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Descri¢ao

“Formas de administracio farmacéuticas contendo polipéptidos sob a forma de
microparticulas e processo para a sua preparacio”

Sdo objecto da presente invengdo formas de administragdo farmacéuticas
parenténicas com a forma de microparticulas (MP) para a libertagdo controlada de
polipéptidos e processo para a prepara¢do destas microparticulas.

Devido ao rapido avango do desenvolvimento da biotecnologia, esta hoje em
dia a disposi¢do um grande nimero de macromoléculas bioactivas em quantidade
suficiente para a utilizagdo clinica. Exigido pela sua estrutura, elas decompde-se
hidroliticamente no tracto estdmago-intestinos e podem portanto apenas ser
administradas por via parentérica. Por causa dos curtos valores dos seus tempos de
semitransformagdo o desenvolvimento de sistemas de deposito parentéricos é
conveniente para reduzir a frequéncia das injecgdes e atingir um valor constatnte do
teor no sangue.

Na literatura técnica e de patentes descreve-se uma série de sistemas de
deposito, especialmente sistemas de microparticulas para se libertarem as
substancias fisiologicamente activas de maneira mais possivel constante depois da
administragdo parentérica durante um mais longo intervalo de tempo. Neste caso, ¢
de assinalar que as proteinas em compara¢do com as substancias de baixo peso
molecular por causa da sua estrutura complexa, do seu elevado peso molecular e do
pequeno grau de cargas eléctricas necessaria ~ exigido para a sua elevada actividade
biologica ~ apresentam algumas particularidades que dificultam um
microencapsulamento feito com éxito. Assim, de acordo com o tipo do método de

microencapsulamento utilizado, a estabilidade das proteinas pode ser influenciada
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negativamente e a libertagdo ndo se realizar de maneira optima ou se realizar com
um perfil de libertagdo insatisfatorio. O comportamento de libertagdo € influenciado,
por um lado, pelo elevado peso molecular e pela estrutura hidréfila mas também, por
outro lado, por problemas de estabilidade (entre outros, agrega¢do) da proteina ¢ do
pequeno grau de carregamento.

Um dos métodos de prepara¢do mais importantes para as microparticulas, por
exemplo, microcapsulas ou microesferas € o assim chamado “processo de emulsdo
tripla” que também encontrou utilizagdo para a microencapsulagem de proteinas.
Fundamentalmente neste método também designado como técnica W/O/W (agua em
oleo em agua) a substancia activa é dissolvida ou suspensa numa solugdo aquosa e
esta solugdo aquosa é homogeneizada com uma “solugdo oleosa” que contém o
polimero a partir de um dissolvente organico ndo miscivel com agua de maneira a
obter-se uma emulsdo W/O (agua/dleo). Esta emulsdo W/O (agua/dleo) € dispersa
numa solugdo aquosa que contém estabilizador (fase aquosa exterior) de modo que
se obtém uma emulsdo com trés fases (emulsdo tripla). Por meio de diferentes
técnicas consegue-se entdo a vaponzagdo do dissol\;ente e, por consequéncia, um
endurecimento das microparticulas. As microparticulas endurecidas sdo colectadas
por centrifugagdo e/ou filtragdo e, depois da lavagem com agua ou com solugdes
aquosas apropriadas e sdo secas por liofilizagdo ou por secagem em vacuo a
temperatura ambiente. Como polimeros sdo em geral utilizados polimeros de acido
lactico (LA = acido lactico) e acido glicédlico (GA = acido glicolico) ou os seus
copolimeros (PLGA) com pesos moleculares compreendidos entre 2 000 e 100 000 e

com uma propor¢do de acido lactico : acido glicdlico compreendida entre 100:0 e

50:50.
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Na utilizagdo do processo de emulséo tripla pode aparecer o problema do teor
residual do dissolvente nas microparticulas (RJalil e JR. Nixon, J.
Microencapsulation 7 (3), 1990, pag. 297-325), porque como dissolvente do
polimero se utiliza na maior parte das vezes diclorometano perigoso do ponto de
vista toxicologico. Mas também por causa de uma possivel influéncia das
propriedades do polimero e da estabilidade da substancia activa da matriz do
polimero, o teor residual do dissolvente deve ser o mais possivel pequeno.

A preparagéo de microcapsulas com o auxilio do processo de emulsdo tripla é
divulgado por exemplo no pedido de patente europeia EP 0 145 240 (Takeda) em
que a fase aquosa interna possui uma viscosidade de pelo menos 5 000 mPas oy é A
completamente solida. O aumento da viscosidade realiza-se com substancias
auxiliares como gelatina, albumina de soro humano, globulina, caseina, colagénio e
poliaminoacidos. Nos exemplos de utilizagdo, descreve-se a microencapsulagem de
y-interferon e de heparina.

Na memoria descritiva da patente EP 0 190 833 (Takeda) descreve-se o
mesmo processo de preparagdo; no entanto, neste caso a viscosidade da emulsdo
W/O (agua em o6leo) ¢ regulada para um valor compreendido entre 150 — 10 0Q0
mPas. Isto realiza-se por variagdo da concentragdo do polimero (PLGA 100/0 —
50/50) e adigdo de compostos de elevado peso molecular, como por exemplo
proteinas, hidratos de carbono (celulose, dextrina, pectina, amido, agar), compostos
polivinilicos, acidos policarboxilicos ou compostos de polietileno na fase aquosa.
Desta forma, deve conseguir-se uma tendéncia para a agregagdo e coesdo fortemente
atenuada das microcapsulas durante a preparagdo. Num exemplo de utilizagdo

encapsula-se interferon alfa.
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Em EP 0 442 671 (Takeda), fazem-se especificagdes ligagdes semelhantes as
efectuadas em EP 0 190 833 relativamente ao comportamento de agregagdo, forma
esférica das micropasticulas e possiveis adigdes. “Substancias que contém farmacos”
ndgo sdo absolutamente necessarias de acordo com a descrigio da patente. Os
exemplos mais pormenorizadamente esclarecidos e concretos na descrigdo referem-
-se ao péptido TAP144 de cadeia curta e relativamente estavel que representa um
analogdo de LHRH.

Também na Iiteratura técnica sdo publicados exemplos para a
microencapsulagem de péptidos ou de proteinas com o auxilio da técnica W/O/W
(agua em oleo e em agua).

Assim, Ogawa et al., (Chem- Pharm. Bull. 1988, Vol. 36, N.° 3, pag. 1095-
-1103) descrevem a microencapsulagem de acetato de leuprorelina, um péptido com
utilizagdo de PLA (polimero de acido lactico) ou de PLGA e pormenorizam também
o comportamento de libertagdo do péptido.

Cohen et al., (Pharmaceutical Research 1991, Vol. 8, N.° 6, pag. 713)
encapsularam peroxidase de rabano FITC e FITC-BSA em microparticulas de
PLGA com um peso molecular de 14 000 ou menor e uma proporgdo de acido
lactico/acido glicdlico de 75/25 e descobriram ndo s6 o modo de obter intacta a
proteina BSA como também uma conservagdo da actividade da enzima. Jeffery H. et
al. (Pharmaceutical Research 1993, Vol. 10, N.° 3, pag. 362) utilizaram ovalbumina
como material do nucleo e puderam demonstrar a salvaguarda da proteina libertada.
M. S. Hora et al., (Biotechnology 1990, Vol. 8, pag. 755) utilizaram interleucina-2 e

as suas formas modificadas como material do nucleo e investigaram o
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comportamento de libertagdo de microparticulas de PLGA que continham albumina
do soro humano como excipiente.

Em  diferentes  publicages foram ainda investigados mais
pormenorizadamente processos para a preparagdo de microparticulas a base dos
polimeros de PLA e de PLGA com o auxilio de substancias modelo para diferentes
proteinas e a influéncia dos aditivos sobre a estabilidade das proteinas (vide W. Lu e
G. Park, PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technology, 1995, 49: 13-19;
M.-K. Yeh et al., Journal of Controlled Release, 1995, 33: 437-445; M. J. Alonso et
al., Vaccine, 1995, 12: 299-306; J. P. McGee et al., Journal of Controlled Release,
1995, 34: 77-86). Como proteinas modelo investigaram-se neste caso ovalbumina,
toxoide de tétano e carbo-anidrase.

Youxin L. et al. (Journal of Controlled Release 32, (1994) 121-128)
descrevem formas de depdsito de copolimeros de tribloco ABA (peso molecular: 15
000 - 40 000), cujo bloco A é um copolimero de acido lactico e glicolico e cujo
bloco B € uma cadeia de poletilenoglicol (PGE). Eles verificaram que estas
microparticulas que foram utilizadas para a agregacdo de albumina de soro bovino
relativamente insensiveis que foram utilizadas como proteina modelo com elevado
grau de carga (cerca de 3-4% p/p), se libertaram rapida e continuamente durante 2-3
semanas (composigdo do polimero LA:GA:PEG=48:14:38 [% molar]).

Os polimeros de PLGA até agora frequentemente utilizados no estado da
técnica para a preparagdo de microcapsulas possuem, por causa do seu caracter
hidrofobo, como inconveniente mais importante uma ligeira inchabilidade, por meio
do que a entrada de agua para o interior da forma de deposito s6 se pode realizar

lentamente. Desta forma, é apenas dificilmente possivel uma difusio das moléculas
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de proteina através das camadas de polimero, o que tem como consequéncia uma
velocidade de libertagdo insuficiente. Isto € especialmente o caso da inclusdo de
quantidades muito pequenas de polipéptido, isto € no caso de um pequeno grau de
carregamento nas microparticulas. Além disso, a lenta absorgdo de agua, por causa
da pequena quantidade de agua disponivel, realiza uma concentragdo de proteina
local elevada, pelo que € necessaria a formagdo de agregados de proteina de elevado
peso molecular. Estes ndo podem libertar-se por causa do seu elevado peso
molecular. Ndo se pode garantir entdo um doseamento terapeuticamente digno de
confianga da substancia activa. Provocadas pela elevada proporgédo dos agregados de
proteina podem-se verificar ainda reac¢des imunologicas ndo pretendidas. So .
proteinas muito estaveis com relativamente elevados graus de carga de por exemplo
mais do que 5% podem ser libertadas com velocidades aceitaveis e sem a formagio
de agregados durante um logo intervalo de tempo.

Verificou-se ainda que também copolimeros de tribloco ABA hidréfilos ndo
podem entdo garantir uma libertagdo continua de polipéptidos durante um intervalo
de tempo de duas semanas, se o teor de polipéptidos nas microparticulas for muitp
pequeno, 1sto € se o grau de carga for pequeno. Um grau de carga pequeno verifica-
se entdo se apenas pequenas quantidades de polipéptidos forem encerradas no
polimero. Verifica-se um comportamento posterior de agregagdo semelhante no caso
de se utilizarem polipéptidos sensiveis a agregagdo. Nestes casos, consegue-se
também uma formacdo reforgada de agregados e intervalos de tempo de libertagdo
inaceitaveis menores do que duas semanas com o copolimero de tribloco ABA. Isto
origina globalmente velocidades de libertagdo insuficientes da substancias activa a

partir do polimero.
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O objectivo da invengdo foi preparar microparticulas que contém polipéptido
em que a agregacdo da substancia activa também se mantém o mais possivel
pequena para polipéptidos sensiveis a agregacio ou se tem de evitar
preponderantemente e o polipéptido é contido nas microparticulas sob uma forma o
mais possivel intacta. As microparticulas devem garantir uma libertagdo continua
dos polipéptidos durante um intervalo de tempo de pelo menos duas semanas. Is}o
deve sobretudo conseguir-se em microparticulas que possuem um pequeno grau de
carregamento de substancia activa. Especialmente, esses intervalos de tempo de
libertagdo devem verificar-se para quantidades pequenas de polipéptidos de até
aproximadamente 3% (em relagdo a quantidade total de microparticulas)

Além ‘disso foi também objectivo da presente invencdo proporcionar um
processo de microencapsulagem com o qual se podem preparar as microparticulas
pretendidas e se garante um teor residual de dissolvente toxicologicamente aceitavel
nas microparticulas.

O objectivo da invengdo é atingido por meio de microparticulas que
consistem numa matriz polimérica biodegradavel em que o polipéptido ¢
incorporado, em que como polimero se utiliza um copolimero de tribloco ABA, cujo
bloco A ¢ um copolimero de acido lactico e de acido glicolico e cujo bloco B
representa uma cadeia de polietilenoglicol e que contém aditivos que sdo escolhidos
do grupo formado por proteinas de soro, poliaminoacidos, ciclodextrinas; derivados
de ciclodextrinas; sacaridos, como por exemplo dissacaridos e polissacaridos,
aminoagucares, aminoacidos; detergentes; acidos carboxilicos OTganicos assim como

misturas destes aditivos.
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Como sacaridos interessam por exemplo os dissacaridos tre-halose, sacarose,
maltose. Os polissacaridos sdo por exemplo rafinose, amido, maltodextrina,
alginatos ou dextrano. Um aminoagucar apropriado € por exemplo é o quitosano.
Um derivado de ciclodextrina preferido de acordo com a invengdo € por exemplo a
beta-hidroxipropil-ciclodextrina (HPCD). Como proteinas do soro  interessam
especialmente albumina de soro humano e albumina de soro bovino.

Como acido carboxilicos organicos interessam acidos monocarboxilicos
alifaticos e ciclicos, por exemplo acido benzoico, acido acético, acido propionico,
acido butirico, acido isobutirico, acido valérico, acido acrilico, acido crotonico,
assim como os seus derivados substituidos por grupos hidroxi como por exemplo
acido p-hidroxibenzoico, acido B-hidroxibutirico, acido salicilico, ‘écido lactico ou
acido glicolico. E especialmente apropriado acido benzoico. No ambito da
preparagdo das microparticulas os acidos organicos, sdo adicionados essencialmente
a fase organica (fase polimérica), em que se dissolve ou suspende o polimero. A
quantidade de acido carboxilico adicionada varia dentro do intervalo de até 30% em
peso, relativamente a quantidade de microparticulas prontas, de preferéncia até 20%
em peso, especialmente 1-15% em peso. A utilizagdo de acidos monocarboxilicas,
como por exemplo acido benzoico, como aditivo, provoca surpreendentemente uma
melhoria da libertagdo dos polipéptidos a partir das microparticulas. Uma
degradagdo do polimero mais acelerada a esperar por adi¢do de acidos carboxilicos
ndo foi detectada no caso dos copolimeros de tribloco ABA.

No sentido da invengdo sdo também vantajosas misturas dos aditivos
mencionados antes. A titulo de exemplo, podem-se mencionar misturas de dextranos

e poliaminoacidos. Assim, por exemplo sdo especialmente vantajosas misturas de
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dextrano e poli-L-argina ou dextrano e poli-L-histidina em relagdo a diminui¢do da
formacéo de agregados do polipéptido nas microparticulas. Como aditivos preferem-
-se também misturas de ciclodextrinas ou de derivados de ciclodextrinas com
aminoacidos ou poliaminoacidos. Também sdo apropriados no sentido da utilizagio
na presente invencdo detergentes e triglicéridos, como por exemplo Tween 20®,
Tween 80®, Pluronic® ou Miglyol®.

Como poliaminoacidos interessam ndo sé os correspondentes isomeros (D)
ou (L) mas também poli-(D,L)-aminoacidos. E especialmente preferida poliarginina
com um peso molecular de 5 000 — 150 000, em especial 5 000 a 50 000, assim
como poli-histidina com um peso molecular de 5 000 — 50 000, em especial
15 000 — 50 000.

Com as mencionadas adigdes de acordo com a presente invengdo é possivel
descer a proporgdo de agregado total do polipéptido para um valor inferior a 5%.

No sentido da presente invengdo, como polipéptidos interessam polipéptidos
fisiologicamente -activos com um peso molecular compreendido entre 2 000 e
200 000 D. De preferéncia o peso molecular monta pelo menos a 5 000, 10 000 ou
20 000 D. Interessam especialmente polipéptidos com um peso molecular de até
100 000, preferivelmente até 50 000 Dalton. Esses polipétidos sdo especialmente
macromoléculas biologicamente activas, as suas muteinas, analogos, assim como
variantes de eliminagdo ou de substituigdo que podem ser utilizados para fins
terapéuticos. Mencionam-se a titulo de exemplo os seguintes polipéptidos:
enitropoietina (EPO), parathormona (PTH), G-CSF, TNF, NGF ou EGF, assim como
os seus derivados derivaveis por eliminagdes ou substituicio na cadeia de

aminoacidos. Outros polipéptidos sdo: interferons (a, B, y-interferon), factores de
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estimulagdo de colonias, interleucinas, factores que activam macroéfagos, factores de
células B, factores de células T, imunotoxinas, hinfotoxiinas, TGF, trombopoietina
(TPO), inibidores de renina, inibidores de colagenase, EGF, hormonas de
crescimento, PDGF, factores de crescimento de tecido o0sseo, BMP (protein'as
morfogénicas de tecido dsseo), insulina, IGF-BP (proteinas de ligagdo de factor de
crescimento  semelhantes a insulina), ANP (péptidos natriuréticos atriais),
calcitonina, FSH, LH, NGF, glucagona, TSH (hormona de estimulagdo da tirdide),
anticorpos monoclonais ou policlonais. No sentido de utiliza¢do de acordo com a
presente inven¢do sdo polipéptidos especialmente apropriados os polipéptidos
sensiveis a agregagdo como por exemplo EPO.

O teor de polipéptidos nas microparticulas monta a valores compreendidos
entre 0,01 e 5% em peso, com base na quantidade total de micréparticulas.
Preferivelmente, o grau de carregamento monta a 0,1 — 3% em peso, especialmente
0,1 — 2% em peso e de preferéncia 0,1 — 1% em peso. Especialmente podem-se
preparar microparticulas com um grau de carregamento muito pequeno de até 1%
em peso. Para proteinas sensiveis -é agregacdo, o grau de carregamento preferido
monta a 0,1 - 1%, em especial 0,2 — 0,6%. Como limites inferiores interessa um
grau de carregamento de cerca de 0,01;0,05 ou respectivamente 0,1% em peso. A
quantidade da substancia activa contida nas microparticulas depende em cada caso
individual da dosagem pretendida e da largura terapéutica da respectiva substancia
activa. No caso de EPO, a quantidade de substancia activa monta a
aproximadamente 10 pg ~ 100 pg por 10 mg de quantidade de microparticulas.
Especialmente, utilizam-se cerca de 10 — 70 pg, preferivelmente 30 ~ 50 ug. Para

uma actividade especifica de EPO de cerca 160 000 U/mg, isto corresponde a uma




11
A4
dosagem de 1 600 — 16 000 U por 10 mg de quantidade de microparticulas (10 ~ 100
Hg por 10 mg de quantidade de microparticulas). Prefere-se fixar a quantidade de
microparticulas a administrar a dosagem pretendida de EPO (em U). No caso de, por
exemplo, o grau de carregamento montar a 0,4% (que corresponde a 40 ug de EPO
por 10 mg de nﬂcropaﬁiculas) e a dosagem de EPO dever montar a 20 000 U (que
corresponde a 125 ug de EPO), deve administrar-se uma quantidade de
microparticulas igual a 31,25 mg. Esta quantidade corresponde a uma dose mensal
presumivel de EPO no sistema DPS.
Surpreendentemente, os Requerentes descobriram que a utilizacdo de
- copolimeros de tribloco de ABA em combinagdo com aditivos possibilita uma
libenagéo continua dos polipéptidos durante um maior intervalo de tempo — pelo
menos no entanto duas semanas — e que por meio dos aditivos se consegue um
consideravel efeito de diminuigdo da agregacdo. De acordo com a presente invencdo
interessam polimeros de bloco ABA, cujo bloco A possui um peso molecular
compreendido entre 2 000 e 150 000, e cujo bloco B possui um peso molecular
compreendido entre 1 000 e 15 000. O bloco B especialmente possui um peso
molecular compreendido entre 3 000 a 10 000. Sdo especialmente preferidos
polimeros de bloco ABA com um peso molecular de 5 000 — 50 000 Dalton, de
preferéncia 10 000 — 30 000 e com uma pohidispersabilidade de 1,1 — 8,5 ou
1,1 - 5,5, de preferéncia 1,5 ~ 4,5 e de maneira especialmente preferida de 2 — 4.
O Quadro 5 apresenta uma vista geral sobre os copolimeros ABA utilizaveis
de acordo com a presente mnven¢do que se diferenciam pela sua composi¢do
relativamente a propor¢do lactido/glicolido/PEG, ao peso molecul'c}r e a

polidispersabilidade. De acordo com a presente invengdo, a proporgio de
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polietilenoglicol (propor¢do de PEG) no polimero em bloco monta a 20 até 50% em
moles, relativamente a quantidade total de polimero, de preferéncia 25 a 45% em
moles. Como especialmente vantajosa para a duragdo da libertagdo e para a
libertagdo continua da substdncia activa verificou-se ser uma propor¢do de PEG
compreendida entre 30 e 40% em moles, em especial 30 a 38% em moles,
preferivelmente 30 a 35% em moles. Preferivelmente, o teor percentual de PEG do
copolimero em bloco ABA monta a cerca de 32 ou 33% em moles.

O teor percentual de LA no copolimero em bloco ABA monta de preferéncia
a 40 a 60% em moles, especialmente a 45-60% em moles. Sdo preferidas
percentagens molares de cerca de 46%, 51% ou 57%. O teor percentual de GA no
copolimero em bloco ABA monta de preferéncia a 5 até 25%, em especial a 10 até
25%. Os valores percentuais preferidos sdo cerca de 11%, 16% ou 22%.

A proporg¢ao de acido lactico para acido glicolico no polimero em bloco esta
compreendida entre 1:1 e 5:1, em especial monta a 1,5:1 até 4,5:1. E especialmente
preferida uma propor¢do LA/GA compreendida entre cerca de 2:1 e 4:].
Copolimeros de tribloco ABA especialmente preferidos de acordo com a presente
invengdo sdo polimeros com uma proporgdo de LA/GA = 4:1 e um teor de
polietilenoglicol de 30-38%. Especialmente interessa um polimero com uma
propor¢do LA:GA:PEG =57:11:32; 51:16:33; 50:12:38 ou 46:22:32.

As modifica¢des dos polimeros mencionadas em Gltimo lugar proporcionam
um optimo da velocidade de degradacgdo e teor de PEG. Um teor de PEG maior
origina na verdade uma degradagdo ainda mais rapida mas, por outro lado, também
provoca propriedades mecé.r_li_c;as piores das microparticulas e possivelmente também

acgOes de permuta entre PEG e polipéptido.
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A preparagdo dos copolimeros de tribloco ABA pode realizar-se de acordo
com processos conhecidos na literatura (vide Journal of Controlled Release 27,
1993, 247-257).

Surpreendentemente os Requerentes descobriram que os aditivos de acordo
com a presente invengdo, além do seu efeito de evitar a agregagdo, podem realizar
um aumento significativo da duragdo da libertagdo, em comparagio com
microparticulas ABA sem aditivos. Isto acontece especialmente para as proteinas do
soro de acordo com a presente inven¢do que originam um aumento da duragdo da
libertagdo do polipéptido por exemplo até 29 dias (vide Exemplo 4). Como proteinas
do soro utilizam-se preferivelmente albumina do soro bovino ou albumina do soro
humano. No caso de se adicionarem aditivos de acordo com a presente invengéo
especialmente BSA e beta-hidroxipropil-ciclodextrina, microparticulas PLGA, entdo
verifica-se igualmente um efeito de diminuigdo da agregacdo e, por consequéncia,
uma estabilizagdo dos péptidos sensiveis a agregagio.

Intervalos de tempo de libertagdo longos deste tipo de até 29 dias de
polipéptidos a partir de microparticulas & base de PLGA ou de copolimeros de
tribloco ABA sdo conhecidos até hoje apenas com um elevado grau de
carregamento, embora ndo para aqueles casos em que a quantidade de substén;ja
activa nas microparticulas € muito pequena, como € por exemplo o caso de EPO. No
caso de se utilizar EPO num grau de carga maior (por exemplo, cerca de 3%) nas
microparticulas ABA, a proteinas liberta-se durante 29 dias (vide Quadro 4B).
Especialmente pode verificar-se que se obtém uma libertagdo prolongada, no caso de

se adicionar um acido monocarboxilico, em especial acido benzoico, a fase
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polimérica na preparagdo das microparticulas. Isto acontece especialmente no caso
de graus de carregamento menores mencionados antes.

As microparticulas de acordo com a presente invengdo podem conter como
aditivos também aminoacidos, como por exemplo arginina, glicina, lisina ou
fenilalanina, ciclodextrinas ou derivados de dextrina como por exemplo beta-
-hidroxipropil-ciclodrextrina  (HPCD). Igualmente, de acordo com a presente
nvengdo, como aditivos podem-se utilizar poliaminoacidos como por exemplo
poliarginina ou poli-histidina ou também misturas de ciclodextrinas ou de derivados
de ciclodextrina com aminoacidos ou poliaminoacidos como por exemplo HPCD
com poliarginina. Também se pode utilizar misturas de dextranos com derivados de
ciclodextrina, por exemplo com HPCD ou com ciclodextrinas. Os dextranos
utilizados possuem um peso molecular compreendido entre 20 000 e 60 000; ¢
especialmente preferido dextrano 40 000.

Juntamente com as proteinas de soro, de acordo com a presente invengdo
utilizam-se como aditivos misturas de dextranos e poliarginina ou misturas de
dextranos e poli-histidina como aditivos, de maneira especialmente preferida.

As microparticulas de acordo com a presente invenc¢do contém os aditivos
numa quantidade de 0,5 — 40% em peso, calculada em relagdo a quantidade total de
microparticulas, de preferéncia de 1 — 30%. Sdo especialmente preferidos 1 — 20%
em peso. No caso dos sacaridos, utilizam-se de preferéncia quantidades de 5 — 15%
em peso. No caso dos pohaminoacidos, a quantidade do aditivo monta
especialmente a 1 — 5% em peso. A ciclodextrina e derivados de ciclodextrina sdo
adicionados de preferéncia numa quantidade de 2 — 20% em peso. A quantidade de

BSA ou HAS monta preferivelmente a 2 - 20% em peso calculada em relagdo ao
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peso total das particulas. A quantidade de acidos carboxilicos monta especialmente
até 15%, preferivelmente aproximadamente 10%.

A 1mvencgdo refere-se também a um processo para a preparagdo de
microparticulas que contém polipéptido com o auxilio do processo de emulsdo tripla
que se caracteriza pelo facto de, na preparagdo das fases “oleosas” ou organicas, por
dissolugdo de um polimero num dissolvente organico ndo miscivel com agua como
polimero se utilizar um copolimero tribloco ABA, cujo bloco A € um copolimero de
acido lactico e de acido glicolico e cujo bloco B representa uma cadeia de
polietilenoglicol e do polipéptido aquoso dissolvido que é emulsionado na fase
organica, se adicionam aditivos que sdo escolhidos do grupo constituido pelas
proteinas de soro, poliaminoacidos, ciclodextrinas, derivados de ciclodextrina,
sacaridos, como por exemplo dissacaridos e polissacaridos; aminoaqfxca{es;
aminoacidos, detergentes ou acidos carboxilicos assim como as suas misturas.

Verificou-se que a primeira fase de homogeneizagio (formagdo de emulsdo
W/O — agua em Oleo) parece ser especialmente responsavel pela formagdo de
agregados de polipéptido. De acordo com a invengdo, encurtou-se o tempo de
dispersdo de 60 para 30 segundos, como homogeneizador utilizou-se um Ultra-
-Turrax e a propor¢do em peso agua/fase organica (de preferéncia diclorometano)
subiu de 5 para até 20% (percentagem em peso). De preferéncia na primeira fase de
homogeneizagao dispersou-se duas vezes durante cerca de 30 segundos, com um
intervalo de cerca de 30 segundos. De maneira especialmente vantajosa, dispersa-se
uma vez durante cerca de 30 segundos. Por meio desta modificagdo das condigdes

de preparagao fo1 possivel obter uma ligeira diminuigdo da proporgdo de agregados.
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No sentido do processo de preparagdo de acordo com a presente invengdo é
especialmente vantajoso que, durante todo o processo de preparacdo, todas as
solugdes e aparelhos sejam arrefecidos a 0 - 6°C. Desta forma, consegue-se uma
reducdo especialmente favoravel dos agregados de proteina. E neste caso realmente
possivel renunciar a adigdo de substancias aditivas que inibem a agregagdo. Em
compara¢do com a preparagdo das microparticulas a temperatura ambiente, foi
possivel deste modo efectuar uma redugdo nitida do teor de agregados dos
polipéptidos utilizados nas microparticulas (redugdo de 10 — 20% do teor de
agregados para um teor de agregados de 2 — 5%).

A proporgdo em peso agua/fase organica de 20-25% (3 — 4 partes de
dissolvente organico/uma parte de agua) possibilita além disso a utilizagdo de uma
maior quantidade de aditivos na fase aquosa interna.

As microparticulas de acordo com a presente invengdo surpreendentemente
possuem também um extremamente menor teor de dissolvente residual. As
microparticulas preparadas com o polimero ABA contém menos do que 1%, de
preferéncia menos do que 0,1%, em especial menos do que 0,01% de dissolvente
residual, como por exemplo diclorometano. Evidentemente, por meio dos
parametros do processo escolhidos conseguiu-se uma eliminagdo quase completa do
diclorometano das microparticulas obtidas, o que € sobretudo atribuido a propor¢do
favoravel do volume da fase orgénica para a fase aquosa exterior.

Para excluir a influéncia da agua residual sobre a estabilidade das proteinas,
determinou-se também o teor de agua residual nas microparticulas. O teor de agua
determinado de 0,2% mostrou que a proporgdo de agua da fase aquosa interna

utilizada pode ser quase completamente eliminada.
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Ensaios da estabilidade de armazenagem das microparticulas de acordo com
a presente invengdo mostraram que estas sdo estaveis em armazenagem pelo menos
durante 2 meses a temperatura ambiente (20-25°C) e nfo apresentam alteragGes
relativamente a formagdo de agregados e ao comportamento de libertag3o.

E ainda objecto da invengdo a utilizagdo de aditivos farmacéuticos escolhidos
do grupo constituido por proteinas do soro, poliaminoacidos; ciclodextrinas;
derivados de ciclodextrina, sacaridos, aminoagucares, aminoacidos; detergent;!es
assim como misturas destes aditivos para evitar a formagdo de agregados de
polipéptidos sensiveis a agregagdo na preparagdo das microparticulas que contém
polipéptidos.

Nos seguintes exemplos de realizagdo esclarece-se mais pormenorizadamqnte
a invengdo sem a limitar.

Exemplo 1:

Processo para a Fabricagdo de Microparticulas que contém EPO (Método W/Q/W -

- agua em Oleo e em agua)

Comprou-.se um polimero de D,L-PLGA (LA:GA=50:50; RG503) a
Boehringer Ingelheim e preparou-se um copolimero ABA (LA:GA:PEG=50:12:38)
como se descreveu em “Journal of Controlled Release 27, 1993, 247-257".

Preparou-se respectivamente uma solug¢do do D,L-PLGA e do polimero de
bloco ABA em diclorometano, para o que se dissolveram 700 mg do polimero em
2,5ml (3,3 g) de diclorometano. Misturam-se 3,5 mg de EPO (em 0,2 ml de tampao
de fosfato de sodio, pH 7,4) com aditivos de acordo com as necessidades (1% - 20%
em peso em relagdo a quantidade total de microparticulas) e completa-se com agua

ate perfazer 0,8 ml (0,8 g).
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Adiciona-se a solugdo aquosa de EPO & solugdo de polimero e, com auxilio
de um Ultra-Turrax (30 segundos, 30 s de Pausa, 30 s, 20-24°C, 20 000 rota¢des ou
uma vez durante 30 segundos) prepara-se uma emulsdo W/O (agua em 6leo. Em
seguida, dispersa-se a emulsdo W/O (agua em oleo) por pulverizagdo em 300 ml de
solugdo aquosa a 0,1% de PVA com o auxilio de um Ultra-Turrax a 8000
rotagdes/min durante 30 segundos (preparagdo de uma emulsdo tripla W/O/W — é%ua
em Oleo e em agua).

Para a vaporizagdo da fase orgénica de diclorometano, agita-se a emulsdo
W/O/W (agua em oleo e em agua) durante 2 a 3 horas a temperatura ambiente com o
auxilio de um agitador de pé; (evaporagdo do solvente). As MP formadas e
endurecidas sdo 1soladas por filtragdo sob succ¢do, lavadas duas vezes com 200 ml de
agua de cada vez e liofilizadas. As microparticulas sdo colocadas num exsicador
sobre gel de silica azul a 4°C-8°C.

Exemplo 2:

Estabilizacdo de Microparticulas contendo EPO

Prepararam-se microparticulas de acordo com o método usual, como se
descreveu no Exemplo 1, em que foram utilizados diferentes aditivos em diferentes
quantidades, relativamente a quantidade de microparticulas totais.

Em seguida, determinou-se a formagdo de agregados da substancia activa
EPO por meio de SDS-PAGE depois da extracgdo de EPO a partir das
microparticulas (a) ou da solvatagdo das microparticulas em DMSO ou mistura
DMSO/DMF (30:70) (b) de acordo com a seguinte maneira de proceder:

a) Dissolveram-se 10 mg de MP em 300 pl de CH,Cl; e precipitou-se EPO por

adi¢@o de 700 pl de acetona. Centrifugou-se o precipitado de EPO. Lavou-se
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2x com 1 ml de mistura de CH,Cl,/acetona (1:3) e, em seguida, secou-se em
vacuo. Dissolveu-se o precipitado em tampdo de ensaio para SDS-PAGE
(composigdo: 60 mM Tns-HCI, pH 6,8, 2% SDS; 10% de glicerina; 0,001%
azul de bromofenol), carregou-se directamente para um gel a 12,5 ou 15% de
SDS e submeteu-se a uma electroforese.

b) Dissolveram-se 10 mg de MP em 200 pl de DMSO/DMF (30:70).

Carregaram-se 25 ul (que corresponde a cerca de 5 pug de EPO) directamente

para um gel SDS a 15% e submeteram-se a uma electroforese.

Depois de terminada a electroforese, os geles ou:

aa) foram corados com Coomassie e medidos densitometricamente com

um detector de laser, ou

bb)  manchou-se sobre nitrocelulose, coraram-se por meio de um anticorpo

especifico de EPO as bandas que contétm EPO e mediu-se
densitometricamente com um detector de laser.

Verificou-se que em microparticulas ABA (LA:GA:PEG=50:12:38) foi
possivel diminuir a proporgdo de agregado total de EPO de cerca de 15-30% para
um valor inferior a 1% por inclusdo de BSA. Além disso, poli-L-arginina ou poli-L-
-histidina, também em combinag¢do com dextrano 40 000, demonstraram uma nitida
acgdo de reducdo dos agregados. Estes aditivos foram utilizados numa quantidade de
1 a 10% em peso relativamente a quantidade total de microparticulas (vide Quadro
1).

Também em microparticulas EPO-PLGA se atinge uma redugdo dos
agregados por meio de aditivos. Neste caso demonstraram ter uma acgdo

extraordinariamente  conveniente especialmente BSA e  B-hidroxi-propil-
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-ciclodextrina (proporgdo de agregado inferior a 1%) (vide Quadro 2). Nas

microparticulas com PEG como aditivo verificou-se pelo contrario um aumento da

propor¢do de agregados. Igualmente se observou em microparticulas que contém

PEG ou Pluronic F127 com pelo menos 4% de proporg¢do de substancia auxiliar um

aparecimento multiplicado de microparticulas deformadas.

Quadro 1: Aditivos e sua Influéncia sobre a Situagdo do Agregado

Material de adigdo % em p/p das Agregacdo
particulas totais | T = aumentada
- = nalterada
{ = diminuida

sem (temperatura ambiente) 10-20%
sem (0 - 4°C) J
Albumina de soro bovino 5 W
Albumina de soro bovino 10 Wi
Dextrano 40 000 5 J
Dextrano 20 000 5 -
Poli-L-arginina 1-5 W
Poli-L-histidina 1-5 I
Poli-L-arginina 2,5 d

-Hidroxipropil-ciclodextrina 2,5
Dextrano 40 000 2,5 W
B-Hidroxipropil-ciclodextrina 2,5
Poli-L-arginina 1-5 W
Dextrano 40 000 5
Poli-L-histidina 1-5 W
Dextrano 40 000 5
B-Hidroxipropil-ciclodextrina 5-15 {
Arginina 5 \’
Acido benzodico 10 -
Tween 20 0,5 l
Pluronic F68 0,5 d
Pluronic F127 0,5 J
Para Comparagio: A ™
Fosfato de Na 100 mM 15
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Aditivos e sua Influéncia sobre a Situagdo do Agregado em Microparticulag de
PLGA

Quadro 2:

Material de adigdo % em p/p das Agregacdo
particulas totais | T = aumentada Eclosdo

- = Inalterada Inicial

{ = diminuida [%]
Sem 8-10% 29
BSA 5 : W 40
BSA 10 W 40
CD 5 W 30
CD 10 W 40
CD 15 W 40
CD/PEG 10 000 5/5 l 7
CD/Pluronic F127 5/5 d 8
CD/Tre-halose 5/5 J 30
Dextrano 40 000 5 A 10
D40/Poli-(L)-arginina 5/1 J n.b.
Arginina 0,2 3 15
Arginina 438 { 18
PEG 1 550 0,43 - 12
PEG 1 550 473 T 1,3
PEG 10 000 10 T 0,6
PEG 35 000 10 0 n.b.
Pluronic F127 10 J 20

n.b.: ndo determinado

Exemplo 3:

Influéncia de Aditivos sobre a Libertacio de EPO a partir de Microparticulas de
PLGA

Prepararam-se microparticulas a base de polimeros de D,L-PLGA (RG503,
MG=40 000; LA:GA=50:50; polidispersabilidade 2,4) com um teor de substancia
activa de EPO igual a 0,5% (calculado em relagio a quantidade total de
microparticulas) de acordo com o Exemplo 1, em que na preparagdo se utilizaram

diferentes aditivos (% em p/p relativamente a quantidade total de microparticulas).
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A determinagdo das velocidades de libertagdo (em % da quantidade de
substancia activa encapsulada/por dia) realizou-se de acordo com a seguinte maneira
de proceder:

Pesaram-se respectivamente 15 mg de microparticulas para vasos de
Eppendorf de 2 ml e misturou-se com 1,5 ml de tampdo PBS e 0,01% de Tween 20,
pH 7,4 Estes tubos de ensaio foram colocados num bloco metalico rotativo
termostatizado a 37°C (Rotatherm, Fa. Liebisch, 30 rotagdes/min). Apos decorrerem
os intervalos de tempo depois da toma, retiraram-se as amostras e o meio de
libertagdo foi completamente trocado por um novo meio. Determinaram-se as
seguintes velocidades de libertagdo para as seguintes microparticulas:

Quadro 3
Libertac@o in vitro de EPO a partir de microparticulas de PLGA (50:50)

Libertagdo em %/Dia (calculado em relagdo a quantidade total de EPO existente nas

MP)

Dia: | 1 2 3 7 111114118 (21 |25 29

Adittvo

Sem 29 |- - - - - - - - -
10% BSA 40 |- |- - - - - - - -
10% HPCD 36 |- - - - - - - - -
5% Arg 19 [orfoos |- [- - |- [- [ |-
5% Dextr 40 92102 |- - - - - - - -
5% Dextr 40 57103 |- - - - - - - -
1% Poliarg

Dextr 40: Dextrano 40 Q00

Poharg: Poliarginina
Arg: Arginina

HPCD: B-Hidroxipropil-ciclodextrina
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A partir destes resultados torna-se claro que em microparticulas de PLGA a

BSA: Albumina de soro bovino

libertagdo de EPO, independentemente dos aditivos, dura apenas até a0 maximo de
24-36 horas e que entdo ndo se realiza a libertagdo continua. Por meio dos aditivos
modifica-se simplesmente o valor da inclusdo inicial. N#o se consegue uma
libertacdo retardada da EPO com os aditivos.

Exemplo 4:

Influéncia de Aditivos sobre a Libertacio de EPO a partir de Microparticulas de

ABA

Prepararam-se microparticulas a base de copolimeros de tribloco ABA com
LA:GA:PEG=57:11:32 (Polimero A) e LA:GA:PEG=50:12:38 (Polimero B) com
um teor da substéncia activa EPO respectivamente igual a 0,5 % em peso (calculado
em relacdo a quantidade total de microparticulas) de acordo com o Exemplo 1, em
que se utilizaram diferentes aditivos (% em p/p em relagdo a quantidade total de
microparticulas). A determinagdo das velocidades de libertagdo realizou-se como se
descreveu no Exemplo 3. Os resultados sdo reunidos no Quadro 4. Os Polimeros A e
B foram predominantemente comparaveis relativamente ao comportamento de

libertagdo da substancia activa.
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Quadro 4A:

Libertagdo in vitro de EPO a partir de Microparticulas de ABA (a 0,5% de grau de
carregamento)

Libertagdo em %/Dia (relativamente a quantidade total de EPO existente nas MP)

Dia: 1 2 3 7 11 14 18 21 23 29

Aditivo

Sem 12,71 1.8 10,3 0.26 10,02 |- - - - -
5% BSA 46 |16 |05 04 (0,12 006 |007 [0.04 |003 [0.04
10% BSA 37 (1.6 |04 04 {025 014 011 |008 |004 |004
5% Dextr 40 90 | 1.1 | nd 0.85103 0,22 0.1 - - -
5% Dextr 40 170130 {nd 28 1,3 0,34 0.17 - - -

1% Poliarg

10% Acido benzdico* | 18439 |34 25 |13 0.7 0.2 0.1 - -
10% HPCD 32131 (20 1.2 105 012 1007 |- - -
5% Arg 38 (435 [35 0.7 {03 0,03 1002 |- - -

Dextr 40: Dextrano 40 000

Poliarg: Poliarginina

Arg: Arginina

HPCD: B-Hidroxipropil-ciclodextrina

BSA: Albumina de soro bovino

nd. ndo determinado

* aditivo adicionado a fase polimérica

A partir do Quadro 4A ¢ nitido que, ao contrario das microparticulas de
PLGA, nas microparticulas ABA se pode conseguir uma libertacdo continua de EPO
até por exemplo ao dia 29, especialmente no caso da utilizacio de BSA como
aditivo.

Comparando a libertagéo in vitro de EPO a partir de microparticulas de
PLGA (50:50) e a partir de microparticulas de ABA de diferentes composigdes dos

monomeros com um teor de substancia activa de 0,5% ou 3,4% - respectivamente
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sem aditivos - entdo € nitida a superioridade das microparticulas de ABA de acordo
com a invengdo.

Quadro 4B:

Comparagdo da Libertagdo in vitro de EPO a partir de Microparticulas de PLGA e
de ABA com Diferentes Composi¢des do Monémero ou Diferente Grau de
Carregamento sem Outros Aditivos

Libertagdo em %/Dia (calculado em relagdo a quantidade total de EPO existente nas

MP)

Dia: 1 2 3 7 11 14 18 21 25 29
MP de polimero
Grau de carregamento (em %)
PLGA (30:50).  (0.5%) 29 |- - - - - - - - -
ABA (57:11:32)  (0.5%) 127 | 1.8 0.5 0.26 | 0.02 | - - - - -
ABA (51:16:33)  (0.5%) 31 nb. |16 107 |04 [0.1 - - - -
ABA (46:22:32)  (0.5%) 15 nb. | 3.2 1.0 {05 0.2 0.1 - - -
ABA (51:16:33 (3.4%) 11722 1.8 108 02 }0.17/02 [02 ]0.13 0.1

n.b. = ndo determinado

A partir do Quadro 4B conclui-se que, com um pequeno grau de
carregamento (0,5%), a libertagdo a partir de microparticulas de ABA se limitaa 11-
-18 dias se ndo se adicionarem aditivos. No caso dos copolimeros de tribloco ABA
verifica-se uma duragdo de libertagdo mais prolongada em comparagdo com as
particulas de PLGA com o mesmo grau de carregamento. A duragdo da libertagdo
prolonga-se a um maior teor de GA em copolimeros de tribloco ABA (assim
libertagdo mais longa no caso de teores crescentes de GA de 11, 16 ou 22% em
peso).
Exemgl_o S:

No seguinte Quadro 5 reinem-se as propriedades quimicas e fisicas de alguns

polimeros do bloco de ABA numa vista geral.
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Quadro 5:

Vista geral dos Copolimeros de tribloco de ABA utilizados

Carga LA/GA/PEG Peso molecular Tg Polidispersibilidade
[Da] [°C]
1 64/13/23 25 000 479 3,1
2 57/11/32 19 000 46,3 2,5
3 50/12/38 20 000 46,1 2.3
4 45/9/46 17 000 421 2,8
5 36/35/29 16 400 35,3 6,8
6 46/22/32 16 700 45,1 5,4
7 42/28/30 17 200 31,1 8,4
8 51/16/33 18 500 479 4,6
9 40/20/40 13 500 23,7 5,2

As MP que contém EPO prgparadas a partir dos copolimeros de tribloco de
ABA indicados no Quadro 5 poésuem temperaturas de transigdo vitrea (Tg)
compreendidas no intervalo de 27-45°C. Por consequéncia, ¢ possivel uma
armazenagem estavel durante longos intervalos de tempo das MP em frigorifico (4-
-8°C).

Exemplo 6:

Preparagdo de microparticulas sobre arrefecimento para a redugdo da
formagdo de agregados.

A preparagdo das microcapsulas realizou-se como se descreveu no Exemplo
. 1 com as seguintes alteragdes:

Todas as solugdes (solugdo de polimero em diclorometano, solucdo de EPO
em tampdo de fosfato de sddio e solugdo de PVA) foram previamente arrefecidas
num banho de gelo (0°C) em camara frigorifica. Todos os recipientes e equipamento
(por exemplo, Ultrathurrax) foram previamente arrefecidos em camara frigorifica

(4°C). Todas as fases para a preparag¢do das micfdparticulas, inclusive a agita¢do da
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emulsdo w/o/w para o endurecimento das microparticulas e para a evaporagdo do
diclorometano realizaram-se em banho de gelo em cdmara frigorifica. A medigdo da

temperatura da solugdo de PVA a 0,1% depois da preparagdo da emulsdo w/o/w deu

como resultado 1°C.

As microparticulas acima preparadas tinham as seguintes propriedades
vantajosas: o grau de carregamento pratico de EPO era maior do que do processo
corrente (0,54% em vez de 0,4%). O teor de agregado em microparticulas sem
adi¢des de estabilizagdo foi menor (2-5% em vez de 10-20%). O teor de agregado

foi determinado de maneira analoga ao processo descrito no Exemplo 2.

Significacdo das abreviaturas:

MP: Microparticulas

PLGA: Copolimeros de acido lactico e de acido glicolico
LA: Acido lactico (lactic acid)

GA: Acido glicolico (glycolic acid)

ABA: Copolimeros em bloco triplo de bloco A e de bloco B
Bloco A: Copolimero de acido lactico e acido glicolico

Bloco B: Polietilenoglicol (PEG)




BSA:

PVA:

D40:

Albumina de soro bovino
Albumina de soro humgno
Alcool polivinilico

Dextrano 40 000

Lisboa, 22 de Agosto de 2001

4
l/ O Agamte Oficial da Propriedade Industrial

A.O.P.1.
Rua do Salitre, 195, r/c-Drt.
1269-063 LISBOA
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Reivindicacoes

1. Formas de apresentagdo de composi¢des farmacéuticas com a forma
de microparticulas que consistem numa matriz polimérica contendo uma substancia
activa, em que o polimero € um copolimero em tribloco ABA, cujo bloco A
representa um copolimero de acido lactico e de acido glicdlico e cujo bloco B
representa uma cadeia de polietilenoglicol, caracterizadas pelo facto de a substancia
activa ser um polipéptido sensivel a agregacdo e as microparticulas conterem
aditivos que sdo escolhidos do grupo .constituido por proteinas do soro,
poliaminoacidos, ciclodextrinas, derivados de ciclodextrina;, sacaridos, amino-
agucares, aminoacidos, detergentes ou acidos carboxilicos assim como misturas
destas adi¢les.

2. Formas de apresentagdo de composigdes farmacéuticas de acordo com
areivindicagdo 1, caracterizadas pelo facto de os aditivos serem escolhidos do grupo
que consiste em albumina de soro, poliaminoacidos, aminoacidos; sacé.ridfos;
derivados de ciclodextrina e detergentes.

3. Formas de apresentac¢do de composi¢ées farmacéuticas de acordo com
a reivindicagdo 1, caracterizadas pelo facto de os aditivos serem escolhidos de
musturas de dextranos e poliaminoacidos; misturas de ciclodextrinas ou de derivadas
de ciclodextrina com aminoacidos;, misturas de ciclodextrina ou de derivados de
ciclodextrina com poliaminoacidos; misturas de ciclodextrinas ou de derivados de

ciclodextrina com dextranos; ou uma misturas de dextranos com aminoacidos.
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4 Formas de apresentagdo de composi¢des farmacéuticas de acordo com
qualquer das reivindicagdes 1-3, caracterizadas pelo facto de, como aditivos, na
polimérica serem contidos acidos carboxilicos.

5. Formas de apresentac¢do de acordo com qualquer das reivindicagdes 1
a 4, caracterizadas pelo facto de o polimero de bloco ABA possuir um peso
molecular compreendido entre 5000 e 50000 Dalton, de preferéncia entre 10000 e
30000.

6. Formas de apresentagdo de acordo com qualquer das reivindicac¢des 1
a 5, caracterizadas pelo facto de a propor¢do de polietilenoglicol no copolimero
ABA estar compreendida entre 20 e 50% em peso, em relagdo a quantidade total de
polimero, de preferéncia entre 36 e 40% em peso.

7. Formas de apresentagdo de acordo com qualquer das reivindica¢des 1
a 6, caracterizadas pelo facto de a proporgdo de acido lactico para acido glicolico no
copolimero ABA estar compreendida entre 1:1 e 5:1, de preferéncia entre 1,5:1 e
45:1.

8. Formas de apresentagdo de acordo com a reivindicacio 7,
caracterizadas pelo facto de a proporgdo de acido lactico para acido glicdlico montar
a4:1, de preferéncia 2:1.

9. Formas de apresentag¢do de acordo com qualquer das retvindicagdes 1
a 8, caracterizadas pelo facto de os aditivos serem contidos numa quantidade de 0,5
a 40% em peso, relativamente a quantidade total de microparticulas, de preferéncia
1-30% em peso.

10.  Formas de apresentagdo de acordo com qualquer das reivindicagdes 1

a 9, caractenizadas pelo facto de conterem, como poliaminoacidos, poliarginina ou
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poli-histidina, especi.almente poli-L-arginina ou poli-L-histidina, como aminoacidos

conterem arginina, glicina, fenilalanina, acido glutdmico ou lisina, como sacaridos,

tre-halose, sacarose, maltose, amido, maltodextrinas, rafinose, alginato, dextranos,

como aminoagucar quitosano ou como detergentes ou triglicéridos Tween20®,
Tween 80®, Pluronic® ou Miglicol®.

11. Formas de apresentagdo de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizadas pelo facto de, como dextranos, conterem dextranos com um peso
molecular compreendido entre 20 000 e 60 000, de preferéncia igual a 40 000.

12. Formas de apresentacdo de acordo com qualquer das reivindicagdes 1
a 11, caractenizadas pelo facto de, como aditivos, conterem misturas de dextranos
com poliarginina ou poli-histidina, de preferéncia misturas de dextrano 40 000 com
poli-L-arginina ou mistura de dextrano 40 000 com poli-L-histidina.

13, Formas de apresentagdo de acordo com qualquer das reivindicagdes
1-9, caracterizadas pelo facto de, como aditivo, conterem proteinas do soro, de
preferéncia albumina de soro bovino ou humano.

14.  Formas de apresenta¢do de acordo com qualquer das reivindicagdes |
a 13, caracterizadas pelo facto de o teor de polipéptidos nas microparticulas estar
compreendido entre 0,01% e 5% em peso, calculados em relagdo a quantidade total
de microparticulas, de preferéncia entre 0,01% e 3% em peso.

15.  Formas de apresenta¢do de acordo com qualquer das reivindicagdes |
a 14, caracterizadas pelo facto de como polipeptidico conter eritropoietina.

16.  Processo para a preparagdo de microparticulas que contém

polipéptidos com o auxilio do processo de emulsdo tripla, que compreende as fases:
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a) dissolugdo de um copolimero de tribloco de ABA, cujo bloco A € um
copolimero de acido lactico e de acido glicolico e cujo bloco B representa
uma cadeia de polietilenoglicol, num dissolvente organico, ndo miscivel
com agua, eventualmeﬁte com a adigdo de um acido carboxilico;,

b) adigdo de uma solugdo ou de uma suspensdo de um polipéptido, em que a
solugdo ou a suspensdo contém outros aditivos, que sdo escolhidos do
grupo que consiste em proteinas do soro, poliaminoacidos; ciclodextrinas;
derivados de ciclodextrina; sacaridos, aminoaglcares, aminoacidos,
detergentes assim como misturas destes aditivos e preparagdo de uma
emulsdo W/O numa primeira operagdo de homogeneizagdo;

c) preparagio de uma emulsio W/O/W numa segunda operagdo de

homogeneizagdo por dispersdo da emulsio W/O obtida numa solugdo
aquosa que contém agente estabilizador; e
d) vaporizagdo do dissolvente e subseduente isolamento das microparticulas.
17.  Processo de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado pelo facto
de na primeira fase de homogeneizagdo, como homogeneizador, se utilizar um Ultra-
-Turrax e se despegar uma vez durante 30 segundos ou duas vezes durante 30
segundos, com uma pause de 30 segundos entre elas.
18.  Processo de acordo com a reivindicagdo 16 ou 17, caracterizado pelo
facto de se escolher uma proporgdo em peso de agua/fase organica de até 20-25% .

19.  Processo de acordo com qualquer das reivindicagdes 16-18,

caracterizado pelo facto de todo o processo de preparagdo se realizar a temperaturas

compreendidas entre 0 e 6°C.




20.  Utilizagdo de aditivos farmacéuticos escolhidos do grupo formado por
proteina de soro, poliaminoacidos; ciclodextrinas; derivados de ciclodextrina,
sacaridos, aminoagucares; aminoacidos; detergentes ou acidos carboxilicos assim
como misturas destes aditivos para evitar a formagdo de agregados de polipéptidos

sensiveis a agregagdo na fabricagdo de microparticulas que contém polipéptido.

Lisboa, 22 de Agosto de 2001

)

—
p//o Agente Oficial da Propriedade Indusirial

JOSE DE SAMPAIO
A.O0.P.1.
Rua do Salitre, 195, r/c-Drt.
1269-063 LISBOA




Resumo

“Formas de administragio farmacéuticas contendo polipéptidos sob a forma de
microparticulas e processo para a sua preparacéio”

A invengdo refere-se a formas de administragdo farmacéuticas parentéricas
contendo polipéptidos sob a forma de microparticulas e ao processo para a sua
preparagdo. De acordo com a invengdo, as microparticulas contém como polimero
biodegradavel um copolimero de tribloco ABA cujo bloco A ¢ um copolimero de
acido lactico e de acido glicolico e cujo bloco B é uma cadeia de polietilenoglicol,
conjuntamente com aditivos que sdo escolhidos do grupo das proteinas de soro,
poliaminoacidos, ciclodextrinas; derivados de ciclodextrinas; sacaridos, amino-
agucares; aminoacidos; detergentes ou acidos carboxilicos assim como misturas
destes aditivos. As microparticulas de acordo com a presente invencdo libertam
continuamente o polipéptido durante um longo intervalo de tempo mesmo quandp as

quantidades de polipéptido incluem que sejam pequenas ou sensiveis a agregacao.

Lisboa, 22 de Agosto de 2001
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