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Inventia se referd la noi complecsi de inclu-
ziune, stabili in stare solidd, obtinuti din forma NO intr-o cantitate si cu un debit previzibil la
deschisd a sidnoniminei SIN-1A si ciclodextrine dizolvare in medii apoase.
sau derivatii lor, care eventual mai contin ioni, § Inventia se referd si la procedeul de preparare a
drept catalizatori sau stabilizatori. Complecsii complecsilor prin supunerea SIN-1 actiunii catali-
elibereazd oxid de azot la temperatura camerei prin tice a ionilor la un pH potrivit, pentru a deplasa
dizolvare n apd sau in sisteme apoase. echilibrul spre formarea SIN-1A in prezenta mole-

Sunt revendicate de asemenea compozitii culelor-gazda, care este imediat complexat si stabi-
farmaceutice si truse care contin acesti complecsi. 10 lizat.
Trusele se utilizeaza ca standarde de eliberare Revendicari: 15
de Figuri: 2
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Descriere:

Inventia se referd la noi complecsi de incluziune, stabili in stare solidd, obtinuti din forma
deschisd a sidnoniminei SIN-1A si ciclodextrine sau derivatii lor, care eventual mai contin ioni,
drept catalizatori sau stabilizatori. Complecsii elibereazd oxid de azot la temperatura camerei prin
dizolvare in apd sau in sisteme apoase.

in descriere se utilizeazi urmitoarele abrevieri:

SIN-1 3-morfolino-sidnonimina

SIN-1A N-morfolino-N-nitrozoaminoacetonitril

SIN-1C cianometilen-amino-morfolind

CDPSI polimer ionic solubil de B-ciclodextrind

DIMEB heptakis-2,6-di-O-metil-pB-ciclodextrind

EDRF factor de relaxare derivat din endoteliu

HBBCD hidroxipropil-f-ciclodextrina (in medie 2,8 grupe hidroxipropil pe unitate de CD)
Molsidomin N-etoxicarbonil-3-morfolino-sidnonimina

RAMEB B-CD metilat la intamplare (in medie cu circa 12 grupe metoxi pe unitate de CD)
TRIMEB heptakis(2,3,6-tri-O-metil)-B-ciclodextrind.

Se stie cd monoxidul de azot are o formd redusd (NO#*) care este numitd oxid nitric si o forma
oxidatd (NO*) care este numitd ion de nitrozoniu. Monoxidul de azot (NO) este implicat in
numeroase procese importante de bioreglare.

Utilitatea unui donor ce degajd NO depinde atit de profunzimea cat si de durata efectului de
scidere a presiunii arteriale medii. Sunt necesari donori de NO care actioneaza mai indelungat, care
pun in libertate NO fird transformarea metabolicd a donorilor, adicd cei ce nu sunt dependenti de
functiile ficatului. fn plus, un donor de NO trebuie si aibd un oarecare caracter lipofil, pentru a fi
capabil sd treacd prin membranele celulelor spre a-si exercita actiunea si asupra organelor tintd —
tesuturile. De aceea compusii anorganici relativ simpli nu sunt adecvati acestui scop.

Alcidtuirea produsului poate urma 3 cdi diferite:

a) Precursorii de medicamente donori de NO contin grupa -NO, care este eliberata fie direct cu
ajutorul unui proces metabolic, fie dupad indepdrtarea prin hidrolizi enzimaticd a unor grupe
protectoare. Aceste procedee sunt mult legate de ficat (de exemplu Molsidomin).

Precursorii de medicament de tip sidnonimina (de exemplu Molsidomin) depind de ficat pentru
a indepdrta grupa protectoare etoxicarbonil din moleculd si a produce mai intai SIN-1 si apoi (intr-
un al doilea procedeu, dependent de pH, catalizat de ionii OH") se formeaza SIN-1A foarte instabil
care, independent de pH, se descompune spontan cu degajare de NO.

b) Prepararea aductilor sau complecsilor de oxid nitric cu diferiti nucleofili.

in general, sinteza complecsilor de NO cu amine secundare este urmitoarea: amina secundari,
de exemplu dietilamina anhidrd, se dizolvd in eter anhidru, oxigenul se indepdrteaza din sistem
utilizdnd baie de gheatd uscatd cu acetond si se barboteazi NO uscat prin solutia etericd la -78°C
timp de 3 h, de preferinti la presiune ridicatd (100 psi, 1 psi = 703 kgf/m?).

Pericada de injumdtdtire a aductului dietilamind-oxid nitric din stadiul tehnicii Et,-N-NH-
(ONa)-N=0O (DEANO) este de aproximativ 2 minute, in timp ce produsul de aditie a oxidului nitric
la poliaminspermind (SPNO) are o duratd de injumatatire de 39 minute.

¢) Precursorul de medicament este stabilizat de complecsii de incluziune ai ciclodextrinei ce se
formeaza in timp ce NO este degajat spontan in conditii fiziologice. Precursorul de medicament din
ciclodextrind complexatd cunoscut este stabil in stare solida.

Se cunoaste cd SIN-1 este un compus stabil in stare solidd, insd forma sa tautomera cu catend
deschisa SIN-1A este extrem de instabild. Este foarte dificil sa se izoleze produsul galben cristalin
in forma purd si el poate fi depozitat numai la -80°C, sub azot. Forma SIN-1A elibereaza repede un
mol de NO in stare solidd prin fotolizd si in solutie apoasa chiar la intuneric este transformata in
cianometilen-amino-morfolind (SIN-1C).

Astfe] SIN-1 este consideratd a fi un precursor de medicament $i SIN-1C un produs de degradare
inactiv biologic. Echilibrul dintre SIN-1 stabila si SIN-1A activd (care este medicamentul real)
depinde de factorii inconjuritori (pH, temperaturi). Insi din cauza instabilititii extreme a SIN-1A —
in special la oxigen — este practic un intermediar cu viatd scurtd in procesul de descompunere a SIN-
1.

In prezent SIN-1 este comercializatdi numai pentru administrare intravenoasd in fiole cu
pulbere, pentru a fi dizolvatd inaintea injectirii. Precursorul de medicament SIN-1 administrat oral
este neeficient, din cauza cd faza hidroliticd ce este necesard pentru formarea SIN-1A ce genereazi
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NO nu poate avea loc in conditii de pH acid si, inainte de absorbtie, este descompus rapid si
complet in SIN-1C la pH-ul mai ridicat al tractului gastro-intestinal.

Se cunoaste de asemenea ¢ SIN-1 poate fi stabilizata prin complexare cu CD si echilibrul SIN-1
— SIN-1A — SIN-1C poate fi schimbat cu ajutorul complexdrii cu derivati de ciclodextrind [1]. S-a
descris faptul cd complexarea cu anumiti derivati de CD inhibd formarea SIN-1C. Astfel s-au
preparat complecsi mai stabili de SIN-1/CDPSL inclusiv cei care contin o cantitate mai mare de
SIN-1A (care prezintd activitate biologicd bazatd pe degajare mai mare de NO) prin tratamentul
termic de scurtd duratd al produsului complex SIN-1/CDPSI obtinut prin liofilizare. S-a exemplificat
in mod similar un complex SIN-1/DIMEB. Acesti derivati de CD au fost propusi spre a fi utilizati in
produse farmaceutice.

fn acest document se descriu complecsii SIN-1/CD sau amestecul de SIN-1/lactozi cu continut
de 4,5% in greutate SIN-1, continutul de SIN-1A in produsii obtinuti fiind urmétorul:

in complexul CDPSI 1,27%
in complexul B-CD 0,08%
in complexul DIMEB 0,06%
in complexul HP-f-CD 0,115%
in amestec cu lactoza 0,00%.

Practic conversia completd a SIN-1 in SIN-1A nu a fost depistatd chiar si in cazul in care
complexarea s-a realizat cu CDPSI, considerat ca fiind cel mai eficient agent de complexare pentru
acest scop.

Mai mult decat atat, nu s-a aprobat pand in prezent ca CDPSI si DIMEB si se utilizeze in
produse farmaceutice. Astfel, prepararea unei forme stabile, comercializabile de SIN-1A pur este o
problema nerezolvata.

Intrucat SIN-1 se poate aplica numai intravenos, precursorul siu de medicament Molsidomin
este folosit pentru tratamentul oral al insuficientei inimii: Molsidomin este hidrolizat enzimatic in
ficat la SIN-1 .

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie este stabilizarea SIN-1A donor de NO astfel incat
sd se poatd asigura o formulare care sd se poatd administra atat oral cat si parenteral, capacitatea de
inoculare a acesteia fiind sustinuti cu documentatie toxicologici completi (chiar si i. v.). In prezent
douad tipuri de ciclodextrine satisfac aceastd cerintd fundamentald: y- CD si HP-B-CD.

Desi efectul stabilizator al SIN-1A din CDPSI si DIMEB in solutii apoase este cunoscut, nu
rezultd totusi ¢d si y-CD neionicd este eficientd in aceastd privintd, mai ales din cauza cavititii sale
cu diametru mult mai mare. Efectul excelent de stabilizare al CDPSI a fost atribuit structurii sale
polimerice, adicd efectelor cooperative ale diferitelor inele de ciclodextrind fixate in vecindtate
sterica.

Obiectul prezentei inventii il constituie complecsii de incluziune, care sunt stabili in starea lor
solida, ai SIN-1A, formati din SIN-1A si ciclodextrine sau derivati de ciclodextrine si care
elibereazi oxid nitric la temperatura camerei prin dizolvarea in apd sau in sisteme apoase si care
eventual mai contin un ion drept catalizator sau stabilizator.

Conform unei realizari preferate a inventiei, ei contin un anion acceptabil fiziologic in calitate
de catalizator sau de stabilizator, cum sunt anionii de acizi carboxilici ca acetat, formiat, propionat,
ascorbinat, tartrat si/sau lactat si/sau anionii de acizi anorganici cum sunt fosfat, fosfit, borat,
carbonat, hidrocarbonat, sulfat si/sau sulfit. Pentru acest scop s-a constatat ca ionul acetat este un
anion foarte bun. Anionii pot fi prezenti ca saruri §i cationii corespunzitori pot fi de preferinta ionii
de amoniu sau de alcalii, insa pot fi folositi si alti cationi.

Drept componentd de ciclodextrind ei contin B-CD, y-CD sau o-CD, in special pentru uz
farmaceutic. De asemenea ei pot contine derivati de ciclodextrind, si anume ciclodextrine
hidroxipropilate sau metilate, cum sunt HP-f-CD, DIMEB, RAMEB, TRIMEB sau CDPSIL.

Un alt obiect al prezentei inventii sunt compozitiile active din punct de vedere biologic, care
contin in calitate de ingredient activ al lor noii complecsi SIN-1A/ciclodextrind impreund cu
ingrediente auxiliare §i aditivi care faciliteaza utilizarea lor. Acestea cuprind, dar nu se limiteazi
numai la ele, compozitii farmaceutice care contin ca ingredient activ complecsii de incluziune SIN-
1A eventual impreund cu materiale obignuite auxiliare si de aditie folosite la produsele farmaceutice
pentru administrare orald, parenterald sau alte utiliziri medicale. Formularile sunt de preferintd
pulberi dizolvate imediat inainte de aplicarea medicatiei. Astfel, formuldrile parenterale sunt de
preferinta pulberi dizolvate inainte de injectare.

Compozitiile farmaceutice preferate sunt cele care contin ca ingredient activ complecsii de
incluziune SIN-1A care sunt stabili in starea lor solida si care se formeaza cu B-CD, y-CD, sau o-
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CD, continind un anion acceptabil fiziologic drept catalizator sau stabilizator, cum sunt anionii de
acid carboxilic incluzand ionii acetat, formiat, propionat, ascorbinat, tartrat gi/sau lactat si/sau
anionii de acizi anorganici cuprinzand ionii fosfat, fosfit, borat, carbonat, hidrocarbonat, sulfat si/sau
sulfit. Anionii pot fi eventual sub forma sarurilor lor, de exemplu de amoniu sau de metale alcaline.
Acetatul de amoniu este o sare preferatd in acest scop.

Alte obiecte ale prezentei inventii le constituie kituri (truse) de utilizat ca standarde de eliberare
de NO pentru degajarea de NO intr-o cantitate $i cu un debit previzibil la dizolvarea in medii
apoase, care contin ca ingredient activ complecsi de incluziune SIN-1A conform prezentei inventii.

Acest lucru este posibil pentru cd prezenta inventie se referd si la prepararea si stabilizarea SIN-
1A extrem de labila, care atunci cind este eliberatd din cavitatea ciclodextrinei — chiar si dupa
simpla dizolvare in apd distilatd — genereazi imediat NO intr-o cantitate §i cu un debit previzibile,
fard a mai fi necesard vreo enzima sau vreun reactant.

Prezenta inventie se referd la procedee pentru prepararea noilor complecsi de incluziune SIN-1A
care sunt stabili in starea lor solidd si care sunt formati cu ciclodextrine sau cu derivati de
ciclodextrine prin supunerea, la un pH adecvat, a SIN-1 la actiunea cataliticd a ionilor pentru a
schimba echilibrul spre formarea SIN-1A in prezenta ciclodextrinelor sau a derivatilor de
ciclodextrine capabili sd formeze complecsi de incluziune, cdnd SIN-1A care se formeazd este
imediat complexat si stabilizat prin formarea complecsilor de incluziune SIN-1A/ciclodextrina.
Procedeul cuprinde izolarea in stare solida a complecsilor SIN-1A/CD obtinuti care eventual contin
ionii. Ultimii pot fi sub forma de saruri.

Un procedeu preferat, conform cu prezenta inventie, constd in reactia dintre SIN-1 si o
ciclodextrind sau un derivat de ciclodextrind in stare solida in prezenta unui ion, de preferintd sub
formd de sare, in calitate de catalizator, prin amestecarea sau mdicinarea minutioasi a
componentelor impreund. O altd cale, conform inventiei, constd in uscarea prin inghetare a unei
solutii apoase, lipsite de oxigen, care contine componentele, urmati de preferintd de “a doua uscare”
in vid.

Este de preferat s se utilizeze sdrurile de amoniu sau de metal alcalin formate cu anioni de
acizi carboxilici, cum sunt ionii acetat, formiat, propionat, ascorbinat, tartrat si/sau lactat gi/sau
anionii de acizi anorganici, cum sunt borat, carbonat, hidrocarbonat, fosfat, fosfit, sulfat si/sau sulfit
drept catalizator al procedeului. Sarurile utilizate pot contine anioni volatili sau cationi volatili care
sunt eliminati partial sau total in timpul procedeului, cum sunt ionii de amoniu sau carbonat.

Cand se realizeaza procedeul de mai sus, este avantajos ca reactia si se efectueze la valori pH
intre 6 si 10 si, cand apa a fost folositd ca mediu de reactie, si se aplice “‘a doua uscare” la 40°C, de
preferinta la 50...70°C.

Dupd cum se vede din testele de eliberare a NO, complecsii SIN-1A/ciclodextrind produc
imediat oxid nitric dupd dizolvarea complecsilor solizi in sisteme apoase. Astfel, o cale pentru a
obtine un complex SIN-1A/ciclodextrind de compozitie controlati (care sd aiba cel mai mic continut
de SIN-1C) constd in tautomerizarea SIN-1 si complexarea simultand a SIN-1A formata in stare
solida.

Situatia este asemandtoare cand prepararea complexului se realizeaza prin uscare prin inghetare.
in acest caz a doua etapi de uscare (care urmeazi dupi liofilizare) poate si asigure conditiile pentru
formarea complexului catalitic in stare solida.

Un alt obiect al prezentei inventii il constituie metodele de tratament cu oxid nitric al celulelor
vii. Acesta cuprinde, dar nu se limiteazd numai la tratamentul simptomelor dependente de oxidul
nitric la om si animale, asa ca insuficienta cardiaca anginica si ischemicd, controlul fiziologic al
tensiunii, agregarea placutelor, medierea relaxdrii peristaltismului, a erectiei peniene etc. Aceasta se
realizeaza prin administrarea de preferintd prin aplicare orald sau parenterald la pacientii ce au
nevoie de acest tratament a unei cantititi eficiente de complex nou de incluziune SIN-1A care este
stabil in starea sa solidd si care este format cu ciclodextrine sau cu derivati de ciclodextrine,
complex ce contine cel putin un ion drept catalizator sau stabilizator si care prin dizolvare in apd sau
in sisteme apoase la temperatura camerei elibereaza oxid nitric.

Realizarea preferatd constd in administrarea complecsilor de SIN-1A formati cu §-CD, y-CD
sau o-CD si care contin, eventual ioni, drept catalizatori sau stabilizatori sub forma de sdruri de
amoniu sau de metale alcaline, anioni de acid carboxilic, cum sunt acetat, formiat, propionat,
ascorbinat, tartrat gi/sau lactat si/sau anioni de acizi anorganici, cum sunt anionii fosfat, fosfit, borat,
carbonat, hidrocarbonat, sulfat si/sau sulfit.

Inventia cuprinde metoda de tratament al simptomelor dependente de oxidul nitric la oameni sau
animale prin tratamentul pacientului cu produsul conversiei cantitative a SIN-1 in SIN-1A realizata
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pe calea transformdrii cu ajutorul unui ion catalizator si a stabilizdrii cu ciclodextrind, in stare
solida, in prezenta unei ciclodextrine sau a unui derivat de ciclodextrind capabil sd formeze imediat
complecsi de incluziune.

Principalele avantaje ale complecsilor SIN-1A/CD in comparatie cu SIN-1 sau alti donori de NO
cunoscuti pana in prezent sunt deci urmétoarele:

— stabilitate pe termen lung,

— rapiditate in actiune,

— duratd de injumétitire marita,

— independentd de ficat,

— independenta de pH,

—1in cele din urmd, o mai mare usurintd de a-si atinge tintele lor (tesuturile).

Avand la dispozitie compozitia stabild, devine posibil sd se deschidd o noud fazd pentru
tratamentele cu oxid de azot, care este numitd de unii autori ca ‘“‘noua superstar neasteptati a
biochimiei” (Chem. Ing. News, Dec., 1993, pag. 26-38).

Inventia se explicd prin desenele din figurile 1 §i2 care reprezinta:

- fig.1, schimbarea in timp a spectrului UV SIN-1A/B-CD dupa dizolvarea complexului in apa;

- fig.2, curbele de contractie in functie de concentratia medicamentului liber sau legat in
complex (SIN-1 si SIN-1A/B-CD).

Se dau in continuare exemple care au un rol de ilustrare si nu de limitare a inventiei.

. Exemple chimice

Exemplul I.1

Prepararea complexului SIN-1A/y-CD

2 g y-CD si 0,8 g acetat de amoniu se dizolvd in 25 ml apa distilatd prin ultrasonare. Solutia se
dezoxigeneaza prin barbotare cu heliu gazos, dupd care se dizolva 200 mg substantd SIN-1. Solutia
se usucd prin inghetare imediat pentru izolarea complexului solid. Se aplicd a doua uscare la 40-
50°C timp de 2 ore pentru a indeparta continutul de apa al complexului aproape complet. Atat
solutia cit i substanta sunt protejate de lumina.

Complexul este o pulbere de culoare galben deschis. Randament 2,6+0,1 g.

Pierderea la uscare este mai mica de 1%.

Analiza HPLC: continut de SIN-1: nedetectabil
continut de SIN-1A: 11,7+0,2%
continut de SIN-1C: 0,36+0,1%.

fn toate exemplele din aceastd descriere s-a utilizat urmdtoarea metodi pentru determinarea
simultand a SIN-1, SIN-1A si SIN-1C prin HPLC:
Coloana: coloand analiticd Ultrasphere LP. (Beckman-Astec) 4,6x250 mm, médrimea particulelor

5 um.
Faza mobila: tampon fosfat 0,01 M pH=6 800 ml
tetrahidrofuran 200 ml
1-dodecansulfonat de sodiu 0,405 g/dm’.

Forta ionici a solutiei: 0,05 gion/dm? (corectat cu sulfat de sodiu)

Viteza de curgere: 1 ml/minut, p=190 bar. Marimea probei: 20 ul

Lungimea de unda de detectare:
—230 nm BW: 6 (ref. 350 nm BW: 80) pentru SIN-1A si SIN-1C intre 0...8 minute
—292 nm BW: 6 (ref. 400 nm BW: 80) pentru SIN-1 dupa 8 minute

Timpii de retentie: SIN-1 9,6 minute
SIN-1C 4,5 minute
SIN-1A 4,8 minute.

Calibrarea s-a efectuat cu solutii proaspat preparate de SIN-1 si SIN-1C, continutul de SIN-1A a
fost exprimat in echivalent de SIN-1C.

Exemplul L2

Prepararea complexului SIN-1A/B-CD

16 g de B-CD (cu continut de apa de 14%) si 7 g de acetat de amoniu se dizolva in 1000 ml apa
distilata prin ultrasonare. Solutia se dezoxigeneazi prin barbotare cu heliu gazos, dupd aceea se
dizolvd 3 g de substantd SIN-1. Complexul solid se izoleazi prin liofilizarea imediatd si continutul
de apd se indeparteazi la 40...50°C. Atat solutia cat si substanta sunt protejate impotriva luminii.
Complexul este o pulbere gilbuie foarte pald. Randament: 20+1 g. Pierderi la uscare <1%.
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Analiza HPLC: continut de SIN-1: nedetectabil
continut de SIN-1A: 12+1%
continut de SIN-1C: 0,3+0,2%.

Exemplul 1.3

Prepararea complexului SIN-1A/HP-B-CD

2 g de HP-B-CD (DS=2,8) si 0,8 g acetat de amoniu se dizolva in 25 ml apa distilatd prin
ultrasonare. In timpul dezoxigenirii prin barbotare cu heliu gazos, se dizolvd 200 mg de SIN-1.
Solutia complexului solid se supune imediat uscdrii prin inghetare. Continutul de apd se
indepirteaza la 40...50°C. Atat solutia cit si substanta se protejeazd impotriva luminii. Se obtin
2,840,1 g complex SIN-1A/HP-B-CD sub forma de pulbere galben-deschisa. Pierderea la uscare este
<1%.

Analiza HPLC: continut de SIN-1: nedetectabil
continut de SIN-1A: 11,6+0,2%
continut de SIN-1C: 0,4+0,1%.

Exemplul L4

Prepararea complexului SIN-1A/RAMEB

2 g de RAMEB (DS=1,8) si 0,8 g acetat de amoniu se dizolvd in 25 ml apa distilatd prin
ultrasonare. In timpul dezoxigenirii prin barbotare cu heliu gazos, se dizolvi 200 mg de substanti
SIN-1, solutia se usucd prin inghetare si complexul solid izolat se usuci la 40...50°C timp de 2 ore.
Solutia §i substanta sunt protejate impotriva luminii. Se obtin 2,8+0,1 g complex SIN-1A/RAMEB
sub forméd de pulbere galben-deschisa. Pierderea la uscare este <1%.

Analiza HPLC: continut de SIN-1: nedetectabil
continut de SIN-1A: 12,0+0,2%
continut de SIN-1C: 0,6+0,1%.

Exemplul .5

Prepararea complexului SIN-1A/B-CD in solutie tampon fosfat

1 g de B-CD (continut de apa: 14%) se dizolva in 55 ml de solutie tampon fosfat cu pH=8,0
conform USP XXII prin ultrasonare. in timpul dezoxigenirii cu heliu gazos, se dizolvd 100 mg SIN-
1. Solutia se usucd prin inghetare imediat. Solutia §i substanta sunt protejate contra luminii. Se
obtin 1,0+0,1 g de SIN-1A/B-CD ca pulbere galbuie foarte putin colorata. Pierderea la uscare este
<1%.

Analiza HPLC: continut de SIN-1: nedetectabil
continut de SIN-1A: 8,3%
continut de SIN-1C: 0,24%.

Exemplul 1.6

1 g de B-CD (continut de apd 14%), 100 mg de clorhidrat de SIN-1 si 100 mg acetat de amoniu
se amestecd minutios intr-un mojar timp de 15 minute. Dupd scurt timp de frecare, amestecul
devine vizibil galben. Dupé doud zile de depozitare intr-un container inchis protejat contra luminii,
s-a efectuat analiza HPLC conform cu exemplul L1, care a dat urmatoarele rezultate:

continut de SIN-1: nedetectabil
continut de SIN-1A: 7,9+0,2%
continut de SIN-1C: 0,4+0,1%.

Exemplul L7

Utilizdnd procedeul din exemplul 1.6, dar ludnd 50 mg de acetat de amoniu, formarea vizibila a
SIN-1A (colorarea in galben) este mai lenta si dureazd cdteva ore. Analiza HPLC a complexului
SIN-1A/B-CD dupa doud zile de depozitare:

continut de SIN-1: 0,5+0,1%
continut de SIN-1A: 6,940,2%
continut de SIN-1C: 0,6+0,1%.

Exemplul L8
Urmand procedeul descris in exemplul 1.6, dar intrebuintdnd 300 mg de acetat de amoniu,
colorarea 1n galben a amestecului se produce practic imediat dupa amestecarea componentelor.
Analiza HPLC a complexului SIN-1A/B-CD in aceeasi zi dupa preparare:
continut de SIN-1: nedetectabil
continut de SIN-1A: 6,9+0,2%
continut de SIN-1C: 0,5+0,1%.
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Exemplul 1.9

1 g de B-CD (continut de apa 14%), 100 mg de clorhidrat de SIN-1 si 100 mg de acetat de sodiu
se amestecd minutios intr-un mojar timp de 15 minute, apoi se aplicd un tratament termic
amestecului la 70°C timp de 1 ora.

Analiza HPLC a probei tratate termic:

continut de SIN-1: nedetectabil
continut de SIN-1A: 7,1+£0,2%
continut de SIN-1C: 0,8+0,1%.

II. Exemple comparative

Exemplul II.1

Incercarea de preparare a complexului SIN-1A/B-CD cu acid acetic

Prepararea s-a efectuat la fel ca in exemplul 1.2, dar in loc de apa si acetat de amoniu B-CD a
fost dizolvatd intr-o solutie 0,1 molar de acid acetic.

Analiza HPLC a produsului:

continut de SIN-1: 8,4%
continut de SIN-1A: 0,28%
continut de SIN-1C: nedetectabil.

Astfel complexul solid SIN-1A/B-CD nu a fost izolat.

Exemplul II.2

Incercarea de preparare a complexului SIN-1A/B-CD cu hidroxid de sodiu.

Complexarea s-a efectuat asa cum s-a descris in exemplul 1.5, dar B-CD s-a dizolvat in 55 ml
solutie apoasd de hidroxid de sodiu cu pH 8,4 in loc de acetat de amoniu. Analiza HPLC a
produsului solid obtinut:

continut de SIN-1: 10,5%
continut de SIN-1A: 0,40%
continut de SIN-1C: nedetectabil.

Nu s-a izolat complex SIN-1A/p-CD.

III. Exemple analitice si biologice

Exemplul 1IL.1

Eficacitatea conversiei si stabilitatea complecsilor SIN-1A sunt ilustrate in tabelul 1. Probele au
fost depozitate la temperatura camerei timp de 11 luni in containere de sticld in atmosfera de aer,
protejate contra luminii. Continutul de SIN-1A este dat in echivalent de SIN-1C.

Tabelul 1
Complexul Continut de SIN-1, % Continut de SIN-1A, Continut de SIN-1C, %
%
dupd pre- | dupd de- | dupd pre- | dupd de- | dupd pre- | dupd  depo
parare pozitare parare pozitare | parare zitare 11 luni
11 luni 11 luni
SIN-1A/0-CD 3,59 2,46 0,68
SIN-1A/B-CD 0 0 10,66 9,59 0,68 0,50
SIN-1A/-CD 0 0 11,71 7,23 0,32 0,49
SIN-1A/HP-B-CD 0,03 0 11,61 7,53 0,36 0,39
SIN-1A/RAMEB 0 0 12,11 9,43 0,68 0,87
Exemplul II1.2

O proba de complex SIN-1A/B-CD contine imediat dupd preparare 11,47% SIN-1A. Cand se
depoziteazi la temperatura camerei timp de 12 luni ea contine 8,36% SIN-1A, iar dupd 23 de luni
contine 6,59% SIN-1A. Continuturile de SIN-1C sunt de 0,18, 1,31 si respectiv 1,57%.

Complecsii contin aproximativ 5...8% apd de incluziune, in principal legatd la cavitatea
ciclodextrinei.

Exemplul II.3
Efectul de crestere a stabilitatii datorat tratamentului termic (‘‘a doua uscare’) dupa uscarea prin
inghetare este ilustrat in tabelul 2.
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Tabelul 2
SIN-1A/B-CD Continut de SIN-1, % Continut de SIN-1A, % Continut de SIN-1C, %
dupad  pre- | dupd de- | dupd pre- | dupd  depo- | dupd prepa- | dupd de-
parare pozitare parare zitare 11 luni | rare pozitare
11 luni 11 Juni
SIN-1A/B-CD 0 0 12,7 10,89 0,40 0,79
SIN-1A/B-CD 0 0 12,7 12,50 0,40 0,56
tratat termic
dupad pre- dupa de- dupd pre- dupa depo- dupd pre- dupd de-
parare pozitare parare zitare 19 luni parare pozitare
19 luni 19 luni
SIN-1A/B-CD 0,04 0 14,81 7,41 0,29 1,75
SIN-1A/B-CD 0,04 0 14,81 12,41 0,29 1,15
tratat termic

Exemplul 1II.4

Viteza si cantitatea de NO eliberat din complexul SIN-1A/p-CD

Eliberarea de NO in solutiile de SIN-1A/CD a fost examinata prin metode chimice si biologice.

250 mg complex (corespunde la aproximativ 25 mg de SIN-1A) se dizolva in 100 ml apa
distilata. Imediat dupa dizolvare, eliberarea de NO este detectatd indirect prin masurarea simultand
a scaderii continutului de SIN-1A si a formarii de metabolit SIN-1C prin HPLC ca functie de timp.
Masurdtorile se repetd la intervale diferite de timp, urmarindu-se protejarea contra luminii.

Tabelul 3 ilustreazd cinetica descompunerii SIN-1A in apd distilatd la temperatura camerei in
prezenta B-CD, y-CD si a HP-p-CD.

Tabelul 3
Timpul, min Complex B-CD Complex a-CD Complex HP-B-CD
SIN-1A SIN-1C SIN-1A SIN-1C SIN-1A SIN-1C
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
0 213 13 270 7 240 8
20 152 39 - - - -
40 116 53 - - - -
50 104 59 165 46 135 52
70 86 65 - - - -
100 55 75 140 58 92 70
130 40 86 - - 80 140
180 19 95 95 75 - -

Durata de injumatatire Ty, estimatd a complecsilor calculatd din scdderea continutului de SIN-
1A este de 53 minute pentru $-CD, de 24 minute pentru y-CD si de 70 minute pentru HP-f-CD.

Exemplul IIL.5

Eliberarea de NO intr-o solutie mai diluatd de complex SIN-1A/B-CD (100 pg/ml complex SIN-
1A/B-CD corespund la 10 pug/ml de SIN-1A) s-a detectat prin spectrofotometrie UV masurdnd
formarea de metabolit SIN-1C in functie de timp. Tranzitia de la SIN-1A la SIN-1C se realizeazi
printr-un schimb foarte caracteristic al spectrului UV, deoarece SIN-1A are un maxim UV la 230+1
nm s§i nu prezinta absorbanta la Agax SIN-1C la 277+1 nm.

10 mg de complex SIN-1A/B-CD (corespund la aproximativ 1 mg de SIN-1A) se dizolva in 100
ml apa distilatd. Spectrul UV al solutiei este inregistrat intre 200 si 350 nm fard diluare imediat
dupd dizolvare si inregistrarea se repetd la diferite intervale de timp, cu protejare contra luminii.
Cantitatea de SIN-1C formati se calculeazi din valorile absorbantei la 277+1 nm utilizdnd curba de
calibrare facutd cu SIN-1C standard. Concentratia de SIN-1C este mai micd de 0,7 pug/ml imediat
dupd dizolvare si aproximativ 7.8 pg/ml dupd 270 minute. Probabil ca s-a eliberat cantitatea
echivalentd de NO. Durata de injumititire a complexului estimatd: 90-100 minute.

Figura 1 ilustreazi cum se schimbd spectrul UV in functie de timp: spectrele UV ale
complexului SIN-1A/B-CD la intervale de timp intre 10 si 160 minute dupd dizolvarea a 10 mg de
complex in 100 ml apa distilatd sunt reprezentate in figurd. Absorbanta este prezentatd in raport cu
lungimea de unda.
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Exemplul IIL.6

Formarea de NO a fost determinatd direct utilizind detectarea cu microsenzorul porfirinic
specific pentru NO. Metoda (Nature, vol. 358, pag. 675, 1992) poate sd inregistreze eliberarea de
NO pani la LO™? moli, intr-o singurd celuld in microsisteme biologice pe cale amperometric sau
voltametrica.

Intr-o solutie tampon fosfat de pH=7,4 la 37°C 1 uM SIN-1A/B-CD a eliberat NO cu un debit de
2,37 uM/min in primele 5 minute, iar intre minutul 10 $i minutul 30 cu un debit de 0,17 uM/minut.
Daca se dizolvd 0,1 mM substantd, valorile relevante sunt de 0,42 uM si respectiv 0,07 uM.

Exemplul IIL.7

Inhibarea agregarii placutelor de cétre complexul SIN-1A/B-CD: oxidul de azot a fost identificat
ca fiind o moleculd mesager naturald in inhibarea agregirii placutelor prin sistemul guanilat-
ciclaza/GMP ciclic (Blood, 57, pag. 946, 1981). Autorii prezentei inventii au studiat efectele
biologice ale SIN-1 si complexului SIN-1A/B-CD prin compararea efectelor de inhibare a agregirii
placutelor produse de complecsi. Agregarea placutelor a fost studiatd pe plasme de iepure $i umana
bogate in plicute (J. Cardiovas. Pharmacol. 14 suplim. 11; p. 120, 1989). In fiecare sarji de plasmi
de iepure bogatd in plicute s-au inregistrat 8 curbe de doza raspuns cu U-46619 (0,25...4,0 uM)
care imiti tromboxanul in prezenta a 0, 107, 10°® sau 10™ moli de complex SIN-1A/B-CD. Curbele
de reactie la dozi au fost realizate in secventd aleatoare. Dupd aceea s-a utilizat o concentratie fixa
U46619 (4 uM) pentru a realiza curbele pline concentratie — inhibare pentru SIN-1 si pentru SIN-
1A/B-CD. Efectul de inhibare a agregirii al complexului SIN-1A/B-CD la concentratie molard
identica in toate cazurile a fost cu mult mai mare decat acela al SIN-1. Valorile pD» (logaritmul
negativ al concentratiei care produce 50% inhibare) au fost de 5,57+0,11 (n=7) pentru SIN-1 si de
6,36+0,07 (n=7) pentru complexul SIN-1A/B-CD, indicand deci cd complexul a fost de circa 6 ori
mai efectiv decat SIN-1in acest test.

fn unele teste aseminitoare complexul SIN-1A/B-CD s-a dovedit a fi de circa 10 ori mai efectiv
decat SIN-1.

Exemplul III.8

Experimentdrile descrise in exemplul IIL.7 s-au repetat utilizand plasma citrat umand bogata in
placute cu SIN-1, complex SIN-1A/B-CD proaspét preparat (continut de SIN-1A 14,8%) si cu un
complex SIN-1A/B-CD care fusese depozitat la temperatura camerei timp de 23 luni (continutul
initial de SIN-1A a fost de 11,47%, iar dupd 23 luni a fost de 6,59%). Tabelul 4 ilustreaza
rezultatele care aratd logaritmii negativi ai concentratiei (pD2) a SIN-1 si a complexului SIN-1A/B-
CD care provoacd inhibarea cu 50% a agregirii induse de U46619 in plasma umand bogatd in
placute.

S-au evaluat atat amplitudinea cit si inclinatia curbei de agregare. Diferenta dintre valorile pD»
aratd cd complexul SIN-1A/B-CD proaspat preparat este de circa 8 ori mai activ decit SIN-1A.
Complexul depozitat timp de 23 luni s-a dovedit a fi de 3 ori mai putin activ decat complexul
proaspat preparat, dar de 3 ori mai efectiv decat SIN-1 insusi.

Tabelul 4
Substanta Agregarea

n amplitudinea inclinatia
SIN-1 10 4,80+0,05 4,85+0,13
SIN-1A/B-CD proaspat preparat 10 5,54+0,10 5,85+0,11
(continut de SIN-1A 14,81%)
SIN-1A/B-CD depozitat 23 luni 3 5,80+0,16 5,42+0,06
(continut de SIN-1A 6,59%)

Rezultatele testelor in vivo sugereazi cd complecsii SIN-1A/B-CD descrisi aici sunt inhibitori
utili pentru agregarea placutelor in vivo.

Dupa cum reiese din valorile perioadei de injumatitire, complecsii SIN-1A/ciclodextrine sunt
capabili sd producd continuu oxid de azot cu un debit practic constant pentru un timp mai indelungat
dupd administrare.

Exemplul IIL.9
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SIN-1 existentd in comert (CORVASAL) s-a comparat cu complexul SIN-1A/B-CD referitor la
actiunea asupra arterei carotide a iepurilor. Artera carotida a iepurilor anesteziati nembutal a fost
disecatd liber, inele cu lungimea de 3 mm au fost imobilizate intr-o clemd si plasate in baia de
organe. Contractia a fost provocati cu fenil-efrind 3x10”7 M de trei ori urmati de clitiri. Curbele de
reactie la dozd au fost inregistrate pentru CORVASAL 3x10° M pénd la 3x10° M (raportat la
continutul de SIN-1) i pentru SIN-1A/B-CD 3x10” pani la 3x10” moli (raportat la continutul de
SIN-1A).

Figura 2 prezintd curba contractiei in functie de concentratia medicamentului. Dupd cum se
poate vedea, SIN-1A complexatd cu B-CD ca medicament este de circa 6 ori mai eficientd decat
SIN-1 libera. Punctele ilustrate reprezintd media a 6 mésurétori.

(57) Revendiciairi:

1. Complecsi de incluziune stabili in starea lor solida, pe bazi de ciclodextrine, caracterizati
prin aceea cd sunt formati din SIN-1A si ciclodextrine sau derivati de ciclodextrine si elibereaza
oxid de azot la temperatura camerei prin dizolvarea in apd sau in sisteme apoase si mai contin
eventual un ion in calitate de catalizator sau de stabilizator.

2. Complecsi de incluziune, conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea cd ionul
reprezintd un ion acceptabil fiziologic.

3. Complecsi de incluziune, conform oricireia din revendicdrile 1 si 2, earacterizati prin
aceea cd ionul reprezintd un anion de acid carboxilic ca acetat, formiat, propionat, ascorbinat, tartrat
si/sau lactat si/sau anioni de acizi anorganici ca fosfat, fosfit, borat, carbonat, hidrocarbonat, sulfat,
si/sau sulfit si cationi de metale alcaline si/sau de amoniu.

4. Complecsi de incluziune ai SIN-1A, conform oricérei din revendicarile 1-3, caracterizati
prin aceea ci ciclodextrinele reprezintd B-CD, y-CD sau a-CD.

5. Complecsi de incluziune ai SIN-1A, conform oricérei din revendicarile 1-3, caracterizati
prin aceea cii ciclodextrinele reprezintd ciclodextrine derivate de ciclodextrine hidroxipropilate sau
metilate cum sunt HP-B-CD, DIMEB, RAMEB, TRIMEB.

6. Compozitii farmaceutice care contin ingredient activ, asociat eventual cu adaosuri
conventionale auxiliare si aditionale utilizate in produsele farmaceutice, caracterizate prin aceea
cd in calitate de ingredient activ contin complecsi de incluziune conform oricérei din revendicarile
1-5, formulate pentru scopuri medicale orale, parenterale sau altele, formuldrile fiind de preferinta
pulberi care se dizolvd imediat inainte de administrarea medicamentului.

7. Comporzitii farmaceutice care contin ingredient activ, caracterizate prin aceea c¢d in
calitate de ingredient activ contin complecsi de incluziune ai SIN-1A stabili in starea lor solida si
care sunt formati cu B-CD, y-CD sau a-CD; care eventual contin anion acceptabil fiziologic drept
catalizator sau stabilizator, cum sunt cei definiti in revendicarea 3, eventual sub forma sarurilor lor
de amoniu sau de metale alcaline, de preferintd ale anionului acetat.

8. Truse pentru utilizare ca standarde de eliberare a NO, care contin ingredient activ ce
elibereazd NO intr-o cantitate si cu un debit previzibile prin dizolvarea in medii apoase,
caracterizate prin aceea ci in calitate de ingredient activ contin complecsi de incluziune ai SIN-1A
conform oricérei din revendicdrile 1-5.

9. Procedeu de preparare a complecsilor de incluziune ai SIN-1A care sunt stabili in starea lor
solida si care sunt formati cu ciclodextrine sau cu derivati de ciclodextrine, caracterizat prin aceea
cii SIN-1 se supune la un pH adecvat actiunii catalitice a ionilor pentru a schimba echilibrul spre
formarea SIN-1A in prezentd de ciclodextrine sau de derivati de ciclodextrine capabili s formeze
complecsi de incluziune, astfel ca SIN-1A format este imediat complexat si stabilizat prin formarea
complecsilor de incluziune SIN-1A/ciclodextrind si se izoleaza in stare solidd complecsii obtinuti de
SIN-1A/CD care eventual contin ioni, eventual sub forma sarurilor lor.

10. Procedeu, conform revendicirii 9, caracterizat prin aceea cd SIN-1 reactioneazi cu o
ciclodextrind sau cu un derivat de ciclodextrind in stare solidd in prezenta unui ion eventual sub
forma sdrii sale in calitate de catalizator prin amestecarea sau macinarea energicd a componentelor
impreund sau prin uscarea prin inghetare a unei solutii apoase, lipsite de oxigen, care contine
componentele mentionate, urmatd de preferintd de “a doua uscare” in vid.

11. Procedeu, conform oricdrei din revendicarile 9 si 10, caracterizat prin aceea ca se
folosesc drept catalizatori sau stabilizatori sdruri de amoniu sau de metale alcaline formate cu anioni
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de acizi carboxilici cum sunt anionii acetat, formiat, propionat, ascorbinat, tartrat si/sau lactat si/sau
cu anioni de acizi anorganici cum sunt anionii borat, carbonat, hidrocarbonat, fosfat, fosfit, sulfat
si/sau sulfit.

12. Procedeu, conform oricdrei din revendicdrile 9-11, caracterizat prin aceea ci
reactionarea se efectueaza in apa ca mediu de reactie, la o valoare pH intre 6 si 10, aplicand “a
doua uscare” la 40 pand la 100°C, de preferintd la 50 pana la 70°C.

13. Metoda de tratament cu oxid de azot a celulelor vii in simptomele dependente de oxid de
azot la oameni si animale ca insuficienta cardiacd anginicd i ischemicd, controlul fiziologic al
tensiunii, agregarea plicutelor, medierea relaxdrii peristaltismului, a erectiei peniene etc., carac-
terizatd prin aceea ci se administreaza prin aplicare de preferintd orald sau parenterald la pacientii
ce au nevoie de acest tratament, o cantitate eficientd de complecsi de incluziune noi avand SIN-1A
care sunt stabili in starea lor solidd, si care sunt formati cu ciclodextrine sau cu derivati de
ciclodextrine; eventual continand cel putin un ion drept catalizator sau stabilizator §i care prin
dizolvarea in apd sau in sisteme apoase la temperatura camerei elibereaza oxid de azot.

14. Metoda de tratament al simptomelor dependente de oxid de azot in celulele vii, de
preferintd in cele umane sau animale, conform revendicdrii 13, caracterizata prin aceea ca se
administreazd o cantitate eficientd de complecsi ai SIN-1A formati cu B-CD, y-CD sau a-CD, care
eventual contin sub formd de saruri de amoniu sau de metale alcaline anioni de acizi carboxilici cum
sunt acetat, formiat, propionat, ascorbinat, tartrat si/sau anioni de acizi anorganici cum sunt fosfat,
fosfit, borat, carbonat, hidrocarbonat, sulfat si/sau sulfit, eventual sub forma unei compozitii
farmaceutice.

15. Metoda de tratament al simptomelor dependente de oxidul de azot la cameni §i animale,
caracterizatd prin aceea cid unui pacient ce are nevoie de acest tratament i se administreaza o
cantitate eficientd de produs al conversiei cantitative a SIN-1 in SIN-1A ce se realizeazd printr-o
conversie catalizatd de ioni si stabilizatd cu ciclodextrine, in stare solidd, in prezenta unei
ciclodextrine sau a unui derivat de ciclodextrind, capabili sd formeze imediat complecsi de
incluziune.

(56) Referinte bibliografice:
1. WO 91/14681 A
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