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Memdria descritiva referente a

patente de invengao de CHUGATI
SEIYAKU KABUSEIKI KAISHA, japo-
nesa, industrial e comercial,
com sede em No. 5-1, 5-chome,
Ukima, Kita-ku, Tokyo, Japao,
(inventoe: Minoru Machida, resi
dente no Japao), para "PROCESSO
PARA A PREPARACAO DE UMA COMPO-
SICAO0 FARMACRUTICA ESTAVEL CON-
TENDO UM FACTOR ESTIMULANTE DE
UMA COLONIA DE GRANULOCITOS".

MEMORIA DESCRITIVA

A presente invengao refere-se a um
processo de preparacao de uma composigdo farmacéutica contendo
um factor estimulante de uma coldnia de granuldcitos. Em particu
lar, a presente invengao refere-se a uma composicao farmacéutica
estabilizada contendo um factor estimulante de uma coldnia de
granuldcitos que & protegida contra a perda ou desactivagao do
ingrediente activo (isto &, o factor estimulante da coldnia de
granuldcitos) devida a adsorpgao na parede de um contentor no
qual & colocada a composigdo, ou, a associagdo, polimerizag@o ou
oxidacao do referido ingrediente.

A gquimioterapia tem sido utilizada
como um dos processos para tratar varias doencas infecciosas, mas
verificou~se recentemente que a quimioterapia conduz a alguns

problemas clinicos sérios como por exemplo a produgdo de organis




mos resistentes a medicamentos, alteragao dos organismos causado

res das doencas e a grandes efeitos laterais. Para evitar estes

problemas associados com' a quimioterapia envolvendo a utilizacgao|

de agentes terapéuticos como por exemplo antibioticos e bacteri-
cidas, tém sido feitas. tentativas para utilizar uma substancia
gue active as capacidades profilaticas do hospedeiro de um orga-
nismo causador de infecgao e dar assim origem a uma solugao com-
pleta para os problemas acima mencionados da gquimioterapia. Das
virias capacidades profilaticas do hospedeiro, cré-se que a ac-
¢do bactericida fagocitica dos leucdcitos tem a influéncia maior
no periodo inicial da infecgdo por bactérias e estad portanto es-
tabelecido como importante aumentar as capacidades protectoras.
de infecgOes do hospedeiro promovendo o crescimento de neutrofi-
los e a sua diferenciagdo no estado maduro. Um factor estimulan-
te da coldnia de granuldcitos (G-CSF) & uma das substancias mui-
to Tteis que apresentam essas acgdes e os mesmos signatarios da
presente invencao apresentaram anteriormente um pedido de paten-
te de um agente protector de infecgao utilizando G-CSF (Pedido
de Patente Japonesa No. 23777/1985).

Tal eomo acima mencionado, a quimio
terapia tal como correntemente praticada envolve varios proble-
mas inevitaveis e tém sido feitos grandes esforgos para utilizar
um medicamento que seja capaz de activar as fungbes profiladticas
do hospedeiro ou da pessoa que foi infectada.

E desnecessario dizer que o G-CSF
apresenta ele proprio.a capacidade de activar as fungBes profila
ticas do hospedeiro e verificou-se também que o G-CSF exibe efei
tos terapduticos superiores em aplicagdes clinicas se £0r utili-
zado em combinagdo com uma substancia que active as capacidades
profilaticas do hospedeiro.

Utiliza-se o G-CSF numa quantidade
muito pequena e administra-se geralmente uma composicao farmacég
tica contendo 0,1-500 pg (preferivelmente 5 - 50 pg) de G-CSF a
uma taxa de dosagem de 1 a 7 vezes por semana por adulto. Contu-
do, o G-CSF tem uma tendéncia para ser adsorvido na parede do seu
contentor como por exemplo ampola para injecgao ou seringa. Assin

se se utilizar o medicamento como injecgao na forma de uma solu-
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gao aquosa, ele sera adsorwvido na parede do seu contentor como
por exemplo ampola ou seringa. Este fenomeno resulta na falha do
G-CSF para revelar totalmente a sua,aétividade'como agente farma
ceéutico ou necessita da incorporagﬁo do G-CSF numa quantidade su
perior i necessaria para compensar a sua possivel perda por ad-
sSOrpgao. _

"Em adicdo, .0 G-CSF & 1labil e alta-
mente susceptivel a factores ambientais como por exemplo tempera
tura, humidade, oxigenio, e raios ultravioletas. Pela acgéo des-
ses factores, o G-CSF sofre alteragbes fisicas ou quimicas como
por exemplo associagdo, polimerizagdo e oxidagao e sofre uma
grande reducdo da sua actividade. Estes fendmenos tornam dificil
assegurar o completo estabelecimento de uma acgao.terapéutica
por administragde de uma guantidade muito pequena do G-CSF de mo
do muito preciso. _
E assim necessario desenvolver uma
composicdo farmacéutica estdvel de G-CSF que seja totalmente pro
tegida contra uma queda na actividade do seu componente eficaz.
Este @ o principal objecto da presente invengao que apresenta
uma composic@o farmac@utica estavel de G-CSF.

Os presentes inventores conduziram
estudos intensivos de modo a aumentar a estabilidade de uma com-
posigdo farmacdutieca contendo G-CSF e verificaram que este objec
to pode ser eficazmente atingide por adicao de um agenté tensio-
activo, sacarido, proteina ou composto de elevado peso molecular,
farmaceuticamente aceitaveis.

Assim, a composigdo farmacéutica es
tavel contendo G-CSF da presente invengdo & caracterizada por
conter G-CSF e pelo menos uma substdncia escolhida no grupo cons
tituido por um agente tensioactivo, sacdrido, proteina e compos-
to de elevado peso molecular, farmaceuticamente aceitaveis.

O G-CSF a incorporar na composigao
farmacéutica da presente invengao pode ser obtido por quaisquer
processos como por exemplo os descritos nas especificagoes dos
Pedidos de Patente Japonesa Nos. 153273/1934, 269455/1985,
269456/1985, 270838/1985 e 270839/1985. Por exemplo, pode prepa-
rar-se o G-CSF humano cultivando uma estirpe celular (Numero de




Acesso CNCM I-315 ou I-483) colhida de células de .tumores de pa-
cientes com cancro na cavidade oral, ou expressando um ADN recom
binante (que tenha sido preparado por acgao de um gene que codi-
fique para um G-CSF humano) numa celula hospedeira adequada (por
exemplo E.coli, celula C 127 ou celulas de ovario de uma hamster
Chinesa). ’

Pode utilizar-se gqualquer G-CSF an-
ti~humano que tenha sido purificado em alto grau como G-CSF a in
corporar na composicao farmacé&utica da presente invencdo. De pre
feréncia os G-CSF humanos sdo os obtidos por isolamento do sobre
nadante de uma cultura de uma célula produtora de G-CSF humano e
de um polipéptido ou glicoproteina possuindo a mesma actividade
do G-CSF que & obtido transformando um hospedeiro com um vector
recombinante possuindo nele incorporado um gene que codifique pa
ra um polipéptido que possua a actividade do G-CSF humano.

Dois exemplos particularmente prefe
riveis de G-CSF humano sao a seguir apresentados:

(1) G-CSF humano possuindo as propriedades fisico-quimicas

i) peso molecular: cerca de 19 ooo + 1 ooo medido por electro

forese atraves de um gel de dodecilsulfato
de sddio-poliacrilamida;

ii) ponto isoeléctrico: possuindo pelo menos um dos trés pon-

_tos isoeléctricos, pl = 5,5 + 0,1, pl
=58+0,1, epl =6,1+0,1;

iii) adsorpg¢ao por ultravioletas: possuindo uma adsorpgdo maxi-
ma a 280 nm e uma adsorpgao
minima a 250 nm;

iv) sequéncia de aminodcidos de 21 residuos da extremidade N:
HZN-Thr-Pro-Leu—Gly-Bro-Ala-Ser~Ser-Leu—Pro—
~Gin~-Ser-Phe-Leu-Leu~Lys-Cys—-Leu-Glu-Gln-Val-

(2) G~CSF humano contendo ou um polipéptido com a actividade

do factor estimulante do granuldcito humano que & represen
tado por toda ou parte da sequéncia de aminoacidos a se-
guir apresentada, ou uma glicoproteina possuindo quer o re
ferido polipéptido quer uma parte da cadeia de aglicar:
(Met)n Thr Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser Leu Pro Gln Ser Phe
Leu Leu Lys Cys Leu Glu Gln Val Arg Lys lle Gln Gly Asp




Gly Ala Ala Leu Gln Glu Lys Leu (Val Ser Glu)mCys Ala Thr
Tyr Lys Leu Cys His Pro Glu Glu Leu Val Leu Leu Gly His
Ser Leu Gly lle Pro Trp Ala Pro Leu Ser Ser Cys Pro Ser
Gln Ala Leu Gln Leu Ala Gly Cys Leu Ser Gln Leu His Ser
Gly Leu Phe Leu Tyr Gln Gly Leu Leu Gln Ala Leu Glu Gly
lle Ser Pro Glu Leu Gly Pro Thr Leu Asp Thr Leu Gln Leu
Asp Val Ala Asp Phe Ala Thr Thr lle Trp Gln Gln Met Glu
Glu Leu Gly Met Ala Pro Ala Leu Gln Pro Thr Gln Gly Ala
Met Pro Ala Phe Ala Ser Ala Phe Gln Arg Arg Ala Gly Gly
Val Leu Val Ala Ser His Leu Gln Ser Phe Leu Glu Val Ser
Tyr Arg Val Leu Arg His Leu Ala Gln Pro

(com a condigdo de m ser 0 ou 1; e n ser 0 ou 1)

Para pormenores do processo para a
preparacao destes dois tipos de G-CSF, ver a especificagao dos
Pedidos de Patente Japonesa No.s 153273/1984, 269455/1985,
269456/1985, 270338/1985, e°270839/1985, tendo sido todos apre-
sentados pelos signatarios da presente invencao.

Outro processo que pode ser utiliza
do consiste em efectuar-se a fusao de uma célula produtora de G-
-CSF com uma célula de tumor maligno auto-poliferante e cultivar
-se o hibridoma resultante na presenga ou auséncia de mitogénio.

A solugao contendo G-CSF humano ob-=
tida pode ser armazenada no estado de congelada apds ter sido pu
rificada e concentrada, se necessario, por qualquer técnica co-
nhecida. Alternativamente, pode armazenar-se a solugdo apds ser
desidratada por meios como liofilizacao.

Todos os G-CSF humanos assim prepa-
rados podem ser processados como especificado na presente inven-
cdo de modo a obterem-se preparagoes farmacéuticas contendo G-
-CSF estavel.

| Exemplos tipicos do agente tensioac
tivo que & utilizado para preparar composicdes farmac8uticas con
tendo G-CSF estavel da presente invengao sao a seguir apresenta-
dos: agentes tensioactivos ndo-idnicos com HLB de 6-18 como por
exemplo ésteres de sorbitano de acido alifatico (por exemplo mo-
nocaprilato de sorbitano, monolaurato de sorbitano e monopalmita

to de sorbitano), ésteres de glicerina de acidos alifaticos (por




exemplo monocaprilato de glicerina, monomiristato de glicerina,
e monoestearato de glicerina) @steres de poliglicerina de acido
alifatico (por exemplo monoestearato de decaglicerilo, diesteara
to de decaglicerilo e monolinoleato de decaglicerilo) ésteres de
polioxietileno/sorbitano de acidos alifaticos (por exemplo mono-
laurato de polioxietileno sorbitano, monooleato de polioxietile-
no sorbitano, monoestearato de polioxietileno sorbitano, monopal
mitato de polioxietileno sorbitano, trioleato de polioxietileno
sorbitano e triestearato de polioxietileno sorbitano), eésteres
de polioxietileno sorbitol de acidos alifaticos (por exemplo te-
traestearato de polioxietileno sorbitol e tetraoleato de polioxi
etileno sorbitol), ésteres de polietileno glicerina de acidos
alifaticos (por exemplo monoestearato de polioxietileno gliceri-
1lo), ésteres de polietilenoglicol de acidos alifaticos (por exem
plo diestearato de polietilenoglicol) eteres de polioxietileno
alquilo (por exemplo &ter de polioxietileno laurilo), éteres de
polioxietileno polioxipropileno alquilo (por exemplo eter de po-
lioxietileno polioxipropilenoglicol, éter de polioxietileno po-
lioxipropileno propilo, e éter de polioxietileno polioxipropile-
no cetilo) eteres de polioxietileno alquilfenilo (por exemplo
eter de polioxietileno nonilfenilo, 0leo de castor polioxietila-
do, Oleo de castor endurecido polioxietilado (por exemplo oleo
de castor hidrogenado polioxietilado), derivados de cera de abe-
lhas polioxietilados (por exemplo cera de abelha polioxietilada
com sorbitol), derivados de polioxietileno lanolina (por exemplo
polioxietileno lanolina), e amidas de acidos polioxietileno ali~
faticos (por exemplo amida do acido polioxietileno estearico; a-
gentes tensioactivos nao-idnicos como por exemplo sais do acido
alquil sulflrico possuindo um grupo alquilo Clo - Cqg (por exem=-
plo cetil sulfato de sddio, lauril sulfato de sddio, e oleil sul
fato de sddio), sais de eter de polioxietileno alquilo do acido
sulflrico em que o nimero molar médio de adigdo de Oxido de eti-
leno & de 2 - 4 e o grupo alquilo tem 10 - 18 atomos de carbono
(por exemplo polioxietileno lauril sulfato de s6dio), sais dos
gsteres de alquil sulfosuccinato em que o grupo alquilo tem 8 -
-~ 18 atomos de carbono (por exemplo éster de lauril sulfosuccina

to de sddio) e agentes tensioactivos naturais como por exemplo




lecitina, glicerofosfolipido, esfingofosfolipido (por exemplo es.
fingomielina), e &steres de sacarose de acido alifatico em que o
dcido alifatico tem 12 ~ 18 atomos de carbono. Estes agentes ten
sioactivos podem ser obviamente utilizados independentemente ou
em mistura.

Os agentes tensioactivos apresenta-
dos a seguir sado usados preferivelmente em quantidades de 1l a
10 000 partes em peso por parte em peso de G-CSF.

0 sacarido a utilizar na prepafagao
da composicdo farmacdutica contendo G-CSF estavel da presente in
vengao pode ser escolhido entre monossacaridos, oligossacaridos
e polissacaridos, bem como esteres de fosfato e dos seus deriva-
dos nucledtidos desde que sejam farmaceuticamente aceitaveis. Os
exemplos tipicos sao apresentados a seguir: alcoois trivalentes
e de elevado aglcar como por exemplo glicerina, eritritol, arabi
tol, xilitol, sorbitol e manitol, aglicares acidos como por exem-
plo dcido glucurdnico, acido idurdnico, acido neuraminico, acido
galacturdnico, acido glucdnico, acido manurdnico, acido cetogli-
cblico, Acido cetogalactdnico e acido cetoguldnico, acido hialu-
ronico é os seus sais, sulfato de chondroitina e os seus sais,
heparina, inolina, chitina e seus derivados, chitosano e seus de
rivados, dextrina, dextrano com pesos moleculares medios de 5 000
a 150 000, e acido alginico e seus sais. Todos estes sacaridos
podem ser utilizados com vantagem quer independentemente quer em
mistura.

Os sacadridos acima referidos sao
usados preferivelmente em quantidades de 1 a 10 000 partes em pe
so por parte em peso de G-CSF.

Exemplos tipicos de proteina a uti-
lizar na preparagao da composigdo farmacéutica contendo G-CSF es
tavel da presente invencao incluem albumina do soro humano, glo-
bulina de soro humano, gelatina, gelatina tratada com acido (pe-
so molecular médio 7 000 a 100 000), gelatina tratada com subs-
ti3ncia alcalina (peso molecular mé&dio 7 000 a 100 000) e colage-
nio. & desnecessirio dizer que estas proteinas podem ser utiliza

das quer independentemente quer em mistura.
As proteinas acima apresentadas sao




utilizadas preferivelmente em quantidades de 1-20 000 em peso
por parte em peso de G-CSF.

Os exemplos tipicos de compostos de
elevado peso molecular a utilizar na preparacao de composigoes
farmacéuticas contendo G-CSF esta@vel da presente invengao inclu-
em: polimeros naturais como por exemplo hidroxipropilcelulose,
hidroximetilcelulose, carboximetilcelulose de sddio e hidroxime-
tilcelulose, e hidroxietilcelulose; e polimeros sintéticos tais
como polietilenoglicol (peso molecular = 300-6 000), alcool poli
vinilico (peso molecular = 20 000-100 000), e polivinilpirrolido
na (peso molecular = 20 000-100 000). E desnecessario dizer que
se podem utilizar estes compostos de peso molecular elevado quer
isoladamente quer em combinagao.

Os compostos de elevado peso molecu
lar acima referidos sao utilizados desejavelmente em quantidades
de 1-20 000 partes em peso por parte em peso de G-CSF.

Em adigéo ao agente tensioactivo,
sacarido, proteina ou composto de elevado peso molecular acima
descrito, pode também incorporar-se pelo menos um membro escolhi
do no grupo consistindo de um aminoacido, um agente redutor sul-
furoso e um anti-oxidante, na preparagao da composigao farmacéu-
tica contendo G-CSF da presenﬁe invencdo. Os aminodcidos ilustra
tivos incluem glicina, treonina, trptofano, lisina, hidroxilisi-
na, histidina, arginina, cisteina, cistina e metionina. Os agen-
tes redutores sulfurosos ilustrativos incluem: N-acetilcisteina,
N-acetilhomocisteina, acido tidtico, tiodiglicol, tioetanolamina,
tioglicerol, tiosorbitol, acido tioglicdlico e os seus sais,. tiog
sulfato de sddio, hidrogenossulfito de sddio, pirossulfito de so
dio, sulfito de sddio, acido tiolactico, ditiotreitol, glutatio-
na, e um agente redutor sulfuroso moderado possuindo um grupo sul
fridilo como por exemplo um acido tioalcandico C,=C,. Os antioxi-

dantes ilustrativos incluem acido eritorbico, dibutilhidroxitolu-
eno, butilhidroxianisole, d{-X-tocoferol, acetato de tocoferol,

acido L-ascOrbico e seus sais, palmitato do acido L-ascOrbico, es
tearato do acido L-ascOrbico, galato de triamilo, galato de propi
lo e agentes gquelantes como exemplo etilenodiaminotetraacetato de

sodio (EDTA), pirofosfato de sdodio e metafosfato de sddio.




Os aminoacidos, agentes redutores

sulfurosos e antioxidantes acima apresentados ou suas misturas
sao preferivelmente utilizados em quantidades de 1-10 000 partes
em peso por parte em peso de G-CSF.

Com o objectivo de formular a compo
sicdo contendo G-CSF estavel da presente invengao numa forma de
dosagem adequada, podem incorporar-se um ou mais dos seguintes
agentes: um diluente, um auxiliar de solubilizagao, um agente is0
tonico, um excipiente, um modificador de pH um agente calmante
e um tampao.

A composigao farmacéutica de G-CSF
estabilizado da presente invencgao pode ser formulada quer para
administragdo oral gquer para administragao parenteral como por
exemplo injecgdo aplicada de varias maneiras, e podem utilizar-
-se varias formas de dosagem dependendo do modo especifico de ad
ministragdo. As formas de dosagem tipicas incluem: as que s&o in
dicadas para administrag¢ao oral como por exemplo comprimidos, pi
lulas, capsulas, gradnulos e suspensdes: solugOes, suspensoes e
preparagoes liofilizadas com o objectivo principal de injecgao
intravenosa, injecgdo intramuscular, injecgao subcutdnea; e as
que sao indicadas para administracao transmucosal como por exem-
plo supositdrios rectais, medicamentos nasais e supositdrios va-
ginais.

De acordo com a presente invengao
adiciona~se pelo menos uma substdncia escolhida no grupo consis-
tindo num agente tensioactivo, um sacarido, uma proteina ou um
composto de elevado peso molecular & composigao farmacéutica con
tendo G-CSF de modo a evitar que esta seja adsorvida na parede
do seu contentor ou numa seringa enquanto simultdneamente ela
permanece estavel durante um longo periodo de tempo.

0 mecanismo detalhado através do
qual as substancias acima mencionadas estabilizam o G-CSF ou evi
tam de ser adsorvido necessita ainda de ser esclarecido. Na pre-
senca de um agente tensioactivo, a superficie de G-CSF & uma pro
teina hidrofdobica deve ser recoberta com o agente tensioactivo
para se tornar solubilizada de modo a que se evite que o G-CSF

presente numa quantidade traco seja efectivamente adsorvido na




parede do seu contentor ou seringa. Um sacarido ou um composto
hidrofilico de elevado peso molecular formara uma camada hidrata
da entre o G-CSF e a superficie adsorvente da parede do seu con-
tentor ou seringa evitando assim aJadsorpgéo do G-CSF de modo e-
ficaz. Uma proteina competira com o G-CSF para adsorpgao na pare
de do seu contentor ou seringa, inibindo assim eficazmente a ad-
sorpgao de G-CSF.

Para .além da prevengao da adsorpgao
de G-CSF, as substincias acima mencionadas também contribuirao
para evitar a associac@o ou polimerizagao das moléculas de G-CSF|
Na presenca de um agente tensioactivo, sacarido, proteina ou com
posto de elevado peso molecular, as moléculas individuais de G-
-CSF serao dispersas nessas substincias e a interacg¢ao entre as .
moleculas de G~CSF & suficientemente reduzida para provocar uma
diminuigdo significativa na probabilidade da sua associagao ou
polimerizagdo. Em adigdo, estas substdncias retardardo a oxida-
¢do de G-CSF que & acelerada a alta temperatura ou humidade ou
evitardo a associagdo ou polimerizagao do G-CSF como resultado
da sua auto-oxidagdo. Estes efeitos de retardar a auto-oxidagao
de G-CSF ou de evitar a sua associagdo ou polimerizagdo serao
ainda aumentados por adig¢do de um aminoacido, ‘de um agente redu-
tor sulfuroso ou de um antioxidante.

Os problemas acima descritos sao
particularmente notaveis em solugOes para injecgOes e em suspen-
sbes mas tamb@m ocorrem durante o processo da formulagao de G-
-CSF em outras formas de dosagem como por exemplo comprimidos. A
adicdo de agentes tensioactivos, sacaridos, proteinas ou compos-
tos de elevado peso molecular & também eficaz neste Gltimo caso.

Atraves da adigdo de pelo menos uma
substadncia escolhida no grupo consistindo num agente tensioacti-
vo, sacarido, proteina e composto de elevado peso molecular, G-
-CSF @ altamente estabilizado e mantem a sua actividade durante
um periodo prolongado de tempo, como sera demonstrado nos exem-
plos que se seguem. Para conseguir estes resultados, a quantida-
de de cada uma destas substa@ncias, em particular o seu limite in
ferior, @ critico e sdo desejaveis as seguintes gamas: 1-10 000

partes em peso de agente tensioactivo, 1-10 000 partes em peso de
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sacarido, 1-20 000 partes em peso de proteina, e 1-20 000 partes
em peso de um composto de elevado peso molecular, por cada parte
em peso de G-CSF.

De acordo com a presente invengao,
utiliza~se um agente tensioactivo, um sacarido, um proteina e/ou
um composto de elevado peso molecular numa concentracdo especifi
cada e isto & eficaz nd3o apenas em evitar a adsorpgao do G-CSF
na parede do seu contentor ou seringa mas também no aumento da
estabilidade da composi¢ao farmacéutica contendo G-CSF. Como re-
sultado, torna-se possivel assegurar a administracao de uma pe-
guena mas muito precisa dose de G-CSF a pacientes; dado que o G-|
-CSF & caro, a sua utilizacgao eficaz conduzira a custos inferio-
res para a produgdo de composigoes farmacéuticas contendo G-CSF.

Os seguintes exemplos sao apresenta
dos com o objectivo de ilustrarem adicionalmente a presente in-
vengao mas nao devem ser tidos como limitativos. Nestes exemplos,
determinou~-se a actividade residual de G-CSF por um dos seguin-
tes processos. ‘

(a) Processo de agar macio utilizando células da espinal medula

do rato:

Misturaram-se soro de cavalo (0,4
ml), 0,1 ml da amostra, 0,1 ml de uma suspensao de células da es
pinal medula do rato C3H/He (fémea) (0,5 - 1 x 10° células nu-
cleares) e 0,4 ml de uma solugao de cultura modificada de McCoy
5A contendo 0,75% de agar, deitou-se num prato de plastico para
cultura de tecidos @ 35 mm), coagulou-se, e fez-se a cultura du-
rante 5 dias a 379 C numa mistura de 5% 002/95% de ar e com 100%
de humidade. Contou~se o numero de coldonias formadas (consistin-
do uma colénia em pelo menos 50 células) e determinou-se a .acti-
vidade sendo uma unidade a actividade para formar uma coldnia.

Preparou-se a solugao de cultura mo
dificada de MecCoy 5A utilizada no processo (a) pelos seguintes
procedimentos.
Solucdo de cultura modificada de McCoy (dupla concentracao)

Dissolveram-se duas vezes em 500 ml

de agua destilada 12 g de solugdo de cultura de McCoy SA (Gibco),

2,55 g de um meio de aminoacido MEM-vitamina (Nissui Seiyaku Co.,




Ltd.), 2,18 g de bicarbonato de sddio e 50 000 unidades de peni=
cilina G de potassio e filtrou-se assepticamente a solugao atra-
ves de um filtro Millipore (0,22 um).

(b) Cromatografia liguida de alto rendimento de fase inversa:

Determinou~se, utilizando uma colu-
na de fase inversa C8 (4,6 mm x 300 mm; 5 pm) e uma mistura de
n-propanol/acido trifluoroacético como fase movel, a actividade
residual de G-CSF (injegtado.numa guantidade equivalente a 1 ng)

com as seguintes condigOes de gradiente:

Tempo (seq) " Solvente A . Solvente B Gradiente
0 100% 0% linear

15 : 0 100% linear

25 100% 0% . " linear
Solvente (A): 30% n-propanel e 0,1% de acido trifluoroacético

Solvente (B): 60% n-propanol e 0,1% de acido trifluoroacético

Conduziu-se a detecgdo a um compri-
mido de onda de 210 nm e calculou-se a percentagem de actividade!

residual de G-CSF pela seguinte formula:

quantidade residual de G-CSF
. apds algum tempo
Actividade residual = - x 100
G-CSF (%) de quantidade inicial de G-CSF

A quantidade de G-CSF determinada
por este processo correlacionava-se muito bem com o resultado ob
tido na medida pelo processo de agar macio (a) utilizando célu-

las da medula espinal do rato.

EXEMPIO 1

Adicionaram-se a 5 pg de G-CSF um
dos agentes estabilizantes referidos na Tabela 1 e dissolveu-se
assepticamente a mistura numa solugdo tampao 20 mM (contendo 100
mM de cloreto de sddio; pH 7,4) para se oObter uma composigao far
macéuticé contendo 5 ug de G-CSF por ml, que foi em seguida lio-




filizada. Mediu-se a alteracao dependente do tempo da actividade
de G~CSF pelo processo (é) e os resultados obtidos sao apresenta
dos na Tabela 1. O termo "actividade (%)" na tabela representa a
actividade residual de G-CSF em relagdo & unidade inicial e & de
finida pela seguinte formula:

un}dade de actividade

apos algum tempo

Actividade (%) = — x 100
unidade de actividade inicial .

Fez-se a liofilizacao pelos seguin-
tes procedimentos:

Colocou-se a solugao de G-CSF conten
do um agente estabilizante num frasco de vidro esterilizado sul-
fatratado, arrefeceu-se a -40?9 C ou inferior durante 4 horas ou
inferior, submeteu-se a uma secagem primaria aquecendo entre -4
C e 09 C durante um periode de 48 horas sendo a pressao aumenta-
da de 0,03 a 0,1 torr, e em seguida a secagem secundaria por a-
guecimento de 09 C a 209 C durante um periodo de 12 horas com a
pressdo aumentando de 0,03 a 0,08 torr; em seguida encheu-se o
interior do frasco com azoto gasoso esterilizado para atingir uma
pressdo atmosferica e fechou-se o frasco com uma rolha de borra-

cha liofilizante, em seguida selou-se com uma tampa de aluminio.
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"Tabela 1

Quantidade Actividade (%)
(partes em.
Agente estabilizante peso) ApOs armaze Apds armaze
nagem a 49C|nagem a 379
durante 6 C durante 1
meses més
xilitol 10 000 92 86
manitol 10 000 91 85
dcido glucurdnico 10 000 86 82
acido hialurdnico 2 000 92 89
dextrano (p.m. 40 000) 2 000 95 90
heparina 5 000 85 80
chitosano 2 000 93 o1
acido alginico 2 000 90 90
albumina de soro humano 1 000 98 99
globulina de soro humano 1 000 98 95
gelatina tratada com acido 2 000 97 95
gelatina tratada com subs
tancia alcalina 1 000 99 96
colagénio 2 000 95 90
polietilenoglicol (p.m.
4 000) 10 000 94 90
hidroxipropil celulose 1 000 98 94
c§rpoximetil celulose de 1 000 38 30
sodio
hidroximetilcelulose 5 000 92 90




Tabela 1 (cont.)

Agente estabilizante

Quantidade
(partes em
peso)

Actividade (%)

ApOs arma-
zenagem a
49C duran
te 6 meses

ApOs armaze
nagem a 379
C durante 1
més

alcool polivinilico

(p.m. 50 000) 2 000 96 9>
polivinilpirrolidona -

(p.m. 50 000) : 2 000 95 94
albumina de soro humano 2 000

manitol 2 000 100 97
cisteina 100

albumina de soro humano 2 000

monolaurato de polioxi-

etileno sorbitano 100 99 96
manitol 2 000

albumina de soro humano 2 000

hidroxipropilcelulose 500 98 92
dextrano (p.m. 40 000) 2 000

monolaurato de polioxi- 100

etileno sorbitano 98 96
sorbitol 2 000

0leo de castor endurecido 100

polioxietido 94 92
dextrano (p.m. 40 000) 2 000

nao adicionado - 74 58




EXEMPLO 2

Adicionou-se a 10 ug de G-CSF um
dos agentes estabilizantes referidos na Tabela 2 e dissolveu-se
assepticamente a mistura numa solugao tampao de fosfato 20 mM
(contendo 100 mM de cloreto de sddio; pH 7,4) para se obter uma
composigdo farmacéutica contendo 10 ug de G-CSF por ml. Carregou
-se assepticamente a composicao num frasco de vidro sulfatratado
e selou-se para se obter uma solugao de G-CSF. Mediu-se a altera
c30 dependente do tempo da actividade de G-CSF nesta solugdo pe-
lo mesmo processo utilizado no Exemplo 1 e apresentam-se Os re-

sultados obtidos na Tabela 2.

Tabela 2
Actividade (%)
Quanti-

Agente estabilizante | dade ApOs arma|Apds arma| ApOs armal
(parte Zenagem a|zenagem al| zenagem a
em peso) |49C duran|49C duran| TA duran-

te 7 dias|te 2 meses| te 1 més

manitol 5 000 91 87 82

acido hialurodnico 2 000 93 87 70

dextrano (p.m. 40 000)| 2 000 96 95 85

glicerina 10 000 90 90 88

acido neuraminico 5 000 93 91 84

chitina 2 000 95 92 86

dextrina 2 000 90 92 87

albumina de soro huma- , .

no 1 000 929 95 92

globulina de soro humg

no 1 000 98 94 20

gelatina tratada com

acido : 2 000 97 96 87

gelatina tratada com

substancia alcalina 500 99 95 92
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Tabela 2 (cont.)

Actividade (%)

Quanti~ f
Agente estabilizante| dade . | Apds arma|Apds arma|Apds arma
(parte zenagem alzenagem ajlzenagem a
em peso) | 49C duran|49C duran|TA duran-
te 7 dias|te 2 meses{te 1 més
colagéenio 2 000 99 94 88
polietilenoglicol
(p.m. 4 000) 10 000 94 ‘89 90
hidroxipropilcelulose| 2 000 98 95 92
carboximetil celulo-
se de sddio 2 000 92 91 80
hidroxietilcelulose 4 000 92 94 90
alcool polivinilico
(p.m. 50 000) 4 000 97 93 90
polivinilpirrolidona
(p.m. 50 000) 4 000 95 95 92
monolaurato de sorbi
tano 400 97 96 95
polioxietileno mono-
laurato de sorbitano 400 100 96 94
polioxietileno mono-
estearato de sorbita
no 400 98 97 94
éter de polioxietile
no polioxipropileno 400 100 94 93
glicol
oleo de castor endu-
recido polioxitilado 400 99 98 90
lauril sulfato de
sodio 2 000 97 93 87
lecitina 2 000 97 94 90
soro de albumina
humana 2 000
manitol 2 000 100 99 97
cisteina 100
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Tabela 2 (cont.)

Actividade (%)
Quanti-

Agente estabilizante | dade ApOs arma| ApOs arma|Apds arma
(parte zenagem a| zenagem a|zenagem a
em peso) [49C duran| 49C duran|TA duran-

te 7 dias|te 2 mesegte 1 més
albumina de soro hu-
" mano 2 000

monolaurato de poli-

oxietileno - 100 99 97 95

manitol 2 000

albumina de soro hu—

mano 1 000

hidroxipropil celulo

se 500 99 97 95

dextrano (p.m.40 000)f 2 000

monopalmitato poli- 100

oxietileno sorbitano

96 96 93

sorbitol 2 000

0leo de castor endure

cido polioxietilado 100 95 92 92

dextrano (p.m.40 000) 2 000
nao adicionado - 72 61 47
EXEMPLO 3

Adicionou-se a 10 ug de G-~CSF, um
dos agentes estabilizantes apresentados na Tabela 3 e dissolveu-
-se a mistura assepticamente numa solugao tampao de fosfato 20
mM (contendo 100 mM de cloreto de sddio; pH 7,4) para se obter
uma composigdo farmacéutica contendo 10 ug de G-CSF por ml. Car-
regou-se 1 mililitro da preparagao num frasco de vidro revestido
com silicone e sulfa-tratado e deixou-se a 49C. Avaliou-se a efi
ciéncia de cada agente estabilizante em evitar a adsorpgao de G-
-CSF medindo a actividade residual de G-CSF na solugao passadas




0,5, 2 e 24 horas. Efectuou-se a medida pelo processo (b) utili-
zando cromatografia liquida de alto rendimento de fase inversa.

Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3

Quanti- Actividade residual (%)
Agente estabilizante| dade

(parte inicial|l 0.5 h 2 h 24 h

em peso)
manitol 5 000 100 93 90 91
acido hialurdnico 2 000 100 97 92 92
dextrano (p.m. »
40 000) 2 000 100 928 95 96
.glicerina 10 000 100 94 91 90
heparina -~ 1 2 000 100 92 90 90
acido glucurdnico 5 000 100 926 90 91
dcido cetoglicolico.| 5 000 100 92 88 90
albumina de soro
humano 1 000 100 100 101 99
globulina de soro
humano 1 000 100 98 100 98
gelatina tratada
com substancia alca
lina 500 100 99 98 99
gelatina tratada
com acido 2 000 100 99 97 97
colagenio 2 000 100 100 98 99
polietilenoglicol
(p.m. 4 000) 10 000 100 100 100 99




Tabela 3 (cont.)

Quanti-~ Actividade residual| (%)
Agente estabilizante dade
(parte RPI
em peso) iniciall 0.5 h 2 h 24 h
hidroxipropilcelu-
lose 2 000 100 100 100 99
carboximetil celu-
lose de sodio 2 000 100 98 %96 95
hidroxietilcelulo-
se 4 000 100 96 93 92
polivinilico alco-
ol (p.m.50 000) 4 000 100 99 100 98
polivinilpirrolido
na (p.m.50 000) 4 000 100 98 98 96
monocaprilato de
sorbitano 400 100 100 100 928
monoestearato de po
lioxietileno 400 100 100 98 100
0leo de castor poli \
oxietilado 400 100 99 101 99
lauril sulfato de
sodio 2 000 100 100 99 97
lecitina 2 000 100 99 100 98
albumina de soro
humano 2 000
manitol 2 000 100 100 100 101
cisteina 100
albumina de soro
humano 2 000
polioxietileno mono
laurato de sorbitano 100 100 100 93 93
manitol 2 000
albumina de soro
humano 1 000
hidroxipropil celu-
lose 500 100 101 99 100
dextrano (p.m.40 000} 2 000




Tabela 3 (cont.)

Quanti- Actividade residual (%)
Agente estabilizante| dade
(parte |inicial| 0.5 h 2 h 24 h
em peso)
monolaurato de po
lioxietileno sor- 100
bitano 100 100 99 99
sorbitol 2 000
0leo de castor endy
recido polioxitila~- 100
do 100 100 98 97
dextrano (p.m.
40 000) 2 000
nao adicionado - 100 91 72 73
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Processo para a preparacdao de uma
composicao farmacéutica contendo um factor estimulante de uma co
1onia de granuldcitos estavel, caracterizado por se incorporar,
em adigdo ao factor estimulante de uma coldnia de granuldcitos,
presente como ingrediente activo numa quantidade de 0,1-500 pg,
preferivelmente 5-50 pg, pelo menos uma substancia escolhida do
grupo consistindo num agente tensioactivo, sacarido, proteina e

composto de elevado peso molecular, farmaceuticamente aceitaveis,

Processo de acordo com a reivindica
cao 1 caracterizado por o agente tensioactivo se incorporar numa
quantidade de 1 - 10 000 partes em peso por parte em peso do fac

tor estimulante de uma coldnia de granulocitos.

Processo de acordo com as reivindi-
cagbes 1 ou 2 caracterizado por o referido agente tensioactivo
ser pelo menos um membro escolhido do grupo consistindo num agen
te tensioactivo ndo-idnico, um agente tensioactivo anidnico e um
agente tensioactivo natural, sendo o agente tensioactivo nao-io-
nico um @ster de sorbitano de acido alifatico, um éster de glice
rina de acido alifatico, um @ster de poliglicerina de acido ali-
fatico, um éster de polioxietileno sorbitano de acido alifatico,

um éster de polioxietileno sorbitol de acido alifatico, um éster




de polioxietileno glicerina de um acido alifatico, um éster de
polietilenoglicol de acido alifatico, um éter de polioxietileno
alquilo, um éter de polioxietileno polioxipropileno alquilo, um
dter de polioxietileno alquilfenilo, um Oleo de castor endureci-
do polioxietilado, um derivado de cera de abelhas polioxietilado,
um derivado de polioxietileno lanolina, ou uma amida de polio-
xietileno de acido alifadtico, sendo o agente tensioactivo anidni
co um sal de alquil sulfato, um sal de sulfato de éter de polio-
xietilenoalquilo, ou um sal do éster alquil-sulfosuccinato, e
sendo o agente tensioactivo natural lecitina, glicerofosfolipido,

esfingofosfolipido, ou um @&ster de sacarose de acido alifatico.

Processo de acordo com a reivindica
cao 1 caracterizado por se incorporar um sacarido numa quantida-
de de 1 - 10 000 partes em peso por parte em peso do factor esti

mulante de uma coldnia de granuldcitos.

Processo de acordo com as reivindi-
cagbes 1 ou 4 caracterizado por o referido sacarido ser pelo me-
nos um membro escolhido no grupo consistindo em glicerina, eri-
tritol, arabitol, xilitol, sorbitol, manitol, acido glucurdnico,
fcido idurdnico, acido galacturdnico, acido neuraminico, acido
glicdnico, acido manurdnico, acido cetoglicdlico, acido cetogala
ctdnico, Acido cetoguldnico, acido hialurdnico e dos seus sais,
sulfato de chondroitina e seus sais, heparina, inulina, chitina
e seus derivados, chitosano e seus derivados, dextrina, dextrano
com peso molecular médio de 5 000 - 150 000, e acido alginico e

seus sais.
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Processo de acordo com a reivindica

cao 1 caracterizado por se incorporar a proteina numa quantidade
de 1 - 20 000 partes em peso por parte em peso do factor estimu-

lante de coldnia de granuldcitos.

Processo de acordo com as reivindi-
cagOes 1 ou 6 caracterizado por a referida proteina ser pelo me-
nos um membro escolhido no grupo consistindo em albumina do soro
humano, globulina de soro humano, gelatina, gelatina tratada com

dcido ou substdncia alcalina com um peso molecular médio de 7 00g

- 100 000, e colagénio.

Processo de acordo com a reivindica
cao 1 caracterizado por se incorporar O composto de elevado peso
molecular numa quantidade de 1 - 20 000 partes em peso por parte
em peso do factor estimulante de uma coldnia de grantuldcitos.

Processo de acordo com as reivindi-
cagbes 1 ou 8 caracterizado por o referido composto de elevado
peso molecular ser pelo menos um membro escolhido no grupo con-
sistindo em hidroxipropilcelulose, hidroximetilcelulose, carboxi
metil celulose, de sodio hidroxietilcelulose, polietilenoglicol




I..l

com peso molecular de 300 - 6 000, dlcool polivinilico com um pe
so molecular 20 000 - 100 000 e polivinilpirrolidona com um peso
molecular de 20 000 -100 000.

A requerente declara que os primei-
ros pedidos desta patente foram apresentados no Japao em 18 de
Julho de 1986, sob os n.os 169486/1986, 169487/1986, 169488/1986
e 169489/1986.

Lisboa, 16 de Julho de 1987
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RESUMO

"DPROCESSO PARA A PREPARACAO DE UMA COMPOSICAO FARMACEUTICA ESTA-
VEL CONTENDO UM FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIA DE GRANULOCITOS"

A invengao refere-se a um processo
para a preparagao de um composigdo farmacéutica contendo um fac-
tor estimulante de uma coldnia de granuldcitos estavel, que com-
preende incorporar-se, em adigdo ao factor estimulante de uma co
16nia de granuldcitos presente como ingrediente activo, pelo me-
nos uma substidncia escolhida do grupo consistindo num agente ten
sioactivo, sacarido, proteina e composto de elevado peso molecu-

lar, farmaceuticamente aceitaveis.
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