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(57) Resumo: METODO DE FORMULAGAO DE FARMACO COM
BASE NO AUMENTO DA AFINIDADE DE SUPERFICIES DE
MICROPARTICULAS CRISTALINAS PARA AGENTES ATIVOS
Métodos sao fornecidos para revestir microparticulas cristalinas com
um agente ativo através da alteragdo das propriedades de superficie
das microparticulas a fim de facilitar a associagao favoravel na
microparticula pelo agente ativo. Tipo de propriedades de superficie
que sao alteradas pelos métodos descritos inclui propriedades
eletrostaticas, propriedades hidrofébicas e propriedades de ligagao de
hidrogénio.
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“METODO DE FORMULAGCAO DE FARMACO COM BASE NO
AUMENTO DA AFINIDADE DE SUPERFICIES DE MICROPARTICULAS
CRISTALINAS PARA AGENTES ATIVOS”

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

O presente pedido reivindica o beneficio sob 35
U.S.C. §119(e) ao Pedido Proviséria dos Estados Unidos No.
Serial 60/717.524 depositado no dia 14 de setembro de 2005,
e Pedido Provisdério dos Estados Unidos No. Serial
60/744.882, depositado no dia 14 de abril de 2006, os conte-
udos completos dos quais estdo aqui incorporados através de
referéncia em sua totalidade.

CAMPO DA INVENGAO

Esta invenc¢do geralmente estd na area de formula-
cbes de farmaco e é particularmente referida aos métodos de
revestimento de agentes ativos sobre a superficie de micro-
particulas cristalinas.

ANTECEDENTE DA INVENCAO

A liberacgdo de agentes terapéuticos foi um proble-
ma principal. Administracdo oral é uma das rotinas mais co-
muns e preferidas de liberacdo devido a facilidade de admi-
nistracdo, concordédncia do paciente, e custo diminuido. Po-
rém, as desvantagens desta rota incluem poténcia baixa ou
varidvel e adsorcgdo ineficiente do terapéutico. Isto é par-
ticularmente evidente gquando o composto a ser liberado é
instdvel sob condig¢des encontradas no trato gastrointesti-
nal. Uma Variédade de revestimentos e métodos de encapsula-
¢do foi desenvolvida na arte, mas apenas algunsAséo eficazes

na focalizacdo deste assunto. Entretanto, ha& compostos te-
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rapéuticos que tendem a ser menos ativos nas condigdes do
trato gastrointestinal e devem ser administrados em dosagens
mais altas a ser adsorvidas na circulagdo sangliinea em uma
quantidade eficaz.

Uma ampla faixa de sistemas de formulacdo de féar-
maco foi desenvolvida para focalizar o problema de liberacao
de farmaco ideal e é baseada na incorpora¢éo de farmaco em
uma matriz que age como um portador. Fatores considerados na
formulacdo de farmaco incluem exigéncias que o sistema é ndo
téxico, ndo reativo com o farmaco a ser liberado, econdémico
para fabricag¢do, formado de componentes facilmente disponi-
veis, e consistente com respeito a composicdo final e carac-
teristicas fisicas, incluindo estabilidade e taxa de libera-
cdo. E, da mesma forma, preferivel que o sistema de libera-
¢do de farmaco seja formado facilmente de materiais facil-
mente removidos do corpo através de processos fisioldgicos
normais. |

Formulagdes de farmaco de microparticulas podem
ser empregadas em numerosas rotinas de administracdo, mas
sdo particularmente bem adaptadas a liberacdo pulmonar. Van-
tagens dos pulmdes para liberacdo de agentes que tém efeitos
sistémicos incluem a quantidade grande da &rea de superficie
e facilidade de captacdo pela superficie mucosal. Patente
dos Estados Unidos No. 6.071.497, aqui incorporada por refe-
réncia, descreve um sistema de liberagdo de farmaco pulmonar
com base na formacdo de microparticulas de dicetopiperazina
como também microparticulas com base em polimero.

SUMARIO DA INVENCAO
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Métodos sdo fornecidos para formar um revestimento
de agente ativo sobre as microparticulas cristalinas. Em ge-
ral, microparticulas sdo revestidas com um agente ativo a-
través da modificacdo das propriedades de superficie das mi-
croparticulas tal que o agente ativo tem uma afinidade mais
alta para a superficie de microparticula do que por permane-
cer na solucdao.

A presente invencgdo fornece métodos melhorados pa-
ra revestir particulas cristalinas tais como microparticulas
de dicetopiperazina de fumarila (FDKP) com agentes ativos,
tais como proteinas, empregando-se associacdes direcionadas
a ligacdo de hidrogénio, hidrofobicamente ou eletrostatica-
mente. Na presente inveng¢do, o liquido pode opcionalmente
ser removido'(para recuperag¢do de microparticulas revestidas
por agente ativo) através de filtragcdo ou secagem, ou subs-
tituido através da troca para um meio de solucdo diferente.
Em todo caso, a remogdao do meio liquido ndo é uma etapa o-
brigatdéria . na formagdo do complexo de agente ativo-
microparticula. Esta invenc¢do descreve um método para reves-—
timento de microparticula com base na mudanca das proprieda-
des de superficie das microparticulas cristalinas para al-
cancar a adsor¢dao do agente ativo a microparticula.

Em modalidades particulares da presente invencao,
¢ fornecido um método de revestimento de uma microparticula
cristalina pré-formada na suspensdo com um agente ativo que
compreende; i) ajustar a interagdo enérgica entre o agente
ativo e a microparticula cristalina independente da remocdo

do solvente; e ii) permitir tempo pelo agente ativo adsor-
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vef—se sobre a superficie da microparticula. Em algumas mo-
dalidades, o método de revestir uma microparticula cristali-
na pré-formada na suspensdo com um agente ativo pode também
compreender uma etapa de remover ou trocar o solvente sem
efeito significativo sobre a interagdo entre o agente ativo
e a microparticula.

Em outras modalidades particulares da presente in-
vencdo, o método de revestir a microparticula com agente a-
tivo é realizado através da modificacdo das propriedades de
superficie da microparticula. Modificagdo das propriedades
de superficie da microparticula é obtida através da altera-
cdo das condicgdes da solucgdo. Estas condicdes, de uma manei-
ra ndo limitante, compreendem mudar o pH. Em outras modali-
dades da invencédo, as propriedades de superficie do micro-
particula sdo modificadas através da: 1) alteragdo da pola-
ridade da solucdo; 2) adicdo de ions monovalentes ou multi-
valentes; e 3) derivagdo quimica da microparticula.

Em ainda outra modalidade, a presente invencéo
também compreende uma etapa de dissolver o agente ativo na
fase fluida da suspensdo de microparticulas e subsegiente-
mente mudar o pH. Tal etapa de dissolucdo do agente ativo
em uma fase fluida refere-se a dissolucgdo de um sdélido. Além
disso, tal etapa de dissolugdo do agente ativo refere-se a
adigdao de uma solucdo mais concentrada do agente ativo além
da adicdo de sdélido.

Todavia, em ainda outra modalidade, as condicgdes
do pH da suspensdo de microparticula sdo alteradas para fa-

vorecer as interag¢des entre o agente ativo e microparticula
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antes ou depois da adigdo do agente ativo.

Em outras modalidades, o agente ativo tem mais de
um tipo de interagdo energicamente favordvel com a superfi-
cie de microparticula.

Em outra modalidade particular da presente inven-
¢do, o agente ativo é insulina ou um andlogo deste.

Em outras modalidades particulares da presente in-
vengdo, as propriedades de superficie que criam uma intera-
cao favoravel entre o agente ativo e microparticula sdo se-
lecionadas a partir do grupo que consiste em propriedades
eletrostaticas, propriedades hidrofébicas, e propriedades de
ligacdo de hidrogénio.

Em outra modalidade da presente invencdo, a micro-
particula é porosa e tem superficies interiores acessiveis
ao liquido volumoso da solucdo. Em uma modalidade, a micro-
particula compreende uma dicetopiperazina tal como dicetopi-
perazina de fumarila mas ndo esta limitada a tal.

Em modalidades da presente invencdo, o método de
revestimento produz uma monocamada de agente ativo sobre a
superficie de microparticula. Em outras modalidades da in-
vengdo, a monocamada é continua. Em outras modalidades da
invengdo, o agente ativo na monocamada pode ter uma orienta-
¢cdo preferida.

Em ainda outra modalidade, um método é fornecido
para revestir uma microparticula cristalina pré-formada na
suspensdo com insulina compreendendo ajustar a interacdo e-
nérgica entre o agente ativo e a microparticula cristalina

independente da remogdo do solvente; e absorver a insulina
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sobre a superficie das microparticulas.

Solvente, quando empregado aqui, refere-se ao mé-
dio liquido em que o agente ativo e a microparticula sio
“banhados". N&o deve ser interpretado requerer que todos os
componentes estejam na solucdo. Na verdade, em muitos exem-
plos eles podem ser empregados para referir-se ao meio 1li-
quido no qual as microparticulas sdo suspensas.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Os desenhos seguintes formam parte da especifica-
¢do presente e sdo incluidos para também demonstrar certos
aspectos dos exemplos descritos agqui. A invencdo pode ser
melhor entendida ‘através da referéncia a um ou mais destes
desenhos em combinagdo com a descricdo detalhada das modali-
dades especificas apresentadas aqui.

Figura 1 descreve os perfis de titulagcdo de HCl
ultra-sdénicos para componentes separados da suspensdo de di-
cetopiperazina de fﬁmarila (FDKP), particulas de FDKP e tam-
pdo, de acordo com o0s ensinamentos da presente invencdo. A
magnitude das mudangas no perfil de titulacdo de velocidade
ultra-sénica (Figura 1; Painel A) reflete mudancas de hidra-
tagcdo causadas por protonagdao de grupos carboxilato ioniza-
vels dos componentes da amostra. Os picos de atenuacdo ul-
tra-sdnicos em excesso (Figura 1; Painel B) resulta do rela-
xamento rédpido na reagdo de troca de prdéton no ponto de sa-
turagdo. Freqiéncia (F) é 15 MHz, temperatura é 25°C.

Figura 2 descreve os perfis de titulacdo de &acido
acético glacial ultra-sdénicos para particulas de FDKP + in-

sulina e particulas de FDKP sozinhas de acordo com os ensi-
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namentos da presente invencdo. O perfil de velocidade uitra—
sénica foi calculado através da subtracdo da contribuicdo de
insulina; freqiiéncia é 8 MHz, temperatura é 25°C. Atenuacdo
ultra-sdénica em excesso como uma funcdo da concentracdo de
dcido acético glacial adicionado é da mesma forma descrita.
Dois estagios de acidificacdo induzida por &cido acético
glacial sdo similares aqueles observados através da titula-
gao de HCl. O painel de insercdo a esquerda (Painel A) des-
creve a associacdo do agente ativo com a microparticula de
FDKP em pH maior gque aproximadamente 2,9. O painel de in-
sercao a direita (Painel B) descreve a interacao reduzida
entre o agente ativo e a microparticula em pH abaixo de cer-
ca de 2,9.

Figura 3 descreve adsorgcdo de proteina sobre mi-

" croparticulas ionizédveis de acordo com os ensinamentos da

presente invencgdo. Proteina foi adicionada a suspensdo de
microparticulé depois do ajuste de pH, proteina ndo ligada
foi filtrada e as microparticulas dissolvidas para liberar a
proteina ndo ligada.

Figura 4 descreve a dependéncia de pH para adsor-
¢do de agentes ativos sobre microparticulas de FDKP de acor-
do com os ensinamentos da presente invencdo. Figura 4A des-
creve adsorgao de insulina; Figura 4B descreve adsorcdo de
anticorpo monoclonal anti-SSX-241-43, Figura 4C descreve ad-
sorcao de paratormbénio (PTH) e Figura 4D descreve adsorcgdo
de grelina.

‘Figura 5 descreve a dependéncia de pH de adsorgao

de insulina sobre microparticulas de FDKP com concentracdo
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de insulina limitante de acordo com os ensinamenfos da pre-
sente invencéo.

Figura 6 descreve a mudanca na velocidade ultra-
sénica na suspensdo de microparticula de FDKP (11 mg/mL) na
titulagcdo em etapas de microparticulas de FDKP com proteina
(10 mg/ml) de acordo com os ensinamentos da presente inven-
géo.-A contribuigdo da proteina livre e o efeito da diluicgao
de microparticula de FDKP foram subtraidos. Temperatura é
25°C.

Figura 7 descreve as curvas de saturacdo para ad-
sorgcado do agente ativo sobre microparticulas de FDKP de a-
cordo com os ensinamentos da presente invencdo. Curvas de
carregamento sdo mostradas para agente ativo/ microparticu—
las de FDKP como uma fungdo da concentragdo do agente ativo
em pH 5,0. Figura 7A descreve adsorcdo de peptideo gluca-
gon-simile 1 (GLP-1); Figura 7B descreve adsorcdo de PTH;
Figura 7C descreve adsorgdo de anticorpo monoclonal anti-
SSX241-49 e Figura 7D descreve adsorg¢do de anticorpo monoclo-
nal anti-MOPC-21.

Figura 8 descreve adsorgdo de agentes ativos sobre
microparticulas em pH 5,m vista que influenciado através de
concentrag¢des crescentes de sal de acordo com os ensinamen-
tos da presente invengdo. O agente ativo foil adicionado &
suspensao de microparticula depois do ajuste de pH, o agente
ndo ligado foi filtrado e as microparticulas dissolvidas pa-
ra liberar o agente ligado. Figura 8A descreve adsorcdo de
insulina, Figura 8B descreve adsorgdo de anticorpo monoclo-

nal anti-SSX-2,4;-49, Figura 8C descreve adsorcdo de PTH e Fi-
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gura 8D descreve adsorcdo de grelina.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Agentes a ser liberados

A substancia a ser revestida sobra a microparticu-
la cristalina é referida aqui como o agente ativo. Exemplos
de classes de agente ativo incluem composig¢des farmacéuti-
cas, compostos sintéticos e macromoléculas orgdnicas que tém
utilidade terapéutica, profildtica e/ou diagnéstica.

Geralmente, qualquer forma do agente ativo pode
ser reveétida sobre a superficie de uma microparticula cris-
talina. Estes materiais podem ser macromolééulas orgénicas
incluindo acidos nucléico, compostos orgédnicos sintéticos,
polipeptideos, peptideos, proteinas, polissacaridéos e ou-
tros acucares e lipidios. Peptideos, proteinas e polipepti-
deos sao todas as cadeias de aminodcidos unidas por ligacdes
de peptideo. Peptideos sdo geralmente considerados ser menos
que 30 residuos de aminodcido, mas podem incluir mais. Pro-
teinas sdo polimeros que podem conter mais de 30 residuos de
aminodcido. O termo polipeptideo como é conhecido na arte
quando empregado aqui, pode referir-se a um peptideo, uma
proteina, ou gqualquer outra cadeia de aminodcidos de qual-
quer comprimento que contém ligagdes de peptideo multiplas,
entretanto geralmente contendo pelo menos 10 aminodcidos. Os
agentes ativos empregados na formulagdo de revestimento po-
dem incluir-se sob uma variedade de classes de atividade bi-
oldégica, tais como agentes vasoativos, agentes neuroativos,
horménios, anticoagulantes, agentes imunomodulantes, agentes

citotdxicos, antibidticos, agentes antiviréticos, antigenos
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e anticorpos. Mais particularmenté, agentes ativos podem
incluir, de uma maneira ndao limitante, insulina e ané&logos
destes, hormdénio de crescimento, paratorménio (PTH), greli-
na, fator estimulador de coldnia de granuldcito e macréfago
(GM-CSF), peptideo glucagon-simile 1 (GLP-1), Vermelho Te-
xas, alcinas, ciclosporinas, clopiogrel e PPACK (clorometil
cetona de D-fenilalanul-L-prolil-L-arginina), anticorpos e
fragmentos destes, incluindo, mas ndo limitados a, anticor-
pos humanizados ou quiméricos; F(ab), F(ab),, ou anticorpo
de cadeia unica sozinho ou fundido a outros polipeptideos;
anticorpos monoclonais terapéuticos ou diagnésticos para an-
tigenos de cancer, citocinas, agentes infecciosos, mediado-
res inflamatdérios, hormdénios, e antigenos dé superficie ce-
lular. Exemplos ndao limitantes de anticorpos a antigenos de
tumor incluem anti-SSX-24;-49 (sarcoma sinovial, ponto de
ruptura 2 X), anti-NY-ESO-1 (antigeno associado ao tumor e-
sofagiano), anti-PRAME (antigeno preferencialmente expresso
de melanoma), anti-PSMA (antigeno de membrana especifico de
prdostata), anti-Melan-A (antigeno associado ao tumor de me-
lanoma), anti-tirosinase (antigeno associado ao tumor de me-
lanoma), e anti-MOPC-21 (proteina de célula-plasma de mielo-
ma) .

Sistema de Liberagdo - Microparticulas Cristalinas

Essencialmente, o termo "microparticula" refere-se
a uma particula com um didmetro de cerca de 0,5-1000 pum, in-
dependente da estrutura interior ou exterior precisa. Den—A
tro da categoria ampla de microparticulas, "microsferas" re-

ferem-se a microparticulas com forma esférica uniforme. Mi-
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croparticulas cristalinas quando empregadas aqui referem-se
a microparticulas que tém a estrutura interna entretanto ndo
necessariamente a forma externa de um cristal e tém um ar-
ranjo regular de atomos em uma treliga espacial. Superfi-
cies cristalinas ionizéaveis referem-se a microparticulas
cristalinas que tem a capacidade adicional de transportar
uma carga elétrica.

Preferivelmente, a substdncia quimica que compde a
microparticula cristalina é reversivelmente reativa com o
agente ativo a ser liberado, como também ndc tdéxica e ndo
metabolizada, pelo menos por roedores e humanos. Além disso,

a estrutura cristalina de microparticulas preferidas nao &

-rompida substancialmente no processo de revestimento com o

agente ativo. A composic¢dao da microparticula cristalina de-
termina que tipo de interac¢des quimicas pode ser manipulado
para direcionar a adsorgdo de um agente ativo a superficie
da microparticula.

Vérias substancias podem ser empregadas para for-
mar microparticulas cristalinas. Microparticulas como tais
tém uma superficie externa, as propriedades das quais podem
ser manipuladas no processo de revestimento. Materiais re-
presentativos dos quais microparticulas c¢ristalinas podem
ser formadas incluem mas.héo sdo limitados a: aminoacidos
aromaticos, sais com solubilidade limitada em uma faixa de
pH definida tal como dicetopiperazinas e sulfatos de morfo-
lina.

Patente dos Estados Unidos Nos. 5.352.461 e

5.503.852, aqui incorporada por referéncia em sua totalida-
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de, descreve um sistema'de liberacdo de farmaco com base na
formagao de microparticulas de dicetopiperazina (DKP) de de-
rivados de dicetopiperazina tal como 3,6-bis[N-fumaril-N- (n-
butil)amino] (da mesma forma referido como dicetopiperazina
de fumarila ou FDKP; da mesma forma chamado (E)-3,6-bis[4-
(N-carbdxi-2-propenil)amidobutil] -2, 5~-dicetopiperazina) que
sdao estaveis em pH baixo e dissolvem no pH do sangue ou no
intestino delgado. Como descrito nas patentes anteriores, o
farmaco a ser liberado é combinado ou carregado com as par-
ticulas de dicetopiperazina através da formacdo de micropar-
ticulas de DKP na presengavde fdrmaco (carga util). Um sis-
tema baseado em elementos estruturais de dicetopiperazina,
ou um de seus derivados de subsfituigéo, incluindo, mas né&o
limitado a, dicetomorfblinas e dicetodioxanos, forma micro-
pé££iculas com distribuig¢des de tamanho desejaveis e faixas
de pH bem como boa tolerdncia da carga Util. Uma ampla faixa
de caracteristicas reproduziveis, estdveis pode ser gerada
com manipulag¢des apropriadas dos grupos de substituinte.
Outras dicetopiperazinas que podem ser considera-
das na presente invencdo podem incluir 3,6-di(4- aminobu-
til)-2,5-dicetopiperazina; 3,6-di(sucinil-4-aminobutil)-2,5-

dicetopiperazina (dicetopiperazina de sucinila 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

destes. Sais de dicetopiperazina podem da mesma forma ser
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utilizados na preéente invengdo e podem incluir, por exem-
plo, um sal farmaceuticamente aceitdvel tal como o Na, K,
Li, Mg, Ca, amdénio, ou mono-, di- ou trialquilamdénio (como
derivado de trietilamina, butilamina, dietanolamina, trieta-
nolamina ou piridinas, e similares). O sal pode ser um mono,
di, ou sal misturado.

Sais de ordem mais altos sdo considerados para di-
cetopiperazinas em que 0s grupos R contém mais de um grupo
acido. Em outros aspectos da invencdo, uma forma béasica do
agente pode ser misturada com a dicetopiperazina para formar
um sal de férmaco daidicetopiperazina, tal que a farmaco é o
contra cation da dicetopiperazina.

Patente dos Eétados Unidos .No. 6.444.226, e
6.652.885, cada qual aqui incorporada através de referéncia
em sua totalidade, descreve a preparacdo e fornecimento de
microparticulas de DKP em suspenséo'aquosa a qual uma solu-
¢do de agente ativo é adicionada, e em seguida a etapa cri-
tica de liofilizacdo da suspensdo para produzir microparti-
culas que tem um revestimento do agente ativo. A base para
esta formulacdo é que o revestimento da microparticula com
agente ativo & direcionado através da remocdo do meio liqui-
do através de liofilizacdo. {(Veja, da mesma forma, Patente
dos Estados Unidos No. 6.440.463 que estd aqui incorporada
através de referéncia em sua totalidade). Ao contrario dos
ensinamentos na arte anterior, a presente invencdao ernece
meios para ajustar a associacgdo do agente ativo com a micro-
particula antes da remogdo do solvente. Desse modo, a remo-

¢do do meio liquido através de métodos fisicos volumosos
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(por exemplé, filtracdo ou sedimentag¢do) ou métodos evapora-
tivos (por exemplo, liofilizacdo ou secagem por pulveriza-
¢cdo) pode resultar em cargas comparaveis.

Revestimento Controlado de Microparticulas Crista-
linas

Revestimento controlado refere-se ao processo di-
recionado de adsorver o agente ativo sobre a superficie de
uma microparticula cristalina. O processo de revestimento
envolve mudar as propriedades de superficie das microparti-
culas cristalinas em uma suspensdo liquida através da mudan-
ca das condigéés da solucdo (tal como pH, temperatura, pola-
ridade, resisténcia idnica e co-solventes), através da com-
plexagcdo para ions mono ou multi-valentes, ou através da de-
rivagdo quimica. Alteracgdo das propriedades de superficie da
microparticula antes ou depois da adicdo do agente ativo a-
feta suas interacodes quimicas com agente ativo, desse modo
resultando na adsorcdo do agente ativo & microparticula
cristalina. Interagdo quimica entre a microparticula e o a-
gente ativo direciona a adsorgdo e resulta em uma monocamada
do agente ativo na superficie da microparticula. Logo que
uma molécula de agente ativo é adsorvida, esta porcdo da su-
perficie de microparticula ndo é exposta para outra intera-
¢cdo e adsorcgdo do agente ativo adicional nesse ponto de su-
perficie particﬁlar. A monocamada resultante pode ser conti-
nua (nenhuma abertura entre moléculas de agente ativo adsor-
vido sobre a superficie acessivel) éu ndao continua (abertu-
ras de superficie de microparticula exposta entre moléculas

de agente ativo adsorvido.
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Adsorcdao de Agente Ativo sobre Microparticulas

Como discutido acima, adsorg¢do do agente ativo so-
bre as microparticula resulta na formacdo de monocamadas
(revestimento) do agente ativo sobre a microparticula. Po-
rém, h& mais de um mecanismo em Jjogo na adsorgdo de um agen-
te ativo, tal como insulina por exemplo, em microparticulas
cristalinas:

A monocamada de um agente ativo, tal como insuli-
na, que reveste a microparticula é um estdgio do processo de
carregamento de insulina sobre a microparticula mas ndo é
necessariamente o resultado final no processo de carregamen-
to quando ambas camadas monoméricas e multiméricas podem ser
formadas com base nos energéticos do sistema.

) Sob condicdes de solubilidade permissiva, tal como
baiia concentracdo de insulina e/ou baixo pH (substancial-
mente abaixo de pH 5,0), forcas atrativas entre insulina e a
particula de superficie de FDKP sdo muito maiores que as
forcas auto-associativas para insulina. Desse modo, o re-
vestimento de insulina sobre a microparticula ocorre de uma
maneira em monocamada e a saturagdo é observada sem agrega-
cdo ou formacdo de multicamada sobre a superficie de micro-
particula (veja, Exemplo 6). Quando a saturégéo aproxima a
solubilidade, devido a alta concentracdo de insulina e/ou pH
préximo de 5,0 (um minimo de solubilidade para insulina tipo
silvestre), auto-associagdo de insulina fica mais energica-
mente favoravel. Desse modo, o revestimento pode proceder
além do ponto de uma monocamada saturado e outras camadas de

insulina podem ser adicionadas a particula. Duas formas de
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auto-associagdo podem ser reponhecidas: multimerizacdo e a-
gregac¢do. Multimerizacdo é éaracterizada através de intera-
¢oes intermoleculares especificas e estequimetria fixada.
Agregacdo é caracterizada através de interacgdes intermolecu-
lares ndo especificas e estequiometria indefinida. Geralmen-
te falando, os agentes ativos multiméricos podem ser adsor-
vidos no estado multimérico, ou desassociados em monémerds,
ou multimeros de ordem mais baixa, e adsorvidos a superficie
nesse estado. Em qualquer caso, a agregacgdo pode mediar a
formagcdo de camadas do agente ativo sobre a microparticula.
Dé acordo com os inventores, a compreensdo atual, sob as
condi¢des gerais empregadas nos exemplos da presente descri-
oF-Te) (tél como dissolugdo de insulina em acido acético) depo-
sicdo de camadas adicionais de insulina procede como agrega-
cdo de insulina ndo hexamérica.

Método para Revestir Microparticulas

O procedimento para revestir microparticulas cris-
talinas, tais como microparticulas cristalinas pré-formadas,
com agentes ativos é geralmente descrito como segue: micro-
particulas cristalinas previamente formadas através de pre-
cipitagao, ou outro método, s&o suspensas em meio liquido,
tal como agua; e o meio é ajustado para alterar a superficie
das particulas antes ou depois de adicdo do agente ativo.
Neste momento, o agente ativo adsorverd a superficie de mi-
croparticula e depois de um intervalo de tempo (por exemplo
<1, i, 2, 3, 4, 5, 6,v7, 8, 9, ou 10 minutos; preferivel-
mente a partir de < 1 a pelo menos 5 minutos) o processo de

carregamento estara completo. O meio liquido pode ser remo-
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vido através de quaisquer meios incluindo filtracado, centri-
fugacgdo, liofilizag¢do ou secagem por pulverizacdo ou substi-
tuido através de troca de meios. A adsorcdo pode ser con-
firmada através de qualquer um de dois métodos experimen-
tais: 1) demonstrar a auséncia de quantidades significantes
de agente ativo em um filtrado ou sobrenadante e/ou 2) de-
monstrar a presenga do agente ativo na fase sélida‘enquanto
mostrando para que o agente ativo ndo precipita quando pas-
sado pelo mesmo procedimento na auséncia das microparticu-
las.

Manipulagao das Propriedades de Superficie de Mi-
croparticula
| Como descrito em outro lugar aqui, as propriedades
de superficie da microparticula podem ser manipuladas atra-
vés de varios meios. As propriedades de superficie de micro-
particula que podem ser manipuladas incluem, mas ndo sdo li-
mitadas as, propriedades de ligagdo de hidrogénio, hidrofé-
bicas e eletrostaticas. Em varias modalidades, estas manipu-
lacdes sao realizadas na auséncia ou presenca do agente ati-
vo, ou antes ou depois as microparticulas e o agente ativo
sao misturados juntamente. Quando a manipulagdo ocorre na
presenca do agente ativo, por exemplo, através da alteracao
da condigdo da solucgdo, pode da mesma forma haver efeitos
sobre o agente ativo que modificaréd sua afinidade para a su-
perficie. Desse modo, em algumas modalidades da presente in-
vengao, o revestimento da microparticula pode envolver a ma-
nipulagdo de propriedades de superficie e modificacdo de

propriedades do agente ativo. Métodos direcionados ao uGltimo
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sdo descritos no Pedido de Patente US co-pendente No.
7 (Parecer do Procurador No. 51300-00035) intitulado
METHOD OF DRUG FORMULATION BASED ON INCREASING THE AFFINITY
OF ACTIVE AGENTS FOR CRYSTALLINE MICROPARTICLE SURFACES de-
positado na data mesmo com o pedido presente e que é incor-
porado aqui através de referéncia em sua totalidade.
Interacdes eletrostédticas séo atra¢ées entre car-
gas opostas ou repulsdes entre cargas similares que ficam
mais fortes quando as cargas ficam mais préximas uma da ou-
tra. Interacdes eletrostdticas constituem um componente fun-
damental no entendimento das interag¢des entre corpos carre-
gados em solug¢des idnicas. Por exemplo, a estabilidade de

particulas coloidais dispersas em um solvente pode ser ex-

plicada considerando-se a competicdo entre interacgdes ele-

trostaticas repulsivas e as interacdes de van der Waals a-

trativas. Da mesma forma, a funcionalidade quimica (por e-
xemplo, mas ndo limitada a COOH, NH, etc.) da éuperficie de
microparticula pode ser utilizada como o contra-ion a um a-
gente ativo ionizado tal que o compdsito de particula/agente
compreende um sal. Interacdes eletrostdticas sdo da mesma
forma de importdncia ao considerar a interacdo e adesdo en-
tre as particulas.

Alteracdo do pH do sistema de solucdo circundante
pode mudar as propriedades eletrostdticas de microparticulas
cristalinas ionizaveis na suspensdo. Como demonstrado no E-
xemplo 3, mudar o pH da solugdo muda a ionizacdo de uma mi-
croparticula tal que o agente ativo adsorve a superficie de

microparticula. Especificamente, o Exemplo 4 mostra que mi-
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croparticulas compostas de FDKP (3,6-bis[N-fumaril-N- (n-
butil)amino]2,5-dicetopiperazina) sdo ionizaveis. As micro-
particulas sdo insoluveis em &gua abaixo do pH 3,5 mas a so-
lubilidade aumenta rapidamente entre pH 3,5 e 5,0, presumi-
velmente devido a ionizacdo dos grupos carboxila. A micro-
particula de FDKP é ionizada parcialmente em pH 5 antes da
dissolugé&o completa em pH mais alto, qﬁe pode ser observado
indiretamente através de espectroscopia ultra-sénica. Exem-
plo 5 demonstra o revestimento controlado da proteina sobre
a superficie de microparticula de FDKP. Em uma modalidade,
microparticulas de dicetopiperazina sdo suspensas em uma SO-—
lucdo acida, o agente ativo é adicionado a suspensdo, e o pH
da solugdo é elevado depois que o agente ativo e as micro-
particulas sdo misturados juntamente. O pH aumentado altera
as propriedades de superficie das microparticulas para criar
um ambiente no qual o agente ativo tem uma afinidade mais
alta para a microparticula do que para o éolvente.

Alternativamente, o pH da suspensdo de microparti-
cula pode ser elevado imediatamente antes da adicdo do agen-
te ativo a solugdo. As propriedades de carga de superficie
da microparticula sdo alteradas pela mudanga no pH tal que o
agente ativo tem uma afinidade mais alta para a microparti-
cula do que durante a permanéncia na solucgdo e é adsorvido a
superficie de microparticula na adicgéo.

Exemplos 6 e 7 demonstram o carregamento de insu-
lina sobre particulas de FDKP através da manipulacdo de con-
di¢gdes de pH. Finalmente, a saturagéb da microparticula a-

través da adsorcdo de proteina e a formacdo de uma monocama-
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da sdo descritas no Exemplo 6.

Outros Métodos de Manipular as Superficies das Mi-
croparticulas

Além das propriedades eletrostiticas, outras pro-
priedades de uma superficie de microparticula podem ser ex-
ploradas para controlar a adsorcdo do agente ativo. Micro-
particulas que contém compostos.com imidazel, piridina, ba-
ses de Schiff funda, cetona, bioisdsteres de &cido carboxi-
lico, amidas, ou outros grupos funcionais que podem existir
em estruturas maltiplas podem ser manipulados para modificar
propriedades de superficie.

Interagdes hidrofdbicas s&o associacgdes de grupos
nao polares entre si em solugdes aquosas por causa de sua
insolubilidade em &gua. Intera¢des hidrofdébicas podem afe-
tar varios processos moleculares incluindo, mas ndo limita-
dos a, estabilizagao de estrutura (se de moléculas unicas,
complexos de dois ou trés moléculaé, ou reunides maiores) e
dindmicos, e faz contribuigdes importantes para processos de
ligacdo de proteina-ligando e proteina-proteina. Estas inte-
racdes sao da mesma forma conhecidas por desempenharem um
papel em eventos iniciais de duplicacédo de proteina, e estao
envolvidas na reunido de complexo e fenbmenos de auto-
reunido (por exemplo, formacdo de membranas).

Interagdes hidrofdbicas podem ser manipuladas a-
través da mudangdo da protonacdo de microparticulas crista-
linas compostas de histidina. Protonacdo da histidina redu-
zird a nucleofilicidade das ndcroparticulas cristalinas e

transmitirdo uma carga positiva.
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Intera¢des de ligagao de hidrogénio sdo forcas de
dipbdlo-dipbdlo especialmente fortes entre as moléculas; um
dtomo de hidrogénio em uma ligagdo polar (por exemplo, H-F,
H-O ou H-N) pode experimentar uma forca atrativa com um ion
ou molécula eletronegativa adjacente, que tem um par nao
compartilhado de elétrons (usualmente um atomo de F, O ou N
em outra molécula). Ligagées de hidrogénio sdo responsaveis
pelas propriedades Unicas de agua e sdo muito importantes na
organizagdo de moléculas bioldgicas, especialmente influen-
ciando-se a estrutura de proteinas e DNA.

Na presente invengdo, as propriedades de ligacéo
de hidrogénio da superficie de microparticula podem ser con-
troladas através da derivacgdo quimica. Aceptores/doadores de
ligacéo de hidrogénio podem ser adicionados quimicamente pa-
ra alterar a superficie de microparticula. Por exemplo, o
hidrogénio em uma ligagdo de N-H pode sofrer ligacdo de hi-
drogénio ao oxigénio em uma ligacdo de C=0. Se o N-H é subs-
tituido por um N-CH3, em seguida esta interacdo de ligacdo
de hidrogénio particular é removida. Igualmente, a substitu-
icdo do grupo C=0 com um grupo C=C da mesma forma remove es-
ta interacdo de ligagdo particular.

Microparticulas com superficies que contém grupos
aromaticos ionizaveis sdo polares quando ionizaaas, porém,
hidrofdbicos em seu estado ndo ionizado. Comecar com super-
ficies protonadas e manipular condi¢des de scolucdo para re-
duzir ionizacdo de superficie de particula faz os agentes
ativos hidrofdébicos ou aromaticos revestirem a superficie de

microparticula.
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Microparticulas com grupos de superficie de cetona
podem ser manipuladas através da mudanca da polaridade da
solucdo. Por reducao da polaridade do solvente (adicionando
solventes orgdnicos de baixa polaridade a uma solucdo aquo-
sa) a forma de enol é feita das espécies predominantes na
superficie de particula. Esta forma de enol é um doador de
ligagdo de hidrogénio considerando que a forma de ceto é um
aceptor de ligagdo de hidrogénio. A adsorcdo de farmacos
contendo nitrogénio sobre a superficie de microparticula é
promovida desta maneira.

Microparticulas com grupos de superficie que so-
frem isomerizacdo induzida por temperatura ou pH podem da
mesma forma ser induzidas para adsorver moléculas de farmaco
através da manipulagdo das condigdes de solucdo. No caso
destas superficies, a introdugdo de uma dobra em um grupo de
superficie linear devido a isomerizacgdo aumenta a mobilidade
(fluidez) dos grupos na superficie de microparticula. Isto
permite a superficie formar mais contatos com o agente ativo
do que é possivel com uma superficie ordenada. Se as intera-
¢des adicionais com o agente ativo sdo cada qual favoraveis,
em seguida a energia de interacdo liquida fica favoravel e o
fdrmaco adsorve a superficie de microparticula.

Técnicas de Remocgdo de Meio Liquido

Remo¢dao do solvente depois do revestimento contro-
lado das superficies cristalinas com agente ativo pode ser
alcancada através de métodos incluindo, mas ndo limitados a,
sedimentag¢do, filtragdo, ou secagem. Técnicas de secagem in-

cluem, mas ndo s&o limitadas a, liofilizagdo e secagem por



10

15

20

25

23

pulverizacdo. Estas técnicas sdo conhecidas por aqueles ver-
sados na arte. Em uma modalidade da presente invencdo, o
solvente é removido através de secagem por pulverizacdo.
Métodos de microparticulas de dicetopiperazina se secagem
por pulverizagcdo sao descritos em, por exemplo, Pedido de
patente Provisdrio U.S. No. 60/776.605 depositado em 22 de
fevereiro deA2006, incorporado através de referéncia aqui
para todos que abrangem considerandé microparticulas de di-
cetopiperazina se secagem por pulverizacéao.

Analise de Modificagdes de Propriedade de Superfi-
cie

A presente invengao emprega a técnica de espec-
troscopia ultra-sénica para analisar as mudancas nas propri-
edades de superficie de microparticulas cristalinas em um
suspensdo liquida, que promove ou realca a adsorcdo de um
agente ativo & microparticula cristalina. Como descrito em
outro lugar aqui, tais mudang¢as envolvem mudar as condicdes
da solug¢do (tal como pH, temperatura, polaridade, resistén-
cia idnica, e co-solventes), através da complexacdo em ions
mono ou multivalentes, ou através da derivacdo quimica para
alterar as propriedades de superficie da microparticula an-
tes ou depois da adigdo do agente ativo.

Epectroscopia ultra-sdénica é uma ferramenta anali-
tica conhecida pelo técnico versado. Em brevidade, espec-
troscopia ultra-sbénica emprega ondas sonoras. Em particular,
usa uma onda acustica de freqiiéncia alta que investiga for-
cas intermoleculares em amostras/materiais. Compressao osci-

lante (e descompressdo) na onda onda ultra-sénica causa os-
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cilagdo de arranjos moleculares na amostra, que responde a-
través da repulsdo ou atracdo intermolecular.

Passar através das amostras, a onda ultra-sdnica
perde sua energia (uma diminuig¢do na amplitude) e muda sua
velocidade. Esta diminuig¢do na amplitude e mudanca na velo-
cidade sdo analisadas como caracteristicas da amostra. Por-
tanto, a propagacao de ondas ultra-sdénicas é determinada por
atenuacdo e velocidade ultra-sénica.

Velocidade ultra-sdénica é determinada pela elasti-
cidade e pela densidade do meio. Sé6lidos tém as interacdes
mais fortes entre as moléculas seguidas por liquidos e gases
e sdo, portanto, mais rigidos comparados com liquidos e ga-
ses. Atenuacgdo ultra-sdnica é uma medida da energia que aé
ondas ultra-sénicas perdem quando elas passam através de uma
émdstra. Caracteriza a transparéncia ultra-sbénica da amos-
tra e pode ser visto como uma reducdo de amplitude de onda.

Medida de multi-freqiiéncia de atenuacdo ultra-
sbnica em sistemas homogéneos permite a anadlise de reacgdes
quimicas rapidas tal como, mas ndo limitada a, troca de pré-
ton, transig¢des estruturais (por exemplo, isomerizacdo), au-
to-associagdo (por exemplo, dimerizagdo), agregacgdo, ligacao
de ligandos as macromoléculas etc.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos sdo incluidos para demons-
trar modalidades da presente invencéo. Deve ser apreciado
por aqueles de experiéncia na técnica que as técnicas des-
critas nos exemplos que seguem representam técnicas descri-

tas pelo inventor funcionar bem na pratica da presente in-
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vencdo, e desse modo pode ser considerado constituir modos
preferidos para sua pratica. Entretanto, aqueles de experi-
éncia na técnica devem, levando em consideracdo a presente
descrigdo, apreciar que muitas mudancas podem ser feitas nas
modalidades especificas que sdo descritas e ainda obter um
resultado igual ou semelhante sem partir do espirito e esco-
po da invengdo.
Exemplo 1

Procedimento Geral Para Carregar Microparticulas

Com Agentes Ativos

A Tabela 1 abaixo é um exemplo de revéstimento e-
letrostaticamente dirigido de uma microparticula cristalina
ionizéavel (microparticulas de FDKP) utilizando adsorgéo con-
trolada por pH. Nestas experiéncias; suspensdes de micro-
particula de FDKP foram preparadaé em pH 2,0 e 4,5. Protei-
na (horménio de crescimento) foi em seguida adicionada a ca-
da para produzir condig¢des finais de 5 mg/mL de particulas
de FDKP e 200 pg/mL de proteina. Depois de misturar, o 1li-
quido em volume foi removido da suspensdo através de filtra-
¢ao. O material capturado no filtro foi em seguida dissol-
vido e coletado. A concentra¢dao de proteina em todas as
fragcdes foi quantificada através de HPLC.

Em pH baixo (2,0), a proteina néo adsorve as par-
ticulas e toda a proteina foi encontrada no primeiro filtra-
do. Aumentando-se o pH em 4,5, as propriedades de superfi-
cie das particulas foram mudadas por ter uma afinidade alta

para a proteina. Sob estas condig¢des, a proteina ligou-se

as microparticulas e ndo foi vista no filtrado. Para deter-
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minar a quantidade de proteina associada com as microparti-
culas, a proteina foi recuperada quando as microparticulas
foram dissolvidas. Os controles livres de particula demons-
tram que a proteina, por si prépria, ndo foi mantida no fil-
tro sob as condigdes empregadas, isto é, a proteina néo se
auto-associa ou de outra maneira agrega-se em particulas
maiores que os poros do filtro.

Tabela 1. Concentragdes de proteina em uma experi-

éncia de adsorcdo com microparticulas de FDKP.

Fracédo PH 2,0 com|PH 2,0 sem|PH 4,5 com|PH 4,5 sem

particulas particulas particulas particulas

Conc. Inici-|200 200 : 200 200
al (ug/mL)
Filtrado 146 181 0 145
(proteina

ndo ligada)

Particulas 0 0 180 0

dissolvidas

Valores mostrados sdo resultados de quantificacao
de HPLC das solucgdes depois da fracao
Exemplo 2

Controle da Ionizagdo de Microparticula de FDKP

Através da Manipulag¢do do pH

FDKP é uma molécula em forma de bastdo com um gru¥
po funcional de acido carboxilico em cada extremidade que é
essencialmente insoluvel em &gua abaixo do pH 3,5 quando os
acidos carboxilicos sdo protonados e ndo carregam nenhuma

carga. A solubilidade de FDKP aumenta rapidamente acima do
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pH 3,5 correspondendo a ionizagéo‘dos grupos carboxila. Mo-
delagem de cristais de FDKP, que formam-se como placas com
duas faces grandes, planas e extremidades estreitas, indica
que as moléculas de FDKP semelhantes a bastdo alinham-se
perpendicularmente as extremidades das placas de forma que
extremidades de &cido carboxilico da molécula sdo dispostas
nas faces grandes das placas. Em uma base tedrica, as su-
perficies de cristais de FDKP devem ser parcialmente ioniza-
das em torno do pH 5,0, onde a solubilidade é cerca de 1
mg/mL, exatamente abaixo do pH ao qual uma suspensdo de 10
mg/mL de microparticulas dissolveré 

A ionizagdo de superficies cristalinas de FDKP foi
observada indiretamente com espectroscopia ulfra—sénica. Na
Figura 1, a curva de titulag¢do ultra-sdénica de microparticu-
las de FDKP e tampdo é mostrada. Nesta experiéncia, uma so-
lucdo contendo 200 mM de HC1 fqi adicionada em aliquotas pe-
gquenas em uma suspensdo agitada de 10 mg/mL de microparticu-
las de FDKP em 20 mM de tampdo de acetato de amdénio. O pH
inicial foi 4,8. Depois de cada adicdo de HCl, o sistema
foi permitido equilibrar-se e dados ultra-sénicos foram co-
letados.

A diminuigdo na velocidade ultra-sdénica observada
com concentragdo acida crescente (pH decrescente) reflete a
protonagdo de grupos acidos carboxilicos no sistema. Quando
os grupos foram protonados e tornaram-se ndo carregados, a
estrutura de A&agua ao redor deles relaxou e ondas ultfa—
sénicas foram transmitidas mais lentamente (a velocidade ul-

tra-sdénica diminui). Por causa das microparticulas de FDKP,



-

10

15

20

25

28

superficies de carboxilato e o grupo carboxilato no tampdao
de acetato sdo quimicamente muito similares, as curvas foram
da mesma forma similaresi As diferencas, entretanto, foram
causadas pelas microparticulas de FDKP. Primeiro, a magni-
tude da mudanga de velocidade com microparticulas de FDKP
foi maior. Esta diferengca resulta na protonacdo de grupos
carboxilato ionizados na superficie de microparticula de
FDKP. O pico na curva de atenuagdo, que ocorre perto do
ponto de protonagao completo, foi trocado para concentracgéo
dcida ligeiramente mais alta na suspensdo de FDKP. Final-
mente, ambos os parédmetros de.FDKP continuaram a mudar quan-
do o pH foi reduzido de 3,5 para 2,3. Estas mudancas refle-
tem modificagdes adicionais nas bropriedades de superficie
das particulas que podem incluir ordenacdo dos grupos carbo-
xila de superficie ou outras modificag¢des micro-estruturais.
Exemplo 3

Carregamento de Proteina sobre Microparticulas de

FDKP através da Manipulacdo de pH das Propriedades de Super-.

ficie

A adsorgao de proteinas sobre superficies de mi-
croparticula ionizaveils através de manipulacdo de pH pode
ser obtida de duas maneiras. A proteina pode ser adicionada
e em seguida o pH ajustado para causar a ionizagdo da super-
ficie com adsorc¢do concomitante de proteina. Este processo
¢ reversivel. Alternativamente o pH da suspensdo de parti-
cula pode ser ajustado para causar ionizacdo da sﬁperficie
antes da proteina ser adicionada.

Os dados de titulacdo ultra-sénica mostrada na Fi-
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gura 2 indicam a asSociagéo de proteina (insulina) com as
microparticulas de FDKP em pH maior do que cerca de 2,9 e
interacdo reduzida em pH abaixo de cerca de 2,9.

Uma suspensdo de microparticulas de FDKP foi pre-
parada em 20 mM de tamp&o de acetato de aménio, pH 4,8, e
combinada com uma solugdo de matéria-prima de insulina para
produzir 800 pul de suspensdo com uma concentracgdo final de
10 mg/mL de microparticulas de FDKP e concentracdo de insu-
lina de 1 mg/mL. Esta suspensdo foi introduzida em um es-
pectrdémetro ultra-sdnico. Enquanto agitando suavemente, a-
cido acético glacial fdi gradualmente adicionado em aliquo-
tas de 5 pL para diminuir o pH. Em cada etapa na titulacéao,
dados ultra-sdénicos foram coietados.

A mudanc¢a na velocidade ultra-sénica foi relacio-
nada (proporcional) a quantidade de area de superficie (&gua
de hidratacédo) das particulas e/ou macromoléculas na amos-
tra. A Figura 2 ilustra que pH acima de cerca de 2,9 (10%
em v/v de acido acético adicionado), as curvas de velocidade
para microparticulas sozinhas (particulas de FDKP) e micro-
particulas com insulina (particulas de FDKP + Insulina) co-
incidiram-se. Isto indicou que a quantidade de &rea de su-
perficie no sistema é essencialmente igual a &rea de super-
ficie de microparﬁiculas de FDKP sozinhas. A insulina teve
uma contribuigdo insignificante porque é muita pequena com-
parada as microparticulas. pH abaixo de 2,9, as particulas
de FDKP e particulas de FDKP + curvas de Inéulina divergi-
ram-se. A velocidade ultra-sénica das particulas de FDKP +

curva de Insulina foili mais alta aqui, que indicou que houve
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mals area de superficie exposta & agua do que nas amostras
de particulas de FDKP sozinhas. Esta 4rea de superficie a-
dicional foi de insulina livre na suspenséo. Quando o pH
aumentou de cerca de 2,7 para cerca de 2,9, a area de super-
ficie de insulina foi perdida através da adsorc¢do de insuli-
na em superficies de microparticula de FDKP, e a intensidade
mais alta das microparticulas de FDKP + curva de Insulina
desapareceu quando a insulina livre desapareceu do sistema.
Como notado acima, o segundo método direcionado a
pH de particulas de revestimento com proteina é suspender
particulas em um‘meio liquido e ajustar condig¢des de solucao
para ionizar a superficie de particula. A proteina pode em
seguida ser adicionadé a suspensdo e moléculas de proteina
imediatamente absorveréo. A Figura 3 ilustra a quantidade
de proteina (insulina) que foi adsorvida em adicdo para sus-
pensdes ajustadas por pH de microparticulas de FDKP.
Suspensdes de microparticula de FDKP foram prepa-
radas em 5 mg/mL e um excesso de proteina (2 mg/mL) foi adi-
cionado. (Um excesso de proteina, como referido aqui, é a-
quela quantidade em que ¢ acreditadb ser necessaria para
formar um revestimento de monocamada a superficie acessivel
da microparticula de FDKP). Depois da incubacdo, proteina
ndo adsorvida foi removida através de filtracdo. Os sélidos
mantidos no filtro (retentado) foram dissolvidos e as quan-
tidades de microparticulas de FDKP e proteina mantidas no
filtro foram quantificadas através de HPLC. A relagao de
massa proteina / particula foi determinada a partir desta

quantificacao. Com base na area de superficie conhecida
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destas particulas e as dimensdes moleculares da proteina,
uma monocamada continua de proteina adsorvida foi calculada
para ocorrer em uma relagdo de massa de cerca de 0,07. Na
base daquela estimativa pode ser visto a partir deste exem-
plo gque uma monocamada continua foi formada em pH 5,0 e a-
quelas monocamadas ndao continuas formadas em pH 3,5 a pH
4,5.

Adicionalmente, partes diferentes de microparticu-
las de FDKP revestidas com agente ativo seco foram suspensas
em uma solugdo &cida (pH final cerca de 2,0) ou &gua (pH fi-
nal cerca de 4,5). Os agentes ativos diferentes incluiram
insulina, horménio de crescimento e insulina aspart (um tipo
de insulina de acdo répida), como mostrado na Tabela 2. O
solvente foi filtrado a partir destas suspensbes e as parti-
culas mantidas foram dissolvidas e coletadas. A quantidade
do agente ativo em todas estas amostras foi quantificada a-
través de HPLC. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2.

Para cada uma das partes, o agente ativo foi libe-
rado das particulas na solugdo acida. Portanto, através da
protonacao das superficies dos microcristais, o agente ativo
dessorve as superficies cristalinas. Quando as particulas
foram re-suspensas em agua, que ndo muda o estado de ioniza-
cdo da superficie de particula, a proteina permaneceu adsor-
vida.

Tabela 2. Agentes ativos re&estidos sobre micro-

particulas de FDKP

Horménio de Cres-|Insulina Insulina Aspart

cimento
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Solucdo Padrao de|250 1103 1099

Agente Ativo

Re-suspensos em| 240 980 893

Solucdo Acida

Re-dissolvidos 0 49 29
depois da filtra-

¢cdo da solugao

acida

Re-suspensos em| 0 4 0
agua

Re-dissolvidos 191 936 982

depois da filtra-

¢do em agua

Valores na tabela sdo areas de pico interagidas a
partir da quantificag¢do de HPLC (mAU*seg em, 215 nm)
Exemplo 4

Caracterizacdo de Adsorg¢do Direcionada ao pH de

Insulina sobre Microparticulas de FDKP

Insulina foi. adsorvida (carregada) sobre micropar-
ticulas de FDKP em um processo controlado por pH através da
mistura de uma suspensdo aquosa a partir de microparticulas
de FDKP com uma solucdao aquosa de insulina. Para caracteri-
zar o efeito de pH sobre a ligagdo de insulina em micropar-
ticulas de FDKP, uma suspensdo de 5 mg/mL de particulas de
FDKP em valores de pH variados foi preparada. Um éxcesso de
insulina dissolvida foi, em seguida, adicionado, permitido
adsorver cerca de 5 minutos, depois que a insulina ndao ligé—

da foi removida através de filtracdo. As particulas sélidas
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com insulina adsorvida foram recuperadas a partir do filtro
(retentado), dissolvidas e coletadas. As quantidades de in-
sulina e microparticulas de FDKP dissolvidas foram quantifi-
cadas através de HPLC. A quantidade de insulina adsorvida
foi calculada como uma fracdo da massa total do retentado.
A dependéncia de pH de adsorcdo de insulina é mostrada na
Figura 4A; adsorgao de insulina aumentou como uma funcdo de
pH. Resultados similares foram obtidos para anticorpo mono-
clonal SSX-241-49, PTH, e grelina como ilustrado nas Figuras
4B, C, e D respectivamente.

Adicionalmente, particulas de FDKP foram suspensas
em solug¢des de insulina (10 mg/mL) de pHs diferentes. A re-

lacdo em massa de particulas de FDKP para insulina foi de

©10:1. A concentracgao de insulina ndo ligada no sobrenadante

foli determinada através de HPLC depois que o sobrenadante
foi separado a partir das particulas através de centrifuga-
céo. Ligagdo de insulina foi determinada como a diferénga
da concentracgdo de insulina inicial. Os dados relatados na
Figura 5 demonstram que pH crescente resultou na insulina
reduzida na solucdo e teor de insulina aumentado nas parti-
culas de FDKP.

Desse modo, ligagdo de insulina as particulas de
FDKP aumenta com pH crescente de cerca de pH 3,0 até cerca
de pH 5. Preferivelmente, a solucgdo de insulina é adiciona-
da em pH 3,6 e sob estas condicdes aproximadamente 75% da
insulina é adsorvida a partir da solucdo sobre as particu-
las. Ligacdo de Insulina aumenta para > 95% quando o pH au-

menta para > 4,0. Ligacdo substancialmente completa é obti-
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da em cerca de pH > 4,2, preferivelmente cerca de 4,4. Em
pH mais alto do que 5,0, as microparticulas de FDKP comecam
a dissolver e ndo mantém mais a estrutura de uma microparti-
cula cristalina.

Exemplo 5

Descricdo de Carregamento de Microparticulas de

FDKP Com Insulina

Em um formato de escala de producdo (2 - 5 kg),
microparticulas de FDKP s&do formadas através de precipitacdo
de acido com &cido acético e lavadas. Uma solucdo de insu-
lina em pH 3,6 é adicionada a suspensdo de particula de
FDKP. A solucdo de matéria-prima de insulina é 10% em peso
de insulina e 2,5% em peso de acido acético (pH de aproxima-
damente 3,6). Hidrdxido de amdénio é empregado para ajustar
d pH da mistura em 4,5. A Tabela 3 indica as quantidades
dos varios componentes por quilograma de formulagcdo emprega-
da para preparar particulas contendo ~11,4% em peéo de insu-
lina. Polissorbato 80 pode ser incorporado durante a forma-
¢do de particula e pode melhorar as caracteristicas de mani-
pulagao das particulas finais. Tempo é permitido péra ad-
sorcdo de insulina sobre as particulas de FDKP e garantir
misturando completa. A mistura é, em seguida, adicionada em
gotas ao nitrogénio liquido para o congelamento flash da
suspensdo. O meio liquido é removido através da liofiliza-
¢do para produzir particula de FDKP />produto de farmaco em
volume de inéulina. Alternativamente, a mistura é liofili-
zada. A Tabela 4 indica as quantidades dos varios componen-

tes no produto em volume depois da remogdo do meio liquido.
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Tabela 3. Composicgdo de particulas de FDKP / Fér-
mula em Batelada de Insulina |
Componente 11,4% de FDKP / Insulina
(Gramas por Kg de formula-
gao)
Insulina, USP 114 g
FSKP 870 g
Polissorbato 80, USP* 34,8 g
Solucdo de Amdénia Forte, NF 572 g
Acido acético (glacial), NF 3680 g
Agua Purificada, NF 179000 g
Nitrogénio, NF Quando necesséario
Tabela 4. Composigdo de particulas de FDKP / insu-
lina
Componente 11,4% FDKP / Insulina, pro-
| cesso
(Quantidade por formulacéo
em grama)
Insulina, USP 3,0 IU (0,11 mg)
FDKP 0,87 mg
Polissorbato 80, USO* 0,007 mg
Solugcao de Ambénia Forte, NF |Removido durante o processo
Acido acético (glacial), NF |Removido durante o processo
Agua Purificada, NF 0,012 mg
Nitrogénio, NF Removido durante o processo
Nas Tabelas 3 e 4 acima, NF denota - Formuldrio

Nacional

* Teor de Polissorbato 80 é estimado por um ensaio
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de HPLC/MS.

** A formulacdo de FDKP / Insulina contém cerca de
1,2% de 4agua residual depois da liofilizacéao. Quantidades
de trago de acido acético e hidrdéxido de ambébnio podem da
mesma forma estar presentes.

Exemplo 6

Saturacdo de Superficies de Microparticula através

de Proteina (Formacdo de uma Monocamada Continua)

O revestimento de superficie de uma microparticula
com uma monocamada deve ser um processo saturdvel. Isto é,
sua area de superficie acessivel e o didmetro da molécula de
agente ativo ditardo a capacidade da superficie de micropar-
ticula. A Figura 6 ilustra esta saturacéao.

Uma suspensdo de microparticulas de FDKP foili pre-
parada e o pH foi ajustado entre pH 3,0 e pH 3,5 ponto nos
quais as superficies ionizam-se parcialmente. Neste proce-
dimento, pH mais alto ndo pode ser empregado porgue teria
causado auto-associagdo do agente ativo, insulina. Porcdes
pequenas de uma solugcdo de insulina concentrada foram adi-
cionadas a suspensdo agitada. Depois de cada adigdo, a a-
mostra foi permitida estabilizar-se e dados ultra-sénicos
foram coletados.

A Figura 6 mostra que uma redugdo na velocidade
ultra-sénica é observada quando a concentracdo de proteina
foi aumentada. Este tipo de mudanca na velocidade ultra-
sbnica é tipico para ligagdo de ligando em solugdes aquosas
e indica adsorg¢do da proteina ativa as superficies de micro-

particula de FDKP. A diminuigdo de velocidade resulta da



10

15

20

25

37

liberagdo de agua de hidratacdo da microparticula de FDKP e
superfiéies de proteina. Quando a &gua de hidratacdo é des-
locada através de adsorgdo do agente ativo, sua estrutura
relaxa e produz uma diminuigdo liquida na velocidade ultra-
sénica através da amostra. Quando todos os sitios de liga-
¢ao na superficie das microparticulas de FDKP foram satura-
dos, 1isto é, uma monocamada de proteina formou-se, a curva
se iguala. A formagcdo de monocamada foi da mesma forma de-
monstrada pelos dados nas Figuras 7A-7D gque mostrou que a
adsorcdo de varios agentes ativos (GLP-1 [Figura 7A); PTH
[Figura 7B]; anticorpo monoclonal anti-SSX-241-49 [Figura
7C]; e anticorpo monoclonal anti-MOPC-21 [Figura 7D]), sobre
microparticulas alcangou a saturacdo quando a concentracao
do agente ativo é aumentada em uma concentfagéo constante de
microparticulas de FDKP (5 mg/mL). Estes estudos foram con-
duzidos em pH 5,0 onde a adsorgdo ideal do agente ativo as
microparticulas é observada. GLP-1 ndo se auto-associa as
concentragdes empregadas {(como descrito no Pedido de Patente
Provisdério U.S. No. 60/744.882).

Exemplo 7

~Evidéncia para Mecanismo de Interacdo Eletrostati-

Evidéncia para um mecanismo eletrostdtico de inte-
ragdo é a capacidade de interferir-se com adsorcdo através
do enfraquecimento das interacdes eletrostéaticas. Isto ¢é
demonstrado adicionando-se sal ao sistema de particula ioni-
zada/agente ativo. As Figuras 8A - 8D ilustram gque resis-

téncia 1idnica crescente em um sistema de agente ativo-
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microparticula de FDKP reduziu a adsorcdo do agente ativo
sobre a microparticula.

Uma série de amostras fol preparada em pH 5,0 onde
a adsorgao do agente ativo em superficies de microparticula
de FDKP é forte. Cada amostra continha uma quantidade dife-
rente de sal (cloreto de sdédio), como indicado sob cada bar
nas Figuras 8A - 8D (ﬁnidades sao mM). O agente ativo foi
misturado na suspensdo para produzir uma concentracdo final
de 5 mg/mL de microparticulas de FDKP e 0,75 mg/mL de insu-
lina (um excesso; Figura 8A). Depois de uma breve incuba-
cdo, agente ativo ndo ligado foi removido através de filtra-
gao e as particulas com o agente ativo adsorvido foram re-
dissolvidas. A quantidade de agente ativo e particula recu-
perada foi quantificada através de HPLC, e expressa como uma
relagcdo de massa (% de carregamento). As Figuras 8A - 8D
ilustram que resisténcia idnica crescente em um sistema de
agente ativo-microparticula de FDKP reduziu a extensdo de
adsorcao de agentes ativos incluindo anticorpo monoclonal
anti-SSX-241-49 (0,2 mg/mL; Figura 8B), grelina (0,1 mg/mL;
Figura 8C) e PTH (0,25 mg/mL; Figura 8D) na presenca de 5
mg/mL de microparticulas de FDKP.

A Figura 8 mostra uma correlacdo inversa entre a
adsorcao medida e a concentragdo de sal na suspensdo de car-
regamento. Isto pode ser interpretado como evidéncia que o
sal competiu com o agente ativo para interacdo com a super-
ficie de particula. Quando a concentracdo de sal foi aumen-
tada, ela competiu fortemente e eficazmente para sitios de

ligacdo de superficie, e essencialmente deslocou o agente



10

15

20

25

39

ativo das superficies de particula. E da mesma forma espe—‘
culado, que ligagdo de diminuic&o do agente ativo & micro-
particula pode ser atribuivel a protegdo de Debye.

A menos que de outra maneira indicado, todos os
numeros expressando quantidades de ingredientes, proprieda-
des tais como peso molecular, condicdes de reacdo, e assim
sucessivamente émpregados na especificagdo e reivindicacdes
serao entendidos como sendo modificados em todos os exemplos
pelo termo "cerca de". Desta maneira, a menos que indicado
ao contrario, os pardmetros numéricos mencionados na seguin-
te especificacdo e reivindicagdes anexas sdo aproximacgdes
que podem variar, dependendo das propriedades desejadas pro-
curadas ser obtidas pela presente invencéo. No minimo, e
ndo como uma tentativa de limitar o pedido da doutrina de
equivalentes ao escopo das reivindicacdes, cada parémetro
numérico deve pelo menos ser interpretado levando em consi-
deracdo o numero dé digitos significantes informados e apli-
cando-se técnicas de arredondamento ordindrias. Apesar das
faixas numéricas e pardmetros que mencionam o amplo escopo
da invencdo sejam aproximacdes, os valores numéricos mencio-
nados nos exemplos especificos sao relatados quanto precisa-
mente possivel. Qualquer valor numérico, entretanto, ine-
rentemente contém certos erros necessariamente resultantes
do desvio padrao encontrado em suas medidas de teste respec-
tivas.

Os termos "um" e "uma" e "o" e referentes simila-
res empregados'no contexto da descricdo da invencdo (especi-

almente no contexto das seguintes reivindicacdes) devem ser
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interpretados para abranger igualmente o singular e b plu-
ral, a menos que de outra maneira indicado aqui ou claramen-
te contradito através do contexto. Recitacdo de faixas de
valores aqui é meramente pretendida servir como um método de
taquigrafia de referir-se individualmente a cada valor sepa-
rado que inclui-se na faixa. A menos que de outra maneira
indicado aqui, cada valor individual estd incorporado na es-
pecificagcdo como se fosse individualmente relacionado aqui.
Todos os métodos descritos aqui podem ser Arealizados em
qualquer ordem adequada a menos que de outra maneira indica-
do aqui ou de outra maneira claramente contradita através do
contexto. O uso de qualquer e todos os exemplos, ou lingua-
gem exemplar (por exemplo "tal como") fornecido aqui estéa
meramente destinado a melhor esclarecer a invencdo e nédo
propde uma limitag¢do no escopo da invencdo de outra maneira
reivindicada. Nenhuma linguagem na especificacdo deve ser
interpretada como indicando qualgquer elemento ndo reivindi-
cado essencial para a pratica da invencao.

O uso do termo "ou" nas reivindicag¢des é empregado
para significar "e/ou" a menos que explicitamente indicado a
referir-se apenas as alternativas ou as alternativas sdo mu-
tuamente exclusivas, embora a descricdo suporte uma defini-
¢cdo que refere-se apenas as alternativas e "e/ou."

Agrupamentos de elementos alternativos ou modali-
dades da invengdo descritos aqui ndo devem ser interpretados
como limitacgodes. Cada membro de grupo pode ser referido e
reivindicado individualmente ou em qualquer combinacdo com

outros membros do grupo ou outros elementos encontrados a-
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qui. E antecipado que um ou mais membros de dm grupo pode
ser incluido em, ou deletado de, um grupo por motivo de con-
veniéncia e/ou possibilidade de patentear. Quando qualquer
tal inclusdo ou delecdo ocorre, a especificagdao é aqui jul-
gada conter o grupo quando modificado desse modo realizando
a descrigdo escrita de todos os grupos de Markush empregados
nas>reivindicagées anexas.

Modalidades preferidas desta invencdo sdo descri-
tas aqui, incluindo a melhor maneira conhecida pelos inven-
tores de realizar a invencdo. E claro, variacdes nessas mo-
dalidades preferidas tornar-se-do evidentes por équeles de
experiéncia ordindria na arte ao ler a descricdo anterior.
O inventor espera que os técnicos versados empreguem.tais
variagdes quando apropriado, e os inventores planejam para a
invengdo ser praticada de outra maneira do que especifica-
mente descrita aqui. Desta maneira, esta invencdo inclui
todas as modificagdes e equivalentes da matéria objeto rela-
cionados nas reivindicag¢des anexadas até aqui como permitido
por lei aplicavel. Além disso, qualquer combinacdo dos ele-
mentos descritos acima em todas as possiveis variacdes é a-
brangida pela invencdo a menos que de outra maneira indicado
agui ou de outra maneira claramente contradito através do
contexto.

Além disso, numerosas referéncias foram feitas as
patentes e publicagdes impressas ao longo desta especifica-
¢cao. Cada uma das referéncias citadas acima e publicacdes
impressas estd incorporada aqui individualmente através de

referéncia em sua totalidade.
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Além disso, deve ser entendido que as modalidades
da inveng¢do descritas aqui sdo ilustrativas dos principios
da presente invencdo. Outras modificag¢des que podem ser em-
pregadas estdo dentro do escopo da invencéao. Desse modo,
por meio de exemplo, porém ndo de limitacdo, configuracdes
alternativas da presente invencdo podem ser utilizadas de
acordo com 0Os ensinamentos aqui. Desta maneira, a presente

invengdo ndo estd limitada aquela como mostrado e descrito.
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REIVINDICACOES

1. Método de revestir uma microparticula cristali-
na pré-formada em suspensao com um agente ativo,
CARACTERIZADO pelo fato de compreender:

i) ajustar a interacdo enérgica entre o agente a-
tivo e a microparticula cristalina independente da remocéo
do solvente; e

ii) absorver o agente ativo sobre a superficie da
microparticula.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de adicionalmente compreender a eta-
pa de remover ou trocar o solvente.

3. Método, de acordo com a reivindicacgdo 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa de remover ou trocar
0 solvente estd sem efeito substancial sobre a interacdo en-
tre o agente ativo e a microparticula.

4, Método, de acordo com a reivindicacgdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a referida etapa de ajuste
compreende modificar as propriedades de superficie da micro-
particula.

5. Método, de acordo com a reivindicacédo 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que a modificacdo das proprieda-
des de superficie da microparticula compreende alterar as
condic¢des da solucéo.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que a alteracdo das condigdes de
solucdo compreende mudar o pH.

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 6,
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CARACTERIZADO pelo fato de adicionalmente compreender a eta-
pa de dissolver o agente ativo em uma fase fluida da suspen-
sdo de microparticulas e subseqlientemente mudar o pH da fase
fluida.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADO pelo fato de que o pH é mudado antes ou depois
da adigdo do agente ativo.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que a modificagdo das proprieda-
des de superficie da microparticula compreende alterar a po-
laridade da solucgé&o.

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que a Aodificagéo das proprieda-
des de superficie da microparticula compreende adicdo de i-
ons monovalentes ou multivalentes.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que a modificagdo das proprieda-
des de superficie da microparticula compreende a derivacdo
quimica da microparticula.

12. Método, de acordo com a reivindicacido 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que as propriedades de superficie
compreendem propriedades eletrostaticas.

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que as propriedades de superficie
compreendem propriedades hidrofébicas.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que as propriedades de superficie
compreendem propriedades de ligac¢do de hidrogénio.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,



10

15

20

25

CARACTERIZADO pelo fato de que a microparticula é porosa e
tem superficies interiores acessiveis ao fluido em volume da
solucgdo.

16. Método, de acordo com a reivindicacado 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a microparticula compreende
uma dicetopiperazina.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 16,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dicetopiperazina é diceto-
piperazina de fumarila.

18. Método, de acordo com a reivindicacdao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o método de revestir produz
uma monocamada do agente ativo sobre a superficie da microparticula.

19. Método, de acordo com a reivindicacdao 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que a monocamada é continua.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 18 ou
19, CARACTERIZADO pelo fato de que o agente ativo na mono-
camada tem uma orientacdo preferida.

21. Método, de acordo com a reivindicacgado 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente ativo é insulina ou
um analogo de insulina.

22. Método de revestir uma microparticula crista-
lina pré-formada na suspensdo com insulina, CARACTERIZADO
pelo fato de compreender:

i) ajustar a interagdo enérgica entre o agente a-
tivo e a microparticula cristalina independente da remocao
do solvente; e

ii) absorver a insulina sobre a supérficie das mi-

croparticulas.
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RESUMO

“METODO DE FORMULAGCAO DE FARMACO COM BASE NO
AUMENTO DA AFINIDADE DE SUPERFICIES DE MICROPARTICULAS
CRISTALINAS PARA AGENTES ATIVOS”

Métodos sdo fornecidos para revestir microparticu-
las cristalinas com um agente ativo através da alteracdo das
propriedades de superficie das microparticulas a fim de fa-
cilitar a associagdo favoravel na microparticula pelo agente
ativo. Tipo de propriedades de superficie que s3o alteradas
pelos métodos descritos inclui propriedades eletrostaticas,
propriedades hidrofébicas e propriedades de ligacdo de hi-

drogénio.
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RESUMO

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

Métodos sao fornecidos para revestir microparticu-
las cristalinas com um agente ativo através da alteragdo das
pfopriedades de superficie das microparticulas a fim de fa-
cilitar a associagdo favordvel na microparticula pelo agente
ativo. Tipo de propriedades de superficie que sdo alteradas
pelos métodos descritos inclui propriedades eletrostéticas,
propriedades hidrofdébicas e propriedades de ligégéo de hi-

drogénio.
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