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(57) Resumo: COMPOSICAO FARMACEUTICA. A presente invencao refere-se a uma composicao
farmacéutica que compreende a combinacgéo de (i) pelo menos uma nanoparticula biocompativel e de
(i) pelo menos um carreador que compreende pelo menos um composto farmacéutico, a ser
administrada a um individuo que precisa de tal composto farmacéutico, em que a combinac¢éo da pelo
menos uma nanoparticula biocompativel e do pelo menos um carreador que compreende o(s)
composto(s) farmacéutico(s) potencializa a eficiéncia do(s) composto(s) de interesse. A dimensdo mais
longa da nanoparticula biocompativel esta, tipicamente, entre cerca de 4 e cerca de 500 nm e seu valor
de carga de superficie absoluto é de pelo menos 10 mV (|10 mV]). O carreador &, além disso,
desprovido de qualquer agente de estabilizacdo de superficie estericamente. A invencao se refere
também a tal composicao para uso para administracdo do(s) composto(s) farmacéutico(s) a um
individuo que precisa do(s) mesmo(s), em que pelo menos uma nanoparticula biocompativel e pelo
menos um carreador que compreende pelo menos um composto farmacéutico devem ser administrados
separadamente a um individuo que precisa do dito composto farmacéutico, tipicamente entre mais de 5
minutos e cerca de 72 horas um do outro.
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COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO A COMBINACAO DE UM
LIPOSSOMA E UM CARREADOR QUE COMPREENDE UM COMPOSTO
FARMACEUTICO

CAMPO DA INVENCAO

[001] A invencdo refere-se a uma composicgédo
farmacéutica que compreende a combinacdo de (i) pelo menos
uma nanoparticula biocompativel e (ii) pelo menos um
carreador que compreende pelo menos um composto de interesse,
tipicamente pelo menos um composto farmacéutico, a ser
administrada a um individuo que precisa de pelo menos um
composto de interesse, em que a combinacdo da pelo menos uma
nanoparticula biocompativel e do pelo menos um carreador que
compreende pelo menos um composto de interesse potencializa a
eficiéncia do(s) composto(s) de interesse. A dimensdo mais
longa da nanoparticula biocompativel estéd, tipicamente, entre
cerca de 4 e cerca de 500 nm e seu valor de carga de
superficie absoluta é de pelo menos 10 mv (|10 mv]). O
carreador é desprovido de qualquer agente de estabilizacdo de
superficie estericamente.

[002] A invencéao refere-se também a tal
composicdo para uso para administracdo do(s) composto(s) de
interesse a um individuo que precisa do mesmo, em que pelo
menos uma nanoparticula por um lado e pelo menos um carreador
que compreende o(s) composto(s) de interesse por outro lado
devem ser, de preferéncia, administrados sequencialmente ao
dito individuo, tipicamente entre mais de 5 minutos e cerca
de 72 horas um do outro.

[003] A administragcdo combinada e, tipicamente,
sequencial ao individuo da pelo menos uma nanoparticula

biocompativel e do pelo menos um carreador que compreende
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o(s) composto(s) de interesse mantém o beneficio farmacéutico
(isto ¢é, terapéutico, profildtico ou de diagndéstico) do(s)
dito(s) composto(s) de interesse para uma toxicidade reduzida
dos mesmos no dito individuo ou aumenta seu Dbeneficio
farmacéutico para uma toxicidade equivalente ou reduzida em
comparagdo com o beneficio farmacéutico e toxicidade induzida
pelo(s) dito(s) composto(s) quando administrado(s) na dose
farmacéutica padrdo, tipicamente na auséncia de qualquer
nanoparticula e/ou carreador biocompativel.

[004] A composicdo farmacéutica da invencéao

permite, tipicamente, uma redugdo de pelo menos 10% da(s)

dose(s) farmacéutica(s) administrada(s) em comparagdo com
a(s) dose (s) farmacéutica (s) padréao do (s) dito(s)
composto (s), tipicamente na auséncia de qualquer

nanoparticula biocompativel e/ou carreador, ao mesmo tempo em
que mantém o mesmo beneficio farmacéutico para uma toxicidade
equivalente, de preferéncia uma toxicidade reduzida, para o
individuo ou ao mesmo tempo em gque aumenta o beneficio
farmacéutico para uma toxicidade reduzida ou equivalente para
o individuo.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[005] O uso de nanotecnologias para distribuir
agentes terapéuticos e de diagndéstico de forma mais segura e
eficiente aos pacientes tem levado a um maior interesse no
campo durante as Ultimas décadas. Surgiram sistemas de
distribuicdo de farmacos, tipicamente carreadores, tais como
lipossomas, emulsdes ou micelas, gque se destinam a maximizar
a eficédcia terapéutica de farmacos gracas ao controle de seu
perfil de Dbiodistribuicéao. Estes sistemas oferecem a

possibilidade de encapsular um farmaco pouco soluvel para
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proteger um farmaco contra destruicdo ou eliminacdo e/ou
modificar a circulacgdo sanguinea e distribuicdo de um
farmaco.

[006] A rapida depuracdo sanguinea observada da
primeira geragdo de sistemas de distribuicdo de farmacos
(DDSs) (em virtude de sua captura pelo sistema fagocitico
mononuclear (MPS)) levou ao desenvolvimento de uma segunda
geracdo de DDSs que exibem uma superficie modificada por
agentes de estabilizacdo estericamente selecionados para
conferir propriedades de "ocultacdo" ao DDS quando ligados a
sua superficie. Estes agentes s&o, tipicamente, polimeros
flexiveis e/ou hidrofilicos, tais como polimeros de
polietileno glicol (PEG) e, tipicamente, podem proporcionar
cargas de superficie que sdo ligeiramente negativas ou
positivas. A estabilizacdo estérica impede a ligacdo néo
especifica da superficie do DDS aos componentes sanguineos e
reduz sua rapida absorcdo e depuracdo in vivo pelas células
do sistema fagocitico mononuclear (MPS), levando a tempos
prolongados de circulagdo sanguinea do DDS [Jain K.R. e
Stylianopoulos T. Delivering nanomedicine to solid tumors.
Nature Reviews. Clinical Oncology 2010, 7, 653-664]. Os
sistemas de distribuicéo de fadrmaco farmacéuticos em
nanoparticulas de longa circulacdo lipossdmicas (NDDSs) sdo o
tipo de NDDS mais frequentemente estudado; contudo, os
polimeros anfifilicos sintéticos também tém sido usados para
estabilizar estericamente outros tipos de NDDS para alterar
sua biodistribuicdo [Torchilin V.P. Multifunctional, stimuli-
sensitive nanoparticulate systems for drug delivery. Nature
Reviews. Drug Discovery 2014, 13, 813-827].

[007] Apesar deste tempo aumentado de
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circulacéo sanguinea (isto e, transporte sanguineo
aprimorado), o qual se acredita ser Dbenéfico para a
distribuigcdo do composto terapéutico ao seu local alvo,
descobriu-se que o revestimento polimérico flexivel e/ou
hidrofilico, tipicamente o revestimento de PEG, compromete a
distribuic¢do intracelular do composto farmacéutico (isto &, a
liberacédo do composto em seu local alvo) o que, por fim,
resulta em perda de atividade para o sistema de distribuicéo.
Uma forma de superar esta limitagdo é usar sistemas de PEG

clivaveis. No entanto, a complexidade crescente na concepcgdo

de tais carreadores pode gerar dificuldades na
reprodutibilidade das propriedades de superficie do
carreador, resultando em variabilidade lote a lote

inaceitédvel. Além disso, a extensdo de exposicdo deste DDS
"ocultos" foi relacionada a mais eventos adversos. Descobriu-
se que O DOXIL, uma formulacdo 1lipossdmica peguilada que
compreende doxorrubicina, por exemplo, produz efeitos
adversos graves, tais como sindrome mdo-pé ou mucosite. O
revestimento hidrofilico dos lipossomas foi questionado como
talvez facilitando seu acumulo na gldndula sudoripara écrina
nas palmas das mdos e plantas dos pés [Pegylated liposomal
doxorubicin-related palmar-plantar erythro dysesthesia
("hand-foot' syndrome). D. Lorusso et al. Annals of Oncology.
2007; 18, 1159-1164].

[008] O documento W02005/063305 se refere a um
conjunto que compreende uma microvesicula cheia de gés
(tipicamente com um tamanho de pelo menos 0,5 um) e um
componente (com um tamanho de cerca de menos de 100 nm)
associado a dita microvesicula. O conjunto resultante deve

ser usado como um componente farmaceuticamente ativo em
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formulacdes de diagndéstico e/ou terapeuticamente ativas. Os
dois componentes, 1isto é, a microvesicula cheia de gds e o
componente associado a microvesicula, sdo administrados
simultaneamente, tipicamente para melhorar a formacdo de
imagens no campo de imagiologia de contraste por ultrassom,
incluindo 1imagiologia por ultrassom alvo, distribuicgdo de
farmaco mediada por ultrassom e outras técnicas de
imagiologia.

[009] Conforme é evidente a partir do estado da
técnica e apesar de uma necessidade médica prolongada, a
distribuicdo segura e eficiente de compostos farmacéuticos
(incluindo compostos terapéuticos, profildticos, bem como de
diagnéstico) ao(s) seu(s) local(is) alvo continua a ser uma
preocupacdo. H& uma clara necessidade de melhorar a eficacia
e seguranca do composto, isto é, o transporte e liberacdo do
composto farmacéutico, de modo que o dito composto alcance
seu local alvo em um individuo na gquantidade necessaria e
suficiente para obter o efeito diagnéstico, terapéutico ou
profiladtico desejado.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[010] A presente invencdao permite agora
otimizar a eficiéncia de um composto de interesse (no
presente documento também simplesmente identificado como "o
composto") qualquer que seja seu uso pretendido no contexto
de terapia, profilaxia ou diagnbéstico. A composicgdo descrita
no presente documento, a qual é uma combinacdo de (i) pelo
menos uma nanoparticula biocompativel e de (ii) pelo menos um
carreador que compreende pelo menos um composto de interesse,
otimiza os pardmetros farmacocinéticos do pelo menos um

composto de interesse e, como uma consequéncia, torna agora
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possivel o desenvolvimento de compostos farmacéuticos os
quais nédo poderiam, de outro modo, ter sido desenvolvidos em
virtude, por exemplo, de sua toxicidade inaceitéavel.
Tipicamente, a nanoparticula biocompativel ndo é usada como
tal como um composto farmacéutico, isto é, como um composto

terapéutico, profilatico ou de diagndstico.

[011] Uma composicgéo tipica da invencéo
(geralmente identificada no presente documento como
"composicdo farmacéutica) é uma composicdo que compreende a

combinacdo de (i) pelo menos uma nanoparticula biocompativel
e (ii) pelo menos um carreador que compreende pelo menos um
composto ("o composto de interesse"), em Qgque a maior ou
dimensdo mais 1longa da nanoparticula biocompativel esté,
tipicamente, entre cerca de 4 nm e cerca de 500 nm e o valor
de carga de superficie absoluta da nanoparticula
biocompativel é de pelo menos 10 mV e em que o carreador é
desprovido de qualquer agente de estabilizacdo de superficie
estericamente, 1isto é, desprovido de polimero flexivel e/ou
hidrofilico, de preferéncia desprovido de polimero
hidrofilico com uma carga ligeiramente negativa ou positiva
na superficie do carreador, tal como PEG.

[012] Tipicamente, a proporcdo entre as (pelo
menos uma) nanoparticulas biocompativeis e os (pelo menos um)
carreadores que compreendem pelo menos um composto de
interesse estd entre 0,1/1 e 1000/1 ou 0,5/1 e 1000/1, de
preferéncia entre 0,5/1 e 500/1, ainda mais preferivelmente
entre 0,5/1 e 300/1.

[013] Os termos "cerca de" e "em torno de",
quando associados a um valor tal como, por exemplo, um

tamanho de uma nanoparticula ou um intervalo de tempo,
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indicam gque uma variacdo no valor indicado, a qual seria
reconhecida por aqueles versados na técnica como pequena
variacdao, n&o tem um impacto substancial sobre as
propriedades do objeto ao qual eles estdo associados e que o
dito objeto permanece no espirito da invengdo reivindicada.

[014] Um objetivo preferido da invencdo € uma
composicdo farmacéutica que compreende a combinacdo de (i)
pelo menos uma nanoparticula biocompativel e de (ii) pelo
menos um carreador que compreende pelo menos um composto de
interesse, tipicamente pelo menos um composto farmacéutico,
em qgue a maior ou dimensdo mais longa da nanoparticula
biocompativel estd entre cerca de 4 nm e cerca de 500 nm e o
valor de carga de superficie absoluta da nanoparticula
biocompativel é de pelo menos 10 mV (|10 mV|) e em que o
carreador é desprovido de qualquer agente de estabilizacédo de
superficie estericamente, para uso para administracdo do pelo
menos um composto de interesse a um individuo que precisa do
mesmo, em que pelo menos uma nanoparticula biocompativel por
um lado e pelo menos um carreador que compreende O pelo menos
um composto de interesse por outro lado devem ser, de
preferéncia, administrados separadamente a um individuo que
precisa do dito pelo menos um composto de interesse,
tipicamente entre mais de 5 minutos e cerca de 72 horas um do
outro, e em qgque a nanoparticula biocompativel n&o é usada
como tal como um composto farmacéutico.

[015] A administrag¢do combinada e, tipicamente,
sequencial ao individuo da pelo menos uma nanoparticula
biocompativel e do pelo menos um carreador que compreende o©
composto ou compostos de interesse, através da composicédo da

invencdo confere (mantém), tipicamente, o mesmo beneficio
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(isto ¢é, terapéutico, profildtico ou de diagndéstico) do(s)
composto(s) para uma toxicidade reduzida do(s) mesmo(s) para
o individuo ou aumenta o Dbeneficio farmacéutico do(s)
composto(s) para uma toxicidade equivalente ou reduzida para
o0 individuo (de preferéncia uma toxicidade reduzida) em
comparagdo com O Dbeneficio farmacéutico e a toxicidade
induzida pela dose farmacéutica padrdo do(s) dito(s)
composto (s), tipicamente na auséncia de qualquer
nanoparticula biocompativel e/ou carreador.

[016] A composicdo farmacéutica da invencéao
permite, tipicamente, uma redugdo de pelo menos 10%, de
preferéncia pelo menos 15%, da(s) dose(s) de composto

farmacéutico administrado (isto ¢é, terapéutico, profiléatico

ou de diagndéstico) em comparagao com a(s) dose (s)
farmacéutica (s) padrdo do dito composto ou compostos,
tipicamente na auséncia de qualquer nanoparticula
biocompativel e/ou carreador, (i) ao mesmo tempo em gue

mantém o mesmo beneficio farmacéutico para uma toxicidade
equivalente, de preferéncia uma toxicidade reduzida, para o
individuo ou (ii) ao mesmo tempo em gque aumenta o beneficio
farmacéutico para uma toxicidade equivalente ou reduzida para
o individuo.

A NANOPARTICULA BIOCOMPATIVEL

[017] Uma vez que o formato da particula pode
influenciar sua "biocompatibilidade", ©particulas com um
formato Dbastante homogéneo s&o preferidas no presente
documento. Por razdes farmacocinéticas, nanoparticulas
essencialmente esféricas/redondas ou ovoides sdo, assim,
preferidas. Tal formato também favorece a interacgdo das

nanoparticulas com ou a absorgdo pelas células. O formato
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esférico/redondo é particularmente preferido.

[018] No espirito da invencéo, o termo
"nanoparticula" se refere a um produto, em particular um
produto sintético, com um tamanho na faixa de nandmetros,
tipicamente entre cerca de 1 nm e cerca de 500 nm, de
preferéncia entre cerca de 4 nm e cerca de 500 nm, entre
cerca de 4 nm e cerca de 400 nm, cerca de 30 nm e cerca de
300 nm, cerca de 20 nm e cerca de 300 nm, cerca de 10 nm e
cerca de 300 nm, por exemplo, entre cerca de 4 nm e cerca de
100 nm, por exemplo, entre cerca de 10 nm, 15 nm ou 20 nm e
cerca de 100 nm ou entre cerca de 100 nm e cerca de 500 nm,
tipicamente entre cerca de 100 nm e cerca de 300 nm.

[019] Os termos "tamanho da nanoparticula",
"maior tamanho da nanoparticula" e "tamanho mais longo da

nanoparticula" no presente documento se referem, tipicamente,

a "maior ou dimensdo mais longa da nanoparticula" ou
"didmetro da nanoparticula" quando de formato
esférico/redondo ou ovoide. Microscopia Eletrdnica de

Transmissdo (TEM) ou Cryo-TEM pode ser usada para medir o
tamanho da nanoparticula. Além disso, Dispersdo Dindmica de
Luz (DLS) pode ser usada para medir o didmetro hidrodinémico
das nanoparticulas em solucdo. Estes dois métodos podem ainda
ser usados um apds o outro para comparar o didmetro
hidrodindmico de wuma nanoparticula medido por DLS com o©
tamanho da dita nanoparticula medido por TEM ou Cryo-TEM para
confirmar o dito tamanho. Um método preferido é DLS (Ref.
International Standard 1IS022412 Particle Size Analysis -
Dynamic Light Scattering, International Organisation for
Standardisation (ISO) 2008).

[020] Para ser utilizéavel no contexto da
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invencdo, a carga de superficie eletrostatica absoluta
(também identificada no presente documento como "carga" ou
"carga de superficie") da nanoparticula biocompativel deve
ser maior do que |10 mV|] (valor absoluto). A carga de
superficie de uma nanoparticula é, tipicamente, determinada
por medicgdes do potencial =zeta em meio agquoso para uma
concentracdo de nanoparticulas entre 0,2 e 10 g/L, para um pH
entre 6 e 8 e, tipicamente, para concentracdes de eletrdlitos
no meio aquoso entre 0,001 e 0,2 M, por exemplo, 0,01 M ou
0,15 M.

[021] Tipicamente, a nanoparticula
biocompativel da presente invencdo tem uma carga de
superficie eletrdbnica de pelo menos 110 mV, isto &, abaixo de
- 10 mV ou acima de + 10 mV, por exemplo, abaixo de entre -
12 mV ou - 15 mV e - 20 mV ou acima de entre + 12 mV ou + 15
mvV e + 20 mV, tipicamente abaixo de - 15 mV ou acima de + 15
mV. De preferéncia, a nanoparticula biocompativel da presente
invencdo tem um valor de carga de superficie eletrdnica
absoluto ("valor de carga de superficie absoluta") acima de
10 mV, a dita carga sendo, ainda mais preferivelmente, uma
carga negativa.

[022] As propriedades combinadas, tamanho e
carga de superficie das nanoparticulas permitem uma
circulacao sanguinea curta das nanoparticulas e
extravasamento no 6rgdo do figado. Portanto, ao administrar
sequencialmente as nanoparticulas biocompativeis da invencéo
e o carreador que compreende o(s) composto(s) de interesse,
nenhuma cocirculagcdo ou cocirculagcdo limitada dos dois
compostos (isto ¢é, da nanoparticula Dbiocompativel e do

carreador que compreende o(s) composto(s) de interesse) é
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obtida. Portanto, as propriedades combinadas, o tamanho e a
carga de superficie das nanoparticulas Dbiocompativeis
permitem o uso seguro do(s) composto(s) de interesse, ao
mesmo tempo em que confere (mantém) o mesmo beneficio
farmacéutico (isto &, terapéutico, profilatico ou de
diagndéstico) para uma toxicidade reduzida do(s) mesmo(s) para
o0 individuo, isto ¢é, ao mesmo tempo em que aumenta o
beneficio farmacéutico do(s) composto(s) para uma toxicidade
equivalente ou reduzida do(s) mesmo(s) para o individuo (de
preferéncia uma toxicidade reduzida) em comparagdo com O
beneficio farmacéutico e a toxicidade induzida pela dose

farmacéutica padrdo do(s) dito(s) composto(s), tipicamente na

auséncia de qualquer nanoparticula e/ou carreador
biocompativel.
[023] Contanto que ela seja carregada, a

nanoparticula utilizdvel no contexto da invencdo pode ser
orgédnica ou inorgdnica. Uma mistura de nanoparticulas
orgénicas e inorgénicas pode ainda ser usada.

[024] Quando orgdnica, a nanoparticula pode ser
uma nanoparticula com base em lipidios (lipidios de glicerol,
fosfolipidio, 1lipidio de esterol, etc.), tal como uma
nanoparticula de lipidio sdélido, uma nanoparticula com base

em proteina também identificada no presente documento como

"nanoparticula de proteina" (albumina, por exemplo), uma
nanoparticula com base em polimero ("nanoparticula
polimérica"), uma nanoparticula de copolimero ("nanoparticula

copolimérica"™), uma nanoparticula com base em carbono, uma
nanoparticula de tipo virus (por exemplo, um vetor viral).
[025] A nanoparticula orgénica pode ainda ser

uma nanoesfera (nanoparticula simples) ou uma nanocapsula
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(nanoparticula oca), tal como um lipossoma, um gel, um
hidrogel, uma micela, um dendrimero, etc. Uma mistura das
nanoparticulas orgédnicas descritas no presente documento
também pode ser usada. O polimero ou copolimero pode ser de
origem natural ou sintética.

[026] Exemplos de polimeros ou copolimeros
sintéticos (artificiais) e naturais utilizaveis no contexto
da invencdo para preparar nanoparticulas orgdnicas podem ser
selecionados a partir de 4&cido polilactico (PLA), éacido
poli(lactida-co-glicélico) (PLGA), polietileno glicol (PEG),
poligalactina, polilactida, ésteres de polioxietileno de
dcidos graxos, polipropileno glicol, polissorbato, &lcool
(poli)vinilico, poliacrilamida, polimetilmetacrilato,
polialquilcianocacrilato, Polilactato-co-glicolato, Poli (amido
amina), Poli(etilenoimina), alginato, celulose e polimeros
derivados de celulose, coldgeno, A&cido hialurdénico, 4acido
poliglutémico (PGA), actina, polissacarideo e gelatina.

[027] Quando inorgdnica e quando sua dimenséo
mais longa estéd, tipicamente, abaixo de cerca de 10 nm, por
exemplo, abaixo de cerca de 8 nm, abaixo de cerca de 7 nm,
tipicamente compreendida entre cerca de 7 nm e cerca de 4 nm,
por exemplo, abaixo de cerca de 6 nm, abaixo de cerca de 5 nm
ou abaixo de cerca de 4 nm, a nanoparticula pode ser feita de
qualgquer material inorgénico. O material inorgénico pode
compreender, por exemplo, um elemento metdlico do periodo 3,
4, 5, 6 da Tabela Periddica de Mendeleev, incluindo os
lantanideos. Quando a dimensdo mais longa da nanoparticula
esté, tipicamente, abaixo de cerca de 10 nm, as
nanoparticulas podem ser montadas em estruturas maiores. A

montagem de nanoparticulas em uma estrutura maior pode,

Peticio 870230067780, de 02/08/2023, pag. 24/115



13/39

tipicamente, ser desencadeada por interacéo entre as
nanoparticulas e (um) polimero (s) biocompativel (is),
proteina(s), etc. Também podem ser obtidas estruturas maiores
através de captura das nanoparticulas em um carreador,
tipicamente um carreador simples, tal como uma estrutura de
gelatina (também identificada no presente documento como
"nanoparticula de gelatina") ou um carreador oco, tal como um
lipossoma. Apds administracdo in vivo, aquelas estruturas
maiores podem ainda ser concebidas por agueles versados na
técnica para liberar as nanoparticulas.

[028] Quando 1inorgdnica e quando a dimenséo
mais longa da dita nanoparticula é, tipicamente, de pelo
menos 10 nm, tipicamente entre 10 e 500 nm, a nanoparticula
pode compreender pelo menos um de, ou pode consistir em (1)
um ou mais elementos metdlicos divalentes selecionados, por
exemplo, a partir de Mg, Ca, Ba e Sr, (ii) um ou mais
elementos metdlicos trivalentes selecionados, por exemplo, a
partir de Fe e Al e (iii) um ou mais elementos metédlicos
tetravalentes que compreendem Si.

[029] Em uma modalidade particular, o material
inorgdnico da nanoparticula é selecionado a partir de (i) um
ou mais elementos metdlicos divalentes selecionados, por
exemplo, a partir de Mg, Ca, Ba e Sr (ii) um ou mais
elementos metdlicos trivalentes selecionados, por exemplo, a
partir de Fe e Al e (iii) um ou mais elementos metalicos
tetravalentes que compreendem Si.

[030] Em uma outra modalidade particular, o
material inorgdnico da nanoparticula é selecionado a partir
de carbonato de célcio (CaCo03), carbonato de magnésio

(MgCO3), hidréxido de magnésio (Mg (OH)2),, hidréxido de ferro
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(Fe (OH)2), oxi-hidréxido de ferro (FeOOH), ©O6xido de ferro
(Fes0s4 ou Fe03),, O6xido de aluminio (Als304), hidrdéxido de
aluminio (Al (OH)3), oxi-hidréxido de aluminio (A1OOH) e o6xido
de silicio (Si02).

[031] As nanoparticulas usadas nas composicdes
descritas no presente documento s&o biocompativeis, isto é&,
compativeis com tecidos vivos. Quando requerido por sua
composig¢do, as nanoparticulas devem ser, assim, revestidas
com um material biocompativel para se tornarem utilizédveis.
Em uma modalidade particular da invengdo, a nanoparticula
mencionada no presente documento é, assim, coberta com um
revestimento biocompativel.

[032] O material biocompativel pode ser um
agente que permita a interacdo com um alvo bioldégico. Esse
agente traréd, tipicamente, uma carga positiva ou negativa
sobre a superficie da nanoparticula quando a carga absoluta
da nanoparticula é de pelo menos 10 mV.

[033] Um agente que forma uma carga positiva
sobre a superficie da nanoparticula pode ser, por exemplo,
selecionado a partir de aminopropiltrietoxissilano ou
polilisina. Um agente gque forma uma carga negativa sobre a
superficie da nanoparticula pode ser, por exemplo,
selecionado a partir de um fosfato (por exemplo, um
polifosfato, um metafosfato, um pirofosfato, etc.), um
carboxilato (por exemplo, citrato ou acido dicarboxilico, em
particular acido succinico) e um sulfato.

[034] Em uma modalidade particular, contanto
que a carga absoluta da nanoparticula seja de pelo menos 10
mvV (|10 mV|), a nanoparticula pode ser revestida com um

material biocompativel que compreende um agente que exibe um
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grupo estérico, tal agente também identificado no presente
documento como um "agente de estabilizacdo de superficie
estericamente".

[035] Tal agente que exibe um grupo estérico
pode ser selecionado, por exemplo, a partir de polietileno
glicol (PEG); ¢éxido de polietileno; &lcool polivinilico;
poliacrilato; poliacrilamida (poli (N-isopropilacrilamida));
policarbamida; um biopolimero; um polissacarideo, tal como
dextrana, xilana e celulose; coléageno; um composto

Zwiteridénico, tal como polissulfobetaina; etc.

[036] 0 revestimento biocompativel pode,
vantajosamente, ser um "revestimento completo" (monocamada
completa) .

[037] Isto implica a presenca de uma densidade

muito alta de moléculas biocompativeis, criando uma carga
apropriada sobre toda a superficie da nanoparticula.

[038] 0 revestimento biocompativel pode
compreender ainda um agente de marcacdo, tipicamente um
agente que permita a visualizagdo de uma cor usando
equipamento de imagiologia padréo.

[039] A administracdo combinada da pelo menos
uma nanoparticula biocompativel Jjuntamente com pelo menos um
carreador que compreende pelo menos um composto de interesse
mantém o beneficio farmacéutico (isto é&, terapéutico,
profilatico ou de diagndstico), tipicamente terapéutico,
do(s) composto(s) de interesse para uma toxicidade reduzida
ou aumenta o beneficio farmacéutico do(s) composto(s) de
interesse para uma toxicidade equivalente ou reduzida, para o
individuo, tipicamente quando administrada ao individuo que

precisa do(s) composto(s) de interesse entre mais de 5
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minutos e cerca de 72 horas um do outro em comparac¢do com O
beneficio farmacéutico e a toxicidade induzida pela(s)
dose(s) farmacéutica(s) padrdo, tipicamente terapéutical(s),
do (s) dito(s) composto(s), tipicamente na auséncia de
qualquer nanoparticula biocompativel e/ou carreador.

[040] Em uma modalidade particular, a
administracdo combinada da pelo menos uma nanoparticula
biocompativel e do pelo menos um carreador gue compreende
pelo menos um composto de interesse permite uma reducdo de
pelo menos 10%, de ©preferéncia pelo menos 15%, do(s)
composto (s) administrado(s), tipicamente qgquando administrada
ao 1individuo gque precisa do pelo menos um composto de
interesse, entre mais de 5 minutos e cerca de 72 horas um do
outro em comparacdo com a(s) dose(s) terapéutica(s) padréao
do (s) dito(s) composto (s), tipicamente na auséncia de
qualguer nanoparticula biocompativel e/ou carreador, ao mesmo
tempo em gque mantém mesmo beneficio terapéutico para uma
toxicidade equivalente ou uma toxicidade reduzida (de
preferéncia uma toxicidade reduzida) do(s) composto(s) para o
individuo; ou ao mesmo tempo em gque aumenta o beneficio
terapéutico para uma toxicidade equivalente ou reduzida do(s)
composto(s) para o individuo. Em uma modalidade particular, a
pelo menos uma nanoparticula é administrada com vAarios
carreadores, tipicamente pelo menos dois carreadores, cada um
dos quais compreendendo pelo menos um composto de interesse.
Os compostos de interesse presentes em um primeiro carreador
podem ser idénticos ou diferentes daqueles presentes em um
segundo ou em outro carreador distinto.

[041] A nanoparticula é, de preferéncia,

eliminada do individuo ao qual ela foi administrada
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tipicamente dentro de 1 hora e 6 semanas, por exemplo, 1 més
(4 semanas), dentro de 1 hora e 1 més, por exemplo, entre 1
hora e 3 semanas ou entre 1 hora e 2 semanas ou entre 1 hora
e 1 semana apds sua administracdo a um individuo que precisa
do composto de interesse.

[042] O material qgque constitui a nanoparticula
(incluindo seu revestimento biocompativel quando presente) é
importante para determinar a biopersisténcia (isto ¢&, a
persisténcia no individuo) da nanoparticula. A nanoparticula
pode ser considerada biodegradavel (gquando constituida, por
exemplo, de um polimero biodegradavel, tal como PLGA ou PLA)
e/ou soluvel (6xido de ferro, por exemplo) ou né&o
biodegradavel e insoltvel. As nanoparticulas biodegradaveis e
soltiveis sdo eliminadas mais rapidamente do individuo do que
as nanoparticulas ndo biodegradaveis e/ou insoluveis.

O COMPOSTO DE INTERESSE

[043] Diferentes moléculas ou agentes podem ser
usados, de acordo com o presente ensinamento, como o pelo
menos um composto de interesse, tipicamente como pelo menos
um composto farmacéutico de interesse. Este composto pode ser
um composto terapéutico, profildtico ou de diagndstico,
conforme explicado anteriormente. Ele pode ser um composto
orgdnico ou um composto inorgénico.

[044] Exemplos de compostos utilizaveis como o
"composto de interesse" sdo, tipicamente, selecionados a
partir de uma pequena molécula, um composto citotdéxico e um
complexo de coordenacdo de metal de transicdo.

[045] No contexto da presente invencgdo, uma
pequena molécula é um composto orgadnico com um baixo peso

molecular (< 900 daltons) com um tamanho da ordem de 1072 m.
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A maioria dos farmacos é pequenas moléculas.

[046] Em uma modalidade particular, o composto
de interesse usado no contexto da presente invencdo é uma
pequena molécula alvo. Uma pequena molécula alvo geralmente
inibe o0s dominios enzimaticos em proteinas com mutacgdao,
excessivamente expressas ou de outro modo criticas (alvos
potenciais no contexto do tratamento de céncer) dentro das
células malignas. As pequenas moléculas alvo incluem
moléculas que tém como alvo a divis&o celular (por exemplo,
um inibidor de quinase aurora ou um 1inibidor de guinase
dependente de ciclina) ou outro mecanismo bioldégico, tal como
renovacdo de proteinas ou modificagcdo de cromatina (por
exemplo, um inibidor de histona desacetilase). Exemplos de
pequenas moléculas alvo sdo imatinibe, rapamicina,
gefitinibe, erlotinibe, sorafenibe, sunitinibe, nilotinibe,
dasatinibe, lapatinibe, bortezomibe, atorvastatina, etc.

[047] Em outra modalidade particular, o)
composto de interesse usado no contexto da presente invencdo
é um composto citotdxico, por exemplo, um agente
quimioterdpico. O composto citotdxico pode ser, por exemplo,
selecionado a partir de um agente modificador de DNA, tal
como uma antraciclina (por exemplo, doxorrubicina,
daunorrubicina, etc.); um agente algquilante (por exemplo,
melfalano ou temozolomida); e um farmaco que interfere muito
precisamente com mecanismos fisioldgicos definidos, tais como
polimerizacdo de microtibulos (por exemplo, taxol) ou sintese
de metabdlitos (por exemplo, metotrexato). Em uma modalidade
particular, o composto citotdéxico é um composto citotdxico
ativavel. A fotofrina é um exemplo de tal composto citotdxico

ativavel, tipicamente usado no contexto de Terapia
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Fotodindmica. A fotofrina é ativada por uma fonte de laser
para produzir seu efeito terapéutico.

[048] Em outra modalidade particular, o
composto de interesse usado no contexto da presente invencéo
¢ um complexo de coordenacdo de metal de transigdo. Os
complexos de coordenacdo de metal de transicdo oferecem
vantagens potenciais em relacdo aos farmacos orgdnicos mais
comuns, incluindo uma grande variedade de numeros e
geometrias de coordenacao, estados redox acessiveis,
'capacidade de sintonia' da termodinédmica e cinética de
substituicdo de 1ligante, bem como uma ampla diversidade
estrutural. As substancias com base em metais interagem com
alvos moleculares celulares, afetando as funcgdes biogquimicas,
resultando em destruicdo de células malignas. Os complexos de
coordenacdo de metal de transicdo sdo, tipicamente, agentes
citotdxicos (por exemplo, complexos de coordenacdo de
platina: cisplatina, carboplatina, oxaloplatina ou complexos
de coordenacédo de ruténio ou ouro) gque atuam sobre estruturas
de DNA.

O CARREADOR

[049] O pelo menos um composto de interesse é
encapsulado ou impregnado em um carreador ou enxertado
(ligado) a tal carreador de acordo com métodos conhecidos por
aqueles versados na técnica. Representacdes esquemdticas de
carreadores que compreendem pelo menos (um) composto(s) de
interesse sdo apresentadas na Figura 1.

[050] O carreador pode ser um carreador
orgdnico. O carreador orgédnico é, tipicamente, selecionado a
partir de um carreador lipidico (por exemplo, um

glicerolipidio, um fosfolipidio, um esterol, etc.); um
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carreador polimérico; um carreador copolimérico; um carreador
e carbono; e um carreador de tipo virus (por exemplo, um
vetor wviral).

[051] O polimero ou copolimero que constitui o
carreador pode ser de origem natural ou sintética.

[052] Exemplos de polimeros ou copolimeros
sintéticos (artificiais) e naturais utilizaveis no contexto
da invencdo para preparar O carreador podem ser selecionados
a partir de &cido polilactico (PLA), &cido poli(lactideo-co-
glicdélico) (PLGA), acido poli (glutémico) (PGRH),
poli (caprolactona) (PCL), poli (aminoacidos), poligalactina,
polilactida, ésteres de 4acidos graxos de polioxietileno,
polissorbato, alcool polivinilico, poliacrilamida,
polimetilmetacrilato, polialquilcianoacrilato, polilactato-
co-glicolato, poli (amido amina), polimeros de poli
(etilenoimina), alginato, celulose e derivados de celulose,
coléageno, acido hialurdénico, actina, polissacarideo e
gelatina.

[053] 0 carreador pode ser um carreador
inorgdnico. O <carreador inorgdnico ¢é, tipicamente, uma
nanoparticula. A nanoparticula é, tipicamente, selecionada a
partir de uma nanoparticula metalica, uma nanoparticula de
6xido metdlico e uma mistura das mesmas.

[054] ©) carreador pode ser um carreador
simples, tal como uma nanoesfera (nanoparticula simples) ou
um carreador oco, tal como uma nanocadpsula (nanoparticula
oca) .

[055] Os carreadores preferidos sdo, por
exemplo, selecionados a partir de um lipossoma, uma micela,

um carreador polimérico (ou "polimero"), um hidrogel, um
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dendrimero, um gel, um carreador copolimérico, um carreador
de proteina e um carreador inorgédnico, conforme definido no
presente documento.

[056] A superficie do carreador da presente
invencdo é, tipicamente e de preferéncia, desprovida de (ou,
em outras palavras, carece ou ndo expde) qualgquer agente de
estabilizacdo de superficie estericamente, isto ¢é, qualquer
polimero hidrofilico e/ou flexivel. Por exemplo, o carreador
da presente invencdo ¢ desprovido de, ou ndo expde, um

polimero selecionado a partir de dextrana, &acido polissialico

(PSA), dcido hialurdnico, guitosana, heparina,
polivinilpirrolidona (PVP), adlcool polivinilico (PVA),
poliacrilamida, poli (etileno glicol) (PEG) e um copolimero

com base em PEG, tal como poloxamero, poloxamina ou
polissorbato. De preferéncia, o carreador da invencdo é
desprovido de gqualquer polimero hidrofilico que traga uma
carga de superficie ligeiramente negativa ou positiva a
superficie do carreador, tal como poli (etileno glicol) (PEG)
ou copolimero com base em PEG, &lcool polivinilico (PVA) ou

polivinilpirrolidona (PVP).

[057] A composicdo farmacéutica da presente
invencdao (cf. Figura 2b) pode, vantajosamente, ser
substituida por carreadores existentes (ou sistemas de

distribuicdo de farmaco) que compreendem ou expdem um agente
de estabilizacdo de superficie estericamente (Figura 2a) tal
como, tipicamente, um polimero hidrofilico e flexivel, mais
particularmente um polimero hidrofilico o qual traz uma carga
de superficie ligeiramente positiva ou negativa para a
superficie do carreador (por exemplo, um polimero de

polietileno glicol), tal superficie negativa ou positiva
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carregada sendo considerada neutra por aqueles versados na
técnica.

[058] A  composicdo farmacéutica da presente
invencéao mantém o) beneficio farmacéutico (isto é,
terapéutico, profilatico ou de diagndéstico) do composto de
interesse para uma toxicidade reduzida do mesmo no dito
individuo ou aumenta seu beneficio farmacéutico para uma
toxicidade equivalente ou reduzida em comparagdo com O
beneficio farmacéutico e toxicidade induzida pelo dito
composto quando administrado na dose farmacéutica padréo,
tipicamente na auséncia de gqualquer nanoparticula e/ou
carreador.

[059] A composicdo farmacéutica da presente
invencdo permite, em geral, uma reducgdo de pelo menos 10% da
dose farmacéutica do composto administrado em comparacdo com
a dose farmacéutica padrdo do dito composto, tipicamente na
auséncia de qualquer nanoparticula e/ou carreador, ao mesmo
tempo em que mantém o mesmo beneficio farmacéutico para uma
toxicidade equivalente, de preferéncia uma toxicidade
reduzida, para o individuo ou aumenta o beneficio
farmacéutico para uma toxicidade reduzida ou equivalente para
o individuo.

[060] O carreador permite que a liberacdo do
composto de interesse, de preferéncia de uma forma
controlada. O carreador pode, tipicamente, ser manipulado
para liberar o(s) composto(s) de 1interesse em uma taxa
predeterminada ou sintonizavel ou em resposta a um estimulo
externo.

[061] Em uma modalidade particular, o carreador

permite a liberacéo do (s) composto (s) de interesse,
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tipicamente por meio de liberagdo temporal controlada, por
meio de difusdo do composto de interesse a partir do
carreador, através de erosdo e/ou através de degradacdo do
carreador.

[062] Em outra modalidade particular, o
carreador permite a liberacdo do(s) composto(s) de interesse
gragas a uma ativacgdo intracelular ou extracelular, isto §&,
em resposta a um estimulo intracelular ou extracelular, tal
como uma variacdo do pH ou a agcdo de uma enzima. Em outra
modalidade particular, o carreador permite a liberacdo do(s)
composto(s) de interesse em resposta a um estimulo externo.
Exemplos de estimulos externos s&o radiagdes eletromagnéticas
(por exemplo, uma radiagdo ionizante, tal como raios X, raios
gama, ou uma radiacdo ndo ionizante, tal como raios UV, 1luz
visivel ou infravermelho), ultrassons e um campo magnético. O
composto farmacéutico é liberado, por exemplo, a partir do
carreador quando o dito carreador é exposto a um estimulo
externo selecionado a partir de radiacdes eletromagnéticas,
ultrassons e um campo magnético.

[063] Um carreador desprovido de qualquer
agente de estabilizacdo de superficie estericamente pode ser,
por exemplo, um lipossoma com uma temperatura de transicdo de
fase membrana compreendida entre 37°C e 45°C que compreende
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) a 62% molar,
fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC) a 22% molar e
colesterol (Chol) a 16% molar ou dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) a 90% molar e monopalmitoilfosfatidilcolina (CPMP) a
10% molar.

[064] Um carreador desprovido de qualquer

agente de estabilizacdo de superficie estericamente também

Peticio 870230067780, de 02/08/2023, pag. 35/115



24/39

pode ser, por exemplo, um lipossoma que compreende um
fosfolipidio sintético, tal como 1,3-diamidofosfolipidio
sensivel a tensdo de cisalhamento.

[065] Um carreador desprovido de qualquer
agente de estabilizacdo de superficie estericamente também
pode ser, por exemplo, um lipossoma que compreende um
peptideo o qual muda sua conformacdo (alfa-hélice de beta-
folha) quando de estimulos de pH ou temperatura.

[066] Um carreador desprovido de qualquer
agente de estabilizacdo de superficie estericamente também
pode ser, por exemplo, um lipossoma anfotérico que compreende
l-palmitoil-2-oleocil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) e 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) em uma
proporcdo molar de 3:1 e uma quantidade igual de um anfifilo
catidnico fraco e um anfifilo anidnico fraco, ambos derivados
a partir de colesterol, N-(3'-O-colesteriloxicarbonil)-5- (N-
etil-morfolina)-succinamida (MoChol) e colesteril-
hemissuccinato (CHEMS) .

[067] A composicdo farmacéutica da invencéao
(definida pela combinacdo de pelo menos uma nanoparticula
biocompativel e o pelo menos um carreador que compreende pelo
menos um composto de interesse) pode ser usada em muitos
campos, em particular em medicina humana ou veterindria. Esta
composicédo é&, tipicamente, para uso em um animal, de
preferéncia em um mamifero, ainda mais preferivelmente um ser
humano, independentemente de sua idade ou sexo.

[068] A composicdo farmacéutica da invencéo
pode ser usada para prevenir ou tratar uma doenca ou
transtorno selecionado a partir de uma doenca cardiovascular,

uma doenca do sistema nervoso central (SNC), uma doenca
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gastrintestinal, um transtorno genético, uma doenca

hematoldégica, um transtorno hormonal, um transtorno imune,

uma doenca infecciosa, um transtorno metabdlico, um
transtorno musculoesquelético, um cancer, uma doenca
respiratdéria e uma intoxicacdo, etc. Em uma modalidade

preferida, a composicdo farmacéutica deve ser usada para
prevenir ou tratar uma doenca ou transtorno selecionado a
partir de uma doenca cardiovascular, uma doenca do SNC, um
cdncer, uma doenca infecciosa e um transtorno metabdlico.

[069] No contexto da presente invencdo, a pelo
menos uma nanoparticula e o pelo menos um carreador gue
compreende o(s) composto (s) de interesse devem,
vantajosamente, ser administrados a um individuo que precisa
do(s) dito(s) composto(s) de interesse entre mais de 5
minutos e cerca de 72 horas um do outro, tipicamente entre
mais de 5 minutos e cerca de 24 horas, de preferéncia entre
mais de 5 minutos ou 30 minutos e cerca de 12 horas, de modo
a otimizar a eficédcia do(s) composto(s) farmacéutico(s).

[070] Na presente invencdo, quando a pelo menos
uma nanoparticula e o pelo menos um carreador gque compreende
o(s) composto(s) de 1interesse devem, vantajosamente, ser
administrados a um individuo que precisa do dito composto
entre mais de 5 minutos e cerca de 72 horas um do outro, o
valor da carga de superficie absoluto da pelo menos uma
nanoparticula biocompativel é de pelo menos 10 mV (|10 mV]).

[071] Em uma modalidade particular da presente
invencdo, quando a pelo menos uma nanoparticula e o pelo
menos um carreador que compreende 0O(s) composto (s) de
interesse devem, vantajosamente, ser administrados a um

individuo que precisa do dito composto entre mais de 5
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minutos e cerca de 24 horas um do outro, o valor da carga de
superficie absoluto da pelo menos uma nanoparticula
biocompativel ¢é, vantajosamente, de pelo menos 15 mV (|15
mv|) .

[072] Em outra modalidade particular da
presente invencdo, quando a pelo menos uma nanoparticula e o
pelo menos um carreador dgue compreende o(s) composto(s) de
interesse devem, vantajosamente, ser administrados a um
individuo que precisa do dito composto entre mais de 5
minutos e cerca de 24 horas um do outro, o valor da carga de
superficie absoluto da pelo menos uma nanoparticula
biocompativel ¢é, vantajosamente, de pelo menos 20 mV (|20
mv|) .

[073] Também é descrito no presente documento
um método de prevencdo ou tratamento de um individuo suspeito
de estar predisposto a uma doenca, ou que estd sofrendo de
uma doenca, tal como agquelas mencionadas no presente
documento, em que o dito método compreende administracdo, ao
dito individuo, de uma composicdo farmacéutica da invencéo,
tipicamente pelo menos uma nanoparticula bioccompativel e pelo
menos um carreador qgque compreende pelo menos um composto de
interesse, conforme descrito no presente documento. Qualquer
um da pelo menos uma nanoparticula ou pelo menos um carreador
que compreende 0O (s) composto(s) de interesse pode ser
administrado primeiro ao individuo, contanto gque a pelo menos
uma nanoparticula biocompativel e o pelo menos um carreador
que compreende o(s) composto (s) sejam administrados
separadamente, tipicamente em um intervalo de entre mais de 5
minutos e cerca de 72 horas. A administracdo da dita pelo

menos uma nanoparticula ou pelo menos um carreador que

Peticio 870230067780, de 02/08/2023, pag. 38/115



27/39

compreende composto(s) de interesse pode ser uma Unica
administracdo de cada um, administracgdes repetidas de cada
um, por exemplo, varias administracdes consecutivas de cada
um. A nanoparticula biocompativel pode ser administrada de
uma vez e o pelo menos um carreador que compreende
composto(s) de interesse pode ser administrado mais de uma
vez e vice-versa.

[074] Em uma modalidade particular, a pelo
menos uma nanoparticula biocompativel é pelo menos
administrada no inicio de um protocolo que compreende varias
administracdes pelo menos um carreador que compreende
composto(s) de interesse, isto ¢é, pelo menos na primeira
administracdo do dito pelo menos um carreador e antes ou apds
administracdo do mesmo.

[075] Em outra modalidade particular, a
nanoparticula biocompativel ndo é aplicada no inicio de um
protocolo que compreende varias administragdes do pelo menos
um carreador que compreende (um) composto(s) de interesse e
ndo é administrada antes da segunda ou terceira administracéo
do dito pelo menos um carreador e antes ou apds administracéo
do mesmo.

[076] No contexto destas duas tultimas
modalidades, a pelo menos uma nanoparticula biocompativel
também pode ser administrada em conjunto (antes ou depois,
conforme explicado anteriormente) com O pelo menos um
carreador que compreende 0O(S) composto (s) de 1interesse
durante uma parte ou todas as administracdes subsequentes do
dito pelo menos um carreador.

[077] A(s) nanoparticula (s) biocompativel (is)

da composicao farmacéutica da invencéao pode (m) ser
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administrada(s) através de qualquer via, tal como a via
intravenosa (IV), via intra-arterial, wvia intraperitoneal,
via intradérmica, vias aéreas (inalacdo), via intramuscular
e/ou via oral (per os). Uma via de administracdo preferida é
a via intravenosa.

[078] O(s) carreador(es) dgque compreende o0(s)
composto(s) de 1interesse da composicdo farmacéutica da
invencdo pode (m) ser administrado(s) através de qualquer via
selecionada a partir da via subcuténea, via intravenosa (IV),
via intradérmica, via intra-arterial, vias aéreas (inalacéo),

via intraperitoneal, via intramuscular, via oral (per os) e

varias vias distintas dentre aquelas mencionadas
anteriormente. A(s) via (s) adequada (s) seré (do)
selecionada (s) pelo médico, dependendo da doenca ou

transtorno a ser detectado, prevenido ou tratado.
[079] Os exemplos a seguir ilustram a invencéo
sem limitar seu ambito.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[080] Figura 1: Representacdo esquemdtica de
carreadores desprovidos de qualquer agente de estabilizacéo
estericamente que contém pelo menos um composto de interesse.
O carreador pode ser um carreador simples (a, b) ou um
carreador oco (c, d). O composto de interesse &, em geral,
retido ou impregnado (a, c) ou enxertado (ligado) no
carreador com o auxilio de um ligante ou na auséncia de
qualquer ligante (b, d).

[081] Figura 2: a) Representacdo esquematica de
um carreador dque compreende pelo menos um composto de
interesse. A superficie do carreador ¢é modificada por um

agente de estabilizacdo estericamente, b) Representacdo
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esquematica de uma composicdo farmacéutica de acordo com a
invencdo que compreende a combinacdo de (i) pelo menos uma
nanoparticula biocompativel e de (ii) pelo menos um carreador
que compreende pelo menos um composto de interesse, O
carreador sendo desprovido de qualquer agente de
estabilizacdo estericamente.

[082] Figura 3: Férmula gquimica de acido L-
glutdmico, N-(3-carboxi-l-oxopropil)-, 1,5-di-hexadecil éster
(SA-lipidio) .

EXEMPLOS

Exemplo 1: Sintese n° 1 de lipossomas como

nanoparticulas biocompativeis

[083] Lipossomas s&o preparados usando o método
de reidratacdo de filme lipidico:

a) Os lipidios sé&o dissolvidos em clorofdérmio. O
clorofdérmio é finalmente evaporado sob um fluxo de
nitrogénio. Reidratacdo do filme lipidico com HEPES a 20 mM e
NaCl a 140 mM em um pH 7,4 é realizada a 50°C, de modo que a

concentracédo lipidica seja de 5 mM.

[084] A composicdo lipidica a seguir foi usada
para preparar lipossomas carregados: DPPC
(dipalmitoilfosfatidilcolina) : 86% molar; MPPC
(monopalmitoilfosfatidilcolina) : 10% molar; DSPE-PEG

(diestearilfosfatidiletanolamina-[metoxi (polietilenoglicol) -
2000]): 4% molar.

b) Ciclos de congelamento-descongelamento séao,
entdo, realizados 6 vezes ao mergulhar sucessivamente a
amostra em nitrogénio liquido e em um banho de &agua regulado
a 50°C.

c) Uma extrusora Thermobarrel (extrusora Lipex™,
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Northern Lipids) foi wusada para calibrar o tamanho dos
lipossomas sob temperatura e pressdo controladas. Em todos os
casos, a extrusdo foi realizada a 50°C sob uma pressdo de 10
bares [1 MPa].

[085] A distribuicdo de tamanho dos lipossomas
conforme preparados foili determinada por meio de disperséo
dindmica de luz (DLS) usando um Zetasizer NanoZS (instrumento
Malvern) com um laser de HeNe de 633 nm em um angulo de 90 °
A suspensdo de lipossomas foi diluida 100 vezes em tampdo de
HEPES a 20 mM e NaCl a 140 mM em um pH 7,4. O tamanho dos
lipossomas (isto é, didmetro hidrodindmico) era igual a cerca
de 170 nm (distribuicdo por intensidade) com um indice de
polidispersibilidade (PDI) igual a cerca de 0,1.

[086] Conforme compreensivel por aqueles
versados na técnica, a carga de superficie desejada foi
obtida gracas a composicdo lipidica selecionada e seu valor é
confirmado pela medigdo do potencial zeta usando um Zetasizer
NanoZS (instrumento Malvern) .

[087] Os lipossomas foram diluidos 100 vezes em
dgua e o pH da suspensdo resultante foi ajustado para um pH
7,4. A carga de superficie do lipossoma era igual a cerca de
- 14 mV em um pH 7,4.

Exemplo 2: Sintese n° 2 de lipossomas como

nanoparticulas biocompativeis

[088] Lipossomas s&o preparados usando o método
de reidratacdo de filme lipidico:

a) Os lipidios s&o dissolvidos em clorofdérmio. O
clorofdérmio é finalmente evaporado sob um fluxo de
nitrogénio. Reidratacdo do filme lipidico com HEPES a 20 mM e

NaCl a 140 mM em um pH 7,4 é realizada a 65°C, de modo que a
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concentracédo de lipidio seja de 25 mM.

[089] A composicédo lipidica a seguir foi usada
para preparar lipossomas: DSPC (diestearoilfosfatidilcolina):
DSPG (diestearoilfosfatidilglicerol): CHOL (colesterol) em
uma proporcdo molar de 7:2:1.

b) Ciclos de congelamento-descongelamento sé&o,
entdo, realizados 6 vezes ao mergulhar sucessivamente a
amostra em nitrogénio liquido e em um banho de &gua regulado
a 65°C.

c) Uma extrusora Thermobarrel (extrusora Lipex™,
Northern Lipids) foi wusada para calibrar o tamanho dos
lipossomas sob temperatura e pressdo controladas. Primeiro, 5
passagens foram realizadas através de uma membrana de
poliétersulfona (PES) com tamanho de poros de 0,45 um a 5
bares [0,5 MPa], depois 10 passagens através de uma membrana
de SPE com tamanho de poros de 0,22 uym a 10 bares [1 MPal] e,
finalmente, 10 passagens através de uma membrana de fluoreto
de polivinilideno (PVDF) com tamanho de poros de 0,1 um a 15
bares [1,5 MPal].

[090] A distribuicdo de tamanho dos lipossomas
conforme preparados foli determinada por meio de dispersao
dindmica de luz (DLS) usando um Zetasizer NanoZS (instrumento
Malvern) com um laser de HeNe de 633 nm em um angulo de 90°.
A suspensédo de lipossomas foi diluida 100 vezes em tamp&o de
HEPES a 20 mM e NaCl a 140 mM em um pH 7,4. O tamanho dos
lipossomas (isto é, dié&metro hidrodiné&mico) era igual a cerca
de 145 nm (distribuicdo por intensidade) com um indice de
polidispersibilidade (PDI) igual a cerca de O0,1.

[091] A carga de superficie desejada a qual

estd, tipicamente, abaixo de - 10 mV, foi obtida gracas a
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composicdo lipidica selecionada e seu valor é confirmado por
medicdo do potencial zeta usando um Zetasizer NanoZz$S
(instrumento Malvern) .

Exemplo  3: Método que permite uma eficéacia

aprimorada e/ou uma toxicidade reduzida apbdés a administracéo,
a um individuo, de um composto de interesse incluido na
composicdo farmacéutica de acordo com a invencdo em
comparacdo com a mesma dose do composto de interesse apenas.

[092] Uma composicdo farmacéutica de acordo com
a reivindicacdo 1 qgue compreende a combinacdo de (i) pelo
menos uma nanoparticula biocompativel e de (ii) pelo menos um
carreador que compreende doxorrubicina, ¢é administrada a
camundongos nus portadores de um tumor MDA-MB-231-1ucD3H2LN
xenoenxertado da seguinte maneira:

a) - administracéo, a um primeiro grupo de
camundongos nus (por meio de injecdo intravenosa), da Dox-NP®
(uma formulacdo lipossdmica peguilada de doxorrubicina);

- administracdo, a um segundo grupo de camundongos
nus (por meio de injec¢do intravenosa) da doxorubicina;

- administracdo, a um terceiro grupo de camundongos
nus (por meio de 1injecd&o intravenosa), das nanoparticulas
biocompativeis;

- administracdo, a um quarto grupo de camundongos
nus (por meio de 1injecd&o intravenosa), das nanoparticulas
biocompativeis e, entre mais de 5 minutos e 72 horas apds
administracdo das nanoparticulas Dbiocompativeis ao quarto
grupo de camundongos nus, administracdo (por meio de injecgdo
intravenosa), ao dito quarto grupo de camundongos nus, de um
carreador que compreende doxorrubicina em que o carreador é

desprovido de qualquer agente de estabilizacdo estericamente;
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b) Avaliacdo de quaisquer sinais clinicos de
toxicidade em camundongos nus apds administracdo da Dox-NP®
(primeiro grupo), da doxorrubicina (segundo grupo), das
nanoparticulas biocompativeis (terceiro grupo) e da
composicdo farmacéutica (quarto grupo); e

c) Medicdo do atraso de novo crescimento do tumor
apods administracéo da Dox-NP® (primeiro grupo) , da
doxorrubicina (segundo grupo) , das nanoparticulas
biocompativeis (terceiro grupo) e da composicdo farmacéutica
(quarto grupo) .

Exemplo 4: Sintese n° 3 de lipossomas como

nanoparticulas biocompativeis

[093] Lipossomas s&o preparados usando o método
de reidratacdo de filme lipidico:

a) Os lipidios sé&o dissolvidos em clorofdérmio. O
cloroférmio é finalmente evaporado sob um fluxo de nitrogénio
para formar um filme lipidico sobre as paredes do tubo Pyrex.
Reidratacdo do filme lipidico com HEPES a 25 mM e NaCl a 150
mM em um pH 7,4 é realizada a 60°C, de modo que a

concentracdo de lipidio seja de 50 mM.

[094] A composicédo lipidica a seguir foi usada
para preparar oS lipossomas carregados: DPPC
(dipalmitoilfosfatidilcolina) 58% molar; HSPC
(fosfatidilcolina de soja hidrogenada) 21% molar; CHOL
(colesterol) 16% molar; POPS (l-palmitoil-2-
oleoilfosfatidilserina) $ molar.

b) Ciclos de congelamento-descongelamento séao,

entdo, realizados 6 vezes ao mergulhar sucessivamente a
amostra em nitrogénio liquido e em um banho de &agua regulado

a 60°C. Ultrassonicacdo da solucdo de lipossomas ¢ executada
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durante 30 s a cada 3 ciclos de congelamento-descongelamento
e imediatamente antes de extrusédo.

c) Uma extrusora Thermobarrel (extrusora Lipex™,
Northern Lipids) ¢é usada para calibrar o tamanho dos
lipossomas sob temperatura e pressdo controladas. A extruséo
¢ realizada a 60°C. Dez passagens sdo aplicadas através de
uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com um
tamanho de poros de 0,1 um sob uma pressdo de 10 bares [1
MPal].

[095] A distribuicdo de tamanho dos lipossomas
conforme preparados é determinada por dispersdo dindmica de
luz (DLS) wusando um Zetasizer NanoZS (instrumento Malvern)
com um laser de HeNe de 633 nm em um angulo de 173°C. A
solucdo de lipossomas é diluida 200 vezes em tampdo de HEPES
a 25 mM e NaCl a 150 mM em um pH 7,4. O tamanho dos
lipossomas (isto é, didmetro hidrodinédmico) é igual a cerca
de 170 nm (distribuicdo por intensidade) com um indice de
polidispersidade (PDI) igual a cerca de 0,2.

[096] Conforme compreensivel por aqueles
versados na técnica, a carga de superficie desejada é obtida
gracas a composicdo lipidica selecionada e seu valor ¢é
confirmado através de medicdo do potencial zeta usando um
Zetasizer NanoZS (instrumento Malvern). Os lipossomas séo
diluidos 200 vezes em uma solucdo de cloreto de sédio a 1 mM
e o pH da solucdo é ajustado para um pH 7. A carga de
superficie dos lipossomas é igual a cerca de -40 mV em um de
pH 7, NaCl a 1 mM.

[097] A concentracdo final de 1lipidio na
solugcdo de lipossomas ¢é medida por meio de um ensaio

colorimétrico (método de Bartlett). O método se baseia na
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determinacdo de fésforo total por meio de uma digestdo acida
de fosfolipidio. O fosfato inorgénico liberado é reagido com
molibdato de ambénio, o complexo fornecendo uma cor azul
forte. A concentracdo de lipidios é igual a cerca de 50 mM.

Exemplo 5: Sintese n° 4 de lipossomas como

nanoparticulas biocompativeis

[098] Lipossomas s&o preparados usando o método
de reidratacdo de lipidico:

a) Os lipidios sdo dissolvidos em clorofdérmio. O
cloroférmio é finalmente evaporado sob um fluxo de nitrogénio
para formar um filme lipidico nas paredes do tubo dPyrex.
Reidratacdo do filme lipidico com HEPES a 25 mM e NaCl a 150
mM em um pH 7,4 é realizada a 60°C, de modo que a
concentracdo de lipidio seja de 50 mM.

[099] A composicdo lipidica a seguir foi usada
para preparar 0os lipossomas carregados: DPPC
(dipalmitoilfosfatidilcolina) 45,15% molar; CHOL (colesterol)
45,15% molar; DSPE-PEG (Diestearilfosfatidiletanolamina-
[metoxi (polietilenoglicol)-20001]) 0,60% molar; dcido L-
glutédmico, N-(3-carboxi-l-oxopropil)-, 1,5-di-hexadecil éster
(SA-lipidio) 9,10% molar. O SA-lipidio traz grupos COOH sobre
a superficie dos lipossomas.

b) Ciclos de congelamento-descongelamento séao,
entdo, realizados 6 vezes ao mergulhar sucessivamente a
amostra em nitrogénio liquido e em um banho de agua regulado
a 60°C.

c) Uma extrusora Thermobarrel (extrusora Lipex™,
Northern Lipids) ¢é wusada para calibrar o tamanho dos
lipossomas sob temperatura e pressdo controladas. A extruséao

é realizada a 60°C. Sete passagens sdo aplicadas através de
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uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com um
tamanho de poros de 0,45 um sob uma pressdo de 3 bares [0,3
MPa] e dez passagens através de uma membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) com um tamanho de poros de 0,22 um sob
uma pressdo de 10 bares [1 MPa]. A distribuig¢do de tamanho
dos lipossomas conforme preparados é determinada por meio de
dispersdo din&mica de luz (DLS) usando um Zetasizer NanoZS
(instrumento Malvern) com um laser de HeNe de 633 nm em um
angulo de 173°. A solucdo de lipossomas é diluida 200 vezes
em tampdo de HEPES a 25 mM e NaCl a 150 mM em um pH 7,4. O
tamanho dos lipossomas (isto ¢, didmetro hidrodindmico) é
igual a cerca de 230 nm (distribuicdo por intensidade) com um
indice de polidispersidade (PDI) igual a cerca de 0,2.

[0100] Conforme compreensivel por aqueles
versados na técnica, a carga de superficie desejada é obtida
gracas a composicdo lipidica selecionada e seu valor ¢é
confirmado por meio de medicdo do potencial zeta usando um
Zetasizer NanoZ$S (instrumento Malvern) . A solucgdo de
lipossomas é diluida 200 vezes em uma solugdo de cloreto de
sédio a 1 mM e o pH da solugcdo é ajustado para um pH 7. A
carga de superficie dos lipossomas é igual a cerca de -60 mV
em um pH 7, NaCl a 1 mM.

[0101] A concentracdo final de lipidios na
solugdo de lipossomas é medida por um ensaio colorimétrico
(método de Bartlett). O método se baseia na determinacdo de
fésforo total por meio de uma digestdo acida de fosfolipidio.
O fosfato inorgdnico liberado ¢é reagido com molibdato de
aménio, o complexo fornecendo uma cor azul forte. A
concentracdo de lipidios é igual a cerca de 50 mM.

Exemplo 6: Sintese n °5 de lipossomas como
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nanoparticulas biocompativeis

[0102] Lipossomas s&o preparados usando o método
de reidratacdo de filme lipidico:

a) Os lipidios s&o dissolvidos em clorofdrmio. O
clorofdérmio é finalmente evaporado sob um fluxo de nitrogénio
para formar um filme lipidico sobre as paredes do tubo Pyrex.
Reidratacdo do filme lipidico com HEPES a 25 mM e NaCl a 150
mM em um pH 7,4 é realizada a 60°C e a concentracdo de
lipidios é de 50 mM. A composicgdo lipidica a seguir foi usada
para preparar os lipossomas de carga: DSPC (1,2-diestearoil-

sn-glicero-3-fosfocolina) 60% molar, CHOL (colesterol) 35%

molar; e Succinil PE (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-succinil) 5% molar.
b) Ciclos de congelamento-descongelamento séo,

entdo, realizados 6 vezes ao mergulhar sucessivamente a
amostra em nitrogénio liquido e em um banho de &gua regulado
a 60°C. Ultrassonicacdo da solucdo de lipossomas é realizada
durante 30 s a cada 3 ciclos de congelamento-descongelamento
e imediatamente antes de extrusédo.

c) Uma extrusora Thermobarrel (extrusora Lipex™,
Northern Lipids) ¢é usada para calibrar o tamanho dos
lipossomas sob temperatura e pressdo controladas. A extrusao
¢ realizada a 60°C. Doze passagens sdo aplicadas através de
uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com tamanho
de poros de 0,22 um sob uma pressdo de 12 bares [1,2 MPa].

d) Conjugagdo de p-aminofenil-a-D-manopiranosideo
(MAN) a lipossoma de Succinil PE: A superficie do lipossoma
de succinil PE é modificada com um ligante derivado de
manose, p-aminofenil-a-D-manopiranosideo (MAN) usando

acoplamento de carbodi-imida para desenvolver um lipossoma
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conjugado com manose. MAN é covalentemente acoplado através
de seu grupo amina ao grupo acido carboxilico de Succinil PE,
presente sobre a superficie do lipossoma de Succinil PE pré-
formado. Resumidamente, a solucdo de lipossomas de Succinil
PE pré-formada sao adicionados EDC (l-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodi-imida), (proporcao molar de
Succinil PE/EDC de 1:10) e N-hidroxissuccinimida (NHS)
(proporcdo molar de NHS/EDC de 1:2,5). O pH da suspensédo é&,
entdo, ajustado para 6 com NaOH a 1 M e a suspensao
resultante ¢é agitada durante 15 minutos em temperatura
ambiente. Subsequentemente, o pH da solucdo é ajustado para 7
com NaOH a 1 M e a solucdo aquosa de MAN é adicionada
(proporcdo molar de Succinil PE/MAN de 1:2) a solucdo. O pH é
reajustado para 7 usando NaOH a 1M e a suspensdo é agitada
durante mais 2 horas em temperatura ambiente. As moléculas de
MAN, EDC e NHS ndo ligadas em excesso sdo removidos através
de 3 etapas de diédlise com fator de diluigdo (x500; x500;
%x500) usando uma membrana de celulose de 50 kDa.

[0103] De nota, em virtude da possibilidade de
diluicdo mediante didlise, a solucdo de lipossomas pode ser
concentrada por meio de centrifugacdo (tipicamente em uma
centrifuga Sigma 3-15K, a 5°C; 1.200 rpm) usando
ultrafiltracdo em membrana em concentradores Vivaspin com uma
membrana de polietileno sulfona (PES) e um corte de 300 kDa.

[0104] A distribuicdo de tamanho dos lipossomas
conforme preparados ¢é determinada por meio de disperséo
dindmica de luz (DLS), usando um Zetasizer NanoZ$S
(instrumento Malvern) com um laser de HeNe de 633 nm em um
dangulo de 173°. A solucdo de lipossomas é diluida 200 vezes

em tampdo de HEPES a 25 mM e NaCl a 150 mM em um pH 7,4. O
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tamanho dos lipossomas (isto ¢é, dié&metro hidrodinédmico) é de
cerca de 230 nm (distribuicdo por intensidade) com um indice
de ©polidispersidade (PDI) de cerca de 0,2. Conforme
compreensivel por aqueles versados na técnica, a carga de
superficie desejada ¢é obtida gracas a composigcdo lipidica
selecionada e seu valor ¢é confirmado através de medicdo do
potencial zeta usando um Zetasizer NanoZS (instrumento
Malvern). A solugdo de lipossomas é diluida 200 vezes em uma
solugdo de cloreto de sédio a 1 mM e um pH 7. A carga de
superficie dos lipossomas é de cerca de -70 mV em NaCl a 1
mM, pH 7. A concentracdo final de 1lipidios na solucdo de
lipossomas ¢é medida através de um ensaio colorimétrico
(método de Bartlett). O método se baseia na determinacdo do
fésforo total por meio de uma digestdo acida de fosfolipidio.
O fosfato inorgdnico 1liberado é reagido com molibdato de
aménio, o complexo fornecendo uma cor azul forte. A

concentracdo de lipidios é igual a cerca de 50 mM.
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REIVINDICACOES

1. COMPOSICAO FARMACEUTICA, caracterizada por
compreender a combinacdo de (i) wum lipossoma e (ii) um
carreador que compreende um composto farmacéutico selecionado
a partir de uma pequena molécula, um composto citotdxico e um
complexo de coordenacdo de metal de transicdo; em que a
dimens&o mais longa do lipossoma estd entre 4 nm e 500 nm e o
valor de carga de superficie do lipossoma é negativo e abaixo
de - 10 mV;

em que o carreador é um lipossoma; e

em que a superficie do carreador é desprovida de um

polimero selecionado a partir de dextrana, &acido polissidlico

(PSA), dcido hialurdnico, guitosana, heparina,
polivinilpirrolidona (PVP), adlcool polivinilico (PVA),
poliacrilamida, poli (etileno glicol) (PEG) e um copolimero

com base em PEG.

2. COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo carreador ser um
carreador ocoO.

3. COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo carreador compreender
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) a 62% molar,
fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC) a 22% molar e
colesterol (Chol) a 16% molar, ou dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) a 90% molar e monopalmitoilfosfatidilcolina (CPMP) a
10% molar, ou l-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(POPC) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) em
uma proporcgdo molar de 3:1 e uma quantidade igual de N-(3'-0-

colesteriloxicarbonil)-5- (N- etil-morfolina)-succinamida
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(MoChol) e colesteril-hemissuccinato (CHEMS) .

4. COMPOSIGCAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo composto farmacéutico ser
um composto citotdxico ou um complexo de coordenacdo de metal
de transicéo.

5. COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicacdo 4, caracterizada pelo composto citotdxico ser

doxorrubicina.
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R
c) . d) {3

* Composto de interesse

Carreador oco

O Carreador simples
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a) b)

+ Composto de interesse

Carreador carecendo de agente de estabilizagdo estericamente

S Agente de estabilizagdo estericamente

Nanoparticulas biocompativeis que tém uma dimens&o mais longa entre cerca de 4 nm e
cerca de 500 nm e um valor de carga de superficie absoluta de pelo menos |10 mV|

R

FI GURA 2
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- H L£~0—(CHz)1sCH;
0-C~(CHa)z-G~N
a ;

SA g‘*@*‘“ (CH2)45CH3
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