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(57) Resumo: METODO DE FORMULAGCAO DE FARMACO
BASEADO NO AUMENTO DA AFINIDADE DE AGENTES ATIVOS
PARA SUPERFICIES DE MICROPARTICULAS CRISTALINAS.
Métodos sdo fornecidos para promover a adsorgédo de um agente ativo
em miicroparticulas pela modificagdo das propriedades estruturais do
agente ativo, com o intuito de facilitar associagdo favoravel a
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| CAMPO DA INVENCAO
| Esta invencd&o refere-se a formulacdes de farmacos
e estd, particularmente, relacionada a métodos. Mais especi-
15 ficamente, a ligacdo e adsorcdo de agentes ativos na super-
ficie de microparticulas cristalinas sdo reveladas.
’ ANTECEDENTES DA INVENCAO
A distribuicdo de agentes terapéuticos tem sido um
A administracdo oral é uma das mais comuns

grande problema.
e preferidas rotas de distribuigdo devido a facilidade de

20
administracdo, a complacéncia do paciente, e ao custo redu-

as desvantagens dessa rota incluem adsor-

zido.

No entanto,
¢do ineficiente e poténcia baixa ou varidvel do terapéutico.
Isto se torna particularmente evidente quando o composto a

ser distribuido é instdvel sob condicdes encontradas no tra-
mas ape-

Uma variedade de métodos de encapsulacédo

25
to gastrintestinal.
e revestimentos vém sendo desenvolvidos na técnica,

nas poucos sdo eficazes na tentativa de solucionar esse pro-



10

20

25

blema. Existem, ainda, compostos terapéuticos que tendem ser
menés ativos nas condicdes do trato gastrintestinal e devem
ser administrados em dosagens mais elevadas, para serem ad-
sorvidos na corrente sangliinea em uma quantidade eficaz.

Uma ampla variedade de sistemas de formulacgdo de
farmacos vem sendo desenvolvida para tentar solucionar o
problema da distribuigdo de farmacos ideal e baseiam-se na
incorporacdo do fadrmaco em uma matriz que funciona como um
veiculo. Os fatores considerados na formulacdo de féarmacos
incluem exigéncias de que o sistema seja ndo-tdéxico e néo-
reativo com o farmaco a ser distribuido, econdmico na produ-
cdo, formado com componentes prontamente disponivels e, con-
sistente com relacdo a composicdo final e as caracteristicas
fisicas, incluindo estabilidade e taxa de liberacdo. E pre-
ferivel, também, que o sistema de distribuig¢do de farmaco
seja formado com materiais facilmente removiveis do corpo
por processos fisioldgicos normais.

Os avanc¢os na tecnologia de microparticulas tém
ajudado no desenvolvimento de formulagdes de farmacos melho-
radas. No entanto, apesar desses avangos, existe, ainda, uma
caréncia na técnica de formulacdes de farmacos estaveis com
eficidcia de longo periodo e adsorcgdo ideal, quando adminis-
tradas como um farmacéutico, particularmente, através de
meios pulmonares. Uma tentativa para solucionar essa defici-
éncia é focar nas caracteristicas/propriedades do agente a-
tivo que possam promover sua adsorgdo na superficie da mi-
croparticula e diminuir sua tendéncia em permanecer em solu-

cao.
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SUMARIO DA INVENCAO

Sdo fornecidos métodos para ligar, revestir ou ad-
sorver um agente ativo em uma superficie de microparticula
cristalina. Em geral, as microparticulas s&o revestidas com
um agente ativo pela modificagdo do sistema compreendendo as
microparticulas e o agente ativo dissolvido, de tal forma
gue o agente ativo tenha uma afinidade maior com a superfi-
cie da microparticula do que em permanecer em solugdo. Em
particular, a presente invengdo procura promover, ainda, a
adsorcdo de um agente ativo na superficie da microparticula
pela modificagdo/utilizacdo das propriedades do agente ativo
sob um numero de condig¢des em solucgdo.

Assim, na presente invencdo, é fornecido um método
para promover a ligacdo de um agente ativo a uma microparti-
cula cristalina pré-formada em suspensdo, compreendendo as
etapas de: 1) modificacdo do potencial quimico do agente a-
tivo, onde a modificacdo permite uma interacdo energetica-
mente favordvel entre o agente ativo e a microparticula, in-
dependente da remog¢do do solvente; e 1ii) adsorcao do agente
ativo na superficie da microparticula.

Em modalidades particulares da presente invengdo,
a modificacdo do potencial quimico compreende modificar a
estrutura; a flexibilidade, a rigidez, a solubilidade ou a
estabilidade do agente ativo, individualmente ou em combina-
cdo. A modificac&o do potencial quimico do agente ativo com-
preende alterar as condi¢gdes de solugao. A alteragdao das
condicdes de solucdo compreende adicionar um modificador de

agente ativo a solucgao.
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Em modalidades particulares, o modificador de a-
gente ativo é selecionado do grupo consistindo em sais, ten-
soativos, ions, osmbélitos, alcoois, caotrdpicos, cosmotrdpi-
cos, acidos, bases e solventes orgdnicos. Em uma modalidade,
o sal é o cloreto de sédio.

Ainda em outra modalidade da presente invengdo, o
método compreende, ainda, a etapa de dissolugdo do agente
ativo em uma fase fluida de uma suspens&do de microparticulas
e alteracdo do pH da fase fluida. Em um aspecto, a etapa de
dissolugcdo do agente ativo em uma fase fluida refere-se a
dissolucdo de um sélido. Em outro aspecto, a etapa de disso-
lucdo do agente ativo refere-se a adigdo de uma solugdao con-
centrada do agente ativo.

Em outra modalidade da presente inveng¢do, o modi-
ficador de agente ativo melhora a estabilidade estrutural do
agente ativo.

Ainda em outra modalidade da presente invengdo, o
agente ativo é uma proteina, um peptideo, um polipeptideo,
uma molécula pequena ou uma molécula de Aacido nucléico. Em
outra modalidade da presente invengéo,_o agente atin é se-
lecionado do grupo consistindo em insulina, grelina, hormé-
nio do crescimento e horménio da paratiredide (PTH). O agen-
te ativo pode compreender um anticorpo ou fragmento de anti-
corpo. Em varios aspectos da invencdo, o anticorpo pode re-
conhecer um antigeno associado a doengas, incluindo, sem
restricdes, um antigeno associado a tumor ou um antigeno re-
lacionado a patégeno infeccioso.

Ainda - em outra modalidade da presente invencédo, a
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molécula pequena ¢é uma molécula ionizadvel ou uma molécula
hidréfoba, tal como, mas nao limitada a, ciclosporina A.

Em outra modalidade da presente invencdo, a modi-
ficacdo do potencial quimico do agente ativo compreende mo-
dular uma ou mais interacgdes energeticamente favoraveis tais
como, mas ndo limitadas a, interacdes eletrostaticas, inte-
racbes hidrdéfobas, e/ou interacgdes de ligagdo de hidrogénio
entre o agente ativo e a superficie da microparticula. Em
uma modalidade, a microparticula compreende uma dicetopipe-
razina tal como, mas ndo limitada a, fumaril dicetopiperazi-
na.

Ainda em outra modalidade da presente invengdo, o
método compreende, ainda, uma etapa de remogdo ou troca do
solvente. Solvente, como referido aqui, refere-se a um meio
fluido, no qual o agente ativo e a microparticula s&o “ba-
nhados”. Nao deve ser interpretado que sejam necessarios to-
dos os componentes presentes em solu¢do. Na verdade, em va-
rias circunsténcias, isto pode ser usado como referéncia pa-
ra o meio liquido, no qual as microparticulas estdo suspen-
sas.

Em outra modalidade da presente inveng¢do, é forne-
cido um processo para preparar uma composicgdo de distribui-
cdo de farmaco, compreendendo um agente ativo e uma micro-
particula cristalina, compreendendo as etapas de: forneci-
mento de uma solugdo de agente ativo compreendendo uma molé-
cula do agente ativo; modificacdo do potencial quimico do
agente ativo; fornecimento de uma microparticula em uma sus-

pensdo ou em pd; e combinagdo da solucdao de agente ativo com
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a suspensdo ou pdé de microparticula. O pé pode ser, por e-
xemplo, filtrado, mas nao seco.

Em outra modalidade da presente invengdo, O pro-
cesso de modificacdo do potencial quimico do agente ativo
permite a interagdo entre o agente ativo e uma microparticu-
la. Em uma modalidade, a modificacdo do potencial quimico do
agente ativo compreende adicionar um modificador de agente
ativo a solucdo. Tal modificador de agente ativo pode ser
selecionado do grupo consistindo em sais, tensoativos, ions,
osmbélitos, A&lcoois, caotrdpicos, cosmotrdpicos, &acido, base
e solventes orgdnicos. Ainda em outra modalidade, o modifi-
cador diminui a solubilidade da molécula do agente ativo,
promove associacdo entre o agente ativo e uma microparticu-
la, tal como uma particula de dicetopiperazina, e/ou aumenta
a estabilidade estrutural da molécula do agente ativo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Os desenhos a sequir fazem parte do presente rela-

tério e estdo incluidos para demonstrar adicionalmente de-

~terminados aspectos dos exemplos descritos aqui. A invengdo

pode ser mais bem compreendida pela referéncia a um ou mais
destes desenhos em combinacdo com a descricdo detalhada das
modalidades especificas presentes aqui.

As FIGs. 1A-1C apresentam os efeitos de caotrdpi-
cos e cosmotrdépicos em curvas de carga para agentes ativos
em microparticulas de fumaril dicetopiperazina (FDKP) como
uma funcdo de pH e 100 mM de agente cosmotrdpico/caotrdpico,
de acordo com os ensinamentos da presente invencdo. A FIG.

1A apresenta a carga de 0,75 mg/mL de insulina em 5 mg/mL de
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microparticulas de FDKP na presenga de caotrdpicos e cosmo-
trépicos em pH 3,0-5,0. A FIG. 1B apresenta a carga de 0,25
mg/mL de peptideo 1 do tipo glucagon (GLP-1) em 5 mg/mL de
microparticulas de FDKP na presenca de caotrdpicos e cosmo-
trépicos em pH 2,0-4,0. A FIG. 1C apresenta a carga de 0,25
mg/mL de horménio da paratiredide (PTH) em 5 mg/mL de micro-
particulas de FDKP na presen¢a de caotrdpicos fortes, NaSCN
e NaClQO,, entre pH 4,0-5,0.

As FIGs. 2A-2C apresentam os efeitos de osmdlitos
nas curvas de carga para agentes ativos em microparticulas
de FDKP como uma funcdo de pH e osmélitos (100 mM), de acor-
do com os ensinamentos da presente invencdo. A FIG. 2A apre-
senta a carga de 0,75 mg/mL de insulina em 5 mg/mL de micro-
particulas de FDKP na presenca de osmélitos em pH 3,0-5,0. A
FIG. 2B apresenta a carga de 0,25 mg/mL de GLP-1 em 5 mg/mL
de microparticulas de FDKP na presenga de osmdlitos entre pH
2,0-4,0. A FIG. 2C apresenta a carga de 0,10 mg/mL de pepti-
deo grelina em 5 mg/mL de microparticulas de FDKP na presen-
ca de osmélitos fortes em pH 4,0-5,0.

As FIGs. 3A-3D apresentam os efeitos de &lcoois em
curvas de carga para agentes ativos em microparticulas de
FDKP como uma funcdo de pH e alcoois, de acordo com o0s ensi-
namentos da presente invencdo. A FIG. 3A apresenta a carga
de 0,10 mg/mL de grelina em 5 mg/mL de microparticulas de
FDKP na presenga de hexafluorisopropanol (HFIP) a 5%, 10%,
15% e 20% v/v entre pH 2,0-4,0. A FIG. 3B apresenta a carga
de 0,10 mg/mL de grelina em 5 mg/mlL de ndcropafticulas de

FDKP na presenca de trifluoretanol (TFE) a 5%, 10%, 15% e
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20% v/v entre pH 2,0-4,0. As FIGs. 3C e 3D apresentam a car-
ga de 0,25 mg/mL de GLP-1 em 5 mg/mL de microparticulas de
FDKP em pH 2,0-5,0 na presenga de HFIP e TFE, respectivamen-
te.

As FIG. 4A-4D apresentam os efeitos do sal nas
curvas de carga para agentes ativos em ndcroparticulés de
FDKP como uma funcdo de pH e concentragéo de NaCl, de acordo
com os ensinamentos da presente inveng¢do. A FIG. 4A apresen-
ta a carga de 0,75 mg/mL de insulina em 5 mg/mL de micropar-
ticulas de FDKP na presenca de 0-500 mM de NaCl em pH 2,0-
5,0. A FIG. 4B apresenta a carga de 0,25 mg/mL de GLP-1 em 5
mg/mL de microparticulas de FDKP na presenca de 0-500 mM de
NaCl em pH 2,0—5,0. A FIG. 4C apresenta a carga de 0,25
mg/mL de peptideo PTH em 5 mg/mL de microparticulas de FDKP
na presenca de 0-1000 mM de NaCl em pH 2,0-5,0. A FIG. 4D
apresenta a andlise estrutural secundaria de PTH em varias
concentracdes de sal (20°C). A far-UV CD de 4,3 mg/mL de PTH
em pH 5,8 demonstra que a medida em que a concentragao de
NaCl aumenta, a estrutura secunddria do peptideo adota uma
conformacdo mais helicoidal.

As FIGs. 5A-5B apresentam a adsorgdo de moléculas
hidréfobas em microparticulas, de acordo com 0s ensinamentos
da presente invencdo. A FIG. 5A apresenta a ligagdo de ci-
closporina A a microparticulas de FDKP com anti-solvente (a-
gua) em concentracdes de 60%, 80% e 90%. A FIG. 5B apresenta
a porcentagem de carga méximavteérica alcancada para ciclos-
porina A em relagdes massicas variaveis de ciclosporina

A/microparticulas de FDKP na presenca de 90% de anti-
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solvente.

A FIG. 6 apresenta a farmacocinética da unica in-
jecdo intravenosa (IV) e insuflacdo pulmonar (IS) em ratos
usando varias relagdes massicas de ciclosporina
A/microparticulas de FDKP a 90% de anti-solvente, de acordo
com os ensinamentos da presente invengao.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Sdo descritos aqui métodos uUteis para estabilizar
agentes ativos farmacéuticos em combinagdo com microparticu-
las cristalinas. As composig¢des resultantes fornecem agentes
ativos estaveis, revestidos sobre as superficies das micro-
particulas cristalinas.

A substéncia a ser revestida ou adsorvida sobre a
microparticula cristalina é referida aqui como agente ativo.
Exemplos de classes de agentes ativos incluem composigdes
farmacéuticas, compostos sintéticos e macromoléculas orgéni-
cas que tem utilidade terapéutica, profildtica, e/ou diag-
nbéstica.

Geralmente,Aa maioria dos agentes ativos pode ser
revestida ou adsorvida sobre a superficie da microparticula
cristalina inclﬁindo, mas ndo limitados a, macromoléculas
orgdnicas, &cidos nucléicos, compostos organicos sintéticos,
polipeptideos, peptideos, proteinas, polissacarideos e ou-
tros acucares, e lipideos. Os peptideos, proteinas e poli-
peptideos sdo cadeias de aminodcidos unidas por ligacdes de
peptideos. Os peptideos sdo geralmente considerados como
sendo menos do que 30 residuos aminoacidos, mas podem inclu-

ir mais. As proteinas sdo polimeros que podem conter mais de
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30 residuos de aminocdcidos. O termo polipeptideo, como co-
nhecido na técnica e usado aqui, pode referir-se a um pepti-
deo, uma proteina, ou gqualquer outra cadeia de aminoacidos
de qualquer comprimento contendo multiplas ligagdes de pep-
tideos, embora contenham geralmente pelo menos 10 aminoaci-
dos. Os agentes ativos usados na formulagdo de revestimento
podem pertencer a uma variedade de classes de atividade bio-
légica, tais como agentes vasoativos, agentes neuroativos,
hormbénios, anticoagulantes, agentes imunomoduladores, agen-
tes citotdxicos, antibidticos, antivirais, antigenos e anti-
Corpos.

Exemplos de agentes ativos que podem ser emprega-
dos na presente invengdo incluem, de uma maneira ndo limi-
tante: horménio do crescimento, anticorpos e fragmentos do
mesmo, alcinos, ciclosporinas (por exemplo ciclosporina A),
PPACK (D-fenilalanil-L-prolil-L-arginina clorometil cetona),
CMFDA (diacetato de 5-clorometilfluoresceina), Texas Red,
clopidogrel, fator éstimulante de coldénias de granuldcitos e
macré6fagos (GM-CSF), peptideo 1 do tipo glucagon (GLP-1),
grelina, horménio da paratiredide (PTH), insulina e andlogos
de insulina (por exemplo insulina asparte e insulina) e an-
ticorpos e fragmentos dos mesmos, incluindo, mas ndo limita-
dos a: anticorpos humanizados ou quiméricos; F(ab), F(ab)2,
ou anticorpo de cadeia simples sé ou fundido com outros po-
lipeptideos; anticorpos monoclonais diagndésticos ou terapéu-
ticos para antigenos de cédncer, citocinas, agentes infeccio-
sos, mediadores inflamatérios, hormdénios, e antigenos de su-

perficie celular. Exemplos ndo limitantes de anticorpos para
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antigenos do tumor incluem anti-SSX-241-49 (sarcoma sinovi-
al, X breakpoint 2) anti-NY-ESO-1 (antigeno associado ao tu-
mor esofagico), anti-PRAME (antigeno preferencialmente ex-
presso de melanoma), anti-PSMA (antigeno de membrana da
prbostata especifico), anti-Melan-A (antigeno associado ao
tumor melanoma), anti-tirosinase (éntigeno associado ao tu-
mor melanoma) e anti-MOPC-21 (proteina celular plasmatica do
mieloma) .

Microparticulas

Essencialmente, o termo “microparticulas” refere-
se a uma particula com o didmetro de cerca de 0,5-1000 um,
independente da exata estrutura interior ou exterior. Dentro
da - ampla categoria de microparticulas, as “microesferas” re-
ferem-se a microparticulas com forma esférica uniforme. As
microparticulas cristalinas, como referidas aqui, referem-se
a microparticulas que tém a estrutura interna, embora nao
necessariamente a forma externa, de um cristal e tém um ar-
ranjo regular de atomos em uma estrutura espacial. As super-
ficies cristalinas ionizédveis referem-se é microparticulas
cristalinas que tém a capacidade adicional de conduzir uma
carga elétrica. Em algumas modalidades, a microparticula po-
de ser um Unico cristal regularmente modelado. Em varias mo-
dalidades preferidas, a microparticula é irregularmente mo-
delada, é porosa, tem superficies internas acessiveis a a-
gentes ativos dissolvidos, ou compreendem cristais malti-
plos, em qualquer combinagdo. Tais caracteristicas, em ge-
ral, aumentardo a &rea superficial, aumentando, conseqlente-

mente, a capacidade de carga. Tais caracteristicas podem



10

15

20

25

12

também contribuir com propriedades aerodindmicas vantajosas,
importantes se o agente ativo for distribuido pela inalacgao
de um pbé seco compreendendo as microparticulas.

Preferivelmente, a substédncia quimica que compde a
microparticula .cristalina é reversivelmente reativa com o
agente ativo a ser distribuido, né&o-tdéxica, bem como nédo-
metabolizada por roedores e humanos. Apesar do dito anteri-
ormente, alguns niveis de toxicidade sdo tolerdveis, depen-
dendo, por exemplo, da severidade da condigdo a ser tratada
ou da quantidade de substancia a qual o paciente estd expos-
to. Similarmente, n&o ¢é necessario que a substancia seja
completamente inerte metabolicamente. Ademais, a estrutura
cristalina de microparticulas preferidas n&o é substancial-
mente rompida no processo de revestimento ou ligacdo com o
agente ativo. A composigéo da microparticula cristalina de-
termina quais os tipos de interacgdes quimicas podem ser ma-
nipuladas para levar a adsorgdo de um agente ativo na super-
ficie da microparticula.

Uma variedade de substédncias pode ser usada para
formar microparticulas cristalinas. Microparticulas, como
tais, apresentamisuperficies, as propriedades das quais po-
dem ser manipuladas no processo de revestimento, conforme
revelado no pedido de patente co-pendente U.S. _  /
(Attorney Docket No. 51300-00025), depositado no mesmo dia
do presente pedido, e o pedido provisdério norte-americano
No. 60/717.524 depositado em 14 de setembro de 2005, cada
qual incorporado aqui pela referéncia em sua totalidade. Os

materiais representativos, a partir dos quais as microparti-
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culas podem ser formadas, incluem, mas ndo se limitam a, a-
minodcidos aromdticos ou compostos com solubilidade limitada
em uma faixa de pH definida, tais como dicetopiperazinas e
sulfatos de morfolina.

Um exemplo particular de microparticulas, como
consideradas na presente invengdo, sdo as microparticulas de
dicetopiperazinas (DKP). Como discutido aqui, as microparti-
culas de DKP s&o empregadas para facilitar a adsorcdo do a-
gente ativo. As patentes US 5.352.461 e US 5.503.802, cada
qual incorporada aqui pela referéncia em sua totalidade,
descrevem um sistema de distribuicdo de farmaco baseado na
formagdo de microparticulas de dicetopiperazina (DKP) a par-
tir de derivados de dicetopiperazina, tais como 3,6-bis[N-
fumaril-N- (n-butil)amino] (também conhecido como fumaril di-
cetopiperazina ou FDKP; também referido como (E)-3,6-bis[4-
(N-carbb6xi-2-propenil)amidobutil]-2,5-dicetopiperazina) que
sdo estdveis em pH baixo e dissolvem-se no pH do sangue ou
do intestino delgado. Um sistema baseado em elementos estru-
turais de dicetopiperazina ou um de seus derivados de subs-
tituicdo, incluindo, mas ndo limitados a, dicetomorfolinas e
dicetodioxands, forma microparticulas com faixas de pH e
distribuicdes de tamanho desejaveis, bem como com uma boa
tolerédncia de carga. Uma ampla série de caracteristicas re-
produzivels, estaveis pode ser gerada com manipulacdes apro-
priadas dos grupos substituintes. Essas patentes descrevem a
precipitacdo da DKP na presenga do agente ativo para formar
microparticulas compreendendo o agente ativo. Detalhes adi-

cionais com relacdo a sintese, precipitacdo e uso das dice-
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topiperazinas estdo descritos nas patentes US 6.071.497;
6.331.318; 6.428.771 e publicacdes das patentes norte-
americanas Nos. 20060040953 e 20060041133, cada qual incor-
porada aqui por referéncia em sua totalidade. As composig¢des
compreendendo dicetopiperazina estdo descritas na patente US
6.991.779 e na publicagdo da patente norte-americana No.
20040038865, cada qual incorporada por referéncia em sua to-
talidade.

Outras dicetopiperazinas consideradas na presente
invencdo incluem 3,6-di(4-aminobutil)-2,5-dicetopiperazina;
3,6-di(succinil-4-aminobutil) -2, 5-dicetopiperazina (succinil

dicetopiperazina ou SDKP); 3,6-di(maleil-4-aminobutil)-2,5-

dicetopiperazina; 3,6-di(citraconil-4-aminobutil)-2, 5-
dicetopiperazina; 3,6-di(glutaril-4-aminobutil) -2, 5-
dicetopiperazina; 3,6-di(malonil-4-aminobutil)-2,5-
dicetopiperazina; 3,6-di(oxalil-4-aminobutil) -2, 5-

dicetopiperazina, e derivados dos mesmos. Os sais de diceto-
piperazinas também podem ser usados na presente invengdo e
podem incluir, por exemplo, um sal farmaceuticamente aceité-
vel, tal como Na, K, Li, Mg, Ca, ambénio, ou mono-, di-, ou
tri-alquilaménio (como derivados de trietilamina, butilami-
na, dietanolamina, trietanolamina ou piridinas, e semelhan-
tes). O sal pode ser um sal mono, di ou misto. Sais de ordem
mais elevada também sdo considerados para dicetopiperazinas,
nos quais os grupos R contém mais de um grupo &cido. Em ou-
tros aspectos da invencdo, uma forma bédsica do agente pode
ser misturada com dicetopiperazina para formar uma ligagdo

de sal entre o fadrmaco e a dicetopiperazina, de tal forma
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que o farmaco seja um contra-cation da dicetopiperazina. Os
sais de DKP para distribuicdo de farmacos estdo descritos de
forma mais detalhada na publicacdo da patente norte-
americana No. 20060040953, a qual estd incorporada aqui pela
referéncia em sua totalidade.

As patentes US 6.444.226 e 6.652.885, cada qual
incorporada aqui por referéncia em sua totalidade, descrevem
a preparacdo e o fornecimento de microparticulas de DKP em
suspensdo aquosa, a gual uma solugdo de agente ativo é adi—l
cionada, e, entdo, a etapa critica de liofilizacdo da sus-
pensdo para produzir microparticulas com um revestimento de
agente ativo. A base para esta formulagdo & que o revesti-
mento de microparticula com agente ativo é levado pela remo-
cdo do meio liquido através da liofilizagdo (vide também a
patente US 6.440.463, a qual estd incorporada aqui pela re-
feréncia em sua totalidade). Em contraste aos ensinamentos
do estado da técnica, a presente invencdo fornece um meio
para ajﬁstar a associacdo do agente ativo a microparticula
antes da remocdo do solvente. Assim, a remogdo do meio 1li-
quido pbr métodos fisicos bulk (por exemplo filtragdo e se-
dimentacdo) ou métodos evaporativos (por exemplo liofiliza-
cdo e secagem por pulverizagdo) podem resultar em compara-
veils cargas.

Promovendo a Adsorcdo de Agentes Ativos

O agente ativo que é adsorvido na superficie de
uma microparticula cristalina pode envolver a alteragdo das
propriedades do agente ativo em uma solugdo ou suspensao

fluida sob varias condicbes de solugdo, promovendo, assim, a
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adsorcao na superficie da microparticula e reduzindo a quan-
tidade de agente ativo remanescente em solucdo. Alteragdes
ou modificagdes no agente ativo podem ocorrer com o uso de
modificadores, tais como, mas nd&o limitados a, caotrdbdpicos e
cosmotrépicos, sais e orgédnicos, tais como, mas ndo limita-
dos a, &lcoois, osmbélitos e tensocativos. Esses modificadores
podem agir no agente ativo para alterar seu potencial quimi-
co e, desta forma, sua estrutura, flexibilidade, rigidez ou
estabilidade, sem alterar quimicamente o agente por si pré-
prio. O termo “potencial quimico” é bem conhecido por um
técnico no assunto. Em modalidades da presente invencéo,
“potencial gquimico” refere-se a energia livre necessaria pa-
ra conduzir uma reacdo quimica, tal como, por exemplo, a in-
teracdo entre um agente ativo e um solvente ou a adsorcao do
agente ativo em uma microparticula. O termo “energeticamente
favoravel”, como usado aqui, refere-se a diminuic&o dos ni-
veis de energia livre dos estados absorvidos do agente ativo
na microparticula em relagdo ao nivel de energia livre de
microparticula ndo revestida, ou agente ativo ndo ligado
e/ou as formas insoluveis (incluindo agregacdo ou precipita-
¢dao) do agente ativo. O termo “estrutura”, como usado aqui,
refere-se a estrutura secunddria da molécula do agente ativo
e inclui a formac&o alfa-helicoidal, folhas beta, ou espiral
aleatdéria (desordenada) da molécula do agente ativo, tal co-
mo uma proteina. Adicionalmente, o termo estrutura pode in-
cluir também estruturas tercidrias e quaterndrias da molécu-
la, mas nao estd limitada a tais e pode referir-se também a

auto—-associagdo, agregacdo, multimerizacdo, dimerizacdo, e
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semelhantes, de uma molécula. O termo “estabilidade”, como
usado aqui, refere-se a estabilizacdo ou desestabilizagdo da
estrutura do agente ativo na presen¢a do modificador.

Além disso, a alteracdo das propriedades do agente
ativo em uma solugdo ou suspensdo fluida afeta possivelmente
as interacdes devido as propriedades hidréfobas, proprieda-
des de ligagdo de hidrogénio e propriedades eletrostaticas
do agente ativo e/ou microparticula.

As interacdes hidréfobas sdo associagdes de grupos
ndo-polares entre si em solugdes aquosas devido a sua inso-
lubilidade em &gua. As intera¢des hidrdfobas podem afetar
vadrios processos moleculares incluindo, mas ndo limitados a,
estabilizacdo estrutural (de moléculas simples, complexos de
duas ou trés moléculas, ou conjuntos maiores) e dinédmica, e
realiza contribuicdes importantes em processos de ligacéo
ligante-proteina e proteina-proteina. Essas interac¢des séo
também conhecidas por desempenharem um papel em eventos pre-
coces de dobramento de proteinas, e estdo envolvidas em fe-
némenos de montagem de complexos e automontagem (por exem-
plo, formacdo de membranas).

As interacgdes de ligacdo de hidrogénio s&o forcas
dipolo-dipolo especialmente fortes entre moléculas; um atomo
de hidrogénio em uma ligacdo polar (por exemplo, H-F, H-0O ou
H-N) pode experimentar uma forga atrativa com uma molécula
ou ion eletronegativo da vizinhanga que possui um par de e-
létrons ndo-compartilhado (tipicamente um &tomo de F, O ou N
em outra molécula). As ligacgdes de hidrogénio s&o responsa-

veis pelas propriedades Unicas da &gua e sdo muito importan-
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tes na organizacdo de moléculas bioldgicas, especialmente na

"influéncia de estrutura das proteinas e DNA.

As interacbdes eletrostdticas sdo atracdes entre
cargas opostas ou repulsdes entre cargas semelhantes que
crescem conforme as cargas se aproximam umas das outras. As
interagdes eletrostdticas constituem um componente-chave no
entendimento das interagdes entre corpos carregados em solu-
¢bdes idbnicas. Por exemplo, a estabilidade de particulas co-
loidais, dispersas em um solvente, pode ser explicada levan-
do em consideracdo a competicdo entre interacdes eletrostéa-
ticas repulsivas e as interag¢des de van der Waals atrativas.
As interacdes eletrostdticas também tém importédncia ao le-
var-se em conta a interagdo e a adesdo entre particulas.

Em algumas modalidades da presente invengdo, as
propriedades do agente ativo sdo alteradas usando um sal,
tal como, mas ndo limitado a, cloreto de sdbédio. Os agentes
ativos, por exemplo, PTH e GLP-1, sdo submetidos a mudancgas
estruturais notdveis na presenga de sal. Conforme mostrado
no Exemplo 5 (FIG. 4D), a presenca de sal aumenta a estrutu-
ra secunddria do PTH através da promogdo de uma conformac¢do
mais helicoidal do peptideo. O sal também mostrou afetar a
estrutura do GLP-1, conforme descrito no pedido de patente
norte-americano sob No. de série 60/744,882, depositado em
14 de abril de 2006 e incorporado aqui pela referéncia em
sua totalidade. Além disso, sais e outros compostos idnicos
sdo capazes de estabilizar ou desestabilizar proteinas e

peptideos, especialmente quando a diferenca entre o pH da
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solugdo e o pI da proteina ou peptideo aumenta pela ligagéo
a residuos especificamente carregados (Antosiewiez J, et
al., J. Mol. Biol. 238:415-436, 1994).

Caotrépicos

Os caotrdpicos, como conhecidos no estado da téc-
nica, sdo ions que apresentam fracas interag¢des com a &agua
e, portanto, desestabilizam moléculas, como proteinas e pep-
tideos. Esses compostos quebram a rede de ligacdo de hidro-
génio da agua e diminuem sua tensédo superficial, promovendo,
assim, liberdade mais estrutural e a desnaturacdo de protei-
nas e peptideos. Exemplos de caotrépicos incluem, mas nédo
estdo limitados a, NaSCN, (CHs)3N-HCL, NayNO3, e NaClOg; e
cloreto de césio (CsCl).

Os cosmotrbépicos ou liotrdépicos, por outro lado,
sdo ions que apresentam fortes interagdes com a agua e, ge-
ralmente, estabilizam macromoléculas, tais como proteinas e
peptideos. Esse efeito de estabilizagdo é ocasionado pelo
aumento da ordem da &gua e pelo aumento de sua tensdo super-
ficial. Exemplos de cosmotrdépicos incluem, mas ndo estdo li-
mitados a, citrato de sdédio (Citrato Na) e sulfato de sédio
(Na2504) .

Alcoois

Outra classe de modificador de agente ativo utili-
zada na presente invengdo trata-se de alcoois. Os alcoois
sdo capazes de romper a estrutura nativa de proteinas e pep-
tideos e também sd&o capazes de estabilizar e induzir confor-
macdes o-helicoidais em macromoléculas, mais notavelmente

dentro de proteinas e polipeptideos desestruturados. Tais



10

15

20

25

20

dlcoois podem incluir, mas ndo estdo limitados a, n@tanoi
(MeOH), etanol (EtOH), trifluoretanol (TFE) e hexafluoriso-
propanol (HFIP). Dentre esses, o TFE e o HFIP sdo os alcoois
mais potentes para induzir transicdes helicoidais em pepti-
deos e proteinas (Hirota et al., Protein Sci., 6:416-421;
1997, incorporado aqui pela referéncia a todo seu conteudo
com relacdo a transicdes helicoidais em peptideos e protei-
nas). Esses alcoois podem afetar a estrutura das proteinas e
dos peptideos pela sua habilidade em romper as propriedades
de ligacdo de hidrogénio do solvente (vide Eggers e Valenti-
ne, Protein Sci., 10:250-261; 2001, incorporado aqui pela
referéncia a todo seu contetdo com relacdo aos efeitos dos
dlcoois sobre a estrutura das proteinas).

Osmbélitos

Qutra classe de modificadores que afeta a afinida-
de do agente ativo com a microparticula trata-se de osmbéli-
tos. Os osmbélitos, como conhecido por um técnico no assunto,
sdo compostos pequenos que sdao produzidos pelas células de
quase todos os organismos sob situacgdes de estresse elevado
(tais como flutuacdes extremas de temperatura, ambientes e-
levados de sal, etc.) para estabilizar suas macromoléculas.
Eles ndo interagem diretamente com a macromolécula, mas agem
alterando as propriedades do solvente no meio celular e, as-
sim, sua presenca modifica indiretamente a estabilidade das
proteinas. Esses compostos incluem varios polidis, agucares,
polissacarideos, solvente organicos, e varios aminoacidos e
seus derivados. Embora o mecanismo dos osmdélitos ndo esteja

ainda bem elucidado, especula-se gque esses compostos agem
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possivelmente através do aumento do potencial quimico estado
desnaturado relativo ao estado nativo, aumentando, portanto,
a (positiva) diferenca de energia de Gibbs (AG) entre con-
juntos desnaturados e nativos (Arakawa e Timasheff, Bioche-
mistry 29:1914-1923; 1990).

Os osmbélitos, considerados na presente invencdo,
incluem, de maneira n&do limitante, hexileno-glicol (Hex-
Gli), trealose, glicina, poli(etileno glicol) (PEG), N-6xido
de trimetilamina (TMAO), manitol e prolina.

Descricdo Geral do Método

Nos métodos da presente invencdo, pelo menos trés
componentes sdo combinados em um meio liquido: pelo menos um
agente ativo, microparticulas (pré-formadas) e pelo menos um
modificador de agente ativo, conforme descrito anteriormen-
te. Os componentes desse sistema podem ser combinados em
qualquer ordem. Em algumas modalidades, o modificador e o
agente ativo sdo combinados entre si, antes da mistura ser
combinada com uma suspensdao de microparticulas. Em outras
modalidades, o agente ativo e as microparticulas sdao primei-
ramente combinados e, em seguida, o modificador é adiciona-
do. Em algumas modalidades, o agente ativo, ou o modifica-
dor, é fornecido e combinado com outro componente, ou compo-
nentes, como uma solucdo. Em outras modalidades, quaisquer
dentre os componentes podem ser fornecidos em forma sdélida e
dissolvidos, ou, no caso das microparticulas, suspensos no
meio ligquido contendo outro dentre os componentes. Variagdes
adicionais sdo aparentes para um técnico no assunto.

As microparticulas sdo formadas antes de serem
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combinadas com os outros componentes do sistema, e, como
tal, estdo presentes como uma suspensao. Apesar disso, o
meio liquido, no qual as microparticulas estdo suspensas, é,
algumas vezes, referido aqui como um solvente. O meio liqui-
do utilizado no método é quase sempre aquoso. No entanto, em
alguns casos, o0 meio liquido pode compreender mais de um
composto orgadnico, por exemplo, um alcool usado como um mo-

dificador, than it does water.

Apdés a montagem de todds os componentes do siste-
ma, o0 agente ativo serd adsorvido na superficie da micropar-
ticula. Em modalidades reforcadamente preferidas da presente
invencao, pelo menos 50, 60, 70, 80, 90, 95%, ou substanci-
almente todo o agente ativo no sistema serda adsorvido nas
microparticulas, até 100%. Em algumas modalidades da presen¥
te invengdo, a Area superficial acessivel das microparticu-
las sera suficiente para todo o agente ativo adsorvido estar
em contato direto com a superficie da microparticula, isto
é, o revestimento & uma monocamada. No entanto, deve ser en-
tendido que interacdes adicionais podem estar presentes. Em

alguns casos, por exemplo, a auto-associagdo do agente ativo

~pode ser também energeticamente favorecida, de forma que

miltiplas camadas do agente ativo revistam a particula. N&o
é necessario que quaisquer dessas camadas estejam completas
ou que a espessura do revestimento seja uniforme. Duas for-
mas de auto-associacdo podem ser reconhecidas: multimeriza-
cdo e agregacdo. A multimerizagdo é caracterizada por inte-
racdes intermoleculares especificas e estequiometria fixa. A

agregacdo ¢é caracterizada por intera¢des intermoleculares
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ndo-especificas e estequiometria indefinida. Deve ser enten-
dido que agentes ativos multiméricos podem ser adsorvidos no
estado multimérico, ou dissociados em mondmeros, ou multime-
ros de ordem mais baixa, e adsorvidos na superficie nesse
estado. Em qualquer caso, a agregacdo pode mediar a formagdo
de camadas do agente ativo na microparticula.

As microparticulas carregadas constituem uma com-
posicdo de distribuicdo de farmaco que pode ser utilizada em
uma variedade de formas. As particulas podem ser usadas como
pés, em formas de dosagem sdélidas, tais como comprimidos ou
contidas em capsulas, ou suspensas em um veiculo liquido.
Geralmente, isso ird requerer troca e/ou remocdo do meio li-
quido, no qual a carga estd presente. Isso pode ser realiza-
do por qualquer dentre uma variedade de meios incluindo mé-
todos fisicos, tais como, mas ndo limitados a, sedimentacédo

e filtracdo, e métodos evaporativos, tais como, mas ndo 1li-

‘mitados a, liofilizacdo ou secagem por pulverizagdo. Essas

técnicas sdo conhecidas por técnicos no assunto. Em uma mo-
dalidade da presente invencgdo, o solvente é removido através
da secagem por pulverizagdo. Métodos de secagem por pulveri-
zagdo de microparticulas de dicetopiperazina estdo descri-
tos, por exemplo, no pedido de patente provisdério norte-
americano No. 60/776.605, depositado em 22 de fevereiro de
2006, incorporado aqui por referéncia para todo seu conteudo
relacionado & secagem por pulverizagdo de microparticulas de
dicetopiperazina.

Se a carga ndo estiver substancialmente completa,

modalidades da inveng&o, ao usar-se métodos fisicos para re-
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mocdo de solvente ird& ocorrer, tipicamente, uma perda do a-
gente ativo ndo-adsorvido, mas pode, por exemplo, ser util
para assegurar que o revestimento ndo ira progredir além de
uma monocamanda. Contrariamente, modalidades usando secagem
evaporativa para remocao de solvente pode, em alguns casos,
depositar mais agente ativo na particula, evitando, assim,
sua perda, mas as interacdes 'de adsorcdo envolvidas podem
diferir daquelas estabelecidas pelas ligagdes de moléculas
nas etapas precedentes do método. Em outras modalidades, a
remocdo evaporativa do solvente ndo resulta em deposicdes
adicionais significativas de agente ativo, incluindo o caso
em gque substancialmente todo o agente ativo ja tenha sido
adsorvido na particula.

EXEMPLOS

Os exemplos a seguir estédo incluidos para demons-
trar modalidades preferidas da presente invencdo. Deve ser
apreciado por técnicos no assunto que as técnicas, descritas
nos exemplos gque seguem, representam técnicas descobertas
pelo inventor para funcionarem bem na pratica da invencgéo,
e, assim, podem ser consideradas por constituirem modos pre-
feridos para sua pratica. Enquanto a.discusséo foca em um
mecanismo particular, deve ser entendido que alguns modifi-
cadores podem apresentar efeitos multiplos sobre o agente
ativo, ou, de fato, na superficie da particula, cada qual
podendo contribuir para promover a adsorgdo do agente ativo
na particula. No entanto, técnicos no assunto, levando em
conta a presente invencg¢do, irdo apreciar que varias modifi-

cacgdes podem ser feitas nas modalidades especificas que es-
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tdo descritas e, ainda assim, um resultado similar ou pare-
cido serd obtido sem fugir ao principio e escopo da inven-
cao.

EXEMPLO 1

Procedimento Experimental: Estudos de Adsorgdo de

Agente Ativo/Microparticula de FDKP

Os agente ativos insulina, PTH, grelina e GLP-1
foram comprados da American Peptide (Sunnyvale, CA) ou AnaS-
pec (San Jose, CA), ou foram preparados em casa (MannKind
Corporation, Valencia, CA). Amostras aquosas em pH variaveis
e a 20°C (a menos que observado de outra maneira) foram ana-
lisadas. As amostras foram, em geral, preparadas na hora e
foram misturadas com o aditivo particular (por exemplo sal,
tampédo de pH, etc., se qualquer) antes da adicdo das micro-
particulas de FDKP.

A associacdo do agente ativo a particulas de dice-
topiperazina (DKP) em suspensdo foi avaliada pela conducéo
de estudos de adsorg¢do. Os parl@metros investigados nos estu-
dos de adsorcdo exploraram os efeitos das inﬁeragées ele-
trostaticas, ligacdo de hidrogénio, estrutura da.égua, fle-
xibilidade da proteina e interag¢des de pareamento de sais
especificas na interacdo agente ativo/microparticula de fu-
maril dicetopiperazina (FDKP). Além disso, uma série de es-
tabilizadores de proteinas comuns foi testada pela interfe-
réncia na adsorcdo do agente ativo em superficies de micro-
particulas de FDKP.

Varias condig¢des de promogdo da adsorcgdo do agente

ativo nas superficies de particulas de FDKP pré-formadas fo-
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ram estudadas. Uma suspensdo de microparticulas de FDKP de
15 mg/mL foi combinada com 3X de tampdo de pH e 3X de solu-
cdo de um aditivo ou excipiente. A solucdo final continha
uma concentracdo de microparticulas de FDKP de 5 mg/mL e uma
concentracdo de GLP-1 de 0,25 mg/mL (5% p/p), ou uma concen-
tracdo de PTH de 0,25 mg/mL (5% p/p), ou uma concentragao de
insulina de 0,75 mg/mL (15% p/p) ou uma concentracdo de gre-
lina de 0,10 mg/mL (2% p/p). O agente ativo ndo-ligado no
sobrenadante foi removido da suspensdo por filtracdao. As
particulas de FDKP com o agente ativo associado foram dis-
solvidos (reconsﬁituidos) em 100 mM de bicarbonato de ambé-
nio, e filtrado para separar (dividir) quaisquer moléculas
de agente ativo agregadas.
EXEMPLO 2

Efeito de Caotrépicos ‘e Cosmotrdpicos na Adsorgdo

de Agente Ativo em Particulas de FDKP

As espécies idénicas que afetam a estrutura da &agua
e proteinas (caotrdépicos e cosmotrdpicos) foram estudadas
para investigar a adsorgéo de agente ativo em uma superficie
de microparticula de FDKP por um mecanismo hidréfobo (em pH
baixo). A carga de agente ativo em particulas de FDKP foi
realizada em 5 mg/mL de microparticulas e uma concentracao
de GLP-1 de 0,25 mg/mL (5% p/p), ou uma concentragdo de 0,25
mg/mL de PTH (5% p/p), ou uma concentragdo de insulina de
0,75 mg/mL (15% p/p). A concentracdo do caotrdpico ou cosmo-
trépico nas amostras foi mantida constante a 100 mM e o pH
foi wvariado de 2,0 a 5,0. Os caotrbépicos ou cosmotrdpicos

foram selecionados dentre os seguintes: NaSCN, CsCl, Na,;SOs,
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(CH3)3N-HC1l, NayNO3, Citrato Na e NaClO4,. O controle indica
gue nenhum caotrépico ou cosmotrédpico foi adicionado.

As FIGs. 1A-1C apresentam, respectivamente, as
curvas de carga para insulina, GLP-1 e PTH na superficie da
microparticula.de FDKP como uma funcdo de pH na presenga de
varios caotrdépicos ou cosmotrdépicos. Em pH baixo (3,0), to-
dos os caotrdépicos e cosmotrdpicos analisados melhoraram a
afinidade da insulina com a superficie da microparticula e
mostraram uma carga significativa comparada com o controle.
Em pH 4, esse efeito nd&o foi observado (FIG. 1A). Em pH mais
elevado (5,0), os caotrdépicos e cosmotrdpicos interferiram
na adsorcdo de insulina na superficie da microparticula,
comparada com o controle, pela precipitagdo da proteina in-
sulina. Desta forma, esses agentes promoveram a ligacdo da
insulina as particulas de FDKP em pH mais baixo, mas possuem
um efeito minimo ou detrimental em condig¢des de pH mais ele-
vado.

O GLP-1, na presenca de caotrépicos e cosmotrédpi-
cos, apresentou uma afinidade melhorada com microparticulas
de FDKP em pH 2,0-4,0 com um efeito maior em pH mais baixo
(FIG. 1B). Observacdes similares foram reveladas no pedido
provisdério norte-americano No. de série 60/744.882. Neste,
observou-se que aproximadamente 0,02-0,04 mg/mL do peptideo

GLP-1 (que corresponde a relacgdes massicas de 0,004 a 0,008)

foi detectado nas amostras de controle livre de microparti-

culas reconstituidas na presenca de NaSCN, NaClO4, Na,SO4,
Na,NO3 e Citrato Na, indicando que uma pequena proporgdo do

GLP-1 precipitou de modo preferivel a ser adsorvida na par-
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ticula.

A afinidade de PTH com a superficie da microparti-
cula de FDKP foi maior em pH de 4,0 a cerca de 4,5 na pre-
senca dos caotrdpicos fortes NaSCN e NaClO, (FIG. 1C).

Os dados sustentam que o0s agentes caotrépicos e
cosmotrépicos desempenham um papel importante na promocgdo da
adsorcdo do agente ativo em superficies de microparticulas
de FDKP, mais notavelmente em pH baixo. Uma vez que esses
modificadores possuem um efeito maior em pH baixo, onde a-
superficie da microparticula é menos idnica, é mais provavel
que a adsorcgdo resulte de um mecanismo hidréfobo. A diminui-
cdo da adsorcdo observada em pH mais elevado pode resultar
da superficie mais carregada da particula em combinac&o com
os efeitos que os agentes caotrdépicos e cosmotrdpicos possu-
em de aumentar a hidrofobicidade dos agentes ativos. Ade-
mais, como espécies 1idbnicas, esses agentes podem competir
com o agente ativo na ligacdo com a microparticula, ou rom-
per as interacdes eletrostdticas entre o agente ativo e a
microparticula. Finalmente, observa-se também que a blinda-
gem de Debye pode contribuir para a diminuicdo da adsorcgdo
em superficies mais carregadas.

EXEMPLO 3

Efeito de Osmélitos na Adsorgdo de Agente Ativo em

Particulas de FDKP

Para avaliar a importéncia da estabilidade do a-
gente ativo na adsorcdo, o efeito de osmbélitos nas ligacdes
do agente ativo a particulas de FDKP foi examinado por anéa-

lise HPLC. As FIG. 2A-2C mostram as curvas de carga para in-
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sulina (FIG. 2A), GLP-1 (FIG. 2B) e grelina (FIG. 2C) em
particulas de FDKP como uma funcdo de pH na presenca de es-
tabilizadores comuns (osmdélitos). A carga do agente ativo em
microparticulas de FDKP foi realizada a 5 mg/mL de micropar-
ticulas e uma concentracdo de insulina de 0,75 mg/mL (15%
p/p), ou uma concentracdo de GLP-1 de 0,25 mg/mL (5% p/p) ou
uma concentracdo de grelina de 0,10 mg/mL (2% p/p). A con-
centracdo do osmbélito (estabilizador) nas amostras foi man-
tida constante em 100 mM e o pH variou de cerca de 2,0 a
cerca de 5,0. Os osmbélitos foram selecionados a partir de
hexileno-glicol (Hex-Gli), trealose, glicina, PEG, TMAO, ma-
nitol e prolina; o controle indica nenhum osmélito.

Dentre os ‘agentes ativos estudados, a insulina
mostrou uma afinidade significativamente melhorada com a su-
perficie da particula de FDKP na presenga de osmdélitos (PEG,
glicina, trealose, manitol e Hex-Gli) em uma faixa de pH de
3,0 a 5,0 (FIG. 2A). Dentre os osmdélitos estudados, PEG e a
prolina melhoraram a afinidade para a adsorgdo de GLP-1 na
superficie da particula de FDKP numa faixa de pH de 2,0 a
4,0. O osmbélito TMAO foi mais eficaz que o PEG ou a prolina
na ligagdo de GLP-1 a superficie da microparticula de FDKP
em pH baixo (2,0), porém foi modestamente mais detrimental
em pH 3,0 e acima (FiG. 2B). A grelina, no entanto, mostrou
uma maior afinidade com a superficie da microparticula na
presenca de 100 mM de manitol, PEG, glicina, Hex-Gli e trea-
lose, quando comparada com o controle numa faixa de pH de
cerca de 4,0 a 5,0 (FIG. 2C).

Essas curvas de carga sugeriram gque os osmbélitos
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sdo capazes de aumentar a adsorg¢do do agente ativo na super-
ficie da microparticula de FDKP. E provavel que esse efeito
resulte da habilidade dos modificadores em estabilizar o a-
gente ativo, o que possibilitou uma adsorgdo mais energeti-
camente favoréavel.

EXEMPLO 4

Efeito de Alcoois na Afinidade do Agente Ativo com

Particulas de FDKP

Ao avaliar o efeito de modificadores sobre o agen-
te ativo que permite a adsorgdo na superficie da microparti-
cula por um mecanismo hidréfobo, o efeito dos &lcoois foi
examinado. Os alcoois, conhecidos por induzirem uma confor-
macdo helicoidal em peptideos e proteinas desestruturados
pelo aumento da forca de ligacdo de hidrogénio, foram avali-
ados para determinar o papel que a conformacdo helicoidal
desempenha na adsorc¢do do agente ativo na superficie da par-
ticula de FDKP. Os agentes ativos, tais como, GLP-1 e greli-
na, foram analisados. A carga do agente ativo em particulas
de FDKP foi realizada a 5 mg/mL de microparticulas e uma
concentracdo de GLP-1 de 0,25 mg/mL (5% p/p) ou uma concen-
tracdo de grelina de 0,10 mg/mL (2% p/p). O efeito de cada
dlcool foi observado numa faixa de pH de 2,0 a 5,0. Os alco-
ois usados foram trifluoretanol (TFE) e hexafluorisopropanol
(HFIP). Cada &lcool foil avaliado em concentracdes variaveis
gue incluem 5%, 10%, 15% ou 20% v/v.

As FIG. 3A-3D mostram as curvas de carga para o
agente ativo em microparticulas de FDKP como uma funcdo de

pH para cada &lcool e cada agente ativo. Em pH 2,0-4,0, a
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grelina apresentou uma afinidade extremamente melhorada com
a superficie da microparticula na presenca de HFIP e TFE em
todas as concentracdes testadas (5%, 10%, 15% e 20%), como
demonstrado pela razdo massica de grelina para particulas de
FDKP (FIGs. 3A-3B).

Em pH 2,0-5,0, o GLP-1 apresentou uma afinidade
melhorada com a superficie da microparticula na presencga de
HFIP e TFE nas concentracdes mostradas (5% e 10%) (FIG. 3C-
3D). O efeito do TFE foi menos acentuado, e, em pHs mais
baixos testados, foi detrimental. Foi observado que uma
guantidade substancial do peptideo GLP-1 (0,13-0,19 mg/mL,
que corresponde a relagdes massicas de 0,026 a 0,038) foi
detectada nas amostras de controle livres de microparticulas
reconstituidas na presenga de 10% de HFIP e TFE em pH 4,0,
indicando que parte do GLP-1 havia precipitado. No entanto,
em pH baixo (2,0-3,0), a quantidade de peptideo GLE—l detec-
tado no controle livfe de microparticulas reconstituidas na
presenga de 10% de HFIP e TFE foi significativamente diminu-
ida. Em pH 3,0, o peptideo GLP-1 a 0-0,02 mg/mL (que corres-
ponde a uma razdo massica de 0 a 0,004) foi detectado, ao
passo que nenhum GLP-1 foi detectado nas amostras de contro-
le em pH 2,0. As relagdes massicas nas FIGs. 3C-3D refletem
ambos agente ativo precipitado e adsorvido, embora a preci-
pitacdo se torne um componente reforcadamente muito menor a
medida que o pH diminui para 3,0.

Os dados indicam que os alcoois sdo capazes de me-
lhorar a adsorcdo do agente ativo em microparticulas de

FDKP. O aumento na adsorcdo resultou, provavelmente, de in-
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teracdes hidréfobas intensificadas entre o agente ativo e a
superficie da microparticula na presenga de alcoois.
EXEMPLO 5

Efeito do Sal na Adsorgdo do Agente Ativo em Par-

ticulas de FDKP

Para tentar entender o mecanismo hidrdéfobo de 1i-
gagdo, os efeitos do sal na adsorcdo do agente ativo em mi-
croparticulas de FDKP foram observados através da analise
HPLC.

A carga do agente ativo em microparticulas de FDKP
foi realizada a 5 mg/mL de microparticulas e uma concentra-
cdo de insulina de 0,75 mg/mL (15% p/p), ou uma concentracéo
de GLP-1 de 0,25 mg/mL (5% p/p) ou uma concentracdo de PTH
de 0,25 mg/mL (5% p/p) na presenca de 0, 25, 50, 100, 250 e
500 mM de NaCl (FIGs. 4A-4C). A carga de PTH em particulas
de FDKP também foi avaliada em 1000 mM de NaCl. A quantidade
de agente ativo detectado nas amostras de controle livres de
microparticulas reconstituidas, como uma funcdo de pH e con-
centracdo de NaCl, foi avaliada. O pH foi controlado com uma
mistura de 20 mM de fosfato de potédssio/20 mM de acetato de
potéssio.

Conforme observado na FIG. 4A, a ligacdo (adsor-
¢do) aumentada da insulina a particulas de FDK? estava evi-
dente em altas concentrag¢des de sal de 100-500 mM em pH de
cerca de 2,5 a cerca de 3,5. Em um bH entre cerca de 4,0 e
cerca de 5,0, para todas as concentrag¢des de sal testadas,
uma reducdo na adsorgdo de insulina na particula de FDKP foi

observada.
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Em um pH de cerca de 2,0 a cerca de 3,5, a ligacao
(adsorcdo) aumentada de GLP-1 a particulas de FDKP estava
evidente para todas as concentragdes de sal testadas (FIG.
4B). Em pH 4,0 e acima, a reducdo da ligagdo também foi ob-
servada.

Estudos similares usando PTH como agente ativo
mostraram uma ligacdo aumentada de PTH a particulas de FDKP
em concentracdes elevadas de sal de 250 a 1000 mM em pH de
cerca de 2,0 a cerca de 3,5 (FIG. 4C). Em pH de cerca de 3,5
a cerca de 5,0, a ligacdo de PTH a microparticula diminuiu
na presenca do sal.

Em pH baixo, onde a adsorgdo ndo é favoravel, a
adicdo de sal foi capaz de modificar o potencial quimico do
agente ativo, de modo a aumentar sua afinidade com a super-
ficie da microparticula. Tal melhora de ligagdo resultou,
provavelmente, do mecanismo hidréfobo. Além disso, os dados
indicam que, a medida que o pH foi aumentando, a adsorgao
diminuiu com a concentracdo de sal aumentada. A medida que a
superficie da microparticula tornou-se mais carregada aumen-
tando o pH, o mecanismo hidrdéfobo hipotético pode ser espe-
rado como sendo menos eficaz na promogdo da adsorcdao do a-
gente ativo. Essa reducdo pode ter resultado também da com-
peticdo do sal pelos sitios de ligagdo na superficie da mi-
croparticula. Foi observado que a blindagem de Debye pode
ter contribuido também para a adsorgdo reduzida observada.

Os dados mostraram também que o sal é capaz de al-
terar a estrutura dos agentes ativos. Por exemplo, medidas

de dicroismo circular com PTH mostraram que, a medida que a
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concentracdo de sal aumentou, a estrutura secundaria do pep-
tideo adotou uma conformacd&o mais helicoidal (FIG. 4D). Isso
sugere gue uma mudanc¢a na estrutura do PTH pode promover sua
ligacdo a superficie da microparticula em pH baixo.

Em uma solucgdo aquosa, a presenca do sal também
foi mostrada para dividir o corante Texas Red na superficie
da microparticula.

EXEMPLO 6

Efeitos na Adsorcdo de Ciclosporina A em Particu-

las de FDKP

Os efeitos na adsorcdo de moléculas pequenas hi-
dré6fobas em particulas de FDKP foram investigados tanto in
vitro, quanto in vivo, usando ciclosporina A como © agente
ativo. A adsorcdo foi promovida pela alteracdo da solubili-
dade do agente ativo.

A ciclosporina A, um polipeptideo ciclico lipofi-
lico, foil estudada com o intuito de mostrar como uma molécu-
la pode ser adsorvida em microparticulas. Ademais, o tamanho
da ciclosporina A (1202,61 MW) foi utilizado para demonstrar
as capacidades de carga das microparticulas para compostos
menores.

Para realizar a carga, um método solvente/anti-
solvente foi utilizado. O principio basico dessa metodologia
é dissolver o composto em um solvente (metanol) e, em segui-
da, usar um anti-solvente (agua) para conduzir o composto
para fora da solugdo e para a superficie das microparticu-
las. Utilizando esse método solvente/anti-solvente, a ci-

closporina A foi carregada com éxito na superficie das mi-
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croparticulas.

Em um experimento preliminar para determinar um
perfil de solubilidade, a ciclosporina A-foi dissolvida a 10
mg/mL em metanol e sua solubilidade a 1 mg/mL com concentra-
cdes variadveis de anti-solvente (10-90% de H,O em 10% de in-
crementos) foi analisada por HPLC. As &reas de pico da ci-
closporina A foram comparadas com a amostra contendo apenas
metanol para determinar a porcentagem de perda para precipi-
tacdo. Foil observado que a solubilidade foi, em alto grau,
retida abaixo de 60% de H,O. Em 70% de H;0, uma significati-
va malor parte de agente estava insoluvel e em 80-90% de H,0
menos de 5% de solubilidade remanescente.

Para avaliar a carga da particula, microparticulas
de FDKP foram suspensas em solugdes de metanol de ciclospo-
rina A. Agua foi, entdo, adicionada em uma etapa particular
para concentracdes finais de 60, 80 e 90%. Metade da amostra
foi pelotizada e a outra metade foi liofilizada. Cada metade
foi, entdo, redissolvida, de tal forma que as porcentagens
finais foram de 20% de microparticulas de FDKP/ciclosporina
A, 20% de 0,5 M de bicarbonato de aménio (AmBicard) e 60% de
metanol (as concentracdes necessirias para a dissolugdo de
ambas microparticula e ciclosporina A). O teor de ciclospo-
rina A de cada foi analisada por HPLC e comparada para de-
terminar a proporcdo que foi adsorvida na particula. Os re-
sultados estdo presentes na FIG. 5A. Em 60% de H;O fol ob-
servado que 20% da ciclosporina A havia se ligado a particu-
la. Em 80% e 90% de Hy0, as cargas eram de cerca de 90% e

95%, respectivamente, indicando a forte ligacdo da ciclospo-
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rina A as microparticulas de FDKP.

A capacidade de carga das microparticulas para ci-
closporina A foi analisada no nivel de 90% de anti-solvente
pela variacdo da carga de entrada da ciclosporina A, de modo
que o teor final dos sdélidos recuperados fosse de 2% a 20%,
assumindo que toda a ciclosporina A tivesse sido adsorvida.
Foi observado que, a medida que a carga de entrada aumentou
sobre essa faixa, a porcentagem de ciclosporina A disponi-
vel, ligada & microparticula aumentou de 50% a 95% da carga
de entrada (FIG. 5B). Deve ser notado, levando-se em conta
gue a solubilidade da ciclosporina A é de 0,05 mg/mL em 90%
de &gua, que esses resultados indicaram que substancialmente
toda a ciclosporina A insoluvel foil adsorvida nas particulas
de modo preferivel a precipitacgao.

EXEMPLO 7

Insuflacdo Pulmonar de Ciclosporina A/Particulas

de FDKP

Para examinar a farmacocinética de ciclosporina
A/microparticulas de FDKP, concentragdes plasmaticas de ci-
closporina A foram avaliadas em fémeas de ratos Sprague Da-
wley administrando varias formulagdes de <ciclosporina
A/microparticulas de FDKP via insuflagdo pulmonar ou injegao
intravenosa. Esses estudos foram conduzidos usando ciclospo-
rina A/microparticulas de FDKP preparadas em 90% de anti-
solvente e uma razdo méssica maxima tedrica de 0,05; 0,10 ou
0,20; conforme descrito no exemplo acima. Essas sdo referi-
das como as cargas de 5%, 10% e 20%.

Uma dose Unica de 2,5 mg de <ciclosporina
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A/microparticulas de FDKP foi distribuida para oito grupos
de ratos via insuflacdo pulmonar ou injegdo intravenosa. A-
mostras de sangue foram tiradas no dia da dosagem para cada
grupo na pré-dosagem (0 mg), e 5, 20, 40, 60, 240, 480 minu-
tos e 24 horas pbds-dosagem. A cada instante de tempo, apro-
ximadamente 100 pL de sangue total foram coletados da veia
lateral da cauda em um criovial, invertido e congelado. As
amostras de sangue foram centrifugadas a 4000 rpm e aproxi-
madamente 40 pulL foram pipetados em 96 placas com cavidades,
as quais foram armazenadas a -80°C até que fossem analisadas.
Conforme mostrado na FIG. 6, a administracdo de
2,5 mg de microparticulas de FDKP/ciclosporina A via insu-
flacdo pulmonar resultou em niveis maximos de ciclosporina
no soro, 24 horas pds-dosagem, nas fémeas de ratos Sprague
Dawley. A carga de 10% alcangou uma Cmax de 32,4 ng/mL na-
quele instante de tempo. Animais administrados com 2,5 mg de
microparticulas de FDKP/ciclosporina A em 0,1 mL via injecgao
intravenosa mostrou niveis minimos de ciclosporina fora 24
horas pés—dosagem. Foi observado que os niveis de micropar-
ticulas de FDKP atingiram um pico em 20 minutos pdés-dosagem,
e retornaram aos niveils da linha de base em 4 horas para am-
bos os grupos insuflacdo pulmonar e injecgdo intravenosa.
Como um todo, os dados mostram a biodisponibilida-
de de ciclosporina A/microparticula de FDKP. Foi observado
que o unico pico em 240 minutos trata-se de uma anomalia.
Para todos os animais testados, a patologia, conforme deter-
minada por observagdo geral e microscdédpica, estava normal.

A menos que indicado de outra forma, todos os nu-
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meros indicando quantidades de ingredientes, propriedades
como peso molecular, condigdes de reagdo, e etc. usados no
relatdério descritivo e nas reivindicagdes devem ser inter-
pretados como sendo modificados a todo instante pelo termo
“cerca de”. Conseqgiientemente, a menos que indicado de outra
maneira, os pardmetros numéricos estabelecidos no relatédrio
e nas reivindicacgdes em anexo sdao aproximagdes que podem va-
riar, dependendo das propriedades desejadas visadas de modo
a serem obtidas pela presente invenc¢do. Nao menos que e pro-
vavelmente muito mais, e ndo como uma tentativa de limitar o
pedido da doutrina de equivalentes do escopo das reivindica-
¢bes, cada pardmetro numérico deve ser ao menos interpretado
considerando o numero de digitos significativos reportados e
pela aplicagdo de técnicas de arredondamento usuais. Apesar
das faixas e pardmetros numéricos que estabelecem o amplo
escopo da invengdo serem aproximagdes, os valores numéricos
estabelecidos nos exemplos especificos estdo t&o precisamen-
te reportados, quanto possivel. Qualquer valor numérico, no
entanto, contém inerentemente determinados erros, resultando
essencialmente de desvios padrdes encontrados em suas res-

pectivas medic¢des de teste.

7 A} 7

Os termos “um” e “uma” e “o/a” e referéncias simi-
lares usadas no contexto da descrigdo da invengdo (especial-
mente no contexto das reivindicag¢des gque seguem) sao para
serem entendidas abrangendo ambos singular e plural, a menos
que indicado aqui de outra forma ou claramente contradito
pelo contexto. A citacgdo, aqui, de faixas de valores é pre-

tendida meramente como um método simples e rapido de refe-
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‘rir-se a cada valor em separado dentro da faixa. A menos que

indicado aqui de outra maneira, cada valor individual estéa
incorporado no relatdério descritivo como se ele estivesse
individualmente citado aqui. Todos os métodos descritos po-
dem ser realizados em qualquer ordem desejada, a menos dgue
indicado aqui de outra forma ou claramente contradito pelo
contexto. O uso de quaisquer ou todos os exemplos, ou lin-
guagens exemplares (por exemplo “tal como”), fornecidos aqui
é pretendido meramente para tornar mais clara a invencgdo e
ndo causar uma limitagdo no escopo da invengéo, a menos que
indicado. Nenhuma linguagem no relatdério descritivo deve ser
interpretada como indicativo de qualquer elemento essencial
ndo-reivindicado pela pratica da invencgéo.

”

O uso do termo “ou” nas reivindicacdes é usado co-
mo significadd para “e/ou”, a menos que claramente indicado
para referir-se a alternativas apenas ou as alternativas se-
rem mutuamente exclusivas; embora a descricdo suporte uma
definicdo que se refere a apenas alternativas e “e/ou”.

Os grupamentos de elementos alternativos ou moda-
lidades da invencdo, descritos aqui, ndo devem ser entendi-
dos como limitagdes. Cada membro do grupo deve referir-se a
e reivindicado individualmente ou em qualquer combinacdo com
outros membros do grupo ou outros elementos encontrados a-
gui. Antecipa-se que um ou mais membros de um grupo podem
estar incluidos em, ou retirados de, um grupo por razdes de
conveniéncia e/ou de patenteabilidade. Quando qualquer in-
clusdo ou retirada ocorre, o relatdrio é aqui considerado

contendo o grupo conforme modificado, fornecendo, assim, a
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descrigdo por escrito de todos os grupos da férmula Markush
usados nas reivindicacdes em anexo.

Modalidades preferidas dessa invengdo sdo descri-
tas aqui, incluindo o melhor modo conhecido pelos inventores
para realizar a invencdo. Certamente, variagdes nessas moda-
lidades preferidas se tornardo evidentes para técnicos no
assunto, ao lerem a descricdo acima. O inventor conta com
técnicos no assunto para empregar tails variacdes como apro-
priadas, e os inventores pretendem que a invengdo seja posta
em pré&tica de outra maneira que especificamente descrita a-
qui. Conseqgientemente, a invencdo inclui todas as modifica-
cdbes e equivalentes da matéria descrita nas reivindicacgdes
em anexo, como permitido pela lei aplicavel. Ademais, gqual-
quer combinacdo dos elementos supramencionados em todas as
possiveis variacgdes dos mesmos estd contida na presente in-
vencdo, a menos que indicado aqui de outra maneira ou clara-
mente contradito pelo contexto.

Além disso, inumeras referéncias foram feitas a
patentes e publicacdes impressas ao longo desse relatdrio
descritivo. Cada uma das referéncias e publicagdes impres-
sas, citadas acima, estdo individualmente incorporadas agui
pela referéncia em sua totalidade.

Ademais, deve ser entendido que as modalidades da
invencdo descritas aqui sdo ilustrativos dos principios da
presente invengdo. Outras modifica¢des que possam ser empre-
gadas fazem parte do escopo da inveng¢dao. Assim, como meio
exemplificativo, porém ndo limitante, configuragdes alterna-

tivas da presente invengao podem ser utilizadas em conformi-
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dade com os ensinamentos desta. Consegientemente, a presente
inven¢do n&o estd precisamente limitada ao que esta apresen-

tado e descrito.
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REIVINDICACOES

1. Método para promover a ligagdo de um agente a-
tivo a uma microparticula cristalina pré-formada em suspen-
sdo, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as etapas de:

i) modificagdo do potencial gquimico do agente
ativo, onde a referida modificacdo permite uma interacdo e-
nergeticamente favoravel entre o agente ativo e a micropar-
ticula, independente da remogao do solvente; e

ii) adsorcdo do agente ativo na superficie da
microparticula.

2. Método, de acordo com a reivindicacado 1, -
CARACTERIZADO pelo fato de que a modificagdo do potencial
quimico compreende modificar a estrutura, flexibilidade, ri-
gidez, solubilidade ou estabilidade do agente ativo.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que a modificagcdo do potencial
gquimico do agente ativo compreende alterar as condig¢des de
solucgao.

4. Método, dé acordo com a reivindicacdo 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que a .alteracdo das condig¢des de
solucdo compreende adicionar um modificador de agente ativo
a solucéo.

5. Método, de acordo com a reivindicacdo 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que o modificador de agente ativo
é selecionado do grupo consistindo em sais, tensoativos, 1i-
ons, osmbélitos, 4&lcoois, caotrdpicos, cosmotrédpicos, acido,
base e solventes orgadnicos.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 5,
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CARACTERIZADO pelo fato de que o referido sal é cloreto de
soédio.

7. Método, de acordo com a reivindicacédo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende ainda a etapa de
dissolucdo do agente ativo em uma fase fluida da suspenséo
de microparpiculas e alteracdo do pH da fase fluida.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADO pelo fato de que o pH é alterado antes da adi-
cdo do agente ativo.

9. Método, de acordo <com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADO pelo fato de que o pH é alterado logo apds a
adicdo do agente ativo.

10. Método, de acordo com a reivindicacd&o 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que o modificador de agente ativo
melhora a estabilidade estrutural ou a farmacodindmica do
agente ativo.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente ativo é uma protei-
na, um peptideo, um polipeptideo, uma molécula pequena ou
uma molécula de acido nucléico.

12. Método, de acordo com a reivindicacdo 11,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente ativo é selecionado
do grupo consistindo em insulina, grelina, hormdénio do cres-
cimento e hormdénio da paratiredide (PTH).

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 11,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente ativo compreende um
anticorpo ou fragmento de anticorpo.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 11,
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CARACTERIZADO pelo fato de que a molécula peguena € uma mo-
lécula hidrdéfoba.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,
CARACTERIZADO pelo fato de que a molécula pequena € ciclos-
porina A.

16. Método, de acordo com a reivindicacédo 11,
CARACTERIZADO pelo fato de gque a molécula pequena é uma mo-
lécula ionizavel.

17. Método, de acordo com a reivindicacédo 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que a modificagcdo do potencial

quimico do agente ativo compreende modular uma ou mais inte-

‘racdes energeticamente favordveis com a superficie da micro-

particula.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 17,
CARACTERIZADO pelo fato de que a uma ou mais interacdes e-
nergeticamente favordveis entre o agente ativo e a micropar-
ticula compreende uma interagdo eletrostéatica.

19. Método, de acordo com a reivindicacao 17,
CARACTERIZADO pelo fato de que a uma ou mais interacgdes e-
nergeticamente favoraveis entre o agente ativo e a micropar-
ticula compreende uma interacgdo hidréfoba.

20. Método, de acordo com a reiviﬁdicagéo 17,
CARACTERIZADO pelo fato de que a uma ou mais interacdes e-
nergeticamente favoraveis entre o agente ativo e a micropar-
ticula compreende uma interacgdo de ligag¢do de hidrogénio.

21. Método, de acorde com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a microparticula compreende

uma dicetopiperazina.
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22. Método, de acordo com a reivindicacdo 21,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dicetopiperazina é fumaril
dicetopiperazina.

23. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende ainda uma etapa de
remocdo do solvente.

24. Processo para preparar uma composigdao de dis-
tribuicdo de farmaco, compreendendo um agente ativo e uma
microparticula cristalina, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende as etapas de:

fornecimento de uma solugdo de agente ativo
compreendendo uma molécula do agente ativo;

| modificacdo do potencial quimico do agente

ativo;

fornecimento de uma microparticula em uma
suspensdo ou em pd; e

combinacdo da referida solugédc de agente ati-
vo com a referida suspensdo ou pd de microparticula.

25. Processo, de acordo com a reivindicacdo 24,
CARACTERIZADO pelo fato de que a modificagdo do potencial
quimico do agente ativo permite a interacdo entre o agente
ativo e a microparticula.

26. Processo, de acordo com a reivindicacdo 24,
CARACTERIZADO pelo fato de que a modificagdo do potencial
quimico do agente ativo compreende adicionar um modificador
de agente ativo a solucgdo.

27. Processo, de acordo com a reivindicacdo 26,

CARACTERIZADO pelo fato de que o modificador de agente ativo
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é selecionado do grupo consistindo em sais, tensoativos, i-
ons, osmbélitos, &alcoois, caotrébépicos, cosmotrédépicos, 4acido,
base e solventes orgdnicos.

28. Processo, de acordo com a reivindicacado 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que o modificador de agente ativo
diminui a solubilidade da molécula do agente ativo.

29. Processo, de acordo com a reivindicacgédo 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que o modificador de agente ativo
promove a associac¢do entre o agente ativo e uma microparti-
cula.

30. Processo, de acordo com a reivindicacdo 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que o modificador de agente ativo
melhora a estabilidade estrutural da molécula do agente ati-
vo.

31. Processo, de acordo com a reivindicacdo 24,
CARACTERIZADO pelo fato de que a microparticula compreende
uma dicetopiperazina.

32. Processo, de acordo com a reivindicacdo 31,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dicetopiperazina é fumaril

dicetopiperazina.
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FIG.6
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HOpIS9Ia- 6
RESUMO

“METODO DE FORMULAGAO DE FARMACO BASEADO NO
AUMENTO DA AFINIDADE DE AGENTES ATIVOS PARA SUPERFICIES DE
MICROPARTICULAS CRISTALINAS”

Métodos sdo fornecidos para promover a adsorgdo de
um agente ativo em microparticulas pela modificagdo das pro-
priedades estruturais do agente ativo, com o intuito de fa-

cilitar associagdo favoravel & microparticula.
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