, de modo a permitir que o
solvente orgdnico se dissipe ou difunda nos fluidos
corporais, e que o polimero coagule ou solidifique para
produzir o implante sélido biodegradavel.

Adicionalmente, a presente invengao fornece uma
composigdo liquida farmacé&utica para formagdo de um
implante biodegradavel in-situ em um corpo, gue compreende
uma quantidade eficaz de um polimero biodegradavel
biocompativel, insolGvel em agua e uma quantidade eficaz de
um peptideo terapéutico covalentemente modificado com uma
ou mais porgdes lipofilicas ou anfifilicas, que sao
dissolvidos ou dispersos em uma quantidade eficaz de um
solvente orgdnico biocompativel, hidrossoltvel; em gque O
solvente é capaz de se dissipar ou difundir em um fluido
corporal e o polimero & capaz de coagular ou solidificar
apds contato com o fluido corporal.

Peptideos e moléculas 1lipofilicas ou anfifilicas
adequados sdo aqueles acima definidos. A proporgdo molar de
peptideo para molécula lipofilica ou anfifilica no
conjugado ira variar, por exemplo, de 1:1 a 1:10 de acordo
com a natureza do peptideo.

Qualquer polimero biodegradavel adequado pode ser
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empregado, desde que o polimero seja insolGvel ou torne-se
insoltvel em meio aquoso ou fluido corporal a 37°C.
polimeros biodegradaveis adequados sdo aqueles acima
definidos.

O tipo, peso molecular, e gquantidade de polimero
biodegradavel presente nas composi¢des podem influenciar a
duracdo de tempo em que o peptideo & liberado do implante
de liberac¢do controlada. A selecdo do tipo, peso molecular,
e quantidade de polimero biodegradavel presente nas
composi¢des para atingir as propriedades desejadas do
implante de liberag¢do controlada pode ser realizada por uma
pessoa de habilidade comum na técnica através de
experimentag¢do rotineira.

Solventes organicos farmaceuticamente aceitéaveis
incluem, sem limitacdo, N-metil-2-pirrolidona, N, N-
dimetilformamida, dimetil sulfdxido, propileno carbonato,
caprolactama, triacetina, benzoato de Dbenzila, alcool
benzilico, lactato de etila, gliceril triacetato, ésteres
de &acido citrico, polietileno glicdis, alcoxipolietileno
glicdis e acetatos de polietileno glicol, ou dgualquer
combinacdo desses.

Os critérios para os solventes orgdnicos de polimeros
biodegradaveis sao que eles sejam farmaceuticamente
aceitdveis e misciveis e dispersiveis em meio aguoso ou
fluido corporal. O solvente orgdnico adequado deve ser
capaz de se difundir em fluido corporal de modo dgue a
composigdo liquida coagule ou solidifique para formar um
implante in situ. Solventes Unicos e/ou misturados podem
ser empregados, e a adequagdo de tais solventes pode ser

determinada facilmente por experimentagdo rotineira.
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As composicdes farmacéuticas da invengdo tipicamente
conté&m peptideos em uma faixa de 0,1 a 40% p/v. Em geral, a
carga Otima de farmaco é dependente do periodo de liberagdo
desejado e da potencia do peptideo. Obviamente, para um
peptideo de baixa potencia e um maior periodo de liberagao,
maiores niveis de incorporag¢do podem ser necessarios.

A viscosidade das composigdes liquidas injetaveis da
invengdo €& determinada pelo peso molecular do polimero e
solvente orgdnico usados. Por exemplo, quando poli(lactide-
co-glicolideo) é usado, a solugdo de poliéster em NMP tem
uma menor viscosidade que em mMPEG350. Tipicamente, quando o
mesmo solvente é usado, guanto maior o peso molecular e
concentragdo do polimero, maior a viscosidade.
Preferivelmente a concentragdo do polimero em solugdo esta
abaixo de 70% em peso. Mais preferivelmente, a concentragao
do polimero em solugdo & entre 20 to 60% em peso.

A liberagao de peptideos lipofilicamente ou
anfifilicamente modificados desses implantes de formagao
in-situ seguird as regras gerais para a liberagdo de um
farmaco a partir de um dispositivo polimérico monolitico. A
liberagdo de peptideos lipofilicamente ou anfifilicamente
modificados pode ser afetada pelo tamanho e formato do
implante, pela carga de peptideos 1lipofilicamente ou
anfifilicamente modificados no implante, pelos fatores de
permeabilidade que envolvem os peptideos lipofilicamente ou
anfifilicamente modificados e o polimero em particular, e a
degradagdo do polimero. Dependendo da gquantidade dos
peptideos modificados selecionados para liberagao, os
pardmetros acima podem ser ajustados por uma pessoa

habilitada na técnica de liberag¢do de farmacos para Jgerar a
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taxa e duragao de liberacdo desejadas.

A quantidade de composig¢do injetavel administrada
- dependera tipicamente das propriedades desejadas do
implante de liberacdo controlada. Por exemplo, a quantidade
5 de composigdo de solugdo injetdvel pode influenciar a
duragdo de tempo em que o peptideo & liberado do implante

de liberacdo controlada.
De acordo com a presente invengdo, as composigdes que

contém os peptideos lipofilicamente ou anfifilicamente

10 modificados podem ser administradas a um individuo em que a
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terapéutico continuado do agente pelo tempo (por exemplo,
para octreotida, liberagdo sustentada do peptideo pode ser
demonstrada por produgdo continuada de GH pelo tempo).
Alternativamente, a liberacgdo sustentada do agente pode ser
demonstrada por detecgdo da preseng¢a do agente in vivo pelo
tempo.

Nesse pedido, as varias modalidades apresentadas nas
reivindicag¢des para as atuais composigdes liquidas
farmacéuticas s38o também contempladas, mutatis mutandis,
para os atuais métodos para formagdo de tais composigdes e
os métodos para a formagdo de implantes sbélidos.

EXEMPLOS :

Os exemplos a seguir ilustram as composig¢des e métodos
da presente invengdo. Os exemplos a seguir nao devem sex
considerados como limitag¢des, mas devem apenas ensinar como
fazer os sistemas de liberacdo de farmacos Uteis.

Exemplo 1. Preparagdo de Palmitoil-Octreotida (PAL-OCT)

50 mg de acetato de octreotida foram dissolvidos em 1
mL de DMSO anidro contendo 100 puL trietilamina (TEA). 40,2
mg de éster N-hidroxisuccinimida de &cido palmitico (P.m.
353,50) foram dissolvidos em 3 mL DMSO anidro e adicionados
a solugdo do peptideo. A reagdo foi deixada para prosseguir
por 3 horas em temperatura ambiente. A mistura foi
despejada em éter dietilico para precipitar octreotida
palmitoilada. O precipitado foi lavado com éter dietilico
duas vezes e entdo seco sob vacuo. O peptideo acilado
resultante estava na forma de um pd branco.

Exemplo 2. Preparag¢do de Palmitoil-Octreotida (PAL-OCT)

50 mg de acetato de octreotida foram dissolvidos em

1000 pL de DMSO anidro contendo 100 upuL TEA. 17,1 mg de
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éster N-hidroxisuccinimida de &cido palmitico (p.m. 353,50)
foram dissolvidos em 3 mL DMSO anidro e adicionados por
injegdo direta & solugdo do peptideo. A reagdo foi deixada
para prosseguir de um dia para o outro em temperatura
ambiente. A mistura foi despejada em éter dietilico para
precipitar octreotida palmitoilada. O precipitado foi
lavado com éter dietilico duas veze e entdo seco sob vacuo.
O peptideo acilado resultante estava na forma de um pd
branco.

Exemplo 3. Prepara¢do de Decanal-Octreotida (DCL-OCT)

50 mg de octreotida foram dissolvidos em 2 mL de
solucdo de 20 mM cianoborohidreto de sddio (P.m. 62,84,
NaCNBH;) (2,51 mg) em 0,1 M de tampdo de acetato em pH 5.
13,7 mg de Decanal (P.m. 156,27) (OCT:DCL = 1:2) foram
adicionados por injegdo direta & solugdo do peptideo. A
rea¢do foli deixada para prosseguir de um dia para o outro a
4°C. A mistura foi separada por centrifugagdo. A PAL-OCT
precipitada foi liofilizada.

Exemplo 4. Preparag3o de Palmitoil-Lisozima (PAL-Lyz,
3:1)

302 mg de Lisozima (P.m. 14.500) foram dissolvidos em
1.000 pL de DMSO anidro contendo 200 upuL TEA. 18,25 mg de
éster N-hidroxisuccinimida de &cido palmitico (P.m. 353,50)
foram dissolvidos em 3 mL DMSO anidro e adicionados por
injegdo direta a solugdo da proteina. A reacdo foi deixada
para prosseguir de um dia para o outro em temperatura
ambiente. A PAL-Lyz foi precipitada em éter dietilico e o
produto final foi 1liofilizado apds remogdo do solvente
orgédnico.

Exemplo 5. Liberagio de Palmitoil-Lisozima a partir de
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formulagdes de polimero injetavel

40% PLGA RG503H foi preparado por dissolugdo adequada
do polimero em mPEG350. entdo palmitoil-Lisozima e lisozima
foram misturadas com a solucdo do polimero em cerca de 7%
respectivamente. As formulagdes foram completamente
misturadas para obter formulagdes uniformes.

Liberagdo in vitro de lisozima e lisozima palmitoilada
a partir da solugdo injetavel de polimero: as suspensdes da
formulagdo (cerca de 100 mg) foram injetadas em 3 mL de
solucdo salina tamponada por fosfato em pH 7,4 com 0,1%
azida de sdédio a 37°C. O fluido receptor foi substituido em
pontos de tempo selecionados com solugdo de tampdo fresco,
e a solugao de tampdo removida foi diluida adequadamente
com PB em pH 7,4 e analisada para concentracgdo de farmaco
por espectrofotdmetro de UV a 280 nm contra curvas padrao.
A Figura 1 mostra os perfis de 1liberagdo cumulativa de
lisozima acilada e nativa. A 1lisozima mnativa mostrou
liberagao significante inicialmente em comparagao a
lisozima acilada.

Exemplo 6. Preparagd3o de Palmitoil-Lisozima (PAL-Lyz,
5:1)

50 mg de lisozima (P.m. 14.500) foram dissolvidos em
dgua e o pH foi ajustado a 9,58. A solugdo foi liofilizada.
Ent3o o pd seco foi dissolvido em 3 mL DMSO. Entdo 322 uL
de solucdo a 20 mg/mL de éster N-hidroxisuccinimida de
dcido palmitico (P.m. 353,50) em DMSO anidro foram
adicionados por injegdo direta & solugdo da proteina. A
reacdo foi deixada para prosseguir de um dia para o outro a
4°C. A PAL-Lyz foi precipitada em éter dietilico e o©

produto final foi liofilizado apds remogdo do solvente



10

15

20

25

30

28/35

orgédnico.
Exemplo 7. Preparagdo de Palmitoil-Lisozima (PAL-Lyz,
13:1)

50 mg de lisozima (P.m. 14.500) foam dissolvidos em
dgua e o pH foi ajustado a 9,58. A solugdo foi liofilizada.
Entdo o pd seco foi dissolvido em 3 mL DMSO. Entdo 799 uL
de solugdo de 20 mg/mL de éster N-hidroxisuccinimida de
dcido palmitico (P.m. 353,50) em DMSO anidro foram
adicionados por injecdo direta a solugdo da proteina. A
reagdo foi deixada para prosseguir de um dia para o outro a
4°C. A PAL-Lyz foi precipitada em éter dietilico e o
produto final foi 1liofilizado apds remogdo do solvente
orgédnico.

Exemplo 8. Preparagdo de Palmitoil-Lisozima (PAL-Lyz)

Lisozima é adicionada a PAL-NHS em PBS (pH 8,0)
contendo 2% desoxicolato (DOC). A mistura €& incubada a 37°C
por 6 horas. A mistura é centrifugada para remover a PAL-
NHS que ndo reagiu. O produto é dialisado contra PBS
contendo 0,15% DOC por 48 h. (PAL-NHS:Lyso=15:1).

Exemplo 9. Liberagdo de grelina a partir de formulag¢des
de polimero injetaveis

40% PLGA RGS503H foi preparado por dissolugdo adequada
do polimero em mPEG350. Entdo grelina (Humana, Rato 1-5) e
grelina desacilada (Des-n-Octanoil-[Ser]’-grelina (Humana,
Rato 1-5)) foram misturadas com a solugdo do polimero a
cerca de 6% respectivamente. As formulagdes foram
completamente misturadas para obter formulagdes uniformes.

As suspensdes da formulagdo (cerca de 100 mg) foram
injetadas em 3 mL de tampdo de solugdo salina tamponada por

fosfato em pH 7,4 com 0,1% azida de sdédio a 37°C. O fluido
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receptor foi substituido em pontos de tempo selecionados
com solugdo de tampdo fresco, e a solugdo de tampdo
removida foi diluida adequadamente com PB em pH 7,4 e
analisada para concentragdo de farmaco por HPLC usando
curvas padrdo correspondentes. A Figura 2 mostra a
liberagdo cumulativa de grelina e grelina desacilada em
PBS. A grelina desacilada mostrou 1liberagdo muito mais
rapida no periodo de duas semanas testado. A grelina com
uma porg¢do lipofilica mostrou uma taxa de liberag¢do muito
mais lenta.

Exemplo 10. Preparagédo de Monopalmitil Poli (etileno
glicol) -Butiraldeido, Dietil Acetal.

Uma mistura de monopalmitil poli(etileno glicol) (P.m.
médio ~1.124) (5,0 g, 4,45 mmoles) e tolueno (75 mL) foi
azeotropicamente seca por destilagdo de tolueno sob pressdo
reduzida. O monopalmitil poli(etileno glicol) seco, foi
dissolvido em tolueno anidro (50 mL) ao qual foi adicionada
uma solucdo a 20% (p/p) de terc-butdxido de potassio em THF
(4,0 ml, 6,6 mmoles) e 4-clorobutiraldeido dietil acetal
(0,96 g, 5,3 mmoles, P.m. 180,67). A mistura foi agitada a
100-105°C de um dia para o outro sob uma atmosfera de
argbnio. Apds resfriamento até a temperatura ambiente, a
mistura foi filtrada e adicionada a 150 ml de éter etilico
a 0-5°C. O produto precipitado foi filtrado e seco sob
pressdo reduzida.

Exemplo 11. A Conjugagdo de Octreotida em Grupo amina N-
terminal com Monopalmitil Poli (etileno glicol) (PAL-PEG-BA-
OCT)

Em uma preparac¢cdo tipica, 201,6 mg de monopalmitil

poli(etileno glicol)-butiraldeido, dietil acetal (PAL-PEG-
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BADA) foram dissolvidos em 10 mL de 0,1 M &cido fosfdrico
(PH 2,1) e a solugdo resultante foi aquecida a 50°C por 1 h
entdo resfriada até a temperatura ambiente. O pH da solugao
foi ajustado a 5,5 com 1 N NaOH e a solu¢do resultante foi
adicionada a uma solugdo de 195,3 mg de octreotida em 3,5
mL de 0,1 M tampdo de fosfato de sédio (pH 5,5). Depois de
1 hora, 18,9 mg de NaCNBH; foram adicionados para ter uma
concentrag¢do de 20 mM. A reagao foi continuada de um dia
para o outro em temperatura ambiente. Entdo a mistura de
reagao foi dialisada com um membrana gue tem um valor de
corte de P.m. de 2.000 daltons ou carregada em uma HPLC
preparatdria com uma coluna C-18. A octreotida purificado
conjugada foli primariamente um composto Unico com uma amina
primdria (lisina), e uma amina secundaria (N-terminal) .
Exemplo 12. Liberacgdao in vitro e estabilidade de
peptideos e polimero biodegradidvel em composi¢des liquidas
poliméricas
Poli (DL-lactide-co-glicolideo) (PLGA) de uma proporgao

85/15 de lactide para glicolideo tendo uma
polidispersibilidade de 1,5 (DLPLG85/15, 1IV: 0,28) foi
dissolvido em N-metil-2-pirrolidona (NMP) para obter uma
solugdo a 50% em peso. O peptideo foi misturado com uma
solugdo de PLGA em NMP para gerar uma composigdo uniforme
injetavel em propor¢des mostradas na Tabela 1.

Tabela 1: formula¢des poliméricas injetaveis testadas

Amostras Peptideo |DLPLG 8515/NMP|Carga do
(mg) (mg) farmaco (%,
p/p)
vazio 0 1.000 0
OoCT 60 940 6
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Uma aliquota de cada formulagdo foi retirada para
liberagdo in vitro em tampdo de fosfato em pH 7,4 contendo
0,1% azida de sbédio a 37°C e a formulacdo restante foi
usada para monitorar a estabilidade dos peptideos e ©
polimero em temperatura ambiente pelo tempo. Os pontos de
tempo sao 0,125, 1, 2, 5, 7, 14, 21, e 28 dias. A pureza
dos peptideos na amostra foi determinada por HPLC. O peso
molecular do polimero foi determinado por cromatografia de
permeag¢do em gel (GPC) usando padrdes de poliestireno com
pesos moleculares conhecidos.

De acordo com técnica prévia, a presenga de um grupo
nucleofilico em um peptideo pode levar a uma interagao
entre o peptideo e o polimero biodegradavel da composigdo.
Os grupos nucleofilicos no peptideo podem reagir com O
polimero biodegradavel para formar produtos acilados e
podem catalisar a degradagdo do polimero biodegradavel. E
bem conhecido que quando a octreotida e poli(DL-lactide-co-
glicolideo) s3o combinados, especialmente em uma solugdo
orgédnica como NMP, a octreotida serd cilada e o polimero
serd degradado rapidamente. A conjugagdo N-terminal da
octreotida na presente inveng¢do contém uma amina primaria,
uma amina secunddria e um grupo de acido carboxilico C-
terminal e espera-se que interaja e/ou reaja com O polimero

de modo similar a octreotida. No entanto, foi
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octreotida fol misturada com solugdo de poli(DL-lactide-co-
glicolideo) em NMP, a octreotida foi acilada mais de 80% em
24 horas em temperatura ambiente e reagiu quase
completamente depois de 7 dias. No entanto, a octreotida
covalentemente conjugada foi estavel mesmo depois de 56
dias sob a mesma condigdo. Como mostrado na Tabela 3, o©
peso molecular do polimero na formulagdo gque contém
octreotida diminuiu rapidamente em temperatura ambiente.
Depois de 21 dias, o peso molecular do polimero foi
reduzido em 50%. No entanto, para o polimero na formulagao
que contém octreotida covalentemente conjugada, mais de 90%
do peso molecular original foi retido.

Tabela 2: Estabilidade dos peptideos em formulagdes

ligquidas poliméricas

tempo

(dias) Octreotida PAL-PEG-BA-OCT

7 2,3 99,6
14 0,6 100,0
21 0,3 100,0
56 0,0 100,0

Tabela 3: Estabilidade do polimero em formulagdes liquidas

poliméricas
Tempo
(dias) 8515PLG em NMP OctreotidaPAL-PEG-BA-OCT
0 100 100 100
0,1 100, 0 95,8 100, 6
1 99,2 75,3 99,8
2 99,0 66,1 98,8
3 102,0 65,3 100, 4

7 98,9 59,0 98,6
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14 100, 8 57,1 98,1
21 98,2 51,3 92,2
Como revelado na técnica prévia, para manter a

estabilidade de agentes biocativos e excipientes na
formulagdo, geralmente, o agente biocativo & embalado
separadamente de outros componentes da formulagdao, como na
formulagdo comercial de leuprolida Eligard. Entdo todos os
ingredientes sdo misturados imediatamente antes do uso.
Embora, tal preparag¢do possa evitar a interagdao entre
peptideos e polimeros biodegraddveis durante a a estocagemn,
ela ndo evita qualquer interag¢do apds serem misturados. A
interagdo entre os peptideos e o polimero pode ocorrer
durante a administracdo e subseqgquUente liberag¢do in vitro ou
in vivo.

Quando uma aliquota de cada formulagdo apds preparagao
foi retirada para conduzir liberagdo in vitro em tampdo de
fosfate em pH 7,4 contendo 0,1% azida de sdédio a 37°C, foi
constatado surpreendentemente que a interacgdo entre
octreotida e o polimero ocorreu durante a mistura e a
subsequente liberagdo in vitro. Como mostrado na Figura 3,
cerca de 30% da octreotida detectada no meio de liberagao
foi degradada ou reagiu com o polimero em 3 horas. E mais
de 50% da octreotida detectada no meio de liberagdo foi
degradada ou acilada apds 28 dias. Depois de 28 dias, a
matriz do polimero foi dissolvida em acetonitrila, e O
polimero foi precipitado com o uso de &agua. A octreotida
foi analisada por HPLC. Descobriu-se que mais de 50% da
octreotida que permanece na matriz do polimero foi também
acilada. Tal degradacdo e/ou acilagdo da octreotida deve

reduzir significativamente a disponibilidade da octreotida
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nativa e pode produzir subprodutos tdxicos indesejados.
Seria altamente vantajoso evitar tal interagdo entre o
peptideo e o polimero.

A Figura 4 mostra a liberag¢do in vitro da octreotida
covalentemente conjugada Pal-PEG-BA-OCT. Embora a
octreotida modificada contenha neucledfilos similares como
a octreotida ndo modificada, foi constatado de modo
surpreendente que nenhuma degradagao da octreotida
modificada foi detectada no meio de liberagdo e na matriz
do polimero por 28 dias. Os resultados indicam gque a
conjugagdo covalente do peptideo com uma porgdo anfifilica
como monopalmitil poli(etileno glicol) por prevenir ou
reduzir significativamente a interag¢do e/ou reagdo entre
peptideos e polimeros biodegradaveis.

Exemplo 13. Preparacgdo de monopalmitil poli (etileno
glicol) ativado com 4-nitrofenil cloroformato (NPC)

Uma mistura de monopalmitil poli(etileno glicol)
(P.m. médio ~1.124) (10,0 g, 8,9 mmoles) e benzeno (100 mL)
foi azeotropicamente seca por destilagdo de 50 mL benzeno
sob pressdo reduzida. A mistura de reagdo foi resfriada a
30°C, seguida pela adigdo de piridina anidra (0,809 mL, 10
mmol) sob argdnio e 4-nitrofenil cloroformato (2,015 g,
10,0 mmoles). Uma vez que a adigdo estivesse completa, a
reagdo foi agitada a 45°C por 2 h seguida por agitagdo de
um dia para o outro em temperatura ambiente.

A mistura de reacdo foi entdo filtrada, seguida por
remo¢do do solvente do filtrado por destilacdo in vacuo. O

residuo foil recristalizado de 2-propanol para gerar 8,2 d

AN e~ d11E~N (DAT CDECCNIDCYY
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Poli (etileno glicol) (PAL-PEG-OCT)

236,5 mg de PAL-PEG-NPC foram adicionados a uma
solugdo de 239 mg de octreotida em 10 mL de 50 mM tampdo de
borato de sdédio (pH 9). A solugdo foi magneticamente
agitada continuamente de um dia para o outro. A solugdo
final foi dialisada com o uso de uma membrana de valor de
corte de P.m. de 2.000. A solugdo dialisada foi liofilizada
e analisada por HPLC. Os resultados indicam que o peptideo
modificado & uma mistura de octreotida conjugada de sitio
Gnico e de maltiplos sitios.

A invencd3o ndo é 1limitada pelas modalidades acima
descritas que sdo apresentadas apenas como exemplos e podem
ser modificadas de varias formas dentro do escopo de

proteg¢do definido pelas reivindicag¢des em apéndice.
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Reivindicagdes

1. Composig¢do polimérica liquida farmacéutica para

liberag¢do <controlada de um polipeptideo terapéutico,

caracterizada por compreender: (a) um polimero
biodegradavel, insoltvel em agua, farmaceuticamente
aceitavel; (b) um solvente orgdnico farmaceuticamente

aceitavel que solubiliza o polimero biodegradavel; e (c) um
polipeptideo terapéutico conjugado com uma ou mais por¢des
lipofilicas, em gque a composigdo estd na forma de um
ligquido viscoso injetavel e é capaz de formar um implante
de 1liberacdo controlada por dissipag¢do ou dispersdao do
solvente orgdnico no corpo de um individuo e em que a
composig¢do tem uma maior estabilidade in vitro e uma menoxr
liberacd3o em explosdo inicial do que a composigdo teria se
o polipeptideo terapéutico ndo fosse conjugado as porgdes
lipofilicas.

2. Composicdo, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo e a porgdo

lipofilica ou por¢des sdo covalentemente conjugados.
3. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo e a porgao

lipofilica ou por¢des sdo covalentemente conjugados através
de um espagador, uma ponte ou um grupo ligante.
4. Composigdo, de acordo com a reivindicagdao 1,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo & selecionado

- S o I L . L S T o e D s o
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luteinizante (LHRH), agonistas de LHRH, antagonistas de
LHRH, horménios do crescimento, fator de 1liberagdo do
horménio do crescimento, insulina, eritropoietina,
somatostatina, glucagon, interleucina, interferon-alfa,

interferon-beta, interferon-gama, gastrina, tetragastrina,

pentagastrina, urogastrona, secretina, calcitonina,
encefalinas, endorfinas, angiotensinas, hormdnio de
liberacdo de tireorotrofinas (TRH) , fator de necrose
tumoral (TNF), horménio da paratiredide (PTH), fator de
crescimento de nervo (NGF), fator estimulante de coldnia de
granuldcitos (G-CSF), fator estimulante de coldnia de
granuldécitos macrdfagos (GM-CSF) , fator estimulante de
colénia de macrdédfagos (M-CSF) , heparinase, fator de
crescimento endotelial vascular (VEG-F) , proteina
morfogénica Ossea (BMP) , hANP, peptideo semelhante a
glucagon (GLP-1), exenatida, peptideo YY (PYY), grelina,
renina, bradigquinina, bacitracinas, polimixinas,
colistinas, tirocidina, gramicidinas, ciclosporinas,
enzimas, citocinas, anticorpos, vacinas, antibidticos,

anticorpos, glicoproteinas, horménio foliculo-estimulante,
quiotorfina, taftsina, timopoietina, timosina,
timoestimulina, fator humoral timico, fator humoral timico
sérico, fatores estimulantes de coldnia, motilina,
bombesina, dinorfina, neurotensina, ceruleina, urogquinase,
calikreina, andlogos e antagonistas de substancia P,
angiotensina II, fatores de coagulagdo sanguinea VII e IX,
lisozima, gramicidinas, hormdnio estimulante de

melandcitos, hormdénio de liberacdo de hormdnio da tiredide,



10

15

20

25

gonadotrofina coridnica humana, peptideo estimulante da

sintese de proteina, peptideo inibidor géstrico, peptideo

intestinal vasocativo, fator de crescimento derivado de
plaguetas, horménios pigmentares, somatomedina,
gonadotrofina coridnica, fatores de liberacgao
hipotalamicos, horménios antidiuréticos, horménio

estimulante da tiredide, bifalina e prolactina.
6. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo & selecionado

do grupo que consiste em doxorrubicina, rapamicina,
naltrexona, fator de <crescimento epidérmico (EGF) , um
agonista de LHRH, um antagonista de LHRH, um horménio do
crescimento, fator de liberacdo de hormbénio do crescimento,
octreotida, interferon-alfa, interferon-beta, interferon-
gama, calcitonina, horménio da paratiredide (PTH), peptideo
semelhante a glucagon (GLP-1), e peptideo YY (PYY).

7. Composigcdo, de acordo com a reivindicagdao 1,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo €& peptideo

semelhante a glucagon 1 (GLP-1).
8. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo é exendina.

9. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo & octreotida

10. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo & insulina.

11. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que a porgdo lipofilica &

selecionada do grupo que consiste em Cs;.3g-alquil, Ci-39-

alquenil, Ci.39-alcadienil, tocoferol e compostos
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resultante em um 1local de implante no corpo de um
individuo.
22. Método, de acordo <com a reivindicagdo 21,

caracterizado pelo fato de que a composigdo farmacéutica &

administrada por injecédo.
23. Método, de acordo <com a reivindicagédo 22,

caracterizado pelo fato de que a injegdo €& por vVvia

subcuténea ou intramuscular.
24. Composig¢do polimérica liquida farmacéutica para

liberacdo controlada de um polipeptideo terapéutico,

caracterizada por compreender: (a) um polimero
biodegradavel, insolavel em agua, farmaceuticamente
aceitavel; (b) um solvente orgadnico farmaceuticamente

aceitavel que solubiliza o polimero biodegradavel; e (c) um
polipeptideo terapéutico conjugado com uma ou mais porgdes
lipofilicas, em gue a composigdo estd na forma de um
liquido viscoso injetavel e é capaz de formar um implante
de 1liberagdo controlada por dissipagdo ou dispersdo do
solvente orgdnico no corpo de um individuo e em gue a
composicdo tem uma maior estabilidade in vitro e uma menor
liberagcdo em explosdo inicial do que a composigdo teria se
o polipeptideo terapéutico ndo fosse conjugado as porgdes
anfifilicas.

25. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 24,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo e a porgao

anfifilica ou por¢des sdo covalentemente conjugados.
26. Composigdo, de acordo com a reivindicagao 25,

caracterizada pelo fato de gque o polipeptideo e a porgdao

anfifilica ou porg¢des sdo covalentemente conjugados através

de espacador, ponte ou um grupo ligante.
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27. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 24,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo & selecionado

do grupo que consiste em ocitocina, vasopressina, hormdénio

adrenocorticotrdpico (ACTH) , fator de crescimento
epidérmico (EGF) , fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), prolactina, hormdénios como hormdnio
luteinizante, hormbénio de liberacgao de hormbénio
luteinizante (LHRH), agonistas de LHRH, antagonistas de
LHRH, horménios do crescimento, fator de 1liberagdo do
horménio do crescimento, insulina, eritropoietina,
somatostatina, glucagon, interleucina, interferon-alfa,

interferon-beta, interferon-gama, gastrina, tetragastrina,

pentagastrina, urogastrona, secretina, calcitonina,
encefalinas, endorfinas, angiotensinas, hormbénio de
liberacdo de tireorotrofinas (TRH) , fator de necrose
tumoral (TNF), hormdénio da paratiredide (PTH), fator de
crescimento de nervo (NGF), fator estimulante de coldnia de
granuldcitos (G-CSF) , fator estimulante de coldnia de
granulécitos macréfagos (GM-CSF), fator estimulante de
coldnia de macrdfagos (M-CSF}, heparinase, fator de
crescimento endotelial vascular (VEG-F) , proteina
morfogénica Ossea (BMP), hANP, peptideo semelhante a
glucagon (GLP-1), exenatida, peptideo YY (PYY), grelina,

renina, bradiquinina, bacitracina, polimixina, colistina,
tirocidina, gramicidina, c¢iclosporina, enzima, citocina,
anticorpo, vacina, antibidético, anticorpos, glicoproteinas,
hormbénio foliculo-estimulante, quiotorfina, taftsina,
timopoietina, timosina, timoestimulina, fator humoral
timico, fator humoral timico sérico, fatores estimulantes

de coldnia, motilina, bombesina, dinorfina, neurotensina,
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ceruleina, uroquinase, calikreina, andlogos e antagonistas
de substéncia P, angiotensina II, fatores de coagulagao
sanglinea VII e IX, lisozima, gramicidina, horménio
estimulante de melandcitos, horménio de liberagdo de
horménio da tiredide, hormdénio estimulante da tiredide,
pancreozimina, colecistoquinina, lactogénio placentéario
humano, gonadotrofina coridnica humana, peptideo
estimulante da sintese de proteina, peptideo inibidor
gastrico, peptideo intestinal vasoativo e fator de
crescimento derivado de plaquetas.

28. Composigdo, de acordo com a reivindicagao 24,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo & selecionado

do grupo que consiste em ACTH, glucagon, somatotrofina,

timosina, um horménio pigmentar, somatomedina,
gonadotrofina coridnica, um fator de liberagao
hipotalamico, um hormdnio antidiurético, hormbénio

estimulante da tiredide, bifalina e prolactina.
29. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 24,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo & selecionado

do grupo due consiste em doxorrubicina, rapamicina,
naltrexona, fator de <crescimento epidérmico (EGF), um
agonista de LHRH, um antagonista de LHRH, um hormbénio do
crescimento, fator de liberacdo de hormbénio do crescimento,
octreotida, interferon-alfa, interferon-beta, interferon-
gama, calcitonina, horménio da paratiredide (PTH), peptideo
semelhante a glucagon (GLP-1), e peptideo YY (PYY).

30. Composigdo, de acordo com a reivindicagao 24,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo é& peptideo

semelhante a glucagon 1 (GLP-1).

31. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 24,
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caracterizada pelo fato de que o polipeptideo € exendina.

32. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 24,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo & octreotida.

33. Composicdo, de acordo com a reivindicagdao 24,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo is insulina.

34. Composigdo, de acordo com a reivindicag¢dao 24,

caracterizada pelo fato de que a porgdo lipofilica da

porcdo anfifilica é selecionada do grupo dque consiste em
Cs-39-alguil, Cs.39-alquenil, Ci.39-alcadienil, tocoferol e
compostos esterdides.

35. Composicdo, de acordo com a reivindicagao 34,

caracterizada pelo fato de que cada um de Cji.zg-alquil, Cs.

ss-alquenil e Ci.j9-alcadienil é (1) cadeia 1linear ou
ramificada, e (ii) saturado, monoinsaturado ou di-
insaturado.

36. Composicd3o, de acordo com a reivindicagao 24,

caracterizada pelo fato de que a porgdo hidrofilica da

porcdo anfifilica é selecionada do grupo gque consiste em
polietileno glicol, polivinilpirrolidona, e ag¢ucar.
37. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 24,

caracterizada pelo fato de que o polimero biodegradavel &

selecionado do grupo gque consiste em um polilactideo,
poliglicolideo, policaprolactona, polidioxanona,
policarbonato, polihidroxibutirato, polialquileno oxalato,
polianidrido, poliamida, poliesteramida, poliuretano,
poliacetal, poliortocarbonato, polifosfazeno,
polihidroxivalerato, polialguileno succinato e
poliortoéster, e copolimeros, copolimeros em bloco,
copolimeros ramificados, terpolimeros e combinag¢des e

misturas desses.
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38. Composigdo, de acordo com a reivindicagdao 24,

caracterizada pelo fato de que o polimero biodegradavel é

selecionado do grupo que consiste em um acido polilatico e
um acido poliglicdlico, e copolimeros desses.
39. Composigdo, de acordo com a reivindicagao 24,

caracterizada pelo fato de que o solvente orgdnico é

selecionado do grupo que consiste em N-metil-2-pirrolidona,
N,N-dimetilformamida, dimetil sulfdxido, propileno
carbonato, caprolactama, triacetina, benzoato de benzila,
adlcool benzilico, lactato de etila, gliceril triacetato, um
éster de acido citrico, polietileno glicol,
alcoxipolietileno glicol, polietileno glicol acetato, ou
qualgquer combinagdo desses.

40. Método caracterizado para a formagao da

composicdo polimérica liquida farmacéutica da reivindicagao
24, que compreende as etapas de: (a) dissolugdo de um
polimero biodegradavel insoltvel em agua, farmaceuticamente
aceitavel, em um solvente orgdnico farmaceuticamente
aceitadvel para formar uma solugdo de polimero; e (b)
mistura da solugdo do polimero com uma quantidade eficaz de
um polipeptideo terapéutico conjugado com uma ou mais
porcdes anfifilicas para formar a composigdo farmacéutica.

41. Método caracterizado para a formagdo de um

implante sélido, biodegradavel in-situ para liberagdo
sustentada de um polipeptideo terapéutico que compreende a
administrag¢do da composigdo polimérica liquida farmacéutica
da reivindicac¢do 24 em um local de implante no corpo de um
individuo.

42, Método, de acordo com a reivindicacgao 18,

caracterizado pelo fato de que a composigdo farmacéutica &
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administrada por injecdo.
43. Método, de acordo com a reivindicag¢do 42,

caracterizado pelo fato de que a 1injegdo é por via

subcutdnea ou intramuscular.

44. Método caracterizado para a formagdo de um

implante s6lido, biodegradavel in-situ para liberagdo

sustentada de um polipeptideo terapéutico gque compreende

(a) a formacdo de uma composigdo polimérica liquida
farmacéutica de acordo com Método, de acordo com a
reivindicacao 40, e (b) administracdo da composigao

resultante em um local de implante no corpo de um
individuo.
45. Método, de acordo <com a reivindicagdo 44,

caracterizado pelo fato de que a composigdo farmacéutica €

administrada por injegdo
46. Método, de acordo com a reivindicagdo 45,

caracterizado pelo fato de que a injegdo €& por via

subcutinea ou intramuscular.
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RESUMO
COMPOSIGOES FARMACEUTICAS PARA LIBERAGAO SUSTENTADA DE
PEPTIDEOS
A presente invencdo fornece métodos de formagdo de um
implante sélido, biodegradavel in-situ em um COrpo por
administragdo de uma composig¢do liquida farmacéutica que
compreende uma quantidade eficaz de um polimero
biodegradadvel Dbiocompativel, insoltvel em &gua e uma
quantidade eficaz de um peptideo terapéutico covalentemente
modificado com uma ou mails porgdes lipofilicas ou
anfifilicas, que sdo dissolvidos ou dispersos em um
solvente orgdnico biocompativel, hidrossolavel. Essa

invencdo também fornece composic¢des e métodos relacionados.
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