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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "POLIPEPTI-
DEO FISIOLOGICAMENTE ATIVO, MICELA POLIMERICA COM PROTEI-
NA EM SEU INTERIOR E PROCESSO PARA PRODUCAO DA MICELA
POLIMERICA".
Campo da Técnica

A presente invengdo refere-se a micelas poliméricas com alto

teor de polipeptideos ou de proteinas fisiologicamente ativos que podem ser
biologicamente administradas e que permanecem estaveis in vivo.
Antecedenies da Técnica

Avangos em tecnicas da engenharia genética tém permitido que
inameros polipeptideos e proteinas com atividade fisiolégica possam ser su-
pridos em maneira estavel, empregando métodos de cultura de células, para
aplicagao no tratamento ou prevengdo de doengas. Estes polipeptideos, no
entanto, possuem geralmente meia-vida curta in vivo por sua enzimolise,

metabolismo e processos similares extremamente rapidos, sendo que, na
maioria dos casos, nao tem sido possivel obter efeitos satisfatérios quando
estes sdo administrados como farmacos. Um grande numero de pesquisas
tem sido conduzido para resolver essa questao, com enfoque em modifica-
¢ao dos polipeptideos e proteinas com polimeros ou em suas férmulas para
liberagao prolongada. '

Por exemplo, a glicolacac de polietileno € uma técnica de modi-
ficagao de polimero correntemente utilizada para finalidades clinicas. O pro-
longamento da meia-vida in vivo foi obtido para interferon e substancias simi-
lares, possibilitando, dessa forma, algum grau de efeito sustentado. Este
efeito sustentado resuitou na administragado menos frequente e, por conse-
guinte, reducao da carga exercida sobre pacientes; contudo, estas proteinas
com polimeros modificados exibem, de modo geral, atividade mais baixa
decorrente da modificacado, além de ser dificil controlar os sitios e as taxas
da modificacao de maneira reprodutivel.

Microcapsulas sdo também utilizadas correntemente na clinica
como uma tecnologia para liberagao sustentada. Esta tecnologia é praticada
pelo uso in vivo do copolimero degradavel formado por acido polilacti-
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co/acido glicolico, como a base para inclusdo de um farmaco em particulas
finas. No entanto, o tamanho de particulas é geralmente na ordem de mi-
crometros e nao e adequado para administragao intravenosa. Ha relatos de
microcapsulas com tamanhos de particulas reduzidos para nanotamanho
cuja superficie € modificada visando controlar a sua captagéo e penetragao
no sistema reticuloendotelial do figado ou do bago apds administragdo intra-
venosa (Adv. Drug Deliv. Rev. 17, 31-48 (1995)). Contudo, os tamanhos de
particulas obtidos por esses métodos sao em, no minimo, de algumas cen-
tenas de nandémetros (Int. J. Pharm. 149, 43-49 (1997)), além de esta modifi-
cagao de superficie ser trabalhosa e ser dificil o controle da distribuicao nos
érgaos de maneira reprodutivel.

Lipossomos que utilizam fosfolipidios podem ser mencionados
também como exemplo de tecnologia utilizada correntemente na clinica para
liberagdo sustentada (Pharm. Tech. Japan 18, 99-110 (2003)). A vantagem
dos lipossomos € a sua baixa toxicidade e antigenicidade, uma vez que fos-
folipidios s&o substancias biolégicas, e o fato de que a alteragao da compo-
si¢do lipidica torna possivel 0 encapsulamento de inimeras substancias bio-
ativas, como farmacos soliveis em agua ou em gordura, macromoléculas,
proteinas, acidos nucliéicos e os similares. Contudo, estes lipossomos nao
possuem necessariamente as propriedades adequadas para retengdo de
farmacos. Especificamente, as quantidades de tarmacos que podem ser en-
capsulados por férmula unitaria de lipossomo sao atualmente inadequadas e
métodos mais eficientes sdo desejados. Ademais, as questdes como estabi-
lidade insuficiente in vivo e relacionadas a dificuldade da produgéo industrial
ainda nao foram satisfatoriamente superadas.

Uma das tecnologias para liberagao sustentada correntemente
investigada na clinica refere-se ao uso de micelas poliméricas como um re-
curso para resolugao destas questdes (Br. J. Cancer 93, 678-697 (2005), Br.
J. Cancer 92, 1240-1246 (2005)). Micelas poliméricas podem ser produzidas
utilizando copolimeros em bloco, compostos por polimeros hidrofilicos e po-
limeros hidrofébicos. Em &gua, estes copolimeros em bloco formam geral-
mente micelas poliméricas com o ndcleo compreendendo segmentos hidro-
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fébicos e, por conseguinte, exibem propriedades excelentes em termos de
encapsulamento de farmaco soluvel em gordura, solubilizacao e liberagao
sustentada (Publicagdo de-Patente-Japonesa n® 2777530).

Estas micelas poliméricas estao sendo estudadas também para
encapsulamento e liberagao sustentada de farmacos soluveis em agua. Por
exemplo, um método de encapsulamento de adriamicina, como composto
soliivel em agua, em micelas poliméricas envolve a ligagdo quimica do far-
maco as cadeias laterais do polimero hidrofébico (Publicagdo de Patente
Japonesa n® 2694923). Foram expostos também métodos alternativos para
encapsulamento eficiente por interagao eletrostatica introduzida entre mice-
las poliméricas e um peptideo, por exemplo, um método no qual grupos fun-
cionais com carga negativa sdo introduzidos nas cadeias laterais de seg-
mentos hidrofébicos em um copolimero em bloco, destinado a farmacos con-
tendo substancias carregadas eletricamente, como, por exemplo, peptideos
basicos com cargas positivas {Publicagdo de Patente Japonesa n? 2690276),
ou um método no qual um polimero biodegradavel com um grupo carboxila,
como &cido polilactico ou acido poli(lactico-co-glicolico), & adicionado
(WO2006/023230). No entanto, 0 mesmo n&o pode ser aplicado a farmacos
soluveis em agua com pesos moleculares mais altos e, especialmente, pro-
teinas e polipeptideos. A Publicacdo de Patente Japonesa n® 2690276 ex-
pde exemplos de proteinas encapsuladas em micelas. No entanto, as pro-
prias micelas nao sao suficientemente estaveis e, quando efetivamente ad-
ministradas para o corpo, acredita-se que sofram quebra imediata porque
nao possuem por¢des hidrofdbicas e formam-se somente sob carga elétrica.

Um método para estabilizagdo de micelas para encapsulamentc
de polieletrolitos foi exposto, em que micelas poliibnicas complexas com es-
trutura nuclear em concha, compostas por polieletrélitos e um copolimero em
bloco contendo segmentos hidrofilicos eletricamente carregados, possuem,
pelo menos, um grupo tiol contido nos segmentos eletricamente carregados
gue constituem ¢ nicleo, de modo que a estabilidade é promovida por liga-
¢cdo cruzada com pontes dissulfeto entre os segmentos eletricamente carre-
gados, por intermédio dos grupos tiol que contém (Publicacdo de Patente
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Japonesa Ndo-Examinada (Kokai) n® 2001-146556). No entanto, quandoc
efetivamente utilizadas, apds administragédo por inje¢ac intravenosa, as mi-
celas dissociam-se por diluigdo ou interagdo com proteinas séricas ou so-
frem interagdo com proteinas que contém pontes SS em suas moleculas.
Estas interagdes levam a inativagdo das proteinas e desestabilizagdo das
micelas. Por conseguinte, este método n&o pode ser aplicado para grande
parte das proteinas ou polipeptideos.

A fim de aumentar os efeitos terapéuticos de polipeptidecs e de
proteinas fisiologicamente ativos, € necessario prover micelas poliméricas
para encapsulamento dos polipeptideos e das proteinas fisiologicamente
ativos de modo estavel e eficiente, a0 mesmo tempc em que permitindo a
sua liberagao de maneira controlada, conforme explicado acima, porém, ndo
ha atualmente esse tipo de micelas que produza baixa resposta imune e que
possa ser aplicado a uma ampla gama de polipeptideos e de proteinas fisio-
logicamente ativos.

Até a data atual, foram propostas também as técnicas a seguir,
visando atender as especificagcdes mencionadas acima, para que os efeitos
terapéuticos de polipeptideos e de proteinas fisiologicamente ativos pudes-
sem ser aumentados, porém nem todas foram bem sucedidas.

(A) A Publicagao de Patente Japonesa Nao-Examinada (Kohyo)
n® 2004-525939 refere-se a uma suspenséac coloidal de nanoparticulas, com
base em blocos de acido poliamino e blocos de polimero hidrofilico do tipo
polialquileno-glicol, como polietilenoglicol (PEG). Uma vez que a formagéao
de nanoparticulas de farmacos (proteina ou polipeptideo) baseia-se na ad-
sor¢do do farmaco sobre nanoparticulas, a proteina ou polipeptideo esta
presente sobre as superficies das nanoparticulas. Especificamente, acredita-
se que o ataque por enzimas digestivas no corpo cause decomposigao rapi-
da da proteina ou de outra substéncia sobre a superficie das nanoparticulas,
resultando em sua inativagdo. Ademais, como 0s pontos isoelétricos das
proteinas e dos polipeptideos a serem encapsulados nao sao considerados
na formacgao das nanoparticulas, a liberacdo pode ser relativamente rapida,
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(B) A Publicagdo da Patente Européia n? EP1084172B1 refere-
se a liberagdo de acidos nuciéicos, em especial, utilizando palmitoil poli-L-
lisina polietilenoglicol ou palmitoil poli-L-ornitina polietilenoglicol, na presenca
de colesterol. Os menores tamanhos de particulas das particulas finas, obti-
dos por esta técnica, sdo de algumas centenas de nandmetros e, como se
acumulam rapidamente no sistema reticuloendotelial apdés administragao
intravenosa, ndo sao capazes de produzir efeitos duradouros.

(C) A Publicagéio de Patente Japonesa Nao-Examinada (Kokai)
n? 11-269097 refere-se a particulas finas com fungdes como capacidade de
direcionamento a 6rgaos e liberagdo sustentada, cuja base é um copolimero
em bloco compreendendo um polimero biodegradavel responsavel por seg-
mentos hidrofébicos e o acido poliamino responséavel por segmentos hidrofi-
licos. Essa abordagem é caracterizada pelo uso de acido poliamino biode-
gradavel como os segmentos hidrofilicos, porém comparado a polietilenogli-
col, prevé-se que possua imunogenicidade mais alta e mais interagdo com
proteinas séricas apds administra¢do intravenosa, levando a retengdo mais
curta na circulacdo sanguinea, tornando impossivel obter-se efeito de dura-
¢ao prolongada.

(D) USP6090925 descreve um método no qual uma solugéo
tampao de acetato ou fosfato, contendo polietilenoglicol e polivinilpirrolidona,
¢ adicionada a uma solugdc aquosa de um composio de baixo peso molecu-
lar ou peptideo a ser encapsulado e, em seguida, € adicionado a mesma um
polimero, por exemplo, albumina sérica, com ponto isoelétrico proximo do
pH da solugdo tampéo, e microparticulas séao formadas por etapas de aque-
cimento e de resfriamento. Por incluir uma etapa de aquecimento em apro-
ximadamente 70°C, este método nao é considerado suficientemente ade-
quado para proteinas sensiveis a calor.

Descricdo da Invencao

Além de iniumeros polipeptideos ou proteinas basicos fisiologi-

camente ativos, existe também um grande nimero de polipeptideos e de

mrmtainas rem antae inanldtricae de fracamente Acidos a neutros. como in-



10

15

20

25

30

micela polimérica que possa ser aplicada para esta ampla gama de protei-
nas ou peptideos fisiologicamente ativos que permita o seu encapsulamento
estavel e eficiente e liberagdo em taxa controlada. Por conseguinte, um dos
objetivos da presente invencdo & prover uma composigao de copolimerc em
bloco que satisfaga as condicbes mencionadas acima, bem como um méto-
do para sua produc¢éo.

Como resultado de muita pesquisa criteriosamente conduzida a
luz das circunstancias atuais explicadas acima, os presentes inventores des-
cobriram ser possivel encapsular eficientemente proteinas e polipeptideos
fisiologicamente ativos em micelas poliméricas pelo uso de um copolimero
em bloco compreendendo segmentos hidrofilicos, compostos por polietileno-
glicol, e segmentos hidrofébicos compostos por um &cido poliamino, selecio-
nado do grupo constituido por aminoacidos acidos, derivados hidrofobicos
destes e misturas dos referidos aminodcidos acidos e referidos derivados
hidrofobicos. Demais a mais, ao ajustarem o pH utilizado para preparar as
micelas poliméricas, levando em consideracdo os pontos iscelétricos das
proteinas e polipeptideos fisiologicamente ativos, 0s inventores conseguiram
obter um encapsulamento mais eficiente. Os presentes inventores completa-
ram esta invengdo ao constatarem que este método pode ser aplicado a i-
nimeras proteinas e polipeptideos fisiologicamente ativos, independente-
mente de sua acidez ou alcalinidade, que a modificagac do copolimero em
bloco pode contribuir para interagédo hidrofébica entre os segmentos hidrofo-
bicos e o polipeptideo ou a proteina, possibilitando, dessa forma, aumentar a
eficiéncia do encapsulamento e a taxa de liberagao do farmaco e, em espe-
cial, que a estrutura das cadeias laterais hidrofébicas no copolimero em blo-
co contribui significativamente para a taxa de liberagédo do farmaco.

A presente invengdo abrange as seguintes caracteristicas.

[1] Composicdo de micela polimérica para encapsulamento de
proteinas ou polipeptideos fisiologicamente ativos, formada por um copoli-
mero em bloco compreendendo segmentos hidrofilicos, compostos por polie-
tilenoglicol, e segmentos hidrofébicos compostos por um acido poliamino,
selecionado entre aminoacidos acidos, seus derivados hidrofobicos e mistu-
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ras de aminodcidos acidos e de seus derivados hidrofébicos.

[2] Composi¢do de acordo com [1] acima, em que os derivados
hidrofobicos de aminoacidos acidos sdo esteres de alquil aminoacidos ou
alquilamidas de aminodacidos acidos.

[3] Composi¢cao de acordo com [1] acima, em que 0 aminoacido
acido é acido aspartico ou acido giutamico.

[4] Composigado de acordo com [1] acima, em que O copolimero
em bloco possui a seguinte férmula (1) ou (11):

R, {OCH, CHy;3—1, (COCHNH)}5y——(COR, CENH)— R,
| I (1)
(C?z ) ¥ E':"_'O
l|‘,=0 Ifs
P N
Rq
ou
Ry ~———(0CH; CHy 35— L, (NBCHC Q) (NHCHR, CO}y—R,
| ] (1D
(’Clli; by (1:=0
C:G R5
| {
i;s Rs
Ry

em que, Ry e Rj representam cada um independentemente hidrogénic ou
grupo alquila menor, quer nao-substituido ou substituido com grupo funcio-
nal opcionalimente protegido, R. representa hidrogénio, um grupo carbonila
alifatico C-Cyy saturado ou ndo-saturado ou um grupo arilcarbonila, Rs re-
presenta hidroxila, um grupo oxi alifatico C4-Cgg saturado ou nao-saturado ou
aril-alquiloxi menor, Rs representa -O- ou -NH-, Rg representa hidrogénio,
fenila, -(CHgz)4-fenila, C4-C1e alquila, quer ndo-substituido ou substituido com
um grupo amino ou grupo carboxila, ou benzila, R; representa metileno, n
representa um numero inteiro de 10 a 2500, x representa um numero inteiro
de 10 a 300, m representa um numero inteiro de 0 a 300, com a ressaiva
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que se m estiver presente, as unidades de {COCHNH) e de {COR;CHNH)
serdo aleatdrias, Rs pode ser selecionado para cada unidade de aminoacido
em um copolimero em bloco e esta aleatoriamente presente, porém hidrogé-
nio como Rg constitui menos do que 60% do Rg total, y representa o numero
inteiro 1 ou 2, L4 representa um grupo de ligagao selecionado do grupo cons-
tituido por -NH-, -O-, -O-Z-NH-, -CO-, -CHp-, -0-Z-8-Z- e -OCO-Z-NH-, onde
cada Z representa independentemente um grupo C,-Cs alquileno e L; repre-
senta um grupo de ligagcdo selecionado do grupo constituido por -OCO-Z-
CO- e -NHCO-Z-CO-, onde Z € um grupo C4-Cs alquileno.

[56] Composigcao de acordo com [4] acima, em que a taxa de for-
magao de éster ou de amida na cadeia lateral de um acido poliamino do co-
polimero em bloco é de 40-100%.

{6] Composicao de acordo com quaiguer um entre [1] e [5] aci-
ma, em que o ponto isoelétrico (pl) da proteina ou do polipeptideo é de 3 a
11,5.

[7] Método de preparo de composicao de micela polimérica de
acordo com qualquer um entre [1] a [6] acima, caracterizado por compreen-
der uma etapa de mistura do copolimero em bloco com a proteina ou poli-
peptideo fisiologicamente ativo e ajuste do pH da mistura para um pH dife-
rente do ponto isoelétrico (pl) da proteina ou do polipeptideo fisiologicamen-
te ativo, para encapsuiar a proteina ou o polipeptideo fisiologicamente ativo
na regidao do nucleo hidrofdbico de micelas compostas pelo copolimero em
bloco,

Em gue o pl da proteina ou do polipeptideo fisiologicamente ati-
vo, o ponto isoelétrico (pl') do aminoacido acido e/ou de seus derivados nos
segmentos hidrofébicos do copolimero em bloco e o pH que ¢ diferente do
pl, estdo presentes na seguinte relagao:

pl > pH > pI’
de modo que os segmentos hidrofébicos do copolimero em bloco possuam
carga negativa no pH, enquanto a proteina ou polipeptideo fisiologicamente
ativo possuem carga positiva.

[8] Método de acordo com [7] acima, em que ¢ pH possui uma
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diferenga de, pelo menos, 1 do pl do farmaco macromolecular soliuvel em
agua.

A invengado oferece a vantagem de permitir 0 encapsulamento
eficiente de farmacos de alto peso molecular, como proteinas e polipepti-
deos fisioclogicamente ativos em micelas poliméricas, ac mesmo tempo em
que permitindo também controle de sua taxa de liberagao.

Breve Descricdo dos Desenhos

A Figura 1 apresenta um ciclo de tempo de liberagdo de IgG en-
capsulado em diferentes micelas poliméricas.

A Figura 2 apresenta um ciclo de tempo de concentragao plas-
matica de interferon-o. apds administragao in vivo de interferon-a encapsula-
do em diferentes micelas poliméricas.

A Figura 3 apresenta um ciclo de tempo de concentragéo plas-
matica de lisozima FITC marcada apés administracéo intravenosa para ratos
de lisozima FITC marcada encapsulada em micelas poliméricas ou de liso-
zima FITC marcada em solugao.

A Figura 4 apresenta um ciclo de tempo de concentragdo plas-
matica de interferon-a apds administragao intravenosa para ratos de interfe-
ron-o encapsulado em micelas poliméricas ou de interferon-a em solugéao.

A Figura 5 apresenta um ciclo de tempo de concentragao plas-
matica de interferon-o. apOs administragao intfravenosa para ratos de interfe-
ron-o. encapsulado em micelas polimericas ou de interferon-a. em solugao.

A Figura 6 apresenta um ciclo de tempo de concentragao plas-
matica de fator estimulador de colénias de granulécitos humanc apds admi-
nistracéo intravenosa para ratos de fator estimulador de colénias de granulé-
citos humano encapsulado em micelas poliméricas ou de fator estimulador
de colénias de granuldcitos humano em solugéo.

A Figura 7 apresenta um ciclo de tempo de concentragao plas-
maéatica de fator estimulador de coldnias de granulécitos humano apés admi-
nistragao intravenosa para ratos de fator estimulador de colénias de granuld-
citos humano encapsulado em micelas poliméricas ou de fator estimulador

de colbnias de granulécitos humano em solugao.



10

15

20

25

30

10

Melhor Modo para Realizar a invencio

De acordo com um modo preferido da invengdo, é possivel en-
capsular eficientemente proteinas ou polipeptideos fisiologicamente ativos
em micelas poliméricas utilizando um copolimero em bloco, compreendendo
segmentos hidrofilicos, compostos por polietilenoglicol, e segmentos hidro-
fobicos compostos por um acido poliamino selecionado do grupo constituido
por aminoécidos &cidos, derivados hidrofobicos destes e misturas dos referi-
dos aminoécidos acidos e dos referidos derivados hidrofobicos.

De acordo com um outro modo preferido da invengao, € possivel
encapsular mais eficientemente proteinas ou polipeptideos fisiologicamente
ativos nas regides hidrofébicas do nucleo de micelas poliméricas, compre-
endendo um copolimero em bloco, pelo ajuste do pH durante o preparo das
micelas poliméricas com base no ponto isoelétrico (pl) da proteina ou do po-
lipeptideo fisiclogicamente ativo a ser encapsulado.

Para encapsulamento mais eficiente de proteinas ou polipepti-
deos fisiologicamente ativos nas micelas poliméricas, o pH durante o prepa-
ro das micelas poliméricas é ajustado, de preferéncia, para um valor diferen-
te do pl dos polipeptideos ou proteinas. O pH durante o preparo das micelas
poliméricas difere e, mais especificamente, difere de preferéncia em pelo
menos 1, do p! da proteina ou do polipeptideo fisiologicamente ativo, em um
intervalo em que nac ocorra desnaturagéo da proteina ou do polipeptideo
fisiologicamente ativo. Para um encapsulamento ainda mais eficiente da pro-
teina ou do polipeptideo fisiologicamente ativo, a proteina ou o polipeptideo
fisiologicamente ativo possui, de preferéncia, carga elétrica oposta aquela
dos segmentos hidrofébicos do copolimero em bloco, ou seja, as seg¢bes que
formam o nucleo das micelas poliméricas, no pH durante o preparo das mi-
celas poliméricas. Por exemplo, se a proteina ou o polipeptideo fisiologica-
mente ativo possuir carga positiva no pH durante o preparo das micelas po-
liméricas, os segmentos hidrofébicos do copolimero em bloco terao, de pre-
feréncia, carga negativa, € se a proteina ou o polipeptideo fisiologicamente
ativo possuir carga negativa, os segmentos hidrofdbicos do copolimero em
bloco terdo, de preferéncia, carga positiva, De acordo com um modo preteri-
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do, por exemplo, se o pi da proteina ou do polipeptideo fisiologicamente ati-
vo, 0 ponto isoelétrico (pl') do aminoacido acide e/ou de seus derivados nos
segmentos hidrofébicos do copolimero em bloco e o pH durante o preparo
das micelas poliméricas for na seguinte relagéo:

pl > pH > pl’
os segmentos hidrofébicos do copolimerc em bloco terao carga negativa e a
proteina ou o polipeptideo fisiclogicamente ativo terd carga positiva naquele
pH. Os pontos isoelétricos dos aminoacidos acidos, o acido aspartico e acido
glutamico, sé@o 2,77 e 3,22, respectivamente.

De acordo com um outro modo preferido da invengao, a especi-
ficagdo do pl da proteina ou do polipeptideo fisiologicamente ativo permite
selecionar os segmentos hidrofébicos do copolimero em bloco e determinar
apropriadamente o pH durante o preparo das micelas poliméricas, conforme
adequado para as condigOes, de modo que possa se aplicar a diferentes
proteinas e polipeptideos fisiologicamente ativos exibindo ampla gama de
valores de pl. Por exemplo, quando se desejar encapsular um polipeptideo
ou proteina com pl basico, é selecionado um copolimero em bloco de modo
que o pl' do aminoéacido acido e/ou de seus derivados nos segmentos hidro-
fébicos seja ainda mais acido do que o pl, e é efetuada uma selegdo apro-
priada de pH entre os valores do pl e pl' para formagéo das micelas naquele
pH, para que um encapsulamento eficiente possa ser obtido. Por outro lado,
quando se desejar encapsular um polipeptideo ou proteina com pl acido, é
selecionado um copolimero em bloco de modo que o pl' seja ainda mais aci-
do ou ainda mais basico do que o pl, e € efetuada uma sele¢ao apropriada
de pH entre os valores do pl e pl' para formacdo das micelas naquele pH,
para que um encapsulamento eficiente possa ser obtido. De preferéncia, os
segmentos hidrofébicos do copolimero em bloco da invengao possuem gru-
pos funcionais com carga negativa em um intervalo neutro, como em pH 5-8.
Utilizando este copolimero em bloco, um pH em intervalo neutro pode ser
selecionado como o pH durante a formacgdo de micelas e para evitar a expo-
sicdo do polipeptideo ou da proteina a um meio extremamente acido ou ba-

SiCO.
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Ao se considerar o pH durante o preparo das micelas polimeéri-
cas, o pi da proteina ou do polipeptideo fisiologicamente ativo € o pl' do a-
minoécido acido e/ou de seu derivado nos segmentos hidrofébicos, o encap-
sulamento da proteina ou do polipeptideo fisiologicamente ativo nas micelas
poliméricas pode ser obtido pelo preparo de uma mistura aquosa do copoli-
mero em bloco que formara as micelas poliméricas e da proteina ou do poli-
peptideo fisiologicamente ativo a ser encapsulado, e o pH da mistura € ajus-
tado para um pH apropriadamente selecionado com base no pl do farmaco e
no pl' do aminoacido 4cido e/ou de seu derivado nos segmentos hidroidbicos
do copolimero em bloco, conforme explicado acima.

De acordo com um modo preferido, o copolimero em bloco é
dissolvido em um solvente organico apropriado, por exempio, um sclvente
organico nao-miscivel em agua como diclorometano, cloroformio, dietil éter,
dibutil éter, acetato de etila ou acetato de butila, um solvente organico misci-
vel em agua como metanol, etanol, dlcool propilico, alcool isopropilico, sulfo-
xido de dimetila, dimetilformamida, dimetilacetamida, acetonitrila, acetona ou
tetra-hidrofurano, ou uma mistura destes. Opcionalmente, a solu¢do pode
ser secada ao ar até a formagéo de um filme sélido sob corrente de gas ni-
trogénio, por exemplo, e o solvente organico é removido, se necessario, du-
rante secagem sob pressdo negativa. Uma solugéo aquosa do farmaco ma-
cromolecular soluvel em agua a ser encapsulado € adicionada, em seguida,
e misturada ao copolimero em bloco que foi tratado. Finalmente, o pH da
mistura € ajustado lentamente até o desejado para formar micelas polimeéri-
cas, a0 mesmo tempo em gue a proteina ou o polipeptideo fisiologicamente
ativo € encapsulado nas mesmas.

As micelas poliméricas podem ser formadas, por exemplo, agi-
tando-se uma mistura do copolimero em bloco e da proteina ou do polipepti-
deo fisiologicamente ativo. A formagao das micelas poliméricas é conduzida,
de preferéncia, com aplicag@o de energia, por exemplo, sonicagao. Quando
se utiliza sonicagao, a formagéo pode ser obtida com Biodisruptor (Nippon
Seiki Co., Ltd.), por exemplo, em Nivel 4, ao mesmo tempo em que resfrian-
do em gelo. O tempo de exposi¢do ndo é especialmente restringido, desde
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que néo leve a desnaturagao da proteina ou do polipeptideo fisiologicamente
ativo, e pode ser em intervalos de 1 segundo durante § segundos — 10 minu-
tos, de preferéncia, 5 segundos - 2 minutos.

De acordo com um outro modo preferido, o copolimero em bloco
seco pode ser tratado com argamassa ou substéncia similar para se trans-
formar em pé homogéneo, e a proteina ou o polipeptideo fisioclogicamente
ativo em forma em péd, ou a proteina ou o polipeptideo fisiologicamente ativo
dissolvido em uma pequena quantidade de solugdo que pode ser adicionada
e misturada suavemente ao mesmo, apoés o gual uma solugao tampao ade-
quada pode ser adicionada e misturada aos mesmos por entre 2 e 24 horas,
antes de tratamento ultrassénico.

De acordo com ainda um outro modo preferido, micelas vazias
sao preparadas inicialmente e, em seguida, a proteina ou o polipeptideo fisi-
ologicamente ativo é adicionado, com agitagao ou colocagéo, para obtengéo
da proteina ou do polipeptideo fisiologicamente ativo encapsulado em mice-
las poliméricas. Especificamente, uma solugdo tampao adequada pode ser
adicionada aco copolimero em bloco e submetida a tratamento ultrassdnico
para preparo de micelas vazias, conforme mencionado acima, e, em segui-
da, a proteina ou o polipeptideo fisiologicamente ativo dissolvido na mesma
solugdo tampéao ou a proteina ou o polipeptideo fisiologicamente ativo diluido
na solugao tampaoc pode ser adicionado as mesmas e a mistura agitada com
agitador ou colocada suavemente. O periodo de tempo para agitagao ou co-
locacéo é, de preferéncia, entre 2 e 24 horas, e a temperatura, de preferén-
cia, de 4°C a 30°C, sendo o0 mais preferivel, de 4°C. Este método é vantajo-
s0 do ponto de vista de estabilidade da proteina ou do polipeptideo fisiologi-
camente ativo, visto que a proteina ocu o polipeptideo fisiologicamente ativo
ndao é submetido a tratamento ultrassonico. Em qualquer caso, a solugéo
tampdo adequada é, de preferéncia, uma que atenda a relagdo supramen-
cionada entre pl e pH.

De acordo com o método da invengdo, nac ha restricbes especi-
ais sobre proteinas ou polipeptideos fisiologicamente ativos que possam ser

eficientemente encapsulados nas micelas poliméricas, porém, de preferén-
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cia, as proteinas ou polipeptideos fisiologicamente ativos sao solluveis em
agua e com pesos moleculares de, pelo menos, 1.500 e, de preferéncia, de
pelo menos 2.000. Exemplos de proteinas e polipeptideos fisiologicamente
ativos que podem ser mencionados incluem interferon-a, B e v, eritropoietina,
G-CSF, hormdnio de crescimento, interleucinas, TNF, fator estimulador de
coldnias de leucdcito-macréfago granular, fator estimulador de colbnias de
macréfago, fator de crescimento de hepatdcito, a superfamilia de TGF-B,
EGF, FGF, IGF-1 e os similares. Naturalmente, estdo incluidos também deri-
vados das proteinas supramencionadas, como aquelas com uma ou mais
substituigbes, adigdes ou delegdes de aminoacidos, desde que a sua ativi-
dade nao seja comprometida.

A proteina ou o polipeptideo fisiclogicamente ativo exibira pontos
isoelétricos diferentes, mesmo ¢com a mesma proteina, dependendo da pre-
senga de cadeias de agucar ou sua estrutura em ordem mais alta, especial-
mente quando produzida por recombinagédo génica. Por conseguinte, ao se
preparar micelas poliméricas levandoc em considera¢do o pH durante o seu
preparo, o pl da proteina ou do polipeptideo fisiologicamente ativo ¢ ¢ pl' do
aminoacido acido e/ou de seu derivado nos segmentos hidrofdbicos, é prefe-
rivel estabelecer o pH durante 0 encapsulamento apés determinar o ponto
isoelétrico da proteina ou do polipeptideo a ser encapsulado, empregando
eletroforese para essa determinagao.

A quantidade de proteina ou polipeptideo fisiologicamente ativo
utifizada para formagao de micelas nédo é especialmente restringida, porém
sera geralmente de 0,01-50% por peso e, de preferéncia, de 0,1-10% por
peso relativo ao peso do farmaco macromoiecular soluvel em agua em rela-
¢do ao copolimerc em bloco.

Polimeros que podem ser utilizados para formar micelas polimé-
ricas para encapsulamento de farmaco, de acordo com a inven¢ao, sao co-
polimeros em bloco compreendendo segmentos hidrofilicos, compostos por
polietilenoglicol, e segmentos hidrofdbicos compostos por um acido poliami-
no selecionado do grupo constituido por aminoéacidos acidos, derivados hi-
drofébicos destes e misturas dos referidos aminoacidos acidos e os referidos
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derivados hidrofébicos, dos quais um tipo pode ser um segmento hidrofébico
com grupo funcional com carga. "Segmento hidrofébico com grupo funcional
com carga" significa que o0 segmento, como um todo, possui a hidrofobicida-
de necessaria para formar o nucleo das micelas poliméricas compostas pelo
copolimero em bloco, e que a hidrofobicidade é decorrente de se¢des hidro-
fobicas presentes aleatoriamente nos segmentos, contendo porgbes com
carga negativa presentes também no segmento.

Os segmentos hidrofébicos do copolimero em bloco da invengéo
sa0 capazes de manter firmemente o farmaco macromolecular a ser encap-
sulado por interagcao hidrofdbica e, quando os segmentos hidrofébicos pos-
suem carga elétrica, podem manter também o farmaco macromolecular por
meio de intera¢ao eletrostatica. Os presentes inventores constataram que a
estrutura dos grupos hidrofébicos nos segmentos hidrofébicos do copolimero
em bloco pode controlar a interagdo hidrofébica entre a proteina ou o poli-
peptideo fisiologicamente ativo encapsulado e 0 copolimero em bloco, pos-
sibilitando, dessa forma, o controle da taxa de liberagao. Embora nao te-
nham pretendido ficarem limitados a qualquer teoria em particular, os inven-
tores acreditam que, conforme sera demonstrado pelos exemplos que se-
guem, a proteina ou o polipeptideo fisiologicamente ativo € mantido mais
firmemente nos ndcleos das micelas se a estrutura dos grupos hidrofobicos
introduzidos nos segmentos hidrofdbicos do copolimero em bioco, formador
das micelas, for uma estrutura linear de grupos alquila em vez de estrutura
em plano, como a de benzila ou fenila, sendo, por conseguinte, liberado por
um periodo mais prolongado de tempo. Em outras palavras, modificando-se
a estrutura dos grupos hidrofébicos introduzidos nos segmentos hidrofobicos
do copolimero em bloco, é possivel ajustar a taxa de liberagao da proteina
ou do polipeptideo fisiclogicamente ativo. Por exemplo, quando se desejar
obter uma taxa mais alta de liberacdo de farmaco, a introdugéo de grupos
hidrofébicos com estrutura em plano, como benzita ou fenila, pode ser au-
mentada, e se o desejado for uma taxa mais baixa de liberagao de farmaco,
a introdugéo de grupos hidrofébicos com estrutura linear, como grupos alqui-
la, pode ser aumentada. Quando uma taxa intermediaria de liberagéo de
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farmaco for desejada, a razdo entre introdugdo de grupos hidrofébicos com
estrutura em plano, como benzila ou fenila, e de grupos hidrofdbicos com
estrutura linear, como grupos alquila, pode ser variada para ajustar apropria-
damente a taxa de liberagao.

A seguir sdo apresentados exemplos de copolimeros em bioco
que podem ser utilizados na invencgao.

Os segmentos hidrofilicos sdo compostos por poli(etilenoglicol)
[ou poli{éxido de etileno)) e podem incluir opcionaimente segmentos deriva-
dos de polissacarideos, poli(vinilpirrolidona), poli(vinil alcool), po-
li(acrilamida), poli{acido acrilico), poli{metacrilamida), poli(acido metacrilico),
poli(ésteres de acido metacrilico), poli(ésteres de acido acrilico), acidos poli-
amino ou derivados destes, embora essa relagao nao pretenda ser restritiva.
Os polissacarideos referidos nesta exposigdo incluem pululano, dextrano,
frutano e galactano.

Os segmentos hidrofdbicos, por outro lado, podem ser aminoa-
cidos acidos, e especialmente poli(dcido aspéartico) e/ou seus derivados ou
poli(acido glutamico) e/ou seus derivados. Exemplos especificos porém nao
exclusivos incluem derivados de poli(laminoécido acido) como segmentos
poli(B-benzil aspartato), poli(B-benzil aspartato-co-acido aspartico), poli(3-
alquil aspartato), poli(B-alquil aspartato-co-acido aspartico}, poli(p-alil aspar-
tato), poli{B-alil aspartato-co-acido aspartico), poli{(B-alil aspartato), poli(]3-
aralquil aspartato-co-acido aspartico), poli{B-aralquil asparnato), poli{y-benzil
glutamato), poli(y-benzil glutamato-co-acido glutadmico), poli(y-alquii glutama-
to), poli(y-alquil glutamato-co-acido glutamico), poli{y-aralquil glutamato), po-
li{y-aralquil glutamato-co-acido glutamico), poli(B-alquil aspartamida-co-acido
aspartico) e poli(y-araiquil-glutamida-co-acido glutamico).

Os segmentos hidrofébicos sdo hidrofdbicos em decorréncia de
cadeias laterais hidrofdbicas. A titulo de exemplos destas cadeias laterais
hidrofébicas podem ser mencionados benzila, fenila, alquila, C4-C1e alquila
quer nao-substituido ou substituido com um grupo amino ou grupo carboxila
e -(CHj)s-fenila, bem como quaisquer combinagbes desejadas destes. Con-
forme explicado acima, uma vez que a taxa de liberagao do farmaco encap-
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sulado € ajustada pela estrutura de cadeias laterais hidrofébicas introduzidas
nos segmentos poli{derivados de aminoéacido), as cadeias laterais hidrofébi-
cas séo, de preferéncia, fenila ou benzila quando uma taxa de liberagao ra-
pida € desejada, e as cadeias laterais hidrotdbicas sao, de preferéncia, alqui-
la, como grupos C4-Cqe alquila, quando uma taxa mais lenta de liberagao é
desejada.

Estes segmentos poli(derivados de aminoacido) podem ser for-
mas modificadas conhecidas de polietilenoglicol-co-poliéster benzilico de
acido aspanico ou polietilenoglicol-co-poliéster benzilico de acido glutamico.
Polietilenoglicol-co-poliéster benzilico de acido aspartico ou polietilenoglicoi-
co-poliéster benzilico de acido glutamico podem ser preparados utitizando
polietilenoglicol com uma extremidade protegida € um grupo amino na outra
extremidade, por exemplo, MeO-PEG-CH;CH,CH:-NHz, como o material
inicial, e adicionando N-carbdxi-B-benzil-L-aspartato (BLA-NCA) ou N-
carboxi-y-benzil-L-glutamato (BLG-NCA) até o grau desejado de polimeriza-
¢ao (numero de unidades de aminoacidos) em solvente desidratado para
reacao.

Apos acetilagdo das extremidades do copolimero em bloco obti-
do com cloreto de acetila ou anidrido acético, os grupos benzila sdo removi-
dos por hidrélise alcalina para formar polietilenoglicol-co-poliacido aspartico
ou polietilenogiicol-co-poliacido giutamico €, em seguida, aicool benzilico é
adicionado até a razao desejada de esterificagdo em solvente organico, sen-
do a reagao conduzida na presen¢a de um agente de condensagao como N-
N'-diciclo-hexilcarbodi-imida (DCC) ou N-N'-di-isopropiicarbodi-imida (DIPCI),
para ser obtido um copolimero em bloco com porgdes de éster benzilico.

A reacao com 1-octanol, por exempio, em vez de com alcool
benzilico produzird polietilenoglicol-co-poliéster octilico de acido aspartico e
polietilenoglicol-co-poliéster octilico de acido glutamico, enquanto o usc de
1-dodecanol! produzirda, da mesma forma, polietilenoglicol-co-poliéster dode-
cilico de acido aspartico e 1-hexadecanol produzira polietilenoglicol-co-
poliéster hexadecilico de acido aspartico.

Quando as cadeias laterais hidrofdbicas forem introduzidas por
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Nas férmulas, Ry e R3 representam, cada um independentemen-
te, hidrogénio ou um grupo alquila menor, quer ndo-substituido ou substitui-
do com um grupo funcional opcionalmente protegido, R representa hidrogé-
nio, um grupo carbonila alifatico C-Cpe saturado ou nao-saturado ou um
grupo arilcarbonila, R4 representa hidroxila, um grupo C,-Cs¢ 6xi alifatico ou
aril-alquiléxi menor saturado ou nao-saturado, Rs representa -O- ou -NH-, Rg
representa hidrogénio, fenila, -{CH.)s,-fenila, C4Cis alquila quer nao-
substituido ou substituido com um grupo amino ou grupo carboxila, ou benzi-
la, R7 representa metileno, n representa um numero inteiro de 10 a 2500, x
representa um numero inteiro de 10 a 300, m representa um nimero inteiro
de 0 a 300, com a ressalva que se m estiver presente, as unidades de (CO-
CHNH) e de (COR;CHNH) serdo aleatdrias, Rs pode ser selecionado para
cada unidade de aminoacido em um copolimero em bloco e estéd presente
aleatoriamente, porém hidrogénio como Rs constitui menos do que 60% do
Re total, y representa 0 numero inteiro 1 ou 2, Ly representa um grupo de
ligagao selecionado do grupo constituido por -NH-, -O-, -O-Z-NH-, -CO-, -
CHy-, -0O-Z-8-Z- e -OCO-Z-NH-, onde cada Z representa independentemente
um grupo C,-Cg alguileno e L, representa um grupo de ligagao selecionado
do grupo constituido por -OCQO-2Z-CO- e -NHCO-Z-CO-, onde Z é um grupo
C+-Ce alquileno. '

Como grupos funcionais opcionalmente protegidos podem ser
mencionados hidroxila, acetal, cetal, aldeido, residuos de agucar, maleimida,
carboxila, amino, tiol e grupos ativos éster. Segmentos hidrofilicos, em que
R e Ry representam grupos alquila menores substituidos com grupos fun-
cionais opcionaimente protegidos, podem ser obtidos pelos métodos descri-
tos em WQ96/33233, W096/32434 e WQ97/06202, por exemplo. Um grupo
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alguila menor € um grupo C7 ou menor, de preferéncia, C4 ou grupo alquila
menor de cadeia reta ou ramificada, cujos exemplos incluem metila, etila,
propila, isopropila, butila e isobutila.

As micelas poliméricas podem ser formadas, por exemplo, por
dissolugdo do copolimero em bloco e da proteina ou do polipeptideo fisiolo-
gicamente ativo em solugdo tampaoc adequada e agitagdo da mistura, con-
forme explicado acima. A formagdo da micela vazia é conduzida, de prefe-
réncia, com aplicagdo de energia, por exemplo, por sonica¢do. Quando soni-
cagao é utilizada, a formagao pode ser obtida com Biodisruptor (Nippon Seiki
Co., Lid.}), por exemplo, em Nivel 4, a0 mesmo tempo em que resfriando em
gelo. O tempo de exposi¢ao nac é especialmente restrito, desde que a prote-
ina ou ¢ polipeptideo fisiclogicamente ativo nao seja desnaturado, e pode
ser em intervalos de 1 segundo durante 5 segundos-10 minutos e, de prefe-
réncia, de 5 segundos-2 minutos. Como um método diferente, o copolimero
em bloco secado pode ser tratado para se transformar em pé homogéneo ou
similar e a proteina ou polipeptideo fisiologicamente ativo em forma em po,
ou a proteina ou o polipeptideo fisiologicamente ativo dissolvido em quanti-
dade pequena de solugao pode ser adicionado e misturado suavemente ao
mesmo por entre 2 e 24 horas a 4°C antes de tratamento ultrassdnico ao
mesmo tempo em que resfriado em gelo.

Ainda como um outro meétodo, uma solugcao tampao adequada
pode ser adicionada ao copolimerc em bloco e a mistura submetida a trata-
mento ultrassénico para o preparo de micelas vazias, conforme mencionado
acima, e, em seguida, a proteina ou o polipeptideo fisiologicamente ativo
dissolvido na mesma solugao tampéao ou a proteina ou o polipeptideo fisiolo-
gicamente ativo diluido na solugdo tampéao pode ser adicionado a mesma, e
a mistura agitada com agitador ou colocada suavemente. O tempo para agi-
tagao ou colocacgdo €, de preferéncia, entre 2 horas e 5 dias, e a temperatu-
ra, de preferéncia, de 4°C a 30°C, sendo o mais preferivel de 4°C. Este mé-
todo é vantajoso do ponto de vista de estabilidade da proteina ou do polipep-
tideo fisiologicamente ativo, uma vez que a proteina ou o polipeptideo fisio-
logicamente ativo nao ¢ submetido a tratamento ultrassénico. Em qualquer
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caso, a solugao tampao adequada €, de preferéncia, aquela que satisfaga a
relagédo supramencionada entre pl e pH.

Ndo ha restricbes especiais quanto ac tamanho de particulas
das micelas poliméricas para encapsulamento da proteina ou do polipepti-
deo fisiologicamente ativo, preparadas nesta maneira, desde que este permi-
ta administragdo in vivo, porém, de preferéncia, o tamanho ndo é maior do
que 10 um, sendo mais preferivel que ndo seja maior do que 5 um. Especi-
aimente para uso em administracao intravenosa, o tamanho, de preferéncia,
nao € maior do que 500 nm, sendo mais preferivel que ndo seja maior do
que 300 nm. Se necessario, uma solugao contendo a proteina ou o polipep-
tideo fisiologicamente ativo encapsulado em micelas poliméricas pode ser
filtrada em filtro hidrofilico com tamanho desejado de poro.

Quando a proteina ou o polipeptideo fisiologicamente ativo en-
capsulado em micelas poliméricas da invengao forem administradas in vivo,
a via de administracao pode ser qualquer uma desejada como, por exemplo,
administragao intravenosa, administragao subcutdnea, administragao intra-
muscular, administragao intra-articular, administragcao intraperitoneal ou ad-
ministragdo intraocular. Em um modo preferido da invengao, o metodo de
produgdo pode incluir uma etapa na qual varios sacarideos e/ou varios polie-
tilenoglicdis (por exemplo, Macrogol) sao adicionados as micelas poliméricas
para encapsulamento do farmaco (ou a solugdo aquosa) antes que a filtra-
cao estéril. Sacarideos que podem ser utilizados incluem maltose, tre-
halose, xilitol, glicose, sacarose, frutose, lactose, manitol, dextrina e simila-
res, e polietilenoglicéis que podem ser utilizados incluem aqueles com pesos
moleculares de aproximadamente 1000 a aproximadamente 35.000, como
Macrogol 1000, 1540, 4000, 6000, 20.000 e 35.000, embora estes exemplos
nao sejam limitacbes.

Uma férmula de micela polimérica para encapsulamento de pro-
teina ou polipeptideo fisiologicamente ativo da invengéo pode ser liofilizada
desde que 0 mesmo nao afete a estabilidade da proteina ou do polipeptideo
fisiologicamente ativo encapsulado. Quando liofilizada, a férmula seca pode
ser novamente dissolvida ou reconstituida em uma solugdo contendo mice-



10

15

20

25

30

22

las poliméricas que encapsulam proteina ou polipeptidec fisiologicamente
ativo, empregando agua ou uma solugio aquosa.

Para liofilizagao, um sacarideo pode ser adicionado a solugao
antes que a liofilizagao até uma concentragdo final de 0,1-15% (p/v), ou poli-
etilenoglicol pode ser adicionado até uma concentragao final de 0,5-10%
(p/v}). A proporgéo entre o copolimerc em bloco e o sacarideo ou polietilieno-
glicol serd normalmente de 1:1-1:10 ou de 1:0,5-1:10 por peso.

De acordo com um modo preferido, as extremidades dos seg-
mentos hidrofilicos podem possuir grupos funcionais capazes de se ligarem
a uma molécula pretendida como alvo. Como grupos funcionais capazes de
se ligarem a moléculas pretendidas como alvo, podem ser mencionados
grupos hidroxila, acetal, cetal, aldeido, carboxila, maleimida, amino, tiol e
grupos ativos éster, sem quaisquer restrigdes em especial, e estes grupos
funcionais podem ser também protegidos. Como moléculas pretendidas co-
mo alvo, podem ser mencionados ligantes, anticorpos ou seus fragmentos
funcionais, proteinas, peptideos e similares, sem quaisquer restricdes em
especial. Quando for ligada a um grupo funcional, a ligagdo com a molécula
pretendida como alvo pode ser por qualquer método apropriadamente sele-
cionado de acordo com a estrutura da molécula.

Exemplos e exemplos comparativos serao a seguir apresenta-
dos para uma descrigao mais detalhada da invengao.

Na descri¢do seguinte, por exemplo, um copolimero em bloco de
PEG com peso molecular médio de 12,000, unidade de acido poliamino em
média de 40 residuos e razao de introdugdo de éster benzilico de aproxima-
damente 65% ¢ indicado por 12-40(65) apds o nome do copolimero em blo-
co, enquanto que o mesmo com éster octilico ou outra razao de introdugéo
de aproximadamente 65% & indicado por 12-40(65). O termo "aproximada-
mente 65%" significa aproximadamente 62%-68%.

Exemplos
1) Medigéo de eficiéncia de encapsulamento
Exemplo 1 (Preparo 1 de micelas para encapsulamento de IgG humana)
QO copolimero em bloco utilizado foi polietilenoglicol-co-poliéster
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O copolimero em bloco utilizado foi polietilenoglicol-co-poliester
octilico de acido aspartico (a seguir denominado PEG-POLA. Neste polime-
ro, os residuos de acido aspartico sem éster octilico pertencem a formula
geral (1), em que Rs é -O- e Rg é hidrogénio (0 mesmo abaixo nesta exposi-
¢do)). Apds pesar precisamente 10 mg de PEG-POLA 12-40(65) em um
frasco de vidro, 1 ml de diclorometano foi adicionado para dissolugao. A so-
luc@o foi secada até transformar-se em filme sob uma corrente de gas nitro-
génio e, em seguida, secada ainda mais por aproximadamente 1 hora sob
pressdo negativa. A esta foram adicionados 62 u de uma solugédo de tam-
pao fosfato a 20 mM (pH 6, 16,5 mg/ml) contendo lgG humana purificada
(MP Biomedicals Co.) (pl: aproximadamente 8) e, em seguida, 1,938 mi de
tampao fosfato a 20 mM (pH 6) ou tampao TAPs a 20 mM (pH 8) foram adi-
cionados lentamente sob agitagdo suave a 4°C. Apés agitagdo durante a
noite a 4°C, um Biodisruptor (Unidade de Alta Poténcia, produto da Nissei
Corp.) foi utilizado para sonicagé@o por aproximadamente 10 segundos (inter-
valo de 1 segundo, Baixo) enquanto resfriada em gelo, sendo a mistura
submetida a filtragao em gel (Sepharose® CL-4B, Sigma-Aldrich Corp., ~2¢ X
30 cm). A concentragao de IgG de cada fragao recuperada (eluente: tampao
fosfato a 20 mM (pH 7,4), vazdo: 1,0 mi/min, volume de fragdo: 1 ml) foi ava-
liada por andlise de aminoacidos (AccQ-Tag™, Waters Co.). A eficiéncia do
encapsulamento foi calculada pela seguinte formuia:

(Teor protéico em fragao de micela) x 100
Teor protéico total em todas as fragdes

Eficiéncia de encapsulamento (%) =

A eficiéncia do encapsulamento foi de 97% com preparo em pH
6, tendo sido de 24% com preparo em pH 8. Os resultados indicam que a
proteina foi encapsulada mais eficientemente pelo preparo das micelas sob
condicBes em que o pH era diferente do ponto isoelétrico da proteina encap-
sulada, do que quando foram preparadas préximo ao ponto isoelétrico, com
base em interagao eletrostatica entre a proteina e PEG-POLA 12-40(65).
Exemplo Comparativo 1 (Preparo 4 de micelas para encapsulamento de igG

humana)
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Apés pesar precisamente 10 mg de PEG-PBLA 12-50(100) em
um frasco de vidro, 1 ml de diclorometano foi adicionado para dissolugéo. A
solugéo foi secada até transformar-se em filme sob uma corrente de gas ni-
trogénio e, em seguida, secada ainda mais por aproximadamente 1 hora sob
pressao negativa. A esta foram adicionados 62 ul de uma solugédo de tam-
pao fosfato a 20 mM (pH 6, 16,5 mg/ml) contendo IgG humana purificada
{(MP Biomedicals Co.} (pl: aproximadamente 8) e, em seguida, 1,938 ml de
tampéo fosfato a 20 mM (pH 6) ou tampédo TAPS a 20 mM (pH 8) foram adi-
cionados lentamente sob agitagdo suave a 4°C. Apds agitacdo duranie a
noite a 4°C, um Biodisruptor (Unidade de Alta Poténcia, produto da Nissei
Corp.) foi utilizado para sonicagao por aproximadamente dez segundos (in-
tervalo de 1 segundo, rendimento: Baixo} enquanto resfriada em gelo, sendo
a mistura submetida a filtragdo em gel (Sepharose® CL-4B, Sigma-Aldrich
Corp., ~2¢ x 30 cm). A concentragao de IgG de cada fragdo recuperada (e-
luente: tampéao fosfato a 20 mM (pH 7,4), vazdo: 1,0 mi/min, volume de fra-
¢ao: 1 ml) foi analisada com um Ensaio BCA para Proteina (Pierce Corp.). A
eficiéncia do encapsulamento foi calculada pela seguinte férmula:

(Teor protéico em fragao de micela) x 100
Teor protéico total em todas as fragdes

Eficiéncia de encapsulamento (%) =

A eficiéncia do encapsulamento foi de 22% com preparo em pH
6, tendo sido de 65% com preparo em pH 8. Os resultados indicam que utili-
zando PEG-PBLA 12-50(100) gue nao possui grupos carboxila, ndo houve
participagcdo da interagao eletrostatica, mesmo quando as micelas foram
preparadas sob condigdes em que o pH era diferente do ponto isoeiétrico da
proteina encapsulada, tendo sido, por conseguinte, dificil obter um encapsu-
lamento eficiente da proteina. A proteina foi encapsulada com base na inte-
rag¢ao hidrofdbica quando o preparo foi proximo do ponto isoelétrico.
Exemplo Comparativo 2 (Preparo de micelas para encapsulamento de igG
com FITC marcado)

Trés copolimeros em bloco foram utilizados, um copolimero em
bloco composto por polietilenoglicol-polidcido aspartico (nimero médio de
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residuos: aproximadamente 50, ndo-esterificados), PEG-PBLA 12-50(65) e
PEG-POLA 12-40(65). Apds pesar precisamente 20 mg de cada polimero
em um frasco de vidro, 2 ml de diclorometano foram adicionados para disso-
lugdo. A solugéo foi secada até transformar-se em filme sob uma corrente de
gas nitrogénio e, em seguida, secada ainda mais por aproximadamente 1
hora sob pressao negativa. A esta foram adicionados 100 pl de uma solugéo
tampac fosfato contendo imunoglobulina humana com FITC marcado (FITC-
19G) (Sigma-Aldrich Corp., 20 mg/ml) e, em seguida, 1,9 ml de tampéao fosfa-
to a 20 mM (pH 6) foram adicionados lentamente enquanto sob agitagio su-
ave a 4°C. Apos agitacao adicional durante a noite a 4°C, um Biodisruptor
(Unidade de Alta Poténcia, produto da Nissei Corp.) foi utilizado para sonica-
¢ao por aproximadamente 10 segundos (intervalo de 1 segundo, rendimento:
Baixo) enquanto resfriada em gelo, sendo a mistura submetida a ultracentri-
fugacao (30.000 rpm, 1 hora, 4°C, Rotor MLA-130 da Beckman Coulter). A
fragao de micelas recuperada com precipitagao foi suspensa em tampao fos-
fato a 20 mM (pH 6) e submetida, em seguida, a filtrag&o em gel (Sepharo-
se® CL-4B, Sigma-Aldrich Corp., ~2¢ x 30 cm). A concentrag¢do de FITC-igG
em cada fragao recuperada {eluente: tampao fosfato a 20 mM (pH 7,4), va-
zao: 1,0 mli/min, volume de fragdo: 1 ml) foi analisada utilizando um leitor de
placa (PowerScan® HT, Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) {(cumprimen-
to de onda de excitaggdo: 485 nm + 20 nm, comprimenio de onda de emis-
s80: 528 nm * 20 nm) e a eficiéncia do encapsulamento foi calculada peia
seguinte férmula:

(Teor protéico em fragdo de micela) x 100
Teor protéico total em todas as fracdes

Eficiéncia de encapsulamento (%) =

A eficiéncia do encapsulamento foi de 6% quando um copolime-
ro em bloco composto por polietilenoglicol-poliacido aspartico (nimero médio
de residuos: 50, nao-esterificados) foi utilizado. Quando PEG-PBLA 12-
50(65) e PEG-POLA 12-40(65) foram utilizados, a eficiéncia do encapsula-
mento foi de 51% e 60%, respectivamente. Os resultados indicam que a pro-

teina pode ser encapsulada mais eficientemente pelo uso de um polimero
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compreendendo, no geral, segmentos hidrofébicos com substituintes hidro-
fébicos e grupos com carga elétrica, sugerindo que a interagéo hidrofébica é
responsavel também pelo encapsulamento, em acréscimo a interagao ele-
trostatica. Estes resuiltados quando considerados a luz dos resultados dos
Exemplos 1-3 indicam que a estrutura dos grupos hidrofébicos nos segmen-
tos hidrofébicos do copolimero em bioco ndao desempenha um papel impor-
tante na eficiéncia do encapsulamento.

Exemplo 4 (Preparo de micelas para encapsulamento de albumina sérica
bovina com FITC marcado)

Apods pesar precisamente 40 mg de PEG-PBLA 12-50(65) em
um frasco de vidro, 2 ml de diclorometano foram adicionados para dissolu-
¢éo. A solugao foi secada até transformar-se em filme sob uma corrente de
gas nitrogénio, sendo secada ainda por aproximadamente 1 hora sob pres-
s&0 negativa. A esta foram adicionados 200 pl de uma solug@o aquosa (20
mg/ml) de albumina sérica bovina com FITC marcado (Sigma-Aldrich Corp.)
(pl: aproximadamente 5) e, em seguida, 3,8 ml de tampéo citrato a 50 mM
(pH 3,5) ou tampao fosfato a 20 mM (pH 6) foram adicionados gradualmente
enquanto sob agitagéo suave a 4°C. Apos agitagéo adicional durante a noite
a 4°C, um Biodisruptor (Unidade de Alta Poténcia, produto da Nissei Corp.)
foi utilizado para sonicagdo por aproximadamente 10 segundos (intervalo de
1 segundo, rendimente: Baixo) enquanto resfriada em gelo, tendo sidc a mis-
tura submetida a ultracentrifugagao (30.000 rpm, 1 hora, 4°C, Rotor MLA-
130 da Beckman Coulter). A concentra¢do de albumina sérica bovina com
FITC marcado no sobrenadante foi analisada empregando um leitor de placa
(PowerScan® HT, Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) (comprimento de
onda de excitagcdo: 485 nm * 20 nm, comprimento de onda de emiss&o: 528
nm + 20 nm), e a eficiéncia do encapsulamento foi calculada pela seguinte
férmula:

(Teor protéico antes da ultracentrifugacao

teor protéico do sobrenadante) x 100
Teor protéico antes da ultracentrifugagao

Eficiéncia de encapsulamento (%) =

A eficiéncia do encapsulamento foi de 16% com preparo em pH
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3,5, tendo sido de 7% com preparo em at pH 6. Os resultados indicam que a
proteina foi encapsulada mais eficientemente pelo preparo das micelas sob
condigdes em que o pH era diferente do ponto isoelétrico da proteina encap-
sulada, do que quando preparadas préximo ao ponto isoelétrico, com base
em interagao eletrostatica entre a proteina e PEG-PBLA 12-50(65).

Exemplo 5 (Preparo de micelas para encapsulamento de hemoglobina bovi-
na)

Apoés pesar precisamente 20 mg de PEG-PBLA 12-50(65) em
um frasco de vidro, 2 mi de diclorometano foram adicionados para dissolu-
¢ao. A solugdo foi secada até transformar-se em filme sob uma corrente de
gas nitrogénio e, em seguida, secada ainda por aproximadamente 1 hora
sob pressao negativa. A esta foram adicionados 100 pl de uma solugao a-
quosa (20 mg/mi) de hemoglobina bovina (Sigma-Aidrich Corp.) (pl: aproxi-
madamente 7} e, em seguida, 1,9 ml de tampao fosfato a 20 mM (pH 6,0} ou
tampao fosfato a 20 mM (pH 7,4) foram adicionados graduaimente enquanto
sob agitagao suave a 4°C. Apds agitagdo durante a noite a 4°C, um Biodis-
ruptor (Unidade de Alta Poténcia, produto da Nissei Corp.) foi utilizado para
sonicagdo por aproximadamente 10 segundos (intervalo de 1 segundo, ren-
dimento: Baixo) enquanto resfriada em gelo, e a mistura foi submetida a fil-
tracdo em ge! (Sepharose® CL-4B, Sigma-Aldrich Corp., ~2¢ x 30 cm). A
concentracdo de hemoglobina em cada fragdo recuperada (eluente: tampao
fosfato a 20 mM (pH 7,4), vazao: 1,0 ml/min, volume de fragao: 1 ml) foi ana-
lisada utilizando um leitor de placa (PowerScan® HT, Dainippon Sumitomo
Pharma Co., Lid.). A eficiéncia do encapsulamento foi calculada pela seguin-
te féormula:

(Teor proteico em fragao de micela} x 100
Teor protéico total em todas as fragdes

Eficiéncia de encapsulamento (%) =

A eficiéncia do encapsulamento foi de 19% com preparo em pH
6,0, tendo sido de 10% com preparo em pH 7,4. Os resultados indicam que a
proteina foi encapsulada mais eficientemente pelo preparo das micelas sob
condi¢cdes mais acidas do que o ponto isoelétrico da proteina encapsulada,
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do que quando preparadas sob condigdes mais alcalinas do que o0 ponto i-
soelétrico, com base em interagdo eletrostatica entre a proteina e PEG-
PBLA 12-50(65).
Exemplo 6 (Preparc micelas para encapsulamento de interferon-o humano
recombinante)

Por um lado, apds pesar precisamente 7,0 mg de PEG-PBLA 12-
50(65) em um frasco de vidro, 0,7 ml de diclorometanc foram adicionados
para dissolugdo. A solucao foi secada até transformar-se em filme sob uma
corrente de gas nitrogénio e foi secada ainda por aproximadamente 1 hora
sob pressao negativa. A esta foi adicionada uma solugao de PBS com inter-
feron-a humano recombinante {pl: aproximadamente 6,0) (IFN-c,, PBL Bio-
medical Laboratories) (0,2 mg/ml, 35 pl) e, em seguida, 200 ul de tampao
MES a 0,1 M MES (pH 5,0) foram adicionados. A mistura foi misturada sua-
vemente a 4°C até essencialmente dissolugao total do polimero e, em segui-
da, tampao MES a 20 mM (pH 5,0) foi adicionado até um volume total de 1,4
ml e a agitacao prossequiu durante a noite a 4°C. Quando concluida a agita-
¢ado, a mistura foi submetida a ultracentrifugagao (30.000 rpm, 1 hora, 4°C,
Rotor MLLA-130 da Beckman Coulter) e a concentragao de IFN-a do sobre-
nadante foi avaliada empregando um kit de ELISA (PBL. Biomedical Labora-
tories).

Por outro lado, apés pesar precisamente 2,6 mg de PEG-PBLA
12-50(65) em um frasco de vidro, 0,26 ml de diclorometano foram adiciona-
dos para dissolugé@o. A solu¢ao foi secada até transformar-se em filme sob
uma corrente de gas nitrogénio e foi secada ainda por aproximadamente 1
hora sob presséo negativa. A esta, foi adicionada uma solugdo de PBS com
interferon-o. humano recombinante (0,2 mg/ml, 12,5 nl) iguai & de antes e,
em seguida, 100 ul tampao TAPS a 0,1 M (pH 8,0) foram adicionados. A
mistura foi misturada suavemente a 4°C até essencialmente dissolugao total
do polimero €, em seguida, 400 ul de tampao TAPS a 20 mM (pH 8,0) foram
adicionados e a agitagéo prosseguiu durante a noite a 4°C. Quando conclui-
da a agitacdo, a mistura foi submetida a ultracentrifugag¢do (30.000 rpm, 1
hora, 4°C, Rotor MLA-130 da Beckman Coulter) e a concentragac de {FN-a
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do sobrenadante foi avaliada empregando um kit de ELISA (PBL Biomedical
Laboratories). A eficiéncia do encapsulamento foi calculada pela férmula a-
baixo com base nos valores medidos obtidos de cada teste.

(Teor protéicono preparo teor protéico do

sobrenadante} x 100
Teor protéicono preparo

Eficiénciade encapsulamento (%) =

A eficiéncia do encapsulamento foi de 100% com preparo em pH
5,0, tendo sido de 36% com preparo em pH 8,0. Os resultados indicam que a
proteina foi encapsulada mais eficientemente pelo preparo das micelas sob
condigbes mais acidas do que o ponto isoelétrico da proteina encapsulada,
do que quando preparadas sob condigdes mais alcalinas do que o ponto i-
soelétrico, com base em interagdo eletrostatica entre a proteina e PEG-
PBLA 12-50(65).

Exempio 7 (Preparo de micelas para encapsulamento de papaina)

Apos pesar precisamente 20 mg de PEG-PBLA 12-40(65) em
um frasco de vidro, 2 ml de diclorometanc foram adicionados para dissolu-
¢ao. A solugdo foi secada até transformar-se em filme sob uma corrente de
gas nitrogénio e, em seguida, secada ainda por aproximadamente 1 hora
sob pressdo negativa. A esta foram adicionados 100 ul de uma solugao a-
quosa de papaina (Sigma-Aldrich Corp.) (pl: aproximadamente 8) (20 mg/ml)
e, em seguida, 1,9 ml de tampao fosfato a 20 mM {pH 6,0) ou tampéoc TAPS
a 20 mM (pH 8,0) foram adicionados gradualmente sob agitacéo suave a
4°C. Apoés agitagdo durante a noite a 4°C, um Biodisruptor (Unidade de Alta
Poténcia, produto da Nissei Corp.) foi utilizado para sonicagéo por aproxi-
madamente 10 segundos (intervalo de 1 segundo, rendimento: Baixo) en-
quanto resfriada em gelo, e a mistura foi submetida a filtragdo em gel (Se-
pharose® CL-4B, Sigma-Aldrich Corp., ~2¢ x 30 cm). A concentragdo de pa-
paina em cada fragcdo recuperada (eluente: tampéo fosfato a 20 mM (pH
7,4), vazao: 1,0 mi/min, fragdo de volume: 1 ml) foi analisada com um Ensaio
BCA para proteina (Pierce Corp.) A eficiéncia do encapsulamento foi calcu-

lada pela seguinte férmula:
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incubacgdo predeterminado. A concentragdo de FITC-IgG em cada fracao
recuperada (eluente: tampao fosfato a 20 mM (pH 7,4), vazao: 1,0 mi/min,
volume de fragéo: 1 ml) foi analisada empregando um leitor de placas (Po-
werScan® HT, Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) (comprimento de on-
da de excitagdo: 485 nm + 20 nm, comprimento de onda de emissdo: 528
nm * 20 nm) e a taxa de liberagao, calculada pela seguinte formula:
Teor protéico da fragdo de IgG humana
com FITC marcado x 100
Teor protéico de fragao micelar recuperada por

filtragao em gel aplicada imediatame nte apés
mistura ¢om solugao tampao

Eficiéncia de encapsulamento (%) =

{A solugao tampao foi tampéao fosfato as 20 mM (pH 6).)

O ciclo de tempo da liberagédo é apresentado na Figura 1. Estes
resultados indicam que a proteina encapsulada nas micelas exibiu liberacao
prolongada sem liberagao inicial, mesmo na presenga de soro. Dessa forma,
foi demonstrado que a taxa de liberagao era dependente da estrutura dos
grupos hidrofébicos. Sem estar restrito a qualquer teoria em particular, acre-
dita-se gque um farmaco macromolecular € mantido mais firmemente nos nu-
cleos de micelas se a estrutura dos grupos hidrofobicos introduzidos nos
segmentos hidrofdbicos do copolimero em bloco, formador das micelas, €
uma estrutura linear de grupos alqguila em vez de estrutura em plano, como a
de benzila, de modo que a iiberacao ocorre de maneira mais controlada.
Exemplo 9 (Teste de administragao intravenosa de interferon-o)

O copolimero em bloco utilizado foi PEG-PBLA 12-50(65) ou
PEG-POLA 12-40(65). Apds pesar precisamente 10 mg do polimero em um
frasco, 1 mi de diclorometano foi adicionado para dissolugédo. A solugao foi
secada até transformar-se em filme sob uma corrente de gas nitrogénio e,
em seguida, secada ainda por aproximadamente 3 horas sob pressao nega-
tiva. A esta foi adicionada uma solugac PBS de interferon-o. humano recom-
binante (IFN-¢, PBL Biomedical LLaboratories) (0,2 mg/ml, 46 ul) e, em se-
guida, 200 pl de tampao MES a 0,2 M (pH 5,0) foram adicionados. A mistura
foi agitada suavemente a 4°C até essencialmente dissolucao total do polime-
ro e, em seguida, tampao MES a 20 mM (pH 5,0} foi adicionado até o volu-
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me total de 2 ml e a agitag¢ao prosseguiu por todo um dia a 4°C. A amostra
foi submetida a ultracentrifugagdo (30.000 rpm, 1 hora, 4°C, Rotor MLA-130
da Beckman Coulter) e ¢ INF-a ndao-encapsulado foi removido a0 mesmo
tempo em que eram recuperadas as micelas precipitadas. As micelas foram
suspensas em solugdo aquosa de glicose a 5% e fornecidas para o experi-
mento seguinte com animais.

Ratos machos Wistar de seis semanas de vida foram divididos
em grupos de 2 ratos cada, e solugdo em teste foi administrada através da
veia do rabo em dose de 1 x 10° IU/kg. 5 minutos e 1, 3, 6, 9 e 24 horas a-
pds a administragdo, cerca de 0,2 ml de sangue foram coletados da veia
cervical utilizando uma seringa revestida com heparina. O sangue foi centri-
fugado imediatamente em 13.800 rpm, 4°C (EF-1300, ECO-FugeTM, Tomy
Seiko Co., Lid.) e o plasma foi colhido e armazenado a -30°C até ser anali-
sado. A concentragdo plasmatica de interferon-o foi determinada por um kit
ELISA para interferon-o humano (PBL Biomedical Laboratories).

Os resultados sd@o apresentados na Figura 2. O encapsulamento
de interferon-c. em micelas poliméricas melhorou a reten¢do da concentra-
¢ao plasmatica. Os parametros farmacocinéticos, calculados de acordo com
um modeio nao-compartimental, sao apresentados abaixo.

Micelas de Micelas de
Parametros farmaco- Solugao de

PEG-POLA PEG-PBLA
cinéticos NaCl a 0,9%

12-40(65)s 12-50(65)
AUC (% dose/mih) 0,20 7.0 3,5
Ti2 (h) 0,11 10,4 1,3
Ct (ml/h/corpo) 491 14,4 28,9
MRTint (h) 0,2 3,2 0,4
Vss (ml/corpo) 81 46 12

O encapsulamento em micelas aumentou a AUC em de 17 a 35
vezes. Esses resultados indicam que as micelas que encapsularam a protei-
na permaneceram na circulagdo sanguinea por tempo prolongado sem libe-
ragao inicial. Estes resultados mostram também que a taxa de liberagao da
proteina in vivo depende da estrutura do grupo hidrofébico do copolimero em
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bloco, de modo similar aos resultados in vitro.
Exemplo 10 (Teste de administragéo intravenosa a ratos com lisozima FITC
marcada encapsulada em micelas)
1) Marcagao de FITC da lisozima

Apés dissolver 100 mg de lisozima (proveniente de clara de ovo)
(Sigma-Aldrich Corp.) em 2 ml de tampao de acido bérico a 100 mM {pH
8,5), 170 ! de solugéo de 50 mg/ml de DMSO contendo FITC (PIERCE) fo-
ram adicionados. Apds agitacdo em temperatura ambiente por 1 hora, o
FITC néo reagido foi removido por filtragdo em gel (PD-10, produto da GE
Healthcare Bioscience) (eluente: tampao fosfato de sodio a 20 mM, pH 7.4).
ApG6s didlise subsequente em agua a 4°C, a mistura foi purificada por filtra-
¢do adicional em gel {Sepharose® CL-4B, Sigma-Aldrich Corp.) (eluente:
tampéao fosfato de sodio a 20 mM, pH 7,4).
2) Preparo de micelas para encapsulamento de lisozima FITC marcada e
teste PK em ratos

Apés pesar precisamente 40 mg do copolimero em bloco PEG-
POLA 12-40(65) em um frasco de vidro, 4 mg de lisozima FITC marcada
(29,2 mg/ml, 137 W) e, em seguida, 500 pl de tampao fosfato de sédio a 20
mM (pH 6,0) foram adicionados. Apds agitagao adicional durante a noite a
4°C, um Biodisruptor (Unidade de Alta Poténcia, produto da Nissei Corp.) foi
utitizado para sonicagao por aproximadamente 10 segundos (intervalo de 1
segundo, rendimento: Baixo) enquanto resfriada em gelo. A fra¢ao recupe-
rada de micelas sob a forma de precipitado obtido por ultracentrifugagao
(80.000 rpm, 1 hora, 4°C, Rotor MLA-80 da Beckman Coulter) foi suspensa
em tampao fosfato de sddio a 20 mM {pH 7,4)/5% de glicose e, em seguida,
lavada pelo mesmo procedimento de ultracentrifugagéo, ressuspendida na
mesma solugdo tampao para o teste seguinte de administragao a ratos.

Ratos Wistar machos de seis semanas de vida foram divididos
em grupos de 3 ratos cada, e a solugdo em teste foi administrada através da
veia do rabo em dose de 10 mg/kg de lisozima FITC marcada. 5 minutos e 1,
3, 6, 9 e 24 horas apés a administracao, cerca de 0,2 ml de sangue foram
coletados da veia cervical utilizando uma seringa revestida com heparina. O
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sangue foi centrifugado imediatamente a 4°C (EF-1300, ECO-Fuge™, Tomy
Seiko Co., Ltd.) e o plasma foi colhido e armazenado a -30°C até ser anali-
sado. Uma solugdo de lisozima FITC marcada (tampé&o fosfato de sédio a 20
mM, pH 7,4/56% de glicose) foi testada também na mesma maneira. A con-
centragdo plasmatica do sangue foi medida por HPLC, empregando as se-
guintes condigdes para ¢ procedimento.

Sistema: Waters Alliance System

Coluna: Tosoh TSK-gel Super SW3000 (4,6 ¢ x 300 mm}{30°C)

Fase liquida: tampao fosfato de sédio a 20 mM (pH 7,4)

Vazao: 0,25 mi/min

Detecgao: Fluorescéncia (Ex: 492 nm, Em: 520 nm)

Volume de injegao: 10 ul

Os resultados sao apresentados na Figura 3. A AUC aumentou
aproximadamente 15 vezes para encapsulamento em micelas, comparado a
administragdo de somente a solugdo. Estes resultados indicam que a protei-
na encapsulada nas micelas permanece na circulagao sanguinea por tempo
prolongado sem liberagao inicial.

Exemplo 11 (Teste 2 de administracdo intravenosa com interferon-a encap-
sulado em micelas)

O copolimero em bloco utilizado foi polietilenoglicol-co-poliéster
dodecilico de acido aspartico (a seguir denominado PEG-PDLA. Neste poli-
mero, os residuos de acido aspartico sem ésteres dodecilico pertencem a
formula geral (1), em que Rs € -O- e Rg é hidrogénio (0 mesmo abaixo)), ou
polietilenoglicol-co-poliéster hexadecilico de acido aspartico (a seguir deno-
minado PEG-PHLA. Os residuos de acido aspartico sem ésteres hexadecili-
co pertencem a mesma férmula geral, em gque Rs € -O- e Rg é hidrogénio (o
mesmo abaixo nesta exposicdo)). Apds pesar precisamente 200 mg de
PEG-PDLA 12-40(65) ou de PEG-PHLA 12-40(65) em um frasco de vidro, 10
mi de tampao MES a 20 mM (pH 5,0) foram adicionados e a mistura agitada
vigorosamente durante a noite a 4°C. A dispersao do polimero foi submetida
a tratamento ultrassdnico por aproximadamente 15 minutos (intervalo de 1
segundo, rendimento: Baixo), utilizando um Biodisruptor (Unidade de Alta
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Poténcia, produto da Nissei Corp.) enquanto resfriada em gelo, para obten-
¢ao de uma solugao de micelas vazias com concentragédo de polimero de 20
mg/ml. Uma aliquota de 0,65 ml da solugdo de micelas vazias foi transferida
para um microtubo (leda Chemicals Co., Ltd.) e, em seguida, 65 ul de uma
solugéo PBS de interferon-o. humano recombinante (IFN-o, PBL Biomedical
Laboratories) e 50 ul de tampao MES a 0,1 M (pH 5,0) foram adicionados e
a mistura coletada cuidadosamente com pipeta e deixada a seguir em re-
pouso a 4°C por 4 dias. Em seguida, foi lavada com solugéo de glicose a
5%, utilizando uma unidade de ultrafiltragdo [AMICON® ULTRA-4 pela Milli-
pore (limite molecular: 100.000)] e concentrada para usc no experimento
seguinte com animais.

Ratos Wistar machos de seis semanas de vida foram divididos
em grupos de 3 ratos cada, e a solugdo em teste foi administrada através da
veia do rabo em dose de 1 x 10°% IU/kg. 5 minutos e 1, 3, 6, 9 e 24 horas a-
pdés a administragdo, cerca de 0,2 ml de sangue foram coletados da veia
cervical utilizando uma seringa revestida com heparina. O sangue foi centri-
fugado imediatamente em 13.800 rpm, 4°C (EF-1300, ECO-Fuge™, Tomy
Seiko Co., Ltd.) e o plasma foi cothido e armazenado a -30°C até ser anali-
sado. A concentragdo plasmatica de interferon-a foi determinada por um kit
ELISA para interferon-a humano (PBL Biomedical Laboratories).

A Figura 4 apresenta o cicio de tempo da concentragao plasmaéa-
tica de interferon-o apos administracdo de interferon-o. encapsulado em mi-
celas poliméricas. A AUC foi aumentada em 32 vezes quando foram utiliza-
das micelas poliméricas de PEG-PDLA 12-40(65) e em 27 vezes quando
foram utilizadas micelas poliméricas de PEG-PHLA 12-40(65), em compara-
¢ao ao uso de apenas a solugao.

Exemplo 12 (Teste 3 de administracao intravenosa com interferon-a encap-
sulado em micelas)

O copolimero em bloco utilizado foi polietilenoglicol-co-poiiéster
octilico de acido glutdmico (a seguir denominado PEG-POLG. Neste polime-
ro, os residuos de acido glutamico sem ésteres octilico pertencem a férmula
geral (I}, em que Rs € -O- e Rg € hidrogénio (0 mesmo abaixo nesta exposi-
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¢ao)). Apds pesar precisamente 150 mg de PEG-POLG 12-40(65) em um
frasco de vidro, 5 ml de tampdao MES a 20 mM (pH 5,0) foram adicionados e
a mistura agitada vigorosamente durante a noite a 4°C. A dispersao do poli-
mero foi submetida a tratamento uitrassénico por aproximadamente 15 minu-
tos (intervalo de 1 segundo, rendimento: Baixo), utilizando um Biodisruptor
(Unidade de Alta Poténcia, produto da Nissei Corp.) enquanto resfriada em
gelo, para obter uma solugdo de micelas vazias com concentragac de poli-
mero de 30 mg/mi. Uma aliquota de 0,6 ml da solugao de micelas vazias foi
transferida para um criotubo (leda Chemicals Co., Ltd.) e, em seguida, 90 pl
de uma solugao de interferon-o humano recombinante (IFN-a, PBL Biomedi-
cal Laboratories) e 110  de tampao MES a 0,1 M (pH 5,0) foram adiciona-
dos e a mistura cuidadosamente coletada com pipeta e deixada em repouso
a 4°C por 3 dias. Uma aliquota de 400 ul da mesma foi injetada em seguida
em um microtubo, tampé&o MES a 20 mM (pH 5,0) adicionado até completar
500 il e a mistura lavada com solugdo de glicose a 5% utilizando uma uni-
dade de ultrafiltracdo [AMICON® ULTRA-4 pela Millipore (limite molecular:
100.000)}] e concentrada para uso no experimento seguinte com animais.

Ratos Wistar machos de seis semanas de vida foram divididos
em grupos de 2 ratos cada, e a solugao em teste foi administrada através da
veia do rabo em dose de 1 x 10° |U/kg. 5 minutos e 1, 3, 6, 9 e 24 horas a-
pos a administracao, cerca de 0,2 mi de sangue foram coletados da veia
cervical utilizando uma seringa revestida com heparina. O sangue foi centri-
fugado imediatamente em 13.800 rpm, 4°C (EF-1300, ECO-Fuge™, Tomy
Seiko Co., Ltd.) e o plasma foi colhido e armazenado a -30°C até ser anali-
sado. A concentragdo plasmatica de interferon-a foi determinada por um kit
ELISA para interferon-c. humano (PBL Biomedical Laboratories).

A Figura 5 apresenta o ciclo de tempo de concentragao plasma-
tica de interferon-a apés administragao de interferon-o encapsulado em mi-
celas poliméricas. O encapsulamento em micelas aumentou a AUC em 57
vezes.
Exemplo 13 (Preparo de micelas para encapsulamento de melitina)

O copolimero em bloco utilizado foi PEG-POLA 12-40(65) ou
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PEG-POLG 12-40(65). Apds pesar precisamente 150 mg de polimero em um
frasco de vidro, 5 ml de tampéo fosfato de sédio a 20 mM (pH 7,4) foram
adicionados e a mistura agitada vigorosamente a 4°C. A dispersdo do poii-
mero foi submetida a tratamento ultrassénico por aproximadamente 15 minu-
tos (intervaio de 1 segundo, rendimento: Baixo), utilizando um Biodisruptor
(Unidade de Alta Poténcia, produto da Nissei Corp.) enquanto resfriada em
gelo, para obter uma solugdo de micelas vazias com concentracgio de poli-
mero de 30 mg/mil. Em seguida a adicdo de tampéo fosfato de sddio a 20
mM (pH 7,4) para ajuste para 10 mg/ml {1 mlL}), o polipeptideo basico meliti-
na (Sigma-Aldrich Corp.) (1 mg) foi adicionado e a mistura deixada em re-
pouso durante a noite a 4°C, sendo submetida a seguir a filtragao em gel
(Sepharose® CL-4B, GE Healthcare Bioscience, 14 x 30 cm). A concentra-
¢éo de melitina em cada fragd@o recuperada (eluente: tampéao fosfato de s6-
dio a 20 mM (pH 7,4}, vazao: 1,0 ml/min, volume de fragdo: 1 mi) foi analisa-
da utilizando um Ensaio BCA para Proteina (Pierce Corp.). A eficiéncia do
encapsulamento foi calculada pela seguinte férmula:

{Teor protéico em fracao de micela) x 100
Teor protéico total em todas as fragdes

Eficiéncia de encapsulamento (%) =

A eficiéncia do encapsulamento foi de 71% para PEG-POLA 12-
40(65) e de 48% para PEG-POLG 12-40(65). Os resultados indicam que po-
lipeptideos com pesos moleculares de aproximadamente 2.800 podem ser
encapsulados eficientemente.

Exemplo 14 (Teste 1 de administragao intravenosa em ratos de fator estimu-
lador de coldnias de granuldcitos humano encapsulado em micelas)

O copolimero em bloco utilizado foi polietilenoglicoi-co-
polioctilamida de acido aspartico (a seguir denominado PEG-PONLA. Este
polimero compreende 50% de residuo de aminoacido da férmula geral (1),
em que Rs é -NH- e Rs € um grupo octila, e 50% de residuo de aminoacido
em gue Rs é -NH- e Rg € um grupo octila substituido com um grupo amino (o
mesmo abaixo nesta exposi¢ao)). Apds pesar precisamente 30 mg de PEG-
PONLA 12-40(50) em um frasco de vidro, 2 mil de tampao fosfato a 20 mM



10

15

20

25

40

contendo 5% de glicose (pH 7,4) foram adicionados e, em seguida, um Bio-
disruptor (Unidade de Alta Poténcia, produto da Nissei Corp.) foi utilizado
para sonicagao por aproximadamente 10 minutes (intervalo de 1 segundo,
rendimento: Baixo) enquanto resfriados em geio, para preparar micelas vazi-
as. Fator estimulador de coldnias de granulécitos humano recombinante (G-
CSF, Green Cross) (pl: aproximadamente 6,0) (300 ug/ml, 1 ml) foi adiciona-
do e a mistura deixada em repouso por todo um dia a 4°C. O G-CSF nao-
encapsulado foi removido em seguida, utilizando uma unidade de ultrafiitra-
¢ao [AMICON® ULTRA-4 pela Millipore (limite molecular: 100.000)} para pre-
parar micelas para o experimento seguinte com animais.

Ratos Wistar machos de seis semanas de vida foram divididos
em grupos de 3 ratos cada (6 ratos por grupo para a solugao isolada) e a
solugao em teste foi administrada através da veia do rabo em dose de 100
ug/kg da solugéo em teste. 5 minutos e 1, 3, 6, 9 e 24 horas apds a adminis-
tragao, cerca de 0,2 ml de sangue foram coletados da veia cervical utilizando
uma seringa revestida com heparina. A amostra foi centrifugada imediata-
mente em 13.800 rpm, 4°C (EF-1300, ECO-Fuge™, Tomy Seiko Co., Ltd.) e
o plasma foi colhido e armazenado a -30°C até ser analisado. Um kit ELISA
para G-CSF Humano RayBio® (RayBiotech Inc.) foi utilizado para ensaio de
concentragao plasmatica.

Os resultados do ensaio sao apresentados na Figura 6, e 0s pa-
rametros farmacocinéticos, calculados de acordo com um modelo nao-
companimental, sdo apresentados na Tabela 2. O encapsulamentc em mice-
las aumentou a AUC em 3 vezes e prolongou a meia-vida em 2 vezes.
Tabela 2 Parametros farmacocinéticos para fator estimuiador de coldnias de
granulécitos humano encapsulado em micelas poliméricas ou fator estimuia-
dor de coidnias de granuldcitos humano em solugdo, apds administragao

intravenosa para ratos.

Micelas de PEG-
PONLA 12-40(50)
AUC s (% dose/ml-h) 7,4 22
Tz (D) 2,6 4.1

Parametros farmacocinéticos Solucéo
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Micelas de PEG-

Pardmetros farmacocinéticos Solugao
PONLA 12-40(50)
Cl (mL/h/corpo) 13 4,4
MRTinr (h) 1,9 2,8
Vss {mi/corpo) 25 13

Exemplo 15 (Teste 2 de administragao intravenosa em ratos de fator estimu-
lador de coldnias de granulécitos humano encapsulado em micelas)

O copolimero em bloco utilizado foi PEG-POLG. Apds pesar
precisamente 30 mg de PEG-POLG 12-40(65) em um frasco de vidro, 2 ml
de tampdo MES a 20 mM (pH 5,0) foram adicionados e, em seguida, um Bi-
odisruptor (Unidade de Alta Poténcia, produto da Nissei Corp.) foi utilizado
para sonicacido por aproximadamente 10 minutos (intervalo de 1 segundo,
rendimento: Baixo) enquanto resfriados em gelo, para preparar micelas vazi-
as. Uma solugdo de G-CSF humano recombinante (Green Cross) (300
ng/ml, 1 ml) foi adicionada e a mistura deixada em repouso por um dia a
4°C. O G-CSF ndo-encapsulado foi removido em seguida utilizando uma
unidade de ultrafiltracdo [AMICON® ULTRA-4 da Millipore (limite molecular:
100.000)] e diluido com tampao fosfato a 20 mM contendo 5% de glicose
(pH 7,4) para uso como micelas para um experimento com animais. As mice-
las foram administradas por via intravenosa para o0s ratos em dose de 100
ug/mi de G-CSF, na mesma maneira conforme no Exemplo 12. O sangue toi
coletado e a concentragao, analisada na mesma maneira.

Os resultados sao apresentados na Figura 7 e os parametros
farmacocinéticos calculados de acordo com um modelo nao-compartimental,
na Tabela 3. O encapsulamento em micelas poliméricas de granulécitos hu-
mano aumentou a AUC em 15 vezes e prolongou a meia-vida em 5 vezes,
comparado com a solugéo, e a concentragdo plasmatica pode ainda ser de-
tectada até mesmo 120 horas apds a administragao. Estes resultados indi-
cam que a proteina encapsulada em micelas permanece na circulag@o san-
guinea por tempo prolongado sem liberagao inicial.

Tabela 3 Parametros farmacocinéticos para fator estimulador de coldénias de
granulécitos humano encapsulado em micelas peliméricas ou fator estimula-
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dor de coldnias de granulécitos humano em solugdo apds administragao in-

travenosa para ratos.

Micelas de PEG-

Parametros farmacocinéticos Solugao
POLG 12-40(65)
AUCy (% dose/ml-h) 7.4 111
Ta2 (h) 2,6 14
Cl (mL/h/corpo) 13 0,80
MRT (h) 1,9 12
Vss (mi/corpo) 25 11

A explica¢do acima da invencao pretende meramente servir para

concretizagao ilustrativa. Devera ser entendido que varias modificagdes a

mesma poderao ser implementadas como aquelas incluidas no conceito e

escopo da invengao. As reivindicagdes destinam-se, por conseguinte, a se-

rem interpretadas de modo a abranger todas estas modificagées.



REIVINDICAGOES
1. Composigao de micela polimérica de encapsulamento de poli-
peptideos ou proteinas, compreendendo um copolimero em bloco com seg-
mentos hidrofilicos, compostos por polietilenoglicol, e segmentos hidrofdbi-
5 cos, compostos por poliaminoacido selecionado do grupo constituido por
aminoacidos acidos, derivados hidrofébicos destes e por misturas dos referi-
dos aminoécidos acidos e os referidos derivados hidrofébicos.
2. Composigao de acordo com a reivindicacdo 1, em que os de-
rivados hidrofébicos dos aminoacidos acidos sdo ésteres alquila de aminoa-
10 cido acido ou alquilamidas de aminoéacido acido.
3. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 1, em que 0s a-
minoacidos acidos séo acido aspartico e acido glutamico.
4. Composi¢ao de acordo com a reivindicagao 1, em que o copo-

limero em bioco possui a férmula (1) ou (li) seguinte:

R (OCH, CH,95—1, (COCHNH}5——(COR, CHNH)-; R;
! | (1)
(Cilig) . (I:=O
=0 R
| |
?5 Ra
R
15 ou
R;““‘""“(OCH; CH:} T Lz ("RCHCO)‘“{"‘“""(N!‘CHR'{ CO}_,“_ Rq
| | (D
(C}ilz ) ¥ ?=0
e
l;s Rs
Re

em que Ry e Rj representam, cada um independentemente, hidrogénio ou
grupo alquila pequeno, seja nao-substituido ou substituido com um grupo
funcionai opcional de protecdo, Ry representa hidrogénio, um grupo C-Cog
carbonila alifatico ou grupo ariicarbonila, saturado ou nao-saturado, Ry re-
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presenta um grupo hidroxila, um grupo C;-Cag 6xi ou aril-baixo alquildxi alifa-
tico, saturado ou nao-saturado, Rs representa -0- ou -NMH-, Rg representa
hidrogénio, fenila, -(CHz)s- fenila, C4-Cie alquila, seja nao-substituido ou
substituido com grupo amino ou grupo carboxila, ou benzila, R; representa
metileno, n representa um numero inteiro de 10-2500, x representa um nu-
mero inteiro de 10-300, com a ressalva de que se m estiver presente, as u-
nidades de (COCHNH) e as de (COR;HNH) serdo aleatérias, Re podera ser
selecionado para cada unidade de aminodcido, em um copolimero em bloco
e estara aleatoriamente presente, porém hidrogénio, como Re, constituira
menos de 60% do numero tal de Re, y representa o nimero integro 1 ou 2,
L representa um grupo de ligagao, selecionado do grupo constituido por -
NH-, -O-, -0O-Z-NH-, -CO-, CH2-, -0O-Z-8-Z- ¢ -OCO-Z-NH-, onde cada Z re-
presenta independentemente um grupo C+-Cs alquileno e Lo representa um
grupo de ligagao, selecionado do grupo constituido por -OCQO-Z-CO- e -
NHCO-Z-CO-, onde Z € um grupo C4-Cs alquileno.

5. Composigao de acordo com a reivindicagdo 4, em que a taxa
de esterificagao ou amidagao de poliaminoacidos da cadeia lateral do copo-
limero em bloco é de 40-100%.

6. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes
de 1 a 5, em que o ponto isoelétrico (pt) da proteina ou polipeptideo é 3 -
11,5.

7. Método de preparo de composi¢cdo de micela polimérica, de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 6, caracterizada por
compreender uma etapa de mistura do copolimero em bloco com a proteina
ou polipeptideo, e ajuste do pH da mistura para um pH diferente do ponto
isoelétrico {(pl) da proteina ou polipeptideo para permitir o encapsulamento
da proteina ou polipeptidec na regiao central hidrofébica das micelas com-
postas pelo copolimero em bloco,
em que a relagao entre o pl da proteina ou do polipeptideo, o ponto isoelétri-
co (pl') do aminoacido acido e/ou de seus derivados, presentes nos segmen-
tos hidrofdbicos do copolimero em bloco, e o pH diferente daquele do pl é a

seguinte:
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pl > pH > pl'
para que 0s segmentos hidrofdbicos do copolimero em bloco exibam carga
negativa no pH, enquanto que a proteina ou polipeptideo exibem carga posi-
tiva, ou esta relagéao é.

pl' > pH > pl
para que os segmentos hidrofébicos do copolimero em bloco exibam carga
positiva no pH, enquanto que a proteina ou polipeptideo exibem carga nega-
tiva.

8. Método de acordo com a reivindicagao 7, em que o pH possui
uma diferenga de, pelo menos, 1 do pl da proteina ou do polipeptideo.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "POLIPEPTIDEO FISIOLOGICAMENTE ATIVO, MI-
CELA POLIMERICA COM PROTEINA EM SEU INTERIOR E PROCESSO
PARA PRODUCAO DA MICELA POLIMERICA".

A presente invengao refere-se a uma composigdc de micela po-
limérica, derivada de copolimero em bloco, para encapsulamento de polipep-
tideo ou de proteina fisiologicamente ativo, compreendendo segmentos hi-
drofilicos e segmentos hidrofébicos.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

