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RESUMO

"METODO DE UTILIZAGCAO DE LIPIDOS NEUTROS PARA MODIFICAR A
LIBERTAGAO IN VIVO DE LIPOSSOMAS MULTIVESICULARES"

A velocidade de libertacdo de um composto ativo encapsulado
de uma formulacdo de lipossomas multivesiculares (MVL) ¢é
modificada por selecdo de um componente lipidico neutro.
Uma familia de formulagcbes de MVL contendo diferentes
razdes molares de lipidos neutros de libertacéo
lenta:répida apresenta diferentes velocidades de libertacéo
dependendo da razdo molar do lipido neutro de libertacéo
rédpida para o lipido neutro de libertacdo lenta em cada
membro. A incubacdo em plasma ou num meio do tipo plasma a
temperaturas in vivo, de modo a se obter uma curva de
velocidades de libertacdo para cada um, permite a selecéo
de entre os membros da familia de uma formulacdo lipossomal

com uma velocidade de libertacdo in vivo desejada.



DESCRICAO

"METODO DE UTILIZAGCAO DE LIPIDOS NEUTROS PARA MODIFICAR A
LIBERTAGAO IN VIVO DE LIPOSSOMAS MULTIVESICULARES"

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Esta invencdo refere-se a formulagdes 1lipossomais de
compostos tais como féarmacos. Mais em particular, esta
invencdo refere-se a métodos para modificar a velocidade de
libertacédo in vivo de compostos encapsulados de lipossomas
multivesiculares pela escolha do lipido neutro na

formulacdo lipossomal.

Quando se dispersam fosfolipidos e muitos outros lipidos
anfipadticos cuidadosamente num meio aquoso, eles expandem,
hidratam-se, e formam espontaneamente vesiculas
multilamelares de bicamadas concéntricas com camadas de
meio aquoso a Sseparar as bicamadas lipidicas. Estes
sistemas s&o habitualmente referidos como lipossomas
multilamelares ou vesiculas multilamelares (MLV), e tém
normalmente didmetros de 0,2 a 5 um. A sonicacdo de MLV
resulta na formacdo de pequenas vesiculas unilamelares
(SUV) ligadas por uma Unica bicamada lipidica com didmetros
normalmente no intervalo de 20 a 100 nm, contendo uma
solugcdo aquosa. Os lipossomas multivesiculares (MVL)
diferem das MLV e SUV no modo como sdo fabricados, no
arranjo né&do concéntrico, aleatdério, de cémaras contendo
dgua dentro dos lipossomas, e na inclusdo de lipidos

neutros necessarios para formar os MVL.

Tém sido usados durante anos varios tipos de lipidos dque

diferem no comprimento da cadeia, saturacdo, e grupo



principal, em formulacdes lipossomais de farmacos,
incluindo os lipossomas unilamelares, multilamelares e
multivesiculares mencionados acima. Os lipidos neutros
usados até ao presente no fabrico de lipossomas
multivesiculares limitaram-se principalmente a trioleina e

a tricaprilina.

Um dos ©principais objetivos da 4rea ¢é desenvolver
formulacdes lipossomais para a libertacéo in vivo
controlada de fadrmacos e outros agentes ativos de
interesse. Certos farmacos precisam de ser libertados de
forma bastante répida apbds colocacéo do depdsito
lipossomal, e outros necessitam de uma velocidade de
libertacdo relativamente lenta ao longo de um certo periodo
de tempo. Até agora, a velocidade de 1libertacdo de um
composto biologicamente ativo de uma formulacdo lipossomal
tem sido modificada por selecdo do lipido anfipético, do
lipido formador de membrana aceite, ou por manipulacdo da
razdo molar fosfolipido/colesterol. Alternativamente, esses
compostos, tais como um 4cido ou um espacador de
osmolaridade, foram incluidos na solucdo aquosa para
encapsulacdo, para ajudar a modificacdo da velocidade de
libertacdo do composto encapsulado biologicamente ativo

(patente WO 96 082 35).

O controlo das velocidades de 1libertacdo de formulacdes
lipossomais ¢é complicado pelo facto de muitos agentes
biologicamente ativos, tais como proteinas, necessitarem de
ser armazenados a temperaturas baixas, isto &, a cerca de 4
°C, para manterem a atividade completa. Infelizmente,
algumas formulacdes lipossomais que apresentam excelentes
velocidades de libertacéao a temperaturas in vivo

desintegram-se bastante rapidamente a tais temperaturas de



armazenamento.

Assim, hé& necessidade de mais e melhores métodos para
selecionar formulacdes lipossomais que maximizem o controlo
sobre a velocidade de libertacdo do composto ativo
encapsulado, ao mesmo tempo gque proporcionam estabilidade
de vida titil por longos periodos de tempo a temperaturas de
armazenamento de cerca de 4 °C, por exemplo entre 2 e 10

°C.

SUMARIO DA INVENCAO

Em geral, a invencdo apresenta um método para modificar a
velocidade de 1libertacdo de um composto biologicamente
ativo, tal <como um farmaco, que ¢é encapsulado numa
formulacéo lipossomal multivesicular, utilizando na
formulacdo um componente lipidico neutro com uma razdo
molar selecionada de um lipido neutro de libertacdo lenta
para um lipido neutro de libertacdo répida, em gque a
proporcdo do lipido neutro de libertacédo réapida é aumentada
para aumentar a velocidade de libertacdo do composto
biologicamente ativo. Alternativamente, a proporcdo do
lipido neutro de libertacdo lenta na razdo molar pode ser
aumentada para diminuir a velocidade de 1libertacdo do
composto biologicamente ativo. Em geral, a razdo molar
lipido neutro lento:radpido encontra-se no intervalo de
cerca de 1:1 a 0:1, por exemplo de 1:4 a 1:100, ou de 1:4 a
1:27, e a razdo molar do componente lipidico neutro para o
componente lipidico total (todos os lipidos no lipossoma)

encontra-se no intervalo de cerca de 0,01 a cerca de 0,21.

Para modificar a velocidade de libertacdo in vivo, o ponto

de fusdo do componente lipidico neutro estd a temperatura



in vivo a qual se pretende usar a formulacdo ou abaixo
dela, bem como a temperatura a gqual se pretende armazenar a

formulacdo ou abaixo dela.

Os lipidos neutros de libertacdo lenta Uteis no novo método
desta invencéao sédo, por exemplo, a trioleina,
tripalmitoleina, trimiristoleina, trilaurina, e a
tricaprina, sendo a trioleina a mais preferida. Lipidos
neutros de libertacdo répida uteis incluem, p. ex., a
tricaprilina e a tricaproina, e misturas das mesmas. Porém,
a tricaproina e outros lipidos semelhantes, né&do sé&o
normalmente usados como o Unico lipido neutro numa
formulacdo de lipossomas multivesiculares destinados a uso

in vivo.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencdo fornece
uma composicdo lipossomal gque compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um composto bioclogicamente ativo
encapsulado numa formulacdo lipossomal multivesicular, em
que a formulacdo compreende um componente lipidico neutro
compreendendo uma razdo molar de lipido neutro de
libertacdo lenta para lipido neutro de libertacdo répida de
cerca de 1:1 a 1:100, por exemplo de cerca de 1:3 a 1:54,

1:4 a 1:27, ou de cerca de 1:4 a 1:18.

Ainda numa outra forma de realizacdo, a invencdo apresenta
um método para selecionar uma formulacdo lipossomal
multivesicular para encapsular um composto biologicamente
ativo selecionado de modo a se obter um perfil de
velocidades de 1libertacdo desejado do composto ativo in
vitro e/ou uma velocidade de libertacdo terapéutica
desejada in vivo. Nesta forma de realizacdo da invencdo é

preparada uma familia de formulacdes de MVL gque encapsulam



o composto biologicamente ativo selecionado, em que cada
membro da familia utiliza um componente lipidico neutro com
uma razdo molar lipido neutro lento:rdpido diferente,
geralmente no intervalo de 1:0 a 0:1. Por exemplo, pode
preparar-se uma familia de formulac¢des utilizando razdes
molares de lipido neutro lento:répido de 1:0, 1:1, 1:4,
1:18, 1:27, 1:100, 0:1. Cada membro da familia de
formulacgdes é incubado no meio em que se pretende obter a
velocidade de libertacdo desejada, 1isto é, num meio de
armazenamento a temperatura de armazenamento ou em plasma
humano, num meio do tipo plasma, ou num meio fisioldgico no
qual se pretende que a substéncia fisiologicamente ativa
seja libertada, tal como fluido cérebro-espinhal (CSF) a
temperatura do corpo. Deste modo é obtido um perfil de
velocidades de libertacdo para cada formulacdo. Depois
seleciona-se a formulacéao com razdo lipido neutro
lento:réapido que origina o perfil de velocidades de
libertacdo desejado nas condicdes desejadas para a

substédncia biologicamente ativa selecionada.

Salvo definicdo em contrédrio, todos os termos técnicos e
cientificos usados neste documento tém o mesmo significado
que habitualmente entendido por um perito na técnica a qual
esta invencdo pertence. Embora possam ser usados métodos e
materiais semelhantes ou equivalentes aos descritos neste
documento na prética ou ensaios da presente invencdo, oS

métodos e materiais preferidos sdo descritos abaixo.

A pratica desta invencdo proporciona a vantagem de uma
formulacéo de lipossomas multivesiculares  poder ser
selecionada de modo a ter uma libertacdo relativamente
rapida in vivo que ndo comprometa o desejo de libertacéo

lenta nas condig¢des de armazenamento. O método da invencéo,



por conseguinte, proporciona uma base racional para se
obter uma velocidade de libertacdo desejada através da
selecdo do componente lipidico neutro usado no fabrico dos
MVL sem comprometer o desejo da formulacdo ter uma
velocidade lenta nas condicdes de armazenamento.
Adicionalmente, o controlo da velocidade de libertacdo em
condicdes in vivo opera mais ou menos independentemente da
composicdo da fase aquosa encapsulada ou da combinacdo dos

outros lipidos nas formulacdes.

Esta descoberta é especifica dos lipossomas
multivesiculares, uma vez gque outros tipos de lipossomas
ndo contém lipidos neutros no componente lipidico e/ou néo
incorporam oS lipidos neutros em vesiculas n&o

concéntricas, compactadas.

Outras caracteristicas e vantagens da invencdo seréo
evidentes a partir da descricdo detalhada que se segue, e a

partir das reivindicacdes.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 é um grafico que compara as velocidades de

libertacdo do fator de estimulacdo de coldnias de

granuldécitos humano, recombinante (G-CSEF rhu), de
lipossomas multivesiculares (MVL) formulados com
diferentes razdes molares de trioleina para

tricaprilina (V, 100:0; A, 50:50; o, 25:75; O, 10:90;
0, 0:100) como lipido neutro quando incubados a 37 °C
em plasma humano a 60% em solugdo salina.

A Figura 2 é um grafico que mostra os resultados de um
estudo farmacodindmico que compara a duracdo da

elevacdo dependente do G-CSF rhu no numero de



leucdédcitos no sangue periférico de hamsters sirios
dourados apds a injecdo subcutdnea de 100 ug/kg de G-
CSF rhu em solucdo salina (V), numa formulacdo de MVL
com trioleina apenas 100:0 (0), numa pré-injecdo de
uma formulacéo de MVL com trioleina apenas
solubilizada com Tween™ 20 (A), e numa formulacdo de
MVL com tricaprilina apenas 0:100 (O).

A Figura 3 é um grafico que compara as velocidades de
libertacdo do GM-CSF rhu de MVL formulados com
diferentes razdes molares de trioleina para
tricaprilina (A, 100:0; o, 25:75; 0O, 10:90) como
lipidos neutros gquando incubados a 37 °C em plasma
humano a 60% em solucdo salina.

A Figura 4 ¢é um grafico que mostra um estudo
farmacocinético de niveis de GM-CSF rhu em sangue
venoso, amostras de plasma de ratinhos depois de uma
injecdo subcutdnea de 1 mg/kg de GM-CSF rhu na
formulacdo com MVL de trioleina apenas, 100:0, (o) e

na formulacdo com MVL de trioleina:tricaprilina 25:75

(D). O nivel de GM-CSF <rhu em plasma-EDTA foi
determinado por ELISA. LOQ é o) limite de
quantificacéo.

A Figura 5 é um grafico gque mostra as velocidades de
libertacdo do IGF-1 rhu de lipossomas multivesiculares
formulados com véarios triglicéridos como componente
lipidico neutro gquando incubados a 37 °C em plasma
humano a 60% em solucdo salina. Os lipidos neutros
usados no fabrico de MVL foram: (O) trioleina, (0)
tripalmitoleina, (A) tricaprilina, (V) trilaurina, e
(0) tricaprina.

A Figura 6 é um grafico que mostra os resultados de um

estudo farmacocinético dos niveis do IGF-1 rhu em soro



de rato depois de injecdo subcutédnea de 6,25 mg/kg de
IGF-1 rhu na formulacdo com MVL de tripalmitoleina (0)
e na formulacdo com MVL de tricaprilina (A). O nivel
do IGF-1 rhu em soro foi determinado por ELISA.

A Figura 7 é um grafico que mostra a libertacdo de
insulina rhu e sacarose marcada com ‘C coencapsulante
de MVL fabricados com o lipido neutro trioleina ou
tricaprilina, quando incubados a 37 °C em solucdes
salinas contendo plasma humano a 60%. (D) sacarose
retida por uma formulacdo com MVL de trioleina; (©0)
insulina retida por uma formulacdo com MVL de
trioleina; (A) sacarose retida por uma formulacdo com
MVL de tricaprilina; e (V) insulina retida por uma
formulacdo com MVL de tricaprilina.

A Figura 8 é um grafico que compara as velocidades de
libertacdo de morfina de MVL formulados com diferentes
razdes molares de trioleina para tricaprilina como

lipidos neutros quando incubados a 37 °C em plasma

humano a 60% em solucéo salina. (D)
trioleina:tricaprilina 10:0, 10 lotes; (©®,0)
trioleina:tricaprilina 1:4, 2 lotes; (A)
trioleina:tricaprilina 1:9; (V) trioleina:tricaprilina
0:10.

A  Figura 9 mostra os resultados de um estudo
farmacocinético de formulacbes de morfina com MVL
fabricados com diferentes razdes molares de trioleina
para tricaprilina, e injetadas no espaco epidural de
cdes Beagle. A libertacdo de morfina pelos MVL foi
determinada medindo o nivel de morfina no fluido
cérebro-espinhal adjacente, separado por membrana
dura. (0) 5 mg de morfina (sulfato) em solucdo salina;

(V) 40 mg de morfina na formulacdo com MVL de



trioleina:tricaprilina 10:0; (o) 20 mg de morfina na
formulacdo com MVL de trioleina:tricaprilina 1:4; (0O)
20 mg de morfina na formulacéo com  MVL de
trioleina:tricaprilina 1:9; e (A) 20 mg de morfina na
formulacdo com MVL de trioleina:tricaprilina 0:10.

A Figura 10 é um grafico que resume numa transformacdo
de Arrhenius os resultados de um estudo que determina
0 efeito da temperatura de armazenamento na velocidade
de libertacdo de morfina de 2 lotes da formulacdo com
MVL de trioleina:tricaprilina 1:9. 0Os MVL foram
armazenados em solucgdo salina normal a 4 °C, 26 °C, 37
°C, e 41 °C. As ordenadas representam a velocidade de
libertacdo da morfina dos MVL expressa em termos da
quantidade libertada por dia, como percentagem da
quantidade total de morfina na suspensdo de MVL; as
abcissas representam 1/temperatura de armazenamento x
10% (°K) ",

A Figura 11 ¢é¢ um grafico gque mostra a citosina-
arabonosideo (AraC) retida em MVL incubados em plasma
humano a 37 ©°C. As formulacles com MVL usaram COmo

componente lipidico neutro () trioleina apenas; (0)

trioleina:tricaprilina, 1:4; (V)
trioleina:tricaprilina, 1:9; (x)
trioleina:tricaprilina, 1:18; (A)
trioleina:tricaprilina, 1:27; e (0) tricaprilina
apenas.

A Figura 12 é um grafico que mostra o efeito da razédo
de lipido neutro na libertacéo da citosina-
arabinosideo de MVL incubados em plasma humano a 37 °C
quando os MVL foram formulados com o componente
fosfolipidico principal, DOPC, substituido por DSPC.
As formulacdes foram () DOPC e trioleina apenas; (A)

DOPC trioleina:tricaprilina, 1:9; (0) DOPC e
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tricaprilina apenas; (©0) DSPC e trioleina apenas; (V)
DSPC, trioleina:tricaprilina 1:9; e (+) DSPC e
tricaprilina apenas.

A Figura 13 é um grafico que mostra o efeito da razédo
dos lipidos neutros na libertacdo de sacarose marcada
com '*C de MVL incubados em plasma humano a 37 °C
quando os MVL foram formulados com o componente
fosfolipidico principal, DOPC, substituido por DEPC.
As formulacdes de DOPC foram () trioleina apenas;
(A) trioleina:tricaprilina 1:9; e (0) tricaprilina
apenas. As formulacdes da DSPC foram (V) trioleina
apenas; (+) trioleina:tricaprilina, 1:9; e (0)
tricaprilina apenas.

A Figura 14 é um grafico que mostra o efeito de se
usar tricaproina apenas como componente lipidico
neutro ou em combinacdo com trioleina, na libertacéo
de sacarose marcada com “‘C de MVL incubados em plasma
humano a 37 ©°C. As formulacdes foram (0©) trioleina
apenas; (A) trioleina:tricaproina 1:4; (V)
trioleina:tricaproina 1:9; (0) trioleina:tricaproina
1:18; e (+) tricaproina apenas.

A Figura 15 é um grafico que mostra a libertacdo in
vitro de um oligonucledétido 15-mer de MVL preparados
com trioleina () ou tricaprilina (0) como lipido
neutro. Os MVL foram incubados em fluido cérebro-
espinhal de rato (CSFEF) a 37 °C.

A Figura 16 é um grafico que mostra a libertacéo
durante a incubacdo em plasma humano de sacarose
marcada com l%L de MVL contendo também plasmideo de
E. coli PBR 322 e cloridrato de lisina. A libertacéo
de sacarose fol usada como um indicador substituto da
libertacdo de plasmideo. Os MVL foram fabricados com

(0) trioleina ou (A) tricaprilina como lipido neutro.
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A Figura 17 é um grafico gque mostra a libertacdo de
sacarose marcada com '‘C durante a incubacio em plasma
humano, de MVL fabricados com tripalmitoleina e
tricaprilina como componentes lipidicos neutros. A

razdo de lipidos neutros usada nas formulacgcdes com MVL

foram (o) tripalmitoleina apenas; (+)
tripalmitoleina:tricaprilina 1:1; (0)
tripalmitoleina:tricaprilina 1:2; (V)
tripalmitoleina:tricaprilina 1:4; (A)

tripalmitoleina:tricaprilina 1:9; e (0) tricaprilina
apenas.

A Figura 18 é um grafico gque mostra a quantidade de
tetracaina que permanece no sitio da injecéo
subcutdnea de ratinhos injetados com MVL contendo
tetracaina, fabricados com um componente lipidico
neutro de (*) trioleina; (X) trioleina:tricaprilina
10:90; (+) trioleina:tricaprilina 5:95; (0)
trioleina:tricaprilina 2:98; (V)
trioleina:tricaprilina 1:99; ou (0) tricaprilina.

As Figuras 19A-D sdo graficos que mostram a libertacédo
de compostos biologicamente ativos encapsulados em MVL
durante o armazenamento em solucdo salina normal a
temperaturas de 2-8 (nominal 4), 25, 32, e 37 °C. Os
MVL foram fabricados com tricaprilina (Figuras 19A e
19C) ou tricaprina (Figuras 19B e 19D) como componente
lipidico neutro, e com citosina-arabinosideo (Figuras
1924 e 19B) ou morfina, (Figuras 19C e 19D) como
composto biologicamente ativo.

A Figura 20 ¢é uma representacdo de Arrhenius dos
gréaficos nas Figuras 19A e 19B, que mostra a
dependéncia da velocidade de libertacdo da citosina-
arabinosideo da temperatura de armazenamento, de MVL

fabricados com () tricaprilina, ponto de fusdo (p.f.)
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8 °C; ou (o) tricaprina, p.f. 31,5 °C, como componente
lipidico neutro. As abcissas é o© inverso da

temperatura de armazenamento, °K.

DESCRICAO DETALHADA

E fornecido um método para modificar a velocidade de
libertacdo de um composto biologicamente ativo, tal como um
fadrmaco, encapsulado numa formulacéao lipossomal
multivesicular por selecdo do 1lipido neutro, ou de uma
combinacdo de lipidos neutros, usados para fabricar os

lipossomas multivesiculares (MVL).

Existem pelo menos trés tipos de lipossomas. O termo
“lipossomas multivesiculares (MVL)”, tal como wusado ao
longo da especificagcdo e das reivindicacdes, designa
particulas de 1-200 um, artificiais, parcialmente
constituidas por membranas lipidicas englobando multiplas
cadmaras aquosas néao concéntricas. Em contraste, as
“vesgiculas ou lipossomas multilamelares” (MLV) tém
miltiplas membranas concéntricas “casca de cebola”, entre

as quais existem compartimentos aquosos concéntricos do

tipo concha. Os lipossomas multilamelares possuem
caracteristicamente didmetros médios na gama dos
micrdémetros, normalmente de 0,5 a 25 um. 0 termo

“lipossomas ou vesiculas unilamelares (ULV)”, tal como
usado neste documento, refere-se a estruturas lipossomais
com uma uUnica cémara aquosa, normalmente com uma gama de

didmetros médios de cerca de 20 a 500 nm.

Os lipossomas multilamelares e unilamelares podem ser
preparados por varios métodos relativamente simples. O

estado da técnica descreve varias técnicas para produzir
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ULV e MLV (por exemplo Patente U.S. N° 4,522,803 para Lenk;
4,310,500 para Baldeschweiler; 4,235,871 para
Papahadjopoulos; 4,224,179 para Schneider, 4, 078, 052 para
Papahadjopoulos; 4, 394, 372 para Taylor 4,308,166 para
Marchetti; 4,485,054 para Mezei; e 4,508,703 para

Redziniak) .

Em contraste, a producdo de lipossomas multivesiculares
requer varias etapas processuais. Resumidamente, o método
preferido para fabricar MVL é tal como se segue: a primeira
etapa consiste em preparar uma emulsdo “agua-em-6leo”
capturando num componente lipidico composto por pelo menos
um lipido anfipatico e pelo menos um lipido neutro, num ou
mais solventes orgdnicos volateis para o componente
lipidico, um primeiro componente agquoso imiscivel e uma
substincia biologicamente ativa que se pretende encapsular,
e adicionando opcionalmente, a um ou ambos 08 componentes
lipidicos e ao primeiro componente aquoso, um acido ou
outro excipiente para modular a velocidade de libertacéo
das substéncias biologicamente ativas encapsuladas dos MVL.
A mistura é emulsionada e depois misturada com um segundo
componente aquoso imiscivel, para formar uma segunda
emulsdo. A turbuléncia requerida para formacdo da segunda
emulséo é fornecida mecanicamente, por energia
ultrassdnica, atomizacdo por bicos e semelhantes, ou por
combinacdes das mesmas, para formar esférulas de solvente
suspensas no segundo componente aquoso. As esférulas de
solvente contém multiplas goticulas aquosas com a
substédncia a ser encapsulada nelas dissolvida (ver Kim et
al., Biochem. Biophys. Acta, 728:339-348, 1983). Para uma
revisdo abrangente de varios métodos de preparacdo de ULV e
MLV, refira-se Szoka, et al., Ann. Rev. Biophys. Bioceng.,

9:465-508, 1980.
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O termo “esférula de solvente”, tal como usado ao longo da
especificacdo e das reivindicacdes, designa uma goticula
esferoide microscépica de solvente orgénico, dentro da qual
estdo multiplas goticulas mais pequenas de solucdo aguosa.
As esférulas de solvente estdo suspensas e totalmente

imersas numa segunda solucdo aquosa.

O termo “lipido neutro” designa um éleo ou gordura que néo
tem qualquer capacidade de formacdo de membranas por si

mesmo, € gque carece de um grupo “principal” hidrofilico.

O termo “lipido anfipatico” designa uma molécula que tem um
grupo “principal” hidrofilico e um grupo de “cauda”
hidrofdébico, e qgue possul capacidade de formacdo de

membranas.

O termo “lipido zwitteridénico” designa um lipido anfipéatico

com uma carga global de zero a pH 7,4.

O temo “lipido anidénico” designa um lipido anfipatico com

uma carga negativa global a pH 7,4.

O temo “lipido catidnico” designa um lipido anfipatico com

uma carga positiva global a pH 7,4.

Tal como aqui utilizado, a “vida util” de uma formulacéo
lipossomal esta relacionada com a velocidade de libertacédo
da substancia encapsulada de uma formulacdo lipossomal numa
solugcdo de armazenamento, por exemplo numa solucdo salina
normal (cloreto de sdédio a 0,9%), a uma temperatura de

armazenamento, por exemplo a 4 °C.
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Em geral, para se preparar lipossomas multivesiculares, é
necessario que pelo menos um lipido anfipdtico e um lipido
neutro sejam incluidos no componente lipidico. Os 1lipidos
anfipadticos podem ser lipidos zwitteridnicos, anidnicos, ou
catidénicos. Exemplos de lipidos anfipdticos zwitteridnicos
sdo as fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas,
esfingomielinas, etc. Exemplos de 1lipidos anfipéticos
anidénicos sdo os fosfatidilglicerdis, fosfatidilserinas,
fosfatidilinositdis, &cidos fosfatidicos, etc. Exemplos de
lipidos anfipaticos catidénicos sédo o
diaciltrimetilamoniopropano e a etilfosfatidilcolina.
Exemplos de lipidos neutros s&o a trioleina e a
tripalmitoleina, a trimiristoleina e a tricaprilina. No
novo método, a velocidade de libertacdo do composto
biologicamente ativo ¢é modificada pela wutilizacdo no
fabrico dos lipossomas multivesiculares de um componente
lipidico neutro que proporciona a velocidade de libertacédo
desejada no tipo de fluido em que se pretende usar os MVL.
Para a utilizacdo in vivo, por conseguinte, a velocidade de
libertacdo dos MVL tem gque ser determinada em plasma ou num
meio do tipo plasma, porque a velocidade de libertacdo do
composto biologicamente ativo dos MVL para certos lipidos
neutros pode diferir bastante dependendo de se a libertacéo

é¢ em solugédo salina ou em plasma.

Tal como usado neste documento, o termo “componente
lipidico neutro” designa o lipido neutro, ou a mistura de
lipidos neutros usada no fabrico dos lipossomas

multivesiculares.

Tal como usado neste documento, o termo “meio do tipo
plasma”, designa uma solucdo sintética gue inclui, para

além da solucdo salina normal, pelo menos alguns dos
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constituintes proteicos ou lipidicos do plasma sanguineo ou
componentes de outros fluidos bioldgicos, tais como o
fluido cérebro-espinhal (CSF), ou fluidos intestinais. Por
exemplo, uma solucdo salina normal contendo plasma humano
citrado ou albumina de soro bovino (BSA) é um exemplo de um
“meio do tipo plasma” tal como o termo ¢é usado neste

documento.

O termo “condicgdes in vivo” designa a injecdo ou colocacéo
efetiva de MVL num corpo vivo, e inclui a chamada incubacédo
“ex vivo” de MVL em plasma ou num meio do tipo plasma a

temperatura do corpo (isto é, a 37 °C para humanos).

Embora o componente lipidico neutro possa compreender um
tnico lipido neutro, geralmente o componente lipidico
neutro compreende uma mistura de um lipido neutro de
libertacédo lenta e de um lipido neutro de libertacdo rapida
num intervalo de razdes molares de cerca de 1:1 a 1:100, p.
ex. de cerca de 1:4 a 1:18, em que a velocidade de
libertacéo do composto biologicamente ativo diminui
proporcionalmente ao aumento da razdo lipido neutro de
libertacdo lenta para lipido neutro de libertacdo rapida.
Por conveniéncia, a razdo molar do 1lipido neutro de
libertacdo lenta para o lipido neutro de libertacdo réapida
¢ referida neste documento como “razdo molar de 1lipido

neutro lento:rapido”.

0O “lipido neutro de 1libertacdo lenta” usado na préatica
desta invencdo pode ser selecionado de entre triglicéridos
com unidades éster de 4cidos gordos monoinsaturados
contendo de cerca de 14 a 18 carbonos na cadeia acilica e
que tém geralmente um peso molecular de cerca de 725 a 885,

e aqueles com unidades éster de &4cidos gordos saturados
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contendo de cerca de 10 a 12 carbonos na cadeia acilica e
que tém geralmente um peso molecular de cerca de 725 a 885,
e misturas dos mesmos. Esteres de colesterol tais como o
oleato de colesterol e ésteres de propilenoglicol. Os
lipidos neutros de libertacdo lenta preferidos para uso no
método desta invencdo sdo a trioleina, tripalmitoleina,
trimiristoleina, trilaurina, e tricaprina, sendo a
trioleina ou a tripalmitoleina os mais preferidos. Quando
se contempla o uso in vivo, usam-se geralmente na préatica
desta invencédo a trilaurina e outros lipidos neutros com um
ponto de fusdo acima de 37 °C, apenas em mistura com um ou
mais lipidos neutros, em gque a mistura tem uma temperatura
de fusdo de 37 °C ou inferior, e ©preferencialmente
inferior. Um perito na técnica saberd como determinar o
ponto de fusdo de uma mistura de 1lipidos, tal como uma

mistura de triglicéridos.

O “lipido neutro de libertacdo réapida” usado na préatica
desta invencdo pode ser selecionado de entre triglicéridos
com unidades éster de 4cidos gordos monoinsaturados
contendo de cerca de 6 a 8 carbonos na cadeia acilica e que
tém um peso molecular de cerca de 387 a 471, e misturas dos
mesmos. No entanto, foi descoberto surpreendentemente que o
uso de um componente lipidico neutro em MVL contendo um ou
mais lipidos neutros com uma cadeia acilica de seis ou
menos carbonos (especialmente o uso de tricaproina como ©
tnico lipido neutro) resulta em libertacdo rapida dos
compostos encapsulados por contacto com o ambiente in vivo.
Por conseguinte, os lipidos neutros com uma cadeia acilica
de seis ou menos carbonos devem ser usados apenas em
combinacdo com um ou mais lipidos neutros com uma unidade
acilica de cadeia mais longa. Os lipidos neutros de

libertacdo rapida preferidos sdo a tricaprilina, e misturas
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de tricaprilina e tricaproina, ou triglicéridos de cadeia
mista Cs a Cg. Os diésteres de propilenoglicol com unidades
acilicas de oito ou dez carbonos, oleato de colesterol e
octanoato de colesterol, podem também ser usados como

lipidos neutros.

Um fator de importédncia igual a razdo molar de lipidos
neutros é a selecdo de um componente lipidico neutro com um
ponto de fusdo abaixo da temperatura a qual se pretende
armazenar e usar os MVL. Uma vez gque muitos compostos
biologicamente ativos altamente desejidveis em aplicacdes
terapéuticas requerem uma temperatura de armazenamento
baixa para prevenir a deterioracdo rapida, o componente
lipidico neutro deve ser selecionado de modo a ter um ponto
de fusdo abaixo da temperatura de armazenamento desejada,
bem como abaixo da temperatura a qual a formulacdo seré

usada in vivo.

Os resultados dos testes de temperaturas de armazenamento
foram determinados por inspecéo das particulas
microscopicamente, e medindo por ensaios guimicos as
quantidades de material encapsulado libertado. Tal como se
vé nestes estudos (Figura 20), os MVL armazenados a uma
temperatura acima do ponto de fusdo do componente lipidico
neutro sofrem uma reorganizacdo estrutural das membranas,
isto &, em alguns casos, acompanhada de libertacdo réapida
(“"dumping”) do contetdo encapsulado. Este fendmeno é
referido neste documento como “efeito do ponto de fusido”. O
tempo para o inicio do efeito do ponto de fusdo depende da
composicdo dos lipidos neutros e dos ingredientes da fase
aquosa encapsulada. Certos compostos encapsulados, tais
como a IL-2, parecem interagir com MVL de um modo tal que

atrasam em horas ou mesmo dias, o comeco do “congelamento”
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a temperaturas abaixo do ponto de fusdo do lipido neutro,
influenciando talvez a formacdo nos MVL de um estado
intermedidrio “meta-estavel”. No entanto, mesmo formulacdes
com um tal inicio retardado sofrem eventualmente a
transicdo morfoldgica caracteristica do efeito do ponto de
fusdo. 0Os Exemplos 15 e 16 abaixo ilustram o efeito do
ponto de fusdo nas velocidades de libertacdo de compostos
biologicamente ativos encapsulados de MVL armazenados a uma
temperatura abaixo do ponto de fusdo (Figuras 19A-D e 20).
Para distinguir entre os dois estados de transicédo
morfoldgica, o efeito de inicio retardado é referido neste

documento como “o efeito da temperatura”.

Na selecdo do componente lipidico neutro de acordo com a
pradtica desta invencdo, ¢é geralmente preferido que o
componente lipidico neutro tenha um ponto de fusdo a
temperatura a qual se pretende armazenar e usar os MVL ou
abaixo dela (para prevenir a perda rapida do composto ativo
encapsulado durante o armazenamento ou durante o uso 1in
vivo) devido ao efeito do ponto de fusdo. A temperatura do
ponto de fuséo de um componente lipidico neutro
compreendendo uma mistura de lipidos neutros, e assim a
temperatura do efeito do ponto de fusdo nos MVL contendo o
componente lipidico neutro, pode ser prontamente
determinada preparando a mistura de interesse e submetendo-
a progressivamente a temperaturas mais baixas até que se
observe que a mistura “congela”. Um método de realizar este
procedimento ¢é divulgado em J. B. Rossell, Advances in
Lipid Research, 5:353-408, 1967. Um perito na técnica
estard consciente de outras aproximacdes que podem ser
usadas para se obter esta informacdo. No entanto, deve ser
lembrado que o efeito do ponto de fusdo na formulacdo

lipossomal como um todo pode ser influenciado pelos outros
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lipidos nos MVL, bem como pelos ingredientes na primeira

solucdo aquosa.

A Tabela 1 abaixo lista o numero de carbonos nas cadeias
acilicas, o peso molecular, e as temperaturas dos pontos de
fusdo de 1lipidos neutros representativos que podem ser

usados na préatica desta invencédo.

Propriedades Fisicas de Lipidos Neutros

éLipido neutro Ester de Acido % Peso Viscosidade EP.F. °c
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(continuacéao)

Propriedades Fisicas de Lipidos Neutros
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ELipido neutro iEster de Acido Peso Viscosidade cP P.F. °C§
‘ éGordo Molec.

iEster de

éColesterol

{ Oleato de :

\Colesterol :c18:1 9C 651 44-47

E Octanoato de

EColesterol 512 110

Num método da invencdo, a velocidade de 1libertacdo do
composto biologicamente ativo ¢ modificada por utilizacéo
no fabrico dos lipossomas multivesiculares, de um
componente lipidico neutro que compreende trioleina ou
tripalmitoleina, ou uma mistura das mesmas, como lipido
neutro de libertacdo lenta, e por selecdo de uma razdo
molar lipido neutro de libertacdo lenta para lipido neutro
de libertacdo répida no intervalo de cerca de 1:0 a 0:1. A
velocidade de libertacdo do composto ativo aumenta com o
aumento da proporcdo do lipido neutro de libertacdo réapida
na razdo molar. Em geral, a razdo molar entre o componente
lipidico neutro e a soma de todos os lipidos na formulacdo
com MVL encontra-se no intervalo de cerca de 0,01 a cerca
de 0,21. 0O 1lipido neutro de libertacdo rapida preferido
para uso em tais formulacdes com trioleina e/ou

tripalmitoleina é a tricaprilina.

Para além do efeito do ponto de fusdo, para o qual
contribui em parte o componente lipidico neutro, as
caracteristicas da fase aquosa encapsulada nos MLV, em
particular a interacdo quimica do composto ativo com os
lipidos nos MVL, podem também influenciar a velocidade de

libertacdo do composto biologicamente ativo. Para tomar
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este fator adicional em consideracdo durante a formulacéo,
numa forma de realizacdo, esta invencdo proporciona um
método para adaptar o componente lipidico neutro a fase

aquosa de interesse.

Na primeira etapa do método, para determinar como O
componente lipidico neutro funciona com qualquer fase
aquosa especifica (isto ¢é, uma contendo um composto
biologicamente ativo de interesse), prepara-se uma familia
de formulacdes com MVL contendo a fase agquosa de interesse,
em que cada membro da familia de formulacdes contém uma
diferente razdo molar de lipido neutro de libertacéo
lenta:répida dos lipidos neutros de libertacdo lenta e
rédpida selecionados, de tal modo que a familia, como um

todo, representa uma progressdo gradual de tais razdes, por

exemplo 1:1, 1:2, 1:4, 1:9, 1:18, 1:27, 1:100, etc.

As velocidades de libertacdo 1in vivo correspondentes as
varias razdes molares lipido neutro lento:répido
incorporadas nos membros individuais da familia de
formulacdes com MVL séo determinadas incubando
separadamente cada membro da familia in vitro em plasma ou
num meio do tipo plasma a temperatura in vivo, isto &, 37
°C para humanos, durante um periodo de horas, ou mesmo

dias.

Qualguer um dos métodos ilustrados nos Exemplos, ou outros
conhecidos dos peritos na técnica, pode ser usado para
determinar em pontos do tempo progressivos a guantidade
acumulada de uma ou mais substdncias encapsuladas com a
fase aquosa que tenha(m) sido libertada(s) durante a
incubacdo. Para facilitar a realizacdo desta determinacéo,

pode incluir-se na fase aquosa na altura da encapsulacéo,
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uma substédncia radioativa, tal como sacarose marcada com
“C. No entanto, ¢é preferivel selecionar o composto
biologicamente ativo de interesse como a substancia cuja
velocidade de 1libertacdo ¢é monitorizada e registada. E
recomendado que a informacdo sobre a velocidade de
libertacdo seja obtida desta maneira para cada membro da

familia de formulacbdes a ser testada.

A partir da informacdo sobre a velocidade de libertacédo
determinada por este procedimento, pode representar-se um
grafico gue mostra uma curva de libertacdo, ou “perfil de
velocidades de libertacdo” para cada membro da familia de
formulacodes, para mostrar as suas caracteristicas
individuais de libertacdo in vivo, em que as ordenadas do
grafico indicam a guantidade acumulada da substéncia de
interesse que foi libertada ou retida, e as abcissas
indicam os pontos de tempo progressivos nos quais a
quantidade libertada ou retida é medida. Gera-se assim uma
familia de curvas de velocidades de libertacéo
correspondente, em que cada curva da familia ilustra as
caracteristicas de libertacdo da sua correspondente razéo
molar lipido neutro lento:rdpido guando usada com a fase

aquosa a ser testada.

O perito na técnica pode entdo selecionar a formulacdo com
as caracteristicas de libertacdo mais desejaveis para a
aplicacédo terapéutica particular de interesse, para se
obter o controlo desejado sobre a libertacdo da substancia
de interesse (isto &, um composto biologicamente ativo), de
modo a libertar uma gquantidade terapeuticamente eficaz do
composto ativo no individuo ao qual se pretende administrar
a formulacdo com MVL. Um perito na técnica pode assim

selecionar uma formulacdo com MVL, em particular uma com a
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razdo molar lipido neutro lento:rédpido mais vantajosa, para
administrar uma dose terapeuticamente eficaz ao longo do
periodo de tempo étimo, de modo a maximizar o efeito
terapéutico do féarmaco ou de outro composto biologicamente

ativo administrado durante a terapia.

Por exemplo, se se desejar produzir uma formulacdo com MVL
que liberte um composto ativo particular in vivo num
periodo de tempo relativamente curto, isto é, ao longo de
varias horas apds a administracéao, seleciona-se o)
componente lipidico neutro que d& origem a uma curva de
libertacdo indicando tais caracteristicas de 1libertacédo
quando armazenado in vitro em plasma, ou numa composicdo do
tipo plasma, a cerca de 37 °C. A proporcédo do lipido neutro
de libertacdo rapida na razdo serd comparativamente grande
nesta circunstancia. Por outro lado, gquando se deseja
produzir uma formulacdo com MVL que liberte o seu composto
ativo in vivo ao longo de um periodo de tempo relativamente
longo, isto ¢, ao longo de dezenas de horas depois da
administracdo, mesmo até 200 horas apds administracéo,
seleciona-se o componente lipidico neutro que da origem a
uma curva de libertacdo indicando tais caracteristicas de
libertacdo quando incubado em condig¢des in vivo. Neste
caso, a proporcdo do lipido neutro de libertacdo lenta na
razdo molar serd comparativamente grande, e em alguns casos
o componente lipidico neutro nédo conterd de todo qualquer

lipido neutro de libertacédo réapida.

A estabilidade de vida Gtil das formulacdes deve também ser
determinada por incubacdo das formulagdes no meio de
armazenamento contemplado, a qualquer que seja a
temperatura de armazenamento que seja necessaria para

assegurar a integridade do composto biologicamente ativo
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durante um periodo de tempo adequado. Por conveniéncia, os
testes de estabilidade de vida util podem também ser
conduzidos em plasma ou em meio do tipo plasma, mas um
perito na técnica serd capaz de substituir um meio de
armazenamento adegquado diferente, tal como solucdo salina
normal, para uso com O composto biologicamente ativo de
interesse, se desejado. Uma vez dgque muitos compostos
biologicamente ativos requerem armazenamento a temperaturas
no intervalo de cerca de 2 a 8 °C, é recomendado gque oS
testes de estabilidade de vida Gtil sejam conduzidos a uma

temperatura neste intervalo.

Estes procedimentos s&o ilustrados nos Exemplos deste
pedido. Por exemplo, em formulag¢des contendo misturas de
trioleina e tricaprilina, quando o componente lipidico
neutro foi mantido constante e foram feitos aumentos
graduais na razdo de trioleina para tricaprilina, foram
obtidas formula¢gdes com MVL caracterizadas por uma
libertacdo cada vez mais lenta, tal como ilustrado no
Exemplo 14 (Figura 18). No Exemplo 13, preparou-se uma
familia graduada de formulag¢des encapsulando sacarose e
lisina-HCl, e <contendo misturas de tripalmitoleina e
tricaprilina. Criou-se uma familia graduada de formulacdes
com razdes molares tripalmitoleina:tricaprilina de 0:1,
1:0, 1:9, 1:4, 1:2, e 1:1, mantendo constante a gquantidade
de tripalmitoleina e fazendo aumentos graduais na
quantidade de tricaprilina. Neste Exemplo, foi obtida uma
libertacdo cada vez mais répida para cada aumento gradual

na proporcdo de tricaprilina no componente lipidico neutro.

Deve notar-se em particular que, de forma diferente da
maior parte de outros tipos de lipossomas, as

caracteristicas exatas de libertacdo in wvivo no que diz
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respeito a formulacdes com MVL ndo podem ser previstas a
partir de estudos de libertacdo in vitro conduzidos em
solucéo salina. Por exemplo, MVL formulados com
tricaproina, um triglicérido apenas com 6 carbonos nas suas
unidades acilicas, como Unico lipido neutro nédo foram
estdveis em condic¢des in vivo (em solucgdes contendo plasma
ou albumina do soro a 37 ©°C, mas foram estdvels nas
condicdes de armazenamento (em solucdo salina a 2-8 °C até
uma semana). No entanto, as formulacgdes contendo razdes
molares tricaproina:trioleina de 4:1, 9:1, e 18:1 foram
estédveis em condig¢des in vivo durante pelo menos 4 dias, e
deram origem a um conjunto graduado de curvas de

velocidades de libertacd&o (Figura 14).

Numa outra forma de realizacéo, a presente invencéo
proporciona composicdes lipossomais gque compreendem uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto
biologicamente ativo encapsulado numa formulacdo com
lipossomas multivesiculares, em gque a composicdo compreende
um componente lipidico neutro com uma razdo molar entre o
lipido neutro de 1libertacdo lenta e o 1lipido neutro de
libertacdo réapida no intervalo de razdes molares de cerca
de 0:1 a 1:0, por exemplo de 1:1 a 1:100, e em geral de
cerca de 4:1 a 27:1. A razido molar do componente lipidico
neutro para a soma dos lipidos na formulacdo com MVL
encontra-se geralmente no intervalo de cerca de 0,01 a

cerca de 0,21.

Os lipidos anfipaticos preferidos para uso na preparacdo de
lipossomas multivesiculares sédo fosfolipidos com numeros
pares de carbonos na cadeia carbonada, porque esses
fosfolipidos s&o lipidos naturais encontrados no corpo e

ndo produzem metabolitos tdéxicos. Segue-se uma lista
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representativa de lipidos anfipadticos preferidos para uso
na pratica desta invencdo. Incluem-se também abreviaturas
que podem ser usadas para fazer referéncia a fosfolipidos

particulares neste pedido.

DOPC ou DC18:1PC 1,2-dioleocil-sn-glicero-3-fosfocolina
DLPC ou DC12:0PC = 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-fosfocolina
DMPC ou DC14: 0PC = 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfocolina

DPPC ou DCl6:0PC= 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DSPC ou DC18:0PC = 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DAPC ou DC20:0PC = 1,2-diaraquidoil-sn-glicero-3-
fosfocolina

DBPC ou DC22:0PC = 1,2-dibehenoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DC16:1PC = 1,2-dipalmitoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DC20:1PC = 1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-fosfocolina

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

DOPG = 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol

O termo “composto biologicamente ativo”, tal como usado
neste documento, designa um composto guimico gque é
conhecido na técnica como tendo utilidade para modular
processos bioldgicos de modo a se alcancar um efeito
desejado em modulacdo ou tratamento de uma condicgédo
patoldgica indesejivel existente num ser humano, tal como
um efeito médico, agricola ou cosmético. Assim, 0s
compostos biologicamente ativos s&o geralmente selecionados
de entre as amplas categorias de medicamentos, féarmacos,

radioisdtopos, produtos agricolas e cosméticos.

Os compostos ou fadrmacos terapéuticos biologicamente ativos
para encapsulacdo nos métodos e composigdes desta invencdo

incluem agentes antineoplésicos, agentes anti-infeciosos,
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hormonas, antidepressivos, agentes antivirais, agentes

antinocicetivos, ansioliticos e agentes bioldgicos.

Exemplos representativos de agentes antineoplédsicos uteis
nas composicdes e métodos da presente invencdo incluem o
metotrexato, fator de necrose tumoral, clorambucil,
interleucinas, etoposideo, citarabina, fluorouracilo e

vimblastina.

Exemplos representativos de agentes anti-infeciosos uteis
nas composicdes e métodos da presente invencdo incluem a
pentamidina, metronidazol, penicilina, cefalexina,

tetraciclina e o cloranfenicol.

Exemplos representativos de agentes antivirais uUteis nas
composicbes e métodos da presente invencdo incluem a
didesoxicitidina, zidovudina, aciclovir, interferdes,

didesoxiinosina e o ganciclovir.

Exemplos representativos de ansioliticos e sedativos uteis
nas composicdes e métodos da invencéao incluem as
benzodiazepinas tais como o diazepam, barbituratos tais
como o fenobarbital, e outros compostos tais como a

buspirona e o haloperidol.

Exemplos representativos de hormonas Uteis nas composicgdes
e métodos da presente invencdo incluem o estradiol,
prednisona, insulina, hormona do crescimento,

eritropoietina e prostaglandinas.

Exemplos representativos de antidepressivos Uteis nas
composicbes e métodos da presente invencdo incluem a

fluoxetina, trazodona, imipramina e a doxepina.
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Exemplos representativos de agentes antinocicetivos uteis
nas composicdes e métodos da presente invencdo incluem a

hidromorfina, oxicodona, fentanilo, morfina e a meperidina.

O termo “agentes bioldgicos” engloba &cidos nucleicos (DNA
e RNA), proteinas e péptidos, e inclui compostos tais como
as citogquinas, hormonas (hormonas pituitéaria e
hipofisaria), fatores de crescimento, vacinas, etc. S&do de
particular interesse a interleucina-2, fator de crescimento
do tipo insulina 1, interferdes, insulina, heparina,
leuprolida, fator de estimulacéo de colédénias de
granuldécitos (GCSF), fator estimulante de coldénias de
granulécitos-macrdéfagos (GM-CSF), fator de necrose tumoral,
inibina, fator de <crescimento tumoral alfa e Dbeta,
substédncia inibidora Mulleriana, calcitonina, e vacina da

hepatite B.

O composto biologicamente ativo pode ser empregado na
presente invencdo em varias formas, tais como complexos
moleculares ou sais biologicamente aceitédveis. Exemplos
representativos de tais sais sdo o succinato, cloridrato,
bromidrato, sulfato, fosfato, nitrato, borato, acetato,
maleato, tartarato, salicilato, sais de metais (p. ex.
alcalinos ou alcalinoterrosos), sais de aménio ou de aminas
(p. ex. aménio quaternério), e outros semelhantes.
Adicionalmente, podem também ser empregados derivados das
substincias ativas tais como ésteres, amidas, e éteres, que
tém caracteristicas de retencdo e de libertacdo desejaveis,
mas que sdo prontamente hidrolisaveis in vivo pelo pH

fisioldgico ou enzimas.

Tal como usado neste documento, o termo “quantidade
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terapeuticamente eficaz” designa a quantidade de um
composto biologicamente ativo necessidria para induzir um
efeito farmacoldégico desejado. A quantidade pode variar
muito de acordo com a eficacia de uma substéncia ativa
particular, a idade, ©peso, e resposta do hospedeiro
individual, bem como com a natureza e gravidade dos
sintomas do hospedeiro. Consequentemente, ndo existe
qualquer limitacéo critica superior ou inferior a
quantidade da substéncia ativa. A quantidade
terapeuticamente eficaz a ser empregada na presente
invencdo pode ser determinada prontamente pelos peritos na

técnica.

Acredita-se que o componente lipidico neutro nos MVL, que é
exclusivo dos MVL entre as formulacdes lipossomais,
interage com o ambiente in vivo de um modo tal que afeta a
velocidade a qual os compostos encapsulados nos MVL séo
libertados. Em particular, os MVL com um componente
lipidico neutro constituido por triglicéridos com menos de
6 carbonos na unidade acilica interagem com o ambiente 1in
vivo de modo a se tornarem completamente desestabilizados
virtualmente depois de contacto com plasma sanguineo. Por
esta razdo, as solucdes salinas ndo imitam com exatiddo o
efeito do ambiente in vivo nas caracteristicas de
libertacdo do férmaco de MVL, mas foi descoberto que
estudos de libertagdo in vitro conduzidos usando plasma
sanguineo ou um meio do tipo plasma, podem ser usadosS para
determinar com exatiddo as caracteristicas de libertacédo in

vivo de uma formulacdo com MVL.

Os exemplos que se seguem ilustram o modo segundo o qual se
pode praticar a invencdo no entanto, que os exemplos sé&o

para a finalidade de



31

Exemelo 1

MVL contendo G-CSF

1. Fabrico

Para o fabrico de 1lipossomas multivesiculares (MVL)
contendo o fator de estimulacdo de coldénias de granuldcitos
(G-CSF), a solucgdo de combinacdo de lipidos continha (por
mL de cloroférmio): 11 mg de DOPC, 2,3 mg de DPPG, 8,7 mg
de colesterol e 2,4 mg (2,7 umol) de trioleina ou 1,3 mg
(2,7 umol) de tricaprilina. As solucdes de 1lipidos que
continham quatro razdes molares diferentes dos 1lipidos
neutros trioleina e tricaprilina foram preparadas
misturando volumes apropriados das solucgbdes de lipidos
contendo trioleina e tricaprilina. As razdes molares de
trioleina para tricaprilina foram de 100:0, 50:50, 25:75,

10:90, e 0:100.

A primeira solucdo de fase aquosa para formulacdes com MVL
continha glicina 174 mM, HC1 100 mM, Tween80™ a 0,001%, e
G-CSF a 100 ug/mL; adicionou-se 1 mL a um frasco contendo 1
mL da combinacdo de lipidos e emulsionou-se fixando o
frasco tapado numa configuracdo horizontal na direcdo da
cabeca de um misturador de vértice (Scientific Products) e
agitando a velocidade méxima (2400 oscilacdes/min.) durante

6 minutos.

A emulsdo final (2 mL) foi dividida e transferida para dois
frascos contendo 2,5 mL de glicose a 3,2% e lisina 40 mM. A
emulsdo foi dispersada em goticulas microscédpicas fixando o

frasco tapado numa configuracdo horizontal na direcdo da
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cabeca de um misturador de vértice e agitando durante 3
segundos a 2400 oscilacdes/min. O contetdo dos frascos foi
transferido para um frasco contendo 5 mL da glicose a 3,2%,
lisina 40 mM. Removeu-se o clorofédrmio das goticulas ou
esférulas microscédpicas transferindo o frasco para um banho
de &gua girorrotativo a 37 °C e fazendo passar azoto gasoso
sobre a superficie da suspensdo a um caudal de 10-15 cfh
(do inglés “cubic feet per hour” = pés cubicos por hora)
durante 10 minutos. Obtiveram-se lipossomas

multivesiculares em suspensdo contendo G-CSF encapsulado.

As suspensbes de particulas foram diluidas de 1:4 com
solucdo salina normal, e as particulas foram recolhidas por
centrifugacdo a 800 X g durante 10 minutos. A solucéo
sobrenadante foi removida por aspiracdo, e as particulas
foram lavadas duas vezes por ressuspensdo em solucdo salina
normal fresca e centrifugacdo. O produto final lavado foi
ressuspenso a 25% de volume de particulas empacotadas por
volume total, e armazenado a 2-8 °C para estudos

posteriores.

2. Velocidade de libertacdo in vitro

A velocidade de libertacdo in vitro dos MVL preparados tal
como descrito acima foi determinada por incubacdo em
solugdes salinas contendo plasma humano citrado a 70% e
azida de s6édio a 0,1% a 37 °C. O G-CSF foil determinado na
fracdo de particulas recolhidas por centrifugacédo, por
solubilizacdo das amostras em IPA a 50%, e quantificacéo
por cromatografia liquida de alta pressdo e detecdo por UV

usando métodos conhecidos.

A dependéncia da velocidade de libertacdo in vitro do G-CSF
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da composicdo do componente lipidico neutro wusado no
fabrico dos lipossomas multivesiculares ¢é mostrada na
Figura 1. A medida que a razido molar entre a trioleina e a
tricaprilina foi aumentada, a velocidade de libertacdo do

G-CSF dos lipossomas multivesiculares diminuiu.

3. Velocidade de libertacdo in vivo

As formulacdes de G-CSF com MVL de trioleina e tricaprilina
foram avaliadas num modelo farmacodindmico em Hamsters
Sirios Dourados. O G-CSF exdbdgeno estimula a producdo de
neutré6filos (granuldcitos), que pode ser avaliada ensaiando
amostras de sangue guanto a um aumento no numero de
neutré6filos no sangue periférico e, correspondentemente, a

um aumento no numero de leucdcitos no sangue periférico.

Por conseguinte, as formulacdes contendo tricaprilina ou
trioleina foram avaliadas quanto a libertacdo num modelo
farmacodinédmico de hamsters que mediu o pico e a duracdo do
excesso de producdo de leucdcitos (granuldcitos) causados
pelo G-CSF rhu (Cohen et al. 1987, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 84:2484-2488). Nestes estudos, a injecdo subcuténea de
uma solucdo de G-CSF foi wusada como controlo para a
bioequivaléncia da proteina encapsulada. A formulacdo de
libertacédo répida contendo tricaprilina foi também usada
como controlo para a bioequivaléncia da proteina
encapsulada. Em primeiro lugar, comparou-se O Ppico e a
duracdo do aumento de granuldbdcitos por injecdo subcuténea
de hamsters com formulag¢des contendo toda a tricaprilina
(razdo molar lento:rdpido de 0:100), com os causados por
uma solucdo de G-CSF ndo encapsulado e a formulacdo de
trioleina de duracdo mais longa de libertacdo (razdo molar

lento:répido de 100:0). Para cada formulacdo, 3 a 5
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hamsters receberam 75-100 ug de G-CSF por kg. Os resultados
(Figura 2), sdo tails como previstos pelos estudos de
libertacéo in vitro. A formulacédo de tricaprilina
proporcionou uma libertacdo réapida de G-CSF e estimulou uma
producdo de granuldbdcitos semelhante a da solucdo de G-CSF
ndo encapsulado. A formulacdo de trioleina teve um pico

mais baixo (e mais tardio) e de maior duracédo.

Como controlo adicional, injetou-se um grupo de hamsters
com a formulacdo de trioleina solubilizada com detergente
(Tween 20™) imediatamente antes da injecdo. O numero de
granulédcitos encontrado as 24 horas para a formulacéo
solubilizada foi semelhante ao observado como resultado de
injecdes das solucdes de G-CSF ou da formulacdo contendo

apenas tricaprilina como lipido neutro (Figura 2).

ExemElo 2

1. Fabrico

Os lipossomas multivesiculares contendo fator de
estimulacdo de coldénias de granuldcitos/macréfagos (GM-CSF)
foram fabricados tal como descrito no Exemplo 1, mas usando
razdes molares de lipido neutro trioleina para tricaprilina

de 100:0, 25:75 e 10:90.

2. Libertacdo in vitro em plasma humano a 37 °C

As suspensdes foram preparadas e incubadas em plasma humano
a 37 °C tal como descrito no Exemplo 1. O GM-CSF que
permanece encapsulado foi determinado por solubilizacdo da
fracdo de particulas em IPA a 50%, e quantificacdo por

cromatografia liquida de alta pressdo e detecdo com UV
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usando métodos conhecidos.

Os resultados do ensaio de libertacdo in vitro (Figura 3)
demonstram que a substituicdo gradual de trioleina por
tricaprilina resulta em aumentos graduais da velocidade de

libertacéao.

3. Farmacocinética in vitro

Administrou-se a ratinhos BALBc (com 7 a 8 semanas de idade
e pesando aproximadamente 20 gramas) injec¢des subcuténeas
de lipossomas contendo GM-CSF fabricados com trioleina a
100% ou uma razdo de 25:75 de trioleina para tricaprilina.
Recolheram-se amostras de sangue antes da injecdo e a 1, 2,
4, e 7 dias depois da injecdo, e ensaiou-se o plasma quanto
a concentracdo de GM-CSFEF usando um kit ELISA. A formulacédo
fabricada com 25:75 de trioleina para tricaprilina
proporcionou um nivel mais elevado do pico e uma duracdo
mais curta do GM-CSF rhu detetdvel comparativamente a
formulacdo fabricada com 100% de +trioleina como lipido
neutro (Figura 4). Estes resultados sdo tal como previstos
pelo ensaio in vitro em plasma humano a 37 °C, e mostram
que a velocidade de 1libertacdo do GM-CSEF encapsulado
aumenta por adicdo de tricaprilina ao componente lipidico

neutro.

Exemelo 3
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Depo/IGF-1

1. Fabrico

Os lipossomas multivesiculares foram fabricados com IGF rhu
(fator de crescimento do tipo insulina humano
recombinante), com sacarose marcada com ‘‘C como um
espacador osmdbdético, e citrato de amdénio como tampdo. A
solucdo de combinacdo de lipidos continha (por litro) 10,4
g de DOPC, 2,1 g de DPPG, 7,7 g de colesterol, e o
componente triglicérido consistiu em 2,1 g de trioleina,
1,9 g de tripalmitoleina, 1,5 g de trilaurina, 1,3 g de
tricaprina, ou 1,1 g de tricaprilina (razdo molar,

0,34:0,07:0,52:0,006).

A primeira solucdo de fase aquosa continha (por mL) 16 mg
de IGF-1 rhu (Chiron), sacarose a 7%, e cilitrato de amdnio
20 mM, pH 5. Preparou-se uma primeira solugdo misturando a
alta velocidade 5 mL da solucdo de combinacdo de lipidos
com 5 mL da solucdo de fase aquosa a 9000 rpm durante 9
minutos a 25=277 °C. A  emulsédo foi cisalhada em
microgoticulas (esférulas) por adigdo de 30 mL de lisina 40
mM, solucdo de glicose a 4% ao recipiente de mistura e
misturando a 6000 rpm durante 1 minuto. O clorofdérmio foi
removido das goticulas ou esférulas microscépicas
transferindo a suspensdo para um frasco contendo 70 mL de
lisina 40 mM, solucdo de glicose a 3,2%, colocando o frasco
num banho de &gua girorrotativo a 37 °C, e fazendo passar
azoto gasoso sobre a superficie da suspensdo com um caudal
de 70 cfh durante 20 minutos para se obter as particulas de

MVL em suspensdao.

As suspensbdes foram diluidas de 1:4 com solucdo salina
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normal, e recolheram-se as particulas por centrifugacdo a
800 X g durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
solucdo do sobrenadante foi removida por aspiracdo, e
lavagem das particulas duas vezes ressuspendendo em solucédo

salina normal fresca e centrifugacéo.

2. Velocidades de libertacdo in vitro

O produto final lavado foi ressuspenso a 25% de volume de
particulas empacotadas por volume total e armazenado a uma
temperatura de 2-8, 25, 32, ou 37 °C durante 24 ou 48
horas. A fracdo de pelotas da centrifugacdo a 25.000 X G X
2 minutos foi solubilizada e ensaiada por HPLC para o IGF-1
retido. Do mesmo modo, cada uma das formulacdes contendo
IGF-1 armazenadas a 2-8 °C foi avaliada dentro de 24 horas
no ensaio de libertacdo in vitro descrito no Exemplo 1 e os
resultados estdo resumidos na Figura 5. As formulacbes
fabricadas com trioleina (C1l8:1) ou tripalmitoleina (Cl6:1)
apresentaram um perfil de velocidades de libertacéo
semelhante. Mais de 70% do IGF-1 encapsulado foi libertado
em 7 dias. A formulacdo fabricada com tricaprilina (C8)
demonstrou ter um perfil de velocidades de libertacéo
rdpido, com libertacdo quase completa de IGF-1 em 2 dias.
As formulacdes fabricadas com tricaprina (C10) ou
trilaurina (Cl2) libertaram IGF-1 de forma nitidamente mais
lenta do que a formulacdo de trioleina padr&o, menos de 50%
libertado em 7 dias. Estes resultados sugerem que O
comprimento da cadeia acilica do triglicérido ndo se
correlaciona diretamente com a velocidade de libertacdo do
IGF-1 encapsulado in vitro, porque a libertacdo das
formulacdes de tricaprilina (C8) foi mais réapida do que a

das formulacgdes de tricaprina (C10) ou trilaurina (C1l2).
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Deve referir-se que o armazenamento das formulacdes de
trilaurina em solucdo salina durante apenas alguns dias a
2-8 °C resultou numa reorganizacdo morfoldgica das
particulas e numa libertacdo completa conjunta de materiais
encapsulados. Este efeito né&o seria de esperar da
estabilidade apresentada no ensaio de libertacdo in vitro a
temperaturas mais altas. Este efeito catastrdédfico foi
relacionado com o) armazenamento da formulacéo a
temperaturas significativamente inferiores ao ponto de
congelamento do lipido neutro. Este efeito é demonstrado

nos Exemplos 16 e 17 abaixo.

3. Farmacocinética in vivo

Ratos Sprague-Dawley macho (pesando de 250 a 300 g) foram
injetados subcutaneamente com a formulacdo de lipossomas
multivesiculares contendo IGF-1, que foram fabricados com
tricaprilina ou tripalmitoleina como lipido neutro. A
formulacdo com tricaprilina demonstrou um nivel de pico
mais alto de IGF-1 rhu plasmético e uma duracdo curta de
libertacdo comparativamente a formulacdo fabricada com
tripalmitoleina (Figura 6). Este resultado confirma a
previséo de libertacéo rapida de lipossomas
multivesiculares fabricados com tricaprilina com base em

resultados do ensaio de libertacdo in vitro.

ExemElo 4

1. Fabrico

Para o fabrico de lipossomas multivesiculares contendo

insulina rhu, a solucdo de combinacido de lipidos continha

(por mL de clorofdérmio): 11 mg de DOPC, 2,3 mg de DPPG, 8,7
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mg de colesterol e 2,4 mg (2,7 umol) de trioleina ou 1,3 mg

(2,7 umol) de tricaprilina tal como indicado.

As formulacbes da primeira solucdo de fase aquosa continham
sacarose marcada com ‘‘C a 7,5%, &cido citrico 20 mM, HC1
50 mM e insulina rhu a 5 mg/mL (E. coli, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO). Preparou-se uma primeira emulséo
misturando a alta velocidade 4 mL da solucdo de combinacdo
de lipidos com 4 mL da solucdo de fase aquosa a 9000 rpm
durante 8 minutos a 25-27 °C. A emulsdo foi cisalhada em
microgoticulas (esférulas) por adicdo de uma solucdo ao
recipiente de mistura, de 20 mL de lisina 20 mM, glicose a

%, e misturando a 3000 rpm durante 1 minuto. O clorofdérmio
foi removido das goticulas ou esférulas microscdpicas
transferindo a suspensdo para um frasco contendo 30 mL de
uma solucdo de lisina 20 mM, glicose a 4% a 37 °C num banho
de A4gua girorrotativo, e fazendo passar azoto gasoso sobre
a superficie da suspensdo com um caudal de 70 pés cubicos
por hora durante 20 minutos para se obter as particulas de

MVL em suspensao.

As suspensdes foram diluidas de 1:4 com solugcdo salina
normal, e as particulas foram recolhidas por centrifugacéo
a 800 X g durante 10 minutos. A solucdo sobrenadante foi
removida por aspiracdo, e lavagem das particulas duas vezes
por ressuspensdo em solugdo salina normal fresca e
centrifugacdo. O produto final lavado foi ressuspenso a 25%
de volume de particulas empacotadas por volume total e

armazenado a 2-8 °C para estudos posteriores.

2. Velocidades de libertacdo in vitro
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O ensaio de libertacdo “in vitro” foi efetuado diluindo 1
volume de suspensdo armazenada com 3,2 volumes de plasma
humano citrado, e colocando 0,6 mL desta suspensdo em tubos
de microcentrifugadora que foram tapados e incubados em
condic¢des dinédmicas a 37 °C. Apds 1, 3, 6 e 7 dias, os
tubos foram centrifugados a 14.000 X g X 2 minutos, e a
solucdo sobrenadante foi transferida para um outro tubo
para Dbioensaio. As fracbes de ©pelotas de amostras
centrifugadas foram incubadas em NonIdet® NP-40
(CalBiochem, San Diego, CA) a 1%, &acido trifluoroacético 50
mM durante 10 minutos a 37 °C. Determinou-se a sacarose
marcada com ‘“C e a insulina retida pela fracdo de pelotas,
respetivamente, por contagem de cintilacdo e HPLC de fase
reversa usando métodos conhecidos. 0Os resultados destes
estudos mostraram que o0s lipossomas multivesiculares
fabricados com trioleina como lipido neutro libertaram
tanto sacarose como insulina de forma equivalente e linear,
com libertacdo praticamente completa em 7 dias. Em
contraste, a formulacdo fabricada com tricaprilina reteve
apenas 20 a 25% da sacarose e insulina encapsuladas, depois

de apenas 1 dia de incubacdo em plasma (Figura 7).

Exemplo 5

1. Fabrico

Para o fabrico de lipossomas multivesiculares contendo
morfina, usou-se um processo escalédvel, validavel pelas
GMP. As raz®es molares dos componentes lipidicos neutros
trioleina ©para tricaprilina foram de 1:4 ou 1:9. As
formulacgdes de controlo continham trioleina ou tricaprilina
como O Unico lipido neutro. A solucdo de combinacdo de

lipidos continha (por litro) 10,2 g de DOPC, 2,0 g de DPPG,
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7,6 g de colesterol, de 2,1 g a 1,1 g de triglicérido,
dependendo da razdo molar trioleina:tricaprilina, (razdo

molar, 0,34:0,07:0,52:0,06).

A primeira solucdo de fase aguosa continha (por litro) 21 g
de sulfato de morfina pentahidratado, &cido cloridrico 0,01
N. Preparou-se uma primeira emulsdo misturando a alta
velocidade 0,62 1 de solucdo de combinacdo de lipidos com
0,9 1 de solucdo de fase aquosa a 8000 rpm durante 30
minutos a 25-27 °C. A emulsdo foi cisalhada em
microgoticulas (esférulas) transferindo-a para um segundo
recipiente de mistura contendo 15 litros de lisina 4 mM,
solucdo de glicose a 5,9%, e misturando a 1250-1300 rpm
durante 1,5 minutos a 45 °C. Removeu-se o clorofdérmio das
esférulas pulverizando a suspensdo durante 50 minutos a 45
°C em intervalos escalonados: 17 minutos a 15 L/min., 5
minutos a 40 L/min., 28 minutos a 10 L/min. As particulas
de MVL foram assim obtidas em suspensdo. As particulas na
suspensdo final foram concentradas e lavadas isentas de
morfina ndo encapsulada por filtracdo de fluxo cruzado ou
diafiltracdo com 25 L de solucdo salina normal. O produto
final 1lavado foi armazenado a 2-8 °C para estudos

posteriores.

2. Perfis de libertacdo in vitro

Os ensaios de libertacdo in vitro foram efetuados através
de uma diluicdo de 1:9 de suspensdes que continham 8 a 15
mg de sulfato de morfina encapsulado por mL em plasma
humano. As suspensdes foram incubadas a 37 °C sob condicdes
dindmicas. Apds 1, 2, 4, e 7T dias, as amostras foram
diluidas de 1:4 com solucdo salina normal, as particulas

sedimentadas por centrifugacdo a 800 X g X 10 min., e a
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fracdo de particulas ensaiada para determinar a quantidade
de morfina retida por solubilizacdo da fracdo de pelotas
com IPA a 50% e ensaio por espetrofotometria de UV usando

métodos conhecidos.

A Figura 8 mostra o perfil de velocidades de libertacdo da
libertacdo de morfina para estas formulacdes em plasma
humano. Tal como se mostra em exemplos anteriores, a medida
que a razdo de trioleina para tricaprilina aumenta, a

velocidade e a extensdo da libertacdo de morfina diminui.

3. Farmacocinética in vivo

Avaliou-se a libertacéo in vivo dos lipossomas
multivesiculares contendo morfina, fabricados com trioleina
e tricaprilina apenas ou em combinacdo, em cdes Beagle
utilizando um modelo farmacocinético de injecdo epidural.
Nestes estudos, o nivel de morfina libertada da formulacdo
lipossomal injetada num sitio epidural foi determinado no
plasma e num sitio intratecal adjacente (CSF, fluido
cérebro-espinhal) separado do sitio epidural pela membrana
meningea espinhal. Apenas se mostram os resultados para o

CSF (Figura 9).

Observa-se uma correlacdo entre os resultados de libertacéo
in vitro sumariados na Figura 8 e os perfis de velocidades
de 1libertacdo no modelo canino (Figura 9). A formulacéo
contendo tricaprilina liberta muito rapidamente in vivo,
com uma libertacdo praticamente completa em 24 horas. O
Tempo de Residéncia Médio (MRT) para a formulacdo com 100%
de tricaprilina foi semelhante ao da injecdo de morfina né&o
encapsulada, isto ¢, 2,3 h vs. 1,6 h. A inclusdo de uma

pequena quantidade de trioleina durante o fabrico, isto &,
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uma razdo molar trioleina:tricaprilina de 1:9 ou 1:4,
retarda a velocidade de libertacdo, estendendo a duracdo da
libertacdo ao longo de 4 a 5 dias, com MRT de 13,2 h e 15,3
h, respetivamente. Todas as formulacdes contendo
tricaprilina libertam mais rapidamente do que a formulacéo
que usa trioleina como o Unico lipido neutro, gue tinha um

MRT de 69 h neste modelo.

4, Estabilidade durante o armazenamento

A alteracdo gradual da composicdo dos lipidos neutros dos
MVL para proporcionar uma familia de formula¢des com um
aumento gradual de perfis de velocidades de libertacédo de
composto biocativo nédo parece comprometer a estabilidade
durante o armazenamento das formulacdes, desde dque as
formulacgdes sejam armazenadas perto ou acima do ponto de
fusdo da combinacdo de lipidos neutros. Avaliaram-se lotes
da formulacgdo de morfina com MVL de trioleina:tricaprilina
10:90, descrita acima e que liberta rapidamente tanto in
vitro como in vivo, quanto a dependéncia da velocidade de
libertacédo da temperatura de armazenamento. As suspensdes
de MVL em solucdo salina de armazenamento foram incubadas a
temperatura normal de armazenamento, 2-8 °C (4 °C nominal)
e a temperaturas elevadas, 26, 37, e 41 °C. Os resultados
destes estudos sdo apresentados na Figura 10, um grafico de
Arrhenius que representa o logaritmo da velocidade de
libertacdo em funcdo de 1/Temperatura (°K). O declive do
grafico parece ser continuo. O perfil de velocidades de
libertacédo a temperatura elevada apoia a observacdo de que
0os MVL armazenados em solucdo salina a 2-8 °C tém uma
libertacdo muito lenta (cerca de 1% da morfina encapsulada
em 100 dias) e, por conseguinte, pode esperar-se que tenham

uma vida Util superior a um ano, se o limite para a vida
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util for o critério de libertacdo de 5 ou 10% do material
encapsulado. Adicionalmente, ¢é também evidente que uma
matriz fisioldgica tal como plasma (Figura 9) ou o ambiente
in vivo do espaco epidural (Figura 9) aceleram muito a
libertacdo gquando comparados com a libertacdo em solucgédo
salina a 37 °C, isto ¢, 50% da morfina encapsulada
libertada ©por dia, versus menos de 1% da morfina

encapsulada por dia no tltimo.

ExemElo 6

Citosina-arabinosideo

1. Fabrico

Fabricaram-se lipossomas multivesiculares contendo
citosina-arabinosideo (AraC) com varias substituicdes para
o componente fosfatidilcolina da solucdo lipidica de fase
orgénica. As substituicdes foram efetuadas para determinar
o efeito no perfil de velocidades de libertacdo, de mudar o
componente acilico no fosfolipido principal numa formulacéo
com MVL contendo trioleina ou tricaprilina como lipido

neutro.

Neste primeiro exemplo, a DOPC é usada para demonstrar que
a velocidade de libertacdo num meio fisioldégico de
formulagdes com MVL contendo AraC/HCl na fase aquosa pode
ser modificada ajustando a razdo de trioleina ©para
tricaprilina. As combinac¢des de lipidos continham (por 1200
mL) 122,4 mL de DOPC a 100 mg/mL, 2,4 g de DPPG, 9,12 g de
colesterol, 2,5 g de trioleina ou 1,3 g de tricaprilina, ou
uma mistura dos mesmos, originando uma razdo molar de

trioleina para tricaprilina de 1:4, 1:9, 1:18, ou 1:27.
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A primeira solucdo de fase aquosa continha 20 mg/mL de
citosina-arabinosideo, HC1 0,1 N. Preparou-se uma primeira
emulsdo misturando a alta velocidade 10 mL de combinacdo de
lipidos e 10 mL de primeira solucdo de fase aquosa a 9000
rpm durante 9 minutos. A emulsdo foi cisalhada em
microgoticulas por transferéncia da primeira emulsdo para
um segundo recipiente de mistura contendo 200 mL de glicose
a 3,2%, lisina 40 mM e misturando a 2100 rpm durante 2,5
minutos. O cloroférmio foi removido transferindo a
suspensdo para dois frascos de 1 litro e fazendo passar
azoto a 70 cfh. A suspensdo final foi diluida de 1:2 com
solucédo salina, e as particulas recolhidas por
centrifugacdo a 800 X g X 10 min., lavadas 3 vezes,
ressuspensas a 33% de lipocrit, e depois ajustadas a 10

mg/mL.

2. Libertacdo in vitro em plasma humano

Os perfis de velocidades de libertacdo in vitro das
formulacdes com MVL de citosina-arabinosideo (AraC) foram
obtidos por diluicdo da suspensdo de 1:9 em plasma humano e
incubacédo das amostras a 37 °C sob condicdes dindmicas. Nos
pontos do tempo de 1, 2, 4, e 7 dias, adicionaram-se 1,2 mL
de solucédo salina a amostras de 0,3 mL em triplicado, e a
fracdo das particulas foi recolhida por centrifugacédo a
16.000 X g X 2 min. A fracdo do sobrenadante foi removida
por aspiracdo, e a fracdo de particulas foi ressuspensa em
1 mL de &lcool isopropilico a 50%, submetida a vértice,
incubada a 37 °C durante 10 min., centrifugada, e
adicionaram-se depois 0,06 ou 0,2 mL do sobrenadante a 1,0
mL de HCl1 0,1 N. A citosina-arabinosideo foi determinada

por U.V. a 280 nm com amostras.



46

Os perfis de libertacdo in vitro medindo a AraC retida
pelas formulacdes de lipossomas multivesiculares sé&o
apresentados na Figura 11. A libertacdo da formulacdo gue
tem apenas tricaprilina como lipido neutro foi réapida. A
medida que a razdo de tricaprilina para trioleina usada no
fabrico da formulacdo com MVL aumenta, a velocidade de
libertacdo de citosina-arabinosideo pelos MVL incubados em
plasma diminui. Assim, c¢ria-se uma familia de curvas de
velocidades de 1libertacdo com previsiveis velocidades de
libertacdo crescentes por meio de aumentos graduais da
quantidade de trioleina na razao trioleina para

tricaprilina.

ExemElo 7

Efeito da Substituicdo de Fosfatidilcolinas de Temperaturas
de Transicdo Superiores ou Comprimentos de Cadeia Maiores

por DOPC em Formulac¢des Contendo Tricaprilina

A classificacdo numa familia de perfis de velocidades de
libertacdo in vitro (tal como obtidos no Exemplo 6) em que
a maior razdo molar de tricaprilina para trioleina resulta
numa libertacdo mais réapida tanto em modelos in vivo como
in vitro (plasma a 37 °C), permanece consistente quando uma
fosfatidilcolina de temperatura de transicdo de fase
superior ou de cadeia de maior comprimento ¢é substituida
por DOPC nas formulacdes do Exemplo 6. Neste exemplo, a
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC, p.f. 55 °C) foi
substituida por DOPC (p.f. 0 °C).

1. Fabrico
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Os parédmetros de fabrico foram ajustados para acomodar o
p.f. superior da DSPC efetuando uma emulsificacdo a 50 °C.
O fabrico de emuls®es wusadas para as formulacdes de
controlo da DOPC foi realizado a temperatura ambiente. Para
além disso, a concentracdo de HCl1l da primeira solucdo de

fase aquosa foi aumentada de 36% em relacdo a do Exemplo 6.

A solucdo de combinacdo de lipidos continha (por 1litro)
10,2 g de DOPC ou 10,3 g de DSPC, 2,1 g de DPPG, 7,7 g de
colesterol, e o componente triglicérido consistiu em 1,1 g
de tricaprilina ou em 2,1 g de trioleina (razdo molar de
0,34:0,07:0,52:0,06). Misturaram-se misturas de trioleina e
tricaprilina para proporcionar as razdes de 1:4, 1:9, 1:18,
1:2 de trioleina para tricaprilina para uso nas

formulacdes.

A primeira fase aquosa continha (por mL) 20 mg de citosina-
arabinosideo e HC1 136 mM. Preparou-se uma emulséo
misturando a alta velocidade 10 mL da solucdo de combinacéo
de lipidos com 10 mL da solucdo de fase agquosa usando uma
lédmina de 2 cm de diémetro num recipiente de aco inoxidavel
a 9000 rpm durante 8 minutos, a temperatura ambiente (para
formulacdes com DOPC) ou a 55 °C (para formulacgdes com
DSPC) . A emulsédo foi cisalhada em microgoticulas
transferindo-a para dentro de um frasco de vidro de Mason
contendo 200 mL de glicose a 5% e lisina 40 mM e, usando
uma lamina com um didmetro de 4 cm, misturando a 4000 rpm
durante 1,5 minutos a mesma temperatura gque usada para a
primeira emulsificacéao. 0 clorofdérmio foi removido
colocando o recipiente num banho de 4gua girorrotativo a 37
°C e fazendo passar azoto gasoso sobre a gsuperficie da

suspensdo com um caudal de 70 cfh durante 20 minutos.
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As suspensdes foram diluidas de 1:4 com solucdo salina
normal e recolheram-se as particulas por centrifugacdo a
800 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi removido por aspiracdo, e as particulas
foram depois lavadas duas vezes por ressuspensdo em solucédo
salina normal e centrifugacdo. As pelotas finais lavadas
foram ressuspensas em solucdo salina normal e ajustadas a

10 mg/mL de citosina-arabinosideo.

2. Perfis de libertacdo in vitro

0O ensaio de libertacdo in vitro da AraC dos MVL foi
efetuado em plasma humano, tal como descrito no Exemplo 6
acima. Tal como se mostra na Figura 12, nos MVL em que a
DSPC de ponto de fusdo mais elevado foi substituida por
DOPC, obteve-se uma familia de perfis de velocidades de
libertacdo graduais variando a razdo molar de tricaprilina
para trioleina, em que as formulacdes de libertacdo mais
rapida contém uma razdo molar mais elevada de tricaprilina
para trioleina. Tal como se mostrou anteriormente para
outras formulacgcdes com MVL, um aumento da concentracdo de
acido <cloridrico na solucdo de fase aquosa (quando
comparada com a contida nos MVL do Exemplo 6) pode retardar

a libertacdo da substéncia ativa in vitro.

Exemelo 8
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Sacarose

1. Fabrico

Neste exemplo, o efeito da tricaprilina na velocidade de

libertacdo foi testado para formulacdes contendo sacarose a

4% como agente ativo em formulacdes com a
dieucrilfosfatidilcolina (DEPC, mp 0 °C), uma

fosfatidilcolina com um comprimento de cadeia de 22
carbonos, substituida por dioleolifosfatidilcolina (DOPC,
mp 0 °C), uma fosfatidilcolina com um comprimento de cadeia

de 18 carbonos.

A solucdo de lipidos continha (por litro) 10,2 g de DOPC ou
11,0 g de DEPC e 2,1 g DPPG, 7,7 g de colesterol, e o
componente triglicérido consistiu em 1,1 g de tricaprilina
ou 2,1 g de trioleina (razdo molar de 0,34:0,07:0,52:0,00).
Para misturas de lipidos neutros, misturaram-se combinacdes
de lipidos contendo trioleina e tricaprilina para
proporcionar estas razdes molares de trioleina para

tricaprilina.

A primeira fase aquosa continha sacarose a 4% (Spectrum
USP/NF, Los Angeles, CA) e foli enriquecida com 40 ul de
sacarose marcada com ‘C. Preparou-se uma primeira emulsé&o
misturando a alta velocidade 5 mL da solucdo de combinacéo
de lipidos com 5 mL da solucdo de fase aquosa, usando uma
ldmina de 2 cm de dié&metro num recipiente de aco inoxidavel
a 9000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
emulsdo foi cisalhada em microgoticulas por transferéncia
para um frasco de vidro de Mason contendo 200 mL de glicose
a 4% e lisina 4 mM durante 2 minutos, usando uma ladmina com

4 cm de didmetro e misturando a 3500 rpm. O clorofdédrmio foi
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removido das goticulas transferindo a suspensdo para um
frasco de cultura de 1 litro colocado num banho de &gua
girorrotativo a 37 °C, e fazendo passar azoto gasoso sobre
a superficie da suspensdo com um caudal de 70 cfh durante

20 minutos.

As suspensbes de particulas foram diluidas de 1:2 com
solucdo salina normal, e recolheram-se as particulas por
centrifugacdo a 800 x g durante 10 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi removido por aspiracdo, e as
particulas foram lavadas duas vezes por ressuspensido em
solucdo salina normal e centrifugacdo. As pelotas de
particulas finais lavadas foram ressuspensas em solucgédo
salina normal e ajustadas a aproximadamente 33% de

lipocrit.

2. Estudos de libertacdo em plasma in vitro

Para os estudos de libertacdo em plasma in vitro, diluiram-
se as suspensdes de 1:10 em plasma humano com azida de
s6édio a 0,1%. Incubaram-se 300 ulL de aligquotas em
triplicado em tubos de Eppendorf de 1,5 mL com tampa de
rosca e recolheram-se nos dias 0, 1, 2, 3, e 4. As amostras
foram recolhidas retirando os tubos aleatoriamente da
incubadora, marcando o tubo com o dia em que ¢é retirado,
diluindo o contetdo com 1,2 mL de solucdo salina normal, e
centrifugando a 27.000 x g durante 5 minutos numa
microcentrifugadora. O sobrenadante foi cuidadosamente
removido por aspiracdo das pelotas de particulas. A fracéo
de pelotas foi ressuspensa em 1 mL de IPA a 50% submetendo-
a a vdrtice, incubando-a a 37 °C durante 10 minutos, e
submetendo-a entdo a vértice. Diluiu-se entdo uma amostra

de 50 ul com 3 mL de fluido de cintilacdo num frasco de
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cintilacdo, agitou-se vigorosamente o frasco e determinou-

se a sacarose por contagem de cintilacédo.

Tal como se pode ver dos dados contidos na Figura 13, a
formulacdo contendo apenas tricaprilina 1libertou toda a
sacarose encapsulada num dia quando incubada em plasma. A
razdo de trioleina:tricaprilina de 1:18 foi necessaria para
atingir uma velocidade de libertacdo intermédia para uma
formulacdo com MVL com esta fase aquosa quando a DEPC

substituiu a DOPC.

Exemplo 9

Neste exemplo, a tricaproina (C6) foi substituida por
tricaprilina (C8) como lipido neutro modificador da

velocidade de libertacéo.

1. Fabrico

A solucdo de combinacdo de lipidos continha (por litro) uma
combinacdo de 10,2 g, 2,1 g de DPPG, 7,7 g de colesterol, e
o componente triglicérido consistiu em 0,9 g de tricaproina
ou 2,1 g de trioleina (razdo molar de 0,34:0,07:0,52:0,00).
Misturaram-se misturas de solugdes de 1lipidos contendo
trioleina e tricaproina, para proporcionar solucgdes de
lipidos contendo razdes molares de trioleina para caproina
de 1:4, 1:9 e 1:18. Estas formulacdes foram fabricadas e

testadas tal como descritas no Exemplo 8.

A primeira fase aquosa continha sacarose a 4% (Spectrum
USP/NF) e foi enriquecida com 40 ul de sacarose marcada com
YC (ICN 1lote#54661027). Preparou-se uma primeira emulsdo

misturando a alta velocidade 5 mL da solucdo de combinacéo
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de lipidos com 5 mL da solucdo de fase aquosa, usando uma
ldmina com 2 cm de didmetro num vrecipiente de aco
inoxidavel a 9000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente. A segunda emulsificacdo foi efetuada num frasco
de vidro de Mason de 400 mL contendo 200 mL de glicose a 4%
e lisina 4 mM, usando uma lamina com 4 cm de didmetro e
misturando a 3500 rpm durante 2 minutos. O cloroférmio foi
removido transferindo o contetdo do frasco para um frasco
de cultura de 1 1litro colocado num Dbanho de 4&gua
girorrotativo a 37 °C, e fazendo passar azoto gasoso sobre
a superficie da suspensdo com um caudal de 70 cfh durante

20 minutos.

As suspens®es foram diluidas de 1:2 com solugdo salina
normal, e recolheram-se as particulas por centrifugacdo a
800 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi removido por aspiracdo, e as particulas
foram lavadas duas vezes por ressuspensdo em solucdo salina
normal e centrifugacdo. As pelotas finais lavadas foram
ressuspensas em solucdo salina normal e ajustadas a
aproximadamente 33% de lipocrit em que o lipocrit em
percentagem é o volume ocupado pelos lipossomas dividido
pelo volume total da suspensdo de lipossomas multiplicado
por cem. O rendimento para cada variacdo no lipido neutro
foi superior a 50%. Depois do fabrico, a concentracédo de
sacarose livre a 33% de lipocrit foi aproximadamente 3% da

concentracdo total de sacarose.

2. Perfis de libertacdo in vitro

Para os estudos de libertacdo em plasma in vitro, diluiram-
se as suspensdes de 1:10 em plasma humano. Incubaram-se

dinamicamente 300 ul de aliquotas em triplicado em tubos de
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Eppendorf com tampa de rosca e recolheram-se nos dias 0, 1,
2, 3, e 4. Recolheram-se amostras retirando tubos
aleatoriamente da incubadora, marcando o tubo com o dia em
que ¢é retirado, diluindo o contetdo com 1,2 mL de solucgédo
salina normal e centrifugando a 27.000 x g durante 5
minutos numa microcentrifugadora. O sobrenadante foi
cuidadosamente removido por aspiracdo das pelotas. A fracéo
de pelotas foi ressuspensa em 1 mL de IPA a 50% submetendo-
a a vdrtice, incubando-a a 37 °C durante 10 minutos, e
submetendo-a entdo novamente a vértice. Diluiu-se entdo uma
amostra de 50 uL com 3 mL de fluido de cintilacdo num
frasco de cintilacdo, agitou-se vigorosamente o frasco, e
determinou-se a radioatividade da sacarose marcada com ‘“C

por contagem de cintilacéo.

Tal como se mostra na Figura 14, a substituicdo de
tricaproina por tricaprilina em misturas contendo trioleina
como combinacdo de lipidos neutros modificadores da
velocidade de libertacdo resulta em formulacgdes com uma
familia graduada de velocidades de libertacdo para varias
razdes molares trioleina:tricaproina. Quanto maior a razéo
molar de tricaproina ©para trioleina, mais ©rapida a
libertacédo de sacarose. Existe uma diferenca distinta entre
formulacgdes contendo tricaproina e a tricaprilina. Com esta
fase aquosa, isto ¢, contendo sacarose como agente ativo
encapsulado, as ©particulas multivesiculares fabricadas
usando apenas tricaproina sofreram uma transformacdo fisica
e libertaram o seu contetdo em 5 minutos de diluicdo em
plasma humano a temperatura ambiente. A diluicdo em solucgédo
salina contendo albumina de soro bovino a 0,5% teve o mesmo
efeito. Em contraste, as formulacdes contendo apenas
tricaprilina como lipido neutro, geralmente necessitaram de

12 ou mais horas de incubacdo em plasma a 37 °C para a
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libertacdo completa do agente ativo. N&o obstante a
instabilidade das formulacdes apenas com tricaproina em
plasma humano ou solucdo salina a temperatura ambiente. As
formulacgdes foram estédveis durante o armazenamento a 2-8 °C

em solucdo salina durante pelo menos uma semana.

ExemElo 10

Oligonucledétidos antissentido

Este exemplo ilustra a utilizacdo do método da invencéo

para encapsular oligonucledétidos antissentido.

1. Fabrico

A primeira solucdo de fase aquosa continha (por mL) 5, 10
ou 20 mg de um oligonucledétido antissentido IL-6 (doado por
Leu Neckers, NIH, Bethesda, MD), gque em alguns estudos foi

biotinilado, e manitol a 5%.

Adicionou-se &cido cloridrico (0,1 mL de solucdo 1 N) a um
frasco contendo 1 mL da combinacédo de lipidos do Exemplo 1,
e a combinacdo foi emulsionada fixando o frasco tapado numa
configuracdo horizontal na direcdo da cabeca de um
misturador de vértice (Scientific Products) e agitando a
2400 oscilacdes/min. durante 1 minuto. O restante da
primeira solucdo de fase aquosa (0,9 mL de manitol a 5%
contendo 10 mg de oligonucledétido antissentido) foi
adicionado ao frasco, e continuou-se a emulsificacéo

durante 5 minutos.

A emulsdo final (2 mL) foi dividida e transferida para dois

frascos contendo 2,5 mL de glicose a 3,2% e lisina 40 mM. A
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emulsdo foi dispersada em goticulas microscdpicas fixando o
frasco tapado numa configuracdo horizontal na direcdo da
cabeca de um misturador de vértice e agitando durante 3
segundos a aproximadamente 1200 rpm. O contetido dos frascos
foi transferido para um frasco contendo 5 mL de glicose a
3,2%, lisina 40 mM, e o clorofdédrmio foi removido das
goticulas ou esférulas microscédpicas transferindo o frasco
para um banho de &gua girorrotativo a 37 °C e fazendo
passar azoto gasoso sobre a superficie da suspensdo com um

caudal de 15 pés cubicos por hora durante 10 minutos.

As suspens®es foram diluidas de 1:4 com solugdo salina
normal e recolheram-se as particulas por centrifugacédo a
800 X g durante 10 minutos. A soluc¢do sobrenadante foi
removida por aspiracdo, e as particulas foram lavadas duas
vezes por ressuspensdo em solucdo salina normal fresca e
centrifugacdo. O produto final lavado foi ressuspenso a 25%
de volume de particulas empacotadas por volume total e

armazenado a 2-8 °C para estudos posteriores.

A recuperacéao do oligonucledtido encapsulado foi
determinada diluindo uma amostra da suspensdo de 1:1 com
SDS a 0,1%, incubando a amostra num banho de agua a ferver
durante 2 minutos, e diluindo depois a amostra (tipicamente
1/20) em NaOH 0,1 N para determinacdo da absorcdo por UV,
usando um varrimento de comprimentos de onda de 320 a 212
nmetros. A concentracdo de oligonucledétido na amostra foi
calculada subtraindo o valor da absorvéancia A320 medida, do
valor da absorvédncia A257. Uma amostra da primeira solucéo
de fase aquosa serviu como padrdo, 17,6 (A257-1 cm)

unidades por mg/mL.

2. Perfis de libertacdo in vitro




56

As caracteristicas de libertacdo in vitro de particulas
multivesiculares contendo oligonucledtidos foram
determinadas medindo a gquantidade de oligonucledtido gue
permanece na fracdo de particulas quando incubadas a 37 °C
em fluido cérebro-espinhal de rato (CSF). Ressuspenderam-se
amostras armazenadas em solucdo salina normal na solucdo de
armazenamento e centrifugaram-se a 750 X g durante 10
minutos. A solucdo salina sobrenadante foi removida por
aspiracdo, e as particulas ressuspensas em CSF de rato a
concentracdes de 0,25 a 0,5 mg do oligonucledétido por mL de
CSF. As amostras foram incubadas a 37 °C sob condicgdes
estdticas. Apdés 0, 1, 2, 3, e 7 dias, as amostras das
suspensdes particula/CSF foram removidas, diluidas 10 vezes
em solucgdo salina, centrifugadas, e o sobrenadante removido
por aspiracdo da fracdo de particulas. A fracdo de
particulas foi incubada em SDS a 0,1% e diluida com NaOH
0,1 N, e obteve-se um espetro de absorvédncia de UV do
oligonucledétido ao longo do intervalo de 340 a 210 nmetros.
A quantidade de oligonucledétido retido pela fracdo de

particulas foi determinada tal como acima.

Tal como se mostra na Figura 15, a formulacdo de
tricaprilina nédo libertou mais rapidamente in vitro, mas
teve uma libertacdo global maior; a formulacdo contendo
trioleina parou de libertar o fadrmaco em CSF de rato depois
de cerca de 2,5 dias gquando comparada com a libertacéo

continua pela formulacgdo contendo tricaprilina.

3. Farmacocinética in vivo
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Quando as formulacdes antissentido com MVL fabricados com
tricaprilina como lipido neutro foram testadas in vivo por
injecdo intratecal em ratos e amostras do CSF foram
posteriormente examinadas microscopicamente, ndo foram
evidentes quaisquer particulas em CSF apds dois dias. As
particulas de MVL fabricadas com trioleina foram evidentes
aos dois dias, mas tinham uma aparéncia “encolhida”. N&o
havia qualquer evidéncia de oligonucledbdétido nativo livre

por meio de um ensaio de marcacdo na extremidade 3’.

Para melhorar a sensibilidade do ensaio in vivo para a
concentracdo de oligonucledtido em CSF, o oligonucledtido
foi Dbiotinilado e o oligonucledétido Dbiotinilado foi
formulado tal como descrito acima em MVL usando trioleina
ou tricaprilina como lipido neutro. O gque se recuperou do
oligonucledtido biotinilado encapsulado foi 78% para MVL
contendo trioleina e 82% para tricaprilina. Quando estudado
in vivo, o oligonucledbétido biotinilado, encontrado livre no
CSF libertado dos lipossomas contendo tricaprilina, estava
abaixo do limite de detecdo apds 2 dias. Esteve presente
oligonucledétido biotinilado livre na amostra de CSF de rato
4 dias depois da administracdo das formulacdes contendo
trioleina a uma concentracdo de aproximadamente 0,5 uM
(resultados nédo apresentados). 0Os dados in vivo Sé&o
consistentes com o facto dos MVL de tricaprilina libertarem
rapidamente oligonucledétido antissentido in vivo, e a
formulacédo de trioleina proporcionar uma libertacdo mais

sustentada dos oligonucledtidos.

Exemelo 11
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MVL contendo plasmideos

1. Fabrico

Para fabricar lipossomas multivesiculares que encapsulam o
plasmideo PBR322 de E. coli, a solucdo de combinacdo de
lipidos continha (por litro) 10,4 g de DOPC, 2,1 g de DPPG,
7,7 g de colesterol, 2,16 g de trioleina (pm 885,40) ou
1,15 g de tricaprilina (pm 470, 7) (razao molar

DOPC:DPPG:Colesterol:triglicérido de 0,34:0,07:0,52;0,006).

A primeira solucdo de fase aquosa continha (por litro) 42 g
de sacarose marcada com ‘C (0,6 uCi por mL), 100 mmol de
lisina, 84 mmol de A4cido cloridrico, pH 7,4 e 20 ug/mL de
plasmideo PBR322 (Promega, Madison, WI). Preparou-se uma
primeira emulsdo misturando a alta velocidade 3 mL de
solucdo de combinacdo de lipidos com 3 mL de solucgdo de
fase aquosa a 9000 rpm durante 9 minutos a 25-27 °C. A
emulsdo foi cisalhada em microgoticulas (esférulas) por
adicdo de 20 mL de lisina 20 mM, solucédo de glicose a 4% ao
recipiente de mistura, e misturando adicionalmente a 4000
rpm durante 2 minutos. O cloroférmio foi removido das
goticulas ou esférulas microscédpicas transferindo a
suspensdo para um frasco contendo 30 mL de uma solucdo de
lisina 20 mM, solucdo de glicose a 4% num banho de &gua
girorrotativo a 37 °C, e fazendo passar azoto gasoso sobre
a superficie da suspensdo com um caudal de 70 litros por

hora durante 20 minutos para formar os MVL.

As suspensdes de MVL foram diluidas de 1:4 com solucgédo
salina normal, e recolheram-se as particulas por
centrifugacdo a 800 X g durante 10 minutos. A solucéo

sobrenadante foi removida por aspiracdo e as particulas
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lavadas duas vezes por ressuspensdo em solugdo salina
normal e centrifugacdo. O produto final lavado foi
ressuspenso a 25% de volume de particulas empacotadas por
volume total e armazenado a 2-8 °C para estudos

posteriores.

2. Perfil de libertacdo in vitro

Os ensaios de libertacdo in vitro foram realizados através
de uma diluicdo de 1:2,5 de suspensdes que continham os
lipossomas multivesiculares encapsulando o plasmideo PBR322
e sacarose marcada com '‘C em plasma humano. Estudos
anteriores tinham estabelecido que a libertacdo de sacarose
marcada com '‘C era uma alternativa adequada para estimar a
libertacédo do plasmideo PBR322 dos MVL. As suspensdes foram
incubadas a 37 °C sob condicbdes estdticas. Nos pontos
temporais de 0, 1, 2, 3, 6, 10 e 17 dias, diluiram-se as
amostras de 1:4 com solucdo salina normal, sedimentaram-se
as particulas por centrifugacdo a 800 X g X 10 min., e
ensaiou-se a fracdo de particulas dissolvendo amostras numa
solucédo de contagem de cintilacdo e efetuando a contagem de
cintilacdo da quantidade de sacarose marcada com ‘C retida

pela fracdo de particulas.

Os resultados deste estudo apresentado na Figura 16,
indicam que a formulacdo de plasmideo PBR322 wusando
trioleina como lipido neutro foi estéavel sob condigdes in
vivo simuladas e libertou cerca de 30% da sacarose marcada
com ‘“C encapsulada num periodo de 17 dias, ao passo que as
particulas formuladas com tricaprilina libertaram
rapidamente o seu conteudo por contacto com plasma humano a

37 °C.
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ExemElo 12

No exemplo gue se segue encapsularam-se sacarose e lisina-
HC1l, wusadas como excipientes na formulacdo do plasmideo
PBR322, sem agente ativo adicional, para dar origem a uma
familia “apenas de excipientes” de formulacdes graduadas de
libertacéo de sacarose usando razdes molares de

tripalmitoleina: tricaprilina como lipidos neutros.

1. Fabrico

Para o fabrico de lipossomas multivesiculares encapsulando
apenas sacarose-lisina'HCl, a solucdo de combinacdo de
lipidos continha (por litro) 10,4 g de DOPC, 2,1 g de DPPG,
7,7 g de colesterol, de 1,9 g a 1,0 g de triglicérido,
dependendo da razdo molar de tripalmitoleina (pm 801, Clé6:
1 9C):tricaprilina para dar origem a uma razdo molar
DOPC:DPPG:colesterol:triglicérido de 0,34:0,07:0,52:0,00.
As razdes molares de tripalmitoleina para tricaprilina
preparadas nas formulacdes deste exemplo foram de 0:1, 1:0,

1:9, 1:4, 1:2, e 1:1.

A primeira solucdo de fase agquosa continha (por litro) 42 g
de sacarose marcada com *‘C (1,0 pCi por mL), 100 mmol de
lisina, 90 mmol de &cido cloridrico, pH 5,7. Preparou-se
uma primeira emulsdo misturando a alta velocidade 5 mL de
solucdo de combinacdo de lipidos com 5 mL de solucgdo de
fase aquosa a 9000 rpm durante 9 minutos a 25-27 °C. A
emulsdo foi cisalhada em microgoticulas (esférulas) por
adicdo de 20 mL de lisina 20 mM, uma solucdo de glicose a
4% ao recipiente de mistura, e misturando a 5000 rpm
durante 1,5 minutos. 0O clorofdédrmio foi removido das

goticulas ou esférulas microscédpicas transferindo a
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suspensdo para um frasco contendo 30 mL de lisina 20 mM,
solucdo de glicose a 4% num banho de &gua girorrotativo a
37 °C, e fazendo passar azoto gasoso sobre a superficie da
suspensdo com um caudal de 70 pés cubicos por hora durante
20 minutos para se obter as particulas multivesiculares em

suspensdao.

As suspens®es foram diluidas de 1:4 com solugdo salina
normal, e as particulas foram recolhidas por centrifugacéo
a 800 X g durante 10 minutos. A solucdo sobrenadante foi
removida por aspiracdo, e as particulas lavadas duas vezes
por ressuspensdo em solugdo salina normal fresca e
centrifugacdo. O produto final lavado foi ressuspenso a 25%
de volume de particulas empacotadas por volume total e

armazenado a 2-8 °C para estudos posteriores.

2. Perfil de libertacdo in vitro

Os ensaios de libertacdo “in vitro” foram efetuados através
de uma diluicdo de 1:9 em plasma humano de suspensdes gue
continham lipossomas multivesiculares encapsulando sacarose
marcado com "‘C. As suspensdes foram incubadas a 37 °C sob
agitacdo dindmica moderada. Nos pontos temporais de 0, 1,
3, 5, 8, e 12 dias, as amostras foram diluidas de 1:4 com
solucdo salina normal, as particulas foram sedimentadas por
centrifugacdo a 800 X g durante 10 minutos, e a fracdo das
particulas foi ensaiada dissolvendo em solucdo de contagem
de cintilacdo e contando por cintilacdo a quantidade de
sacarose marcada com 'C retida nas particulas. Os
resultados destes estudos (Figura 17) mostram gque uma razéo
molar de 1:1 de tripalmitoleina para tricaprilina
proporcionou uma velocidade de libertagdo um pouco mais

lenta do que a tripalmitoleina apenas. Obteve-se uma
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familia graduada de velocidades de libertacéo com
velocidades mais rapidas por aumento da proporcdo de

tricaprilina no componente lipidico neutro.

ExemElo 13

Anestésicos

1. Formulacdes de tetracaina com MVL

Para o fabrico de MVL encapsulando tetracaina, a solucgdo de
combinacdo de lipidos continha (por mL de clorofdérmio) 15,6
mg de DOPC, 3,1 mg de DPPG, 11,5 mg de colesterol, e 12,6 g
a 6,6 mg de triglicérido dependendo da razdo molar de
trioleina:tricaprilina. Verificou-se que a lipofilicidade
da tetracaina regquer que a concentracdo de lipido (68
umol/mL) na combinacdo de lipidos seja aumentada de 2 a 1,5
vezes para se obterem formulacdes satisfatdrias com MVL. O
triglicérido foi igualmente enriquecido; a razdo molar
DOPC:DPPG:colesterol:triglicérido foi de
0,29:0,06:0,44:0,21. As razdes molares de trioleina para
tricaprilina preparadas nas formulacdes deste exemplo foram
de 1:0, 1:10, 0,5:10, ©0,2:10; 0,1:10; 0,05:10; e 0:1. A
primeira solucdo de fase aqgquosa para encapsulacdo de
tetracaina continha (por mL) 15 mg de fosfato de tetracaina

e 200 mg de polimero de alfa-ciclodextrina.

Adicionou-se uma aliquota da primeira solucdo de fase
aquosa (1 mL) a um frasco contendo 1 mL da combinacdo de
lipidos e emulsionou-se fixando o frasco tapado numa
configuracdo horizontal na direcdo da cabeca de um
misturador de vértice (Scientific Products) e agitando a

2400 oscilacgdes/min. durante 12 minutos.
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A emulsdo final (1 mL) foi dividida e transferida para dois
frascos contendo 2,5 mL de uma solucdo de glicose a 3,2%,
lisina 5 mM. A emulsdo foi dispersa em goticulas
microscédpicas fixando o frasco tapado numa configuracéio
horizontal na direcdo da cabeca de um misturador de vdértice
e agitando durante 3 segundos a 600-800 oscilacdes/min. O
contettdo do frasco foi transferido para um frasco contendo
50 mL de uma solucdo de glicose a 3,2%, lisina 5 mM, e o
clorofédrmio foi removido das goticulas ou esférulas
microscédpicas transferindo o frasco para um banho de &gua
girorrotativo a 37 °C e fazendo passar azoto gasoso sobre a
superficie da suspensdo com um caudal de um litro por

minuto durante 20 minutos.

As suspensdes foram diluidas de 1:4 em volume com solugédo
salina normal, e recolheram-se as particulas por
centrifugacdo a 800 X g durante 10 minutos. A solucéo
sobrenadante foi removida por aspiracdo, e as particulas
lavadas duas vezes por ressuspensdo em solucdo salina

normal fresca e centrifugacéo.

2. Farmacocinética in vivo

As caracteristicas de 1libertacdo in vivo das particulas
multivesiculares foram determinadas em ratinhos BalbC (com
7 a 8 semanas de idade, pesando aproximadamente 20 gramas)
por injecdo subcutédnea na regido do abdémen (100 uL). Em
pontos do tempo de 0, 5, e 24 horas apds 1injecdo, oS
ratinhos foram sacrificados, o tecido subcutédneo recolhido,
homogeneizado e extraido, e o0s extratos ensaiados por HPLC
usando a detecdo por UV gquanto a quantidade de tetracaina

retida.
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A duracdo de libertacdo desejada in vivo para os MVL com
tetracaina foi de 24 horas. Verificou-se que as formulacgbes
que continham trioleina apenas como lipido neutro sé&o
estédveis in vivo e libertam durante um periodo demasiado

longo.

Incluindo tricaprilina no componente lipidico neutro,
obtiveram-se formulac®es com duracdo mais curta e perfis
farmacocinéticos mais desejaveis (Figura 18). A duracédo de
libertacédo desejada de 24 horas para o anestésico foi
fornecida por wuma formulacdo com uma razdo de 1 de

trioleina: 100 de tricaprilina.

Relagdo entre a Seleg¢do de Lipidos Neutros e a Temperatura

de Armazenamento Pretendida.

Tal como se mostra nos exemplos gque se seguem, o ponto de
fusdo do lipido neutro é uma consideracdo importante na
selecdo do lipido neutro modificador da wvelocidade. No
entanto, outros fatores tém também de ser tidos em conta,
por exemplo, a composicdo da primeira solucdo de fase
aquosa. A conclusdo para estes exemplos é que o ponto de
congelamento (fusdo ou turvacdo) do lipido neutro ou da
mistura de lipidos neutros deve ser inferior ou cerca da
temperatura de armazenamento, de modo a assegurar a
estabilidade de armazenamento. Se as formulagdes forem
armazenadas a temperaturas significativamente inferiores ao
ponto de congelamento do lipido neutro ou de misturas dos
mesmos, as particulas de MVL sofrem uma transicéo
morfoldégica fisica, o que resulta em perda da estrutura
interna e libertacdo dos materiais encapsulados. Esta

transicdo pode ocorrer dentro de algumas horas ou ao longo
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de véarios dias ou semanas, dependendo da composicdo da

primeira composicdo de fase aquosa.

Exemelo 14

No exemplo seguinte, os MVL foram fabricados com
tricaprilina ou tricaprina como componente lipidico neutro.
O ponto de congelamento da tricaprilina ¢ de 8 °C e o da
tricaprina é de 31 ©°C. A primeira fase aquosa continha
citosina-arabinosideo ou sulfato de morfina em HC1 0,1 N.
Armazenaram-se aliquotas do produto final em solugdo salina
a 2-8, 25, 32, e 37 °C. A libertacdo de materiais
encapsulados foi determinada ao longo do tempo de

armazenamento.

1. Fabrico

Para o fabrico de MVL, a solucdo de combinacdo de lipidos
continha (por litro) 10,4 g de DOPC, 2,1 g de DPPG, 7,7 g
de colesterol, e o componente triglicérido consistiu em
0,93 g de tricaprilina (C8) ou 1,1 g de tricaprina (C10),
(razdo molar, 0,34:0,07:0,52:0,06). A primeira solucgdo de
fase aquosa continha (por mL) 20 mg de citosina-
arabinosideo em HC1 0,1 N ou 20 mg de sulfato de morfina

pentahidratado em HC1 0,1 N.

Para formulacgdes encapsulando citosina-arabinosideo, a
primeira emulsdo foil preparada misturando a alta velocidade
10 mL de solucdo de combinacdo de lipidos com 10 mL de
solucdo de fase agquosa a 9000 rpm durante 14 minutos, a 25-
27 °C com uma lédmina de alto cisalhamento. Para formulacdes
encapsulando morfina, a primeira emulsdo foi preparada

misturando a alta velocidade 12,5 mL da solucdo de
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combinacdo de lipidos com 7,5 mL da solucdo de fase aquosa
a 9000 rpm durante 14 minutos, a 25-27 ©°C. As primeiras
emulsdes foram cisalhadas em microgoticulas (esférulas) por
transferéncia para uma cdmara de mistura contendo 200 mL de
lisina 40 mM, solucdo de glicose a 3,2%, e misturando a
2100 rpm durante 2,5 minutos. O clorofdérmio foi removido
das goticulas ou esférulas microscdpicas transferindo a
suspensdo para um frasco, colocando o frasco num banho de
dgua girorrotativo a 37 °C, e fazendo passar azoto gasoso
sobre a superficie da suspensdo com um caudal de 70 cfh

durante 20 minutos.

As suspensdes foram diluidas de 1:4 em volume com solugédo
salina normal, e as particulas foram recolhidas por

centrifugacdo a 800 X g durante 10 minutos a temperatura

ambiente. A solucéo sobrenadante foi removida  por
aspiracéo, e as particulas lavadas duas vezes por
ressuspensao em solucédo salina normal fresca e

centrifugacdo. O produto final lavado foi ressuspenso a 33%

de volume de particulas empacotadas e armazenado.

A caracterizacdo dos rendimentos de citosina-arabinosideo
encapsulada e livre (sobrenadante) e morfina a partir das
formulacdes com MVL de tricaprilina e tricaprina foi
efetuada algumas horas pbs-fabrico (Tabela 2). Os
rendimentos da citosina-arabinosideo e morfina encapsuladas
foram aceitédveis, e as concentracdes livres (sobrenadante)
de citosina-arabinosideo e morfina foram baixas tanto para

as formulacdes de tricaprilina como de tricaprina.

TABELA 2
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EAgente Ativo gLipido Rendimento, §Concentragéo deéConcentragao
éda Primeira gNeutro %, do AgenteéArmazenamento, gde

éFase Aquosa g Ativo émg/mL §Sobrenadante,
‘ Inicial § gmg/mL
ECitosina— gTricaprilina 42 37,0 §0,3
‘Arabinosi S , § :

: rabinosideo iTricaprina 37 6,2 10,2

\Sulfato de  (Tricaprilina |46 11,2 [0, 3

éMorfina i . T ——— E i

: iTricaprina 36 8,9 50,2

2. Perfis de libertacdo durante o armazenamento

As suspensdes foram armazenadas a 2-8, 25, 32 ou 37 °C. Nos
pontos temporais de 24, 48 e 200 horas as suspensdes foram
centrifugadas a 25.000 X G durante 2 minutos, e analisaram-
se solucdes de sobrenadante guanto ao contetido em citosina-
arabinosideo ou morfina através de uma diluicdo de 1:1 em
volume com &lcool isopropilico a 50%, submissdo a vdértice,
incubacdo a 37 °C durante 10 minutos, e centrifugacdo. As
amostras de sobrenadante foram analisadas por diluicdo em
HC1 0,1 N, e mediu-se a concentracdo de citosina-
arabinosideo por absorvancia determinada a 280 nm, ou
diluicdo em NaOH 0,1 N, e mediu-se a concentracdo de

morfina por absorvancia determinada a 298 nm.

Os resultados destes estudos do efeito da temperatura de
armazenamento s&do apresentados nas Figuras 19A-D. As
velocidades de libertacdo dos MVL contendo tricaprilina
(ponto de fusdo de 8 °C) sdo muito lentas a 2-8 °C. A
velocidade de libertacdo aumentou com o aumento da
temperatura de armazenamento tal como seria de esperar,
consistente com a aceleracdo da libertacdo com a elevacéao

da temperatura (Figuras 19A e 19C). A formulacdo AraC-MVL
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contendo tricaprina (ponto de fusdo de 31 °C), no entanto,
libertou o agente ativo a uma velocidade muito réapida
quando armazenada abaixo do ponto de fusdo do triglicérido.
Com o armazenamento dos MVL de tricaprina as temperaturas
mais elevadas de 25 °C e 32 °C, a velocidade de libertacéo
diminuiu, mas com o© armazenamento a 37 °C aumentou
novamente (Figura 19B). Com efeito, as particulas de AraC-
MVL contendo tricaprina, armazenadas abaixo da temperatura
de fusdo do 1lipido neutro tricaprina (31 °C), foram
completamente desestabilizadas e libertaram a morfina

encapsulada ao longo de algumas horas (Figura 19B).

Os resultados para o estudo do armazenamento de MVL
contendo citosina-arabinosideo s&o apresentados na Figura
20 por meio de um grafico de Arrhenius. A formulacgdo com
MVL de tricaprina apresentou uma relacdo linear continua
esperada, quando se representa o logaritmo da velocidade de
libertacdo em funcdo da temperatura, sugerindo que um uUnico
processo €& responsavel pela libertacdo. Por outro lado, o
grafico dos dados para a formulacdo de tricaprilina foi
descontinuo, indicando que dois processos sdo responsaveis
pela libertacdo no intervalo de temperaturas estudado. A
temperaturas mais elevadas, acima do ponto de congelamento
da tricaprina, o declive foi tal como esperado, isto &, as
velocidades aumentaram com o aumento da temperatura de
armazenamento. O segundo processo, o efeito do ponto de
fusdo, ¢é observado abaixo do ponto de congelamento da
tricaprina, em que a velocidade aparente aumentou com a

diminuicdo da temperatura.

Uma vez mais, a comparacdo dos perfis de velocidades de
libertacdo (19A-D) das particulas com citosina-arabinosideo

encapsulada como um componente de primeira fase aquosa, com
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particulas com sulfato de morfina encapsulado indica que o
inicio do efeito de desestabilizacédo causado pelo
armazenamento de formulacdes abaixo do ponto de fusdo do
lipido neutro, denominado neste documento “efeito do ponto
de fusdo”, ¢é dependente da composicdo da primeira solucéo
de fase aguosa. O inicio do efeito do ponto de fusido dos
MVL de tricaprina durante o armazenamento observou-se ser
rapido com as formulacdes contendo citosina-arabinosideo,
(Figura 19B) mas necessitou de varios dias para as
formulagdes contendo sulfato de morfina (Figura 19D).
Adicionalmente, os resultados destes estudos sugerem que
quanto mais abaixo do ponto de congelamento a formulacéo
for armazenada, mais rédpido o inicio do efeito do ponto de

fuséo.

Exemplo 15

Neste exemplo, a fase aquosa continha sacarose, citosina-
arabinosideo e HC1 0,1 N como espacador osmdético. Os MVL
foram fabricados com trioleina (p.f. 8 °C), tricaprina
(p.f. 31 °C), ou trilaurina (p.f. 46 ©°C) como lipido

neutro. O produto final foi armazenado a uma temperatura de

2-8 °C, 22, ou 37 °C, e a libertacdo de materiais
encapsulados foi registada durante o) tempo de
armazenamento.

1. Fabrico

Para o fabrico de MVL encapsulando citosina-arabinosideo,
com sacarose como espacador osmbético na presenca de HC1 0,1
N, a solucdo de combinacdo de lipidos continha (por litro)
10,4 g de DOPC, 2,1 g de DPPG, 7,7 g de colesterol, e o

componente triglicérido consistiu em 1,1 g de tricaprina
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(C10), 1,3 g de trilaurina (Cl2), ou 1,7 g de trioleina (a
razéo molar DOPC:DPPG:colesterol:triglicérido foi de

0,34:0,07:0,52:0,06).

A primeira solucdo de fase aquosa continha (por mL) 20 mg
de citosina arabinosideo e 51,3 mg de sacarose em HC1 0,1
N. Preparou-se uma primeira emulsdo misturando a alta
velocidade 3 mL de solucdo de combinacdo de lipidos com 3
mL de solucdo de fase aquosa a 9000 rpm durante 8 minutos a
25-27 °C. A emulsdo foi <cisalhada em microgoticulas
(esférulas) por adicdo de 20 mL de lisina 20 mM, solucdo de
glicose a 4% ao recipiente de mistura, e misturando a 5000
rpm durante 1,5 minutos. O clorofédrmio foi removido das
goticulas ou esférulas microscdpicas transferindo a
suspensdo para um frasco contendo 70 mL de uma solucdo de
lisina 40 mM, solucdo de glicose a 3,2%, colocando o frasco
num banho de &agua girorrotativo a 37 °C, e fazendo passar
azoto gasoso sobre a superficie da suspensdo com um caudal
de 70 cfh durante 20 minutos para formar as particulas de

MVL em suspensao.

As suspensdes foram diluidas de 1:4 em volume com solucdo
salina normal, e as particulas foram recolhidas por

centrifugacdo a 800 X g durante 10 minutos a temperatura

ambiente. A solucéo sobrenadante foi removida  por
aspiracéo, e as particulas lavadas duas vezes por
ressuspensao em solucédo salina normal fresca e

centrifugacdo. O produto final lavado foi ressuspenso a 25%
de volume de particulas empacotadas por volume total e
armazenado a 2-8, 22, e 37 °C durante 1 ou 6 dias (dados
ndo apresentados). A suspensdo e a fracdo do sobrenadante
obtido por centrifugacdo a 25.000 X G durante 2 minutos

foram analisadas quanto ao conteudo de citosina-
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de 1:1
missdo a vdértice,

e centrifugacéio.

em volume
incubacdo a 37

De

com &lcool
°C

seguida,

adicionaram-se 0,06 ou 0,2 mL da amostra a 1,0 mL de HC1

0,1 N,

por absorvancia determinada a 280 nm.

e mediu-se a concentracdo de citosina-arabinosideo

TABELA 3

EComponente Temperatura Total de AraC no Razdo de
éTriglicérido § de AraC éSobrenadanteg Sobrenadante
‘ §Armazenamento Encapsuladaé a 24h : para o Total

°C mg /mL mg/mL g(Sobren./Total)
iTrioleina, 2-8 6,0 0,4 0,06
p.f. 5°C
................................................................ éémmmmmmmmmmmmg:%mmmm.. 57 5 ,
iTrilaurina,
p.f. 46°C

22 3,1 2,0 0,65

37 3,0 2,3 0,78
‘Tricaprina, 2-8 5,6 : 5,0 : 0, 90 |
p.f. 31°C

22 5,4 4,8 0,90
Nmumumumumumumumumumumumuge ................................... é;%m"mmum,mumumuay%umumum" ..................... 5;65 ......................

Tal como se mostra nos dados da Tabela 3, o rendimento do

usando cada um dos lipidos

3,0

produto dos MVL formulados

neutros, foi de pelo menos mg/mL, um rendimento

aceitdvel. A inspecdo das particulas com microscopia de luz
branca mostrou que as particulas eram de aparéncia esférica

e multivesiculada imediatamente apds o fabrico. No entanto,
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em 24 horas de armazenamento a temperaturas abaixo do ponto
de fusdo do triglicérido, as particulas mudaram de
aparéncia. Associada a mudanca da aparéncia esteve uma
perda significativa da AraC encapsulada na solugdo de
armazenamento (sobrenadante), tal como se pode ver pelos
dados na coluna 3 da Tabela 3. E de salientar que a
formulacédo fabricada com tricaprina (p.f. 31 °C) n&do mudou
de aparéncia ou perdeu AraC significativa quando armazenada
a 37 °C, ao passo que a formulacdo com trilaurina (p.f. 46
°C) sofreu uma mudanca morfoldgica significativa e perda do
agente ativo encapsulado. Assim, na formulacdo de MVL para
a administracdo in vivo controlada e sustentada do agente
ativo encapsulado, 0 lipido neutro selecionado deve
normalmente ter um ponto de fusdo inferior ou perto da
temperatura de armazenamento pretendida. Uma formulacéo
preferida mantém uma razdo sobrenadante/total de menos de

0,10 durante o armazenamento.

Exemplo 16

Este exemplo ilustra que certas solucdes de fase aquosa séo
interativas com a membrana da camada lipidica dos MVL e
previnem o congelamento dos lipossomas a temperaturas de
armazenamento abaixo do ponto de fusdo do lipido neutro.
Nesses casos, a transicdo morfoldgica das particulas e a
perda dos materiais encapsulados associadas ao
armazenamento abaixo do ponto de fusdo do lipido neutro
podem ocorrer muito lentamente, ou desaparecer.
Alternativamente, a libertacdo de materiais encapsulados é
associada a ativacdo com o aumento da temperatura de

armazenamento.

1. Fabrico



73

Para o fabrico de MVL encapsulando IGF rhu com sacarose
marcada com “‘C como espacador osmético e citrato de aménio
como tampdo, a solucdo de combinacdo de lipidos continha
(por litro) 10,4 g de DOPC, 2,1 g de DPPG, 7,7 g de
colesterol, e o componente triglicérido consistiu em 1,3 g
de tricaprina (p.f. 31 °C, C10) (a razéo molar
DOPC:DPPG:colesterol:triglicérido foi de
0,34:0,07:0,52:0,06).

A primeira solucdo de fase aquosa continha (por mL) 16 mg
de IGF-1 rhu (Chiron, Foster City, CA), 7% de sacarose
marcada com ‘C, e citrato de aménio 20 mM, pH 5. Preparou-
se uma primeira emulsdo misturando a alta velocidade 5 mL
de solucdo de combinacdo de lipidos com 5 mL de solucgdo de
fase aquosa a 9000 rpm durante 9 minutos a 25-27 °C. A
emulsdo foi cisalhada em microgoticulas (esférulas) por
adicdo de 30 mL de lisina 40 mM, solucédo de glicose a 4% ao
recipiente de mistura, e misturando a 6000 rpm durante 1
minuto. O clorofdérmio foi removido das goticulas ou
esférulas microscédpicas transferindo a suspensdo para um
frasco contendo 70 mL de lisina 40 mM, solucdo de glicose a
3,2%, colocando o frasco num banho de &gua girorrotativo a
37 °C, e fazendo passar azoto gasoso sobre a superficie da
suspensdo com um caudal de 70 cfh durante 20 minutos para

se obter as particulas de MVL.

As suspensdes foram diluidas de 1:4 com solucgcdo salina
normal, e as particulas foram recolhidas por centrifugacéo
a 800 X g durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
solucdo sobrenadante foi removida por aspiracdo, e as
particulas lavadas duas vezes por resgsuspensdo em solucdo

salina normal fresca e centrifugacéo.
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2. Velocidade de libertacdo in vitro

O produto final lavado foi ressuspenso a 25% de volume de
particulas empacotadas por volume total e armazenado a
temperaturas de 2-8, 25, 32, e 37 °C durante 24 ou 48
horas. As fracdes de pelotas e do sobrenadante da
centrifugacdo a 25.000 X G durante 2 minutos foram
ensaiadas quanto ao conteudo de IGF-1 (fracdo de pelotas

apenas) e sacarose marcada com ‘C.

TABELA 4
TemperaturaRetldoa524horas ................................ ........... Retldoas48horas .................................
°C Sacarose marcada com '‘C IGF-1 éSacarose marcada com ''C §IGF—1
22—8 | 1,00 1,00 0,98 %0,98
l25 0,95 0,97 : 0,91 §0,94
32 ............................................................. 0’90 ................................... 0 ’96 ....................................... 0 ,74 ................................ 0,86 .......
37 ............................................................. 0'83 .................................... 0 ,91 ....................................... 0 ,560,75

Os resultados destes estudos sumariados na Tabela 4 mostram
que o conteldo da primeira solucdo de fase aquosa pode
prevenir ou retardar o efeito de congelamento que se
mostrou no Exemplo 16 estar associado ao armazenamento de
MVL contendo trilaurina como lipido neutro a uma
temperatura inferior ao seu ponto de fusdo de 46 °C. Os
lipidos usados e o método de fabrico foram idénticos em
ambas as formulacoes; no entanto, 0s componentes
encapsulados da fase aquosa foram diferentes. Isto sugere
que a composicdo da primeira fase aquosa pode modular o
ponto de congelamento do triglicérido ou o efeito do ponto

de fusédo, prevenindo por exemplo o 1lipido neutro de
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transitar para uma estrutura instadvel ou retardando

marcadamente o congelamento.

A libertacdo em plasma das formula¢des com MVL contendo
tricaprina e trilaurina (mostrada no Exemplo 16) fo1i
marcadamente mais lenta que a dos MVL fabricados com
tricaprilina, tal como se mostra na Tabela 4 e nos exemplos
posteriores. Deve notar-se que todos 0s ensaios de
libertacdo em plasma conduzidos a 37 ©°C foram iniciados
dentro de 24 horas depois do fabrico. O armazenamento da
trilaurina a 2-8 °C durante mais do que alguns dias, mas
ndo das formulacdes contendo tricaprina, resultou numa
mudanca morfoldgica da aparéncia das particulas e
libertacdo dos materiais encapsulados, consistente com o

“efeito do ponto de fus&o”.

ExemElo 17

Outros lipidos neutros

Efetuou-se uma série de estudos em que os lipidos neutros
foram o decano, dodecano, esqualeno, e o alfa-tocoferol,
para determinar o ambito de lipidos neutros gque podem ser
usados para se obter formulacodes lipossomais

multivesiculares.

1. Fabrico

Fabricaram-se lipossomas multivesiculares encapsulando uma
combinacdo de glicina, sacarose e Tris-EDTA, em que a
solucdo de combinacdo de lipidos continha (por litro) 10,4
g de DOPC, 2,1 g de DPPG, 7,7 g de colesterol, e o

componente trioleina (6% em moles de lipido) foi
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substituido com decano, dodecano, esqualeno, ou alfa-
tocoferol, (razdo molar DOPC:DPPG:colesterol:lipido neutro

de 0,34:0,07:0,52:0,06) .

A primeira solucdo de fase aquosa continha glicina 200 mM,
Sacarose 50 mM, Tris base 1,8 mM, e EDTA 0,5 mM, pH 7,44,
com uma osmolaridade de 268 mOsmol. Preparou-se uma
primeira emuls&do misturando a alta velocidade 3 mL da
solucdo de combinacdo de lipidos com 3 mL de solucdo de
fase aquosa a 9000 rpm durante 9 minutos a 25-27 °C. A
emulsdo foi cisalhada em microgoticulas (esférulas) pela
adicdo de 20 mL de lisina 20 mM, solucédo de glicose a 4% ao
recipiente de mistura e misturando a 4000 rpm durante 1,0

minuto.

O exame das suspensdes de esférulas ao microscédpio indicou
que as esférulas preparadas com cada um destes 1lipidos
neutros eram normais na aparéncia interna quando comparadas
com os controlos preparados com trioleina, tripalmitoleina,

ou trimiristoleina como componente lipidico neutro.

O clorofdérmio foi removido das goticulas ou esférulas
microscédpicas transferindo a suspensdo para um frasco
contendo 30 mL de uma solucdo de lisina 40 mM, glicose a
3,2%, colocando o frasco num banho de &gua girorrotativo a
37 °C, e fazendo passar azoto gasoso sobre a superficie da
suspensdo com um caudal de 70 cfh durante 20 minutos para

se obter as particulas de MVL.

Apenas os MVL preparados com esqualeno como lipido neutro
sobreviveram a etapa de remocgdo do solvente ou posterior
lavagem das particulas, e deram origem a particulas de MVL

com aspeto normal apds a etapa de lavagem. Durante a etapa
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de remocdo do solvente, as esférulas de decano, dodecano e
alfa-tocoferol comecaram a encolher, com ldébulos de
material refratdvel leve a emanar da sua superficie.
Abruptamente, as particulas colapsaram numa estrutura
canelada. Em alguns casos recuperou-se uma pelota, embora
pequena quando comparada com os controlos, da etapa de
lavagem, e as particulas ndo tinham a aparéncia de

composicdes de lipossomas multivesiculares.



REIVINDICACOES

Um método para modificar a velocidade de libertacdo de
um composto Dbiologicamente ativo encapsulado num
lipossoma multivesicular, em que o referido método
compreende a utilizacdo de uma mistura de trioleina ou
tripalmitoleina e de um lipido neutro de libertacédo
rdpida como componente lipidico neutro numa formulacédo
multivesicular na qual ¢é encapsulado um composto
ativo;

em que a velocidade de libertacdo do composto
biologicamente ativo aumenta proporcionalmente a razdo
molar de lipido neutro de libertacdo répida para a
trioleina ou tripalmitoleina no componente lipidico
neutro; e

em que o lipido neutro de libertacdo <rapida ¢é
selecionado de entre O grupo gue consiste em
tricaprilina, tricaproina e misturas das mesmas;

em que a velocidade de libertacdo ¢é in vivo, € O
componente lipidico neutro tem um ponto de fusdo a
temperatura in vivo ou abaixo dela, e a temperatura de

armazenamento ou abaixo dela.

0O método da reivindicacdo 1, em que o lipido neutro de
libertacédo répida é a tricaprilina, e a razdo molar de
trioleina ou tripalmitoleina para tricaprilina se

encontra no intervalo de 1:1 a 1:100.

O método da reivindicacdo 1, em que a razdo molar da
trioleina ou tripalmitoleina para o lipido neutro de
libertacdo réapida se encontra no intervalo de 1:1 a

1:27.



O método da reivindicacdo 1, em gue a libertacdo é 1in
vivo, e o lipido neutro de libertacdo répida ¢é a

tricaprilina.
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