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DESCRIZIONE dell'invenzione industriale
a nome: F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

di nazionalita: svizzera

con sede in: BASILEA (Svizzera)

La presente invenzione riguarda formulazioni
non-parenterali perfezionate per la somministrazione
di interferone.

Gli interferoni sono proteine specie-specifiche
che si trovano in natura prodotte da diverse cellule
con effetto di induzione provocato da virus, da RNA a
doppio filamento, da altri polinucleotidi, antigeni e.
mitogeni. Gli interferoni presentano attivita biolo-
giche multiple per esempio funzioni antivirali, anti-
proliferative, di immunomodulazione e funzioni anti-
cellulari. Almeno tre differenti tipi di interferoni
umani sono stati identificati e caratterizzati in
termini della loro attivita antivirale, anticrescita
e di attivazione di attivitad di cellule killer natu-
rali. Essi vengono prodotti da leucociti, linfociti e
fibroblasti e vengono classificati, rispettivamente,
come interferone o, interferore y e interferone B.
Sono anche note numerosissime varianti dei tre tipi
di interferoni umani. Questi int .feroni "nativi” pos-

sono venire prodotti in una coltura di cellule e pos-
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sono venire isolati e purificati mediante metodi tra-
dizionali, per esempic come descritto nel brevetto
U.S. N° 4.503.035, Proteine ocppure polipeptidi che
presentano una attivita biologica paragonabile a
quella di un interferone nativo possono venire pro-
dotti anche mediante una tecnologia ricombinante,
possono venire isolati e purificati adottando una
tecnologia tradizionale, per esempio come descritto
nei brevetti U.S. Ni. 4.816.566 e 4.810.645. Per gli
scopi di questa invenzione, il termine "Interferone"”
si riferisce a interferone nativo, proteine e poli-
peptidi che presentano una attivita biologica parago-
nabile a gquella di un interferone nativo e si riferi-
sce anche a interferoni coniugati con un polimero
{interferone pegilato). Per gli scopi di questa in-
venzione i piu preferiti sono 1l'interferone a, in
particolare l'interferone a-2a.

Normalmente, l'interfercne viene scarsamente as-
sorbito attraverso il tessuto muscolare nel flusso
sanguigno e, pertanto, ha un valore limitato oppure
non ha alcun valore pratico gquando viene somministra-
to attraverso una via diversa dalla via parenterale.
La biodisponibilita dell'interferone nei presenti si-
stemi per una somministrazione non-parenterale, 1in

particolare per via orale, in generale & 0% oppure &
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prossima a 0%.

La somministrazione di questo farmaco difficile
da assorbire, in generale, viene effettuata mediante
iniezioni endovenose oppure iniezioni intramuscolari.

Le composizioni secondo la presente invenzione
fanno aumentare l'entitd di assorbimento dell'inter-
ferone attraverso il tessuto delle mucose per esempio
la membrana gastrointestinale e la membrana rettale e
nel flusso sanguigno e, cosi, favoriscono la biodi-
sponibilita dell'interferone che, altrimenti, in ge-
nerale non viene assorbito attraverso il tessuto del-
le mucose, facendo cosli aumentare l'efficacia tera-
peutica dell'interferone. Soltanto la combinazione
del tutto particoclare del sistema di esaltazione del-
1'assorbimento porta ad ottenere 1 migliori risulta-
ti.

La presente invenzione riguarda una composizione

farmaceutica costituita da:

a) una quantita terapeuticamente efficace di inter-
ferone;
b) una quantita che fa aumentare 1l'assorbimento di

un sistema di esaltazione dell'assorbimento che com-
prende:
(1) da circa 1% a circa 20% in peso, riferito al

sistema che fa aumentare l'assorbimento, di un compo-
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sto avente la formula:
CHs (CHaz) 106CH2 {OCH2CH2) oOH
in cui n ha un valore medio di 12:

(2) da circa 1% fino a circa 20% in peso del si-
stema che fa aumentare l'assorbimento di un sale far-
maceuticamente accettabile di almeno uno degli acidi
caprilico oppure caprinico, e
C) da circa 0% fino a circa 90% in peso di un com-

posto avente la formula

0
1]
CH,O-C-(CHy) o-CH3
Q
CH-O-C-(CH;),-CH3

O
il
CHz-O-C'(CHZ) n'CH3

in cui n é 6 oppure 8.

Il primo componente del sistema che fa aumentare
1'assorbimento (componente (b) (1)), & il prodotto di
una reazione di eterificazione tra un lauril-alcanolo
e 11 poliossietilen glicole.

Laureth-12, avente la denominazione CTFA di PEG
(12) lauril etere, & reperibile in commercio ed €& no-
to anche come MACOL® LA-12, fabbricato dalla Mazer
Chemicals Company, Gurnee, Illinois; BAlkasurf® LAN-
12, fabbricato dalla Alkaril; Carsonon® L-12, fabbri-

cato dalla Lonza; e Ethosperse® LA-12, fabbricato
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dalla Glyco.

Il polietilen glicol presente nel Laureth-12 &,
tipicamente, un prodotto avente un peso molecolare da
medio a elevato, che, preferibilmente, ha un peso mo-
lecolare medio numerico di 600.

I1 secondo componente del sistema che fa aumen-
tare l'assorbimento dell'interferone (componente
(b) (7)) & uno o piu dei sali dell'acido caprilico,
(CH, (CH,) 6COOH) e dell'acido caprinico (CHs (CHz) sCOCH)".

Secondo questa invenzione, 1 sali farmaceutica-

mente accettabili dell‘'acido caprinico o dell'acido 3

caprilico oppure dell'acido caprinico e dell’acido
caprilico, oppure di loro miscele possono venire usa-
ti e vengono presi in considerazione dall'invenzione.
I sali possono venire preparati in modo tradizionale
e adottando tecniche note facendo reagire 1l'acido con
una base contenente un catione non-tossico, farmaco-
logicamente e farmaceuticamente accettabile. In gene-
rale, & adatta qualsiasi base che formi un sale con
l'acido carbossilico e le cui proprieta farmacologi-
che non provochino alcun effetto fisiologico negativo
quando detta base viene ingerita o somministrata in
qualche altro modo a un animale a sangue caldo. Tra
tali basi sono compresi, per esempio, idrossidi oppu-

re carbonati di metalli alcalini e di metalli alcali-



- 7 - Ing. Barzan¢ & Zanardo Milano S.p.A.

no-terrosi, come idrossido di sodio, idrossido di po-
tassio, idrosside di calcio, carbonato di potassio e
simili. Particolarmente preferiti per questa inven-
zione sono i sali di sodio, principalmente a causa
della loro facile reperibilita, e i sali di potassio.
Il caprilato di sodio & il piu preferito.

Inoltre, si preferisce che la formulazione del-
l'invenzione contenga un trigliceride Ca-C,¢ avente la

formula:

CH,-O-C~(CHy) o-CH3
il
CH-0-C-(CH;) ,-CH3
g? :
CH,-O-C-(CH,) 4-CH3
in cui n & 6 oppure 8.

Questo trigliceride viene prodotto dalla Huls
America sotto il marchio di fabbrica Miglyol®—812 e
dalla Stephan Company sotto il marchioc di fabbrica
Neobee® M5,

La composizione farmaceutica di gquesta invenzio-
ne pud venire resa disponibile praticamente in qual-
siasi forma di dosaggic adatta per una somministra-
zione non-parenterale, preferibilmente per una sommi-
nistrazione orale oppure rettale. Per esempio, le composi-

zioni farmaceutiche possono venire scomministrate per
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via orale tramite un dispositivo di erogazione del
farmaco fluido-imbibente. Tra i sistemi di sommini-
strazione orale adatti per questa invenzione sono
compresi quelli descritti nei brevetti U.S. Ni.
5.198.229 e 5.223.265.

Le composizioni farmaceutiche possono anche ve-
nire somministrate per via rettale sotto forma di
"microenemi” tradizionali usando dispositivi per la
somministrazione rettale per esempic una siringa op-
pure altri dispositivi noti nel settore. Esempi di
microenemi sono descritti in Martindale, The Extra
Pharmacopoeia, 30 edizione, {The Pharmaceutiéal
Press, Londra, 1993) (vedi descrizioni di diverse
composizioni per Microlax, Microlet e Relaxit rispet-
tivamente alle pagine 1696, 1697 e 1797). Le composi-
zioni farmaceutiche possono anche venire somministra-
te per via rettale sotto forma di una supposta che
pud venire preparata secondo procedimenti tradiziona-
1i.

Le composizioni farmaceutiche dell'invenzione
possono essere un'emulsione oppure Possono essere mi-
scibili in acgqua oppure possono essere una soluzione
acguosa.

Nel caso di un'emulsione, la composizione farma-

ceutica pud contenere inoltre un emulsionante. Tra
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gli adatti emulsionanti sono compresi emulsionanti
tradizionali che favoriscono la formazione dell'emul-
sione e che fanno ampliare l'intervallo di temperatu-
ra, di concentrazione, ecc., nel gquale l'emulsione
rimane dispersa e, in generale, fanno aumentare la
stabilita dell'emulsione. Un esempio di un emulsio-
nante preferito & il monogliceride dell'acido steari-
co prodotto dalla Henkel Corporation sotto il marchio
di fabbrica di Monumul® 90-25.

Nel caso di una composizione che sia miscibile
in acqua, la composizione farmaceutica pud anche con-
tenere almeno una sostanza-veicolo idrofila che & in
grado di sciogliere le sostanze solubili in acqua.
Esempi sono PEG 400 e glicerina.

Oltre ai componenti basici indicati sopra, le
composizioni farmaceutiche possono contenere anche
inibitori delle proteasi, Le proteasi sono enzimi che
catalizzano la scissione di legami peptidici interni
in una proteina. Un esempio di inibitori della pro-
teasi & l'aprotinina.

Le composizioni farmaceutiche possono anche con-
tenere agenti chelanti. Un esempio di un agente che-
lante & l'acido etilendiammino-tetraacetico (EDTA} e
suoi sali.

Inoltre, le composizioni farmaceutiche possono
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anche contenere albumina di sierc¢ umano, un preparato
sterile di albumina di sierc ottenuto sottoponendo a
frazionamento sangque prelevato da persone donatori
sani, l'albumina proteica essendo presente in quanti-
td non inferiore al 96% del suo volume totale.

Quando viene somministrata sotto forma di una
supposta, la composizione farmaceutica pud contenere
un'adatta base per supposte. Tra le basi di supposte
adatte & compresa qualsiasi base per supposte di tipo
tradizionale per esempio quelle descritte in Reming-
ton's Pharmaceutical Sciences, 18* edizione, ed. A.
Gennaro, Mack Publishing Co., Easton, PA 1990. Tra
gli esempi di adatte basi per supposte sono compresi,
senza alcuna limitazione, i seguenti: burro di cacao;
gliceridi di acidi grassi per esempio clio vegetale,
ivi compresi olio di semi di noci di cocco oppure di
semi di palma che viene modificato mediante esterifi-
cazione, idrogenazione e frazionamento; gelatina
trattata con glicerina; polietilenglicol; tensiocatti-
vo non-—-ionico per esempio un estere di un acido gras-
so0 del poliossietilensorbitano; e poliossietilen-
stearato. Favorite al massimo grado sono miscele di
monogliceridi, di digliceridi e di trigliceridi di
acidi grassi saturi naturali C;;1s aventi un numero

pari di atomi di carbonio. Particolarmente adatte e
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preferite sono le basi di Huls America aventi il mar-
chio di fabbrica Witespol®.

Le proporzioni relative dei componenti della
composizione della presente invenzione possono venire
fatte variare per ottenere un assorbimento ottimale a
seconda dell'interferone scelto, a seconda del modo
di somministrazione della formulazione dell'invenzio-
ne e a seconda della tollerabilita dei pazienti neil
confronti di un'irritazione. Nel caso di interferone
a-2a, la composizione in pesc della composizione pud
essere la seguente:

a) circa 1 x 10° UI/ml fino a circa 2 x 10°
UT/ml di interferone, preferibilmente circa 2 x 107
UI/ml fino a circa 1 x 10° UI/ml, nel modo pil prefe-
ribile circa 5 x 107 UI/ml;

b) (1) circa 1% fino a circa 20% di Laureth-12,
preferibilmente circa 3% fino a circa 15%, ¢ nel modo
pitu preferibile tra circa 6% e circa 12%;

(2) circa 1% fino a circa 20% del sale del-
1'acido caprilico/caprinico, preferibilmente circa 3%
fino a 15%, e nel modo piu preferibile circa 5% fino
a circa 10%.

La composizione farmaceutica puo contenere inol-
tre circa 0% fino a circa 90% di Miglyol-812, prefe-

ribilmente 20% fino a circa 60%, e nel modo piu pre-
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feribile circa 50%.

In una forma di realizzazione preferita, il sale
dell'acido caprilico/caprinico & caprilato di sodio,
che & presente nella formulazione di cui sopra nella
percentuale in peso indicata sopra.

Le composizioni della presente invenzione sono
in forme di dosaggio costituite da emulsioni oppure
soluzioni liquide. La formulazione pud venire intro-
dotta in un sistema di somministrazione orale oppure
rettale come quelli descritti sopra nel caso di meto-
di tradizionali.

Preferibilmente, la composizione farmaceutiéﬁ
della presente invenzione & sotto forma di una "dose
unitaria”™. Il termine "dose unitaria™ viene qui usato
nel senso tradizionale per indicare una singola ap-
plicazione oppure una singola somministrazione del
farmaco al soggetto che deve venire trattato, in una
quantita come indicato di seguito. Si deve intendere
che la quantita pud venire somministrata in una dose
unitaria o in una capsula unitaria oppure, in alter-
nativa, in multipli di due o pitu di tali dosi unita-
rie, la quantita totale arrivande fino alla quantita
di farmaco stabilita per un determinato periodeo di tempo.

Esempi

Per valutare l'assorbimento di interferone da
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parte della membrana gastrointestinale e della mem-
brana rettale, si sono effettuate prove in vivo sulle
formulazioni della presente invenzione e anche su una
formulazione di confronto. Il procedimento e i risul-
tati sono descritti qui di seguito.

Esempio 1

Prova su celon di ratti in vivo

Preparazione della Formulazione 1

Per pfeparare la Formulazione 1 che non é& della
presente invenzione, si & aggiunta una soluzione ac-
quosa di interferone a-2a, avente una concentrazione
di circa 14,2 x 10° UI/ml, tamponata a circa pH 5
(soluzione di interferone) ad acqua contenente albu-
mina di siero umano.

Per preparare le Formulazioni 2 e 3 secondo la
presente invenzione, si é aggiunta una soluzione di
caprilato di sodio in acqua (fase acquosa) ad una mi-
scela di Laureth-12, eventualmente con Monomul® 90-25
e con Miglyol® 812 (fase olecsa) a 60-65°C sotto
sbattimento, e quindi effettuande un'agitazione vor-
ticosa. In un secondo tubo da saggio, si é& preparata
una miscela contenente una soluzione di interferone,
albumina di siero umano, aprotinina e EDTA. Alla mi-
scela del secondo tubo da saggio si & aggiunta

l'emulsione della fase oleosa e Aella
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fase acquosa.dcirca 35-40°C e si & sottoposta la mi-
scela ottenuta ad agitazione vorticosa.

Le formulazioni sono riportate nella Tabella 1

che segue:
Tabella 1

Formulazione 1 Formulazione 2 Formulazione 3
Ingredienti non della presente della presente della presente

invenzione invenzione invenzione
Soluzione di 0,357 ml 0,357 ml 0,357 ml
interfercne*
Acqua 4,6 ml 1,9 ml 1,0 ml
Miglyol® 812 ——=- 1,4 g 2,3 g
Laureth-12 -———- 0,6 g G, g
Caprilato di -——— 0,5 g 0,5 g
sodio
Albumina di 0,04 ml 0,04 ml 0,04 ml
siero umano**
EDTA -———- 1,75 mg 1,75 mg
Aprotinina*** ———- 0,2 ml 0,2 ml
* La soluzione di interferone é& 14,2 x 10%® UI/ml di

interferone a-2Za
** soluzione al 25% p/v di albumina di sierc umano
*** di una soluzione-madre di 50.000 KUI/ml.

Mentre si & usato interferone a-2a nelle compo-
sizioni di cui sopra, si deve intendere che si posso-
no impiegare altri interferoni in guantita opportune

nell'ambito delle conoscenze di coloroc che sono
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esperti nel settore in queste composizioni e in altre
composizioni qui descritte.

Somministrazione della Formulazicne 1 di controllo e

delle Formulaziconi 1 e 2 dell'invenzione

Ratti femmine adulti Sprague-Dawley aventi un
peso di circa 300-400 grammi ciascuno sono stati man-
tenuti a digiuno per 24 ore e sono stati anestetizza-
ti con ketamina-HClecon silazina ad una dose di 80
mg/kg e rispettivamente, di 10 mg/kg. Con ciascun
ratto, si & effettuata una incisione di circa 3 c¢cm
verticalmente attraverso la linea mediana addominale
per esporre la parete del colon. La Formulazione 1 di
controllo e le Formulazioni 2 e 3 dell'invenzione so-
no state somministrate ad un dosaggio di 20 MU me-
diante iniezione usando una siringa nella parete del
colon ascendente ad una distanza di 1-2 cm dall'inte-
stino cieco.

Somministrazione della Formulazione 1 per via sotto-

cutanea

Allo scopo di determinare una relativa biodispo-
nibilita, si é somministrata una dose della Formula-
zione 1 di 3-20 mU per via sottocutanea (s.c.) me-
diante iniezione con una siringa sottec forma di un
bolo in una sacca che viene creata ripiegando la pel-

le in corrispondenza dell'area del collo dorsale di
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ratti anestetizzati. La fig. 1 mostra 1 dati per
l'area situata al disotto della curva della Fermula-

zione 1 somministratd s.c. come funzione della dose.

Determinazione della concentrazione di interferone

nel plasma

Si & determinata la concentrazione di interfero-
ne nel plasma in corrispondenza di diversi intervalli
di tempo dopo la somministrazione di interferone tra-
mite la Formulaziocne 1 e tramite le Formulazioni 2 e
3 dell'invenzione. Si sono raccolti campioni di sargue

da 0,6 ml adottando la tecnica del plesso orbitale

prima della somministrazione dell'interferone e in
corrispondenza di 0,25, 0,50, 1, 2, 4 e.5 ore dopo la
somministrazione, e quindi si & effettuata la centri-
fugazione per separare il siero, dopo di che il pla-
sma & stato asportato ed é stato congelato fino al
momento della sua analisi. Dopo avere prelevato cia-
scun campicne di sangue, tranne che prima della som-
ministrazione dell'interferone e in corrispondenza di
15 minuti dopo la somministrazione, si sono iniettati
0,5 ml di soluzione salina normale (0,9%) per via in-
traperitoneale.

Prova su campioni di plasma

Si sono esaminati livelli di interferone nel

plasma usando un "kit" per un immunosaggic enzimatico
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(EIA)ddh.Roche Diagnostic Systems, Basilea, Svizzera.
I1 procedimento di prova era i1l seguente:

Soluzione standard: Si é introdotto un ml di ac-

qua distillata in una fiala contenente 2500 UI di in-
terferone liofilizzato a-2a. Si1 & sottoposta a sbat-
timento la fiala, blandamente, rovesciandola per cir-
ca due volte.

Standard per la curva di taratura: Si sono eti-

chettati tubi da saggio EIA .come 200 UI, 100 UI, 50
UI, 25 UI e 12,5 UI per ml. Nel primo tubo da saggio
(etichettato a 200 UI/ml), si sono introdotti 920 ml
di albumina di siero umano (HSA) e nei rimanenti tubi
da saggio si sono introdotti, in ciascuno, 500 ml di
albumina di siero umano. Nel primo tubo da saggio si
sono aggiunti 80 ml dello standard di soluzione-madre
e si & effettuata una blanda miscelazione. Da questo
tubo da saggio, si sono trasferiti 500 ml di soluzio-
ne nel secondo tubo da saggio (etichettato 100 UI/ml}
e si & effettuata una blanda miscelazione. Questo
procedimento di successive diluizioni & stato ripetu-
to per ciascuno dei rimanenti tubi da saggio e si so-
no ottenute concentrazioni di 200 UI, 100 UI, 50 UI,

25 UI e 12,5 UI/ml.

Disposizione sperimentale per standard e per

camgioni: Si sono trasferiti cento microlitri di
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standard edi.campioni in doppio, nei tubi da saggio
EIA destinati alla prova. Nei tubi da saggio da 0
UI/ml, si sono aggiunti 100 ml di tampone HSA. Ai tu-
bi da saggio EIA contenenti gli standard in tampone
HSA, si sono aggiunti 100 ml di siero che non contie-
ne interferone, mentre nei tubi da saggio EIA conte-
nenti campioni nel siero, si sono introdotti 100 ml
di tampone HSA.

In tutti questi tubi da saggioc si sono aggiunti
500 ml di soluzione di perossidasi anti-interferone
proveniente dal kit per analisi di interferone e si &
effettuata una blanda miscelazione. In ciascun tubo
da saggio si & introdotta una perlina (rivestita con
anticorpo _ anti-interferone monoclonale). Tutti 1
portaprovette sonc stati ricoperti con un foglio di
alluminio e sono stati lasciati a sé per 18-24 ore al
buio a temperatura ambiente per effettuare 1'incuba-
zione.

Dopo un periodo di incubazione, le perline pre-
senti in tubi di EIA sono state lavate con acqua
usando un apparecchio COBAS Washer. Dopo lavaggio, si
sono aggiunti 250 ml di un substrato di sviluppo del
colore e si & lasciato scotto incubazione per 30 minu-
ti. Immediatamente dopo il periodo di 30 minuti, si é&

introdotto in ciascun tubo da saggic 1 ml di un rea-
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gente di bloccaggio, si e effettuata la miscelazione
e si e misurata la densitd ottica del colore svilup-
pato a 492 nm usando un fotometro COBAS EIA. Dalla
densita ottica, si @ calcolata la gquantita di inter-
ferone presente nel campione sulla base dell'inclina-
zione della curva standard.

Esami ed analisi di dati

Si & riportato in grafico il livello del plasma
in funzione del téhpo per la Formulazione 1 e per le
Formulazioni 2 e 3 dell'invenzione, come indicato
nelle Figure 2 e 3. Usando un sistema computerizzato,
si & determinata l'area che si trova al disotto della
curva ("AUC") per la Formulazione 1 e per le Formula-
zioni 2 e 3 dell'invenzione.

La figura 1 mostra i dati ottenuti dopo la som-
ministrazione s.c. di differenti dosi usando la For-
mulazione 1.

si & quindi calcolata la biodispenibilita neil
modi seguenti:

Biodisponibilitd relativa % = AUC 0-5 ore (Forrmlazioni 1/2/3) x 100.
AUC 0-5 ore (Formulazicne 1 (s.c.))

I risultati sono riportati nella Tabella 2.
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Tabella 2
Biodisponibilita media relativa % Composizione
0 Formilazione di contrello 1
18,3 Formulazione dell'invenzione 2
22,6 Formulazione dell'invenzione 3

I dati indicano che le Formulazioni 2 e 3 del-
l'invenzione, gquando vengono somministrate non per
via parenterale, sono superiori alla Formulazione 1
non della presente invenzione, quando viene sommini-
strata per via non-parenterale, in termini di biodi-
sponibilita relativa.

Esempio 2

Somministrazione dell'emulsione per via rettale in

ratti in vivo

Preparazione delle Formulazioni

Si & preparata la Formulazione 1 non della pre-
sente invenzione come descritto nell'Esempio 1.

Per preparare le Formulazioni 4 e 5 dell'inven-
zione, si €& aggiunta una soluzione di caprilato di
sodio in acgua (soluzione acquosa) ad una miscela di
Laureth-12, con Monomul® 90-25, in Miglyol® 812 (fase
oleosa) a 60-65°C sotto sbattimento effettuando quin-
di un'agitazione vorticosa. In un secondo tubo da
saggio, si & preparata una miscela contenente una so-

luzione-madre di interferone, albumina di siero uma-
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no, soluzione di aprotinina e EDTA. Alla miscela del

secondo tubo da saggio si €& aggiunta l'emulsione del-

la fase ocleosa e

. della fase acquosa a cir-

ca 35-40°C e si & sottoposta la miscela ottenuta ad

agitazione vorticosa.

L.a Formulazione 1 non dell'invenzione e le For-

mulazioni 4 e 5 dell'invenzione sono indicate nella

Tabella 3 che segue:

Tabella 3

Formulazione 1

Forrmulazione 4

Formulazione 5

Ingredienti non dell'invenzione dell'invenzione dell'invenzione
Scluziocne di 0,357 ml 0,357 ml 0,357 ml
interferone*

Acqua 4,6 ml 1,75 ml 1,75 ml
Miglyol® 812 === 2,5g 2,5 g
Laureth-12 - c,3 g 0,2 g
Monomul® 90-25 === 0,15 g 9,2 g
Caprilato di -———= 0,25 g 0,2 g
sodio

Albumina di 0,04 ml 6,04 ml 0,04 ml
siero umano**

EDTA -———= 1,75 mg 1,75 mg
Aprotinina*** -———- 0,2 ml 0,2 ml
* La soluzione di interferone & 14,2 x 10%® UI/ml di

interferone a-2Za

** goluzione al 25% p/v di albumina di siero umano

*%*% di una soluzione-madre di 50.000 KUI/ml.
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Somministrazione della Formulazione 1 per via sotto-

cutanea
Come descritto nell'Esempio 1.

Somministrazione di una Formulazione 1 di controllo

non dell'invenzione e delle Formulazioni 4 e 5 del-

1'invenzione

Ratti femmine adulti Sprague-Dawley aventi un
peso di circa 300-400 grammi ciascuno, sono stati
mantenuti a digiuno per 24 ore e sono stati aneste-
tizzati con ketammina-HCl e con xilazina ad una dose
di 80 mg/kg e, rispettivamente, di 10 mg/kg. Si e
somministrato interferone ad una dose di 3 MU_iniet—
tando la Formulazione 1 di controllo non dell'inven-
zione e le Formulazioni 4 e 5 dell'invenzione usando
un dispositivo per una somministrazione per via ret-
tale estemporanea in corrispondenza di 2-3 cm nel

retto.

Determinazione della concentrazione di interferone

nel plasma

5i & determinata la concentrazione di interfero-
ne nel plasma, ivi compresi procedimenti di analisi,
come descritto nell'Esempio 1.

Esame e analisi dei dati

La figura 4 mostra un diagramma del livello pla-

smatico come funzicne del tempo per la Formulazione 1
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di controllo non dell'invenzione e per le Formulazio-
ni 4 e 5 dell'invenzione. 5i & calcolata la bkiodispo-
nibilita relativa come descrittoc nell'Esempic 1.

I risultati sono riportati nella Tabella 4.

Tabella 4
Biodisponibilita media relativa % Composizione
0 Formulazione 1 di controllo non
dell'invenzione
19,5 R Formulazione 4 dell'invenzione
21 Formulazione 5 dell'invenzione

I dati indicano che le Formulazioni 4 e 5 del-
l'invenzione, quando vengono somministrate non per
via parenterale, sono superiori alla Formulazione di
controlle 1 quando viene somministrata non per via
parenterale in termini di biodisponibilitad relativa.

Esempioc 3

Somministrazione per via rettale di un'emulsione in

conigli in vivo

Preparazione della Formulazione 1 e della Formulazio-

ne 4 dell'invenzione

Si & preparata la Formulazione 1 non dell'inven-
zione come descritto nell'Esempio 1.

Si & preparata la Formulazione 4 dell'invenzione
come descritto nell'Esempio 2.

La Formulazione 1 non dell'invenzione e la For-
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mulazione 4 dell'invenzione sono riportate nella Ta-

bella 5 che seque:

Tabella 5

Ingredienti Formulazicne 1 Formulazione 4
Soluzione di interferone* 0,357 ml 0,357 ml
Acqua 4,6 ml 1,75 ml
Miglyolo 812 ——= 2,5 g
Laureth-12 —_— 0,3 g
Monomul® 90-25 —--== 0,15 g
Caprilato di sodio _ -—— ‘ 0,25 g
Albumina di siero umano** 0,04 ml 0,04 ml
EDTA -—— 1,75 mg
Aprotinina*** —_—— G,2 ml

* La soluzione di interferone é& 14,2 x 10° UI/ml di
interferone a-2a

** goluzione al 25% p/v di albumina di siero umano
*** di una soluzione-madre di 50.000 KUI/ml.

Somministrazione di una Formulazicne 1 di controllo

non dell'invenzione e della Formulazione 4 dell'in-

venzione

Conigli bianchi della Nuova Zelanda sono stati
tenuti a digiuno per 24 ore e sono stati anestetizza-
ti con chetamina-HCl e con xilazina con una dose di

35 mg/kg e, rispettivamente di 10 mg/kg. Per la For-
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mulazione 4 dell'invenzione, si & somministrato in-
terferone ad una dose di 20 MU usandoc un dispositivo
rettale estemporanec 2-3 cm all'interno del retto.

Somministrazione della Formulazione 1 per via sotto-

cutanea
Come descritto nell'Esempio 1, tranne che la do-
se di interferone era 10 mU.

Determinazione della concentrazione di interferone

nel plasma

Si sono prelevati campioni di sangue dall'arte-
ria centrale auriculare in corrispondenza di prede-
terminati intervalli di tempo. La concentrazione di
interferone nel plasma, ivi compresi i procedimenti
di prova, e stata determinata come descritto nel-
1'Esempio 1.

Analisi e dati dell'’analisi

La fig. 5 indica il livello del plasma come fun-
zione del tempo nel caso della Formulazione 1 non
dell'invenzione, somministrata per wvia sottocutanea
nella fig. 5. La fig. & mostra il livello plasmatico
come funzicne del tempo per la Formulazione 4 del-
1'invenzione, somministrata per via rettale. Mediante
1'impiego di un sistema computerizzato, si e determi-
nata l'area situata al disotte della curva ("AUC")

per la Formulazione 1 somministrata per via sottocu-
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tanea ("s.c.") e per la Formulazicne 4 somministrata
non per via parenterale. Quindi, si & calceolata nel
modo c¢he segue la biodisponibilita relativa della
Formulazione 1 di controllo non dell'invenzicne e
della Formulazione 4 dell'invenzione:

Biodisponibilitad relativa % = AUC 0-5 ore (Formulazioni 1/4) x 100.
AUC 0-5 ore (Formulazione 1 (s.c.})

I risultati sono riportati nella Tabella 6 che

segue
Tabella 6
Biodisponibilitd media relativa 3 Composizione
0 Formulazione 1 di controllo
non dell'invenzione
10 Formulazione 4 dell'invenzione

I dati indicano che la Formulazione 4 dell'in-
venzione, quando viene somministrata non per via pa-
renterale, & superiore alla Formulazione di contrello
1 non dell'invenzione, quando viene somministrata non
per via parenterale, in termini di biodisponibilita
relativa.

Esempio 4

Prova su colon di ratti in vivo con compeosizione non

acquosa

Preparazione delle Formulazioni

Si & preparata la Formulazione 1 non della pre-



- 27 - Ing. Barzano & Zanardo Milano S.p. A.

sente invenzione come descritto nell'Esempio 1.

Per preparare la Formulazione 6 dell'invenzione,
si & aggiunto Laureth-12 a Miglyol® 812 e si & ri-
scaldato a 35°C fino a 40°C. Si & sciolto caprilato
di sodio riscaldandc in una miscela di acido caprili-
co e di labrasol, un gliceride C®-C' poliglicolisato
saturo. Si sono aggiunte aprotinina e soluzione di
interferone alla.soluzione di cui sopra a temperatura
ambiente e quindi si & effettuata l'aggiunta di una
soluzione di Miglyol® 812 e di Laureth 12 sotto agi-
tazione.

Per preparare la Formulazione 7, si & sciolto
caprilato di sodio in una miscela di acido caprilico
e di Miglyol® 812 ad una temperatura di 50-60°C. In
una seconda fiala, si sono fatti fondere 1'agente
emulsionante lecitina e Laureth 12 e si e effettuata
la miscelazione seguita da aggiunta di scluzioni di
interferone e di aprotinina a circa 30°C. Alla secon-
da fiala, sotto agitazione, si é aggiunta la miscela
di sodio caprilato, acido caprilico e di Miglyol®812.

La Formulazione 1 non dell'invenzione e le For-
mulazioni 6 e 7 dell'invenzione scono riportate nella

Tabella 7 che segue:
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Tabella 7

Formulazione 1 Formulazione 6 Formulazione 7
Ingredienti non dell'invenzione dell'invenzione dell'invenzione
Soluzione di 0,357 ml 0,357 ml 0,178 ml
interferone*
Acqua 4,6 ml -—— -—
Acido caprilico -—== 1,0 g 1,1 g
Miglyol® 812 -=-- 1,949 2,3 ¢
Laureth-12 ——— 0,6 g 0,6 g
Caprilato di === 0,5 ¢ 0,5 g
sodio
Labrasol . ——= 0,5 g ——=
Albumina di 0,04 ml ———— 0,04 ml
siero umano**
Lecitina ———= ———= 0,25 g
Aprotinina*** ——— 0,1 ml 0,1 ml

* La soluzione di interferone & 14,2 x 10° UI/ml di
interfercne a-2a

** goluzione al 25% p/v di albumina di siero umano
*** di una soluzione-madre di 50.000 KUI/ml.

Somministrazione della Formulazione 1 per via sotto-

cutanea

Come descritto nell'Esempio 1.

Somministrazione della Formulazione 1 di controllo

non dell'invenzione e delle Formulazioni 6 e 7 del-

l'invenzione

Come descritto nell'Esempio 1.

Determinazione della concentrazione di interferone

nel plasma

5i & determinata la concentrazione di interfero-
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ne nel plasma, ivi compresi i procedimenti di anali-
si, come descritto nell'Esempio 1.

Prova e analisi dei dati

La fig. 7 mostra un diagramma di livello plasma-
tico come funzione del tempo per la Formulazione 6
dell'invenzione. La fig. 8 mostra un diagramma del
livello di plasma come funzione del tempo per la For-
mulazione 7 dell’'invenzione. Si & calcolata la biodi-
sponibilita relativa come nell'Esempio 1.

I risultati sono indicati nella Tabella 8.

Tabella 8
Biodisponibilitd media relativa % Composizicne
0 Formulazione 1 di controllo ren
dell'invenzione
9,2 Formulazione 6 cdell'invenzionrs
4,9 Formulazione 7 dell'invenzione

I dati indicano che le Fermulazioni 6 e 7 del-
1'invenzione, quando vengcono somministrate non per
via parenterale, sono superiori alla Formulazione 1
quando essa viene somministrata non per via parente-
rale in termini di biodisponibilita relativa.

Esempio 5

Prova su colon di ratto in vivo con soluzicne acquosa

Preparazione della Formulazioni

Si & preparata la Formulazione 1 non dell'inven-
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zione come descritto nell'Esempio 1.

Per preparare la Formulazione 8 dell’'invenzione,
si sono riscaldati PEG 400, glicerina, Laureth 12 e
caprilato di sodio fino a che il caprilato di sodio e
stato completamente sciolto (60-70°C). Si sono ag-
giunte soluzione di interferone, soluzione di albumi-
na di siero umano e soluzione di aprotinina dopo raf-
freddamento della soluzione di culi sopra a temperatu-
ra ambiente. La soluzione cosi ottenuta & stata sot-
toposta ad agitazione vorticosa.

Per preparare la Formulazione 9 dell'invenzione,
si sono sciolti Laureth 12 e caprilato di sodio in
acqua riscaldando a 40°C. Dopo raffreddamento della
miscela di cui sopra a temperatura ambiente, si sono
aggiunte ad essa e si sono mescolate la soluzione di
interferone, la soluzione di aprotinina, la soluzione
di albumina di siero umano e EDTA.

La Formulazione 1 di contrdlbonon dell'invenzione

e le Formulazioni 8 e 9 dell'invenzione sono riporta-

te nella Tabella 9 che segue:
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Tabella 9

Formulazione 1 Formulazicne 8 Formulazicne 9
Ingredienti non dell'invenzione dell'invenzicne dell'invenzione
Soluzione di 0,357 ml 0,357 ml 0,357 ml
interferone*
Acqua 4,6 ml —-_—— 3,303 ml
Laureth-12 -——— 0,60 g 0,60 g
Sodio caprilato ———— 0,50 g 0,50 g
Acido caprilico ——— . 1,0 g —_———
PEG 400 -——- 2,5 g -———-
Glicerina ———— 0,9¢g -———-
Albumina di 0,04 ml 0,04 ml | ) 0,04 ml
siero umano**
EDTA -———- 1,75 mg 2,33 mg
Aprotinina*** —-——— 0,1 ml 0,1 ml

* La soluzione di interferone & 14,2 x 10° UI/ml di
interferone a-2a

** goluzione al 25% p/v di albumina di siero umano
**¥* 4] una soluzione-madre di 50.000 KUI/ml.

Somministrazione della Formulazione 1 per via sotto-

cutanea
Come descritto nell'Esempio 1.

Somministrazione della Formulazione 1 di controllo e del-

le Formulazioni 8 e 9 dell'invenzione

Come descritto nell'Esempio 1.

Determinazione della concentrazione di interferone
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nel plasma

Si é determinata la concentrazione di interfero-
ne nel plasma, ivi compresi 1 procedimenti di anali-
si, come descritto nell'Esempio 1.

Prova e analisi dei dati

La fig. 9 mostra un diagramma di livello del
plasma come funzione del tempo per la Formulazione 8
dell'invenzione. La fig. 10 mostra un diagramma di
livello plasmatico come funzione del tempo per la
Formulazione 9 dell'invenzione. La biodisponibilita e
stata calceclata come nell'Esempio 1.

I risultati sono indicati nella Tabella 10.

Tabella 10

Biodisponibilita media relativa % Composizione

0 Formulazione 1 di controlle non
dell'invenzione

4,1 Formulazione 8 dell'invenzione
6, Formulazione 9 dell'invenzicne
I dati indicano che le Formulazioni 8 e 9 del-
l'invenzione, quando vengono somministrate non per
via parenterale, sono superiori alla Formulazione 1
di controllo quando esso viene somministrata non per
via parenterale, in termini di biodisponibilita rela-
tiva.

Esempio 6
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Viene riportata qui di seguito un'adatta formu-
lazione di supposte secondo questa invenzione. Mentre
si usa l'interferone a-2a,o0sia l'interferone preferi-
to per questa invenzione, per illustrare queste for-
mulazioni, si deve intendere che si possono impiega-
re, al suo posto, altri tipi di interferone, in op-
portune quantita.

Forma di dosaggio della supposta

Soluzione-ndre di interferone 0,02 ‘ml
Witepsol H15 1000 mg
Laureth 12 90 mg
Sodio caprilato 60 mg
Miglyol® 812 280 mg

Si pud preparare la forma di dosaggio di cui so-
pra nel modo seguente:
Riscaldare la base a circa 40-45°C. Aggiungere Lau-
reth 12, sodio caprilato e Miglyol® 812 e mescolare
per ottenere una miscela uniforme. Raffreddare la mi-
scela a 35°C, aggiungere la soluzione di interferone
e mescolare bene. Versare la miscela in stampi per
supposte e raffreddare per far indurire la massa
ottenendo le supposte.

L'efficacia delle composizioni ottenute mediante
la presente invenzione viene ulteriormente dimostrata

per mezzo delle figure 1-10.
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La fig. 1 mostra un diagramma dell'area al di-
sotto della curva come funzione della dose per la
somministrazione sottocutanea in ratti della Formula-
zione 1.

La fig. 2 mostra un diagramma di livelli di in-
terferone nel plasma di ratto come funzione del tempo
per la somministrazione nel colon della Formulazione
di controllo e della Formulazione 2 dell'invenzione.

La fig. 3 mostra Un diagramma di livelli di in-
terferone nel plasma di ratto come funzione del tempo
per la somministrazione nel colon della Formulazione
3 dell'invenzione.

La fig. 4 mostra un diagramma di livelli di in-
terferone nel plasma di ratto come funzione del tempo
per la somministrazione rettale della Formulazione di
controllo e delle Formulazioni 4 e 5 dell'invenzione.

La fig. 5 mostra un diagramma di livelli di in-
terferone nel plasma di coniglio come funzicne del
tempo per la scmministrazione sottocutanea della For-
mulazione 1.

La fig. 6 mostra un diagramma di livelli di in-
terferone in plasma di coniglio come funzione del
tempo per una somministrazione rettale della Formula-
zione 4 dell'invenzione.

La fig. 7 mostra un diagramma di livelli di in-
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terferone nel plasma di ratto come funzione del tempo
per la scomministrazione nel colon della Formulazione
& dell'invenzione.

La fig. 8 mostra un diagramma di livelli di in-
terferone nel plasma di ratto come funzione del tempo
per la somministrazione nel colon della Formulazione
7 dell'invenzione.

La fig. 9 mostra un diagramma di livelli di in-
terferone nel plasma di ratto come funzione del tempo
per la somministrazione nel colon della Formulazione
8 dell'invenziocne.

La fig. 10 mostra un diagramma di livelli di in-
terferone nel plasma di ratto come funzione del tempo
per la somministrazione nel colon della Formulazione

9 dell'invenzione,

Ing. Barzand & Zanardo Milano S.p.A.
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RIVENDICAZIONI

1. Una composizione farmaceutica costituita da:
a) una quantita terapeuticamente efficace di inter-
ferone; e
b) una quantita che fa aumentare l'assorbimento di
un sistema che esalta l'assorbimento che contiene:

(1) da circa 1% a circa 20% in pesoc di un compo-
sto di formula:

CHa (CHz) 10CHz {OCH,UH2 ) nOH

in cui n ha un valore medio di 12;

(2) da circa 1% fino a circa 20% in peso di un
sale farmaceuticamente accettabile di almeno uns di
acido caprilico oppure di acido caprinico, e
c) da circa 0% fino a circa 90% in pesoc di un com-

posto avente la formula

1}
CH,-O-C~(CHy) n-CH3

W :
CH-O-C-(CH3) n-CHs
O

H
CH,-0-C-(CH;) 4-CH3

in cui n & 6 oppure 8.

2. La composizione farmaceutica della rivendica-
zione 1, nella quale la composizione farmaceutica
contiene interfercne in una gquantita compresa tra

circa 1 x 10° UI/ml e circa 2 x 10% UI/ml.
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3. La composizione farmaceutica secondo la ri-
vendicazione 1 oppure 2, nella quale il componente
{b) {2) & un sale con un metallo alcalino dell'acido
caprilico.

4. La composizione farmaceutica della rivendica-
zione 3, nella quale il componente (b) (2) & sodio ca-
prilato.

5. La composizione farmaceutica di una qualsiasi
delle rivendicazioni 1-4, nella quale l'interferone &
interferone a-2a.

6. Una composizione farmaceutica secondo una
qualsiasi delle rivendicazioni 1—5, che contiene:

a) da circa 1 x 10° UI/ml fino a circa 2 x 10°
UI/ml di interferone-a-2a;

b) una quantita che fa aumentare 1l'adsorbimento
di un sistema che esalta l'assorbimento che contiene

(1) da circa 1% fino a circa 20% di polie-
tilenglicol=~12 lauril etere:;
{(2) da circa 1% fino a circa 20% in peso di
sodio caprilato; e
c) da circa 0% fino a circa 90% in peso di un

composto avente la formula:

1]
CH;-0-C-(CH,) ,-CH;

1}
CH-0-C-(CH,) -CH;
o)

1]
CH,-0-C-(CH,) ,-CHj
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in cui n & 6 oppure 8.

7. La composizione farmaceutica della rivendica-
zione 6, che contiene da circa 6% fino a circa 12% in
peso di polietilen glicol-12 lauril etere.

8. La composizione farmaceutica della rivendica-
zione 6, che contiene da circa 3% fino a circa 10% in
peso di sodio caprilato.

9. La composizione farmaceutica della rivendica-
zione 6, che contiene circa 50% in peso del composto

avente la formula:

Il
CH,-O-C-(CHy) n-CH3
1l
CH-O-C-(CHy) -CHj
O
CH,-0-C~(CH;) 1-CH;

in cui n & 6 oppure 8.

Ing. Barzand¢ & Zanardo Milano S.p.A.
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