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RESUMO
NOVAS COMPOSIgéES DE LIPOSSOMAS

A presente revelacdao proporciona composigdes que
contém lipidos, incluindo farmaco de encapsulacdo de
lipossomas direcionados, e formulagdes farmacéuticas das
mesmas, além de métodos para a producldo e utilizacdo das
composigdes que contém lipidos, incluindo a utilizacdo dos
lipossomas direcionados no tratamento do cancro e de outras

doencas.
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DESCRIGAO
NOVAS COMPOSICOES DE LIPOSSOMAS

ANTECEDENTES DA INVENCZXO

A eficédcia de tratamentos para muitas doencgas,
incluindo cancro, melhorou dramaticamente nas Ultimas
décadas; no entanto, muitos regimes de tratamento exigem a
utilizacdo de fadrmacos com efeitos secundarios deletérios,
que incluem, por exemplo, alopecia, néuseas, vbmitos,
fadiga, etc. Alguns regimes de tratamento também implicam
na utilizacdo de férmacos que nado sdo estéveis sob
condicdes fisioldgicas, por exemplo, Dbioterdpicos (por
exemplo, genes ou produtos génicos) e/ou outros farmacos
que sao facilmente degradados ou de algum modo alterados
mediante administracdo e, dessa forma, perdem sua eficécia
antes de obterem o resultado terapéutico desejado. Tal
instabilidade também faz com que o armazenamento e a
preparagdo para administracdo dos fédrmacos sejam mais
dificeis e custosos.

H& diversas classes de agentes anticancro, que
englobam quase 100 farmacos individuais, além de varias
terapéuticas de combinagdo de farmacos, métodos de
libertacdo e regimes de tratamento. Os agentes anticancro
podem ser classificados de acordo com vAarios critérios
como, por exemplo, a classe de composto e o estado de
doenca tratado. Foram desenvolvidos certos agentes que se
beneficiam da divisdo rapida das células de cancro e que
tém como alvo fases especificas no ciclo celular, o que
proporciona outro método de <classificacdo. Os agentes
também podem ser agrupados de acordo com o tipo e a
gravidade de seus efeitos secunddrios ou com o método de
libertacdao. No entanto, a classificacdo mais comum de
agentes anticancro que ndo se baseiam em bioterdpicos é por

classe de composto quimico, o que, de forma ampla, abrange
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o mecanismo de acdo desses compostos.

Dependendo da fonte de referéncia consultada, héa
ligeiras diferengas na classificacg¢do de agentes anticancro.
As classes de compostos sdo descritas em "Physician's Desk
Reference" da seguinte forma: alcaloides; agentes
alquilantes; antibidéticos antitumorais; antimetabdlitos;
hormonas e andlogos de hormona; imunomoduladores; agentes
fotossensibilizantes, e outros agentes diversos.

A classe de compostos dos alcaloides também pode ser
denominada de inibidores mitéticos, uma vez que sao
especificos de uma fase do ciclo celular e servem para
inibir a mitose ou para inibir as enzimas necessarias para
a mitose. Eles sao derivados geralmente de alcaloides
vegetais e de outros produtos naturais e funcionam durante
a fase M do ciclo celular. Essa classe de compostos &
frequentemente usada para o tratamento de neoplasias como
leucemia linfloblédstica aguda, linfoma de Hodgkin e néo
Hodgkin; neuroblastomas e cancros do pulmdo, mama e
testiculos.

Os agentes algquilantes constituem uma grande classe de
agentes quimioterédpicos, que inclui as seguintes
subclasses, as qguais, cada uma, representam diversos
farmacos individuais: sulfonatos de alquilo; aziridinas;
etileniminas e metilmelaminas; mostardas de azoto;
nitrosoureias; e outros, incluindo compostos de platina. Os
agentes algquilantes atacam células neoplésicas alquilando
diretamente o ADN das células e, portanto, fazendo com que
o ADN seja 1ncapaz de replicar. Essa classe de compostos é
normalmente usada para tratar diversas doencgas, incluindo
leucemias crbénicas, linfoma nao Hodgkin, linfoma de
Hodgkin, mieloma mtltiplo e certos cancros de pulmido, mama
e ovario.

As nitrosoureias sdo frequentemente categorizadas como
agentes alquilantes, e tém um mecanismo de ac¢do similar,

mas em vez de alquilar diretamente o ADN, elas inibem as
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enzimas de reparo do ADN o que leva a incapacidade de
replicacdo. Esses compostos tém a vantagem de serem capazes
de atravessar a barreira hematoencefdlica e, portanto,
podem ser usados para o tratamento de tumores cerebrais.

Os antibidéticos antitumorais possuem atividade
antimicrobiana e citotdxica e também interferem com ADN ao
inibirem guimicamente enzimas e mitose ou alterarem as
membranas celulares. Eles ndo sdo especificos para uma fase
do ciclo celular e sao amplamente usados para tratar
diversos cancros.

A classe de agentes anticancro antimetabdlitos
interfere com o crescimento de ADN e ARN e é especifica
para a fase S do ciclo celular. Esses agentes podem ainda
ser divididos pelo tipo de composto, incluindo andlogos do
dcido fdélico, andlogos de purina e andlogos de pirimidina.
Eles sdo utilizados frequentemente no tratamento de
leucemia crénica, tumores de mama, de ovario e
gastrintestinais.

H& duas classes de hormonas ou andlogos de hormona
usados como agentes anticancro. As hormonas
corticosteroides e as hormonas sexuais. Embora algumas
hormonas corticosteroides possam tanto matar células de
cancro ao tornar mais lento o crescimento de tumores, e
serem usados no tratamento de linfoma, leucemias etc., as
hormonas sexuails funcionam basicamente tornando mais lento
o0 crescimento de cancros mama, prdéstata e do endométrio. Ha
intmeras subclasses de hormonas e andlogos de hormona,
incluindo androgénios, antiadrenérgicos, antiandrogénios,
antiestrogénios, inibidores da aromatase, estrogénios,
andlogos de hormona de libertacdo de hormona luteinizante
(LHRH) e progestinas.

Uma classe menor de agentes anticancro adicional é
classificada como imunoterapia. Esses sdo agentes que visam
a estimular o sistema imunoldgico para atacar mais

eficazmente as células neoplésicas (cancerosas). Essa
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terapéutica é usada frequentemente em combinacdo com outras
terapéuticas.

Ha também diversos compostos, por exemplo,
camptotecinas, que sdo geralmente listados como "outros"
agentes anticancro e que podem ser usados para tratar
vdrias neoplasias.

Também séo utilizadas combinacdes de agentes
anticancro no tratamento de diversos cancros. Por exemplo,
Sanofi Syntholabo comercializa ELOXATIN™ (oxaliplatina para
injecdo) para o tratamento do cancro colorretal para
utilizagdo em combinagdo com 5-fluorouracil e leuvocorin.
Essa combinacgéo de farmacos é frequentemente usada
associada a cirurgia no tratamento do cancro colorretal.
Oxaliplatina ¢ um agente alguilante que supostamente atua
inibindo tanto a replicagcdo quanto a transcrigcao do ADN.
Diferentemente de outros agentes de platina, a oxaliplatina
demonstrou uma menor probabilidade de desenvolvimento de
resisténcia. Oxaliplatina ¢é adicionalmente descrita nas
Patentes US N° 4.169.846, 5.338.874, 5.298.642, 5.959.133,
5.420.319, 5.716.988, 5.290.961 e em Wilkes GM. "New
therapeutic options in colon, cancer: focus on oxaliplatin"
Clin. J. Oncol. Nurs. (2002) 6: 131-137.

Embora haja uma abunddncia de agentes anticancro, o
beneficio desses compostos frequentemente sobrepujado pela
gravidade dos efeitos secunddrios produzidos pelo agente.
Essa comparagao é frequentemente denominada indice
terapéutico, que descreve o equilibrio entre a dose
necessaria para se obter a destruicdo das células de
cancro, comparada com a dose na qgual a substéncia ¢é
inaceitavelmente tdéxica para o individuo. A desvantagem da
maioria dos agentes anticancro é o intervalo relativamente
pequeno do indice terapéutico (ou seja, o intervalo de
dosagem estreita na qual as células de cancro séao
destruidas sem toxicidade inaceitéavel para o individuo).

Essa carateristica limita a frequéncia e a dosagem quando
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um agente é Util, e frequentemente os efeitos secundarios
tornam-se intoleraveis, antes do cancro poder ser
totalmente erradicado.

Os efeitos secundarios graves apresentados com a
maioria dos qguimioterdpicos contra o cancro sdo resultado
da natureza nédo especifica desses farmacos, gque nao
distinguem entre células sauddveis e cancerosas e, em vez
disso, destroem ambas. Certos farmacos especificos para o
ciclo celular tentam reduzir esses efeitos, visando fases
do ciclo celular envolvidas na replicacédo e divisao
celulares. Esses fadrmacos, no entanto, ndo distinguem entre
células cancerosas e células saudaveis que estejam se
submetendo a divisdo celular normal. As células com maiores
riscos com esses tipos de gquimioterapia sdo agquelas gque se
submetem a divisdo <celular frequentemente, incluindo
células sanguineas, células do foliculo piloso e células
dos sistemas reprodutivo e digestivo.

Os efeitos secundadrios mais comuns dos agentes
anticancro sdo néuseas e vOmitos. Uma grande proporgdo de
individuos também sofre de mielossupressao, ou supressédo da
medula &ssea, que produz as células sanguineas vermelhas,
células sanguineas brancas e plagquetas. Esses e outros
efeitos secunddrios também sdo exacerbados pela supressao
do sistema imunoldégico concomitante com a destruicdo e
auséncia de producdo de células sanguineas brancas, e pelo
risco associado de infecdo oportunista.

Outros efeitos secunddrios comuns a uma ampla gama de
agentes anticancro incluem: queda do cabelo (alopecia);
perda de apetite; perda de peso; alteragdes do paladar;
estomatite e esofagite (inflamacdo e Ulceras); constipacéo;
diarreia; fadiga; 1lesdo cardiaca; alteracbdes do sistema
nervoso; lesao pulmonar; lesao do tecido reprodutivo; lesao
hepatica; lesdo renal e do sistema urinéario.

A ampla gama dos efeitos secundarios associados a

maioria dos agentes anticancro e sua gravidade em
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individuos que Jj& se encontram debilitados pela doenca e
possivelmente com o sistema imunoldégico comprometido
levaram os pesquisadores a buscar mecanismos pelos quais
pudessem aliviar alguns dos efeitos secunddrios, mantendo a
eficdcia do tratamento. Foram utilizadas varias abordagens
para esse problema. Elas incluem a qguimioterapia de
combinacéo, na qual varios agentes anticancro sao
administrados em conjunto; terapéuticas adjuvantes, em que
agentes adicionais sado prescritos juntamente com o agente
anticancro para combater os efeitos secunddrios do agente
anticancro; tratamentos de modalidade combinada, nos quais
a quimioterapia € combinada com radiacdo e/ou cirurgia; e
veiculos de libertacdo alternativos para a administracdo de
agentes anticancro, por exemplo, a encapsulacao de agentes
anticancro em lipossomas.

Os lipossomas sdo formados gquando fosfolipidos e seus
derivados sé&o dispersos na 4&gua. Mediante dispersdo na
adgua, os fosfolipidos formam vesiculas fechadas denominadas
"lipossomas", que sdo caraterizados por bicamadas lipidicas
gue encapsulam um nucleo aquoso. VAarios lipossomas foram
usados como veiculos para agentes terapéuticos
encapsulados, tais como féarmacos, enzimas e sequéncias
genéticas para utilizac¢do na ciéncia médica, na ciéncia
farmacéutica e na bioquimica.

Exemplos de composicbdes de lipossomas incluem as
Patentes US N° 4.983.397, 6.476.068, 5.834.012, 5.756.069,
6.387.397, 5.534.241, 4.789.633, 4.925.661, 6.153.596,
6.057.299, 5.648.478, 6.723.338, 6.627.218; Publicagbes de
Pedidos de Patentes US N°: 2003/0224037; 2004/0022842;
2001/0033850; 2003/0072794; 2003/0082228; 2003/0212031;
2003/0203865; 2004/0142025; 2004/0071768; Pedidos de
Patente Internacional WO 00/74646; WO 96/13250; WO
98/33481; Papahadjopolulos D., Allen T.H., Gbizon A., et
al. "Sterically stabilized liposomes; Improvements in

pharmacokinetics and antitumor therapeutic efficacy"”" Proc
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Natl Acad Sci U.S.A. (1991) 88: 11460-11464; Allen TM.,
Martin F.J. "Advantages of liposomal delivery systems for
anthracyclines"™ Semin. Oncol. (2004) 31: 5-15 (supl. 13).
Weissig et al. Pharm. Res. (1998) 15: 1552-1556.

Nos estédgios iniciais no desenvolvimento de
lipossomas, foram usados fosfolipidos de ocorréncia natural
da membrana celular, tais como fosfolipidos da gema do ovo
e fosfolipidos de soja. No caso de serem administrados por
via 1intravenosa, no entanto, os lipossomas gque utilizam
esses fosfolipidos podem ser incorporados no sistema
reticuloendotelial do figado ou do Dbaco, causando um
problema de baixo tempo de retencdo no sangue e, dessa
forma, reduzindo a eficdcia do farmaco. Portanto, como uma
forma de solucionar esse problema, foram usados
fosfolipidos sintéticos cuja porgdo lipidica contém apenas
ligagdes saturadas como constituinte da membrana do
lipossoma a fim de enrijecer a membrana do lipossoma.

Num esforgo para prolongar a semivida circulatdéria dos
lipossomas e evitar a captacéao pelo sistema
reticuloendotelial, 0s pesquisadores desenvolveram
lipossomas que foram modificados pela incorporacdao de
polietileno glicol ou outros polimeros hidrofilicos (por
exemplo, um lipossoma de PEG em que um ou mais dos lipidos
constituintes foram modificados por adesdo de PEG).
Lipossomas modificados com PEG também foram frequentemente
denominados lipossomas "protegidos". Doxil™ (injecao de
lipossoma de HC1 de doxorrubicina) ¢é uma doxorrubicina
encapsulada em lipossoma, com polietileno glicol (PEG)
auxiliar utilizado para evitar o sistema reticuloendotelial
(RES) e prolongar o tempo de circulacdo do fédrmaco. Veja-se
Vail D.M., Amantea M.A., Colbern G.T., et al., "Pegylated
Liposomal Doxorubicin: Proof of Principle Using Preclinical
Animal Models and Pharmacokinetic Studies". Semin. Oncol.
(2004) 31 (Supl. 13): 16-35. No entanto, efeitos adversos

causados também por retencdo sanguinea prolongada (por
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exemplo, sindrome mido-pé, um efeito adverso de Doxil® sobre
o0 sistema periférico, etc.), foram reconhecidos como um
problema.

Exemplos de lipossomas incluem as Patentes US N°
4.983.397, 5.013.55¢, 6.316.024, 6.056.973, 5.945.122,
5.891.468, 6.126.966, 5.593.622. 5.676.971, 6.586.559 e
5.846.458, Publicag¢bes de Pedidos de Patente US N°
2003/0224037, 2004/0022842, 2003/0113262, 2002/0136707,
Pedidos de Patente Internacional WO 99/30686, WO 02/41870
Alimifiana et al., Prep. Biochem. Biotech. (2004) 34(1): 77-
96. Lipossomas também sdo descritos nas Patentes US N°
6.228.391, 6.197.333, 6.046.225, 5.292.524, e Publicagdes
de Pedidos de Patente US N° 20050271588, 20040213833,
20040029210, 20030175205, 20030162748, 20030130190,
20030059461 e 20020034537.

Além dos lipossomas modificados por PEG, 0s
pesquisadores desenvolveram varios outros lipidos
derivatizados. Esses lipidos derivatizados também podiam
ser 1incorporados em lipossomas. Veja-se, por exemplo:
Pedido de Patente Internacional WO 93/01828; Park Y.S.,
Maruyama K., Huang L.. "Some negatively charged fosfolipids
derivatives prolong the liposome circulation in vivo".
Biochimica et Biophysics Acta (1992) 1108: 257-260; Ahl et
al., Biochimica Biophys. Acta (1997) 1329: 370-382.

Composigdes 1lipidicas adicionais sdo descritas nas
Patentes US N° 6.936.272, 6.897.196, 6.077.834, e nas
Publicag¢des de Pedidos de Patente US N° 20050136064,
20040234588, 20030215490, 20030166601 e 20010038851.

Além da modificagdo de lipossomas com PEG e com outros

polimeros hidrofilicos, 0s pesquisadores também
desenvolveram lipossomas que tinham Ccomo alvo
especificamente tipos celulares particulares por
incorporacgéao de fatores de direcionamento (também
denominados ligandos de direcionamento) para tipos

celulares particulares. Exemplos de fatores/ligandos de
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direcionamento incluem asialoglicoproteina, folato,
transferrina, anticorpos, etc. Em alguns casos, um ou mais
dos 1lipidos constituintes podiam ser modificados pela
adesdo de um fator de direcionamento.

Exemplos de composicdes lipidicas que incluem fatores
de direcionamento incluem as Patentes US N° 5.049.390,
5.780.052, 5.786.214, 6.316.024, 6.056.973, 6.245.427,
6.524.613, 6.749.863, 6.177.059, 6.530.944, as Publicacgdes
de Pedidos de Patente US N° 2004/0022842, 2003/0224037,
2003/143742, 2003/0228285, 2002/0198164, 2003/0220284,
2003/0165934, 2003/0027779, 0s Pedidos de Patente
Internacional N° WO 95/33841, WO 95/19434, WO 2001037807,
WO 96/33698, WO 2001/49266, WO 9940789, WO 9925320, WO
9104014, WO 92/07959, EP 1369132, JP 2001002592; Iinuma H,
Maruyama K, et al., "Intracellular targeting therapy of
cisplatin-encapsulated transferrin  polyethylene glycol
liposome on peritoneal dissemination of gastric cancer"
Int. J. Cancer (2002) 99: 130-137; Ishida 0., Maruyama K.,
Tanahashi H., Iwatsuru M., Sasaki K., et al., "Liposomes
bearing polyethylene glycol-coupled transferrin with
intracellular targeting property to the solid tumors m
vivo" Pharmaceutical Research (2001) 18: 1.042 1.048,
Holmberg et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. (1989) 165
(3): 1.272-1.278; Nam et al., J. Biochem. Mol. Biol. (1998)
31(1): 95-100; Nag et al., J. Drug Target. (1999) 6 (6):
427-438.

Em particular, Iinuma et al. desenvolveram um
lipossoma TEf£-PEG, com transferrina (TE) anexada na
superficie do lipossoma. Iinuma et al., mostraram que um
maior numero de lipossomas estava ligado a superficie das
células tumorais, e gque havia uma maior captacdo de
lipossomas pelas células tumorais para lipossoma Tf-PEG,
comparado com PEG-lipossoma (Inuma et al., ibid; Ishida et
al., ibid).

No entanto, apesar dos avangos recentes feitos no
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campo da libertacdo do féarmaco e do composto marcado,
incluindo a utilizacdo de composigdes de lipossomas, ainda
hé& uma necessidade de composigdes de lipossomas aprimoradas
para a libertacdo de féarmacos e compostos marcados para
células e/ou tecidos especificos gque obtenham um efeito
terapéutico ou de diagnéstico. Em particular, no campo do
cancro, s&do necessarias formulagdes farmacoldgicas com
especificidade aprimorada e toxicidade reduzida para
assegurar o beneficio terapéutico, sem afetar de forma
adversa as células saudéaveis e que também ndo resultem em
efeitos secunddrios deletérios para o individuo gque estd a
ser tratado. Da mesma forma, compostos marcados que possam
ser usados para detetar condigdes, particularmente
condicgdes potencialmente fatais, num estdgio inicial (por
exemplo, com elevada especificidade e/ou elevada
sensibilidade) e possam monitorizar com precisdao a
gravidade/extensdo da condigdo (por exemplo, progressao
e/ou regressdo, com ou sem tratamento) também melhorariam
significativamente a qualidade e o sucesso da terapéutica.
O documento EP 1 209 469 Al (Vectron Therapeutics AG,
29 de Maio de 2002) descreve um "sistema de diagnédstico
direcionado" que compreende um portador negativamente
carregado, uma fracdo de direcionamento, e um agente de
diagnéstico, e métodos para a sua preparacdo e utilizacéo.
O sistema de diagnédstico direcionado pode ser na forma de
um lipossoma (veja-se, por exemplo, pardgrafo [0021] no
mesmo) . Como foi descrito no pardgrafo [0081] no mesmo, o0s
lipossomas foram preparados a partir de uma mistura de DOPS
/ DLPE / Colesterol / N-glutaril-DPPE (3:3:3:1 numa base
molar). Como foi descrito no pardgrafo [0083] no mesmo, um
péptido RGD foi entdo unido a superficie lipossomal por
meio da ativagdo primeiro do grupo carboxilo N-glutaril-
DPPE com l-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EC-
DI) e entdo reagindo-o com o péptido RGD. Note que "DOPS" &

z

1,2-dioleocil-sn-glicero-3-fosfoserina; "DLPE" é 1,2-

10
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dilauroil-sn—-glicero-3-fosfoetanolamina; e "DPPE" & "1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina".

0 documento WO 96/04232 Al (Cooper-Lipotech, Inc., 31
de Julho de 1986) descreve composicdes formadas de
lipossomas que tém proteinas funcionalmente ativas ligadas
pela superficie numa concentracdo de 100-600 wug de
proteina/umol de lipido. As proteinas sdo unidas através de
ligacdes de amida a cadeias espacadoras ancoradas ao
lipossomas usando, por exemplo, Jgrupos carboxilo ou N-
hidroxisuccinimida ativados. Como foi descrito na pégina
21, linhas 18-27 no mesmo, sob o cabecalho "PE-NHS
Liposomes"™, o antissoro de coelho contra BSA-DNP (um
anticorpo) foi acoplado aos lipossomas de PE-NHS que foram
preparados a partir de uma mistura de PC (50 mol por
cento), reagente de acoplamento de PE-suberoil-NHS (10 mol
por cento), colesterol (40 mol por cento), e uma quantidade
traco de '’I-PE. Os exemplos no mesmo descrevem a
preparacdo das PE-amidas de varios &cidos dicarboxilicos: a
PE-amida de &cido glutédrico (Exemplo I), a PE-amida de
4dcido succinico (Exemplo II), a PE-amida de &cido 1,12-
dodecanodicarboxilico (Exemplo III), a PE-amida de 1,20-
eicosanodicarboxilico &cido (Exemplo IV), e a PE-amida de
dcido 1,8-octanodicarboxilico (Exemplo VI). O Exemplo VI
também descreve a preparacdo de lipossomas correspondentes
das misturas de uma das PE-amidas (1 umol) com colesterol
(10 mumol) e PC (9 wumol). O Exemplo VII descreve o0
acoplamento subsequente de IgG de ratinho (um anticorpo)
aos lipossomas usando l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (ECDI), com eficiéncias de acoplamento de 30 a
60 %. O Exemplo VIII no mesmo descreve a preparacao dos

ésteres succinimidilicos de diversas PE-amidas de varios

4dcidos dicarboxilicos: 4acido glutédrico, é&cido adipico,
dcido subérico e &cido 1, 12-dodecanodicarboxilico. O
Exemplo X descreve a preparacao de lipossomas

correspondentes das misturas de um dos ésteres

11
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succinimidilicos de uma das PE-amidas (1 umol) com
colesterol (10 umol) e PC (9 umol). O Exemplo XI descreve o
acoplamento subsequente de IgG de ratinho (um anticorpo)
aos lipossomas usando tampdo de MEPS-MOPS com eficiéncias
de acoplamento de 65 a 73 % e teores de proteina de desde
428 até 479 umol de proteina/umol de lipido.

SUMARIO DA INVENCAO

Um primeiro aspeto da presente invencdo é um lipossoma

direcionado que compreende:

um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos
€& uma fosfatidilcolina, uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento,
um fadrmaco encapsulado ou composto marcado e,
pelo menos um lipido adicional, em gue o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol, em que a fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4cido N-(w)-dicarboxilico modificada por fator de
direcionamento compreende um ligando de direcionamento
ligado a uma segunda fosfatidil etanolamina derivatizada
de dcido N-(w)-dicarboxilico; em que o) fator de
direcionamento estd presente numa quantidade de 10 a 50

ug por mg de lipido; e em que:

a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-

dicarboxilico é representada pela Férmula 1,

Mgl
RE——O—CH

i

) (
g -—%%—Gmﬁ“gCHgmﬁﬁ“‘éﬁﬂHg}mﬁﬂmﬁ

Formala 1 :
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a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido

N- (w) —dicarboxilico €& representada pela Fdérmula 3,

em que:
R', R?’, R° e R° sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e
m e p sdo, independentemente, um numero inteiro de 1
a 10;
e em gque o lipossoma nao compreende uma fosfatidil
etanolamina nao derivatizada, polietileno glicol, ou
fosfatidilcolina de ovo,
em que o0 termo "fosfatidil etanolamina ndo derivatizada”
refere-se a fosfatidil etanolamina, semi-fosfatidil
etanolamina (s) sintétical(s), fosfatidil etanolamina (s)
sintética(s) e/ou derivados da mesma que ndo sdo abrangidos

pela seguinte Fdérmula 1, Fdérmula 2 ou Fdérmula 3,

Mgt
R o (e
Q o)
Hy —o—;g-—c CH,CHy N CorfCHglr=COOH
OH

Formua 1
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ﬁ*\ﬁ

Formula 2

em que:
R', R’, R’, RY, R’, e R° sdo, cada um, independentemente um
grupo acilo, e
m, n, e p sdo independentemente um nUmero inteiro de 1 a
10;
e em que o ligando de direcionamento n&o € um anticorpo
intato.
Numa forma de realizacdo, a fosfatidilcolina inclui
uma fracdo de um acido gordo saturado.
Numa forma de realizacgdo, a fosfatidilcolina €& DMPC,
DSPC, POPC ou DPPC.
Numa forma de realizacdo, o lipossoma compreende DMPC
e colesterol, DSPC e colesterol, POPC e colesterol, ou DPPC
e colesterol.
Numa forma de realizacdo, o lipossoma compreende DMPC
e colesterol.
Numa forma de realizacdo, m e p sao, cada um,
independentemente, um numero inteiro de 2 a 4.
Numa forma de realizacdo, m e p sao iguais.

Numa forma de realizacdo, m e p sao 3.

14
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Numa forma de realizacéao, R?, Rz, R° e R° sao, cada um,
independentemente, oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou
miristoilo.

Numa forma de realizacdo, R' e R’ sdo iguais, e R° e R°
sdao iguais.

Numa forma de realizacao, R?, RZ, R’ e R® sdo iguais.

Numa forma de realizacdo, R', R® R e R® sdo oleoilo.

Numa forma de realizacao, RY, RZ, R’ e R® sdo oleoilo
ou estearoilo, e m e p séao 3.

Numa forma de realizacdo, a fosfatidilcolina é DMPC ou
DSPC, e o pelo menos um lipido adicional é colesterol.

Numa forma de realizagdo, o ligando de direcionamento
é selecionado a partir de transferrina, &cido fdélico, &cido
hialurdénico, uma cadeia de agucar, e um fragmento de um
anticorpo monoclonal.

Numa forma de realizacdo, o ligando de direcionamento
é selecionado a partir de transferrina, &cido fdélico, &cido
hialurdénico e uma cadeia de acgucar.

Numa forma de realizacdo, o ligando de direcionamento
é transferrina.

Numa forma de realizacgdo, a transferrina é numa forma
holo, mas nado numa forma apo.

Numa forma de realizagdo, a transferrina é numa forma
holo.

Numa forma de realizacdo, R', R’, R’ e R° sdo oleoilo,
m e p sdao 3, o ligando de direcionamento é transferrina, a
fosfatidilcolina é DMPC, e o pelo menos um lipido adicional
é colesterol.

Numa forma de realizacgéo, o didmetro médio do
lipossoma é de 50 nm a 250 nm.

Numa forma de realizacdo, o farmaco estd presente.

Numa forma de realizacdo, o fédrmaco ¢é um agente
anticancro.

Numa forma de realizacdo, o farmaco ¢é um farmaco

citotdxico.
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Numa forma de realizacdo, o farmaco é um composto de

platina.

Numa forma de realizacdo, o composto de platina é
biplatina, cisplatina, carboplatina, ormaplatina,
oxaliplatina, zeniplatina, enloplatina, lobaplatina ou
espiroplatina.

z

Numa forma de realizacdo, o fadrmaco é oxaliplatina.

Numa forma de realizacdo, o férmaco ¢é oxaliplatina;
R% R% R e R° sao olecilo; m e p sao 3; o ligando de
direcionamento é transferrina; a fosfatidilcolina & DMPC; e
o pelo menos um lipido adicional é colesterol.

Numa forma de realizacdo, a oxaliplatina é dissolvida
numa solucdo aquosa de um acgucar selecionado a partir de
trehalose, maltose, sucrose, manose, lactose, manitol,
glicerol e dextrose.

Numa forma de realizacdo, o agucar € numa concentracdo
de desde cerca de 1 até cerca de 20 por cento de acgucar
(v/v) .

Numa forma de realizacao, a concentracao de
oxaliplatina é de 0,1 mg/ml a 25 mg/ml dentro do lipossoma.

Numa forma de realizacdo, o farmaco é um inibidor de
topoisomerase I.

Numa forma de realizacgdo, o inibidor de topoisomerase
I é& topotecano ou irinotecano.

Numa forma de realizacdo, o farmaco é um alcaloide da
vinca.

Numa forma de realizacdo, o alcaloide da wvinca ¢é
vincristina, vinblastina, vinleurosina, vinrodisina,
vinorelbina ou vindesina.

Numa forma de realizacdo, o féarmaco ¢é um 4&cido

nucleico.

[ON

Numa forma de realizacdo, o &cido nucleico um
oligonucledtido antissense ou uma ribozima.
Numa forma de realizacdo, o farmaco € um agente

alquilante.
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Numa forma de realizacdo, o farmaco é um taxano, um
antagonista metabdlico, um antibidético antitumoral, um
hormone terapéutica
fadrmaco, ou um fAdrmaco de alvo molecular.

Numa forma de realizacgdo, o lipossoma nao compreende
um lipido catidnico.

Numa forma de realizacgcdo, o lipossoma ndo compreende
um lipido anidnico.

Um segundo aspeto da presente invencdo é um método de

producdo de um lipossoma direcionado do primeiro aspeto,
que compreende as etapas de:
(a) misturar:
o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento,
=¥
o pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos;
(b) adicionar o farmaco ou composto marcado a mistura de
lipidos formada na etapa (a);
(c) formar um lipossoma.

Numa forma de realizacao, o) método compreende
adicionalmente uma etapa de: (d) purificar o lipossoma da
etapa (c).

Numa forma de realizacdo, o farmaco na etapa (b) esté
em solucdo aquosa antes da mistura.

Numa forma de realizacgao, etapa (c) compreende
sonicacdo, agitacao, ou extruséo.

Um terceiro aspeto da presente invencao é um método de

producado de um lipossoma direcionado do primeiro aspeto,
que compreende

as etapas de:

17
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(a) misturar:
o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-—
dicarboxilico,
um éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, e,
o0 pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos,
em que o éster succinimidilico de uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é

representado pela Férmula 2,

em que:

R° e R' sdo, cada um, independentemente, um grupo
acilo, e
n &, independentemente, um numero inteiro de 1 a 10;

(b) adicionar o farmaco ou composto marcado a mistura de

lipidos formada na etapa (a);

(c) formar um lipossoma; e,

(d) ligar um ligando de direcionamento ao éster

succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina

derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico.

Numa forma de realizacao, o) método compreende
adicionalmente uma etapa de: (e) purificar o lipossoma da
etapa (d).

Numa forma de realizacdo, o farmaco na etapa (b) estéa

em solugcao aquosa antes da mistura.
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Numa forma de realizacéao, etapa (c) compreende
sonicacdo, agitacao, ou extruséo.

Um quarto aspeto da presente invencdo € uma formulacgdo

farmacéutica que compreende um lipossoma direcionado do
primeiro aspeto e um ou mails portadores, excipientes,
diluentes, estabilizantes, ou conservantes
farmaceuticamente aceitédveis.

Um quinto aspeto da presente invencdo € um lipossoma

direcionado do primeiro aspeto, para utilizacdo num método
de tratamento do corpo humano ou animal por meio da
terapéutica.

Um sexto aspeto da presente invencdo € um lipossoma

direcionado do primeiro aspeto, em que o lipossoma
direcionado compreende um fadrmaco, e o fadrmaco é um agente
anticancro, para utilizacdo num método de tratamento do
cancro.

Um sétimo aspeto da presente invencdo €& a utilizacao

de um lipossoma direcionado do primeiro aspeto, em que o

[0S

lipossoma direcionado compreende um farmaco, e o fdrmaco
um agente anticancro, no fabrico de um medicamento para o
tratamento do cancro.

Um oitavo aspeto da presente invencdo € um lipossoma

direcionado do primeiro aspeto, em gque o lipossoma
direcionado compreende um composto marcado, para utilizacéo
num método de diagnédstico.

Um nono aspeto da presente invengdo é a utilizacdo de

um lipossoma direcionado do primeiro aspeto, em qgque o
lipossoma direcionado compreende um composto marcado, no
fabrico de um agente de diagndstico.

Um décimo aspeto da presente invencdo € um lipossoma

em branco que compreende:

um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos
é uma fosfatidilcolina, uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N- (w)-dicarboxilico,

uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-—
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dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e,
pelo menos um lipido adicional, em que o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol,
em que a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
(w) —dicarboxilico modificada por fator de direcionamento
compreende um ligando de direcionamento ligado a uma
segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
(w) —dicarboxilico;
em que o fator de direcionamento estd presente numa
quantidade de 10 a 50 pug por mg de lipido;
e em que:

a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-

dicarboxilico é representada pela Férmula 1,

Hal iy
RE O
ﬂ;_% 0
H —OJDH—QDWWECHQ““EWKN{GHE}m“ﬁmH
Formuta 1 ' :
e

a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido

N- (w) —dicarboxilico €& representada pela Fdérmula 3,

R', R?’, R° e R° sdo, cada um, independentemente, um
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grupo acilo, e

m e p sdo, independentemente, um numero inteiro de 1

a 10;

e em que o lipossoma nao compreende uma fosfatidil

etanolamina nado derivatizada, polietileno glicol, ou

fosfatidilcolina de ovo,
em que o termo "fosfatidil etanolamina ndo derivatizada"
refere-se a fosfatidil etanolamina, semi-fosfatidil
etanolamina (s) sintética(s), fosfatidil etanolamina(s)
sintética (s) e/ou derivados da mesma gque ndo sao
abrangidos pela seguinte Férmula 1, Férmula 2 ou Férmula
3,

bt
R e (e O
o _
Hz —O—ﬁ—ﬂ—“ﬁ%‘igﬁﬁg“gwﬁ“{m‘fgim“mﬁ

Formasta 1

o

ol CHg)COOH

Rl, RZ, R3, R4, R5, e R® sdo, cada um, independentemente
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um grupo acilo, e m, n, e p sado independentemente um
nimero inteiro de 1 a 10; e em qgque o ligando de
direcionamento ndo é um anticorpo intato.

Numa forma de realizacdo, a fosfatidilcolina inclui
uma fracdo de um &cido gordo saturado.

Numa forma de realizacdo, a fosfatidilcolina é DMPC,
DSPC, POPC ou DPPC.

Numa forma de realizacdao, o lipossoma compreende DMPC
e colesterol, DSPC e colesterol, POPC e colesterol, ou DPPC
e colesterol.

Numa forma de realizacdao, o lipossoma compreende DMPC
e colesterol.

Numa forma de realizacdo, m e p sédo, cada um,
independentemente, um numero inteiro de 2 a 4.

Numa forma de realizacdo, m e p sdo iguais.

Numa forma de realizacdo, m e p sdo 3.

Numa forma de realizacéao, R;, R2, R’ e R° sao, cada um,
independentemente, oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou
miristoilo.

Numa forma de realizacdo, R' e R’ sdo iguais, e R’ e R°
sdao iguais.

Numa forma de realizacdo, R', R?’, R’ e R° sdo iguais.

Numa forma de realizacéao, R?, R2, R’ e R® sdo oleoilo.

Numa forma de realizacao, R?, Rz, R° e R°® sdo oleoilo
ou estearoilo, e m e p sdo 3.

Numa forma de realizacdo, a fosfatidilcolina é DMPC ou
DSPC, e o pelo menos um lipido adicional é colesterol.

Numa forma de realizacdo, o ligando de direcionamento
é selecionado a partir de transferrina, &cido fdélico, &cido
hialurdénico, uma cadeia de aclUcar, e um fragmento de um
anticorpo monoclonal.

Numa forma de realizacdo, o ligando de direcionamento
€ selecionado a partir de transferrina, &cido fdélico, &cido
hialurdénico e uma cadeia de acgucar.

Numa forma de realizacdo, o ligando de direcionamento
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é transferrina.

Numa forma de realizacgdo, a transferrina é numa forma
holo, mas nao numa forma apo.

Numa forma de realizacdo, a transferrina & numa forma
holo.

Numa forma de realizacgao, R?, RZ, R’ e R° sido oleoilo,
m e p sadao 3, o ligando de direcionamentoc é transferrina, a
fosfatidilcolina é DMPC, e o pelo menos um lipido adicional
é colesterol.

Numa forma de realizacéo, o didmetro médio do
lipossoma € de 50 nm a 250 nm.

Numa forma de realizacdo, o lipossoma nao compreende
um lipido catidnico.

Numa forma de realizagdo, o lipossoma nao compreende
um lipido anidnico.

Um décimo primeiro aspeto da presente invencgdo & um

método de producdo de um lipossoma em branco do décimo
aspeto, que compreende as etapas de:
(a) misturar:
o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-—
dicarboxilico,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento,
=¥
o pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos; e
(b) formar um lipossoma.

Numa forma de realizacéo, o método compreende
adicionalmente uma etapa de (c) purificar o lipossoma da
etapa (b).

Numa forma de realizacgao, etapa (b) compreende
sonicacdo, agitacao, ou extruséo.

Um décimo segundo aspeto da presente invencdo é um

método de producdo de um lipossoma em branco do décimo
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aspeto, que compreende as etapas de:

(a) misturar:
o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico, e um éster succinimidilico de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico, e,
o pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos,

em que o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina

derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é representado

pela Férmula 2,

em que:
R° e R' sdo, cada um, independentemente, um grupo
acilo, e
n &, independentemente, um numero inteiro de 1 a 10;
(b) formar um lipossoma; e,
(c) ligar um ligando de direcionamento ao éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &acido N-(w)-dicarboxilico para formar uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento.
Numa forma de realizacao, o) método compreende
adicionalmente uma etapa de (d) purificar o lipossoma da
etapa (c).
Numa forma de realizacao, etapa (b) compreende

sonicacédo, agitacdo, ou extruséao.
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Um décimo terceiro aspeto da presente invencgdo & um

método de ©preparagcdo de um lipossoma terapéutico, que
compreende a etapa de: (a) encapsular um farmaco num
lipossoma em branco do décimo aspeto.

Um décimo quarto aspeto da presente invencdo ¢é uma

mistura de lipidos que compreende uma mistura de:
um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos
¢ uma fosfatidilcolina,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-—
dicarboxilico,
um éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N- (w)-dicarboxilico, e,
pelo menos um lipido adicional, em gue o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol,

em que:

a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w) -

dicarboxilico é representada pela Férmula 1,

gl
R S 1
% ?
Hzc—O—L—Gm&‘EQCHgmN““g“‘{QHg}mﬂﬁmH
2]
Formadla 1 3

e
o éster succinimidilico de wuma fosfatidil etanolamina

derivatizada de 4cido N-(w)-dicarboxilico & representado

pela Férmula 2,
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em que:
Rl, Eg, R’ e R* sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e
m e n sao, independentemente, um numero inteiro de 1 a
10;
e em gue a mistura ndo compreende uma fosfatidil
etanolamina nao derivatizada, polietileno glicol, ou
fosfatidilcolina de ovo,
em que o termo "fosfatidil etanolamina nao
derivatizada" refere-se a fosfatidil etanolamina, semi-
fosfatidil etanolamina (s) sintética(s), fosfatidil
etanolamina(s) sintética(s) e/ou derivados da mesma que
ndo sao abrangidos pela seguinte Fdérmula 1, Férmula 2

ou Fédrmula 3,

gt
e H

L) 3
HgC—O—E_Qm{JHgCHgmNmﬁ*‘{GHg)m“@QQH
M

Fdrmauta 1
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em que:
R', R, R’, R, R’, e R® sdo, cada um, independentemente um
grupo acilo, e
m, n, € p sdo independentemente um numero inteiro de 1 a
10.
Numa forma de realizacgdo, a fosfatidilcolina é DMPC,
DSPC, POPC ou DPPC; m e n sdo 3; R', R?’, R’ e R" sdo iguais;
e R, R?, R’ e R sd30 oleoilo ou estearoilo.

Um décimo gquinto aspeto da presente invencdo € um

método de producdo de uma mistura de lipidos do décimo
quarto aspeto, que compreende a etapa de:
misturar:

o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico, e o éster succinimidilico de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de A&cido N-(w)-
dicarboxilico.

Um décimo sexto aspeto da presente invencdo ¢é uma

mistura de lipidos que compreende uma mistura de:
um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos

é uma fosfatidilcolina,
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uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-
dicarboxilico,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e,
pelo menos um lipido adicional, em que o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol, em que a fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4cido N-(w)-dicarboxilico modificada por fator de
direcionamento compreende um ligando de direcionamento
ligado a uma segunda fosfatidil etanolamina derivatizada
de &cido N-(w)-dicarboxilico;
em qgque o fator de direcionamento estd presente numa
quantidade de 10 a 50 ug por mg de lipido; e em que:

a fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N- () -

dicarboxilico é representada pela Fdérmula 1,

Mgt
RE——
i i
Hy -—O—%MGm@igCHgmgwél:ﬁﬁHﬂm“CmH
Formmla 1 .
e

a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido

N-(w) —-dicarboxilico é representada pela Fdérmula 3,
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em que:
R', R?’, R e R®° sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e
m e p sdo, independentemente, um numero inteiro de 1 a
10;
e em que a mistura ndo compreende uma fosfatidil
etanoclamina ndo derivatizada, polietileno glicol, ou
fosfatidilcolina de ovo,
em que o) termo "fosfatidil etanolamina nao
derivatizada" refere-se a fosfatidil etanolamina, semi-
fosfatidil etanolamina (s) sintética(s), fosfatidil
etanolamina (s) sintética(s) e/ou derivados da mesma que
ndo sao abrangidos pela seguinte Fdérmula 1, Fédrmula 2

ou Férmula 3,

gt |
e

o b
§ !
HZS—O—L-—GWWQCHQNE“*_ { CHg = COOH

Foomula 1

Formuia 3

29



EP 1 863 448 B1

em que:
R', R’, R’, R, R’, e R® sdo, cada um, independentemente
um grupo acilo, e
m, n, € p sdo independentemente um numero inteiro de 1
a 10;
e em que o ligando de direcionamento ndo € um anticorpo
intato.

Numa forma de realizacdo, a fosfatidilcolina é DMPC,
DSPC, POPC ou DPPC; m e p sao 3; R?, RZ, R’ e R* sdo iguais;
R', R’, R’ e R" sdo oleoilo ou estearoilo; e o ligando de
direcionamento é transferrina.

Um décimo sétimo aspeto da presente invencdo € um

método de producgdo de uma mistura de lipidos do décimo
quinto aspeto, que compreende a etapa de:
misturar:

o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico, e
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento.

Um décimo oitavo aspeto da presente invencdo ¢é uma

composicdo que contém lipossoma que compreende:
um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos
¢ uma fosfatidilcolina,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-—
dicarboxilico,
um éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina

derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, e,
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pelo menos um lipido adicional, em gue o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol,

em que:
a fosfatidil etanolamina derivatizada de 4&acido N-(w)-

dicarboxilico é representada pela Férmula 1,

RGO

RS ]

o
H —O—B_Dﬁ"{&*i@(:ﬁgm&&*“*ﬁ“{ﬂﬁﬂmﬂﬁmﬂ

Formauta 4 .

e
o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é representado

pela Férmula 2,

em que:
R', R?’, R’ e R® sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e
m e n sao, independentemente, um numero inteiro de 1 a
10;
e em qgue a composigcdo nao compreende uma fosfatidil
etanolamina nao derivatizada, polietileno glicol, ou

fosfatidilcolina de ovo,

31



EP 1 863 448 B1

em que o) termo "fosfatidil etanolamina nao
derivatizada" refere-se a fosfatidil etanolamina, semi-
fosfatidil etanolamina (s) sintética(s), fosfatidil
etanolamina (s) sintética(s) e/ou derivados da mesma que
ndo sdo abrangidos pela seguinte Férmula 1, Fdérmula 2
ou Fédrmula 3,
g Qe
R~ O

o)
- u | i
HaC— O O C Mg Lo CHg e~ DOOH
H

Formula {

em que:
R', R?’, R’, R*, R’, e R® sdo, cada um, independentemente
um grupo acilo, e
m, n, e p sado independentemente um numero inteiro de 1
a 10.
Numa forma de realizacdo, a fosfatidilcolina é DMPC,
DSPC, POPC ou DPPC; m e n sao 3; R?, RZ, R’ e R* sdo iguais;
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e R, R?, R’ e R sd30 oleoilo ou estearoilo.

Numa forma de realizacdo, a composicdo gque contém
lipossoma do décimo sétimo aspeto compreende adicionalmente
um fadrmaco, em que o fadrmaco é oxaliplatina.

Um décimo nono aspeto da presente invencdo é um método

de producdo de uma composicdo que contém lipossoma do
décimo sétimo aspeto, que compreende as etapas de:
(a) misturar:
o um ou mais lipidos fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico,
o éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N-(w)-dicarboxilico ou a
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4&acido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e
o pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos; e
(b) adicionar o farmaco a mistura de lipidos formada na
etapa (a); e,
(c) formar uma composicdo que contém lipossoma.

Um vigésimo aspeto da presente invencdo ¢é uma

composicdo que contém lipossoma que compreende lipossomas
que compreendem:
um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos
é uma fosfatidilcolina,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-
dicarboxilico,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e,
pelo menos um lipido adicional, em que o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol,
em que a fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-
(w) ~dicarboxilico modificada por fator de direcionamento

compreende um ligando de direcionamento ligado a uma
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segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
() ~dicarboxilico;
em que o fator de direcionamento estad presente numa
quantidade de 10 a 50 ug por mg de lipido;
e em que:

a fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -

dicarboxilico é representada pela Férmula 1,

HglG Qi
RE e e
O
Hgt —O—gmammgﬁHg“*“ﬂH“*é-'**{QHﬂm“mH

Férmuda 1 ' \
e

a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido

N- (w) —dicarboxilico €& representada pela Fdérmula 3,

em que:
R', R?’, R> e R° s&do, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e
m e p sao, independentemente, um numero inteiro de 1 a
10;
e em gque a composicdo nao compreende uma fosfatidil
etanolamina nao derivatizada, polietileno glicol, ou

fosfatidilcolina de ovo,
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em que o) termo "fosfatidil etanolamina nao
derivatizada" refere-se a fosfatidil etanolamina,
semi-fosfatidil etanolamina (s) sintética(s),

fosfatidil etanolamina(s) sintética(s) e/ou derivados
da mesma que ndo sdo abrangidos pela seguinte Fdérmula

1, Férmula 2 ou Fdérmula 3,
HgG (i}
R e e
? {3
Hs '_%%—Q*NQGHQWNWQ“{EHEEm“GmH
M
Formwla 1

R“j( ?

ot

Rx%n

Formula 2

em que:
R', R?’, R’, R*, R’, e R° sdo, cada um, independentemente
um grupo acilo, e
m, n, € p sado independentemente um numero inteiro de 1
a 10;

e em que o ligando de direcionamento ndo é um anticorpo

intato.
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Numa forma de realizacdo, a fosfatidilcolina é DMPC,
DSPC, POPC ou DPPC; m e p sao 3; R', R?, R’ e R® sao iguais;
R', R’, R’ e R° sao oleoilo ou estearoilo; e o ligando de
direcionamento é transferrina.

Numa forma de realizacdo, a composicdo gque contém
lipossoma do décimo nono aspeto compreende adicionalmente
um farmaco, em que o fadrmaco é oxaliplatina.

Um vigésimo primeiro aspeto da presente invencdo € um

método de producdo de uma composicdo que contém lipossoma
do décimo nono aspeto, que compreende as etapas de:
(a) misturar:
o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento e,
o pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos; e
(b) adicionar solvente a mistura formada na etapa (a)
para formar uma composicdo que contém lipossoma.

Um vigésimo segundo aspeto da presente invencdo é um

método de producdo de uma composicdo que contém lipossoma
do décimo nono aspeto, que compreende as etapas de:
(a) misturar:
o um ou mais lipidos fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico,
o éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N-(w)-dicarboxilico ou a
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4&cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e
o pelo menos um lipido adicional,

para formar uma mistura de lipidos; e

(b) adicionar o fadrmaco a mistura de lipidos formada na

36



EP 1 863 448 B1

etapa (a); e,
(c) formar uma composicdo que contém lipossoma.

Descrevem—-se no presente documento novas composicdes
que contém lipidos (incluindo 1lipossomas (por exemplo,
lipossomas direcionados, lipossomas em branco), misturas de
lipidos e composigdes que contém lipossoma) que podem
opcionalmente incorporar um fadrmaco ou composto marcado, ou
que possam ser usadas na preparacadao de formulagdes dgue
incorporam um fadrmaco ou um composto marcado, em que a
composicdo que contém lipido confere o beneficio de reduzir
0os efeitos secundédrios do fadrmaco ou composto marcado e/ou
também evita a degradacdo e/ou perda de eficédcia do féarmaco
ou composto marcado. Também se descrevem no presente
documento métodos de preparacao e utilizacéao das
composigdes que contém lipido no presente documento
descritas. Como foi descrito no presente documento, as
composicdes que contém lipido podem ser usadas para tratar
ou diagnosticar cancro (por exemplo, cancro de mama, cancro
gastrico, cancro colorretal, cancro de cdlon, cancro do
pancreas, cancro de pulmédo de célula ndo pequena, cancro de
pulméo de pequena célula, cancro cerebral, cancro hepéatico,
cancro renal, cancro de prdstata, cancro de bexiga, cancro
de ovario ou malignidades hematoldgicas (por exemplo,
leucemia, linfoma, mieloma multiplo etc.)).

Em certas formas de realizacdo, sdo proporcionados
lipossomas direcionados que compreendem um ou mais
fosfolipidos, um ou mais fosfolipidos, uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico, uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, um
farmaco encapsulado ou composto marcado e, opcionalmente,
pelo menos um lipido adicional, em gque a fosfatidil
etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento compreende um

ligando de direcionamento ligado a uma segunda fosfatidil
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etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico; e em
que a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-—
dicarboxilico é representada pela Férmula 1,
gl iR
R ~—{—CH

O Q3
E :
H zc_o_g—ﬁ—mgCHgmﬁMé“‘(cHﬁm“BmH

Farmuls 1 :

e
a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-

(w) —dicarboxilico é representada pela Férmula 3,

em que R', R?’, R° e R®° sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e m e p sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 10; e, em gque o lipossoma nao compreende uma
fosfatidil etanolamina nédo derivatizada ou polietileno
glicol, e em qgque o ligando de direcionamento n&do € um
anticorpo intato.

Em outras formas de realizacao proporcionam-se
lipossomas em branco que compreendem um ou mais
fosfolipidos, uma fosfatidil etanolamina derivatizada de
acido N-(w) -dicarboxilico, uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico modificada por
fator de direcionamento, e, opcionalmente, pelo menos um
lipido adicional, em que a fosfatidil etanolamina

derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico modificada por
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fator de direcionamento compreende um ligando de
direcionamento ligado a uma segunda fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4acido N-(w)-dicarboxilico; e em que a
fosfatidil etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-

dicarboxilico é representada pela Fdérmula 1,

gt
e

0
HgC—Q—L—DMQHgGHgmNmCN{GHﬁm“G@OH
H

Formda 1 3

e
a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
(w) —dicarboxilico, onde estiver presente, € representada

pela Foéormula 3,

em que R', R?’, R° e R®° sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e m e p sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 10; e, em gque o lipossoma nao compreende uma
fosfatidil etanolamina nao derivatizada, polietileno
glicol, fé&rmaco ou composto marcado, e em que o ligando de
direcionamento ndo é um anticorpo intato.

Em certas formas de realizacdo dos lipossomas
direcionados e lipossomas em branco, R', R?, R’ e R° sao
oleoilo ou estearoilo, e m e p sdo 3. Em certas formas de

realizacgdo, o ligando de direcionamento é transferrina. Em
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formas de realizacgéao particulares, o) um ou mais
fosfolipidos & DMPC ou DSPC, e o pelo menos um lipido
adicional estd presente e é colesterol. Em certas formas de
realizacdo dos 1lipossomas direcionados e lipossomas em
branco, R', R’ R’ e R°® sdo oleoilo, m e p sao 3, o um ou
mais fosfolipido é DMPC e o lipido adicional é colesterol.

Em certas formas de realizacdo dos lipossomas
direcionados e lipossomas em branco, m e p sao, cada um,
independentemente, um numero inteiro de 2 a 4. Em algumas
formas de realizagcdo, m e p sado iguais e sdo um numero
inteiro de 2 a 4. Em formas de realizacdo particulares, m e
P sao iguais e sdo 3. Em certas formas de realizacéao, R?,
R° e R° sdo, cada wum, independentemente, oleoilo,
estearoilo, palmitoilo ou miristoilo. Em algumas formas de
realizacao, R' e sao R? sdo iguais, e R’ e R® sdo iguais. Em
outras formas de realizacdo, R', R?’, R’ e R° sdo iguais. Em
formas de realizacdo particulares, R', R?’, R’ e R° sdo
oleoilo ou estearoilo. Em certas formas de realizacgéao, R',
R?, R’ e R° sdo oleoilo.

Em formas de realizagcdo adicionais proporcionam-se
misturas de lipidos que compreendem uma mistura de um ou
mais fosfolipidos, uma fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4acido N-(w)-dicarboxilico, um éster succinimidilico de
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico, e, opcionalmente, pelo menos um lipido
adicional, em que a fosfatidil etanolamina derivatizada de

dcido N-(w)-dicarboxilico é representada pela Fdérmula 1,

Hp iy
R (e

o &
H -'—D—Q-—G—*-NEGHEM;%N&*(EHg}m*(}(}QH

Formula 1 ’ .
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e
o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico ¢é representado

pela Férmula 2,

em que R', R’, R’ e R sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, m e n sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 10; e, em que a mistura nado compreende uma
fosfatidil etanolamina ndo derivatizada ou polietileno
glicol.

Em certas formas de realizacdo da misturas de lipidos,
m e n sao, cada um, independentemente, um numero inteiro de
2 a 4. Em algumas formas de realizagdo, m e n sao iguais e
sdo um numero inteiro de 2 a 4. Em formas de realizacgdo
particulares, m e n sao iguais e sao 3.

Em certas formas de realizacgdo da misturas de lipidos,
R% R% R’ e R* sdo, cada um, independentemente, oleoilo,
estearoilo, palmitoilo ou miristoilo. Em algumas formas de
realizacdo, R' e sdo R® sdo iguais, e R’ e R® sdo iguais. Em
formas de realizacdo particulares, R', R?’, R’ e R' sdo
iguais. Em algumas formas de realizacdo, R', R?’, R’ e R* sio
oleoilo ou estearoilo. Em certas formas de realizacd&o, m e

z

n sdo 3, onde o um ou mais fosfolipidos é DMPC ou DSPC e o
pelo menos um lipido adicional estd presente e é
colesterol. Em certas formas de realizacdo da misturas de
lipidos, R', R?’, R’ e R sdo oleoilo, m e n sdo 3, o um ou

mais fosfolipido é DMPC e o lipido adicional é colesterol.
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Em formas de realizacdo adicionais proporcionam-se
misturas de lipidos que compreendem uma mistura de um ou
mais fosfolipidos, uma fosfatidil etanolamina derivatizada
de &4cido N-(w)-dicarboxilico, uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico modificada por
fator de direcionamento, e, opcionalmente, pelo menos um
lipido adicional, em que a fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico ¢ representada

pela Férmula 1,

FgGmi i}
R ——0—CH
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Formals 1 s

e

a fosfatidil etanolamina derivatizada de 4&acido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento
compreende um ligando de direcionamento ligado a uma
segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w) -
dicarboxilico; e em que a segunda fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico € representada

pela Foérmula 3,

42



EP 1 863 448 B1

em que R?, RZ, R’ e R° sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, m e p sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 10; e, em que a mistura nado compreende uma
fosfatidil etanolamina ndo derivatizada ou polietileno
glicol, e em que o ligando de direcionamento ndo € um
anticorpo intato.

Em formas de realizacdo particulares da misturas de
lipidos, onde uma fosfatidil etanolamina derivatizada de
acido N- (w) —dicarboxilico modificada por fator de
direcionamento estiver presente, m e p sao, cada um,
independentemente, um numero inteiro de 2 a 4. Em certas
formas de realizacdo, m e p sdo iguais e sdo um numero
inteiro de 2 a 4. Em algumas formas de realizacdo, m e p
sdo iguais e sao 3.

Em formas de realizacdo particulares da misturas de
lipidos, onde uma fosfatidil etanolamina derivatizada de
acido N-(w) —dicarboxilico modificada por fator de
direcionamento estiver presente, R;, R?, R> e R° sdo, cada
um, independentemente, oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou
miristoilo. Em algumas formas de realizacgdo, em gue R' e
sdo R? sao iguais, e R° e R° sao iguais. Em formas de
realizacdo adicionais, R', R?’, R’ e R° sao iguais. Em
algumas formas de realizacéao, R?, R2, R’ e R° sdo oleoilo ou
estearoilo. Em certas formas de realizacéao, R?, RZ, R’ e R°®
sdo oleoilo ou estearoilo, m e p sao 3, o um ou mais
fosfolipidos ¢é DMPC ou DSPC, o pelo menos um lipido
adicional ¢é colesterol, e o ligando de direcionamento &
transferrina. Em certas formas de realizacdo da misturas de
lipidos, R', R?’, R’ e R° sdo oleoilo, m e p sdo 3, o um ou
mais fosfolipido é DMPC, o lipido adicional é colesterol e
o ligando de direcionamento é transferrina.

Em certas formas de realizacéo proporcionam-se
composicdes que contém lipossoma que compreendem lipossomas
que compreende um ou mais fosfolipidos, uma fosfatidil

etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, um
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éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N-(w)-dicarboxilico, e,
opcionalmente, pelo menos um lipido adicional, em que a
fosfatidil etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-

dicarboxilico é representada pela Fdérmula 1,

Gt}

RE e L+

I i
Hy :—U%w%ZCHgmgmpﬁ_cHg;mmcmH
Formala 1 v

e
o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico ¢é representado

pela Férmula 2,
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em que R', R?’, R’ e R sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, m e n sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 10; e, em gque a composicao nao compreende
uma fosfatidil etanolamina nado derivatizada ou polietileno
glicol.

Em algumas formas de realizacdao das composicdes que
contém lipossoma m e n sdo, cada um, independentemente, um
numero inteiro de 2 a 4. Em certas formas de realizagdo, m
e n sdo iguais e sdo um numero inteiro de 2 a 4. Em formas

de realizacdo particulares, m e n sdo iguais sao 3.
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Em algumas formas de realizacdo das composicgdes que
contém lipossoma, R', R?, R’ e R sao, cada um,
independentemente, oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou
miristoilo. Em formas de realizacdo particulares, R' e s&o
R’ sao iguais, e R’ e R sdo iguais. Em algumas formas de

* e R sdo iguais. Em certas formas de

realizacao, R?, RZ, R
realizacdo, R', R?’, R’ e R sdo oleoilo ou estearoilo. Em
algumas formas de realizacéao, Rl, RZ, R’ e R* sdo oleoilo ou
estearoilo, e m e n sdo 3 e o um ou mais fosfolipidos é
DMPC, DSPC, POPC ou DPPC. Em certas formas de realizacéo,
R', R?%, R’ e R4° sdo oleoilo, m e n sdo 3, O um ou mais
fosfolipido é DMPC e o lipido adicional é colesterol.

Em formas de realizacdo adicionais das composigdes que
contém lipossoma proporcionam-se composicdes gue contém
lipossoma que compreendem lipossomas gue compreende um ou
mais fosfolipidos, uma fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4acido N-(w)-dicarboxilico, uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico modificada por
fator de direcionamento, e, opcionalmente, pelo menos um
lipido adicional, em que a fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico € representada

pela Férmula 1,

(T e I 3
RE——O—CH
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Formada ¥ v

e

a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento
compreende um ligando de direcionamento ligado a uma

segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N- () -
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dicarboxilico; e em qgque a segunda fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico ¢é representada

pela Foérmula 3,

S Hz}ﬁ«»eﬁ

em que R! , R?, R’ e R° sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, m e p sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 10; e, em que a composigcdo ndo compreende
uma fosfatidil etanolamina ndo derivatizada ou polietileno
glicol, e em que o ligando de direcionamento ndo é um
anticorpo intato.

Em certas das composig¢des que contém lipossoma, onde
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento
estiver presente, m e p sao, cada um, independentemente, um
numero inteiro de 2 a 4. Em formas de realizacéo
particulares, m e p sdo iguais e sd&o um numero inteiro de 2
a 4. Em algumas formas de realizacgdo, m e p sado iguais séo
3.

Em certas das composic¢des que contém lipossoma, onde
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento
estiver ©presente, R', R?’, R e R° s&do, ~cada unm,
independentemente, oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou
miristoilo. Em formas de realizacdo particulares, R' e sao
R’ sdo iguais, e R’ e R° sdo iguais. Em certas formas de
realizacdo, em que R', R?’, R’ e R° sdo iguais. Em algumas

formas de realizacdo, R', R?’ R’ e R° sdo oleoilo ou
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estearoilo. Em formas de realizacdo particulares, R', R?, R’
e R® sdo oleoilo ou estearoilo, o um ou mais fosfolipidos é
DMPC ou DSPC, o pelo menos um lipido adicional colesterol,
e o0 ligando de direcionamento ¢é transferrina. Em certas
formas de realizacao, R', R’, R> e R® sdo oleoilo, m e P sao
3, o um ou mais fosfolipido é DMPC, o lipido adicional ¢é
colesterol e o ligando de direcionamento é transferrina.

Em formas de realizacdo adicionais das composicdes que
contém lipossoma um farmaco é incluido. Em certas formas de
realizacdo, o um ou mais fosfolipido é DMPC ou DSPC, R', R?
e, onde estiver ©presente, R’ e R° sdo oleoilo ou
estearoilo, m e, onde estiver presente, p sao 3, o pelo
menos um lipido adicional, onde estiver ©presente, é
colesterol, o farmaco ¢é oxaliplatina, e o ligando de
direcionamento, onde estiver presente, & transferrina. Em
certas formas de realizacdo, a composicdo inclui ainda um
aclicar numa concentracdo de desde cerca de 1 até cerca de
20 % por cento de acgucar (v/v). Em certas formas de
realizacdo, o um ou mais fosfolipido é DMPC ou DSPC, R', R?
e, onde estiver presente, R° e R° sido oleoilo, m e, onde
estiver ©presente, p sao 3, o pelo menos um lipido
adicional, onde estiver presente, é colesterol, o farmaco é
oxaliplatina, e o ligando de direcionamento, onde estiver
presente, é transferrina.

Em formas de realizacdo adicionais das composigdes que
contém lipossoma um composto marcado é incluido. Em certas
formas de realizacgcao, o composto marcado compreende uma
fragcdo radioisotédpica.

Em certas formas de realizacdao dos lipossomas
direcionados, lipossomas em branco, misturas de lipidos e
composigdes que contém lipossoma, o pelo menos um lipido
adicional esta presente. Em formas de realizacéo
particulares, o pelo menos um lipido adicional é colesterol
ou um derivado de colesterol.

Em formas de realizacdo particulares dos lipossomas
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direcionados, lipossomas em branco, misturas de lipidos e
composicbes que contém lipossoma, o um ou mais fosfolipidos
& uma fosfatidilcolina, &acido fosfatidico, fosfatidilserina
ou fosfatidilglicerol. Em formas de realizacgao
particulares, o um ou mais fosfolipidos & um neutral
fosfolipido. Em algumas formas de realizagdo, o um ou mais
fosfolipidos & uma fosfatidilcolina. Em  formas de
realizagdo particulares, a fosfatidil colina inclui uma
fragcdo de um 4&acido gordo saturado. Em certas formas de
realizacdo, o um ou mais fosfolipidos é DMPC, DSPC, POPC ou
DPPC. Em particular destas formas de realizacdo, o pelo
menos um lipido adicional esté& presente. E em certas
destas, o pelo menos um lipido adicional é colesterol ou um
derivado de colesterol. Em formas de realizacao
particulares, DMPC e colesterol, DSPC e colesterol, POPC e
colesterol, ou DPPC e colesterol s&o incorporados. Em
certas formas de realizacgdo, DMPC e colesterol.

Em formas de realizacado particulares dos lipossomas
direcionados, lipossomas em branco, misturas de 1lipidos e
composicdes que contém lipossoma, onde estiver presente, o
ligando de direcionamento é direcionado a uma célula alvo.
Em algumas formas de realizacéao, o) ligando de
direcionamento ¢é direcionado a um recetor de superficie
celular de uma célula alvo. Em formas de realizacéo
particulares, o ligando de direcionamento ¢é transferrina,
4dcido félico, éacido hialurénico, uma cadeia de agGcar ou um
fragmento de um anticorpo monoclonal. Em certas formas de
realizacdo, o 1ligando de direcionamento € transferrina,
dcido félico, &acido hialurédénico ou uma cadeia de acglUcar. Em
outras formas de realizacdo, o ligando de direcionamento é
transferrina, &acido fdélico, &cido hialurdnico ou uma cadeia
de agucar. Em algumas formas de realizacgdo, o ligando de
direcionamento ¢é transferrina. Em formas de realizacgdo
particulares, a transferrina ¢é numa forma holo, mas néo

numa forma apo. Em algumas formas de realizacgao, a
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transferrina é numa forma holo.

Em certas formas de realizacao dos lipossomas
direcionados e lipossomas em branco, o didmetro médio do
lipossoma é de cerca de 50 nm a cerca de 250 nm. Em outras,
o di&metro médio do lipossoma € de cerca de 90 nm a cerca
de 200 nm.

Em formas de realizacdo particulares dos lipossomas
direcionados e lipossomas em branco, o potencial zeta do
lipossoma ¢é negativo. Em certas formas de realizagdo, o
potencial zeta é de cerca de -75 mV a cerca de -90 mV. Em
outras, o potencial zeta ¢ de cerca de -80 mV a cerca de -
85 mV.

Em certas formas de realizacao das composigdes que
contém lipossoma, lipossomas direcionados e lipossomas em
branco, as formulacdes incluem ainda uma solucédo.

Em formas de realizacdo particulares dos lipossomas
direcionados e composic¢des que contém lipossoma, o féarmaco
estd presente.

Em formas de realizacdo particulares dos lipossomas
direcionados e composic¢gdes que contém lipossoma, o féarmaco
¢ oxaliplatina. Em certas formas de realizagdo onde o
farmaco € oxaliplatina, o ligando de direcionamento &
transferrina. Em certas formas de realizacgdo, o pelo menos
um lipido adicional estd& presente e é colesterol.

Em certas formas de realizacd&o, o farmaco é um agente
anticancro. Em formas de realizacdo particulares, o féarmaco
¢ um féarmaco citotédéxico. Em algumas formas de realizacgido, o
farmaco ¢ um 1inibidor de topoisomerase I. Em formas de
realizacgdo particulares, o inibidor de topoisomerase I &
topotecano ou irinotecano. Em outras formas de realizacgdao,
o farmaco é um alcaloide da vinca. Em formas de realizacéo
particulares, o) alcaloide da vinca é vincristina,
vinblastina, vinleurosina, vinrodisina, vinorelbina ou
vindesina. Em algumas formas de realizagcao, em dgue O

fadrmaco ¢é um Acido nucleico. Em certas formas de
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realizacéo, o acido nucleico ¢ um oligonucledtido
antissense ou uma ribozima. Em algumas formas de
realizacdo, o farmaco é um agente alquilante. Em formas de
realizacgédo particulares, o farmaco é um taxanos. Em outras
formas de realizacgao, o fdrmaco é um antagonista
metabdélico. Em certas formas de realizacdo, o farmaco €& um
antibidético antitumoral. Em algumas formas de realizacdo, o
fadrmaco é um farmaco de terapéutica hormonal. Em algumas
formas de realizacdo, o féarmaco ¢é um farmaco de alvo
molecular.

Em algumas formas de realizacdao dos lipossomas

direcionados e composicdes que contém lipossoma, o farmaco

¢ um composto de platina. Em formas de realizacgao
particulares, o composto de platina é biplatina,
cisplatina, carboplatina, ormaplatina, oxaliplatina,

zeniplatina, enloplatina, lobaplatina ou espiroplatina. Em

[ON

algumas formas de realizacdo, o composto de platina
oxaliplatina.

Em algumas formas de realizagdo onde o farmaco ¢é
oxaliplatina, R', R?, R> e R® sdo oleoilo ou estearoilo, m e
p sé&o 3, o ligando de direcionamento ¢ transferrina, o um
ou mais fosfolipidos é DMPC ou DSPC, e o pelo menos um
lipido adicional estd& presente e é colesterol. Em certas
formas de realizacdo onde o féarmaco é oxaliplatina, R', R?,
R° e R° s&dao oleoilo, m e p sdao 3, o 1ligando de
direcionamento ¢ transferrina, o um ou mais fosfolipidos é
DMPC, e o pelo menos um lipido adicional estd presente e é
colesterol. Em formas de realizacdo particulares, o)
lipossomas direcionados e composigdes que contém lipossoma
estdo livres de outros componentes de lipidos.

Em algumas formas de realizagcdo onde o farmaco ¢é
oxaliplatina, a oxaliplatina ¢é dissolvida numa solugédo
aquosa de um acgucar selecionado a partir do grupo que
consiste em trehalose, maltose, sucrose, manose, lactose,

manitol, glicerol e dextrose. Em certas formas de
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realizacdo, o agucar estd numa concentracdo de desde cerca
de 1 até de cerca de 20 % por cento de acucar (v/v). Em
formas de realizacdo particulares, a concentracado de
oxaliplatina é de cerca de 0,1 mg/ml a cerca de 25 mg/ml
dentro do lipossoma. Em outras formas de realizacdo, a
concentragcdo de oxaliplatina € de cerca de 0,5 mg/ml a
cerca de 10 mg/ml dentro do lipossoma. Em ainda outras
formas de realizacdo, a concentracdo de oxaliplatina €& de
cerca de 0,5 mg/ml a cerca de 3 mg/ml.

Em formas de realizacdo particulares dos lipossomas
direcionados e composicgdes gque contém lipossoma, o composto
marcado estd presente. Em certas formas de realizacdo, o
composto marcado inclui uma fracdo radioisotdpica. Em
formas de realizacdo particulares, a fracdo radioisotédpica

incorpora 1257

Em formas de realizacdo particulares dos lipossomas
direcionados e as composicdes que contém lipossoma, a
concentracao de 1ligando de direcionamento incorporado no
lipossoma € de cerca de 1,0 mg/ml a cerca de 3,0 mg/ml. Em
outras, a concentracdo de ligando de direcionamento
incorporado no lipossoma € de cerca de 1,0 mg/ml a cerca de
2,5 mg/ml.

Em formas de realizacdo particulares dos lipossomas
direcionados e as composicdes que contém lipossoma onde o
fdrmaco estiver presente e ¢é oxaliplatina, o ligando de
direcionamento ¢ transferrina. Em formas de realizacao
particulares, a transferrina ¢ numa forma holo. Em algumas
formas de realizacgéao, 0 ferro férrico esté numa
concentragdo de desde cerca de 0,4 a cerca de 3,0 ug/ml. Em
outras formas de realizacdo, o ferro férrico estd numa
concentracdo de desde cerca de 0,4 a cerca de 1,5 ug/ml.

Em formas de realizacdo particulares dos lipossomas
direcionados, lipossomas em branco, misturas de lipidos e
composicgbes que contém lipossoma, o lipossomas, misturas de

lipidos ou composicdo que contém lipossoma ndo compreende
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um lipido catidénico. Em formas de realizacdo particulares,
os lipossomas, misturas de lipidos ou composicdo que contém
lipossoma ndo compreendem um lipido anidnico. Em algumas
formas de realizacdo, os lipossomas, lipossoma de lipido,
misturas de lipidos ou composicdo que contém lipossoma néo
compreendem um lipido anidénico ou um lipido catidnico.

Em formas de realizacdo particulares dos lipossomas
direcionados, lipossomas em branco, misturas de lipidos e
composigcdes que contém lipossoma, as formulagdes incluem
ainda uma solucdo, FEm certas formas de realizacgdo, as
misturas de lipidos estdo livres de solucdo. Em formas de
realizacdo particulares, a solucdo é uma solugdo aquosa ou
uma mistura de uma solucdo aquosa e um solvente miscivel em
agua.

Em formas de realizacdo particulares dos lipossomas
direcionados, lipossomas em branco, misturas de lipidos e
composicdes que contém lipossoma, as formulagdes incluem
ainda sucrose.

Também se descrevem no presente documento formulacdes
farmacéuticas das composicdes que contém lipidos descritas
no presente documento. Formas de realizacgdo particulares
das composicdes que contém lipossoma, lipossomas
direcionados e lipossomas em branco incluem as composicdes
que contém lipossoma, lipossomas direcionados ou lipossomas
em branco como foil descrito no presente documento e um ou
mais portadores, excipientes, diluentes, estabilizantes, ou
conservantes farmaceuticamente aceitéveis.

Também se descrevem no presente documento kits
incluindo as composicgdes que contém lipidos descritas no
presente documento. Certas formas de realizacdo das
composigdes que contém lipossoma, lipossomas direcionados e
lipossomas em branco incluem as composigdes qgue contém
lipossoma, lipossomas direcionados ou lipossomas em branco
como foi descrito no presente documento, embalagem e

instrugbes para utilizacgao.
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Em certas formas de realizacao dos kits, as
composicbes que contém lipossoma, lipossomas direcionados
ou lipossomas em branco como foil descrito no presente
documento estd contido num primeiro recipiente e um ou mais
portadores, excipientes, diluentes, estabilizantes, ou
conservantes farmaceuticamente aceitédveis estdo contidos
num segundo recipiente.

Em formas de realizacdo particulares, proporcionam-se
kits que incorporam as formulagdes farmacéuticas descrito
no presente documento, embalagem e instrucdes para
utilizacao.

Também se descrevem no presente documento métodos de
preparacdo das composicgdes que contém lipidos descritas no
presente documento.

Em formas de realizacdo particulares, proporcionam-se
métodos de preparacdo de lipossomas direcionados como foi
descrito no presente documento, que compreende as etapas
de:

a) misturar o um ou mais fosfolipidos, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, a
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e,
opcionalmente, o pelo menos um lipido adicional, para
formar uma mistura de lipidos;

b) adicionar um fadrmaco ou composto marcado a mistura de
lipidos formada na etapa (a);

c) formar um lipossoma.

Numa forma de realizacao adicional do método,
proporciona-se uma etapa (d), purificar o lipossoma da
etapa (c). Em formas de realizacdo particulares, o farmaco
na etapa (b) estd em solugdo aquosa antes da mistura. Em
certas formas de realizacgao, a etapa (c) compreende
sonicagdo ou agitacdo. Em algumas formas de realizacao, a
etapa (c) compreende extrusao.

Em outras formas de realizacao, proporcionam-se
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métodos de preparacdo de lipossomas direcionados como foi

descrito no presente documento, que compreende as etapas de
a) misturar o um ou mais fosfolipidos, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-dicarboxilico, um
éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N- (w) —dicarboxilico, e,
opcionalmente, o pelo menos um lipido adicional, para
formar uma mistura de lipidos
em que o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é representado

pela Férmula 2,

em que R’ e R* sdo, cada um, independentemente, um grupo
acilo, n é, independentemente, um numero inteiro de 1 a
10;

b) adicionar féarmaco ou composto marcado a mistura de
lipidos formada na etapa (a);

c¢) formar um lipossoma; e,

d) ligar um ligando de direcionamento ao éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N- (w)-dicarboxilico.

Em certas formas de realizacdo do método descrito
acima, o método também inclui uma etapa (e), purificar o
lipossoma da etapa (d).

Em formas de realizacdo particulares, o féarmaco na
etapa (b) estd em solucdo aguosa antes da mistura. Em

algumas formas de realizacdo, a etapa (c) compreende
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sonicacdo ou agitacdo. Em certas formas de realizacgdo, a
etapa (c) compreende extrusdo. Em formas de realizacgao
particulares, a etapa (c) compreende agitacéao.

Em certas formas de realizacao, proporcionam-se
métodos de preparacdo de lipossomas em branco como foi
descrito no presente documento, que compreende as etapas de

a) misturar o um ou mais fosfolipidos, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, a
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e,
opcionalmente, o pelo menos um lipido adicional, para
formar uma mistura de lipidos; e

b) formar um lipossoma.

Em certas formas de realizacdo dos métodos de
preparacgdo dos lipossomas em branco, o método compreende
adicionalmente uma etapa (c), purificar o lipossoma da
etapa (b).

Em formas de realizacdo particulares, a etapa (b)
compreende sonicagcdo ou agitacdo. Em algumas formas de
realizacdo, a etapa (b) compreende extrusao.

Em outras formas de realizacgao, proporcionam-se
métodos de preparacdo de lipossomas em branco como foi
descrito no presente documento, que compreende as etapas de

a) misturar o um ou mais fosfolipidos, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, e
um éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N- (w) ~dicarboxilico, e,
opcionalmente, o pelo menos um lipido adicional, para
formar uma mistura de lipidos,

em que o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &acido N-(w)-dicarboxilico é representado

pela Férmula 2,
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em qgue R® e R® s&do, cada um, independentemente, um grupo
acilo, n é, independentemente, um nUmero inteiro de 1 a
10;

b) formar um lipossoma; e,

c) ligar um ligando de direcionamento ao éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N-(w)-dicarboxilico para formar uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4&cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento.

Em certos dos métodos de preparacdo dos lipossomas em
branco, os métodos incluem ainda uma etapa (d), purificar o
lipossoma da etapa (c).

Em formas de realizacdo particulares, a etapa (b)
compreende sonicagcdo ou agitacdo. Em algumas formas de
realizacdo, a etapa (b) compreende extrusao.

Em outras formas de realizacgao, proporcionam-se
métodos de preparacdo das composicdes gque contém lipidos
como foil descrito no presente documento, gque compreende a
etapa de misturar o um ou mais fosfolipidos, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico e o
éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4cido N-(w)-dicarboxilico.

Em formas de realizacao adicionais, proporcionam-se
métodos de preparacgdo das composicdes gque contém lipidos
onde o pelo menos um lipido adicional estd presente, como
foi descrito no presente documento, que compreende a etapa
de misturar o um ou mais fosfolipidos, o pelo menos um

lipido adicional, a fosfatidil etanolamina derivatizada de
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dcido N-(w)-dicarboxilico e o éster succinimidilico de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico.

Em outras formas de realizacao, proporcionam-se
métodos de preparacdo das composicdes qgue contém lipidos
como foi descrito no presente documento, gque compreende a
etapa de misturar o um ou mais fosfolipidos, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-dicarboxilico e a
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento.

Em formas de realizacao adicionais, proporcionam-se
métodos de preparacdo das composicdes que contém lipidos,
onde o pelo menos um lipido adicional estd presente, como
foi descrito no presente documento, que compreende a etapa
de misturar o um ou mais fosfolipidos, o pelo menos um
lipido adicional, a fosfatidil etanolamina derivatizada de
dcido N-(w)-dicarboxilico e a fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico modificada por
fator de direcionamento.

Também se proporcionam métodos de preparacdo das
composicdes que contém lipossoma descritas no presente
documento, que compreende as etapas de

a) misturar o um ou mais lipidos fosfolipidos, e a
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-
dicarboxilico e, onde estiver presente, o) éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, ou fosfatidil
etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento, e, opcionalmente,
onde estiver presente, pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos; e

b) adicionar um fé&rmaco a mistura de lipidos formada na
etapa (a); e,

¢) formar um lipossoma.
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Em certas formas de realizagdo dos métodos de
preparacdo das vVvarias composigdes que contém lipidos
(lipossomas direcionados, lipossomas em branco, composicdes
que contém lipossoma), onde um farmaco estd presente, o
fdrmaco ¢é numa solugcdo aquosa. Em certas formas de
realizacdo, a etapa a) ¢ levada a cabo na presenca de
solvente orgénico. Em algumas formas de realizacdo, a
solugdo aquosa compreende adicionalmente um acgucar. Em
certas formas de realizacdo, a solugdo aquosa pode também
incluir um solvente orgénico miscivel em &agua.

Em outras formas de realizacgao, proporcionam-se
métodos de preparacdo das composigdes que contém lipossoma,
que compreende as etapas de

a) misturar o um ou mais lipidos fosfolipidos, e a
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-
dicarboxilico e,

onde estiver presente, o éster succinimidilico de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-
dicarboxilico, ou a fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4cido N-(w)-dicarboxilico modificada por fator de
direcionamento, e, opcionalmente, onde estiver presente,
0 pelo menos um lipido adicional, para formar uma mistura
de lipidos; e

b) adicionar um composto marcado a mistura de 1lipidos
formada na etapa (a).

c) formar um lipossoma

Em certas formas de realizacdo dos métodos de
preparacadao das varias composicdes que contém lipidos
(lipossomas direcionados, lipossomas em branco, composicdes
que contém lipossoma), onde um composto marcado estiver
presente, o composto marcado €é numa solucdo aquosa. Em
certas formas de realizacado, a etapa a) é levada a cabo na
presenga de solvente orgédnico. Em certas formas de
realizacdo a solucdo aquosa pode também incluir um solvente

orgadnico miscivel em &agua.
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Em certas formas de realizacdo também se proporcionam
métodos de preparacdo das composicdes gque contém lipossoma
como foi descrito no presente documento, em que a
composicdo que contém lipossoma inclui uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento, que compreende as
etapas de

a) misturar o um ou mais fosfolipidos, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico e a
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4acido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento e,
opcionalmente, pelo menos um lipido adicional, para
formar uma mistura de lipidos; e

b) adicionar solvente a mistura formada na etapa (a) para
formar uma composicdo que contém lipossoma.

Em formas de realizacgcdo particulares, a etapa de
mistura (a) ¢é levada a cabo na presenca de um solvente
organico. Em formas de realizacdo particulares, o solvente
na etapa (b) é uma solucgdo aguosa ou uma mistura de solucgédo
aquosa e um solvente miscivel em Aagua.

Em certas formas de realizacado, a etapa (b) compreende
sonicacgdo ou agitacdo. Em algumas formas de realizacédo, a
etapa (b) compreende extrusdo.

Em formas de realizacdo particulares dos métodos de
preparacdo das composicgdes que contém lipidos, na etapa (a)
o pelo menos um lipido adicional estd presente.

Em algumas formas de realizagdo dos métodos de
preparacado das composicdes que contém lipidos, na etapa (a)
o0 éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4cido N-(w)-dicarboxilico estd presente.

Em certas formas de realizacdo dos métodos de
preparacao das composicdes que contém lipidos na etapa (a)
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento esta

presente.
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Também se descrevem no presente documento métodos de
tratamento ou diagndéstico usando as composicgdes que contém
lipidos descritas no presente documento.

Em formas de realizacgdo particulares, proporcionam-se
métodos para tratar cancro que compreende, a) administrar
um lipossoma direcionado como foi descrito no presente
documento a um individuo em necessidade do mesmo numa
quantidade eficaz para tratar o cancro, em que o lipossoma
direcionado compreende um farmaco, e o farmaco & um agente
anticancro.

Em certas formas de realizacdo do método de tratamento
ou diagndéstico, o individuo é um mamifero. Em formas de
realizacgdo particulares, o individuo € um ser humano.

Em certas formas de realizacdo dos métodos de
tratamento, o cancro €& de mama, gastrico, de cdélon, cancro
colorretal, cancro do péancreas, cancro de pulmdo de néao
pequena célula, cancro de pulmdo de pequena célula, cancro
cerebral, cancro hepético, cancro renal, cancro de
prostata, cancro de bexiga, cancro de ovario, ou
malignidades hematoldgicas.

Em algumas formas de realizagdo dos métodos de
tratamento, a etapa (a) ¢ levada a cabo antes de,
concomitantemente com ou apds terapéutica de cancro de
modalidade combinada. Em formas de realizacdo particulares,
a terapéutica de cancro de modalidade combinada compreende
gquimioterapia, radiagdo terapéutica, ou cirurgia.

Em formas de realizacdo particulares dos métodos de
tratamento, a etapa (a) ¢ levada a cabo antes de,
concomitantemente com ou apds terapéutica de cancro
adjuntiva. Em formas de realizacgcdao particulares, a
terapéutica de cancro adjuntiva compreende a administracéo
de um ou mais agentes para reduzir queda do cabelo,
vémitos, supressdo imunoldgica, néuseas, diarreia, erupcéo
cuténea, disturbios sensoriais, anemia, fadiga, estomatite

ou sindrome mao-pé. Em algumas formas de realizacdo, a
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etapa (a) € levada a cabo antes de, concomitantemente com
ou apds administracdo de um ou mais agentes anticancro
adicionais. Em certas formas de realizacgdo, o um ou mais
agentes anticancro adicionais compreendem 5-fluorouracil,
leucovorin, capecitabina, UFT/LV (tegafur-uracil e
leucovorin), irinotecano, um anticorpo anti-EGFR, um
anticorpo anti-VEGF, um inibidor de tirosina guinase, ou
combinagdes dos mesmos.

Em algumas formas de realizagdo dos métodos de
tratamento, o lipossoma direcionado ¢é administrado via
administracgéao parentérica. Em formas de realizacéo
particulares, a administracdo parentérica ¢ via injecdo ou
infusdo intravenosa.

Também se proporcionam métodos de diagndstico que
compreende as etapas de

a) administrar um lipossoma direcionado como foi descrito
no presente documento a um individuo em necessidade do
mesmo numa quantidade eficaz para detecdao, em dgque o
lipossoma direcionado compreende um composto marcado; e,
b) detetar o composto marcado.

Em formas de realizacdo adicionais dos métodos de
diagnéstico, os métodos compreendem ainda uma etapa (c),
comparar um nivel de composto marcado detetado com a
quantidade de composto marcado detetado num ponto anterior
no tempo.

Em formas de realizacd&o adicionais dos métodos de
diagnéstico, a etapa (b) compreende detecdo via um contador
gama.

Também se descrevem no presente documento fosfatidil
etanolaminas derivatizadas de &cido N-(w)-dicarboxilico
modificadas por transferrina, onde a fosfatidil etanclamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico & representada

pela Foérmula 3,
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em que R° e R° sdo, cada um, independentemente, um grupo
acilo e p & um numero inteiro de 1 a 10, e transferrina é
liked ligado a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido
N-(w) —dicarboxilico.

Em certas formas de realizacéo da fosfatidil
etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-dicarboxilico
modificada por transferrina, p € um nUmero inteiro de 2 a
4., Em formas de realizacdo particulares, p é 3.

Em algumas formas de realizagcdo da fosfatidil
etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-dicarboxilico
modificada por transferrina, R° e R° sao, cada um,
independentemente, oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou
miristoilo. Em formas de realizacdo particulares, R> e R’
sdo iguais. Em algumas formas de realizacdo, R° e R® sdo
oleoilo ou estearoilo. Em certas formas de realizacao, R e
R® sdo oleoilo e p é 3.

Também se descrevem no presente documento formulacdes
farmacéuticas que compreende a fosfatidil etanolaminas
derivatizadas de &cido N-(w)-dicarboxilico modificadas por
transferrina como foil descrito no presente documento e um
ou mais portadores, excipientes, diluentes, estabilizantes,
ou conservantes farmaceuticamente aceitéveis.

Em certas formas de realizacao, proporcionam-se
misturas de lipidos gue compreendem uma mistura de pelo
menos dois 1lipidos neutros diferentes, uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico e um
éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina

derivatizada de 4cido N-(w)-dicarboxilico, em que a
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fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -

dicarboxilico é representada pela Fdérmula 1,

G ey
= L S

0 o
i )
Ha —O—L—G——QHQGnggmgﬁ{}Hz}mﬂ*(}mH

*

Formada 1 ' :

e
o) éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico é representado

pela Férmula 2,

em que R', R?’, R’ e R’ sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, m e n sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 10; e, em que a mistura nado compreende uma
fosfatidil etanolamina ndo derivatizada ou polietileno
glicol.

Em certas formas de realizacdao, proporcionam-se
composicdes que contém lipossoma que compreendem pelo menos
dois lipidos neutros diferentes, uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N- (w) —dicarboxilico, um éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina derivatizada
de &cido N-(w)-dicarboxilico e um farmaco encapsulado ou

composto marcado, em que a fosfatidil etanolamina

63



EP 1 863 448 B1

derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico ¢é representada

pela Férmula 1,
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Férmula 1 ‘ 3

e
o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico é representado

pela Férmula 2,

em que R?, RZ, R° e R* sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo; m e n sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 10; e, em que a mistura nado compreende uma
fosfatidil etanolamina ndo derivatizada ou polietileno
glicol.

Em formas de realizacdo particulares das composicdes
que contém lipossoma e a misturas de lipidos, m e n sao,
cada um, independentemente, um numero inteiro de 2 a 4. Em
certas formas de realizacdo, m e n sdo iguais e sdo um
numero inteiro de 2 a 4. Em outras formas de realizacgdo, m
e n sao iguais e sao 3.

Em algumas formas de realizacao das composicdes que
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contém lipossoma e a misturas de lipidos, R', R?’, R’ e R*
sao, cada um, independentemente, oleoilo, estearoilo,
palmitoilo ou miristoilo. Em algumas formas de realizacédo,
R' e sao R’ sdo iguais, e R’ e R! sdo iguais. Em formas de
realizacdo particulares R', R?’, R’ e R' sdo iguais. Em
algumas formas de realizacao, R?, Rz, R’ e R sdo oleoilo.

Em formas de realizacdo particulares das composicdes
que contém lipossoma e a misturas de lipidos, a razdo molar
de lipidos neutros:fosfatidil etanolamina derivatizada de
dcido N-(w)-dicarboxilico:éster succinimidilico de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico & de cerca de 95:4:1.

Em algumas formas de realizacdo das composicgdes que
contém lipossoma e a misturas de lipidos, onde os lipidos
neutros sao DMPC e colesterol, a razdo molar de DMPC:
colesterol: (fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido
N- (w) ~dicarboxilico +éster succinimidilico de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de adcido N-(w) -
dicarboxilico) € 50:45:5. Em certas destas formas de
realizacédo, a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido
N-(w) ~dicarboxilico & NG-DOPE e o éster succinimidilico de
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico é NHS-NG-DOPE.

Em certas formas de realizacgao, proporcionam-se
lipossomas direcionados que compreende pelo menos dois
lipidos neutros diferentes, uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento e um farmaco
encapsulado ou composto marcado, em que a fosfatidil
etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento compreende um
ligando de direcionamento ligado a uma segunda fosfatidil
etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-dicarboxilico; e,

em que a fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-
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(w) —dicarboxilico é representada pela Fdérmula 1,
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a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-

(w) —dicarboxilico é representada pela Férmula 3,

em que R?, RZ, R> e R° sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e m e p sdo, Iindependentemente, um numero
inteiro de 1 a 10; e, em que o lipossoma nao compreende uma
fosfatidil etanolamina nao derivatizada ou polietileno
glicol, e em que o ligando de direcionamento n&o € um
anticorpo intato.

Em formas de realizacdo particulares, proporcionam-se
lipossoma direcionado que compreende um neutral fosfatidil
colina, <colesterol ou um derivado de colesterol, uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de adcido N-(w) -
dicarboxilico, um fosfatidil etanolamina derivatizada de
dcido N-(w)-dicarboxilico modificada por transferrina e
oxaliplatina encapsulada, em que a fosfatidil etanolamina

derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico modificada por
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transferrina compreende transferrina ligada por uma ligacgdo
amida de 4cido carboxilico a uma segunda fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico; e em
que a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N- () -

dicarboxilico é representada pela Férmula 1,
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Férmula 1 ‘ 3

0 éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico € representado
pela Férmula 2, e a segunda fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico € representada

pela Férmula 3,

em que R', R’, R’ e R° sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e m e p sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 10; e, em gque o lipossoma nao compreende uma
fosfatidil etanolamina ndo derivatizada ou polietileno
glicol. Em certas formas de realizacgdo, o lipossoma
direcionado é substancialmente livre de EDC e/ou DCC.

Em certas formas de realizacdo dos lipossomas
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direcionados, m e p sdo, cada um, independentemente, um
numero inteiro de 2 a 4. Em algumas formas de realizacdo, m
e p sdo iguais e sdo um numero inteiro de 2 a 4. Em formas
de realizacgdo particulares, m e p sao iguais séao 3.

Em algumas formas de realizacdo dos lipossomas
direcionados, R?, RZ, R® e R® sao, cada um,
independentemente, oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou
miristoilo. Em certas formas de realizacdao, R' e sdo R? sao
iguais, e R° e R° sdo iguais. Em formas de realizacéo
particulares, R', R?’, R° e R° sdo iguais. Em algumas formas
de realizacdo, R', R?, R’ e RY sdo oleoilo ou estearoilo. Em
certas formas de realizacéao, R?, RZ, R’ e R? sdo oleoilo.

Em certa forma de realizacéo dos lipossomas
direcionados, o ligando de direcionamento é direcionado a
uma célula alvo. Em formas de realizacdo particulares, o
ligando de direcionamento ¢é direcionado a um recetor de
superficie celular de uma célula alvo. Em algumas formas de
realizacdo, o 1ligando de direcionamento €& transferrina,
dcido fdélico, acido hialurédnico, uma cadeia de agtcar ou um
fragmento de um anticorpo monoclonal. Em certas formas de
realizacdo, o 1ligando de direcionamento €& transferrina,
dcido félico, acido hialurdénico ou uma cadeia de aclUcar. Em
formas de realizacao particulares, o) ligando de
direcionamento ¢ transferrina. Em some destas formas de
realizacdo, a transferrina é numa forma holo, mas ndo numa
forma apo. Em outras formas de realizacdo, a transferrina é
numa forma apo.

Em certas formas de realizacdo das misturas de
lipidos, composigdes que contém lipossoma e os lipossomas
direcionados, as formulagdes nao compreendem um lipido
aniénico. Em algumas formas de realizacdo, as formulacdes
ndo compreendem um lipido catidnico. Em algumas formas de
realizacgéao, as formulagbes nado compreendem um lipido
catidénico ou wum 1lipido anidénico. Em certas formas de

realizagdo, a formulacdo ndo compreendem um fosfatidilo
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glicerol ou derivado do mesmo. Em formas de realizacgao
particulares, as formulacdes nao compreendem
fosfatidilcolina de ovo.

Em algumas formas de realizacdo das misturas de
lipidos, composicdes que contém lipossoma e os lipossomas
direcionados, os pelo menos dois lipidos neutros diferentes
sdo um ou mais fosfolipidos e colesterol ou um colesterol
derivados. Em algumas formas de realizacgdo, pelo menos um
dos pelo menos dois 1lipidos neutros diferentes ¢é um
fosfolipido. Em certas formas de realizacdo das misturas de
lipidos, composicdes que contém lipossoma e os lipossomas
direcionados, os pelo menos dois lipidos neutros diferentes
sdo um fosfatidil <colina e colesterol. Em formas de
realizacdo particulares, um dos pelo menos dois lipidos
neutros diferentes ¢é DMPC, DSPC ou DPPC. Em algumas das
formas de realizacdo, um dos pelo menos dois 1lipidos
neutros diferentes ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol. Em formas de realizacgcdo particulares, o0s pelo
menos dois lipidos neutros diferentes sdc DMPC e
colesterol, DSPC e colesterol, ou DPPC e colesterol. Em
formas de realizacgdo particulares, os pelo menos dois
lipidos neutros diferentes sdao DMPC e colesterol.

Em algumas formas de realizacdo dos lipossomas
direcionados o didmetro médio do lipossoma € de cerca de 50
nm a cerca de 250 nm. Em certas formas de realizacdo, o
didmetro médio do lipossoma é de cerca de 90 nm a cerca de
200 nm. Em formas de realizacdo particulares, o dié&metro
médio do lipossoma ¢é de cerca de 100 nm a cerca de 140 nm.

Em certas formas de realizacdao dos lipossomas
direcionados o potencial zeta do lipossoma € negativo. Em
formas de realizacgdo particulares, o potencial zeta é de
cerca de -75 mV a cerca de -90 mV. Em algumas formas de
realizacgdo, o potencial zeta é de cerca de -80 mV a cerca
de -85 mvV.

Em algumas formas de realizacgcdo das misturas de
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lipidos, composigdes que contém lipossoma e os lipossomas
direcionados, a fosfatidil etanolamina derivatizada de
dcido N-(w)-dicarboxilico é NG-DOPE (onde NG-DOPE é
equivalente a R' e R? sendo oleoilo e m sendo 3) e, onde
estiver presente, o éster succinimidilico de uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico &
NHS-NG-DOPE (onde NHS-NG-DOPE é equivalente a R’ e R* sendo
oleoilo e n sendo 3) ou, onde estiver presente a fosfatidil
etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento é TF-NG-DOPE (onde
TF-NG-DOPE é equivalente a R’ e R° sendo oleoilo e p sendo
3).

Em algumas formas de realizacdo das composicgdes que
contém lipossoma e 0s lipossomas direcionados, as
formulacdes incluem ainda uma solucédo.

Em certas formas de realizacdo dos lipossomas
direcionados, a razao molar de lipidos neutros:fosfatidil
etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico:fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido
N- (w) ~dicarboxilico modificada por fator de direcionamento
é de cerca de 95:4:1.

Em certas formas de realizacdo dos lipossomas
direcionados, a razao molar de DMPC: colesterol:
(fosfatidil etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-
dicarboxilico +fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido
N- (w) ~dicarboxilico modificada por fator de direcionamento)
& 50:45:5.

Em formas de realizacao particulares das composicdes
que contém lipossoma e o0s lipossomas direcionados, um
composto marcado estd ©presente. Em certas formas de
realizacéo, o) composto marcado inclui uma fracao
radioisotdépica. Em formas de realizacdo particulares, o
composto marcado inclui 1221,

Em algumas formas de realizacdo das composicdes que

contém lipossoma e os lipossomas direcionados, um farmaco
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estd presente. Em formas de realizacdo particulares, o
fdrmaco €é um agente anticancro. Em algumas formas de
realizagdo, o farmaco é um farmaco citotdxico. Em certas
formas de realizacgéo, o fédrmaco ¢ um inibidor de
topoisomerase I. Em formas de realizacgcdo particulares, o
inibidor de topoisomerase I é topotecano ou irinotecano. Em
outras formas de realizacdo, o farmaco é um alcaloide da
vinca. Em algumas formas de realizacdo, o alcaloide da
vinca é vincristina, vinblastina, vinleurosina,
vinrodisina, vinorelbina ou vindesina. Em outras formas de
realizacdo, farmaco é um &cido nucleico. Em some destas
formas de realizacdo, o &cido nucleico é um oligonucledtido
antissense ou uma ribozima. Em formas de realizacéo
particulares, o fdrmaco é um composto de platina. Em certas
formas de realizacdo, o composto de platina € biplatina,
cisplatina, carboplatina, ormaplatina, oxaliplatina,
zeniplatina, enloplatina, lobaplatina ou espiroplatina. Em
formas de realizacdo particulares, o composto de platina é
oxaliplatina. Em algumas formas de realizagdo farmaco € um
agente alquilante. Em formas de realizagdo particulares, o
fdrmaco ¢ um taxano. Em outras formas de realizacdo, o
fadrmaco é um antagonista metabdlico. Em certas formas de
realizacd&o, o farmaco ¢é um antibidtico antitumoral. Em
algumas formas de realizacdo, o féarmaco ¢é um farmaco de
terapéutica hormonal. Em formas de realizacdo particulares,
o farmaco é um farmaco de alvo molecular.

Em formas de realizacao particulares, onde
oxaliplatina estd presente, a oxaliplatina ¢ dissolvida
numa solucdo aquosa de um agucar selecionado a partir do
grupo gue consiste em trehalose, maltose, sucrose, lactose,
manose, manitol, glicerol e dextrose. Em certas formas de
realizacdo, o acgucar estd numa concentracdo de desde cerca
de 1 até de cerca de 20 % por cento de acucar (v/v). Em
algumas formas de realizacéo, a concentracao de

oxaliplatina é de cerca de 0,1 mg/ml a cerca de 25 mg/ml
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dentro do lipossoma. Em outras formas de realizacdo, a
concentracdo de oxaliplatina ¢ de cerca de 0,5 mg/ml a
cerca de 10 mg/ml dentro do lipossoma. Em ainda outras
formas de realizacdo, a concentracdo de oxaliplatina & de
cerca de 0,5 mg/ml a cerca de 3 mg/ml.

Em formas de realizacao particulares onde fosfatidil
etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento estd presente, a
concentracao de 1ligando de direcionamento incorporado no
lipossoma € de cerca de 1,0 mg/ml a cerca de 3,0 mg/ml. Em
certas formas de realizacdo, a concentracdao de ligando de
direcionamento incorporado no lipossoma €& de cerca de 1,0
mg/ml a cerca de 2,5 mg/ml.

Em certas formas de realizacdo, onde uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento estiver presente, o
ligando de direcionamento é transferrina. Em algumas formas
de realizacédo, a transferrina é numa forma holo, mas néo
numa forma apo. Em certas formas de realizacgéo, a
transferrina ¢ numa forma holo. Em algumas formas de
realizacédo, o ferro férrico estd numa concentracdo de desde
cerca de 0,4 a cerca de 3,0 ug/ml. Em outras formas de
realizacédo, o ferro férrico estd numa concentracgédo de desde
cerca de 0,4 a cerca de 1,5 ug/ml.

Em algumas formas de realizacdo das misturas de
lipidos, composicgdes que contém lipossoma e os lipossomas
direcionados, formulagdes estdo livres de componentes de
lipidos outros que ndo os dois lipidos neutros diferentes,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico e a fosfatidil etanolamina derivatizada de
acido N-(w) —dicarboxilico modificada por fator de
direcionamento. Em formas de realizacdo particulares, as
formulacgdes estdo livres de componentes de lipidos outros
que nao os fosfatidil colina, colesterol ou um derivado de

colesterol, a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido
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N- (w) ~dicarboxilico e a fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4acido N-(w)-dicarboxilico modificada por transferrina.

Também se descrevem no presente documento formulacgdes
farmacéuticas que compreendem um lipossoma direcionado ou
composicdo gque contém lipossoma como foi descrito no
presente documento e um ou mais portadores, excipientes,
diluentes, estabilizantes, ou conservantes
farmaceuticamente aceitéveis.

Também se descrevem no presente documento kits que
contém um ou mais das misturas de lipidos, composicgdes que
contém lipossoma ou lipossomas direcionados descrito no
presente documento, embalagem e instrucdes para utilizacgéao.

Em certas formas de realizacéo, o} kit inclui
lipossomas direcionados. Em formas de realizacéo
particulares, o lipossoma direcionado estd contido num
primeiro recipiente e um ou mais portadores, excipientes,
diluentes, estabilizantes, ou conservantes
farmaceuticamente aceitdveis estdo contidos num segundo
recipiente.

A nédo ser que de outro modo indicado, as composigdes
que contém lipidos como foram descritas no presente
documento destinadas para utilizacd&o nos métodos de
tratamento e diagndstico como foi descrito no presente
documento e podem ser incorporadas nas formulacdes
farmacéuticas e kits descritos no presente documento. As
composicbes que contém lipidos descritas no presente
documento (incluindo misturas de lipidos, composigdes que
contém lipossoma), os lipossomas (incluindo lipossomas
direcionados, lipossomas em branco, etc.)) podem, a nao ser
que de outro modo indicado, ser feitas pelos métodos de
producadao como foi descrito no presente documento.

Também se descrevem no presente documento métodos para
produzir as composigdes que contém lipidos descritas no
presente documento, que compreendem a etapa de misturar os

pelo menos dois lipidos neutros diferentes, a fosfatidil
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etanolamina derivatizada de &4cido N-(w)-dicarboxilico e o
éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico.

Em certas formas de realizacao, proporcionam-se
métodos para produzir as composicdes que contém lipossoma
descritas no presente documento, que compreendem as etapas
de

a) misturar 0os pelo menos dois lipidos neutros
diferentes, a fosfatidil etanolamina derivatizada de
dcido N-(w)-dicarboxilico e o éster succinimidilico de
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w) -
dicarboxilico para formar uma mistura de lipidos;
b) adicionar um farmaco a mistura de lipidos formada na
etapa (a); e,
c) formar um lipossoma.

Em certas formas de realizacédo, a etapa de mistura (a)

levada a cabo na presenca de um solvente orgénico.

o}

Em algumas formas de realizacdo, o farmaco na etapa
(b) estd em solugdo aquosa antes da mistura.

Em certas formas de realizacdo, a etapa (c) compreende
sonicacéao ou agitacao. Em formas de realizacao
particulares, a etapa (c) compreende extruséo.

Em formas de realizacdo adicionais, proporcionam-se
métodos de preparacdo de um lipossoma direcionado como foi
descrito no presente documento, que compreende as etapas de

a) misturar 0s pelo menos dois lipidos neutros
diferentes, a fosfatidil etanolamina derivatizada de
dcido N-(w)-dicarboxilico e o éster succinimidilico de
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w) -
dicarboxilico para formar uma mistura de lipidos;

b) adicionar farmaco ou composto marcado a mistura de
lipidos formada na etapa (a);

c) formar um lipossoma; e,

d) ligar um ligando de direcionamento ao éster

succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
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derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico.

Em certas formas de realizacdo do método acima, o
método compreende ainda uma etapa (e), purificar o
lipossoma da etapa (d) . Em formas de realizacgao
particulares, o fadrmaco na etapa (b) estd em solucdo aquosa
antes da mistura. Em certas formas de realizacdo etapa (c)
compreende sonicagdo ou agitacado. Em algumas formas de
realizacdo, a etapa (c) compreende extrusao.

Também se proporcionam adicional métodos de preparacéo
de um lipossoma direcionado que compreende as etapas de

a) misturar a fosfatidil colina, colesterol ou um
derivado de colesterol, e fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico para formar uma
mistura de lipidos;

b) adicionar oxaliplatina a mistura de lipidos formada na
etapa (a);

c¢) formar um lipossoma; e,

d) funcionalizar uma porgado da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico para formar um
éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N- (w)-dicarboxilico; e

e) ligar a transferrina ao éster succinimidilico de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4acido N-(w)-
dicarboxilico.

Em certas formas de realizacgcdo, o método compreende
adicionalmente uma etapa (f) de purificar o lipossoma da
etapa (e).

Em formas de realizacdo particulares do método o
fdrmaco na etapa (b) estd em solucdo agquosa antes da
mistura.

Em algumas formas de realizacdo do método etapa (c)
compreende sonicacdo ou agitacéao.

Também se descreve no presente documento a utilizacéo
das composicdes que contém lipidos (incluindo lipossomas

direcionados) e formulacdes das mesmas como fol descrito no
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presente documento no fabrico de um medicamento.
Particularmente, o) fabrico de um medicamento para
utilizacdo no tratamento ou diagnéstico de condigdes como
foi descrito no presente documento. Além disso, as
formulagdes farmacéuticas das mesmas, descritas de varias
maneiras no presente documento, também se destinam a
utilizacdo no fabrico de um medicamento para utilizacd&o em
tratamento e diagndéstico das condigdes e, de acordo com 0S8
métodos, descritos no presente documento, a ndo ser que de
outro modo indicado.

Também se descrevem no presente documento métodos para
tratar o cancro que compreende a etapa de a) administrar um
lipossoma direcionado como foi descrito no presente
documento a um individuo em necessidade do mesmo numa
quantidade eficaz para tratar o cancro, em que o farmaco é
um agente anticancro.

Em algumas formas de realizacgdo, o individuo ¢é um
mamifero. Em formas de realizacdo particulares, o individuo
€ um ser humano.

Em certas formas de realizacdo, o cancro é de mama,
gédstrico, de cdlon, cancro colorretal, cancro do pancreas,
cancro de pulmido de ndo pequena célula, cancro de pulmdo de
pequena célula, cancro cerebral, cancro hepatico, cancro
renal, cancro de prdstata, cancro de bexiga, cancro de
ovadrio, ou malignidades hematoldgicas.

Em algumas formas de realizagdo dos métodos de
tratamento, a etapa (a) é levada a cabo antes de,
concomitantemente com ou apds terapéutica de cancro de
modalidade combinada. Em formas de realizagdo particulares,
a terapéutica de cancro de modalidade combinada compreende
quimioterapia, radiacdo terapéutica, ou cirurgia.

Em algumas formas de realizag¢do dos métodos de
tratamento, a etapa (a) é levada a cabo antes de,
concomitantemente com ou apds terapéutica de cancro

adjuntiva. Em formas de realizacdo particulares, a
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terapéutica de cancro adjuntiva compreende a administracéo
de um ou mais agentes para reduzir queda do cabelo,
vémitos, supressdao imunoldégica, nauseas, diarreia, erupcgéo
cutlnea, disturbios sensoriais, anemia, fadiga, estomatite
ou sindrome mdo-pé. Em certas formas de realizacdo, a etapa
(a) é& levada a cabo antes de, concomitantemente com ou apds
administracdo de um ou mails agentes anticancro adicionais.
Em formas de realizacao particulares, o um ou mais agentes
anticancro adicionais incluem 5-fluorouracil, leucovorin,
capecitabina, UFT/LV (tegafur-uracil e leucovorin),
irinotecano, um anticorpo anti-EGFR, um anticorpo anti-
VEGF, um inibidor de tirosina quinase, ou combinac¢des do
mesmo.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
A Fig. 1 mostra uma representacdo esquemdtica de um
lipossoma direcionado.
A Fig. 2 mostra uma representacdo esquemdtica do
direcionamento do féarmaco ativo as células tumorais
com a utilizacé&o de lipossomas direcionados.
A Fig. 3 mostra uma representacdo esquemdtica do modo
de acao proposto dos lipossomas direcionados contendo
oxaliplatina.
A Fig. 4 mostra uma descricdo esquemdtica do processo de
producdo A para lipossomas direcionados.
A Fig. 5 mostra um esquema do processo de producdo B
para lipossomas direcionados.
A Fig. 6 mostra a citotoxicidade de oxaliplatina sobre
células AsPC-1 em varias concentracgdes de
oxaliplatina.
A Fig. 7 mostra o numero de receptores de transferrina
presentes na superficie celular de leucécitos normais
e linhas celulares derivatizadas de tumores.
A Fig. 8 mostra os resultados da distribuicdo de
tamanho para as misturas que contém lipossomas

preparadas no Exemplo 6 e obtidas por QELS; A) Entrada
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1, B) Entrada 2, C) Entrada 3, D) Entrada 4, E)
Entrada 5, F) Entrada 6.

A Fig. 9 mostra as concentracdes de lipossomas no
sangue, nas quais (¢) 1indica os lipossomas Tf-PEG
preparados no Exemplo 6, (M) indica os lipossomas Tf-
NG-DSPE:NG-DSPE:DSPC:CH preparados no Exemplo 5 e (A)
indica os lipossomas Tf/PEG-NG-DSPE preparados no
Exemplo 6.

A Fig. 10 mostra as concentracdes de lipossomas em
tecidos cancerosos; em que (4) 1indica os lipossomas
Tf-PEG preparados no Exemplo 6, (H) indica oS
lipossomas Tf-NG-DSPE: NG-DSPE: DSPC: CH preparados no
Exemplo 5 e (a) indica os lipossomas Tf/PEG-NG-DSPE
preparados no Exemplo 6.

A Fig. 11 mostra o acumulo no tecido tumoral de
lipossomas NG-PE, preparados como descrito no Exemplo
13, apds injegdo intravenosa, em que lipossomas NGPE

com tiraminil inulina marcada com '°T

encapsulada
foram injetados em ratinhos com tumor de Cdélon 26.
Dados apresentados como média. Dados apresentados como
média £+ DP (n = 5). (O) 0 mol% (-); (M 1 mol% (+) Tf-
NG-DOPE. * Diferenca significativa a partir de 0 mol%
(=) .

A Fig. 12 mostra os efeitos inibidores de lipossomas
sobre o crescimento tumoral num grafico de proporcgao
do crescimento tumoral vs. dias apds tratamento
inicial, em dque (4¢) 1indica os lipossomas Tf-PEG
preparados no Exemplo 9; (M) indica os lipossomas PEG
preparados no Exemplo 6, sem Tf; (A) 1indica os
lipossomas Tf-NG-DSPE:NG-DSPE:DSPC:CH preparados no
Exemplo 8; (o) indica os lipossomas NG-DSPE:NG-
DSPE:DSPC:CH preparados no Exemplo 8, sem Tf; (%)
indica os lipossomas T£/PEG-NG-DSPE preparados no
Exemplo 9; (o) indica os lipossomas PEG-NG-DSPE

preparados no Exemplo 9, sem Tf; (+) indica solugao 1I-
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OHP; e (-) indica nenhum tratamento.

A Fig. 13 mostra o efeito de concentracdo variavel de
NG-PE (NG-DSPE) sobre a percentagem de dose de farmaco
detetada no sangue, em que a concentracao (% do teor
total de lipidos) de NG-DSPE é a seguinte: (¢) 0 %,
m 1 %; (A) 3 % (x) o6 %; (o) 12 %; e com oOs
seguintes lipidos: (e) MPB 6 %; (+) PDP 6 %.

A Fig. 14 mostra a retencdo sanguinea de lipossomas
com varios ligantes de &cido dicarboxilico, com e sem
Tf; em que (¢) Tf-NGPE, (H) Tf-NSPE; (A) TF-MPB; (x)
NGPE (sem Tf), (*) MPB (sem Tf).

A Fig. 15 mostra a andlise exemplar de lipossomas por
eletroforese: sdo mostradas a pista 6 (transferrina-N-
glutaril-diestearoil fosfatidil etanolamina-lipossoma
(lipossoma Tf-NG-DSPE) ) ; pista 5 (transferrina-
polietilenoglicol-diestearoil fosfatidil etanolamina-
lipossoma (lipossoma Tf-PEG-DSPE)). As pistas 1-4
contém h- apo-Tf (240 ng), h-apo-Tf (120 ng), h-apo-Tf
(60 ng) e h-apo- Tf (30 ng), respetivamente.

A Fig. 16 mostra a quantidade de transferrina gque se
liga aos 1lipossomas TEf£-NG-DSPE com (pista 5) e sem
(pista 4) nao-NG-DSPE incorporado no lipossoma. As
pistas 1-3 contém h-apo-Tf (400 ng), h-apo-Tf (200 ng)
e h-apo-Tf (50 ng), respetivamente.

A Fig. 17 mostra o acumulo oxaliplatina no sangue apds
administracéo de (H) lipossomas NG-DOPE: T£-NG
DOPE:DMPC:CH a 5 mg/kg e (o) lipossomas Tf-PEG a b5
mg/kg.

A Fig. 18 mostra o acumulo oxaliplatina em tumores de
cdlon 26 apds administracdo de (M) lipossomas NG-
DOPE:Tf- NG-DOPE:DMPC:CH a 5 mg/kg e (®) lipossomas
Tf-PEG a 5 mg/kg em tumores de célon 26 de ratinho.

A Fig. 19 mostra o efeito antitumoral em ratinhos com
tumor de cdélon 26 dos lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-

DOPE:DMPC:CH, em que (®) indica o controlo de veiculo
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(9 % de sacarose); U) indica solugdo I1-OHP a 5 mg/kg,
(#) indica lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH a 5
mg/kg e (M) indica lipossomas Tf-PEG a 5 mg/kg.

A Fig. 20 mostra o efeito antitumoral em ratinhos com
xenoenxerto de tumor de c¢dlon humano HCT-116 de
lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH, em que (@)
indica controlo de wveiculo (300 mM (10,27 %) de
sacarose) ; (0) indica 1lipossomas em branco (sem
fadrmaco), (A) indica solucdo I-OHP a 15 mg/kg, ()
indica lipossomas NG-DOPE: Tf-NG-DOPE:DMPC:CH a 10
mg/kg e (M) indica lipossomas NG-DOPE.Tf NG-DOPE:DMPC:
CH a 15 mg/kg. Todos os lipossomas foram administrados
pelo peso corporal exato com um volume de injecdao de
0,103 ml/10 g de peso corporal.

A Fig. 21 mostra o efeito antitumoral em ratinhos com
xenoenxerto de tumor de c¢dlon humano HT-29 de
lipossomas NG-DOPE; Tf-NG-DOPE : DMPC; CH, em que (e)

indica controlo de veiculo (300 mM (10,27 %) de
sacarose), (A) indica lipossomas NG-DOPE : T£-NG-

DOPE;DMPC:CH a 15 mg/kg, (M) indica lipossomas NG-
DOPE: Tf-NG-DOPE:DMPC;CH a 10 mg/kg e (¢) indica
lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH a 6,7 mg/kg.

A Fig. 22 mostra o efeito antitumoral em ratinhos com
xenoenxerto de tumor gastrico humano MKN45 de
lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH, em que (®)
indica controlo de wveiculo (300 mM (10,27 %) de
sacarose), (A) indica lipossomas NG-DOPE : Tf-NG-
DOPE:DMPC:CH a 15 mg/kg, (M) indica 1lipossomas NG-
DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH a 10 mg/kg e (4) 1indica
lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH a 6,7 mg/kg.

A Fig. 23 mostra o efeito antitumoral em ratinhos com
xenoenxerto de tumor COLO 205 humano de lipossomas NG-
DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH, em que (®) indica controlo de
veiculo (9 % de sacarose); (A) indica solucdo I1-OHP a
5 mg/kg g4d x3 (16° dia), 10 mg/kg g2d x2 (47° dia), 2
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mg/kg g2d x 6 (51° dia); (4) indica lipossomas NG-
DOPE: Tf-NG-DOPE:DMPC:CH a 5 mg/kg g4d x3 (16° dia), 10
mg/kg gz2d x2 (47° dia), 2 mg/kg s2d x 6 (51° dia); e
(M) indica lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH a 10
mg/kg g4d x3 (16° dia), 15 mg/kg g2d x2 (47° dia), 4
mg/kg g2d x 6 (51° dia).
A Fig. 24 mostra o padrao de SDS-PAGE apds redugdo com
2-mercaptoetanol, onde a pista 1 €& o0s marcadores de
peso molecular, a pista 2 ¢é holo-transferrina, as
pistas 3-5 sdo lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH e
a pista 6 é Tf-NG-DOPE.
A Fig. 25 mostra um cromatograma HPLC exemplar da
aplicabilidade do sistema.
DESCRICAO PORMENORIZADA
Descrevem-se no presente documento composicdes que
contém lipidos (incluindo lipossomas direcionados,
lipossomas em branco, composigdes que contém lipossoma,
misturas de 1lipidos etc.), e métodos de producgdo e
utilizacdo das composicgdes que contém lipido no presente
documento descritas. As composicdes que contém lipidos, e
especificamente os lipossomas gque sao no presente documento
proporcionados, sao adequados para a preparacgao de
formulacgdes farmacéuticas e para utilizagdo no tratamento
ou de diagndstico de diversas condig¢des, incluindo cancro.
As composigbes, incluindo as formulacgdes farmacéuticas,
permitem regimes de tratamento e diagndstico mais eficazes
com efeitos adversos reduzidos associados ao farmaco ou
composto marcado que é libertado ao individuo. A eficacia
aumentada e os efeitos adversos reduzidos devem aumentar o
indice terapéutico da formulacéao farmacoldégica e
proporcionar uma oportunidade para o tratamento bem-
sucedido de diversas condic¢des, incluindo cancro, e também
devem aumentar a eficdcia e reduzir os efeitos adversos
associados ao diagndéstico. A especificidade aumentada das

formulacgdes farmacoldgicas com a reducdo concomitante dos
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efeitos adversos deve assegurar beneficio terapéutico a um
nimero e uma gama maior de individuos tratados e, dessa
forma, salvar ou prolongar vidas e melhorar a qualidade de
vida de individuos que necessitam de tratamento. A
especificidade aumentada das formulacdes de composto
marcado com a reducdo concomitante dos efeitos adversos
deve aumentar o numero de individuos que podem ser
diagnosticados com sucesso, por exemplo, capazes de tolerar
a formulacdo diagnostica, e também aumentar a precisdo (por
exemplo, sensibilidade etc.) do diagndstico, incluindo a
possibilidade de um diagndéstico precoce de condigdes e o
monitoramento mais eficaz da gravidade da doencga (por
exemplo, pProgressdo ou regressao, com ou sem terapéutica).

Estdo incluidas nas composicdes atualmente descritas
formulagdes farmacéuticas das composicdes que contém
lipido.

As composicgdes que contém lipido no presente documento
descritas incluem, sem limitacdo, lipossomas gque encapsulam
fadrmacos e compostos marcados e podem ser usadas no
tratamento ou de diagndéstico de doengas ou de outras
condigdes que exigem tratamento ou de diagnédstico,
incluindo, por exemplo, cancro (por exemplo, cancro de
mama, gastrico, colorretal ou do cdlon).

Quando agentes anticancro convencionais (incluindo
citotdxicos) sdo administrados por via intravenosa, todo o
corpo € exposto e afetado pelo fadrmaco de forma néo
seletiva. Em consequéncia, podem ocorrer varias reacdes
adversas, o cancro ndo € atingido e/ou o efeito do féarmaco
pode se perder durante o ©processo de circulacgcdao. A
encapsulacdo de um farmaco numa composicdo de lipossoma
antes da administracao pode resultar num ou mais
beneficios, incluindo reducgdo do(s) efeito(s) adverso(s) do
fdrmaco sobre uma célula normal, protecdo do farmaco até
que ele chegue numa célula patoldgica alvo, caso o farmaco

possa ser instével, prolongamento da presenca do fadrmaco no
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sistema circulatdério para permitir a libertacdo as células
patoldgicas e/ou na facilitacdo da libertacdo do férmaco a
uma célula patoldgica alvo em particular. O direcionamento
mais especifico do fédrmaco e a reducdo da perda de farmaco
por captacdo no RES também incluem o beneficio de reduzir a
quantidade de farmaco que deve ser administrada e,
portanto, também reduzem o custo da terapéutica, além de
outros beneficios no presente documento descritos.

Da mesma forma, muitos compostos marcados tém efeitos
adversos e/ou podem ser degradados no tempo entre a
administracdo e o diagndéstico (por exemplo, no momento em
que a técnica diagnédéstica € realizada - por exemplo,
detecdo de radioisdétopo, imagem de ressondncia magnética,
ultrassom, etc.). A incorporacdo dos compostos marcados nas
composigdes que contém lipido no presente documento
descritas deve aumentar a eficédcia do composto marcado,
como, por exemplo, o limiar de detegdo pode ser alcancado
em doses menores do composto marcado, reduzindo os efeitos
adversos do agente e/ou estendendo a Jjanela de tempo em que
o diagnéstico pode ser realizado.

As composicdes que contém lipido também incluem
lipidos modificados com ligandos de direcionamento (por
exemplo, lipossomas direcionados, lipossomas em branco,

composigdes que contém lipossoma, misturas de lipidos) ou

outra derivatizacéo. Por exemplo, foram desenvolvidas
composicgdes lipossdémicas que incorporam fator de
direcionamento (por exemplo, transferrina, folato, etc.) e

lipidos derivatizados (por exemplo, fosfatidil etanolaminas
derivatizadas de &cido N-(w)-dicarboxilico) para aumentar a
seguranca e a eficdcia de agentes anticancro (por exemplo,
oxaliplatina, etc.) através do prolongamento do tempo de
circulacdo do fédrmaco no plasma (comparado com o farmaco
administrado em solucgcao isoladamente) e por recetores
especificos para o fator de direcionamento nas células

tumorais. ©Essa maior Dbiodisponibilidade e esse maior
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direcionamento ao tumor devem produzir uma maior seguranca
e maior atividade antitumoral e, portanto, uma maior
probabilidade de um tratamento eficaz para os individuos
que dele necessitam, ao mesmo tempo em gque reduzem OS
efeitos adversos associados a muitos farmacos,
particularmente os efeitos adversos graves associados a
maioria dos agentes anticancro. Da mesma forma, tal
derivatizacédo e tais fatores de direcionamento também podem
ser utilizados para direcionar eficientemente locais alvos
especificos (por exemplo, tipos de tumor, dérgdos, tecidos,
etc.) para a libertacdo dos compostos marcados.

Descrevem-se no presente documento, fosfatidil
etanolaminas derivatizadas de 4cido N-(w)-dicarboxilico
modificadas por transferrina gque podem ser usadas nas
composigdes que contém lipido e formulagdes destas no
presente documento descritas.

As composigbes gque contém lipido, incluindo os
lipossomas, como no presente documento descritas, podem ser
feitas pelos métodos no presente documento descritos, bem
como por métodos para fabrico de lipossomas conhecidos
pelos peritos na especialidade e apropriados a 1luz dos
ensinamentos proporcionados na presente memdéria descritiva.
A nado ser que indicado de outro modo, os lipossomas e as
composigdes que contém lipossoma no presente documento
descritas podem ser incorporados, sem limitacéao, em
formulagdes farmacéuticas e/ou kits, incluindo formulagdes
farmacéuticas e/ou kits Como no presente documento
descritos e, adicionalmente, aqueles que sejam evidentes
para os peritos na especialidade a luz dos ensinamentos
proporcionados na presente memdria descritiva. Da mesma
forma, os lipossomas e as composicdes contendo lipossoma e
formulacgdes farmacéuticas que incorporam os lipossomas e as
composigcdes que contém lipossoma podem ser usados sem
limita¢é&o, a ndo ser gqgue 1indicado de outro modo, nos

métodos de tratamento ou de diagndéstico consistentes com a
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descrigcdo proporcionada ao longo da presente memdria
descritiva e de acordo com a pratica dos peritos na
especialidade a luz dos ensinamentos no presente documento
proporcionados.

Um lipossoma direcionado exemplar gue incorpora um
fadrmaco (oxaliplatina) estd representado esguematicamente
na Figura 1. Mecanismos propostos da captacdo e o modo de
acao de lipossomas direcionados sao proporcionados nas
Figuras 2 e 3. Como é usado no presente documento, o termo
"lipossoma direcionado"™ refere-se geralmente a um lipossoma
com componentes que 1incluem pelo menos um ou mais
fosfolipido (s), NwPE, TF-NwPE e que também incorpora um
fadrmaco ou composto marcado como no presente documento
descrito. Cada um desses componentes como foi descrito ao
longo da meméria descritiva, sem limitacdo, pode ser
incorporado nos lipossomas direcionados da presente
invencdo de acordo com o0s ensinamentos no presente
documento proporcionados. Deve-se observar que 0Ss
lipossomas em branco, no presente documento descritos mais
pormenorizadamente, também podem ser "direcionados"™, no
sentido que podem incorporar NwPEs modificados com TF, mas
geralmente ndo incorporam um fadrmaco ou composto marcado.

Fosfatidil etanolaminas derivatizadas de &cido N-(w)-

dicarboxilico

As composicgdes que contém lipido no presente documento
descritas incorporam pelo menos uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &4cido N-(w)-dicarboxilico de acordo com a
Férmula 1, abaixo:
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em que R' e R? sao, independentemente, um grupo acilo, e m
€ um numero inteiro de 1 a 10.

Como é usado no presente documento, 0 termo
"fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico", e seus cognatos, referem-se as fosfatidil
etanolaminas derivatizadas de 4cido N-(w)-dicarboxilico
abrangidas pela Férmula 1, como no presente documento
proporcionada. Da mesma forma, a abreviacdo NwPE é usada
para se referir as fosfatidil etanolaminas derivatizadas de
dcido N-(w)-dicarboxilico abrangidas pela Férmula 1 (por
exemplo, Nw-DOPE, Nw-DSPE, NG-DOPE, etc.) e, por exemplo,
NG-PE refere-se a(s) N-glutaril fosfatidil etanolamina(s)
de Férmula 1, a ndo ser que indicado de outro modo.

Espera—-se que a(s) unica(s) fosfatidil etanolamina(s)
incorporada(s) nas composicdes que contém lipido (incluindo
lipossomas direcionados) no presente documento descritas
sejam fosfatidil etanolaminas derivatizadas de &cido N-(w) -
dicarboxilico de Férmula 1 ou ésteres succinimidilicos de
fosfatidil etanolaminas derivatizadas de 4&cido N-(w)-
dicarboxilico de Fdérmula 2 ou das fosfatidil etanolaminas
derivatizadas de &cido N-(w)-dicarboxilico modificadas por
fator de direcionamento de Formula 3, como descrito mais

pormenorizadamente a seguir. Como ¢é wusado no presente

documento, e} termo "fosfatidil etanolamina nao
derivatizada™, e cognatos deste, referem-se a fosfatidil
etanolamina, a(s) fosfatidil etanolamina(s)

semissintéticas, fosfatidil etanolamina(s) sintéticas e/ou
derivados destas que nado sejam abrangidos pela Férmula 1,
Férmula 2 ou Foérmula 3.

Uma ampla variedade de grupos acilo, representados por
R' e R’ pode ser usada na Férmula 1, como & de
conhecimento dos peritos na especialidade.

Em algumas formas de realizacdo, o grupo acilo &
derivado de 4&cidos carboxilicos alifaticos saturados ou

insaturados que possuem 12-22 4atomos de carbono. Grupos
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acilo exemplares 1ncluem, sem limitacdo, grupos acilo
derivados de 4cido léurico, 4&cido tridecandico, 4&cido
miristico, 4&cido pentadecandico, &cido palmitico, 4&acido
margarico, &cido esteédrico, 4&cido nonadecandico, Acido
ardquico, &cido heneicosénico, 4&cido behenico, &cido 2-
lauroleico, &cido 5- lauroleico, &cido 1ll-lauroleico, &cido
5-minstoleico, &cido miristoleico, &cido 2-palmitoleico,
4dcido 7- palmitoleico, é&cido cis-9-palmitoleico, 4&cido
trans—-9- palmitoleico, acido petroselinico, acido
petroselidinico, adcido oleico, acido elaidico, acido
vacénico, dcido gonddico, dcido trans—-gonddico, adcido
erucico, &cido 1linoleico, &cido 1linoelaidico, &cido o-
eleoesteanco, dcido p-eleocesteédrico, dcido 1linolénico,
acido pseudoeleocestedrico, acido araquiddénico, acido
eicosapentaénico ou acido docosahexaénico.

Em certas formas de realizacdo, o grupo acilo &
derivado de &cidos carboxilicos alifdticos saturados ou
insaturados que possuem 14-18 4&tomos de carbono. Grupos
acilo exemplares desse tipo incluem, sem limitacdo, aqueles
derivados de &cido oleico (18 carbonos), é&cido palmitico
(16 carbonos), &acido estedrico (18 carbonos) ou acido
miristico (14 carbonos). Como € reconhecido pelos peritos
na especialidade, os grupos acilo correspondentes sao
oleoilo, palmitoilo, estearoilo e miristoilo,
respetivamente.

Em outras formas de realizacgdo, o0s grupos acilo sao
derivados de &cidos carboxilicos alifdticos saturados ou
insaturados que possuem 14-18, 14-20, 14-22, 16-18, 16-20,
16-22, 18- 20, 18-22, 12, 14, 16, 18, 20 ou 22 carbonos. Em
certas formas de realizacdo, o0s grupos acilo sao derivados
de 4acidos carboxilicos alifaticos saturados ou insaturados
gue possuem um numero par de carbonos.

Em algumas formas de realizacdo, o0s Jgrupos acilo sao
derivados de &cido oleico (oleoilo), dcido estedrico

(estearoilo), &cido palmitico (palmitoilo), &cido linoleico
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(linoleoilo, 18 carbonos) ou &acido miristico (miristoilo).
Em outras formas de realizacdo, o0s grupos acilo sao
derivados de &acido oleico (oleoilo). Em certas formas de
realizacgao, 0os grupos acilo sdo derivados de 4cido
estearico (estearoilo). Ainda em outras formas de
realizacéao, 0s grupos acilo sdo derivados de 4acido
palmitico (palmitoilo). Em outras formas de realizacdo, os
grupos acilo séo derivados de 4cido miristico (miristoilo).

Em algumas formas de realizacdo, o grupo acilo &
derivado de um &cido carboxilico alifdtico saturado como,
por exemplo, sem limitacdo, &cido palmitico (16 carbonos),
dcido estedrico (18 carbonos) ou 4acido miristico (14
carbonos) .

Em outras formas de realizacgdo, o grupo acilo &
derivado de um acido carboxilico alifdtico insaturado como,
por exemplo, sem limitacdo, 4&cido oleico (oleoilo, 18
carbonos), &cido 1linoleico (linoleoilo, 18 carbonos) ou
4dcido 1molenico (linolenoilo, 18 <carbonos). Em algumas
formas de realizacdo, o grupo acilo ¢é derivado de 4&cido
linoleico.

Em certas formas de realizacdo, m & 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, ou 10. Em outras formas de realizacdo, m é& um numero
inteiro de 1-8, 1-6, 1-5, 1-7, 1-3, 1-2, 2-8, 2-6, 2-5, 2-
4, 2-3, 3-4, 3-5 ou 3-6. Em algumas formas de realizacao, m
¢ um numero inteiro de 2-4. Em outras formas de realizacéo,
mé 1l, 2 ou 3.

Em certas formas de realizacgdo, m é um numero inteiro
de 1 a 4. Como é reconhecido pelos peritos na
especialidade, m 1 corresponde a um derivado de A&cido
malénico da fosfatidil etanolamina (PE), enquanto m = 2, 3
ou 4 representa derivados de &cido succinico, acido
glutdrico e 4cido adipico da PE, respetivamente. Em algumas
formas de realizacdo, m é 3 (&dcido glutédrico).

Em certas formas de realizacdo, R' e R® sdo o mesmo

grupo acilo. Em outras formas de realizacdo, R' e R? sio
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grupos acilo diferentes. Em certas formas de realizacdo, R'
e R’ sdo oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou miristoilo. Em
algumas formas de realizacao, R' e R® sdo oleoilo. Em
outras formas de realizacao, R!' e R? sdo estearoilo. Em
formas de realizacdo particulares, R' e R? sdo palmitoilo.
Em outras formas de realizacéao, R' e R? sdo miristoilo.

Em algumas formas de realizacgao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico de
Férmula 1 e N- glutaril-dioleoil fosfatidil etanolamina
(NG-DOPE (ou seja, em que R' e R’ sdo oleoilo e m é 3)). Em
outras formas de realizacdo, ela €& N-glutaril-diestearoil
fosfatidil etanolamina (NG- DSPE (ou seja, em que R' e R’
sdo estearoilo e m é 3)) Em outras formas de realizagéo,
ela ¢ N-glutaril-dimiristoil fosfatidil etanolamina (NG-
DMPE (ou seja, em que R' e R? sdo miristoilo e m é 3)). Em
outras formas de realizacdo, ela é N-glutaril- dipalmitoil
fosfatidil etanolamina (NG-DPPE (ou seja, em que R' e R?
sdo palmitoilo e m é 3)). Em outras formas de realizacgéo,
ela € N-succinil-diestearoil fosfatidil etanolamina (NS-
DSPE (ou seja, em que R' e R’ sdo estearoilo e m é 2)). Em
outras formas de realizacdo, ela é N-adipinil-diestearoil
fosfatidil etanolamina (NA-DSPE (ou seja, em que R' e R’
sdo estearoilo e m é 4)). Em certas formas de realizacgédo, a
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico de Férmula 1 é NG-DOPE OU NG-DSPE.

Preparagdo de fosfatidil etanolaminas derivatizadas de
dcido N-(w)-dicarboxilico

As fosfatidil etanolaminas derivatizadas de &acido N-
(w)— dicarboxilico no presente documento descritas podem
ser obtidas por ligacdo de um &acido dicarboxilico ao grupo
amino da fosfatidil etanolamina.

Fosfolipidos, incluindo fosfatidil etanolaminas e seus
derivados wutilizados para as finalidades no presente
documento descritas, devem ser de alta pureza e devem

idealmente ser homogéneos. Métodos conhecidos para a

89



EP 1 863 448 B1

preparagdo de fosfolipidos de alta pureza incluem extracgéo
do 1lipido de wuma solucdo tampdo e purificacdo com a
utilizacdo de cromatografia em coluna. Por exemplo, métodos
de producao para N-succinil
dipalmitoilfosfatidiletanolamina séo descritos na
Publicacdo do Pedido de Patente Internacional W093/01828
(JPAH7-501316) e nas Patentes US N° 5.804.552 e 5.554.728.
Esses métodos de producdo incluem a purificacdo de derivado
fosfolipidico da mistura de reacdo por cromatografia em
coluna de silica gel 60 da mistura de reacgdo. Dipalmitoil
fosfatidil etanolamina (DPPE) €& reagida com anidrido de
acido succinico com catalisador de trietilamina em
temperatura ambiente sob gds de azoto durante 16 horas.

Outros métodos de producado de derivados fosfolipidicos
de N-(w—-carboxi) acilamido-fosfatidil etanolamina séao
descritos no pedido publicado de patente Jjaponesa JPA2001-
261688, que inclui purificacdo por separacgdo de uma camada
liquida apds adicdo de solucgcdo tampdo de pH 3,5-7,5 a
mistura de reacdo. Nesse <caso, a PE foi reagida com
anidrido de &cido dicarboxilico com catalisador alcalino de
trietilamina a 4 °C durante 1 hora. Esse método pode néo
funcionar adequadamente para todos 0s derivados de
fosfatidil etanolamina.

DOPE (dioleocil-fosfatidil etanolamina) também pode ser
obtida comercialmente ou preparada por métodos conhecidos
pelos peritos na especialidade. Por exemplo, resumidamente,
lecitina (Material de Partida API) pode ser hidrolisada
quimicamente para gerar (glicerol-fosfo-colina, que é
isolada por precipitacdo. O lipido é entdo acilado com a
utilizacdo de 4&cido oleico ativado, e DOPC (dioleoil-
fosfatidilcolina) ¢é isolada por cromatografia em coluna de
fase normal e passada através de coluna de troca idnica
para purificar. DOPE pode ser preparada a partir de DOPC
por reacdo com etanolamina usando fosfolipase D.

Os derivados fosfolipidicos de N- (w-carboxi)acilamido-
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fosfatidiletanolamina também podem ser preparados da forma
descrita, por exemplo, na Patente US N° 4.534.899.
Resumidamente, um anidrido dicarboxilico é feito reagir com
um fosfolipido, por exemplo, fosfatidiletanolamina, para
obter uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
(w) - dicarboxilico.

Esteres succinimidilicos de fosfatidil etanolamina

derivatizadas de &cido N-(w)-dicarboxilico

Os ésteres succinimidilicos de fosfatidil etanolamina
derivatizadas de 4cido N-(w)-dicarboxilico no presente
documento descritos sdo representados pela seguinte Fdérmula
2.

) €3
g i
£
ﬂﬁf
Formuka 2

em que R’ e R® sao, independentemente, um grupo acilo, e n
é um numero inteiro de 1 a 10.

Como €& usado no presente documento, o termo "ésteres
succinimidilicos de fosfatidil etanolamina derivatizada de
dcido N-(w)-dicarboxilico", e seus cognatos, referem-se aos
ésteres succinimidilicos de fosfatidil etanolaminas
derivatizadas de 4acido N-(w)-dicarboxilico abrangidos pela
Férmula 2, como no presente documento proporcionados. Da
mesma forma, a abreviacao SuccNwPE pode ser usada para se
referir aos ésteres succinimidilicos de fosfatidil
etanolaminas derivatizadas de &cido N-(w)-dicarboxilico
abrangidos pela Foérmula 2 (por exemplo, SuccNu-DOPE,
SuccNu-DSPE, SuccNG-DOPE, etc.) e, por exemplo, NHS-NG-PE
refere-se ao éster succinimidilico de N-glutaril fosfatidil
etanolamina(s) de Férmula 2 formado por reagdo com NHS, a

ndo ser que indicado de outro modo.
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Uma ampla variedade de grupos acilo que sao
representados por R° e R’ pode ser wusada, como € do
conhecimento dos peritos na especialidade e como descrito
anteriormente para R' e R?’. A ndo ser que no presente
documento observado de forma diferente, & expressamente
desejado que a descricao no presente documento
proporcionada dos grupos acilo com relacdo a Fdérmula 1 (por
exemplo, R' e RY seja igualmente aplicdvel aos grupos
acilo com relacdo a Férmula 2 (por exemplo, R’ e RY).
incluindo, em particular, a descrigcdo acima na secéo
intitulada "fosfatidil etanolaminas derivatizadas de &cido
N-(w) —dicarboxilico™".

Em certas formas de realizacdo, R’ e R* sdo o mesmo
grupo acilo. Em outras formas de realizacdo, R’ e R' séo
grupos acilo diferentes. Em certas formas de realizacgéao, R’
e R? sdo oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou miristoilo. Em
algumas formas de realizacdo, R’ e R* sdo oleoilo. Em
outras formas de realizacao, R’ e R* sdo estearoilo. Em
certas formas de realizacdo, R’ e R* sido palmitoilo. Em
outras formas de realizacgao, R’ e R* sdo miristoilo.

Em certas formas de realizacdo, n & 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 ou 10. Em outras formas de realizacdo, n ¢é um
numero inteiro de 1-8, 1-6, 1-5, 1-7, 1-3, 1-2, 2-8, 2-¢6,
2-5, 2-4, 2-3, 3-4, 3-5 ou 3-6. Em algumas formas de
realizagdo, n é um numerc inteiro de 2- 4. Em outras formas
de realizacdo, n é 1, 2 ou 3.

Em certas formas de realizacgdo, n é um numero inteiro
de 1 a 4. Como é reconhecido pelos peritos na
especialidade, n 1 corresponde a um derivado de A&cido
malénico da fosfatidil etanolamina (PE), enquanto n = 2, 3
ou 4 representa derivados de &cido succinico, acido
glutdrico e 4cido adipico da PE, respetivamente. Em algumas
formas de realizacdo, n é 3 (&dcido glutédrico).

Em algumas formas de realizacao, o) éster

succinimidilico da fosfatidil etanolamina derivatizada de
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dcido N-(w)- dicarboxilico de Férmula 2 €& um éster
succinimidilico de N- glutaril-dioleoil fosfatidil
etanolamina (NG-DOPE). Em outras formas de realizacdo, ele

z

¢ um éster succinimidilico de N- glutaril-diestearoil
fosfatidil etanolamina (NG-DSPE). Em certas formas de
realizacdao o) éster succinimidilico da fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico de
Férmula 2 € um éster succinimidilico de NG-DOPE ou NG-DSPE.

Em algumas formas de realizacao, o éster
succinimidilico da fosfatidil etanolamina derivatizada de
dcido N-(w)-dicarboxilico de Férmula 2 ¢ o éster
succinimidilico da N- glutaril-dioleoil fosfatidil
etanolamina (SuccNG-DOPE (ou seja, em que R’ e R* sao
oleoilo e n € 3)). Em outras formas de realizacdo, ele €& o
éster succinimidilico de N-glutaril- diestearoil fosfatidil
etanolamina (SuccNG-DSPE (ou seja, em que R’ e R* sao
estearoilo e n & 3)). Em outras formas de realizacdo, ele é
o éster succinimidilico de N-glutaril- dimiristoil
fosfatidil etanolamina (SuccNG-DMPE (ou seja, em que R’ e
R* sdo miristoilo e n ¢é 3)). Em outras formas de
realizacdo, ele é o éster succinimidilico de N-glutaril-
dipalmitoil fosfatidil etanolamina (SuccNG-DPPE (ou seja,
em que R’ e R® sdo palmitoilo e n é 3)). Em outras formas
de realizacdo, ele é o éster succinimidilico de N-succinil-
diestearoil fosfatidil etanolamina (SuccNS-DSPE (ou seja,
em que R’ e R® sdo estearoilo e n é 2)). Em outras formas
de realizacdo, ele é o éster succinimidilico de N-adipinil-
diestearoil fosfatidil etanolamina (SuccNA-DSPE (ou seja,
em que R’ e R' sdo estearoilo e n é 4)). Em certas formas
de realizacéo, o0 éster succinimidilico da fosfatidil
etanolamina derivatizada de acido N-(w)-dicarboxilico de
Foérmula 2 e SuccNG-DOPE ou SuccNG-DSPE.

Em algumas formas de realizacgao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-dicarboxilico é Nu-

DOPE e o0 s éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
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derivada de &cido N-(w)-dicarboxilico € SuccNu-DOPE. Em
outras formas de realizacgdo, a fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico é Nw-DSPE e o
éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico ¢ SuccNw-DSPE.
Ainda em outras formas de realizacéo, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &acido N- (w)-dicarboxilico é Nw-
DOPE e o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é SuccNw-DSPE. Em
algumas outras formas de realizacéao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é Nw-
DSPE e o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é SuccNw-DOPE. Em
algumas dessas formas de realizacéo, o) éster
succinimidilico pode ser NHS (por exemplo, NHS-Nw- DOPE,
NHS-Nw-DSPE, etc.).

Em algumas formas de realizacgao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de adcido N-(w)-dicarboxilico & NG-
DOPE e o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é SuccNG-DOPE. Em
outras formas de realizacgéao, a fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico ¢é NGDSPE e o
éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico €& SuccNG-DSPE.
Ainda em outras formas de realizacéao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N- (w)-dicarboxilico é NG-
DOPE e o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é SuccNG-DSPE. Em
algumas outras formas de realizacao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-dicarboxilico & NG-
DSPE e o éster succinimidilico da fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é SuccNG-DOPE. Em
algumas dessas formas de realizacéo, o) éster
succinimidilico pode ser NHS (por exemplo, NHS-NG- DOPE,
NHS-NG-DSPE, etc.).
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Preparagdo de @ésteres succinimidilicos de fosfatidil
etanolaminas derivatizadas de dcido N-(w)-dicarboxilico

Os ésteres succinimidilicos de fosfatidil etanolaminas
derivatizadas de 4cido ©N-(w)-dicarboxilico no presente
documento descritos podem ser obtidos por derivatizacao das
fosfatidil etanolaminas derivatizadas de 4&cido N-(w)-
dicarboxilico no presente documento descritas, preparadas
da forma conhecida na técnica e no presente documento
descrita. A preparacdo dos ésteres succinimidilicos de
fosfatidil etanolaminas derivatizadas de 4acido N-(w)-
dicarboxilico também ¢ descrita mais pormenorizadamente
abaixo, incluindo nos Exemplos. A 1luz dos ensinamentos
proporcionados na presente memdria descritiva, os peritos
na especialidade também serdo capazes de modificar os
métodos no presente documento descritos.

Um método para a producédo dos ésteres succinimidilicos
de fosfatidil etanolaminas derivatizadas de &cido N-(w)-
dicarboxilico descritos no presente documento é como se
segue:

A 1 equivalente de fosfatidil etanolaminas derivatizadas
de 4cido N-(w)-dicarboxilico representadas pela Fdérmula 2
no presente documento descrita, ¢é adicionado cerca de
0,7-1,3 equivalente de NHS, gque ¢é dissolvido num solvente
orgdnico gque ndo possui um hidrogénio ativo. A mistura é
entdo feita reagir com cerca de 0,7-1,3 equivalente de um
composto de carbodiimida a 0-50 °C, por cerca de 1-7
dias.

Solventes organicos exemplares gque nao possuem um
hidrogénio ativo incluem, sem limitacdo, esteres (por
exemplo, acetato de etilo, acetato de Dbutilo, etc.),
hidrocarbonetos alifaticos (por exemplo, hexano, heptanos,
etc.), hidrocarbonetos aromdticos (por exemplo, tolueno,
xileno, etc.), hidrocarboneto halogenados (por exemplo,
clorofédrmio, diclorometano, dicloroetano, etc.), éteres

(por exemplo, THF, dioxano, éter dietilico, etc.),
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hidrocarbonetos ciclicos (por exemplo, ciclohexano, etc.),
DMF e DMSO. O solvente orgénico também pode ser
desidratado.

Uma ampla variedade de compostos de carbodiimida pode
ser usada, desde que o0s compostos possuam um grupo
carbodiimida. Por exemplo, compostos de carbodiimida que
podem ser usados incluem, sem limitacéao, grupos
carbodiimida como N,N'-diciclohexil-carbodiimida (DCC),
N,N'—-diisopropil-carbodiimida, cloridrato de N-etil-N’'-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDO, etc. Em certas
formas de realizacdo, € usada DCC. Em outras, ¢ usada EDC.

A reacdo acima descrita também pode ser realizada sob
condigbes que minimizem ou eliminem a producdo de
subprodutos. Subprodutos indesejados incluem compostos de
ureia (por exemplo, N,N'-diciclohexilureia, N-etil-N’'-(3-
dimetilaminopropil)ureia, etc.), compostos de ureia N-
acilada, compostos de carboxianidrido e compostos de 5-
oxazolona. Condigdes e materiais que desfavorecem ou
minimizam a formacdo de subprodutos incluem: 1) dissolucgéo
lenta dos compostos de carbodiimida em solvente organico,
2) realizacdo da reacgdo abaixo de 0 °C para evitar
libertacdo de calor pela reacédo, etc. Outros meios para
aperfeicoar a reacdo e minimizar a produgdo de subprodutos
sao do conhecimento dos peritos na especialidade,
particularmente a luz dos ensinamentos no presente
documento proporcionados.

O solvente orgénico que ¢é capaz de dissolver os
compostos de carbodiimida € o mesmo solvente orgadnico que
ndo possui um hidrogénio ativo descrito acima. O solvente
usado para dissolver a carbodiimida e o solvente organico
sem hidrogénio ativo podem ser o mesmo ou diferentes.

O progresso da reacao pode ser monitorizado por
sistemas de cromatografia de camada fina (TLC),
cromatografia 1liquida de alto rendimento (HPLC) e/ou

detetores de dispersdo de 1luz evaporada. Outros métodos
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para o monitoramento do progresso da reacdo também serdo do
conhecimento dos peritos na especialidade.

A purificacgdo pode ser realizada por cromatografia em
coluna de silica gel com a utilizacdo de uma mistura de
cloroférmio e metanol. Métodos de purificacdo adicionais
serdo conhecidos pelos peritos na especialidade.

Em solventes orgdnicos totalmente desidratados e na
auséncia de forte acidez ou forte alcalinidade, os ésteres
succinimidilicos de fosfatidil etanolaminas derivatizadas
de dcido N- (w) ~dicarboxilico no presente documento
descritos s&o normalmente estéveis.

Fosfatidil etanolaminas derivatizadas de &cido N-(w)-

dicarboxilico modificadas por fator de direcionamento

As osfatidil etanolaminas derivatizadas de &cido N-
(w) - dicarboxilico modificadas por fator de direcionamento
incluem um ligando de direcionamento ligado a uma segunda
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w)-
dicarboxilico, em que a segunda fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico ¢é representada

pela Férmula 3,

em que R> e R°® sao, independentemente, um grupo acilo, e p
é um numero inteiro de 1 a 10.

Como é usado no presente documento, o) termo
"fosfatidil etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento", e
seus cognatos, referem-se as fosfatidil etanolaminas

derivatizadas de &4cido N-(w)-dicarboxilico abrangidas pela
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Férmula 3 e modificadas com um fator de direcionamento como
no presente documento proporcionado. Da mesma forma, a
abreviacao TF-NwPE pode ser wusada para se referir as
fosfatidil etanolaminas derivatizadas de 4acido N-(w)-
dicarboxilico modificadas por fator de direcionamento (por
exemplo, TF-Nw-DOPE, TF-Nw-DSPE, TF-NG- DOPE, etc.) e, por
exemplo, TF-NG-PE refere-se a um ligando de direcionamento
ligado a(s) N-glutaril fosfatidil etanolamina(s) de Férmula
3.

Uma ampla variedade de grupos acilo que sao
representados por R’ e R® pode ser usada, como & do
conhecimento dos peritos na especialidade e como descrito
acima para R' e R’. A ndo ser que no presente documento
observado de forma diferente, é expressamente desejado que
a descricdo no presente documento proporcionada dos grupos
acilo com relacdo a Férmula 1 (por exemplo, R' e R?) se ja
igualmente aplicavel aos grupos acilo com relacdo a Férmula
3 (por exemplo, R’ e R° . Incluindo, em particular, a
descricao acima na secdao intitulada "fosfatidil
etanolaminas derivatizadas de &cido N-(w)-dicarboxilico".

Em certas formas de realizacéo, R° e R° sdo o mesmo
grupo acilo. Em outras formas de realizacdo, R’ e R° séo
grupos acilo diferentes. Em certas formas de realizacdo, R’
e R® sao oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou miristoilo. Em
algumas formas de realizacdo, R> e R®° sido oleoilo. Em
outras formas de realizacao, R° e R° sdo estearoilo. Em
certas formas de realizacao, R° e R° sao palmitoilo. Em
outras formas de realizacdo, R’ e R° sdo miristoilo.

Em certas formas de realizacéo, p ¢ 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 ou 10. Em outras formas de realizagdo, p € um
numero inteiro de 1-8, 1-6, 1-5, 1-7, 1-3, 1-2, 2-8, 2-6,
2-5, 2-4, 2-3, 3-4, 3-5 ou 3-6. Em algumas formas de
realizacgdo, p é um numero inteiro de 2-4. Em outras formas
de realizacado, p ¢ 1, 2 ou 3.

Em certas formas de realizacd&o, p é um numero inteiro
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de 1 a 4. Como é reconhecido pelos peritos na
especialidade, p 1 corresponde a um derivado de A&cido
malénico da fosfatidil etanolamina (PE), enquanto p = 2, 3
ou 4 representa derivados de 4cido succinico, &cido
glutdrico e &cido adipico da PE, respetivamente. Em algumas
formas de realizacdo, p é 3 (4cido glutéarico).

Em algumas formas de realizacgao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento de Férmula 3 é N-
glutaril-dioleoil fosfatidil etanolamina modificada por
fator de direcionamento (TF-NG-DOPE). Em outras formas de
realizacéao, ela é N-glutaril-diestearoil fosfatidil
etanolamina modificada por fator de direcionamento (TF-NG-
DSPE). Em certas formas de realizacdo, ela ¢é fosfatidil
etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento de Fdérmula 3 TF-NG-
DOPE ou TF-NG-DSPE.

Em algumas formas de realizacéao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de 4&cido N-(w)-dicarboxilico de
Férmula 3 e N- glutaril-dioleoil fosfatidil etanolamina
(NG-DOPE (ou seja, em que R’ e R® sdao oleoilo e p é 3)). Em
outras formas de realizacdo, ela é N-glutaril-diestearoil
fosfatidil etanolamina (NG DSPE (ou seja, em que R’ e R°
sdo estearoilo e p é 3)). Em outras formas de realizacgéo,
ela é N-glutaril-dimiristoil fosfatidil etanolamina (NG-
DMPE (ou seja, em que R° e R® sdo minstoilo e p é 3)). Em
outras formas de realizacdo, ela é N-glutaril- dipalmitoil
fosfatidil etanolamina (NG-DPPE (ou seja, em que R’ e R°
sdo palmitoilo e p é€ 3)). Em outras formas de realizacéo,
ela é N-succinil-diestearoil fosfatidil etanolamina (NS-
DSPE (ou seja, em que R’ e R° sdo estearoilo e p é 2)). Em
outras formas de realizacdo, ela é N-adipinil-diestearoil
fosfatidil etanolamina (NA-DSPE (ou seja, em que R’ e R°
sdo estearoilo e p é 4)). Em certas formas de realizacdo, a

fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
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dicarboxilico de Férmula 3 e NG- DOPE ou NG-DSPE.

Em certas formas de realizacao, o) ligando de
direcionamento é transferrina (Tf), que ¢é descrita mais
pormenorizadamente abaixo, e a fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)- dicarboxilico incorporada na
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico modificada por transferrina é de Fdérmula 3,
como no presente documento descrita.

Em algumas formas de realizacéao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N- (w)-dicarboxilico é Nw-
DOPE e o ligando de direcionamento é transferrina (Tf), e a
fosfatidil etanolamina derivatizada de adcido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento & Tf-
No-DOPE. Em outras formas de realizacao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de adcido N-(w)-dicarboxilico & Nw-—
DSPE e o ligando de direcionamento é transferrina (Tf), e a
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento & Tf-
Nw-DSPE. Ainda em outras formas de realizacdo, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N- (w)-dicarboxilico é Nw-
DOPE e o ligando de direcionamento é transferrina (Tf), e a
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento & Tf-
Nw-DSPE. Em algumas outras formas de realizacgdao, a
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico é Nw-DSPE e o ligando de direcionamento &
transferrina (Tf), e a fosfatidil etanolamina derivatizada
de acido N-(w)-dicarboxilico modificada por fator de
direcionamento e Tf- Nw-DOPE. Em algumas dessas formas de
realizagcdo, m pode ser 3 e a fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é uma NG-PE de
acordo com a Férmula 1.

Em algumas formas de realizacgéao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-dicarboxilico é NG-

DOPE e a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
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(w) —dicarboxilico modificada por fator de direcionamento é
TF-NG-DOPE. Em outras formas de realizacdo, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico &
NGDSPE e a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
(w) —dicarboxilico modificada por fator de direcionamento é
TF-NG-DSPE. Ainda em outras formas de realizacéao, a
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico é NG-DOPE e a fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico modificada por
fator de direcionamento ¢é TF-NG-DSPE. Em algumas outras
formas de realizacdo, a fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4cido N-(w)- dicarboxilico ¢é NG-DSPE e a fosfatidil
etanolamina derivatizada de 4cido N-(w)-dicarboxilico
modificada por fator de direcionamento € TF-NG-DOPE.

A fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamentos pode
ser preparada a partir do SuccNwPE por reacgdo com o ligando
de direcionamento e outros reagentes, como no presente
documento descrito mais pormenorizadamente. A TF-NwPE tanto
pode ser preparada antes da mistura com outros componentes
lipidicos das composigdes que contém lipido no presente
documento descritas (e opcionalmente purificadas) quanto
pode ser preparada in situ pela reacdo do SuccNwPE pré-
preparada que foi incorporada numa composicdo que contém
lipido.

Componentes Lipidicos Adicionais

As composicgdes que contém lipido no presente documento
descritas também contém um ou mais componentes lipidicos
adicionais, alem das NwPEs, SuccNwPEs e/ou TFNwPEs no
presente documento descritas. Diversos componentes
lipidicos adicionais podem ser usados; no entanto, o termo
"componente (s) lipidico (s) adicional(is)"™ né&o visa a
incluir fosfatidil etanolaminas nao derivadas (PEs) ou
derivados de PEs como nas Fdérmulas 1, 2 ou 3. Em algumas

formas de realizacdo, esse um ou mais componente lipidico

101



EP 1 863 448 B1

adicional pode ser um fosfolipido ou um ou mais
fosfolipidos. Em certas formas de realizagdo, esse um ou
mais componente lipidico adicional pode incluir pelo menos
dois lipidos neutros. Em outras formas de realizacdo, podem
estar presentes um ou mais fosfolipidos e, opcionalmente,
um "lipido adicional" (que nao é um fosfolipido). Diversos
lipidos neutros podem ser usados; no entanto, esses pelo
menos dois lipidos neutros ndo visam a incluir fosfatidil
etanolaminas nao derivadas (PEs) ou derivados de PEs como
nas Fdérmulas 1, 2 ou 3. Nédo hd a intencdo de gque o termo
"fosfolipido™, como ¢é usado no presente documento, deva
incluir PEs ou derivados destas, como nas Fdédrmulas 1, 2 ou
3. Da mesma forma, o termo "lipido adicional™ n&o inclui
PEs ou derivados destas, como nas Fdérmulas 1, 2 ou 3, nem
inclui outros fosfolipidos.

Em formas de realizacdo particulares, podem ser usados
fosfolipido (s) nas composig¢cdes que contém lipido e
formulagdes no presente documento descritas. Por exemplo,
um ou mais, pelo menos dois, pelo menos trés, pelo menos
quatro fosfolipidos; ou dois, trés ou quatro fosfolipidos.
Em formas de realizagdo particulares, hd um fosfolipido. Em
certas formas de realizacdo, os componentes lipidicos das
composicbes sdo limitados a um fosfolipido, a NwPE e ao
SuccNwPE (ou NgjPE modificada por TF, quando a reacdo com O
fator de direcionamento tiver sido realizada).

Em formas de realizacdo particulares, podem ser usados
dois ou mais lipidos neutros nas composicgcdes que contém
lipido e nas formulagcdes no presente documento descritas.
Por exemplo, pelo menos dois, pelo menos trés, pelo menos
quatro lipidos neutros; ou, dois, trés ou quatro lipidos
neutros. Em formas de realizacdo particulares, héa dois
lipidos neutros. Em certas formas de realizagédo, o0s
componentes lipidicos das composicdes sdo limitados a dois
lipidos neutros, a NwPE, e ao SuccNwPE (ou NwPE modificada

por TF, quando a reagdo com o fator de direcionamento tiver

102



EP 1 863 448 B1

sido realizada).

Em algumas formas de realizacao, quando os componentes
lipidicos adicionais incluem um fosfolipido, o fosfolipido
pode ser uma fosfatidilcolina, incluindo fosfatidilcolinas
de ocorréncia natural, semissintéticas ou sintéticas (por
exemplo, DSPC, DMPC, etc.). Em algumas formas de
realizagdo, a fosfatidilcolina ¢é uma fosfatidilcolina de
ocorréncia nédo natural (por exemplo, fosfatidilcolina sem
ser de ovo). Em formas de realizacdo particulares, a
fosfatidilcolina é uma acil fosfatidilcolina (por exemplo,
pMPC, DPPC, POPC, DSPC, etc.). Em algumas formas de
realizagdo, o fosfolipido é catidénico. Em outras formas de
realizacdo, o fosfolipido € anidénico. Ainda em outras
formas de realizacédo, o fosfolipido é neutro. Em formas de
realizagdo particulares, esse um ou mais fosfolipidos néao
sdo anidénicos. Em outras formas de realizacdo, esse um ou
mais fosfolipidos nédo s&o catidnicos. Em certas formas de
realizagdo nas quais mais de um fosfolipido estéo

presentes, um lipido anidnico e neutro poder ser incluido.

Fosfolipidos exemplares incluem, sem limitacgao,
fosfatidilcolinas (PCs), acido fosfatidico,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, etc. Em algumas

formas de realizacdo, as composigdes que contém lipido nédo
incluem fosfatidilserina ou fosfatidilglicerol.

Em certas formas de realizacdo, pelo menos um daqueles
pelo menos dois lipidos neutros pode ser um fosfolipido. Em
algumas formas de realizacdo, o fosfolipido pode ser uma
fosfatidilcolina, incluindo fosfatidilcolinas de ocorréncia
natural, semissintéticas ou sintéticas (por exemplo, DSPC,
DMPC, etc.). Em algumas formas de realizacgéao, a
fosfatidilcolina é uma fosfatidilcolina de ocorréncia néo
natural (por exemplo, fosfatidilcolina sem ser de ovo). Em
formas de realizacdo particulares, a fosfatidilcolina € uma
acil fosfatidilcolina (por exemplo, DMPC, DPPC, POPC, DSPC,

etc.).

103



EP 1 863 448 B1

Em algumas formas de realizacdo, pelo menos um
daqueles prelo menos dois lipidos neutros pode ser
colesterol ou um derivado de colesterol (por exemplo,
colesterol pululana, colesterol carregado positivamente
(por exemplo, DC-Col)), que incorpora uma fracdo de um
radioisdétopo (por exemplo, 3H, 14C, 1%1, 151, etc.), com uma
fracdo funcional (por exemplo, uma fracdo fluorescente,
etc.).

Em certas formas de realizacao nas quais as

composicdes que contém lipido incluem um ou mais

fosfolipidos, as composicdes podem compreender
adicionalmente um lipido neutro adicional, nao
fosfolipidico, como o 1lipido adicional. Por exemplo,

colesterol ou um derivado de colesterol como descrito
acima.

Fosfolipidos (ndo PEs) para utilizacdo nas composicdes
gque contém lipido no presente documento descritas incluem
fosfolipidos sintéticos, semissintéticos e de ocorréncia
natural. Fosfolipidos exemplares incluem, sem limitacao,
fosfatidilcolina (PC), &cido fosfatidico, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerol, etc. Em outras formas de realizacado, o
um ou mais fosfolipido inclui fosfatidilcolina (PC) ou
dcido fosfatidico, e nado inclui fosfatidilserina ou
fosfatidilglicerol.

Em algumas formas de realizacdo, o fosfolipido € uma
fosfatidilcolina. Em certas formas de realizacéo, a
fosfatidilcolina pode ser, por exemplo, diestearoil
fosfatidilcolina (DSPC), dimiristoil fosfatidilcolina
DMPC) , dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), palmitoil
oleoil fosfatidilcolina (POPC), fosfatidilcolina de ovo
(EPC), fosfatidilcolina hidrogenada de soja (HSPC), etc. Em
formas de realizacao particulares, pelo menos um
fosfolipido ¢é uma fosfatidilcolina. Em algumas dessas
formas de realizacgdo, a fosfatidilcolina é DMPC. Em outras

formas de realizagdo, a fosfatidilcolina é DSPC. Em outras
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formas de realizacdo, a fosfatidilcolina & DPPC. Em outras
formas de realizacdo, a fosfatidilcolina & POPC. Em outras
formas de realizacdo, a fosfatidilcolina é EPC. Em outras
formas de realizacdo, a fosfatidilcolina é HSPC. Em algumas
formas de realizacdo, ¢ incluido um fosfolipido e é DMPC,
DSPC, DPPC, POPC, EPC ou HSPC. Em formas de realizacgao
particulares nas gquails a composicdo que contém lipido
inclui um unico fosfolipido (fosfolipido diferente de PE),
o fosfolipido é DMPC. Em outras formas de realizacgdo nas
quais a composicdo que contém lipido inclui um dunico
fosfolipido (fosfolipido diferente de PE), o fosfolipido é
DSPC. Em outras formas de realizacdo nas quais a composicgao
que contém lipido inclui um unico fosfolipido (fosfolipido
diferente de PE), o fosfolipido €& DPPC. Em outras formas de
realizacdo nas quais a composicdo que contém lipido inclui
um uUnico fosfolipido (fosfolipido diferente de PE), o
fosfolipido ¢é POPC. Em outras formas de realizagdo nas
quais a composicdo que contém lipido inclui um unico
fosfolipido (fosfolipido diferente de PE), o fosfolipido é
EPC. Em outras formas de realizagdo nas qualis a composicao
que contém lipido inclui um tnico fosfolipido (fosfolipido
diferente de PE), o fosfolipido & HSPC.

Em certas formas de realizacgao, 0s componentes
lipidicos adicionais podem incluir pelo menos um
fosfolipido e, opcionalmente, um lipido adicional como, por
exemplo, colesterol ou um derivado de colesterol. Em formas
de realizacé&o ©particulares, os componentes lipidicos
adicionais sdo um Unico fosfolipido e colesterol. Em certas
formas de realizacgdo, o0s componentes lipidicos adicionais
incluem pelo menos uma fosfatidilcolina e colesterol. Em
formas de realizacdo particulares, os componentes lipidicos
adicionais incluem uma uUnica fosfatidilcolina e colesterol.
Em certas formas de realizagcdo nas dquais ¢ incluido
colesterol, o fosfolipido é DSPC, DMPC, DPPC, POPC, EPC ou

HSPC. Em algumas formas de realizacdo, os componentes
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lipidicos adicionais incluem colesterol e DMPC. Em outras
formas de realizacdo, os componentes lipidicos adicionais
incluem colesterol e DSPC. Em certas formas de realizacao,
os componentes lipidicos adicionais sdo colesterol e um de
DMPC ou DSPC. Em certas formas de realizacéao, oS
componentes lipidicos adicionais sédo colesterol e DMPC. Em
outras formas de realizacdo, os componentes lipidicos
adicionais s&o colesterol e DSPC. Em outras formas de
realizacdo, os componentes lipidicos adicionais incluem
colesterol e DPPC. Em outras formas de realizagdo, o0s
componentes lipidicos adicionais incluem colesterol e POPC.
Em outras formas de realizacdo, os componentes lipidicos
adicionais incluem colesterol e EPC. Em outras formas de
realizacdo, os componentes lipidicos adicionais incluem
colesterol e HSPC. Em certas formas de realizacdo, o0s
componentes lipidicos adicionais s&o colesterol e um de
DMPC, DSPC, DPPC, POPC, EPC ou HSPC. Em certas formas de
realizacéao, 0s componentes lipidicos adicionais sao
colesterol e DMPC. Em outras formas de realizacgdo, o0s
componentes lipidicos adicionais s&o colesterol e DSPC. Em
outras formas de realizacdo, os componentes lipidicos
adicionais s&o colesterol e DPPC. Em outras formas de
realizacao, 0s componentes lipidicos adicionais sao
colesterol e POPC. Em outras formas de realizacdo, o0s
componentes lipidicos adicionais sé&o colesterol e EPC. Em
outras formas de realizacdo, os componentes lipidicos
adicionais sao colesterol e HSPC.

Em formas de realizacao particulares, ha um
fosfolipido e o fosfolipido ndo é HSPC ou EPC.

Em formas de realizacdo particulares, héd um ou mais
fosfolipidos. Em certas formas de realizacdo, esse ou mais
fosfolipido inclui wuma fosfatidilcolina. Em formas de
realizagcdo particulares, estdo incluidos um ou mais
fosfolipidos e colesterol (ou um derivado de colesterol).

Em certas formas de realizacgdo, o fosfolipido é uma
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fosfatidilcolina e a composicdo adicionalmente inclui um
colesterol (ou um derivado de colesterol). Em formas de
realizacgao particulares, a fosfatidilcolina é uma
fosfatidilcolina gque inclui wuma fracdo de 4&cido gordo
saturado (por exemplo, DMPC, DSPC ou DPPC). Em certas
formas de realizacdo a fosfatidilcolina é fosfatidilcolina
sem ser de ovo. Em formas de realizacgdo particulares, a
fosfatidilcolina ndao é HSPC.

Em formas de realizacdo particulares, héd dois lipidos
neutros. Em algumas formas de realizacdo, os dois lipidos
neutros sao colesterol (ou um derivado de colesterol) e uma
fosfatidilcolina. Em formas de realizacao particulares, a
fosfatidilcolina ¢é uma fosfatidilcolina que inclui uma
porcédo de &acido gordo saturado (por exemplo, DMPC, DSPC ou
DPPC). Em certas formas de realizacdo a fosfatidilcolina é
fosfatidilcolina sem ser de ovo.

Os componentes lipidicos adicionais no presente
documento descritos, e aqueles conhecidos pelos peritos na
especialidade, s&o disponiveis comercialmente por varios
fornecedores, incluindo, por exemplo, Avanti Polar Lipids,
Inc. (Alabaster, AK), Northern Lipid Inc. (Canadd), Lipoid
GmbH (Alemanha), NOF Corporation (Japdo), Nippon Fine
Chemical Co., Ltd (Japéao).

FArmacos

Diversos farmacos podem ser incluidos nas composicgdes
que contém lipido descritas no presente documento, por
exemplo, um composto ou um gene. Em certas formas de
realizacdo, o farmaco pode ser um agente anticancro, por
exemplo, um agente anticancro adequado para encapsulagao
num lipossoma. A quantidade de farmaco a ser incluida nas
composigdes que contém lipido, e formulagdes destas, como
no presente documento descritas, pode ser prontamente
determinada pelos peritos na especialidade a luz dos
ensinamentos no presente documento proporcionados e

dependendo do farmaco selecionado e do utilizacdo destinado
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da composicdo ou formulacgdo, levando-se em conta fatores
especificos tanto para o fadrmaco quanto para o individuo a
ser tratado, Como no presente documento descrito
posteriormente.

Em certas formas de realizacdo, o fédrmaco pode ser um
4dcido nucleico, por exemplo, &acido nucleico que codifica
sequéncias com propriedades anticancro. Por exemplo, sem
limitacdo, oligonucledétidos antissense, ribozimas, etc.

Em algumas formas de realizacdo, o agente anticancro
pode ser um farmaco citotdxico, incluindo aqueles
conhecidos pelos peritos na especialidade e por
profissionais médicos. Agentes anticancro exemplares
incluem inibidores da topoisomerase I, alcaloides da wvinca,
agentes alguilantes (incluindo compostos de platina),
taxanos e outros conhecidos pelos peritos na especialidade.

Em algumas formas de realizacdo, o farmaco anticancro
pode ser um inibidor da topoisomerase I, por exemplo, sem
limitacédo, topotecan, irinotecan, etc.

O féarmaco anticancro também pode ser um alcaloide da
vinca, por exemplo, vincristina, vinblastina, vinleurosina,
vinrodisina, vinorelbina, vindesina, etc.

Além disso, o féarmaco anticancro também pode ser um
composto de platina. Exemplos n&o limitantes de compostos
de platina incluem biplatina, cisplatina, carboplatina,
ormaplatina, oxaliplatina, zeniplatina, enloplatina,
lobaplatina, espiroplatina, etc.

Oxaliplatina (platina (II) complexo cis-oxalato de
trans-1-1, 2-diaminociclohexano) é uma platina, mais
especificamente, uma organoplatina, complexa que possuili uma
estrutura representada pela seguinte fdérmula mostrada a

L

seguir. Oxaliplatina também é conhecida da seguinte forma:

diaminociclohexano platina, DACH-platina e cis-[(1R,2R)-
1,2-ciclohexanodiamina-N, N'] [oxalato (2)-0,0"] platina
(CgH14N,04PL; PM 397,4 g/mol) . Como mencionado

anteriormente, oxaliplatina ¢é o ingrediente farmacéutico
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ativo em Eloxatinm™.

Oxaliplatina é util como agente antitumoral, uma vez
que tem uma atividade terapéutica similar a de cisplatina e
relativamente Dbaixa nefrotoxicidade e potencial emético
(vbmitos) . Os processos de produgdao para oxaliplatina sao
bem conhecidos na técnica (por exemplo, documento JP-A-
940685; Patentes US N° 4.169.846, 5.338.874, 5.959.133,
5.298.642 e 5.290.961. Oxaliplatina ¢ ainda descrita em
Chaney S.G. et al. "Recognition and processing of
cisplatin- and oxaliplatin ADN adducts" Crit. Ver. Oncol.
Hematol. (2005) 53: 3-11.

Em certas formas de realizacdao, a concentracgcdao de
oxaliplatina encapsulada no lipossoma €& de cerca de 1
mg/ml, por exemplo, cerca de 0,8 mg/ml.

Geralmente, a composicao de lipossoma da presente
invencdo contém de <cerca de 1 a cerca de 50 npg de
oxaliplatina/mg de lipido e de cerca de 1 a cerca de 150 ug
de TF/mg de lipido. Por exemplo, de cerca de 10 a cerca de
50 pg de oxaliplatina/mg de lipido e de 10 a cerca de 150
ng de TF/mg de lipido.

Em certas formas de realizacdo, as composicgdes contém
de cerca de 1 a cerca de 45 ug de oxaliplatina/mg de
lipido, de cerca de 1 a cerca de 40 ug de oxaliplatina/mg
de 1lipido, de cerca de 1 a cerca de 35 ug de
oxaliplatina/mg de lipido, de cerca de 1 a cerca de 30 ug
de oxaliplatina/mg de lipido, de cerca de 1 a cerca de 25
ug de oxaliplatina/mg de lipido, de cerca de 1 a cerca de
20 png de oxaliplatina/mg de lipido, de cerca de 1 a cerca
de 15 pg de oxaliplatina/mg de 1lipido, de cerca de 1 a
cerca de 10 ug de oxaliplatina/mg de lipido, de cerca de 1

a cerca de 5 ug de oxaliplatina/mg de lipido, de cerca de 5

109



EP 1 863 448 B1

a cerca de 50 ug de oxaliplatina/mg de lipido, de cerca de
5 a cerca de 45 ug de oxaliplatina/mg de lipido, de cerca
de 5 a cerca de 35 ug de oxaliplatina/mg de 1lipido, de
cerca de 5 a cerca de 25 ug de oxaliplatina/mg de lipido,
de cerca de 5 a cerca de 20 ug de oxaliplatina/mg de
lipido, de cerca de 5 a cerca de 15 ug de oxaliplatina/mg
de lipido, de cerca de 5 a cerca de 10 ug de
oxaliplatina/mg de lipido, cerca de 1 ug de oxaliplatina/mg
de 1lipido, cerca de 2 ug de oxaliplatina/mg de 1lipido,
cerca de 4 ug de oxaliplatina/mg de lipido, cerca de 5 ug
de oxaliplatina/mg de lipido, cerca de 10 ug de
oxaliplatina/mg de lipido, cerca de 15 ug de
oxaliplatina/mg de lipido, cerca de 20 ug de
oxaliplatina/mg de lipido, cerca de 30 Mg de
oxaliplatina/mg de lipido, cerca de 40 ug de
oxaliplatina/mg de lipido, ou cerca de 50 ng de
oxaliplatina/mg de lipido.

Em certas formas de realizacdo, as composicgdes contém
de cerca de 1 a cerca de 145 ug de TF/mg de lipido, de
cerca de 1 a cerca de 120 ug de TF/mg de lipido, de cerca
de 1 a cerca de 115 ug de TF/mg de lipido, de cerca de 1 a
cerca de 100 png de TF/mg de lipido, de cerca de 1 a cerca
de 90 ng de TF/mg de lipido, de cerca de 1 a cerca de 70 ug
de TF/mg de lipido, de cerca de 1 a cerca de 60 ug de TF/mg
de 1lipido, de cerca de 1 a cerca de 50 ug de TF/mg de
lipido, de cerca de 1 a cerca de 25 ug de TF/mg de lipido,
de cerca de 10 a cerca de 150 ug de TF/mg de lipido, de
cerca de 10 a cerca de 140 ug de TF/mg de lipido, de cerca
de 10 a cerca de 125 ug de TF/mg de lipido, de cerca de 10
a cerca de 100 png de TF/mg de lipido, de cerca de 10 a
cerca de 80 ug de TF/mg de lipido, de cerca de 10 a cerca
de 50 nug de TF/mg de lipido, de cerca de 10 a cerca de 25
ug de TF/mg de lipido, cerca de 1 ug de TF/mg de lipido,
cerca de 5 ug de TF/mg de lipido, cerca de 10 ug de TF/mg
de lipido, cerca de 25ug de TF/mg de lipido, cerca de 40 ug
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de TF/mg de lipido, cerca de 50 ug de TF/mg de 1lipido,

cerca de 70 ug de TF/mg de lipido, cerca de 100 ug de TF/mg

de lipido, cerca de 120 ug de TF/mg de lipido, cerca de 140

ug de TF/mg de 1lipido, ou cerca de 150 ug de TF/mg de
lipido.

Em algumas formas de realizacdo, de cerca de 0,5 a
cerca de 50 ug de oxaliplatina/mg de lipido e de cerca de 1
a cerca delb0 ug de TF/mg de lipido.
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Em certas formas de realizacgdo, a concentracdo de
oxaliplatina na formulacdo de lipossoma ¢ de 0,8 =+ 10
smg/ml.

Em certas formas de realizacdo nas quais o féarmaco é
oxaliplatina, a oxaliplatina pode ser dissolvida numa
solucdo (por exemplo, oxaliplatina pode ser dissolvida em
solucdo aquosa). Em algumas formas de realizacdo, a solucgéo
inclui um acucar (por exemplo, trehalose, maltose,
sacarose, lactose, manose, manitol, glicerol, dextrose,
frutose, etc.). A concentracdo do acgucar pode ser de varios
percentuails. Por exemplo, concentracdes de acucar (v/v) de
cerca de 0,1 a 12 %; 0,5 a 12 %, 1 %$ a 12 %, 2 % a 8 %, 2 %
a6 %, 2 ab5s%, 2% aids, 2% abs a
, 2 % a 9 %, 2 a

1
a6 %, 3 % ad %, cerca de 2 %, cerca de 3 %, cerca de
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, cerca de 5 %, cerca de 6 %, cerca de 7 %, cerca de 8

Q Q

, cerca de 9 % ou cerca de 10 %. Em certas formas de

%
realizacdo, a solucdo inclui um agucar e € aquosa. Espera-
se que a solucdo na qual a oxaliplatina é dissolvida também
possa conter componentes adicionais, incluindo aqueles
conhecidos pelos peritos na especialidade.

Em certas formas de vrealizacdo, a concentracdo de
acucar é de cerca de 5 %, cerca de 7 %, cerca de 8 %, cerca
de 9 % ou cerca de 10 %. Em outras formas de realizacdo, a
concentracdo de acguUcar é de cerca de 5 % a cerca de 10 %.
Em algumas formas de realizacgdo, o acgucar é dextrose e a
concentracdo de dextrose na solucdo de oxaliplatina ¢é de
cerca de 5 %. Em algumas formas de realizacgcdo, o acglucar é
dextrose e a concentracdao de dextrose na solucao de
oxaliplatina ¢é de cerca de 9 %. Em certas formas de
realizacgcdo, o aguUcar € sacarose e a concentracdo de
sacarose na solucdo de oxaliplatina é de cerca de 9 %. Em
certas formas de realizacdo, o agucar €& sacarose e a
concentracdo de sacarose na solucdo de oxaliplatina é de

Q

cerca de 10 %.
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Em algumas formas de realizacdo, a concentracgdo de
acucar em solucgdo pode ser, por exemplo, de cerca de 50
mg/ml a cerca de 150 mg/ml, de cerca de 50 mg/ml a cerca de
130 mg/ml, de cerca de 50 mg/ml a cerca de 120 mg/ml, de
cerca de 50 mg/ml a cerca de 100 mg/ml, de cerca de 80
mg/ml a cerca de 100 mg/ml, de cerca de 90 mg/ml a cerca de
150 mg/ml, de cerca de 90 mg/ml a cerca de 130 mg/ml, cerca
de 60 mg/ml, cerca de 80 mg/ml, cerca de 90 mg/ml, cerca de
100 mg/ml, cerca de 110 mg/ml, cerca de 105 mg/ml, cerca de
120 mg/ml ou cerca de 140 mg/ml.

A solucdo também pode conter outros ingredientes
conhecidos pelos peritos na especialidade, tais como, sem
limitacdo, sais, tampdes, 4&lcool de acgucar, etc. Em certas
formas de realizacdo, a solucdo na qual a oxaliplatina e
dissolvida contém fosfato de sdédio (por exemplo, fosfato
monobdsico e/ou dibdsico de sddio).

Em certas formas de realizacgdo, a concentracdo de
fosfato de sdédio pode ser de cerca de 5 a cerca de 15 mM.
Por exemplo, de cerca de 5 a cerca de 12 mM, de cerca de 5
a cerca de 10 mM, de cerca de 5 a cerca de 7 mM, de cerca
de 7 a cerca de 12 mM, de cerca de 7 a cerca de 15 mM, de
cerca de 9 a cerca de 12 mM, cerca de 5 mM, cerca de 7 mM,
cerca de 10 mM, cerca de 12 mM ou cerca de 15 mM.

Em certas formas de realizacdo, a solucgcdo de acucar
pode incluir adicionalmente cerca de 1,0 a cerca de 1,5
mg/ml de fosfato de sdédio. Por exemplo, cerca de 1,2 a
cerca de 1,5 mg/ml, 1,0 a cerca de 1,7 mg/ml, 1,0 a cerca
de 2 mg/ml, 1,0 a cerca de 2,5 mg/ml, 1,0 a cerca de 3
mg/ml, 0,5 a cerca de 3,5 mg/ml de fosfato de sdédio.

Em algumas formas de realizacdo, o pH da solucdo seré
de cerca de 6,5 a cerca de 7,5, de cerca de 6,7 a cerca de
7,5, de cerca de 7 a cerca de 7,5, cerca de 7, cerca de
7,5, cerca de 6,8 ou cerca de 6,5.

Em algumas formas de realizacéao, 0 fadrmaco é

Q.

oxaliplatina e estd contido numa solugdo de cerca de 9 % de
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sacarose. Em algumas formas de realizacdo, o féarmaco &
oxaliplatina e esta contido numa solugcdo de cerca de 9 % de
sacarose numa concentracdao de oxaliplatina de cerca de 1
mg/ml. Em algumas formas de realizacgdo, o farmaco é
oxaliplatina e estd contido numa solugdo de cerca de 105
mg/ml de sacarose. Em algumas formas de realizacgdo, o
fadrmaco é oxaliplatina e estd contido numa solucgdo de cerca
de 105 mg/ml de sacarose numa concentracdo de oxaliplatina
em solugdo de lipossoma de cerca de 1 mg/ml. Em algumas
dessas formas de realizacdo, a solucdo ainda contém fosfato
de sdédio. Em certas formas de realizacgdo, a oxaliplatina
estd numa concentracdo de cerca de 0,8 + 10 % mg/ml de
solucdo de lipossoma.

Compostos marcados

Diversos compostos marcados também podem ser incluidos
nas composicdes que contém lipido da presente invencéao.
Geralmente, o composto marcado pode ser um agente Util para
a realizacdo de procedimentos diagndsticos in vivo.

Como ocorre com a 1incorporagcdo e a utilizacdo de
fadrmacos no presente documento descritos, a quantidade de
composto marcado a ser incluida nas composic¢des que contém
lipidos, e formulacdes destas, como no presente documento
descritas, pode ser facilmente determinada pelos peritos na
especialidade a luz dos ensinamentos no presente documento
proporcionados e dependendo do composto marcado selecionado
e do wutilizacgcdo destinado da composigcdao ou formulacéo,
levando-se em conta fatores especificos tanto para o
composto marcado quanto para o) individuo a ser
diagnosticado, como descrito mais pormenorizadamente
posteriormente.

Compostos marcados exemplares incluem, por exemplo,
materiais que compreendem radioisétopos (por exemplo, °H,
14C, 67Ga, 111In, ]251, 131I, 133Xe, etc.), material que
compreende fracdes fluorescentes (por exemplo,

fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, etc.),
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material que compreende enzima (por exemplo, peroxidase,
fosfatase alcalina, etc.), além de compostos marcados
adicionais conhecidos pelos peritos na especialidade.

Como serd observado pelos peritos na especialidade, a
selecdo do composto marcado e dos métodos usados em
diagnéstico dependerd do &érgéao (por exemplo, figado,
pancreas, prodstata, etc.), tecido (por exemplo, maligno ou
nao maligno ou tipo de tecido (por exemplo, mama, etc.)) a
ser investigado. Por exemplo, composicdes que contém lipido
(por exemplo, lipossomas direcionados, composigdes que
contém lipossoma, etc.) que incorporam 1257 séo
particularmente Uteis para a identificacd&o da presenca e
determinacdo da gravidade (por exemplo, inicialmente,
durante o curso do tratamento, apds tratamento) de varios
cancros (por exemplo, cancro de mama, cancro gastrico,
cancro colorretal, cancro de c¢délon, etc.) por contador
gama.

Fatores de Direcionamento

A ndo ser que indicado de outro modo, os termos "fator
de direcionamento” e "ligando de direcionamento" podem ser
no presente documento usados de forma intercambidvel.

As composicgdes que contém lipido no presente documento
descritas sdo caraterizadas pela incorporacdo de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico modificada com um fator de direcionamento (ou
seja, TF-NwTE) direcionada a uma célula alvo em particular.
O termo "fator de direcionamento" refere-se a uma pPoOrgao
que pode se ligar a um recetor ou um antigénio de
superficie presente na superficie de uma célula alvo. Em
certas formas de realizacdo, os fatores de direcionamento
sdo dirigidos aos recetores da superficie celular numa
célula alvo em particular. O fator de direcionamento é
frequentemente uma proteina ou um peptideo que pode ser
anexado a um componente lipidico da composicdo que contém

lipido.
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Mais eficazmente, os fatores de direcionamento sao
selecionados de forma que o —recetor direcionado ou
antigénio esteja ©presente somente em células que sao
direcionadas para a libertacdo do féarmaco ou composto
marcado (por exemplo, células patogénicas) e que ndo estéo
presentes em células saudaveis. Alternativamente, um numero

maior de recetores ou antigénios & expresso nas células

alvo (por exemplo, células patogénicas ou doentes)
comparado com células ndo direcionadas (por exemplo,
saudédveis). De preferéncia, o recetor ou antigénio que se

liga ao fator de direcionamento ndo estd presente ou esté
presente em numeros baixos em células saudaveis, de tal
forma que a ligagdo com o fator de direcionamento nao
ocorra com frequéncia. Em outras palavras, os fatores de
direcionamento devem libertar seletivamente os lipossomas
no presente documento descritos (incluindo farmaco
encapsulado) as células direcionadas (por exemplo, células
patogénicas, nao saudaveis, etc.). Dessa forma, a
libertacdo seletiva do férmaco encapsulado as células
direcionadas <reduz a ocorréncia de efeitos adversos
causados pelo efeito do féarmaco encapsulado ou do composto
marcado sobre células nédo alvo (por exemplo, saudaveis),
reduzindo também, desse modo, 0S8 efeitos adversos
apresentados pelo individuo ao qual a composicdo, ou
formulacdo desta, ¢ administrada.

Os fatores de direcionamento exemplares incluem, sem
limitacéao, transferrina, acido félico, folato, acido
hialurdénico, cadeias de acucar (por exemplo, galactose,
manose, etc.), fragmentos de anticorpos monoclonais,
asialoglicoproteina, etc., além de outros fatores de
direcionamento conhecidos pelos peritos na especialidade.

Em formas de realizacgcao particulares, o fator de
direcionamento e uma proteina ou um peptideo dirigido a um
recetor da superficie celular (por exemplo, transferrina,

folato, &cido félico, asialoglicoproteina, etc,).
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Em outras formas de realizacéo, o} fator de
direcionamento ¢ dirigido a um antigénio (por exemplo,
fragmentos de anticorpos monoclonais (por exemplo, Fab,
Fab', F(ab'),, Fc, etc.)). Ndo hd a intencdo de gque fatores
de direcionamento incluam anticorpos monoclonais intatos ou
inteiros. O termo "anticorpo inteiro ou "anticorpo intato",
e cognatos deste, como € wusado no presente documento,
geralmente referem-se ao anticorpo IgG de globulina imune.
Um fragmento de um anticorpo monoclonal geralmente se
refere a um produto de decomposicéao do anticorpo
monoclonal, por exemplo, um fragmento obtido com a
utilizacdo de digestdo por protease como, por exemplo,
pepsina, etc.

Em certas formas de realizacao, e} fator de
direcionamento ndo é dirigido a um antigénio (por exemplo,
ndo ¢ um fragmento de um anticorpo monoclonal, por exemplo,
Fab, Fab', F(ab'),, Fc, etc.).

Em certas formas de realizacao, o fator de
direcionamento é transferrina.

Transferrina (Tf) € uma proteina de ligacdo de ferro
com um peso molecular de 80.000, gque ¢ sintetizada em
hepatdcitos e encontrada no sangue. Transferrina
proporciona ferro (Fe) as células através de recetores de
Tf na superficie de cada célula. O recetor de transferrina
¢ geralmente expresso em tecidos tumorais numa maior
quantidade, comparado com tecidos normais,
independentemente dos tipos dos tumores. As membranas
celulares tumorais sao conhecidas por sobreexpressarem
recetores de transferrina para manter a ©proliferacéo
celular. Veja-se Shindelman J.E., Ortmeyer A.E., Sussman
H.H. "Demonstration of the transferrin recetor 1in human
breast cancer tissue. Potential marker for identifying
dividing cells" int. J. Cancer. (1981) 27 (3): 329-34;
Lloyd J.M., O'Dowd T., Driver M., Tee D.E. "Demonstration

of an epitope of the transferrin recetor in human cervical
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epithelium-a potentially useful cell marker" J. Clin.
Pathol. (1984) 37(2): 131-5; e Habeshaw J.A., Lister T.A.,
Stansfeld A.G., Greaves M.F. "Correlation of transferrin
recetor expression with histological class and outcome 1in
non- Hodgkin lymphoma" Lancet. (1983) 1(8323): 498-501. A
ligagdo dos agentes terapéuticos a transferrina ir4a,
portanto, aumentar a captacdo do fdrmaco nas células
tumorais através do recetor de transferrina. Sem se limitar
a um mecanismo de acgdo, a via provavel de captacdo dos
lipossomas de transferrina no presente documento descritos
€ representada esquematicamente nas Figuras 2 e 3.
Transferrina ¢é disponivel comercialmente ou pode ser
produzida de forma recombinante como descrito, por exemplo,
na Patente US N° 5.026.651.

Sem se ater a uma teoria, acredita-se que a conjugacao
de transferrina (Tf) a NwPE ocorra pela reacgdo de uma amina
primdria com a NwPE, o que resulta na formagdo de uma
ligagdo amida de &acido carboxilico entre a ancora de lipido
e a proteina.

Em certas formas de realizacdo, a proporgao molar de
Tf em relacdo ao lipido total presente no produto de
lipossoma direcionado ¢é de aproximadamente 0,00014:1
mol/mol (Tf:lipido total) (0,015; p/p). Em outras formas de
realizagdo, a proporcado molar de Tf: lipido total ¢é de
cerca de 0,016 a cerca de 0,029: cerca de 126 cerca de 158
mM/mM.

Composigdes que Contém Lipido

As composicgbes que contém lipido no presente documento
descritas incluem lipossomas direcionados gque 1incorporam
lipidos derivatizados, lipidos adicionais e fadrmaco
encapsulado ou composto marcado, além de intermedidrios
usados para preparar os lipossomas direcionados, incluindo
misturas de lipidos s composicgdes que contém lipossoma,
como no presente documento descritas, em gue as composigdes

que contém lipido (incluindo lipossomas direcionados) néao
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possuem fosfatidil etanolamina nao derivatizada nem
polimeros hidrofilicos, tais como, sem limitacéao,
polietileno glicol. As composicdes que contém lipido também
incluem lipossomas que incorporam uma TF, mas ndo incluem
um fadrmaco ou composto marcado (por exemplo, lipossomas em
branco) .

Como é usado no presente documento, o termo "polimero
hidrofilico", e cognatos deste, referem-se aos polimeros
como, por exemplo, polietileno glicol (PEG), e a outros
polimeros polietoxilados que sdo wusados no campo dos
lipossomas para proteger lipossomas numa tentativa de
aumentar a semivida circulatdéria do lipossoma. Espera-se
que esse termo abranja polimeros hidrofilicos 1livres
associados de forma ndo covalente aos lipossomas, além de
polimeros hidrofilicos que estdo de alguma forma conjugados
ou ligados covalentemente a um componente particular do
lipossoma (por exemplo, lipidos modificados por PEG, etc.).
Tais polimeros hidrofilicos também sdo alternativamente
citados na técnica como polimeros "hidrossoluveis™".
Polimeros hidrofilicos exemplares adicionais incluem, sem
limitac&o, &lcool polivinilico, &cido polilédtico, 4&cido
poliglicdlico, polivinilpirrolidona, poliacrilamida,
poliglicerol, poliaxozlinas, etc.

Como € usado no presente documento, o termo "mistura
lipidica"™, e cognatos deste, referem-se as misturas de
componentes lipidicos no presente documento descritos, em
que a mistura lipidica ndo incorpora solucgdo, por exemplo,
solucdo aquosa (por exemplo, agua, tampdo ou uma mistura de
dgua e um solvente miscivel na &agua (por exemplo, acgucar
(por exemplo, trehalose, sacarose, lactose, manose,
dextrose, frutose, etc.), 4alcool de acgucar (por exemplo,
sorbitol, maltitol, lactitol, glicerol, manitol, etc.),
4dlcool (por exemplo, etanol, t-butanol, etc.), etc.)) ou
solvente organico.

O termo "composicdo que contém lipossoma", e cognatos
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deste, referem-se as misturas de lipidos e, opcionalmente,
fdrmaco (s) ou composto(s) marcado(s), nas gquais uma solucéo
aquosa (por exemplo, &agua, tampao (por exemplo, tampdo de
acetato, tampao de fosfato, tampdao de citrato, tampao de
borato, tampdo de tartarato, etc.) ou uma mistura de &agua e
um solvente miscivel na &agua) foi incorporada por mistura
por exemplo, um ou mais de agitacao, turbilhonamento,
etc.). A solucdo aquosa também pode incluir componentes
adicionais, tais como um ou mais aguUcares (por exemplo,
trehalose, maltose, sacarose, lactose, manose, dextrose,
frutose, etc.), 4&lcool de acglucar (por exemplo, sorbitol,
maltitol, lactitol, manitol, glicerol, etc.), &lcool (por
exemplo, etanol, t-butanol, etc.), etc. A solucgdo aquosa
também pode incluir solvente orgdnico ((por exemplo,
ésteres (por exemplo, acetato de etilo, acetato de butilo,
etc.), hidrocarbonetos alifdticos (por exemplo, hexano,
heptano, etc.), hidrocarbonetos aromdticos (por exemplo,
tolueno, xileno, etc.), hidrocarbonetos halogenados (por
exemplo, clorofdérmio, diclorometano, dicloroetano, etc.),
éteres (por exemplo, THF, dioxano, éter dietilico, éter
isopropilico, etc.), hidrocarbonetos ciclicos (por exemplo,
ciclohexano, etc.), DMF, DMSO, etc.) ou misturas destes). A
composicdo que contém lipossoma conterd geralmente uma
mistura nao homogénea de 1lipidos, solugdo aquosa e
lipossomas com uma ampla distribuicdo em torno de 100 a
10.000 nm e um didmetro médio de 500 a 2.000 nm. A
caraterizacéo de composicdes que contém lipossoma
exemplares sera apresentada nos Exemplos.

Em certas formas de realizacgcao, as composigdes que
contém lipido nédo incorporam polimeros hidrofilicos. Em
formas de realizacdo particulares, as composicdes que
contém lipido n&o incorporam PEG.

Em algumas formas de realizacao, as misturas de
lipidos intermedidrias dincluem pelo menos dois lipidos

neutros diferentes ou um ou mais fosfolipidos, e uma
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fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico, em que o0s componentes lipidicos sdo no
presente documento descritos mais pormenorizadamente e em
que a mistura ndo possui fosfatidil etanolamina nao-
derivada nem polimeros hidrofilicos como, por exemplo,
polietileno glicol. Opcionalmente, uma solucdao agquosa no
presente documento descrita pode ser misturada com o0s
componentes lipidicos para formar uma composicdo que contém
lipossoma. Em certas formas de realizacgd&o, a mistura
lipidica nédo inclui um fadrmaco ou composto marcado. Em
formas de realizacgdo particulares, a mistura lipidica pode
ser tratada para formar uma composicdo que contém lipossoma
ou uma formulacdo de lipossoma.

Em algumas formas de realizacdo, as misturas de
lipidos intermedidrias incluem pelo menos dois lipidos
neutros diferentes ou um ou mais fosfolipidos, uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico e um féarmaco ou composto marcado, em gue oS
componentes lipidicos e féarmaco/composto marcado s&o no
presente documento descritos mais pormenorizadamente e em
que a mistura ndo possui fosfatidil etanolamina nao
derivatizada nem polimeros hidrofilicos como, por exemplo,
polietileno glicol. Opcionalmente, uma solugdao agquosa no
presente documento descrita pode ser misturada com o©Os
componentes lipidicos para formar uma composicdo que contém
lipossoma, por exemplo, em gue o farmaco ou composto
marcado é adicionado como uma solugéao aquosa de
fadrmaco/composto marcado. Em certas formas de realizacgédo, a
composigcdo gque contém lipossoma pode ser tratada (por
exemplo, por um ou mais de extrusdao, cromatografia por
exclusdo de tamanho, etc. ou métodos conhecidos na técnica)
para formar um lipossoma.

Em algumas formas de realizacao, as misturas de
lipidos incluem um ou mais fosfolipidos, ou pelo menos dois

lipidos neutros diferentes, uma fosfatidil etanolamina
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derivatizada de 4acido N-(w)-dicarboxilico e um éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanoclamina derivatizada
de 4cido N-(w)- dicarboxilico, em qgue o0s componentes
lipidicos sdo no presente documento descritos mais
pormenorizadamente e em que a mistura nao possui fosfatidil
etanolamina né&o derivatizada nem polimeros hidrofilicos
como, por exemplo, polietileno glicol. As misturas também
podem ser substancialmente livres de material de partida
diferente de NHS, subproduto e/ou produto de decomposicédo
associado a sintese do éster succinimidilico de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico (por exemplo, carbodiimidas (por exemplo,
DCC, EDC, etc.), compostos de ureia acilada, etc.).
Opcionalmente, uma solugdo aquosa no presente documento
descrita pode ser misturada com os componentes lipidicos
para formar uma composicgdo que contém lipossoma.

Em algumas formas de realizacdo, as misturas de
lipidos intermedidrias incluem um ou mais fosfolipidos, ou
pelo menos dois lipidos neutros diferentes, uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de acido N-(w)-dicarboxilico e uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de adcido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, em
que o0s componentes lipidicos sdo no presente documento
descritos mais pormenorizadamente e em que a mistura néao
possui fosfatidil etanolamina nao derivatizada nem
polimeros hidrofilicos como, por exemplo, polietileno
glicol. As misturas também podem ser substancialmente
livres de material de partida diferente de NHS, subproduto
e/ou produto de decomposicdo associado a sintese do éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4cido N-(w)-dicarboxilico (por exemplo, carbodiimidas
(por exemplo, DCC, EDC, etc.), compostos de ureia acilada,
etc.). Opcionalmente, uma solugdao agquosa no presente
documento descrita pode ser misturada com o0s componentes

lipidicos para formar uma composicdo gque contém lipossoma.
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Em algumas formas de realizacdo, a mistura lipidica néo
inclui um fédrmaco ou composto marcado. A mistura lipidica
pode ser tratada para formar uma composicdo que contém
lipossoma ou uma formulacdo de lipossoma.

Em algumas formas de realizacdo, as misturas de
lipidos intermedidrias incluem um ou mais fosfolipidos, ou
pelo menos dois lipidos neutros diferentes, uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico e um
éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico e um féarmaco ou
composto marcado, em que o0s componentes de lipido e
fadrmaco/composto marcado s&o no presente documento escritos
mais pormenorizadamente e em que a composicdo nédo possui
fosfatidil etanolamina ndo derivatizada nem polimeros
hidrofilicos como, por exemplo, polietileno glicol. As
misturas também podem ser substancialmente livres de
material de partida diferente de ©NHS, subproduto e/ou
produto de decomposicdo associado a sintese do éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4&cido N-(w)-dicarboxilico (por exemplo, carbodiimidas
(por exemplo, DCC, EDC, etc.), compostos de ureia acilada,
etc.). Opcionalmente, uma solugdo aquosa no presente
documento descrita pode ser misturada com os componentes
lipidicos para formar uma composicdo que contém lipossoma.

Em certas formas de realizacgao, as composicdes
intermedidrias que contém lipido incluem um lipossoma que
contém um ou mais fosfolipidos, ou pelo menos dois lipidos
neutros diferentes, uma fosfatidil etanolamina derivada de
4dcido-N-(w) -dicarboxilico e um éster succinimidilico de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico e um farmaco encapsulado, em que 0S
componentes de lipido e de fadrmaco sd&o no presente
documento descritos mais pormenorizadamente e em que O
lipossoma nao possuil fosfatidil etanolamina nao

derivatizada nem polimeros hidrofilicos como, por exemplo,
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polietileno glicol. Os lipossomas também podem  ser
substancialmente livres de material de partida diferente de
NHS, subproduto e/ou produto de decomposicdo associado a
sintese do éster succinimidilico de uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico (por
exemplo, carbodiimidas (por exemplo, DCC, EDC, etc.),
compostos de ureia acilada, etc.). Em algumas formas de
realizacdo, a mistura lipidica né&o inclui um férmaco ou
composto marcado. A mistura lipidica pode ser tratada para
formar uma composicdo que contém lipossoma ou uma
formulacdo de lipossoma.

Em certas formas de realizacdo, as misturas de lipidos
incluem um ou mais fosfolipidos, ou pelo menos dois lipidos
neutros diferentes, uma fosfatidil etanolamina derivatizada
de &cido N-(w)-dicarboxilico, uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico modificada por
fator de direcionamento, e um farmaco encapsulado ou
composto marcado, em que o lipido, fator de direcionamento
e farmaco/composto marcado componentes sdo no presente
documento descritos mais pormenorizadamente e em que O
lipossoma nao possui fosfatidil etanolamina nao
derivatizada nem polimeros hidrofilicos como, por exemplo,
polietileno glicol. Em algumas formas de realizacdo das
misturas de 1lipidos, os lipossomas s&o substancialmente
livres de material de partida diferente de NHS, subproduto
ou produtos de decomposicdo associados a sintese do éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina derivatizada
de acido N-(w)- dicarboxilico (por exemplo, carbodiimidas
(por exemplo, DCC, EDC, etc.), compostos de ureia acilada,
etc.). Em formas de realizacado particulares, a mistura
lipidica e uma composicdo que contém lipossoma (por
exemplo, em que o fadrmaco ou composto marcado é adicionado
como uma solugado aquosa). Opcionalmente, uma solugdao aquosa
no presente documento descrita pode ser misturada com o0s

componentes lipidicos para formar uma composig¢do que contém
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lipossoma.

Em certas formas de realizacgéao, 0s lipossomas
direcionados incluem lipossomas gque contém um ou mais
fosfolipidos, ou pelo menos dois lipidos neutros
diferentes, uma fosfatidil etanolamina derivatizada de
dcido N-(w)-dicarboxilico e uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico modificada por
fator de direcionamento e um fArmaco encapsulado ou
composto marcado, em que os componentes de lipido, fator de
direcionamento e fédrmaco ou composto marcado s&o no
presente documento descritos mais pormenorizadamente e em
que o lipossoma nao possui fosfatidil etanolamina néao
derivatizada nem polimeros hidrofilicos como, por exemplo,
polietileno glicol. Em algumas formas de realizacado dos
lipossomas direcionados, os lipossomas sdo substancialmente
livres de material de partida diferente de NHS, subproduto
ou produtos de decomposicdo associados a sintese do éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4cido N-(w)-dicarboxilico (por exemplo, carbodiimidas
(por exemplo, DCC, EDC, etc.), compostos de ureia acilada,
etc.). No entanto, em algumas formas de realizacdo, o éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina derivatizada
de &cido N-(w)-dicarboxilico pode estar presente nos
estdgios iniciais da preparacdo dos lipossomas direcionados
(por exemplo, NHS-NG-PEs (por exemplo, NHS-NG-DOPE, NHSNG-
DSPE, etc.)), por exemplo, antes da hidrdlise do éster
succinimidilico gue pode gerar, por exemplo, NHS e NG-DOPE
na formulacdo final. Em certas formas de realizacdo, nas
quais SuccNwPE ndo é incorporada no interior do lipossoma,
o lipossoma ou a composicdo que contém lipossoma também
pode ser 1livre ou substancialmente 1livre de NHS, como
quando TF-NwPE ¢é preformada e usada como material de
partida. Em formas de realizacao particulares, oS
lipossomas alvo sao substancialmente livres de DCC e EDC.

Em certas formas de realizacdo, os lipossomas direcionados
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sdo substancialmente livres de DCC.

Adicionalmente, cada uma das composigdes que contém
lipossoma no presente documento descritas pode ser tratada
para produzir lipossomas. A produgdo de lipossomas € bem
conhecida na técnica e, adicionalmente, pode ser obtida de
acordo com os métodos no presente documento descritos, por
exemplo, como descrito para os métodos de produgdo A e B,
descritos mais pormenorizadamente a seguir. Métodos de
producdo para lipossomas a partir de composicdes que contém
lipossoma incluem, sem limitacdo, extrusdo, sonicacgao,
vesicula de fase reversa, congelamento-descongelamento,
cromatografia por exclusdo de tamanho, ultrafiltracao, etc.
e combinacbes destes. 0Os lipossomas formados a partir das
composicdes que contém lipossoma no presente documento
descritas podem incorporar um farmaco ou composto marcado
ou podem ndo possuir fadrmaco ou composto marcado (por
exemplo, para lipossomas também no presente documento
citados como "lipossomas em branco"). Em formas de
realizacéao particulares, as composicdes que contém
lipossoma, lipossomas (incluindo lipossomas em Dbranco) e
lipossomas direcionados podem ser formuladas como
formulacdes farmacéuticas e, adicionalmente, podem ser
usadas nos métodos de tratamento ou de diagndstico e/ou
kits no presente documento descritos.

O termo "substancialmente livre" refere-se aos niveis
de materiais que sdo indetetaveis ou minimamente detetdveis
por métodos analiticos de rotina usados na técnica. Por
exemplo, HPLC (veja-se, por exemplo, FEuropean Phmaracopoeia
5° Ed.), TLC, cromatografia a géas, etc., além de outros
métodos analiticos conhecidos pelos peritos na
especialidade.

Por exemplo, as composicdes que contém lipido podem

conter menos do que cerca de 0,1 %, menos do que cerca de

(@]

;9 %, menos do que cerca de 1 %, menos do que cerca de 2

o

, menos do que cerca de 3 %, menos do que cerca de 4 %,
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Q. Q.

menos do que cerca de 5 % ou menos do que cerca de 6 % por
peso de um material de partida, subproduto ou produto de
decomposicdo associado a sintese do éster succinimidilico
de uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N- () -
dicarboxilico em particular em relacdo ao teor total de
lipidos. Em formas de realizacao particulares, as
composicdes conterdo menos do que cerca de 10 %, menos do
que cerca de 7 %, menos do que cerca de 5 %, menos do que

Q Q

cerca de 3 %, menos do que cerca de 2 % ou menos do que
cerca de 1 % de impurezas totais (por exemplo, % da soma de
material de partida, subproduto e produto de decomposicgao
associado a sintese do éster succinimidilico de uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico).

Em algumas formas de realizacgao, os lipossomas
direcionados incluem lipossomas que contém uma
fosfatidilcolina (por exemplo, neutra, anidénica ou
catidénica), colesterol ou um derivado de colesterol, uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico, uma fosfatidil etanolamina derivatizada de
acido N- (w) —dicarboxilico modificada por fator de
direcionamento e um farmaco encapsulado ou composto
marcado, em gque o0s componentes de lipido, fator de
direcionamento e farmaco sao no presente documento
descritos mais pormenorizadamente e em que o lipossoma nao
possui fosfatidil etanolamina nao derivatizada nem
polimeros hidrofilicos como, por exemplo, polietileno
glicol. Em formas de realizacgao particulares, a
fosfatidilcolina e uma fosfatidilcolina neutra.

Em formas de realizacado particulares, o0s lipossomas

direcionados incluem lipossomas que contém uma
fosfatidilcolina (por exemplo, neutra, anidénica ou
catidénica), colesterol ou um derivado de colesterol, uma

fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) —

dicarboxilico, uma fosfatidil etanolamina derivatizada de
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dcido N-(w)-dicarboxilico modificada por transferrina e
fdrmaco encapsulado ou composto marcado, em que O0s
componentes de lipido e de farmaco ou composto marcado sao
no presente documento descritos mails pormenorizadamente e
em gue o lipossoma nao possui fosfatidil etanolamina néao
derivatizada nem polimeros hidrofilicos como, por exemplo,
polietileno glicol. Em formas de realizacgdo particulares, a
fosfatidilcolina é uma fosfatidilcolina neutra.

Em formas de realizacdo particulares, os lipossomas
direcionados incluem lipossomas que contém uma
fosfatidilcolina (por exemplo, neutra, anidénica ou
catidénica), colesterol ou um derivado de colesterol, uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de dcido N-(w)-
dicarboxilico, uma fosfatidil etanolamina derivatizada de
dcido N-(w)-dicarboxilico modificada por transferrina e
oxaliplatina encapsulada, em gque o0s componentes lipidicos
sao no presente documento descritos mais pormenorizadamente
e em gque o lipossoma nao possui fosfatidil etanolamina nao
derivatizada nem polimeros hidrofilicos como, por exemplo,
polietileno glicol. Em formas de realizacgdo particulares, a
fosfatidilcolina é uma fosfatidilcolina neutra.

Em certas formas de realizacgcdo, as composigdes que
contém lipido (incluindo lipossomas direcionados e
lipossomas em branco) no presente documento descritas, e
formulacgdes destas, podem ainda conter lipidos obtidos por
derivatizacdo de fosfatidilglicerol, esfingosina, ceramida,
um derivado de colesterol ou semelhante, com um &cido
dicarboxilico. Esses derivados de acido dicarboxilico podem
ser preparados como no presente documento descrito para as
fosfatidil etanolaminas derivatizadas de 4cido N-(w)-
dicarboxilico e de acordo com métodos de ©preparacgao
conhecidos pelos peritos na especialidade.

Em algumas formas de realizacgéao, as composicgdes
contendo lipido (incluindo lipossomas direcionados e

lipossomas em branco) no presente documento descritas, e
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formulacgdes destas, nado incluem 1lipidos anidénicos (por

exemplo, fosfatidilserinas, fosfatidilinositosdis,
fosfatidilglicerdis, etc.) ou lipidos catidnicos (por
exemplo, esfingosina, DOTAP, DOTMA, DC-CHOL, etc.). Em

formas de realizacdo particulares, as composicdes nao
possuem lipidos anidnicos. Em outras formas de realizacgéo,
as composicdes ndo possuem lipidos catidénicos. Em certas
formas de realizacdo, as composigcdes ndo possuem lipidos
catidénicos e anidbnicos.

Em algumas formas de realizacdo das composicdes
contendo 1lipido, a composicdo compreende um fArmaco. Em
outras formas de realizacdo, as composicdes que contém
lipido compreendem um composto marcado.

Em certas formas de realizacdo das composicgdes
contendo lipido, o fédrmaco ¢ oxaliplatina, o fator de
direcionamento (TF) é transferrina (Tf) e os componentes
lipidicos incluem: DMPC ou DSPC e colesterol ou um derivado
de colesterol, e uma fosfatidil etanolamina derivatizada de
acido N-(w)- dicarboxilico, e uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico modificada por
transferrina, em que a fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4cido N-(w)- dicarboxilico modificada por transferrina
compreende uma transferrina ligada a uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico por
uma ligacdo amida de &cido carboxilico.

Em algumas formas de realizacgao, a fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico e a
fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento sao
NG-DOPE ou NG-DSPE.

Em formas de realizacao particulares, os componentes
lipidicos das composigdes que contém lipido sdo DMPC,
colesterol, NG- DOPE e NG-DOPE modificada por TF. Em outras
formas de realizacdo, os componentes lipidicos sdo DSPC,
colesterol, NG-DOPE e NG- DOPE modificada por TF. Ainda em
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outras formas de realizacdo, os componentes lipidicos séao
DMPC, colesterol, NG-DSPE e NG- DSPE modificada por TF. Em
algumas outras formas de realizacgéo, 0Ss componentes
lipidicos sdo DSPC, colesterol, NG-DSPE e NG- DSPE
modificada por TF. Em algumas dessas formas de realizacéao,
o fator de direcionamento (TF) & transferrina e o fadrmaco é
oxaliplatina.

Em formas de realizacgcao particulares, os componentes
lipidicos sao DPPC, colesterol, NG-DOPE e NG-DOPE
modificada por TF. Em outras formas de realizacgdo, o0s
componentes lipidicos s&o POPC, colesterol, NG-DOPE e NG-
DOPE modificada por TF. Ainda em outras formas de
realizacdo, os componentes lipidicos sdo DPPC, colesterol,
NG-DSPE e NG-DSPE modificada por TF. Em algumas outras
formas de realizacdo, os componentes lipidicos s&o POPC,
colesterol, NG-DSPE e NG-DSPE modificada por TF. Em algumas
dessas formas de realizacgdo, o fator de direcionamento (TF)
é transferrina e o fadrmaco € oxaliplatina.

Em formas de realizacdo particulares, os componentes
lipidicos sdo HSPC, colesterol, NG-DOPE e NG-DOPE
modificada por TF. Em outras formas de realizacdo, o©0s
componentes lipidicos sdo EPC, colesterol, NG-DOPE e NG-
DOPE modificada por TF. Ainda em outras formas de
realizacdo, os componentes lipidicos sdo HSPC, colesterol,
NG-DSPE e NG-DSPE modificada por TF. Em algumas outras
formas de realizacdo, os componentes lipidicos sado EPC,
colesterol, NG-DSPE e NG-DSPE modificada por TF. Em algumas
dessas formas de realizacédo, o fator de direcionamento (TF)
é transferrina e o féarmaco é oxaliplatina.

Razdes de Componentes Lipidicos

Geralmente, o percentual molar de materiais de partida
NG-DOPE serd entre cerca de 2,5 mol% a cerca de 4,5 mol%,
comparado com o teor total de lipidos. Adicionalmente, o
percentual molar de materiais de partida NHS-NG-DOPE seré

entre cerca de 0,5 mol% a cerca de 2,5 mol%, comparado com
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o teor total de lipidos. Em algumas formas de realizacdo, a
proporcdo molar relativa de NG-DOPE para NHS-NG-DOPE seré
de cerca de 3,4:1. Em certas formas de realizacdo, a
proporcao molar percentual relativa de NG-DOPE para NHS-NG-
DOPE pode ser de cerca de 4:1. Em formas de realizacéo
particulares nas quais um fosfolipido neutro e um lipido
neutro estdo presentes, a proporc¢do molar de (por exemplo,
DMPC:Col:NG-DOPE:NHS-NG- DOPE) pode ser 43,0:38,5:3,42:1, o
que também pode ser expresso como 50:45:4:1 por mol%.

Em certas formas de realizacdo, o percentual molar
relativo de lipidos adicionais para NwPE para SuccNwPE (por
exemplo, pelo menos dois lipidos neutros: NwPE:SuccNwPE ou
um ou mais fosfolipidos: NwPE:SuccNwTE ou (um ou mais
fosfolipidos + lipidos(s) neutro(s)): NwPE:SuccNwPE) pode
ser de cerca de 98 mol% a cerca de 87 mol% de lipidos
adicionais: de cerca de 1 mol% a cerca de 12 mol% de
NwPE:cerca de 0,5 mol% a cerca de 1 % de SuccNwPE; em que o
mol% total de todos os componentes é 100 mol%. Por exemplo,
lipidos adicionais:NwPE:SuccNwPE pode ser aproximadamente
95:4:1, 90:9:1, 92:7:1, 93:6:1, etc.

Em formas de realizacdo particulares nas quais o0s
lipidos adicionais incluem um fosfolipido e outro 1lipido
como colesterol, derivados de colesterol, etc., o intervalo
de mol% para cada componente lipidico é de cerca de 30 mol$%
a cerca de 64 %, em gque o total de lipidos adicionais é de
cerca de 98 mol% a cerca de 87 mol%.

Em certas formas de realizacdo nas quais os lipidos
adicionais sdo dois lipidos neutros diferentes, o intervalo
de mol% para cada lipido neutro é de cerca de 30 mol% a
cerca de 64 %, em que o total de lipidos neutros é de cerca
de 98 mol% a cerca de 87 mol%.

Numa forma de realizacdo exemplar na gqual um lipido
adicional ¢ uma fosfatidilcolina e um segundo lipido
adicional é colesterol ou um derivado de colesterol, o mol%

da fosfatidilcolina € de cerca de 30 a cerca de 70 mol%,
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(por exemplo, de cerca de 50 a cerca de 64 mol%, de cerca
de 40 a cerca de 65 mol%, de cerca de 40 a cerca de 60
mol%, de cerca de 50 a cerca de 62 mol%, de cerca de 55 a
cerca de 60 mol%, de cerca de 35 a cerca de 55 mol%, cerca
de 30 mol%, cerca de 40 mol%, cerca de 45 mol%, cerca de 50
mol%, cerca de 55 mol%, cerca de 60 mol%, cerca de 65 mol%,
cerca de 7 0 mol%) e o mol% do colesterol ou derivado de
colesterol é de cerca de 30 a cerca de 60 mol% (por
exemplo, de cerca de 32 a cerca de 45 mol%, de cerca de 32
a cerca de 42 mol%, de cerca de 32 a cerca de 40 mol%, de
cerca de 40 a cerca de 6 0 mol%, de cerca de 35 a cerca de
55 mol%, de cerca de 35 a cerca de 60 mol%, de cerca de 45
a cerca de 60 mol%, de cerca de 35 a cerca de 45 mol$%,
cerca de 30 mol%, cerca de 35 mol%, cerca de 40 mol%, cerca
de 45 mol%, cerca de 50 mol%, cerca de 55 mol%$ ou cerca de
60 mol%) . Em algumas formas de realizacao, a
fosfatidilcolina é de cerca de 50 mol%, cerca de 52 mol%,
cerca de 55 mol%, cerca de 58 mol%, cerca de 60 mol%, cerca
de 62 mol% e o colesterol ou os derivados de colesterol sao
de cerca de 3 0 mol%, cerca de 32 mol%, cerca de 34 mol%,
cerca de 35 mol%, cerca de 37 mol%, cerca de 38 mol%, cerca
de 40 mol%, cerca de 42 mol%, cerca de 43 mol%, cerca de 45
mol%s.

Em formas de realizacdo particulares, o mol% de NwTE é
de cerca de 1 a cerca de 11 mol%, cerca de 1 a cerca de 10
mol%, cerca de 1 a cerca de 8 mol%, cerca de 1 a cerca de 6
mol%, cerca de 1 a cerca de 5 mol%, cerca de 1 a cerca de 4
mol%, cerca de 1 a cerca de 3 mol%, cerca de 1 a cerca de 2
mol%, cerca de 2 a cerca de 10 mol%, cerca de 2 a cerca de
5 mol%, cerca de 1 mol%, cerca de 2 mol%, cerca de 3 mol%,
cerca de 4 mol%, cerca de 5 mol%, cerca de 7 mol%, cerca de
8 mol%, cerca de 9 mol%, cerca de 10 mol%, cerca de 11 mol%
ou cerca de 12 mol%.

Em certas formas de realizacdo, o percentual molar

relativo do primeiro 1lipido adicional:segundo lipido
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adicional :NwPE:SuccNwPE &, por exemplo, 50:45:4:1. Em
algumas formas de realizacdo, o primeiro lipido adicional é
uma fosfatidilcolina (por exemplo, DMPC, DOPC, DPPC, DSPC,
etc.) e o segundo lipido adicional é colesterol. Em algumas

z

formas de realizacdo, a PE da NwPE ¢é DOPE ou DSPE. Em
formas de realizacdo particulares, a NwPE & NG-DOPE ou NG-
DSPE. Em algumas formas de realizacdo, os lipidos séo
DMPC:Col :NG-DOPE : NHSNG-DOPE e sua mol% relativa é
50:45:4:1. Em outras formas de realizacdo, os lipidos séo
DSPC:C0l:NG-DSPE:NHS-NG-DSPE e sua mols% relativa é
50:45:4:1. Em outras formas de realizacdo, os lipidos séo
DSPC:Col:NG-DSPE:NHS-NG-DSPE e sua mol% relativa é
62:33:4:1.

Em algumas formas de realizagdo, a mol% total de NwPE
e TF- NwPE (NwPE + TF-NwPE) é de cerca de 2 a cerca de 13
mol% de teor total de lipidos. Por exemplo, cerca de 2 a
cerca de 12 mol%, cerca de 2 a cerca de 10 mol%, cerca de 2
a cerca de 8 mol%, cerca de 2 a cerca de 6 mol%, cerca de 2
a cerca de 4 mol%, cerca de 2 mol%, cerca de 3 mol%, cerca
de 4 mol%, cerca de 5 mol%, cerca de 6 mol%, cerca de 7
mol%, cerca de 8 mol%, cerca de 9 mol%, cerca de 10 mol%,
cerca de 11 mol% ou cerca de 12 mol%.

Geralmente, a mol% total de TF-NwPE ¢é de cerca de
0,002 a cerca de 0,2 mol% em relacao ao teor total de
lipidos. Por exemplo, em algumas formas de realizacgdo, a
mol% total de TF-NwPE & de cerca de 0,002 a cerca de 0,15
mol%, a mol% total de TF-NwPE é& de cerca de 0,002 a cerca
de 0,1 mol%, 0,002 a cerca de 0,05 mol%, cerca de 0,01 a
cerca de 0,03 mol%, cerca de 0,005 a cerca de 0,2 mol$%,
cerca de 0,007 a cerca de 0,2 mol%, cerca de 0,007 a cerca
de 0,05 mol%, cerca de 0,01 a cerca de 0,025 mol%, cerca de
0,015 a cerca de 0,025 mol%, cerca de 0,01 a cerca de 0,2
mol%, cerca de 0,02 a cerca de 0,2 mol%, cerca de 0,04 a
cerca de 0,2 mol%, cerca de 0,06 a cerca de 0,2 mol%, cerca

de 0,08 a cerca de 0,2 mol%, cerca de 0,002 mol%, cerca de
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0,008 mol%, cerca de 0,01 mol%, cerca de 0,02 mol%, cerca
de 0,03 mol%, cerca de 0,025 mol%, cerca de 0,015 mols%,
cerca de 0,06 mol%, cerca de 0,08 mol%, cerca de 0,1 mol$%,
cerca de 0,15 mol% ou cerca de 0,2 mol%.
Caraterizagdo de Lipossomas e Composi¢bes que Contém
Lipossoma

Além de caraterizar as composicdes que contém lipido
pelas razdes de componentes (por exemplo, razdes de
lipidos, razé&o de féarmaco/composto marcado em relagdo ao
lipido, etc.), as composicdes que contém lipossoma no
presente documento descritas também podem ser caraterizadas
(por exemplo, propriedades fisico-quimicas, etc.) com a
utilizagdo de métodos analiticos padronizados, como seré
conhecido pelos peritos na especialidade. Tais métodos
analiticos incluem, sem limitacdo, e quando apropriado, a
determinacdo do didmetro médio, volume encapsulado, carga
liquida (potencial zeta), quantidade de farmaco capturada
(ou seja, encapsulada), tamanho de particula, estabilidade
sob véarias condig¢bes (por exemplo, em armazenamento, CoOmo
preparada para administracdo, in vitro), propriedades
osméticas, quantidade de fator de direcionamento conjugado,
etc. Métodos analiticos exemplares para tal caraterizacéao
serdo apresentados abaixo, bem como nos Exemplos, e métodos
adicionais conhecidos pelos peritos na especialidade também
podem ser usados para caraterizar as composicdes.

Como serd observado pelos peritos na especialidade, o
teor de farmaco dos lipossomas pode ser determinado com a
utilizacdo de métodos estabelecidos para andlise HPLC, com
controlos adequados, como praticado rotineiramente na
técnica e, adicionalmente, como descrito nos Exemplos. Com
a utilizacdo de controlos adequados, a identidade do
farmaco encapsulado também pode ser determinada por HPLC
ou, para certos farmacos (por exemplo, fadrmacos que contém
platina), por métodos analiticos tais como ICP-MS

(espetrometria de massa com fonte de plasma indutivamente
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acoplada) da forma praticada pelos peritos na
especialidade.

Em certas formas de realizacdo, a quantidade de
fdrmaco (por exemplo, oxaliplatina, etc.) ou de composto
marcado encapsulado no lipossoma ou na composicao que
contém lipossoma pode ser de cerca de 0,1 mg/ml a cerca de
15 mg/ml dentro do lipossoma. Por exemplo, a concentracgdo
de féarmaco pode ser de cerca de 0,5 mg/ml a cerca de 15
mg/ml, cerca de 0,5 mg/ml a cerca de 10 mg/ml, cerca de 0,1
mg/ml a cerca de 10 mg/ml, cerca de 0,5 mg/ml a cerca de 5
mg/ml; cerca de 0,5 mg/ml a cerca de 3 mg/ml, cerca de 0,5
mg/ml a cerca de 2 mg/ml, cerca de 0,5 mg/ml a cerca de 1,5
mg/ml, cerca de 0,8 mg/ml a cerca de 3 mg/ml, cerca de 0,8
mg/ml a cerca de 2 mg/ml, cerca de 0,8 mg/ml a cerca de 1,5
mg/ml, cerca de 0,7 mg/ml a cerca de 3 mg/ml, cerca de 0,7
mg/ml a cerca de 2 mg/ml, cerca de 0,7 mg/ml a cerca de 1,7
mg/ml, cerca de 0,7 mg/ml a cerca de 1,5 mg/ml, cerca de
0,7 mg/ml a cerca de 1,4 mg/ml, cerca de 0,7 mg/ml a cerca
de 1,3 mg/ml, cerca de 0,5 mg/ml, cerca de 0,7 mg/ml, cerca
de 0,8 mg/ml, cerca de 0,9 mg/ml, cerca de 1 mg/ml, cerca
de 1,1 mg/ml, cerca de 1,2 mg/ml, cerca de 1,3 mg/ml, cerca
de 1,4 mg/ml, cerca de 1,5 mg/ml, cerca de 1,6 mg/ml, cerca
de 2 mg/ml, cerca de 3 mg/ml, cerca de 4 mg/ml, cerca de 5
mg/ml, cerca de 6 mg/ml, cerca de 7 mg/ml, cerca de 8
mg/ml, cerca de 9 mg/ml, cerca de 10 mg/ml ou cerca de 15
mg/ml dentro do lipossoma.

O potencial elétrico no plano de cisalhamento &
chamado potencial zeta de um lipossoma. Como ¢é do
conhecimento dos peritos na especialidade, o potencial zeta
dos lipossomas pode ser determinado experimentalmente com a
utilizacdo de instrumentacdo adequada, por exemplo, como
medido por um ELS-6000 (Otsuka Electronics, Japdo) com O
método de microeletroforese laser-Doppler ou outra
instrumentacdo e protocolos disponiveis aos peritos na

especialidade. Por exemplo, J. Colloid and Interface Sci.,
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39, 670-675 (1972), nition.com/en/products/zeecom_s.htm,
etc.

Em certas formas de realizacéao, 0s lipossomas
(incluindo os lipossomas direcionados e os lipossomas da
composicdo gque contém lipossoma) no presente documento
descritos exibirdo um potencial zeta global negativo. Em
algumas formas de realizacgdo, o potencial zeta é de cerca
de -10 mV a cerca de -200 mV. Por exemplo, de cerca de -50
mV a cerca de -150 mV, de cerca de -50 mV a cerca de -130
mV, de cerca de -60 a cerca de -120 mV, de cerca de -50 a
cerca de -100 mV, de cerca de -75tnV a cerca de -90 mV, de
cerca de -80 mV a cerca de -90 mV, de cerca de -80 mV a
cerca de -85 mV, de cerca de -85 mV a cerca de -90 mV, de
cerca de -75 mV a cerca de -85 mV, de cerca de -70 mV a
cerca de -90 mV, cerca de -75 mV, cerca de -80 mV, cerca de
-85 mV, cerca de -83 mV, cerca de -90 mV, cerca de -100 mvV,
cerca de -120 mV.

Apdés a 1injecdo intravenosa de pequenos lipossomas,
acredita-se que eles passem através das fenestras dos
sinusoides hepaticos e entrem rapidamente em contato com os
hepatdécitos. Acredita-se que os lipossomas de tamanho
intermedidrio sejam retidos dentro do compartimento
sanguineo e possam circular por um periodo de tempo
considerdvel. No entanto, grandes lipossomas passam mais
lentamente através dos sinusoides hepéaticos, e séao
rapidamente captados pelas células de Kupffer. Dessa forma,
o tamanho do lipossoma é muito importante para determinar o
comportamento in vivo. Veja-se, por exemplo, Liu et al.,
Biochim. Biophys. Acta (1992) 1104 (1): 95-101; Harashima
et al., J. Drug Target. (1995) 3(4): 253-261.

O tamanho de particula do lipossoma pode ser obtido
por fungdo de correlagdo com a utilizagdo de varios
algoritmos usando Espetroscopia de Correlacao de Fotdes
(PCS; Dispersédo Dindmica de Luz ou Dispersdo Quasi-Eléastica

de Luz (QELS)). O tamanho de particula obtido por essas
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técnicas ¢é compardvel ao didmetro médio determinado por
PCS. PCS usa desvio padrdo e 2 ©para descrever a
distribuicdo de tamanho. Em sistemas PCS, x2 determina se o
sistema ¢ unimodal (distribuig¢do gaussiana) ou multimodal
(distribuicdo Nicomp). O tamanho de particula médio pode
ser determinado com a utilizacdo de medidas balanceadas de
intensidade e é relatado pela distribuicdo gaussiana se x2
5. Se x2 > 5, a média do pico principal estd numa
distribuicdo Nicomp. Tal andlise sera familiar para os
peritos na especialidade, bem como seréo aparelhos
adequados, por exemplo, "Nicomp QELS Particle Sizer™, PSS
Modelo 380ZLS, S/N 0103301; pssnicomp.com/zetaspec.htm.

Em certas formas de realizacdo dos lipossomas,
particularmente os lipossomas direcionados no presente
documento descritos, o didmetro médio do lipossoma sera de
cerca de 50 a cerca de 275 nm. Por exemplo, o didmetro
médio do lipossoma pode ser de cerca de 50 a cerca de 200
nm, de cerca de 50 a cerca de 265 nm, de cerca de 50 a
cerca de 250 nm, de cerca de 50 a cerca de 225 nm, de cerca
de 50 a cerca de 175 nm, de cerca de 50 a cerca de 150 nm,
de cerca de 50 a cerca de 120 nm, de cerca de 50 a cerca de
100 nm, de cerca de 75 a cerca de 250 nm, de cerca de 75 a
cerca de 2 00 nm, de cerca de 75 a cerca de 175 nm, de
cerca de 75 a cerca de 150 nm, de cerca de 75 a cerca de
120 nm, de cerca de 75 a cerca de 100 nm, de cerca de 90 a
cerca de 100 nm, de cerca de 90 a cerca de 120 nm, de cerca
de 90 a cerca de 150 nm, de cerca de 90 a cerca de 200 nm,
de cerca de 95 a cerca de 100 nm, de cerca de 95 a cerca de
120 nm, de cerca de 95 a cerca de 125 nm, de cerca de 95 a
cerca de 130 nm, de cerca de 95 a cerca de 150 nm, de cerca
de 95 a cerca de 175 nm, cerca de 90 nm, cerca de 95 nm,
cerca de 100 nm, cerca de 120 nm, cerca de 130 nm ou cerca
de 150 nm. Para uma composicado de lipossoma em particular,
o lipossoma direcionado serd aproximadamente cerca de 15 a

cerca de 25 nm maior em termos de didmetro do gue um
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lipossoma formado pelos mesmos componentes, mas com o fator
de direcionamento ndo incorporado.

Os lipossomas (por exemplo, lipossomas direcionados,
lipossomas em branco, lipossomas em composicdes que contém
lipossoma) no presente documento descritos também podem ser
caraterizados pela concentracao de ligando de
direcionamento que é incorporada no lipossoma. Dependendo
do ligando de direcionamento selecionado, vAarios meios de
quantificacdo da quantidade de ligando de direcionamento
serao evidentes para os peritos na especialidade. Por
exemplo, como descrito nos exemplos, o teor de transferrina
(Tf) dos lipossomas pode ser determinado com a utilizacéo
de migracdo eletroforética (por exemplo, como medido por
SDS— PAGE) do lipossoma comparada com controlos adequados.

Resumidamente, a confirmacdo do teor de transferrina
nos lipossomas pode ser avaliada com a utilizacdo de dois
ensaios para o teor e/ou identidade de transferrina
conjugada aos lipossomas. Primeiramente, a migracéao
eletroforética de transferrina do lipossoma analisada por
SDS-PAGE pode ser comparada com o padrdao de migracao de
transferrina conjugada purificada, por exemplo, TF-NwPE.
Além disso, a migracdo eletroforética de transferrina
conjugada também pode ser comparada com um padrdo de
referéncia de transferrina livre. Um suporte adicional para
a identidade de transferrina em lipossomas pode ser obtido
com a utilizacdo de ELISA, uma formulagdo de grau de
pesguisa que demonstra a ligacdo especifica de anticorpo
anti-transferrina aos lipossomas direcionados. A
concentracdo de lipossomas direcionados a transferrina pode
ser medida com a utilizacdo de ensaios colorimétricos de
quantificagcdo de proteinas como, por exemplo, BCA, um
ensaio bem conhecido pelos peritos na especialidade. Ao
profissional experiente, a luz dos ensinamentos no presente
documento apresentados, também ira ocorrer métodos

similares e outros conhecidos na técnica para a
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determinacao da quantidade de varios fatores de
direcionamento.

Resumidamente, a quantidade de transferrina num
lipossoma pode ser analisada usando reagente de ensaio de
dcido Dbicinconinico (BCA). Cobre (II) ¢é reduzido a cobre
(I) por proteina sob condigbes alcalinas. O ion de cobre
(I) gerado forma um complexo soluvel intensamente colorido
com BCA. A proteina ligada a microparticula total é medida
pela reacdo de uma qgquantidade conhecida de suspensao de
microparticula com os reagentes de BCA. Apds a ocorréncia
da formacdo de cor, as microparticulas sdo removidas por
filtracdo e a cor é medida por espetrometria.

Em algumas formas de vrealizacdo, a concentracgdo de
ligando de direcionamento incorporada no lipossoma sera de
cerca de 0,5 mg/ml a cerca de 5,0 mg/ml, de cerca de 0,5
mg/ml a cerca de 2,0 mg/ml, de cerca de 1,0 mg/ml a cerca
de 2,0 mg/ml, de cerca de 1,0 mg/ml a cerca de 3,0 mg/ml,
de cerca de 1,0 mg/ml a cerca de 2,5 mg/ml, de cerca de 1,0
mg/ml a cerca de 2,0 mg/ml, ou de cerca de 1,3 mg/ml a
cerca de 2,5 mg/ml.

O papel do ido férrico € muito importante na ligacédo
da transferrina a superficie de células tumorais. Portanto,
o teor de ido férrico dos lipossomas direcionados que
incorporam Tf é outra forma significativa de caraterizar os
lipossomas. Embora diversos métodos para determinacdo do
teor de i&o férrico sejam do conhecimento dos peritos na
especialidade, um método é ICP-MS.

Quando um lipossoma contém transferrina, o teor de iédo
férrico do lipossoma pode ser, por exemplo, de cerca de
0,25 ng/ml a cerca de 3 ug/ml, 0,4 nug/ml a cerca de 3
ng/ml, 0,25 pg/ml a cerca de 2 pg/ml, 0,25 pg/ml a cerca de
1,5 pg/ml, 0,25 pg/ml a cerca de 1 ng/ml, 0,4 pg/ml a cerca
de 2 nug/ml, 0,4 npg/ml a cerca de 1,5 pg/ml, 0,5 pg/ml a
cerca de 2 upg/ml, cerca de 0,5 pg/ml a cerca de 1,4 ug/ml
ou cerca de 0,5 pg/ml a cerca de 1,5 pg/ml.
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Os lipossomas, 1ncluindo lipossomas direcionados e
lipossomas em branco, também podem ser caraterizados por
sua pressao osmética em certa temperatura. A pressao
osmdética em certa temperatura depende da concentracdo molar
da solucdo de acgucar (sacarose), e também depende da
densidade iénica total e do tamanho das moléculas dentro da
solucdo. A pressdo osmética normalmente pode ser medida com
a utilizacdo de um instrumento conhecido como osmbmetro,
que mede a pressdao osmbética em unidades de pressao
adequadas, Como seré observado pelos peritos na
especialidade.

Em certas formas de realizacdo, a pressdo osmdtica dos
lipossomas, particularmente dos lipossomas direcionados e
lipossomas em branco, em temperatura ambiente, serd de
cerca de 310 a cerca de 410 mOsm/kg. Por exemplo, a pressdo
osmdética pode ser de cerca de 310 a cerca de 400 mOsm/kg,
de cerca de 310 a cerca de 380 mOsm/kg, de cerca de 320 a
cerca de 360 mOsm/kg, de cerca de 315 a cerca de 375
mOsm/Kg, de cerca de 320 a cerca de 375 mOsm/Kg, de cerca
de 315 a cerca de 370 mOsm/Kg, de cerca de 320 a cerca de
370 mOsm/Kg, cerca de 3 60 mOsm/Kg, cerca de 350 mOsm/Kg,
cerca de 340 mOsm/Kg, cerca de 370 mOsm/Kg ou cerca de 380
mOsm/Kg em temperatura ambiente.

Sob as varias condigdes no presente documento
descritas (por exemplo, condig¢des para armazenamento,
preparadas para condic¢des de administracdo e/ou in vitro),
a pressédo osmética pode variar menos do que cerca de 25 %,
menos do que cerca de 20 %, menos do que cerca de 15 %,
quando monitorizada ao longo de um periodo de tempo
especifico associado as varias condigbdes no presente
documento descritas. Por exemplo, 360 = 50 mOsm/kg.
Producdo de Composicdes que Contém Lipido

H& trés exigéncias ©principais ©para farmacos e
compostos marcados destinados a administragdo a individuos

no curso da terapéutica, especificamente, eficéacia,
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seguranca, e garantia de qualidade. Apesar de eficécia e

segurancg¢a comprovadas, a habilidade de usar um farmaco em

terapéutica ¢é indeterminada caso sua qualidade (por
exemplo, pureza, homogeneidade, reprodutibilidade de
dosagem, estabilidade ao longo do tempo, etc.) nado possa

ser consistentemente garantida durante o fabrico e
distribuicdo. Métodos de producdo de farmacos ou de
composto marcado que nao Jgarantam consistentemente um
farmaco de alta qualidade também aumentam a probabilidade
de reacdes adversas nos individuos que recebem a
administracdo do fédrmaco. Por toda a wvida util de um
fadrmaco ou de composto marcado, é importante que o produto
que é fabricado e distribuido atinja os mesmos padrdes que
o produto que inicialmente recebeu a aprovacgdo das agéncias
reguladoras. Dessa forma, a capacidade de produzir
consistentemente féArmacos ou compostos marcados de alta
qualidade é necessdria para a produgdo de produtos seguros
de farmacos ou compostos marcados, e farmacos ou compostos
marcados que possam ser rotineira e facilmente fabricados e
purificados sao vantajosos tanto do ponto de vista
comercial quanto de seguranca. Por exemplo, a eficédcia de
um composto marcado refere-se a sua capacidade de ser util
no diagndéstico de uma doenga ou de condigdes especificas em
conjuntamente com os métodos diagndsticos especificos (por
exemplo, a atividade do composto marcado (por exemplo,
habilidade de ser visualizado por contador gama, etc.)) que
ndo deve ser prejudicada por um nivel inaceitédvel de
variacao de lote para lote ou durante armazenamento.

Serdo descritos a seguir métodos gerais para a
producadao das composicdes no presente documento descritas
que podem ser usados para produzir consistentemente
lipossomas direcionados (e intermedidrios destes) e
lipossomas em branco de alta qualidade (por exemplo, de
alta pureza, homogeneidade, etc.). Esses métodos também sédo

representados esguematicamente nas Figuras 4 (método de
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producado A) e 5 (método de producdo B).

Os ésteres succinimidilicos de fosfatidil etanolaminas
derivatizadas de &cido N-(w)-dicarboxilico e fosfatidil
etanolaminas derivatizadas de &cido N-(w)-dicarboxilico no
presente documento descritos sdo Uteis como componentes de
complexos fosfolipidicos tais como lipossomas, micelas de
polimero, micro- e nanoesferas, emulsdes e polimeros
hidrossoluveis. A preparacdo desses derivados de PE € no

presente documento descrita e métodos para sua produgédo

também sao conhecidos na técnica, como mencionado
previamente.
Em particular, os ésteres succinimidilicos de

fosfatidil etanolaminas derivatizadas de 4acido N-(w)-
dicarboxilico e fosfatidil etanolaminas derivatizadas de
adcido N-(w) - dicarboxilico também sédo uteis como
componentes das composicdes que contém lipido no presente
documento descritas. As composicdes que contém lipido podem
ser preparadas de acordo com os métodos no presente
documento descritos, embora modificacbes desses métodos
também sejam evidentes para os peritos na especialidade.
Por exemplo, varios métodos conhecidos pelos peritos na
especialidade podem ser usados na formacdo de lipossoma a
partir de componentes lipidicos (por exemplo, sonicacéo,
agitacao, extrusdo, desidratacédo, etc.). Como, por exemplo,
como descrito na Publicacdo do Pedido de Patente US N°
2004/0142025.

O utilizacdo dos métodos gerais no presente documento
descritos, incluindo nos Exemplos, para a producao dos
lipossomas direcionados também abrange métodos para a
producdo das outras composigcdes que contém 1lipido (por
exemplo, misturas de lipidos, composicdes que contém
lipossoma, lipossomas em branco e lipossomas
intermedidrios), como no presente documento descritos.
Método de Produgdo A

0 método de producdo A é representado esquematicamente
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na Figura 4.

A: Producdo de Mistura de NPE:SuccNwPE:Lipido Adicional

(Intermedidrio 1)

Os ésteres succinimidilicos de fosfatidil etanolaminas
derivatizadas de &cido N-(w)-dicarboxilico (SuccNwPE) e
fosfatidil etanolaminas derivatizadas de 4acido N-(w)-
dicarboxilico (NwPE) no presente documento descritos séao
misturados com lipidos adicionais (por exemplo, pelo menos
um fosfolipido(s) (por exemplo, PC (por exemplo, DMPC,
DSPC, etc.), PI, esfingomielina, &cido fosfatidico, etc.) e
pelo menos um outro lipido adicional (por exemplo,

colesterol)), e depois dissolvidos num solvente adequado

(por exemplo, etanol, t-BuOH, clorofdédrmio, éter
isopropilico, etc.). A guantidade do solvente é geralmente
1 a 100 v/p (vs. peso total de lipidos). Em certas formas

de realizacgdo, isso equivale a 2 a 20 v/p.

O SuccNwPE e o NwPE usados como descrito no paradgrafo
precedente podem ser preparados e purificados por métodos
no presente documento descritos ou por métodos conhecidos
pelos peritos na especialidade. O SuccNwPE e o NwPE, além
de outros componentes no presente documento descritos para
a producdo dos lipossomas direcionados e intermedidrios
destes, devem ter pureza e homogeneidade suficientes, para
no final, gerarem lipossomas direcionados de pureza e
homogeneidade suficientes para atenderam as diretrizes
reguladoras para a administracéo dos lipossomas
direcionados aos individuos e de acordo com diretrizes de
boas praticas laboratoriais (GLP) e de fabrico (GMP).

Quando um lipido adicional (além do um ou mais
fosfolipidos) for usado em combinacdo com o fosfolipido, a
razdo de fosfolipido(s) em relacdo aos outros 1lipidos
adicionais serd de cerca de 2:1. Uma razdo de mistura dos
derivados de SuccNwPE em relacdo aos fosfolipidos €& de
cerca de 1 a cerca de 12 % (1:99 a 12:88) ou cerca de 3-6 %
(3:97 a 6:94) da concentracgdo/razdo total de (NHS-NGPE +
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NGPE) para (CHOL + Fosfolipido). Por exemplo, razdes
exemplares incluem 50:45:4:1 (por exemplo, PC:Col:NG—
PE:NHS-NG-PE), em que, por exemplo, 17,5 mg de NHS-NG-DOPE,
63,1 mg de NG-DOPE, 312 mg de Col e 607 mg de fosfolipidos
em 1 g de mistura.

B: Producdo de Mistura de FArmaco:NwPE:SuccNwPE:Lipido

Adicional (Intermedidrio 2)

A mistura de NwPE:SuccNwPE:lipido adicional preparada
na etapa A ¢é entdo misturada com solugdo aquosa (por
exemplo, tampdo, etc.) gue contém o fédrmaco ou composto
marcado a ser encapsulado (por exemplo, agente anticancro
(por exemplo, oxaliplatina, inibidor da topoisomerase I,
alcaloide da wvinca, etc.)) para obter a mistura de
fadrmaco:NwPE:SuccNwPE:1lipido neutro (Intermedidrio 2).

Quando o) farmaco for oxaliplatina (1-0OHP) , a
concentracdo da solucdo de oxaliplatina serd de cerca de 8
mg/ml numa solugdo de sacarose de aproximadamente 9s. Por
exemplo, a concentragcdo de oxaliplatina no lipossoma
direcionado é de cerca de 0,8 mg/ml + 10 %.

C: Producdo de Lipossoma de FArmaco:NwPE:SuccNwPE:Lipido

Adicional (Intermedidrio 3)

A mistura de féarmaco:NwPE:SuccNwPE:1lipido adicional
(Intermedidrio 2) obtida na etapa B & entdo sonificada ou
agitada, seguido por evaporacdo do solvente, para formar o
lipossoma de fdrmaco:NwPE:SuccNwPE:1lipido adicional
(Intermedidrio 3). Métodos e condig¢des para a realizacdo de
sonicacdo, agitacdo e evaporacdo, e meios para a execugao
dessas etapas sdo bem conhecidos ©pelos peritos na
especialidade e sdo também adicionalmente descritos nos
Exemplos. Veja-se, por exemplo, métodos de producgdo por
métodos de vesicula de fase reversa (REV), Patente US N°
4.235.871. Métodos gerais de producdo de lipossomas, tais
como métodos simples de hidratacdo e métodos de injecdo de
etanol, conhecidos pelos peritos na especialidade, também

podem ser utilizados.
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O lipossoma de farmaco:NwPE:SuccNwPE:1lipido adicional
formado como descrito acima € entdo extrudado por tamanho e
o lipossoma de farmaco:NwPE:SuccNwPE:lipido adicional ¢é
isolado. Opcionalmente, pode entdo ser usada ultrafiltracéo
para concentrar a solucao de lipossoma.

Quando o lipossoma contiver I1-OHP (farmaco), DMPC
(lipido/fosfolipido adicional (neutro)), colesterol (CHOL,
lipido adicional/lipido neutro), N-glutaril-DOPE (NG-DOPE)
e NHS-NG-DOPE, um lipossoma com um didmetro médio de cerca
de 0,2 micrdémetro (200 nm) poderd ser isolado. Da mesma
forma, também podem ser obtidos lipossomas dimensionados
para lipossomas que contém 1-0OHP (farmaco), DSPC
(lipido/fosfolipido adicional (neutro), colesterol, N-
glutaril-DSPE (NG-DSPE) e NHS-NG-DSPE). Quantidades alvo
exemplares dos componentes lipidicos s&o, por exemplo,
cerca de 40 mg/ml de DMPC (um lipido
adicional/fosfatidilcolina/fosfolipido/lipido neutro),
cerca de 20 mg/ml de CHOL (lipido adicional/lipido neutro)
e cerca de 5 mg/ml de NG-DOPE (gquantidade combinada de NG-
PE e NHS-NG-PE). Uma razdo exemplar para o0s componentes
lipidicos é de 50:45:5 (lipido adicional 1 (por exemplo,
uma fosfatidilcolina)):lipido adicional 2 (por exemplo,
CHOL) :NG-PE (por exemplo, NG-DOPE + NHSNG-DOPE) .

D: Producdo de Lipossoma de FArmaco:NwPE:TF-NwPE:Lipido

Adicional (Lipossoma Direcionado)

O lipossoma de féarmaco:NwPE:SuccNwPE:1lipido adicional
formado Ccomo descrito na etapa C pode entao ser
funcionalizado com o fator de direcionamento de escolha
para produzir o lipossoma de farmaco:NwPE:TF-NwPE:lipido
adicional (também citado como o "lipossoma direcionado").

A adesadao do fator de direcionamento (TF) (por exemplo,
funcionalizacdo do lipossoma intermedidrio (Intermedidrio
3) com fator de direcionamento) ¢ obtida 1ligando-se
covalentemente o fator de direcionamento ao SuccNwPE por

reacéao da fracéo succinimidilo com o fator de
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direcionamento. Através de condig¢des de reacdo apropriadas,
grupos succinimidilo na superficie exposta do lipossoma (no
exterior da bicamada lipidica, onde o farmaco ou composto
marcado €& encapsulado no interior do lipossoma) podem ser
modificados covalentemente para formar fosfatidil
etanolaminas derivatizadas de 4cido N-(w)-dicarboxilico
modificadas por fator de direcionamento (TF-NwPE). A adeséo
do fator de direcionamento ao lipossoma resulta na formacao
do lipossoma de farmaco:NwPE:TF-NwPE:1ipido adicional
(lipossoma direcionado).

Mais especificamente, sob condig¢des apropriadas, a
fragdo succinil carboxilo do SuccNwPE no presente documento
descrita é funcionalizada. Caso o fator de direcionamento
tenha um(ns) grupo(s) amino, o(s) grupo(s) amino no fator
de direcionamento ¢é feito reagir com a fragdo succinil
carboxilo e forma a ligacdo amida de &cido carboxilico.
Condicgbes apropriadas para essa reagao sSerao no presente
documento descritas posteriormente, incluindo nos Exemplos,
e também seréo do conhecimento dos peritos na
especialidade. Os peritos na especialidade também serao
capazes de modificar as condigbes de reacdo para otimizar
as condicgdes para combinacgdes especificas de fator de
direcionamento e lipossomas, sem experimentacédo
desnecesséaria a luz dos ensinamentos no presente documento
apresentados.

Varios fatores de direcionamento no presente documento
descritos e conhecidos pelos peritos na especialidade podem
ser obtidos comercialmente ou produzidos por métodos
conhecidos pelos peritos na especialidade.

Quando, por exemplo, é selecionada transferrina como o
fator de direcionamento, a transferrina pode ser obtida
comercialmente como proteina purificada, por exemplo, de
Celliance Corp., GA, EUA. A transferrina também pode ser
obtida usando métodos recombinantes conhecidos na técnica

(por exemplo, pela utilizagdo de célula procaridtica (E.

146



EP 1 863 448 B1

coli, etc.), pela utilizacdo de célula eucaridtica (CHO,
BHI, etc.), etc.). Como € sabido, transferrina pode ser
obtida e wusada nos lipossomas direcionados tanto na sua
forma apo quanto na forma holo. Alternativamente,
lipossomas direcionados que 1incorporam apo-transferrina
podem ser tratados com compostos férricos, tais como
citrato férrico, cloreto de ferro (III), etc., para a
producao de lipossomas direcionados que incorporam
lipossoma derivatizado de holo-transferrina.

Uma quantidade exemplar de transferrina como fator de
direcionamento €&, por exemplo, cerca de 2 mg/ml de
transferrina. Uma quantidade como essa seria adequada para
um lipossoma direcionado exemplar contendo cerca de 40
mg/ml de DMPC, cerca de 20 mg/ml de CHOL e cerca de 5 mg/ml
de NG-DOPE (quantidade combinada de NG-PE e NHS-NG-PE) .

Com a funcionalizacdo do lipossoma (intermedidrio 3)
com fator de direcionamento como descrito acima para obter
os lipossomas direcionados, os lipossomas resultantes podem
opciocnalmente ser adicionalmente purificados com a
utilizacéao de métodos conhecidos pelos peritos na
especialidade, incluindo aqueles métodos de purificacdo no
presente documento descritos, particularmente aqueles
descritos em relacdo a etapa C, acima.

Quando o lipossoma contiver I1-OHP (férmaco), DMPC,
colesterol (CHOL), N-glutaril-DOPE (NG-DOPE) e Tf-NG-DOPE,
um lipossoma com um didmetro médio de <cerca de 0,05
micrémetro a cerca de 0,2 micrdmetro (cerca de 50 nm a
cerca de 200 nm) poderd ser isolado. Da mesma forma, também
podem ser obtidos lipossomas dimensionados para lipossomas
que contém I1-OHP (férmaco), DSPC, colesterol, N-glutaril-
DSPE (NG-DSPE) e NHS-NG-DSPE.

A produgdo dos lipossomas direcionados pelo método
descrito acima (citado por conveniéncia como método de
produc¢adao A) produz de forma reprodutivel lipossomas

direcionados de alta pureza e homogeneidade. Em particular,
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0s lipossomas direcionados s&o substancialmente livres dos
materiais de partida diferentes de NHS (no presente
documento descritos) e subprodutos (por exemplo, compostos
de ureia acilada, etc.) associados a geragcdo de SuccNwPEs.
Em particular, a preparacao e a purificacdo de SuccNwPEs
antes da formacao do lipossoma geram lipossomas
(intermediério 3) e lipossomas direcionados
substancialmente livres de materiais de partida de
carbodiimida (por exemplo, DCC, EDC, etc.) usados para
funcionalizar NwPEs para formar SuccNwPEs. Como mencionado
anteriormente, farmacos e compostos marcados, incluindo
lipossomas direcionados que incorporam farmacos, ou
compostos marcados, que se destinam a administracdo aos
individuos no curso da terapéutica ou do diagndstico, devem
necessariamente ser de alta qualidade.

Opcionalmente, as misturas de lipidos descritas em A
(intermediério 1) podem ser tratadas com fator de
direcionamento para formar uma mistura lipidica contendo
TF-NwPE. Além disso, essa mistura lipidica pode ser
misturada com uma solugdo aquosa para formar uma composicao
que contém lipossoma. Finalmente, a composicdo que contém
lipossoma pode ser tratada para produzir uma formulacdo de
lipossoma. Opcionalmente, a solucdo aquosa pode incluir um
fadrmaco ou composto marcado.

Método de Produg¢do Alternativo (Método B)

0 método de producdo B é representado esquematicamente

na Figura 5.

A. Producdo de Lipossoma de FArmaco:NwPE:Lipidos Adicionais

Os lipossomas direcionados no presente documento
descritos também podem ser produzidos dissolvendo-se o0s
lipidos adicionais e NwPE num solvente adequado (por
exemplo, etanol, t-BuOH, clorofdérmio, éter isopropilico,
etc.), dispersando-se a solucadao resultante numa solucéao
aquosa contendo opcionalmente um farmaco ou composto

marcado, e depois realizando-se ultra-sonicag¢do ou vesicula
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de fase reversa da dispersdo resultante para formar um
lipossoma (fadrmaco:NwPE:lipidos neutros). A solucdo de
lipossoma pode ser concentrada por ultrafiltracéo.

Como exemplo ndo limitativo, os lipossomas podem ser
produzidos pelo método de vesicula de fase reversa (REV)
(Patente US N° 4,235.871). Evidentemente, podem ser
utilizados métodos gerais de composicdo de lipossoma, tais
como métodos simples de hidratacdo e métodos de injecdo de
etanol.

A fim de reter estavelmente a(s) NwPE(s) na bicamada
lipidica, a (s) NwPE(s) pode ser preparada e purificada, e
depois NwPE(s), Jjuntamente com os lipidos adicionais (por
exemplo, fosfolipido(s), colesterol, etc.) ¢é usada para
preparar o lipossoma de acordo com métodos conhecidos pelos
peritos na especialidade.

Como exemplo né&o limitativo, lipidos adicionais (por
exemplo, um ou mais fosfolipidos (por exemplo, DSPC, DMPC,
etc.) e, opcionalmente, outro lipido adicional (por
exemplo, colesterol, etc.)) e pelo menos uma NPE sao
misturados Jjuntos e dissolvidos num solvente orgénico
adequado.

Quando os lipidos adicionais s&o um fosfolipido e
colesterol, a razdao de mistura do fosfolipido e do
colesterol pode ser, por exemplo, <cerca de 1:1, por
exemplo, cerca de 1,1:1, cerca de 1,2:1, cerca de 0,9:1
(por exemplo, DMPC e colesterol, 50:45 (mol%)). O teor
da(s) NwPE (s) como uma razdo de teor total de lipidos ¢é,
por exemplo, 6 % em relacdo ao fosfolipido. A seguir, a
solugdo resultante é misturada com uma solugdo de
oxaliplatina num tampdo aquoso. A NwPE pode ser cerca de
0,8 mols a cerca de 12 mol% em relacdo ao teor total de
lipidos. Por exemplo, de cerca de 1 mol% a cerca de 10
mol%, cerca de 1 mol% a cerca de 8 mol%, cerca de 1 mol% a
cerca de 6 mol%, cerca de 1 mol% a cerca de 5 mol%, cerca

de 1 mol% a cerca de 4 mol%, cerca de 1 mol% a cerca de 3
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mol%, cerca de 1 mol% a cerca de 2 mol%, cerca de 2 mol% a
cerca de 12 mol%, cerca de 2 mol% a cerca de 10 mol%, cerca
de 3 mol% a cerca de 8 mol%, cerca de 1 mol%, cerca de 2
mol%, cerca de 3 mol%, cerca de 4 mol%, cerca de 5 mol$%,
cerca de 6 mol%, cerca de 8 mol%, cerca de 10 mol% ou cerca
de 12 mol%.

A  concentragdo de farmaco ou composto marcado em
solucdo pode ser como no presente documento descrita e, em
particular, como acima para o método de producdo A. Da
mesma forma, a solucdo que contém o fadrmaco ou composto
marcado inclui os componentes da solugcdo no presente
documento descritos.

Lipossomas que incorporam I1-OHP (fdrmaco), DSPC,
colesterol e N-glutaril-DSPE (NG-DOPE) preparados por esse
método podem ser isolados para fornecerem um lipossoma
contendo oxaliplatina (por exemplo, por filtracdo em gel,
por cromatografia por excluséo de tamanho, por
ultrafiltracéo, por ultracentrifugacéao, etc.) com um
difmetro médio de cerca de 0,2 pm.

B. Producdo de Lipossoma de FAarmaco:SuccNwPE:NwPE:Lipidos

Adicionais

Apbés a etapa A, uma porgdo da NwPE presente no

lipossoma preparado na etapa A (lipossoma de
fadrmaco:NwPE:1lipidos adicionais) ¢ funcionalizada para
gerar um lipossoma que incorpora SuccNwPE (ou seja,

lipossoma férmaco:SuccNwPE:NwPE:lipidos adicionais), gque
pode posteriormente ser modificado para formar TF- NwPE.

A fim de formar SuccNwPE, o grupo carboxilo num
terminal da NwPE ¢é modificado para formar um grupo
succinimidilo. Tal funcionalizacdo pode ser obtida com a
utilizacdo dos métodos descritos para a produgdo de
SuccNwPE (s) .

Por exemplo, uma carbodiimida (por exemplo, EDC, DCC,
etc.) e N-hidroxissulfosuccinimida (NHS) sdo regidos na

presenga do lipossomo para gerar lipossomo
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farmaco:SuccNwPE:NwPE:1lipidos adicionais.

C. Producdo de Lipossoma de FArmaco:TF-NwPE:NwPE:Lipidos
Adicionais
Apds a etapa B, 0 lipossoma de

fadrmaco:SuccNWPE:NwPE:1lipidos adicionais preparado na etapa
B é feito reagir com fator de direcionamento para formar
lipossoma de farmaco:TF-NwPE:NwPE:1lipidos adicionais. Os
métodos e as condigdes para a reacgcdo sdao como descritos
para o método de producdo A, etapa D.

Os lipossomas de fadrmaco:TF-NwPE :NwPE:1lipidos
adicionais obtidos pelo método de producdo B podem ser
purificados e concentrados com a utilizagdo de métodos no
presente documento descritos e conhecidos pelos peritos na
especialidade.

Comparag¢do dos Métodos de Produgédo

O método de produgdo A tem varias vantagens em relacdao
ao método de produgdo B, embora ambos possam ser usados
para se obter lipossomas de farmaco:TF-NwPE:NwPE:1lipidos
adicionais (lipossomas direcionados, contendo opcionalmente
fadrmaco ou composto marcado). Mais notavelmente, oS
lipossomas obtidos pelo método A serao livres ou
substancialmente livres de impurezas (por exemplo,
materiais de partida diferentes de NHS e/ou subprodutos)
relacionadas a produgdo dos SuccNwPEs. Em particular, como
observado previamente, 0os lipossomas direcionados
preparados pelo método de producdo A serdao livres, ou
substancialmente livres, por exemplo, de carbodiimidas (por
exemplo, EDC, DCC, etc.) e ureias aciladas. Em certas
formas de realizacdo nas quais SuccNwPE ndo € incorporado
no interior do lipossoma, o0 lipossoma ou a composigcao que
contém lipossoma também pode ser livre ou substancialmente
livre de NHS. Adicionalmente, quanto maior a escala da
reacdo, maior o tempo de preparacdo. O tempo para o método
de producdo A é substancialmente menor do que o do método

de producao B.
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Embora a purificacdo dos lipossomas de farmaco:TF-
NWPE:NwPE:1lipidos adicionais preparados pelo método de
producdo B reduza a quantidade de tais impurezas, € mais
dificil purificar lipossomas (por exemplo, os lipossomas de
fadrmaco:SuccNWPE:NwPE:1lipidos adicionais obtidos na etapa B
do método de produgdo B) do que lipidos (por exemplo,
SuccNwPEs preparados e purificados antes da etapa A do
método de produgdo A). Como alguns dos SuccNwPEs estéo
provavelmente orientados para o interior dos lipossomas
(por exemplo, a funcionalidade éster succinimidilico esté
no interior da bicamada lipidica e inacessivel a reacdo com
fator de direcionamento), & provavel que lipossomas
direcionados preparados pelo método de producdo A possam
ter algum SuccNwPE residual neles incorporado.

Uma vantagem adicional do método de producgdo A é que o
teor relativo de TF-NwPE vs. NwPE nos lipossomas de
fadrmaco:TF-NwPE:NwPE:1lipidos adicionais finais ©pode ser
controlado com mais precisdao quando € usado o método de
producdo A. As quantidades relativas desses lipidos estéo
diretamente relacionadas as quantidades relativas do
SuccNwPE e da NowPE usadas como materiais de partida na
etapa A do método de producdo A. Dessa forma, a quantidade
de SuccNwPE modificada por TF também pode ser controlada
com mais preciséao.

Quando é usado o método de producdo B, as quantidades
relativas de NwPE vs. SuccNwPE dependem da eficiéncia de
reacdo da etapa B do método B. Acredita-se que essa reacdo
seja finalizada por cerca de aproximadamente 10 % da NwPE
presente no lipossoma, mas sao esperadas variacodes
experimentais de lote para lote. A baixa eficiéncia de
reagdo € provavelmente causada, em parte, pelo obstéaculo
estérico do lipossoma preformado. Quando SuccNwPE é formado
a partir de NwPE isolada (somente 1lipido), hé& bem menos
obstaculos estéricos e a reacdo val além da finalizacéo.

Além disso, subsequente a formacgdo do SuccNwPE (na forma de
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somente lipido), o produto resultante pode ser purificado
da mistura de reacao removendo, dessa forma, NwPE nao feita
reagir, carbodiimida e NHS, além de outros subprodutos que
podem se formar durante a reacdo.

Os lipossomas formados por um dos métodos parecem ser
mais homogéneos (e, portanto, podem ser wusados para
produzir um produto farmacoldgico/diagndstico mais
reprodutivel) do que lipossomas que incorporam PEG ou
outros polimeros hidrofilicos, tais como aqueles descritos
na secgdo "Antecedentes" da presente memdéria descritiva. Em
geral, gquando PEG ou outros polimeros hidrofilicos séao
usados para aumentar o tempo de circulacdo dos lipossomas
(por exemplo, para proteger os lipossomas da captacgdo pelo
RES), sua utilizacgcdo resulta em lipossomas com uma
distribuicdo de tamanho molecular em funcdo da ampla
distribuicdo do PEG ou dos prdéprios polimeros hidrofilicos.
Essa distribuicdo aumenta as dificuldades associadas a
fabrico (por exemplo, reprodutibilidade e/ou purificacédo) e
também pode aumentar a variabilidade na eficécia clinica.
Lipossomas direcionados preparados pelos métodos A ou B
devem ser superiores nesses aspetos.

Métodos de Produg¢do Adicionais

Misturas de lipidos e composic¢des que contém lipossoma
(que podem ser wusadas para a preparacao de lipossomas)
também podem ser preparadas por modificacdo dos métodos de
produgdao A e B. Por exemplo, em algumas formas de
realizacdo, misturas de lipidos e composicdes que contém
lipossomas que incorporam componentes lipidicos adicionais:
NwPE:TF-NwPE ou componentes lipidicos adicionais:NwPE:TF-
NwPE: fdrmaco/composto marcado (em que "componentes
lipidicos adicionais™ refere-se a um ou mais fosfolipidos
(por exemplo, um ou mais fosfolipidos neutros, um ou mais
fosfolipidos anidnicos, um ou mais fosfolipidos catidnicos
ou combinacdes de dois ou mais dos citados anteriormente))

opcionalmente compreendem ainda um ou mais lipidos
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adicionais no presente documento descritos (por exemplo,
colesterol ou um derivado deste); ou pelo menos dois
lipidos neutros diferentes como no presente documento
descritos (por exemplo, pelo menos um(ns) fosfolipido(s)
(por exemplo, PCs (por exemplo, DMPC, DSPC, etc.), PI,
esfingomielina, &cido fosfatidico, etc.) e pelo menos um
outro lipido neutro (por exemplo, colesterol)) podem ser
preparados pelos métodos de producdo descritos abaixo, além
de outras modificacdes dos métodos previstas pelos peritos
na especialidade a luz dos ensinamentos da presente memdria
descritiva. Os componentes de lipidos adicionais, NwPE, TF-
NoPE e, onde estiver presente, fadrmacos ou compostos
marcados, podem ser como descritos ao longo da presente
memdéria descritiva. Da mesma forma, as quantidades
relativas dos componentes também sdo como descritas através
da presente memdéria descritiva.

Em certas formas de realizacdo, a mistura lipidica
produzida na primeira etapa do método de producdo B (a
mistura lipidica produzida dissolvendo-se os lipidos
adicionais e NwPE num solvente organico adequado) pode ser
modificada para incorporar NHS e depois modificada com uma
TF para produzir uma mistura lipidica de componentes
lipidicos adicionais:NwPE:TF-NwPE. Essa mistura lipidica
pode entdo ser misturada com uma solucdo aquosa (contendo
opcionalmente farmaco ou composto marcado) para formar uma
composicdo gque contém lipossoma. Alternativamente, um
fadrmaco ou composto marcado pode ser incorporado apds a
composigcdo gque contém lipossoma ter sido preparada. Em
algumas formas de realizacdo, farmaco ou composto marcado
livre de solucao aquosa pode ser incorporado na mistura
lipidica, formada apds modificagcdo com NHS e TF, para
formar uma mistura lipidica de componentes lipidicos
adicionais:NwPE:TF-NwPE:farmaco/composto marcado. Essa
mistura lipidica pode subsequentemente ser misturada com

uma solugdo aquosa para formar uma composicdo que contém
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lipossoma.

Em algumas formas de realizacdo, a mistura lipidica
produzida na primeira etapa do método de producdo B (a
mistura lipidica produzida dissolvendo-se o(s)
componente (s) lipidico(s) adicional e NwPE num solvente
adequado) pode ser misturada com uma soluc¢doc aquosa para
formar uma composicdo gque contém lipossoma (componentes
lipidicos adicionais:NwPE). Essa composicdo que contém
lipossoma pode entdo ser tratada com NHS e TF e
subsequentemente misturada com fadrmaco ou composto marcado

para formar uma composicdo que contém lipossoma @ de

componentes lipidicos adicionais:NwPE:TF-
NwPE: fdrmaco/composto marcado. Alternativamente, a
composigao que contém lipossoma de componente (s)

lipidico(s) adicional (is) :NwPE pode ser tratada com farmaco
ou composto marcado e depols modificada com NHS seguido por
TF.

Em algumas formas de realizacdo, a mistura lipidica
produzida na primeira etapa do método de producgdo B (a
mistura lipidica produzida dissolvendo-se o(s)
componente (s) lipidico(s) adicional(is) e NwPE num solvente
adequado) pode entdo ser misturada com fadrmaco ou composto
marcado (incluindo opcionalmente solugao aquosa) para
formar uma mistura lipidica (na qual o fadrmaco ou composto
marcado ndo inclui solugdo aquosa) ou composicdo que contém
lipossoma. Quando for formada uma mistura lipidica, a
mistura lipidica poderd entdo ser tratada com NHS e TF para
formar uma mistura lipidica de componentes lipidicos
adicionais:NwPE:TF-NwPE:fadrmaco/composto marcado, que pode
entdo ser misturada com solucdo aquosa para formar uma
composigdo que contém lipossoma. Alternativamente, guando
for formada uma composicdo que contém lipossoma @ (por
exemplo, quando o) farmaco ou composto marcado for
incorporado em solucdo aquosa), essa composicdo que contém

lipossoma poderd subsequentemente ser tratada com NHS e TF
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para também gerar uma composicdo que contém lipossoma de
componentes lipidicos adicionais:NwPE:TF-
NwPE: fdrmaco/composto marcado.

Num método de producdo alternativo adicional, método
C, componentes individuais sdo misturados simultaneamente

em solvente orgadnico para formar uma mistura lipidica (C-1)

(por exemplo, componentes: componentes lipidicos
adicionais:NWPE:TF-NwPE ou componentes: componentes
lipidicos adicionais: NwPE:TF-NwPE:fadrmaco ou composto

marcado), em que a TF-NwPE ¢é preparada e opcionalmente
purificada, antes da mistura. A mistura lipidica C-1 pode
entdo ser misturada com solucdo aquosa para formar uma
composicgdo que contém lipossoma C-2 (componentes lipidicos
adicionais:NwPE:TF-NwPE (contendo opcionalmente farmaco ou
composto marcado)) . Quando a composicao que contém
lipossoma assim formada n&o contiver férmaco ou composto
marcado, o) farmaco ou composto marcado poderd @ ser
adicionado apdés a formacdo da composicdo qgue contém
lipossoma (C2-A). Alternativamente, quando um farmaco ou
composto marcado, incluindo uma solugdo aquosa, for usado
como componente de partida inicial, a composicdo que contém
lipossoma poderd ser formada simultaneamente mediante a
mistura de todos os componentes de partida.

C-2 (contendo opcionalmente farmaco ou composto

marcado) ou C2-A pode entdo ser tratada para formar um

lipossoma (C-3). Quando C-3 nao incluir um férmaco ou
composto marcado, o) lipossoma seré um lipossoma
direcionado, como descrito previamente (por exemplo,

lipossoma de componentes lipidicos adicionais:NwPE:TF-
NwPE) . Quando C-3 incluir um fadrmaco ou composto marcado, o
lipossoma serda um lipossoma direcionado como no presente
documento descrito. Quando C-3 for um lipossoma
direcionado, um férmaco ou composto marcado, como descrito
previamente, podera ser adicionado ao lipossoma direcionado

numa etapa subsequente para formar um lipossoma
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direcionado, o qgue pode ser feito imediatamente apdbds a
preparacdo de C-3 ou apds um intervalo, o que pode incluir
a armazenamento do lipossoma direcionado de C-3 por um
periodo de tempo.

Num método de producdo alternativo adicional, método
D, 0s componentes individuais séo misturados
simultaneamente em solvente orgdnico para formar uma
mistura lipidica (D-1) (por exemplo, componentes:
componentes lipidicos adicionais; NwPE; ou componentes:
componente (s) lipidico (s) adicional (is) :NwPE:fadrmaco ou
composto marcado). A mistura lipidica D-1 pode entdo ser

misturada com solucgdo aquosa para formar uma composigcao que

contém lipossoma D-2 (componente (8) lipidico(s)
adicional (is) :NwPE: (contendo opcionalmente farmaco ou
composto marcado)). A composicdo que contém lipossoma D-2

pode entdo ser misturada com TF-NwPE para formar um
composigao que contém lipossoma D-3 (componente (s)
lipidico(s) adicional (is) :NwPE:TF-NwPE (contendo
opcionalmente féarmaco ou composto marcado)), em que a TF-
NwPE ¢é preparada e opcionalmente purificada, antes da
mistura. Quando a composicdo que contém lipossoma assim
formada ndo contiver farmaco ou composto marcado, o farmaco
ou composto marcado poderd ser adicionado apds a formacgao
da composicao que contém lipossoma (D3-4) .
Alternativamente, quando um farmaco ou composto marcado,
incluindo uma solucgdo aquosa, for usado como um componente
de partida inicial, a composicdo que contém lipossoma
poderda ser formada simultaneamente mediante a mistura de
todos os componentes.

D-3 (contendo opcionalmente farmaco ou composto

marcado) ou D3-A pode entdo ser tratado para formar um

lipossoma (D-4). Quando D-4 né&o incluir um farmaco ou
composto marcado, o) lipossoma seré um lipossoma
direcionado, como descrito previamente (por exemplo,

lipossoma de componente (s) lipidico(s)
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adicional (is) :NwPE:TF-NwPE) . Quando D-4 incluir um féarmaco
ou composto marcado, o lipossoma serd um lipossoma
direcionado como no presente documento descrito. Quando D4
for um lipossoma direcionado, um fadrmaco ou composto
marcado, como descrito previamente, poderd ser adicionado
ao lipossoma direcionado numa etapa subsequente para formar
um lipossoma direcionado, 0 que pode ser realizado
imediatamente apdés a preparacdo de D-4 ou apds um
intervalo, o que pode incluir a armazenamento do lipossoma
direcionado de D-4 por um periodo de tempo.

Como ocorre com misturas de lipidos, composicgdes que
contém lipossoma e lipossomas (incluindo lipossomas
direcionados, lipossomas em branco, etc.) formados pelo
método de produgdo A, as composicdes que contém 1lipido
preparadas pelo método de produgdo C ou pelo método D serdo
substancialmente livres de material de partida diferente de
NHS, subproduto e/ou produto de decomposicdo associado a
sintese do éster succinimidilico de uma fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N- (w)-dicarboxilico (por
exemplo, carbodiimidas (por exemplo, DCC, EDC, etc.),
compostos de ureia acilada, etc.), desde que o material de
partida (por exemplo, TF-NG-PE) seja substancialmente livre
dessas substancias antes da etapa inicial do método de
producdo C ou método D. Quando SuccNooPE  néao for
incorporado como um material de partida (e, portanto, néo
for incorporado no interior do lipossoma), o lipossoma ou a
composicédo que contém lipossoma também poderd ser livre ou
substancialmente livre de NHS, como ocorre quando TF-NwPE é
realizada e usada como material de partida. Em formas de
realizacdo particulares, as composicdes que contém lipido
preparadas pelo método de producdo C ou pelo método D séo
substancialmente livres de DCC e EDC. Em certas formas de
realizacdo, as composigdes que contém lipido preparadas
pelo método de produgdo C ou pelo método D séo

substancialmente livres de DCC.
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Em certas formas de realizacgdo, o(s) componente(s)

lipidico(s) adicional (is) inclui (em) um ou mais
fosfolipidos (por exemplo, uma fosfatidilcolina, etc.) e um
colesterol ou derivado de colesterol. Em formas de

realizacdo particulares, a fosfatidilcolina ¢é DMPC, POPC,
DSPC, etc., como no presente documento descrito. Em certas
formas de realizacdo, a fosfatidilcolina é DMPC ou DSPC. Em
formas de realizacdo particulares, os lipidos adicionais
sdo um fosfolipido e <colesterol. Em certas formas de
realizacédo, o fosfolipido é¢ um fosfolipido neutro.

Em certas formas de realizacao, 0Ss componentes
lipidicos adicionais incluem pelo menos dois 1lipidos
neutros diferentes, o que inclui um fosfolipido (por
exemplo, uma fosfatidilcolina, etc.) e um colesterol ou
derivado de colesterol. Em formas de realizacao
particulares, a fosfatidilcolina ¢é DMPC, POPC, DSPC, etc.,
como no presente documento descrito. Em certas formas de
realizacgédo, a fosfatidilcolina é DMPC ou DSPC. Em formas de
realizacgdo particulares, esses pelo menos dois 1lipidos
neutros diferentes s&o um fosfolipido e colesterol.

Em algumas formas de realizacdo, a NwPE é uma NG-PE.
Em formas de realizagcdo particulares, a NwPE é Nw-DOPE ou
Nw-DSPE. Em certas formas de realizacdo, a NwPE & NG-DOPE
ou NG-DSPE.

Em formas de realizacgcdo particulares, o TF &, por
exemplo, asialoglicoproteina, folato, transferrina, etc. Em
certas formas de realizacdo, o TF é transferrina (Tf). Em
algumas formas de realizacdo, a TF-NwPE é a TF-NwPE (por
exemplo, Tf-NG- DOPE ou Tf-NG-DSPE).

Em formas de realizacdo particulares, o féarmaco €, por
exemplo, um agente anticancro (por exemplo, oxaliplatina,
inibidor da topoisomerase I, alcaloide da vinca, etc.). Em
outras formas de realizacao, a mistura lipidica ou
composigdo que contém lipossoma inclui um composto marcado.

Em algumas formas de realizacdo, a mistura lipidica ou
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composicdo que contém lipossoma n&do inclui um composto
marcado ou farmaco.

Como mencionado anteriormente, cada uma das misturas
de lipidos pode ser misturada com uma solucdo aquosa para
formar composig¢cdes que contém lipossoma, e cada uma das
composigdes que contém lipossoma pode ser tratada para
formar 0s lipossomas correspondentes (por exemplo,
lipossomas direcionados (por exemplo, que incorporam
fadrmaco ou composto marcado), lipossomas intermediédrios,
lipossomas em branco, etc.), como no presente documento
descrito pormenorizadamente.

Com relacdo as variacgdes dos métodos de produgcdo no
presente documento descritos, deseja-se que a modificacéo
de NwPE com NHS, a modificacdo de NHS-NwPE com TF, a
preparacdo de composicdes contendo lipossoma a partir de
misturas lipidicas e a preparacdo de lipossomas a partir de
composigbes que contém lipossoma possam ser efetuadas pelos
peritos na especialidade como no presente documento
descritas, sem experimentacdo desnecesséaria, a luz dos
ensinamentos proporcionados na presente memdria descritiva,
incluindo, em particular, a descrig¢do pormenorizada dos
métodos de producdo A e B e como apresentado nos exemplos.

Formulacdes Farmacéuticas

Também se descrevem no presente documento formulacdes
farmacéuticas para tratamento ou de diagndstico de
individuos que delas necessitam, que compreendem
composigcdes que contém lipido no presente documento
descritas e um ou mais veiculos, excipientes, diluentes,
estabilizantes, conservantes farmaceuticamente aceitéveis,

ou outros ingredientes inativos, incluindo combinagdes dos

citados anteriormente, conhecidos pelos peritos na
especialidade, no presente documento descritos
posteriormente.

Em certas formas de realizacdo das formulacgdes

farmacéuticas, a composicdo que contém lipido €& um

160



EP 1 863 448 B1

lipossoma direcionado como no presente documento descrito.
Em outras formas de realizacdo, a composicdo que contém
lipido é uma composicdo qgue contém lipossoma. Em algumas
formas de realizacdo, a composicdo que contém lipido €& um
lipossoma direcionado. Em certas formas de realizacao, a
composigdo compreende um farmaco. Em outras formas de
realizacdo, a composigcdo compreende um composto marcado.

Em certas formas de realizacdo, o veiculo pode incluir
um ou mais de &gua estéril, uma solugdo tampdo ou SOro
fisioldgico, diluente, e combinagdes destes.

As formulagdes farmacéuticas podem ainda compreender
um ou mais de sais diferentes, acucares, proteinas, amido,
gelatina, 6leos de plantas, polietileno glicol e
semelhantes, incluindo combinagdes de dois ou mais dos
citados anteriormente.

Também se descreve no presente documento a utilizacéo
das composicbes e formulagdes destas, como no presente
documento descritas, no fabrico de um medicamento.
Particularmente, o) fabrico de um medicamento para
utilizagdo no tratamento ou de diagndstico de condigdes no
presente documento descritas. Além disso, as composicgdes
ativas e formulacdes destas, no presente documento
descritas de varias formas, também se destinam a utilizacao
no fabrico de um medicamento para utilizacdo no tratamento
ou de diagnéstico das condigdes e de acordo com os métodos
no presente documento descritos, a ndo ser gue indicado de
outro modo.

Utilizacdo das Composicdes

Administracgdo

Também se descrevem no presente documento métodos de
tratamento ou de diagnéstico das condigdes no presente
documento descritas com a utilizacao das composigdes que
contém lipido que possuem fadrmaco ou composto marcado (por
exemplo, lipossomas direcionados, composicdes que contém

lipossoma gque possuem fadrmaco ou composto marcado) e
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formulacgdes farmacéuticas, como no presente documento
descritas.

Numa forma de —realizacéao, 0os métodos podem ser
praticados como uma abordagem terapéutica em direcdo ao
tratamento das condigdes no presente documento descritas.
Dessa forma, numa forma de realizacdo especifica, as
composicdes que contém lipido que possuem farmaco ou
formulagdes farmacéuticas podem ser usadas para tratar as
condig¢des no presente documento descritas em individuos que
delas necessitam, incluindo seres humanos. O0s métodos
geralmente compreendem a administracdo ao individuo de uma
quantidade de uma composicdo, ou formulacdo no presente
documento descrita, eficaz para tratar a condicgéo.

Em outra forma de realizacdo, os métodos podem ser
praticados como uma abordagem diagndéstica em direcdo ao
diagnéstico das condigdes no presente documento descritas.
Dessa forma, numa forma de realizagdo especifica, as
composicdes que contém lipido que possuem composto marcado,
ou formulacdes farmacéuticas, podem ser wusadas para o
diagnéstico das condigdes no presente documento descritas
em individuos que delas necessitam, incluindo seres
humanos. Os métodos geralmente compreendem a administracéo
ao individuo de uma guantidade de uma composicdo ou
formulacdo no presente documento descrita eficaz para o
diagnéstico da condigdo. Tal administragdo ¢é geralmente
efetuada em conjuntamente com métodos para detetar a
condicgéao.

Em algumas formas de realizacdo, o individuo € um
mamifero, incluindo, sem limitac¢do, seres humanos, bovinos,
cavalos, felinos, caninos, roedores ou primatas. Em outras
formas de realizacdo, o individuo é um ser humano.

Os termos "quantidade farmaceuticamente eficaz" ou
"quantidade terapeuticamente eficaz" referem-se a uma
quantidade de uma composicdo suficiente para tratar um

disturbio, condigcdo ou doenca especificada, ou um ou mais
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de seus sintomas e/ou para evitar a ocorréncia da doenca ou
do disttrbio. Em reacdo aos cancros, uma quantidade
farmaceuticamente ou terapeuticamente eficaz compreende uma
quantidade suficiente para, dentre outras coisas, fazer com
que um tumor encolha ou diminuir a taxa de crescimento do
tumor.

Os termos "uma quantidade eficaz para diagnosticar" ou
"quantidade diagnosticamente eficaz" ou "quantidades
eficazes para diagndéstico"™, e cognatos destes, referem-se a
uma quantidade de uma composicgao suficiente para
diagnosticar um disturbio, condicdo ou doenca especificada
e/ou uma ou mais de suas manifestacdes, em que O
diagnéstico inclui a identificacdo da existéncia da doenca
e/ou detecdo da extensdo ou gravidade da doenga. Por
exemplo, em relacéao aos cancros, uma "quantidade
diagnosticamente eficaz" compreende uma quantidade
suficiente para detetar, por exemplo, a presenga e/ou
concentragdo de uma ou mais de células malignas, tumor
(tumores) ou outra manifestacgdo do cancro. Frequentemente,
o diagnéstico serd realizado com relagdo a um nivel de
detecdo de base ou de fundo observado para individuos sem a
condicgdo. Niveis de detecgdo acima dos niveis de fundo ou de
base (niveis de detecdo elevados) sdo indicativos da
presenca e, em alguns casos, da gravidade da condicéao.

Quando usado em relacdo aos métodos de tratamento e ao
utilizagdo de composicgdes que contém lipido gue possuem
fadrmaco, um individuo "que dela necessite"™ pode ser um
individuo que foi diagnosticado com, ou previamente tratado
para, a condicdo a ser tratada. Com relacdo aos métodos de
diagnéstico e a wutilizacdo de composicdes que contém
composto marcado, um individuo "que delas necessite" pode
ser um individuo suspeito de ter uma condicdo, esteja em
risco de adgquirir uma condicdo (por exemplo, uma histdéria
familiar da condicg¢do, fatores de estilo de vida indicativos

do risco para a condicdo (por exemplo, o fumo como um fator
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de risco para cancro de pulmdo, etc.)) ou que tenha
previamente sido diagnosticado com a condicdo (por exemplo,
diagnéstico pode incluir o monitoramento da gravidade (por
exemplo, progressdo/regressdo) da doenca ao longo do tempo
e/ou em conjuntamente com terapéutica).

Em certas formas de realizacgcao, a condicdo a ser
tratada ou diagnosticada é cancro. Em algumas formas de
realizacdo, o cancro pode ser um cancro gastrico, de cdlon,
colorretal ou de mama. Em certas formas de realizacado, o
cancro é um cancro de cdlon. Em outras formas de
realizacdo, o cancro € um cancro de mama. Ainda em outras
formas de realizacgdo, o cancro €& um cancro gastrico. Em
algumas formas de realizacgao, o cancro & cancro do
padncreas, cancro de pulmédo de célula ndo pequena, cancro de
pulmdo de célula pegquena, cancro cerebral, cancro hepédtico,
cancro renal, cancro de prdstata, cancro de bexiga, cancro
de ovario ou malignidades hematoldgicas (por exemplo,
leucemia, linfoma, mieloma multiplo, etc.).

As composicdes que contém fdrmaco, incluindo
formulacdes no presente documento descritas, podem ser
usadas isoladamente ou em conjuntamente com (por exemplo,
antes, concomitantemente ou apods) outros modos de
tratamentos (por exemplo, terapéutica anticancro adjuntiva,
tratamentos de modalidade combinada). Por exemplo, em
combinagdo com outros agentes terapéuticos (por exemplo,
agentes quimioterdpicos anticancro, como no presente
documento descritos e conhecidos pelos peritos na
especialidade (por exemplo, agentes algquilantes, taxanos,
antagonista metabdlico, antibidtico antitumoral, alcaloides
de plantas, fdrmaco de terapéutica hormonal, farmaco de
alvo molecular, etc.)), cirurgia e/ou radioterapia. Quando
a condicdo qgue estd a ser tratada for cancro, as
composigdes no presente documento descritas poderdo ser
administradas em conjuntamente com um ou mais outros

agentes anticancro ou compostos citotdxicos no presente
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documento descritos e conhecidos na técnica, um ou mais
agentes adicionais para reduzir a ocorréncia e/ou gravidade
de reacgbes adversas e/ou manifestacdes clinicas destas,
cirurgia (por exemplo, para remover um tumor ou nddulos
linfaticos, etc.) ou radiacdo. Quando um ou mais de
cirurgia ou radiacdo forem parte do regime de tratamento,
as composicdes poderéao ser administradas antes,
concomitantemente ou apds a radioterapia ou cirurgia. Da
mesma forma, as composicdes e formulacdes destas, como no
presente documento descritas, podem ser administradas
antes, concomitantemente ou apds a administracdo de um ou
mais agentes anticancro. Os lipossomas direcionados e
formulacgdes destes no presente documento descritos também
podem ser administrados em conjuntamente com (por exemplo,
antes, concomitantemente ou apds) farmacos para alivio dos
sintomas associados a condicdo ou ao regime de tratamento
(por exemplo, farmacos para redugdo dos vbémitos, da queda
do cabelo, imunossupressdo, diarreia, erupcdo cutéanea,
disturbios sensoriais, anemia, fadiga, estomatite, sindrome
mao-pé, etc.). Os lipossomas direcionados também podem ser
administrados em mais de um estdgio (incluindo por todo) do
regime de tratamento (por exemplo, apds e concomitantemente
a cirurgia e apds radioterapia, etc.).

As composicdes gque contém composto marcado, incluindo
formulagcdes no presente documento descritas, podem ser
usadas isoladamente ou em conjuntamente com (por exemplo,
antes, concomitantemente ou apds) modos de tratamentos (por
exemplo, terapéutica anticancro acessdria, tratamentos de
modalidade combinada). Por exemplo, as composicdes podem
ser usadas para monitorizar o progresso do tratamento. Por
exemplo, para determinar se a condigdo que estd a ser
tratada € detetavel antes, apds ou concomitantemente a um
regime de tratamento (como descrito acima em relacdo aos
métodos de tratamento).

Em certas formas de realizacgcao, as composigdes sao
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administradas antes ou depois de cirurgia (por exemplo,
remogdo de um tumor ou nddulos linfaticos, etc.). Em outras
formas de realizacdo, as composicdes sdo administradas apds
cirurgia e antes, concomitantemente ou apdés radioterapia. A
combinacgdao 6tima de um ou mais de cirurgia e/ou
radioterapia, em conjuntamente com administracdo das
composicgdes no presente documento descritas e,
opcionalmente, um ou mais agentes quimioterdpicos
adicionais, pode ser determinada por um médico assistente
com base no individuo e levando-se em consideracdo o0s
varios fatores relacionados ao individuo em particular,
incluindo aqueles no presente documento descritos.

Em formas de realizacdo particulares, as composicdes
que contém farmaco ou formulacdes farmacéuticas podem ser
administradas em combinacdo com um ou ambos de 5-
fluorouracil e/ou leucovorin. Em outras formas de
realizacao, a composigcao que contém férmaco ou as
formulagbes farmacéuticas podem ser administradas em
combinag¢do com um ou mais outros fadrmacos anticancerigenos,
tais Ccomo capecitabina, UFT/LV (tegafur-uracil e
leucovorin), irinotecan, anticorpo anti- EGFR (por exemplo,
cetuximab, etc.), anticorpo anti-VEGF (por exemplo,
avastin, etc.), inibidor de tirosina quinase (por exemplo,
erlotinib), etc. Essa administracdo também pode ser
combinada com um regime de tratamento que inclui
radioterapia e/ou cirurgia. Em certas formas de realizacdo,
o) fadrmaco encapsulado no lipossoma direcionado e
oxaliplatina.

Em conjuntamente com os métodos de wutilizagdo no
presente documento descritos, as composigdes gque contém
lipido ou formulacdes farmacéuticas descritas no presente
documento podem ser administradas parentericamente. A
administracdo parentérica pode ser efetuada por meio de
injecéao em bolo (IV), infuséao (IV), injecéao

intraperitoneal, ou por meio de injecdo local (por exemplo,
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injecdo intracraniana). Em algumas formas de realizacdo, a
administragcdo é por meio de injecdo em bolo ou infusao
continua.

A infus&o intravenosa continua pode ser administrada
ao longo de um periodo de minutos ou horas. Por exemplo,
sem limitacao, de cerca de 10 minutos a cerca de 5 horas,
de cerca de 15 minutos a cerca de 4 horas; de cerca de 3 0
minutos a cerca de 4 horas; de cerca de 45 minutos a cerca
de 4 horas, de cerca de 60 minutos a cerca de 4 horas, de
cerca de 45 minutos a cerca de 3 horas, de cerca de 60
minutos a cerca de 2 horas, de cerca de 90 minutos a cerca
;e 3 horas, de cerca de 90 minutos a cerca de 2 horas,
cerca de 10 minutos, cerca de 15 minutos, cerca de 2 0
minutos, cerca de 30 minutos, cerca de 45 minutos, cerca de
50 minutos, cerca de 60 minutos, 80 minutos, cerca de 1,5
horas, cerca de 2 horas, cerca de 2,5 horas, cerca de 3
horas, cerca de 3,5 horas, cerca de 4 horas, cerca de 5
horas, cerca de 12 horas, cerca de 24 horas, cerca de 36
horas ou cerca de 48 horas.

Formulagdo e Dosagem

Como previamente observado, as composicdes que contém
lipido e as formulacdes farmacéuticas no presente documento
descritas podem ser administradas aos individuos que delas
necessitam para o tratamento ou de diagndéstico de condicgdes
no presente documento descritas em conjuntamente com o0s
métodos de utilizacdo no presente documento descritos.

As composicgdes que contém lipido no presente documento
descritas e, em particular, os lipossomas direcionados no
presente documento descritos, serdo usados geralmente numa
quantidade eficaz para obter o resultado desejado, por
exemplo, numa quantidade eficaz para tratar ou evitar a
condicdo em particular gque estd a ser tratada. A composicao
(composicdes) pode ser administrada terapeuticamente para
se obter o beneficio terapéutico. Beneficio terapéutico

significa a erradicacdo ou melhora do disturbio subjacente
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que estéd a ser tratado e/ou a erradicacdo ou melhora de um
ou mais dos sintomas associados ao disturbio subjacente, de
tal modo que o paciente relate uma melhora dos sintomas ou
da condicédo, apesar de o paciente ainda estar afetado pelo
distarbio subjacente. Beneficio terapéutico também inclui a
interrupcéo ou diminuicao da progressao da doenca,
independentemente se essa melhora é ou ndo percebida.

Em algumas formas de realizacdo, quando a condigdao que
estd a ser tratada for um cancro, uma quantidade eficaz
serd uma quantidade suficiente para reduzir o crescimento
tumoral (por exemplo, como medido pela taxa de aumento do
volume tumoral médio antes e/ou depois do tratamento). Em
certas formas de realizacdo, uma quantidade eficaz ¢é uma
quantidade suficiente para diminuir o volume tumoral médio
(por exemplo, quando o volume tumoral médio apds tratamento
for reduzido, comparado com o volume tumoral médio antes do
tratamento) .

A quantidade de composicdes administrada a fim de
administrar uma quantidade eficaz de fadrmaco encapsulado
(por exemplo, oxaliplatina) dependerd de varios fatores,
incluindo, por exemplo, da condicdo em particular gque esté
a ser tratada, do modo de administracé&o, da gravidade da
condicdo que estd a ser tratada e da idade e do peso do
paciente, da biodisponibilidade da composicao, dos efeitos
adversos apresentados pelo individuo que estd a ser
tratado, etc. A determinacdo de uma dosagem eficaz esté
incluida nos conhecimentos dos peritos na especialidade a
luz dos ensinamentos no presente documento proporcionados.

Em certas formas de realizacdo, a dose de oxaliplatina
encapsulada administrada num ponto no tempo em particular
estard no intervalo de cerca de 1 a cerca de 400 mg/m°/dia.
Por exemplo, no intervalo de cerca de 1 a cerca de 350
mghﬁ/dia, 1 a cerca de 300 mghﬁ/dia, 1 a cerca de 250
mghﬁ/dia, 1 a cerca de 200 mgﬁﬁ/dia, 1 a cerca de 150

mg/m?/dia, 1 a cerca de 100 mg/m?’/dia, de cerca de 5 a
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cerca de 80 mg/m’/dia, de cerca de 5 a cerca de 70
mg/m?/dia, de cerca de 5 a cerca de 60 mg/m‘/dia, de cerca
de 5 a cerca de 50 mg/mz/dia, de cerca de 5 a cerca de 40
mg/m?/dia, de cerca de 5 a cerca de 20 mg/m‘/dia, de cerca
de 10 a cerca de 80 mg/m /dia, de cerca de 10 a cerca de 70
mg/n@/dia, de cerca de 10 a cerca de 60 mg/mZ/dia, de cerca
de 10 a cerca de 50 mg/m?/dia, de cerca de 10 a cerca de 40
mg/m’/dia, de cerca de 10 a cerca de 20 mg/tn’/dia, de
cerca de 20 a cerca de 40 mg/mz/dia, de cerca de 20 a cerca
de 50 mg/m?/dia, de cerca de 20 a cerca de 90 mg/m”/dia, de
cerca de 30 a cerca de 80 mg/m2/dia, de cerca de 40 a cerca
de 90 mghﬁ/dia, de cerca de 40 a cerca de 100 mghﬁ/dia,
de cerca de 80 a cerca de 150 mg/m“/dia, de cerca de 80 a
cerca de 140 mg/m?/dia, de cerca de 80 a cerca de 135
mg/mz/dia, de cerca de 80 a cerca de 130 mg/mZ/dia, de
cerca de 80 a cerca de 120 mg/m“/dia, de cerca de 85 a
cerca de 140 mg/m?/dia, de cerca de 85 a cerca de 135
mg/mz/dia, de cerca de 85 a cerca de 135 mg/mZ/dia, de
cerca de 85 a cerca de 130 mg/m‘’/dia ou de cerca de 85 a
cerca de 120 mg/m?’/dia. A dose administrada num ponto no
tempo em particular também pode ser de cerca de 130
mg/m®/dia, cerca de 120 mg/m’/dia, cerca de 100 mg/m’/dia,
cerca de 90 mg/m /dia, cerca de 85 mg/m’/dia, cerca de 80
mg/m2/dia, cerca de 70 mg/mZ/dia, cerca de 60 mg/mz/dia,
cerca de 50 mg/m/dia, cerca de 40 mghﬁ/dia, cerca de 30
mg/m?/dia, cerca de 20 mg/m’/dia, cerca de 15 mg/m‘/dia ou
cerca de 10 mg/m?/dia.

A dose administrada pode ser maior ou menor do que OS
intervalos de dosagens no presente documento descritas,
dependendo, dentre outros fatores, da biodisponibilidade da
composicgéo, da tolerédncia do individuo aos efeitos
secunddrios adversos, do modo de administracdo e de varios
fatores discutidos acima. A quantidade e o intervalo das
dosagens podem ser ajustados individualmente para

fornecerem niveis plasmdticos da composigcdo que sejam
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suficientes para manter o efeito terapéutico, de acordo com
a avaliacéao do médico responsavel. Os peritos na
especialidade serdao capazes de aperfeicoar as dosagens
locais eficazes sem experimentacdo desnecessdria a luz dos
ensinamentos no presente documento proporcionados.

As dosagens também podem ser estimadas com a
utilizacdo de modelos animais in vivo, como serd observado
pelos peritos na especialidade.

Doses multiplas (por exemplo, continuas ou em bolo)
das composicgdes no presente documento descritas também
podem ser administradas aos individuos gue delas necessitam
no curso de horas, dias, semanas ou meses. Por exemplo, sem
limitacé&o, diariamente, em dias alternados, a cada 10 dias,
semanalmente, mensalmente, duas vezes por semana, trés
vezes por semana, duas vezes ao més, trés vezes ao més,
quatro vezes ao més, cinco vezes ao més, em meses
alternados, a cada trés meses, a cada gquatro meses, etc.
Kits

Também sdo proporcionados kits para administracgéo das
composigdes no presente documento descritas, incluindo
formulacdes farmacéuticas que compreendem as composicgdes.

Em certas formas de realizacgdo, os kits podem incluir
uma qgquantidade de dosagem (por exemplo, como usada para
terapéutica ou de diagndéstico) de pelo menos uma composicéo
que contém lipido, ou formulagdo farmacéutica desta, como
no presente documento revelado. Os kits podem ainda
compreender embalagem e/ou instrucdes adequadas para
utilizacdo da composicdo. Os kits também podem compreender
um meio para a libertacgdo da composicado, ou formulacgao
farmacéutica desta, como, por exemplo, uma SsSeringa para
injecdo ou outro dispositivo como no presente documento
descrito e conhecido pelos peritos na especialidade.

Em algumas formas de realizacdo, os kits podem incluir
uma quantidade de dosagem (por exemplo, como usada para

terapéutica ou de diagndstico) de um lipossoma direcionado,
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ou formulacéao farmacéutica deste, como no presente
documento revelado. Os kits podem ainda compreender
embalagem e/ou instrugdes adequadas para utilizacgdo da
composicdo. Os kits também podem compreender um meio para a
libertacédo da composicédo, ou formulagdo farmacéutica desta,
como, por exemplo, uma seringa para injecdo ou outro
dispositivo como no presente documento descrito e conhecido
pelos peritos na especialidade. Adicionalmente, em certas
formas de realizacdo, o kit pode conter uma quantidade de
dosagem separada do féarmaco ou do composto marcado a ser
incorporada no lipossoma direcionado.

Adicionalmente, a composicdo que contém lipido, ou
formulacdo farmacéutica desta, pode ser montada na forma de
kits. O kit proporciona a composicdo que contém lipido, ou
formulacdo farmacéutica desta, e reagentes para o preparo
de uma composicdo para administracdo. A composicdo pode
estar numa forma seca ou liofilizada, ou numa solucgéo,
particularmente uma solucdo estéril. Quando a composicéo
estiver numa forma seca, o reagente poderd compreender um
diluente farmaceuticamente aceitdvel para a preparacédo de
uma formulacdo 1ligquida. Tais diluentes incluem aqueles
conhecidos pelos peritos na especialidade, por exemplo,
solugdes de acglUcar, por exemplo, dextrose, sacarose, etc.
Em certas formas de realizacdo, os kits podem incluir

Q.

solucdes de acucar de cerca de 1 % a cerca de 20 %, cerca
de 1 % a cerca de 18 %, cerca de 1 % a cerca de 15 %, cerca
de 1 % a cerca de 10 %, cerca de 3 % a cerca de 10 %, cerca
de 3 % a cerca de 6 %, cerca de 1 %, cerca de 2 %, cerca de

3 %, cerca de 4 %, cerca de 5 %, cerca de 6 %, cerca de 7

o

, cerca de 8 %, cerca de 9 %, cerca de 10 %, cerca de 12
%, cerca de 15 %, cerca de 18 % ou cerca de 20 % de acgucar.
Em certas formas de realizacdo, a solugao pode ser uma
solucdo de dextrose (por exemplo, cerca de 1 %, cerca de 2
o
¢}

, cerca de 5 % de dextrose, etc.). Em certas formas de

realizacdo, a composicdo que contém lipido pode ser, por
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exemplo, um lipossoma direcionado, um lipossoma
direcionado, uma mistura lipidica ou composicdo que contém
lipossoma (contendo opcionalmente farmaco ou composto
marcado) .

O kit também pode conter um dispositivo para
administracdo ou para a libertacdo das composicdes,
incluindo, sem limitacao, seringa, pipeta ou outro
dispositivo conhecido ©pelos ©peritos na especialidade.
Quando em forma humida, a composicdo pode ser armazenada
numa ampola ou outro recipiente estéril selado, incluindo
aqueles conhecidos pelos peritos na especialidade.

Os kits podem incluir outros compostos terapéuticos
para utilizacdo em conjuntamente com o0s compostos no
presente documento descritos. Numa forma de realizacgdo, os
agentes terapéuticos sdo outros agentes anticancro. Esses
agentes podem ser proporcionados numa forma separada, ou
misturados com 0s compostos descritos no presente
documento, desde que a mistura ndo reduza a eficédcia do
agente terapéutico adicional das composicdes e formulacgdes
no presente documento descritas. Da mesma forma, os kits
podem incluir agentes adicionais para terapéutica auxiliar.
Por exemplo, agentes para redugdo dos efeitos adversos do
farmaco (por exemplo, agentes antiemético, agentes
antialopecia, agentes imunoestimulantes, etc.).

Os kits incluirdo instrucgbdes apropriadas para a
preparagdo e administragdo da composicgao, os efeitos
secunddrios das composigdes e qualquer outra informacéo
relevante. As instrugdes podem estar num formato adequado,
incluindo, sem limitacdo, material impresso, fita de wvideo,
disco legivel por computador ou disco dético.

Também se descrevem no presente documento kits para o
tratamento de um individuo que sofre ou estd sujeito as
condigdes no presente documento descritas, que compreendem
um primeiro recipiente que compreende uma quantidade de

dosagem de uma composicdo que contém lipido, ou formulacdes
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destas, como no presente documento reveladas, e instrucdes
para utilizacdo. O recipiente pode ser qualgquer um dos
conhecidos na técnica e adequados para armazenamento e
libertacédo de formulac¢des intravenosas. Em certas formas de
realizacgdo, o kit ainda compreende um segundo recipiente
que compreende um veiculo, diluente, adjuvante
farmaceuticamente aceitével, etc. para a preparacdao da
composicdo a ser administrada ao individuo.

Também podem ser proporcionados kits que contém
dosagens suficientes das composicdes, ou formulacdes
destas, como no presente documento reveladas, para
proporcionar tratamento eficaz para um individuo por um
periodo prolongado, por exemplo, uma semana, 2 semanas, 3,
semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas, 3 meses, 4 meses,
5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses ou mais.

Os kits também podem incluir maltiplas doses da
composicdo que contém lipido, ou formulagdes desta, e
instrucgdes para utilizacdo e embalagem em quantidades
suficientes para armazenamento e utilizagdo em farméacias,
por exemplo, farmdcias hospitalares e farmacias de
medicamentos.

EXEMPLOS

A presente invengdo é ainda descrita com referéncia

aos seguintes Exemplos.

Exemplo 1: Teste de Citotoxicidade para Oxaliplatina

Uma solucao de oxaliplatina (1-OHP) foi preparada
dissolvendo-se oxaliplatina numa solugcdo de sacarose a 9 %
(sacarose/adgua destilada) numa concentracdo de 8 mg/ml. A
viabilidade celular foi determinada com a utilizacd&o de um
kit de ensaio de citotoxicidade disponivel comercialmente
(kit WST-1, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Japéo).

Células AsPC-1 (proporcionadas pelo Dr. Hironobu
Yanagie do "Research Center for Advanced Science and
Technology", Universidade de Tdéquio, Japdo) cultivadas em
meio RPMI 1640 suplementado com FCS 10 % (soro fetal de
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bezerro; SIGMA, USA) foram tratadas com concentracdes de
solugées de I1-OHP [200 x (1/2) "7 nm] a 37 °C em CO, 5 %
durante 48 horas. A seguir, o meio foi removido e um
substrato (WST-1, "Cell Counting Kit™", Dojindo
Laboratories, Japdo) foi adicionado as células que foram
incubadas a 37 °C em CO, 5 % durante 2 horas para o
desenvolvimento do produto colorido. A cor desenvolvida foi
medida numa absorvancia de 450 nm (comprimento de onda de
referéncia: 620 nm) num Immuno Mini NJ-2300 (Cosmo Bio Co.,
Ltd., Japao).

Os resultados sdao mostrados na Figura 6. Verificou-se
que a citotoxicidade de I1-OHP era de LDsy > 8 ug/ml.
Exemplo 2: Determinacdo do Numero de Recetores de

Transferrina na Superficie Celular

Leucdcitos humanos normais e linhas celulares humanas
malignas derivatizadas de tumores (K562, MKN45P e HL60)
foram usados na experiéncia e obtidos da seguinte forma: K5
6 2:TKGO 210 (Cell Resource Center for Biomedical Research,
Institute of Department, Aging and Cancer, Universidade de
Tohoku, Japao); MKN45P: Dr. Hisae Iinuma, Escola de
Medicina da Universidade de Teikyo, Japdo; HL60:TKG0345
(Cell Resource Center for Biomedical Research, Institute of
Department, Aging and Cancer, Universidade de Tohoku,
Japéao) .

O numero de recetores de Tf (transferrina) na
superficie celular de cada foi determinado por anédlise de
Scatchard (Comp. Biochem. Physiol., 116B, 137-160 (1949),
usando o programa Excel da Microsoft). Uma solucdo de Tf
marcada com ‘%°T (Na-'?I (PerkinElmer Japan Co., Ltd.,
Japdo) e h-Tf (T-4132, SIGMA, EUA) foi combinada pelo
método iodogen (Biochem. Biophys. Res. Commun., 122, 319-
325 (1984)) e foil adicionada a cada cultura de células em
diferentes concentragdes variando de [300 x (1/2) %% nm] a
4 °C e incubada durante 1 hora.

125

A concentracdo de Tf marcada com I foil determinada
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por ensaio de quantificacdo de proteinas pelo método de

Lowry (J. Biol. Chem., 193, 265-270 (1951)) e a
radioatividade foi medida wusando um contador gama (Auto
Well Gamma System ARC-300, Aloka Co., Ltd., Japao).

Resumidamente, a solucdo foil centrifugada para precipitar
as células, e a fracdo celular foi lavada com um PBS
arrefecido em gelo (180 x g (gravidade)), durante 3
minutos, o que foli repetido 3 vezes, seguido pela medida de
radicatividade com um contador gama para determinar a
concentracdo de Tf ligada a superficie celular. O nUmero de
células foi determinado por ensaio de quantificacdo de
proteinas, usando o método de Lowry (J. Biol. Chem., 193,
265-270 (1951)).

Para cada ponto de dados, a concentragcdo de Tf nao
ligada foi determinada subtraindo-se a concentracgdéo de Tf
ligada da concentracdo conhecida de Tf adicionada. O
grafico de Scatchard foi desenhado colocando-se a
concentracdo de Tf ligada no eixo horizontal e a razédo da
concentracdo de Tf ligada em relacdo a concentracdo de Tf
ndo ligada no eixo vertical. O numero da Tf ligada (isto &,
o numero dos recetores) foi determinado a partir da
interceptacgdo de x do grafico, como descrito em Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 80 2.263-2.266 (1983); J. Cell Physiol.,
132, 492-500 (1987); Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92 3.318-
3.322 (1995); J. Pharm. Sci., 84, 216-220 (1995); Eur. J.
Biochem., 186, 367-373 (1989); J. Biol. Chem., 258, 4.715-
4.724 (1983).

Os numeros de '#°

I-Tf ligada a superficie celular nos
diferentes tipos celulares sdo mostrados na Figura 7. Foi
determinado que o nuUmero de recetores de transferrina (Tf)
na superficie celular das linhas celulares derivatizadas de
tumores humanos malignos foi significativamente maior do
que em leucdcitos normais.
Exemplo 3: Preparacdo de NHS-NG-DOPE

Uma massa de 200 mg de NG-DOPE (Avanti Polar Lipids,
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Inc., EUA; N° de Catdlogo 870242, PM 880.13) foi pesada num
baldo cdénico com 2 pernas. Ao baldo, foram adicionados 39,2
mg de NHS (Sigma, EUA, PM = 115,09). A seguir, 5 ml de
cloroférmio/acetato de etilo (1:1 (v/v) Wako Pure Chemical
Industries, Ltd., Japao) foram adicionados e turbilhonados
até comecar a dissolver a NG-DOPE e NHS. Observou-se uma
ligeira turvacao.

Apbds a mistura inicial, foi adicionada uma barra de
agitacdo e o baldo preparado (baldo preenchido com géas de
azoto) para soprar gads de azoto gentilmente numa perna do
baldo, e selado com uma rolha de borracha. A agitacao sob
azoto foi efetuada usando-se uma barra de agitacdo e uma
placa de agitacdo. A segunda perna foi selada com um tubo.
A reacgdo foi executada em temperatura ambiente (20-23 °C).
A mistura foi agitada durante 5-10 minutos. Uma amostra de
20 nl de mistura de reacgdo lipido + NHS foi deixada de lado
para utilizacdo como um controlo de TLC.

Num bald&o separado, uma solucdo de DCC (99 %, Aldrich,
EUA, PM: 206,33 g/mol) foi preparada dissolvendo-se 70 mg
de DCC em 5 ml de acetato de etilo. A DCC se dissolveu
rapidamente no solvente para gerar uma solugéao
transparente. A solucéao de DCC assim preparada
(aproximadamente 5 ml) foi entdo adicionada gota a gota na
mistura de reacdo lipido/NHS ao longo de um periodo de 10
15 minutos. A mistura de reacdo tornou-se mais turva com a
adicdo de DCC.

TLC foil realizada no controlo (lipido/NHS) e numa
aliquota de 1lipido/NHS/DCC no momento 0 para referéncia,
como se segue. A amostra foi colocada a 50 pg (2,5 pl de 20
mg/ml) na placa de TLC (folha de aluminio/silica gel 60F254
de EM Science (Gibbstown, NJ, EUL) N° de Catalogo
SP05554M) , seca e depois posicionada na cémara de
desenvolvimento, onde foi permitido que o solvente
(clorofdérmio 70 %, metanol 28 %, &agua 2 %) migrasse. A

frente de solvente fol marcada, e depois a placa de TLC foi
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mergulhada em molibdato de amdénio (molibdato de aménio 5 %
em H,SO0; 10 %) e desidratada com secador.

A mistura de reacdo lipido/NHS/DCC foi agitada sob
fluxo de azoto e a formacdo de produto foi monitorizada (Rf
0,3-0,4) ao longo do tempo.

Apds 18 horas, a conversdo em NHS-NG-DOPE n&o era uma
conversdo completa, e mais NHS (26 mg em 2 ml de acetato de
etilo) e DCC (47 mg em 1 ml de acetato de etilo) foram
adicionados. A progressao da reacdo fol novamente testada
por TLC em T = 20 horas.

Permitiu-se que a reacdo prosseguisse ao longo do fim
de semana em temperatura ambiente com fluxo de azoto e
agitacéo (protegida da 1luz). Alguns materiais de partida
permaneceram antes da purificacéo.

Purificagdo: As misturas de reagdo foram arrefecidas
em gelo durante ~30 minutos. A mistura de reacdo arrefecida
foi entdo filtrada através de um funil de Buckner e depois
lavada 3 vezes com 2 x 5 ml de clorofdérmio. Todo o liquido
obtido foi colhido e seco por evaporacdo giratdria. Uma
pasta semissélida foi obtida apds evaporacgdo. A pasta foi
entdo ressuspensa em 2-3 ml de clorofdrmio.

A silica gel para purificacdo da pasta suspensa foi
preparada usando 4 g de silica (trama 400), hidratada em
cloroférmio. A silica gel foi compactada numa coluna de 1
cm x 28 cm com valvula reguladora. O tamanho aproximado do
leito foi de 1 cm x 14 cm. A coluna foi equilibrada com
clorofédrmio (compactado por gravidade) .

A amostra foi carregada na coluna equilibrada (mas néo
seca) de silica gel. Foram adicionados 10 ml de clorofdérmio
a coluna (5 x 2 ml), e foram colhidas fragdes de 5 x 2 ml.
A taxa de fluxo era funcado da gravidade, mas fracgdes de 5 x
10 ml foram colhidas em 10-20 minutos e designadas fracgdes
1-5.

A segquir, foram adicionados 50 ml de

cloroférmio/metanol (90/10, vol/vol) & coluna (5 x 10 ml),
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e foram colhidas fragbes de 5 x 10 ml e designadas fracdes
6-10.

Apds a coleta das fracgdes 6-10, um volume de 100 ml de
cloroférmio/metanol (5/1 (v/v)) foi adicionado a coluna (10
x 10 ml), e foram colhidas fracgdes adicionais de 10 x 10
ml, e designadas fracdes 11-15.

As fragdes 6-15 foram testadas (aliquota de 5 ul) por
TLC da forma descrita acima.

Apbés TLC das fragbdes 6-15, as fracgdes 7-11 foram
reunidas em pool e secas até uma pelicula fina wusando
evaporacdo giratdéria. O produto final obtido apds a
evaporagdo era de 130 mg (65 % de rendimento), como
determinado por TLC contra o produto de reagdo nao
purificado e comparagdo com um produto-padrao (NHS-NG-DOPE)
obtido de NOF (Japéo).

Exemplo 4: Preparagdo de NHS-NG-DOPE

NG-DOPE pré-preparada e purificada (200 mg) (NOF
Corporation, Japédo) e NHS (N-hidroxissulfosuccinimida; 34
mg) foram pesadas e colocadas num bal&o cédnico de 5 ml com
2 aberturas. Uma abertura foi selada com uma rolha de
borracha e foi adicionada uma barra de agitacdo através da
abertura restante.

O baldo foi entdo colocado sob vacuo e preenchido com
gas azoto com fluxo suave (repetido trés vezes). O balao
foi ent&o mantido sob azoto com a utilizacdo de um baldo de
azoto.

Apbds colocacgdo sob azoto, foram adicionados ao balédo
2,5 ml de cloroférmio seco, que foram agitados com a
utilizagdo da barra de agitacéo e da placa de agitacédo. A
reacgao foi executada em temperatura ambiente por
aproximadamente 30 minutos e o turbilhonamento foi
utilizado para dissolver os materiais de partida. Uma
amostra de 20 pl de lipido + NHS foi colocada de lado para
utilizagdo no controlo de TLC/monitoramento da reacgdo.

Uma solucéao de 61 mg de DCC (1, 3-
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diciclohexilcarbodiimida) dissolvida em 2,5 ml de
clorofédrmio seco (transparente, dissolvido rapidamente) foi
entdo preparada. A solucdo de DCC foi adicionada gota a
gota a mistura lipido/NHS ao longo de um periodo de 15
minutos. A solugdo tornou-se nebulosa mediante a adicao de
DCC.

No momento 0, foi realizada uma TLC (clorofdérmio 70 %,
30 % metanol, adgua 5 %) no lipido/NHS e 1lipido/NHS/DCC para
monitorizar a reacgdo colocando-se 50 mg de clorofdérmio na
placa de TLC, permitindo-se que secasse, e foil entéo
colocada na cémara de reacdo (clorofdédrmio 70 %, 30 %
metanol, agua 5 %) para migrar.

A mistura de reacgdo continuou com agitacdo sob fluxo
de azoto, e a formacdao de produto (Rf 0,3 - 0,4) foi
monitorizada ao longo do tempo.

Permitiu-se que a reacgcdo prosseguisse ao longo de um
periodo de tempo de 2-3 dias em temperatura ambiente com
fluxo de azoto e agitacéao.

A mistura de reacdo foi entdo filtrada através de um
funil de Bruchner e lavada duas vezes com 2 x 5 ml de
cloroférmio. Toda a solugdo foi «colhida e seca por
evaporagdo giratdéria. Fol obtida uma pasta semissdlida.

A pasta semissdlida foil ressuspensa em 2 x 3 ml de
cloroférmio, e depois filtrada e seca. Esse processo foi
repetido trés vezes. Finalmente, apds trés vezes, o produto
foi ressuspenso em 2 x 3 ml de clorofédrmio.

Uma coluna de silica gel foi preparada misturando-se
silica em clorofdérmio, e foi entdo compactada numa coluna
de 1 cm x 28 cm com valvula reguladora. O tamanho
aproximado do leito da coluna era de 1 cm x 14 cm. A coluna
foi equilibrada com clorofdérmio (compactado por gravidade) .

As amostras foram carregadas na coluna de silica gel
equilibrada (mas nao seca). A seguir, foram acrescentados
100 ml de clorofédrmio a coluna, e foram colhidas aliquotas

em fragbes de 100 ml. A taxa de fluxo era funcdo da
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gravidade (Fracgao 1).

Fracdo 1. Adicionados 100 ml de clorofédrmio/metanol
(90/10, wvol/vol) a coluna. Colhidas fragbdes de 100 ml
(Fracao 2).

Adicionados 200 ml de clorofdérmio/metanol (50/10,
vol/vol) a coluna (20 x 10 ml). Colhidas fracgbes de 20 x 10
ml (Fragdo 3 - 23).

As fragcdes 1 a 23 foram testadas usando aliquotas de 5
ml por meio de TLC.

As fragbes 9 a 22 foram reunidas em pool e secas até
uma pelicula fina usando evaporacao giratdria e
liofilizagé&o. O peso final de NHS-NG-DOPE dessas fracgdes
foi de 61,9 mg (27,9 % de rendimento).

Exemplo 5: Preparacdo de Mistura Lipidica (NG-DOPE:Tf-NG-
DOPE : DMPC : CH)

583 mg de DMPC (NOF Corporation, Japao), 299 mg de
colesterol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Japdo) e
75,7 mg de NG-DOPE (NOF  Corporation, Japao) foram

misturados e dissolvidos em t-BuOH (10 v/p vs. lipidos (10
ml)) a 45-50 °C.

A solugdo resultante foi deitada num bald&o e congelada
durante cerca de 8 horas numa prateleira a -40 °C. Ela foi
despressurizada a cerca de 0,1 mmHg e mantida em presséo
reduzida durante 2 dias com elevacgcao da temperatura de -40
°C a 25 °C em etapas, e, por esse processo, fol obtida uma
mistura lipidica liofilizada.

Um pé da mistura lipidica liofilizada obtida acima foi
misturado com 2 0 mg de Tf-NG-DOPE em pd (como preparado no
Exemplo 29) e triturado. Desse modo, foi obtido um pbd
homogéneo da mistura, com uma razdo lipidica de 50:45:5
(DMPC:Co01 :NG-DOPE+Tf-NG-DOPE) .

Exemplo 6: Preparacdo de Composicdes que Contém Lipossoma

Foram preparadas misturas de lipidos de acordo com os
exemplos prévios com os componentes pormenorizados abaixo:
Entrada 1: DMPC/Col/NG-DOPE (155 mg/79,4 mg/16,1 mg)
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Entrada 2: DMPC/Col/NG-DOPE (155 mg/79,4 mg/16,1 mg)
Entrada 3: DMPC/Col/NG-DOPE/NHS-NG-DOPE (152 mg/77,9
mg/15,8 mg/4,38 mg)

Entradad: DMPC/Col/NG-DOPE/NHS-NG-DOPE (152mg/77, 9
mg/15,8 mg/4,38 mg)
Entradab: DMPC/C0l/NG-DOPE/Tf-NG-DOPE (148 mg/76,0
mg/15,4 mg/4,8 mg)
Entrada6: DMPC/Col/NG-DOPE/TEf-NG-DOPE (148 mg/76,0

mg/15,4 mg/4,8 mqg)

Cada uma das entradas 1, 3 e 5 foi hidratada e agitada
com 3 00 mM de solucdo aquosa de sacarose (20 v/p vs.
lipidos (5 ml)) (5 ml de solucdo de sacarose (20 v/p) foram
adicionados a mistura lipidica seca e agitados) durante 3 0
minutos a 40-45 °C. Cada uma das entradas 2, 4 e 6 foi
hidratada e agitada com uma solucdo aquosa de I1I-OHP (8 mg
1-OHP/ml, 20 v/p vs. lipidos (5 ml) numa solucdo 300 mM de
sacarose) durante 30 minutos a 40-45 °C. Desse modo, foi
obtida uma mistura contendo lipossoma.

O diédmetro do lipossoma foi determinado por QELS e o0sS
resultados sd&o mostrados na Figura 8. Os 1lipossomas
presentes na mistura contendo lipossoma tém um didmetro
médio de 500-2.000 nm e uma ampla distribuic¢do de tamanhos
em torno de 100-10.000 nm.

Exemplo 7: Preparacdo de Lipossoma que Contém Oxaliplatina
(NG-DOPE : Tf-NG—-DOPE : DMPC : CH)

A composicao do lipossoma fol como se segue:
Dimiristoil fosfatidilcolina (1,2-dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfocolina : DMPC) (NOF Corporation, Japao)
Colesterol (CH) (Solvay Pharmaceuticals B.V., Holanda)
N-glutaril-dioleoil fosfatidil etanolamina (N- glutaril-
1,2-dioleoil-sn-glicero-3—-fosfoetanolamina, sal sdédico:
DOPE-CO- (CH,) 3—COOH; a seguir no presente documento
representado por NG-DOPE) (NOF Corporation, Japao)
Succ—-N-glutaril-dioleoil fosfatidil etanolamina (N-

(succinimidil-glutaril)-1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
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fosfoetanolamina, sal sdédico: DOPE-CO- (CH,)3-CO-0Su; a
seguir no presente documento representado por NHS-NG-
DOPE) (NOF Corporation, Japé&o) DMPC:CH:NG-DOPE:NHS-NG-
DOPE = 50:45:4:1 (m/m) .

Como a fase aquosa, foi usada uma solucdao aquosa de 2-
OHP (8 mg/ml, numa solucdo de sacarose 300 mM) .

Uma mistura de DMPC, CH, NG-DOPE e NHS-NG-DOPE (na
razdo molar de 50:45:4:1) foi dissolvida em 4 v/p (vs. peso
total de lipidos) de solvente etanol/t-butanol/adgua morna.
A solugédo lipidica foi injetada em solugdo de sacarose 300
mM contendo cerca de 8 mg/ml de I1I-OHP a aproximadamente 45
°C, de tal forma que a concentracdo do solvente tornou-se
cerca de 14 & v/v.

A suspensdo foil passada através de um Extrusor que foi
embalado sobre cinco pedagos de filtros de 100 nm (N° de
Catédlogo 112105, Whatman plc, GB) sob pressido de cerca de
1.378,95-5.515,80 kPa a aproximadamente 45 °C. O lipossoma
foi assim obtido, tendo um didmetro médio de
aproximadamente 100 nm. O dié&metro do lipossoma foi
determinado usando QELS.

Seis litros de soro fisioldégico tamponado com fosfato
(pH 7,9), 6 1litros de solugdo de transferrina (N° de
Catédlogo 4455, Selorogicals, GA, EUA) (20 mg/ml) e 18
litros de suspensao de lipossomas foram misturados e
agitados a 30 °C durante 15-60 minutos. Isso resultou numa
mistura de reagdo que continha 4 mg/ml de transferrina e 20
mg/ml de lipidos.

A andlise quantitativa de transferrina foil realizada
pelos ensaios de A4acido bicinconinico (BCA) de acordo com
instrugdes proporcionadas pelo vendedor.

O aumento do peso molecular apds a incorporacado de
transferrina foi investigado por SDS-PAGE (eletroforese em
gel de poliacrilamida Sdédio Dodecil Sulfato). A andlise de
NG-DOPE foi realizada por cromatografia 1ligquida de alto

rendimento (HPLC) com detetor de dispersao de 1luz
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evaporativa (ELSD2000, Alltech, MD, EUA) usando uma coluna
Silicagel (YMC PVA Silica Column, 4,6 x 250 mm, 5 pum).
Exemplo 8: Preparacdo de Lipossoma que Contém Oxaliplatina
(NG-DSPE : TF-NG-DSPE : DSPC: CH)

A composicdo do lipossoma foli como se segue:
Diestearoil fosfatidilcolina (1,2-diestearoil—-sn-
glicero-3-fosfocolina: DSPC) Colesterol (CH)
N-glutaril-diestearoil fosfatidil etanolamina (N-
glutaril-1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina,
sal sdédico: DSPE- (CH;)3-COOH; a seguir no presente
documento representado por NGDSPE)

DSPC:CH:NG-DSPE = 2:1:0,2 (mol/mol).

Como a fase aquosa, foil usada uma solucdéo aquosa de 1-
OHP (8 mg/ml, numa solucdo de sacarose a 9 %), como
descrito no Exemplo 1.

Uma mistura de DSPC (MC8080, NOF, Japdo), colesterol
(038-03005, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Japao) e
NG-DSPE (Dr. Kazuo Maruyama, Universidade de Teikyo,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Japdo) na razdo de
2:1:0,2 (m/m) foi dissolvida em <clorofdérmio e éter
isopropilico.

A solucdo resultante, foi adicionada uma solucgdo de I-
OHP (numa solucgéo de sacarose a 9 %), e depois a mistura
resultante foi sonificada durante cerca de 15-30 minutos. A
solucdo foi entdo evaporada por evaporacao giratdria a 60
°C para remover o0 solvente e o congelamento/descongelamento
foi repetido cinco vezes. A suspensao foi congelada (por
meio de imersdo em banho de gelo seco/acetona) e
descongelada (deixando-a em repouso e por meio de imersao
em dgua morna). Isso foi repetido cinco vezes.

A seguir, o produto resultante foi dimensionado a 60
°C usando filtros de Extrusor (duas vezes a 400 nm e depois
cinco vezes a 100 nm), (Lipex™ Extruder, Modelo N° TO0O01,
Northern Lipids Inc., Canadd) e ultracentrifugado (200.000

X g, 60 minutos, cerca de 4 °C). O precipitado foi
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Q.

ressuspenso numa solucao de sacarose a 9 % ou tampao MES
(pH 5,5) (tampdo MES. N° de Catdlogo 345-01625, Dojindo
Laboratories, Japdo) para obter lipossoma NG-DSPE:DSPC:CH
com 1-OHP encapsulada.

Subsequentemente, o lipossoma NG-DSPE:DSPC:CH com 1-
OHP encapsulada foi derivatizado com transferrina (Tf). Ao
lipossoma NG-DSPE com 1-OHP encapsulada assim obtido, foram
adicionados cloridrato de l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC; N° de Catalogo
#22980, Pierce Biotechnology, Inc., EUA) (numa qguantidade

de 2,7 % em relacao ao peso do lipido) e N-
hidroxissulfossuccineimida (S—NHS; 038-0432, Wako Pure

Q.

Chemical Industries, Ltd., Japdo) (numa quantidade de 7,3 %
em relagcdo ao peso do lipido), e a mistura foil deixada em
temperatura ambiente durante 10 minutos.

A  seqguir, a solucdo resultante, foi adicionada
transferrina (Tf) (numa quantidade de 20 % em relacdo ao
peso do 1lipido); (N° de Catédlogo T4132, SIGMA, EUA) e
agitada em temperatura ambiente durante 3 horas. Uma
solugdo 1 mM em PBS (soro fisioldgico tamponado com
fosfato) de transferrina (Tf) (numa quantidade de 20 % em
relagcdo ao volume da mistura de reacdo total) e PBS 1 mM
foram adicionados (numa quantidade de 20 % em relagdo ao
volume da mistura de reacdo total), e a solugcao resultante
agitada em temperatura ambiente durante 1 hora.

A forma apo assim obtida do lipossoma Tf-NG-DSPE, 10-
40 eqg. (vs. transferrina) de citrato de ferro-citrato de
s6dio (Wako Pure Chemical Industries; Ltd., Japdo) foram
adicionados a suspensdo e agitados em temperatura ambiente
durante 15 minutos. A solugédo resultante foi ultrafiltrada
como acima. O precipitado foli entdo ressuspenso numa
solugdo de sacarose a 9 %, através da qual foi obtida uma
forma holo do lipossoma Tf£-NG-DSPE. A  solucgdo foi
ultrafiltrada (200.000 x g, 60 minutos, cerca de 4 °C) e

depois o precipitado foi ressuspenso numa solugdo de
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Q

sacarose a 9 %.

A andlise quantitativa de transferrina foi realizada
pelos ensaios de &cido bicinconinico (BCA), realizados de
acordo com as instrugdes do vendedor (N° de Catédlogo 23227,
BCA™ Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology, Inc., EUA).

O aumento do peso molecular mediante derivatizacgdo foi
investigado por SDS-PAGE (eletroforese em gel de
poliacrilamida Sédio Dodecil Sulfato). A andlise de NG-DSPE
foi realizada por cromatografia liquida de alto rendimento
(HPLC) com detetor de dispersao de 1luz evaporativa
(ELSD2000, Alltech, MD, EUA) usando uma coluna Silicagel
(YMC PVA Silica Column, 4,6 x 250 mm, 5 um).

Exemplo 9: Preparacdo de Lipossomas que Contém Oxaliplatina
PEGuilados

Apbds o protocolo experimental no Exemplo 8, foram
preparados lipossomas DSPC:colesterol :DSPE-PEG (2K) —
OMe :DSPE-PEG (3, 4K) —COOH (lipossomas TEf-PEG) . Nesses
lipossomas, a razao de componentes foi como se segue:
DSPC:colesterol :DSPE-PEG (2K) -OMe :DSPE-PEG (3, 4K) —COOH =
2:1:0,16:0,03.

Esse lipossoma continha 6 % por mol de PEG-lipido e 1
% por mol de PEG-COOH-lipido, e Tf é ligada ao lipossoma
através de PEG-COOH.

Também foram feitos pelo método de Exemplo 8
lipossomas Tf/PEG-DSPE (lipossomas Tf/PEG-NG-DSPE).

Nesses lipossomas, a razao de componentes fol como se
seqgue: DSPC:colesterol :DSPE-PEG (2K) -OMe : NG-DSPE =
2:1:0,16:0,03.

Esse lipossoma é derivatizado com PEG, e a Tf foi
ligada ao lipossoma através de  NG-DSPE. Lipossomas
derivatizados com PEG também podem ser produzidos pelos
métodos descritos nas Publicacgdes de Pedidos de Patente US
N° 2003/0224037 e 2004/0022842.

Exemplo 10: Preparacido de Lipossoma em Branco
Uma mistura de DMPC, Col (Wako Pure Chemical
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Industries, Ltd., Japdo), NG-DOPE (NOF Corporation, Japao)
e NHS-NG-DOPE (NOF Corporation, Japdo) (na razao molar de
50:45:4:1; 410 g de DMPC, 211 g de Col, 43 g de NG-DOPE e
12 g de NHS-NG-DOPE, respetivamente) foi dissolvida em 4
v/p (vs. peso total de lipidos) de solvente etanol/t
butanol/4dgua morna. A suspensdo resultante, com um volume
de 20 litros, foi incubada a 45 °C com agitacdo e passada
através de um Extrusor (Stevested Machinery & Engineering
Ltd., Canadd) que foi embalado com uma pilha de cinco
filtros de policarbonato 100 nm (N° de Catédlogo 112105,
Whatman pie, UK) sob pressdo de cerca de 1.378,95-5.515,80
kPa, a aproximadamente 45 °C. Dessa forma, foram obtidos os
lipossomas, com um didmetro médio de aproximadamente 100
nm. O didmetro dos lipossomas foi determinado por QELS.

Suspensao de lipossomas, tampdo de PBS (pH 7,9) e
solugdo de transferrina em PBS (N° de Catédlogo 4455,
Selorogicals, GA, EUA) (pH 7,0) foram misturados na razao
de 3:1:1 (v/v), e depois agitados durante 15-60 minutos a
30 °C. Aproximadamente 6 litros de lipossomas direcionados
foram obtidos desse modo.

Vinte gramas (cerca de 19 ml) de solucdo de lipossoma
foram deitados num baldo, e congelados por cerca de 8 horas
numa prateleira a -40 °C. Ela foi despressurizada a cerca
de 0,1 mmHg e mantida na pressao reduzida durante 2 dias
com elevacdo da temperatura de —-40 °C a 25 °C em etapas, ao
longo de um periodo de 2 dias. Ao término desse processo,
cerca de 3,5 g de lipossoma direcionado liofilizado foram
obtidos. Os lipossomas foram subsequentemente armazenados a
4 °C.

Exemplo 11: Encapsulacdo de Oxaliplatina em Lipossoma

Direcionado Pré-Preparado

Uma solucdo aquosa de I1-OHP (8 mg/ml, numa solucdo de
sacarose 300 mM) foi adicionada a cerca de 3,5 g de
lipossomas em branco liofilizados, e reidratada por

agitacdo por 2 horas a 40 °C. Apds agitacdo, a 2-0HP
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lipossdémica fol separada da I1-OHP livre por fracionamento
usando Sephadex G-25 (gl x 45 cm). A 1-OHP lipossdmica e a
1-OHP livre foram monitorizadas por VIS 600 nm e UV 210 nm,
respetivamente.

A quantidade de 1-OHP e de colesterol foi medida. A
concentracdao de I-OHP foi calculada para o caso de
condensacdo da fragdo lipossémica até a concentracéo
original de colesterol; finalmente, o rendimento de 2-0OHP
foi medido por comparacdo da concentracado de 1-OHP do
lipossoma e uma concentracdo de alimentacdo de 1-OHP.

A concentracdo total de 1-OHP para o caso de
condensacdo da fracdo lipossémica até a concentracédo
original de colesterol foi de 210 pg/ml, e o rendimento de
1-OHP foi de 2,6 %.

Isso indica que 210 pg/ml de 1-OHP foram encapsulados
no lipossoma direcionado liofilizado.

Exemplo 12: Comparacdo dos Niveis de Lipossomas no Sangue e
érgéos

Foi realizado um estudo comparativo para avaliar a

retencdo sanguinea e o acumulo em 6rgdos de composigdes de
lipossomas com 2-0HP encapsulada modificadas por Tf em
ratinhos qgue apresentam tumor. Machos de ratinhos BALB/c
com 1idade de 5 semanas foram usados como o0s modelos

animais, e células de Cdlon 26 (derivatizadas de cancro de

cdlon de ratinho) foram utilizadas como as células
tumorais. As células foram obtidas do Laboratory of
Biopharmaceutics, Universidade de Teikyo, Escola de

Ciéncias Farmacéuticas, Japéo.

As células de Coélon 26 (2 x 10° células) subcultivadas
in vitro foram implantadas por via subcuté&nea na regido
dorsal dos ratinhos. Um ratinho com um tumor com um
didmetro de cerca de 8 a 10 mm (apds crescimento de 8 a 10
dias, em média) foi wusado como o ratinho gque apresenta
cancro de c¢délon. Uma solucdo de cada um dos lipossomas

preparada nos Exemplos 5 e 6 ou I1-OHP (8 mg/ml numa solucgéo
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de sacarose a 9 %) foi 1njetada na veia do rabo. A
concentracao de oxaliplatina foi ajustada a 5 mg de 1I-
OHP/kg de peso corporal em cada caso. Como lipossomas,
foram usados lipossomas Tf-NG-DSPE ((m ; Exemplo 5),
lipossomas Tf£/PEG-NG-DSPE ((A); Exemplo 6) e lipossomas Tf-
PEG-DSPE ((4); Exemplo 6).

Sangue, plasma, figado, baco, rim, coracgdo, pulmido e
tecidos tumorais foram colhidos de 3 ratinhos em cada ponto
no tempo para cada grupo em 1, 3, 6, 24, 48 e 72 horas apds
a administracdo. A concentracdo de Pt no sangue, em cada
6rgdo e em tecidos tumorais foi determinada usando absorcgao
atédmica (ARA), e a concentracdo de 1-OHP foi calculada e
registada como a razdo (%) para a dose. As concentracdes no
sangue sdo mostradas na Figura 9.

O lipossoma Tf-NG-DSPE mostrou substancialmente a
mesma retencdo sanguinea até 3 horas apds a administracéo,
comparado com o lipossoma Tf-PEG-DSPE e com o lipossoma
Tf/PEG-NG-DSPE. No entanto, apds 6 horas, o lipossoma Tf-
NG-DSPE mostrou alguma retencao sanguinea, mas ela
desapareceu mais rapidamente do sangue, comparado com OS
lipossomas de PEG. As concentragdes nos tecidos tumorais
sdo mostradas na Figura 10. O lipossoma Tf-NG-DSPE mostrou
substancialmente o mesmo acumulo em tecidos tumorais que o
lipossoma Tf-PEG-DSPE e que o lipossoma Tf/PEG-DSPE, apesar
de ser retido numa menor concentracdo no sangue ao longo do
tempo.

A partir dos resultados acima, verificou-se que cerca
de 6 horas de tempo de retencao no sangue apds
administragdo s&do necessarias e suficientes para libertar
uma concentracdo suficiente de um férmaco ao tecido tumoral
num nivel significativo ou maior em ratinhos. Considera-se
que um tempo de retencdo no sangue maior do que esse pode
aumentar a possibilidade de causar um efeito adverso num

tecido normal.
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Exemplo 13: Preparacdo de Lipossoma de Diagndéstico e
125

Acumulo de I em Tecido Tumoral

Foram preparados 1lipossomas da mesma forma qgue no
Exemplo 7, com a excecdo de que ['*°I]-Tiraminil inulina (em
solucdo de PBS) substituiu 1I-OHP, e foram obtidos
lipossomas de DMPC/CH/NG-DOPE/Tf-NG-DOPE/['*°I]-Tiraminil
inulina. Os componentes lipidicos também foram obtidos como
descrito no Exemplo 7. Foram preparadas duas formulagdes de
lipossomas, com os componentes mostrados a seguir. O
lipossoma desprovido de Tf£-NG-DOPE serviu como controlo

para a distribuicdo ndo direcionada do lipossoma.

Lipossoma Direcionado: DMPC/CH/NG-DOPE/Tf-NG-DOPE
(63,3/31,7/4/1 (m/m))
Lipossoma Nao Direcionado (controlo) : DMPC/CH/NG-DOPE

(63,3/31,7/5 (m/m))

12°T estava ligado & tiraminil inulina por combinacgédo
de Na-'*I (PerkinElmer Japan Co., Ltd., Japao) e tiraminil
inulina (Dr. Kazuo Maruyama, Universidade de Teikyo,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Japdo) usando o método
iodogen (Biochem. Biophys. Res. Coimun., 122, 319-325

(1984) . Dessa forma, foili obtida 125
125

I-Tiraminil inulina.
Solugdo de I-Tiraminil inulina/PBS(-) numa concentragio
de cerca de 1 mg/ml foi entdo encapsulada no lipossoma,
como descrito no Exemplo 7.

100 pl de cada uma das solugbes de lipossomas foram
injetados na veia do rabo de ratinhos murideos que
apresentam cancro de cdélon descritos no Exemplo 12. Foi
colhido tecido tumoral e do rabo de 5 ratinhos em cada
ponto no tempo para cada grupo em 1, 6, 24 e 48 horas apos
a administracao. O peso do tecido tumoral foi medido, e a
radioatividade (unidade: cpm) no tecido tumoral e no rabo
foi medida wusando um contador gama ("Aloka Auto Gamma
System ARC-300", Japéao). Os resultados foram avaliados como
a quantidade de distribuicdo no tecido tumoral (% de

dose/g-tumor) = [(valor da contagem no tecido tumoral) -
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(valor de b.g.)] x 100 / [(valor da contagem do padrdo) -
(valor da contagem no rabo)] / (peso de tecido tumoral
(g)). A semivida radioativa de '*’I é de aproximadamente 60

dias.

A radicatividade de 100 pl da solugdao administrada
(padrao: Std.) foi definida como 100 %, e o valor da
contagem de um tubo de ensaio wvazio foil definido como o
valor do nivel de fundo (b.g.). Os resultados sdo mostrados
na Figura 11. Como fica evidente pela andlise da Fig. 11,
lipossoma modificado com Tf mostra alto acumulo para um
tecido tumoral, enquanto lipossomas nao direcionados nao
exibem um acumulo elevado. Esses resultados demonstram que
lipossomas que encapsulam um composto radiocativo sao uteis
para a detecdo de tecido tumoral.

Exemplo 14: Comparacdo de Efeitos Antitumorais de

Lipossomas

Foi realizado um estudo comparativo para avaliar os

efeitos antitumorais sobre ratinhos com cancro de cdlon
Célon 26 para composicbes de lipossomas com  I-OHP
encapsulada modificadas por Tf (lipossomas TE-PEG
preparados no Exemplo 9, lipossomas Tf-NG-DSPE : NG-
DSPE:DSPC:CH preparados no Exemplo 8, lipossomas Tf/PEG-NG-
DSPE preparados no Exemplo 9; 9 ratinhos em cada grupo) e
para cada uma das composicdes de lipossomas as dquais
transferrina nédo estda ligada ((-) TF6 ratinhos em cada
grupo) .

Os ratinhos que apresentam tumor foram preparados da
mesma forma que no Exemplo 12. Como controlo, fox usada uma
solucdo de 1-OHP (8 mg/ml numa solucdo de sacarose a 9 %).
A data quando 1-OHP foi administrada em doses de 5 mg/kg
foi definida como a data de partida e, no 4° dia, 1- OHP
foi administrada em doses de 5 mg/kg novamente. O tamanho
do tumor no dia 0 foi definido como 1, e o tamanho foi
mostrado como a razao com base nesse tamanho de partida. O

tamanho do tumor foi medido no dia 0 e nos 2°, 5°, 7°, 10°¢°,
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13°, 15°, 18° e 21° dias e os dias de sobrevida foram
avaliados.

Os resultados sdo mostrados na Figura 12.

Como pode ser observado na Figura 12, as composicdes
de lipossomas as quais transferrina estd ligada exibiram um
efeito inibidor sobre o crescimento tumoral. Por outro
lado, as composicbes de lipossomas as quais transferrina
ndo estd ligada tiveram um efeito mais fraco sobre o
crescimento tumoral, comparadas com aquelas composicdes de
lipossomas as quais transferrina foi ligada. A partir dos
resultados revelados nas Figuras 9 e 10, verificou-se que
cerca de 6 horas do tempo de retencdo no sangue apds
administracdo sdo0 necesséadrias e suficientes para que um
lipossoma ao gqual transferrina estd ligada tenha um efeito
inibidor sobre o crescimento tumoral e faca com que a
concentracdo de um fadrmaco que se acumula num tecido
tumoral seja significativa e substancialmente o mesmo
nivel. Considera-se que um tempo de retencdo no sangue mais
longo do que esse possa aumentar a possibilidade de causar
um efeito adverso sobre um tecido normal.

Exemplo 15: Otimizacdo do Teor de NG-DSPE

A fim de determinar a razdo de mistura o6tima de NG-
DSPE num lipossoma, foi investigada a retencdo sanguinea de
NG-DSPE na qual um agente anticancro nado era encapsulado em
ratinhos normais. Foram preparadas composicdes de
lipossomas nas quals um agente anticancro nado foi
encapsulado da mesma forma gque no Exemplo 8, mas usando
adgua em vez de uma solucdo de 1-OHP como a fase aquosa, com
quantidades diferentes de NG-DSPE.

A quantidade molar total dos componentes lipidicos
totais que constituem um lipossoma é definida como 100 %, e
0s teores de NG-DSPE sdao mostrados como a razao (% por mol)
de NG-DSPE em relacdo aos componentes lipidicos totais.
Além disso, um lipossoma que contém 6 % por mol de lipido
MPB (MPB-DSPE) ou lipido PDP (PDP-DSPE) como o constituinte
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lipidico também foi preparado. O lipossoma MPB é obtido por
formacao de um lipossoma ligando-se maleimida-—
fenilbutirato (MPB) ao grupo amino da etanolamina do
lipido, e 1ligando-se Tf ao lipossoma através de MPB
(870013(16:0), Avanti Polar Lipids, Inc, EUA). O lipossoma
PDP (870205 (16:0, "Avanti Polar Lipids", 1Inc, EUA)) &
obtido por formagcdo de um lipossoma ligando-se @ 2-
piridiltio propionato (PDP) ao grupo amino da etanolamina
do lipido, e ligando-se Tf ao lipossoma através de PDP.

Na experiéncia, foram usados 105 ratinhos (machos ICR,
6 semanas de idade) (Tokyo Laboratory Animal Science Co.,

Ltd., Japao). Como rastreador, 125

I foi ligado a tiraminil-
inulina, (preparada como descrito no Exemplo 13) e essa
solucdo de inulina numa concentragdo de cerca de 1 mg/ml
foi encapsulada no lipossoma. O peso do sangue e dos 6rgéos
colhidos para cada caso foi medido, e a radioatividade
(unidade: cpm) do lipossoma marcador foi medida usando um
contador gama (Aloka Auto Gamma System ARC-300, Japéao).
Além disso, a radicatividade de cada solugdo administrada
(100 pl) a veia do rabo foi medida. A radiocatividade de 100
1l da solucgédo administrada (padrao: Std.) foi definida como
100 %, e o valor (% de dose) para cada o6rgao fol expresso
como uma percentagem. A guantidade total de sangue foi
estimada como sendo 7,3 % do peso corporal, e a quantidade
de lipossoma no sangue foi expressa como a quantidade no
sangue total. O wvalor da contagem de um tubo de ensaio
vazio foi definido como o wvalor do nivel de fundo (b.g.),

que foi subtraido do valor da contagem para cada amostra.

Quantidade de distribuicdo no sangue (%) = [(valor da
contagem do sangue) - (valor de b.g.)] x (peso corporal do

ratinho (g)) x 0,073 x 100 / [(valor da contagem do padréao)
- (valor da contagem do rabo) x (peso de sangue (g))].

Os resultados sao mostrados na Figura 13. Com relacéo
a concentracdo no sangue apds 6 horas, o lipossoma NG-DSPE

mostra alta retencdo sanguinea quando o teor lipidico é de
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3 % por mol ou maior. Como ocorre para o lipossoma de
maleimida (MPB 6 %), a retencdo sanguinea foi baixa.
Exemplo 16: Efeito de Tf e Acido Dicarboxilico na Retencédo

Sanguinea

A fim de investigar os efeitos da presencga ou auséncia

da transferrina ligada ao lipossoma e dos tipos de &cidos
dicarboxilicos (por exemplo, glutarilo, succinilo, etc.),
foi examinada a retencdo sanguinea de um lipossoma ligado a
transferrina em que um  agente anticancro nao era
encapsulado em ratinhos normais. O método experimental foi
o0 mesmo como descrito no Exemplo 15.

Foi preparado um lipossoma contendo um fosfolipido ao
qual acido succinico foi ligado em vez de &cido glutérico.

NG-DSPE (glutdrico) foi preparada da seguinte forma.
No escuro, sob um jato de gés de azoto, DSPE (ME-8080, NOF
Corporation, Japdo) foil suspensa em clorofdérmio desidratado
de 10 vezes o volume de DSPE. A seguir, 1,3 quantidades
equivalentes de trietilamina (208-02643, Wako Pure Chemical
Industries, Ltd., Japédo) foram adicionadas, e uma solugéo
em clorofédrmio desidratado de 4cido glutédrico anidro
(GO071, Tokyo Chemical Industry, Japao) (dissolvido em
cloroférmio desidratado do mesmo volume que DSPE) foi
adicionada gota a gota em temperatura ambiente. Apds o
término, a solucgdo foi feita reagir a 30 °C durante 2 horas
durante agitacéo.

A seguir, a solucdo de reacdo foi lavada 3 vezes com
um tampdo de acetato (pH 4,5), e a camada orgénica foi
desidratada com sulfato de magnésio e filtrada por
filtragcdo por sucgdo com um aspirador de fluxo de &agua. A
seguir, o filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida a 3
0 °C. Quando ela tornou-se oleosa (cerca de 2 vezes O
volume de DSPE), foi adicionado metanol para formar
cristais, e depois filtrada. Ela foi dissolvida em
cloroférmio novamente, e esse procedimento foil repetido

duas vezes. A seguir, o cristal foi seco sob pressao
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reduzida em temperatura ambiente, através do qual foi
obtido um produto alvo como um cristal branco. O lipossoma
NG-DSPE foi preparado pelo mesmo método que no Exemplo 8.

Os resultados s&o mostrados na Figura 14. O lipossoma
ao qual transferrina estd 1ligada através de 4cido
dicarboxilico (NG-DSPE: N-glutaril-diestearoil fosfatidil
etanolamina, NS-DSPE: N-succinil-diestearoil fosfatidil
etanolamina) mostra alta retencadao sanguxnea. No entanto, no
caso do lipossoma ao qual transferrina estd ligada através
de uma ligacdo S-S por maleimida (MPB), a retencgéao
sanguinea foi baixa, embora o mesmo ligando, transferrina,
estivesse ligado.

Exemplo 17: Andlise Eletroforética de Lipossomas

Como um exemplo dos métodos analiticos para
caraterizacdo dos 1lipossomas, ¢é mostrado um exemplo de

eletroforese. O lipossoma foil dissolvido e desnaturado a 95

o

°C durante 5 minutos em tampdo de amostra contendo 25 % de
SDS e 5 % de 2-mercaptoetanol. Usando gel de poliacrilamida
de cerca de 75 % a 10 % (Funakoshi, Easy gel (II), gel pré-
moldado, Japdo), 5 pl de cada amostra foram aplicados no
gel, e a eletroforese foi realizada sob uma corrente
constante de 20 mA durante 1 a 2 horas.

Apds a eletroforese, o gel foi corado com prata com um
kit de coloracdo com prata (Wako Pure Chemical Industries,
Silver Staining II Kit Wako, Japdo). Os resultados séo
mostrados na Figura 15 para os seguintes lipossomas: pista
6 (lipossoma transferrina-N-glutaril- diestearoil
fosfatidil etanoclamina (lipossoma Tf-NG-DSPE)); pista 5
(lipossoma transferrina-polietilenoglicol- diestearoil
fosfatidil etanolamina (lipossoma Tf-PEG- DSPE)). As pistas
1-4 contém h-apo-Tf (240 ng), h-apo-Tf (120 ng), h-apo-Tf
(60 ng) e h-apo-Tf (30 ng), respetivamente.

No caso do exemplo comparativo, o lipossoma Tf-PEG-
DSPE, como o polietilenoglicol tem alguma distribuicdo de

peso molecular, surgiu uma imagem complicada de
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eletroforese com varias bandas. No caso do lipossoma Tf-NG-
DSPE, apareceu uma unica banda, que é bem mais facilmente
analisada e aumenta a habilidade ©para ©purificar o
lipossoma. Esses resultados indicam que, para a composicéo
de lipossoma de acordo com a presente invencdo, um método
de ensaio analitico ¢é mais simples do dque para uma
composicdo de lipossoma derivada por PEG.

Exemplo 18: Efeito de PE Livre sobre Composicdes de
Lipossoma

A fim de investigar os efeitos da presenca de

fosfatidil etanolamina livre (nao-NG-PE) num lipossoma, a
capacidade de ligacédo de Tf foi medida para o lipossoma Tf-
NG-DSPE e para um lipossoma preparado por adigao de
diestearoil fosfatidil etanolamina (DSPE) (sem NG
presente). O lipossoma Tf-NG-DSPE foi preparado a partir de
DSPC (64 partes), CH (32 partes) e NG-DSPE (4 partes), e o
lipossoma Tf-NG-DSPE + DSPE foil preparado a partir de DSPC
(64 partes), CH (32 partes), NG-DSPE (4 partes) e DSPE (10
partes) da mesma forma gque no Exemplo 8.

Subsequentemente, Tf foi ligada a NG-DSPE ©pela
utilizacdo de 10 quantidades equivalentes de NHS e ECD/HC1
e 0,05 gquantidades equivalentes de Tf. A seguir, as
amostras de lipossoma numa quantidade que corresponde a 1
mg de lipido foram separadas por SDS-PAGE, e as bandas
foram visualizadas por coloracdo por prata como descrito no
Exemplo 17.

Os resultados sao mostrados na Figura 16. Verificou-se
que, no caso do lipossoma NG-DSPE + DSPE ao qual 10 % por
mol de DSPE foram adicionados, a quantidade ligada de Tf
era significativamente baixa, comparada cora a do lipossoma
NG-DSPE que ndo continha n&o-NG-DSPE. E provavel que isso
ocorra porque o grupo amino de Tf e o grupo amino de DSPE
competem entre si na reacdo, em que Tf é ligada ao grupo

carboxilo de NG-DSPE.
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Exemplo 19: Comparacdo de Niveis de Lipossoma no Sangue e
nos Orgdos

Com a utilizacé&o dos protocolos descritos no Exemplo

12, foram comparados os niveis de lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-
DOPE : DMPC : CH (TE-NG-DOPE :NG-DOPE) (preparados Como no
Exemplo 7) e lipossomas TEf-PEG-DSPE (preparados como no
Exemplo 9) no sangue e no tumor. Os resultados para a
quantidade de lipossoma retida no sangue sao revelados na
Figura 17, e a quantidade de lipossoma detetada em tumores
¢ mostrada na Figura 18.

Os resultados nas Figuras 17 e 18 mostram que, embora
os lipossomas Tf-NG-DOPE:NG-DOPE mostrem um menor acumulo
no sangue (Fig. 17) do que os lipossomas Tf-PEG-DSPE, eles
foram capazes de libertar uma guantidade maior de
oxaliplatina ao tumor (Fig. 18). Provavelmente, o acumulo
menor de lipossomas no sangue reduz os efeitos sistémicos
adversos da oxaliplatina.

Exemplo 20: Comparagcdo dos Efeitos Antitumorais dos

Lipossomas em Ratinhos com Tumor de Célon 26

Com a utilizacgcdo dos protocolos descritos no Exemplo
14, foram comparados os efeitos de lipossomas NG-DOPE:Tf-
NG-DOPE:DMPC:CH (preparados como no Exemplo 7) e lipossomas
Tf-PEG-DSPE (preparados como no Exemplo 9) sobre tumores de
cédlon 26 em ratinhos. Os resultados sdo revelados na Figura
19.

Como pode ser observado na Figura 19, ambos o0s
lipossomas mostram uma 1inibig¢&o do crescimento tumoral
comparados com a solucdo de oxaliplatina; no entanto, como
observado no Exemplo 19, o menor acumulo de NG-DOPE:Tf-NG-
DOPE:DMPC:CH no sangue (plasma) significa provavelmente que
esses lipossomas sdo mais bem tolerados pelos individuos
aos quais sado administrados.

Exemplo 21: Efeitos Antitumorais dos Lipossomas sobre o

Modelo de Xenoenxerto de Tumor de Célon HCT-116

Foi estudada a eficdcia antitumoral dos lipossomas NG-
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DOPE :Tf-NG-DOPE:DMPC:CH (preparados como no Exemplo 7)
quando administrados contra xenoenxertos de tumor de colon
humano HCT-116 implantados por via subcuténea. O teste foi
realizado no Southern Research 1Institute, AL, EUA, em
machos de ratinhos atimicos NCr-nu (02/A/08F17T9, Frederick
Cancer Research and Development Center, MD, EUA; 50
ratinhos), com oxaliplatina em solucdo usada como um
composto de referéncia. A atividade antitumoral dos
lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH ¢é resumida na Figura
20.

Os lipossomas de NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH foram
administrados por via intravenosa (i.v.) a cada gquatro dias
por quatro injec¢des (g4d x 4) como doses de 15 e 10
mg/kg/injecdo. A oxaliplatina foi administrada no mesmo

esquema, numa dose de 15 mg/kg/injecdo. Grupos de controlo

o

de veiculo (cerca de 10,3 de sacarose) e de lipossoma
direcionado foram injetados na mesma propramacao.

O volume tumoral médio para o modelo de tumor de cdlon
HCT-116, apds tratamento com lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-
DOPE: DMPC: CH a cada 4 dias, foi de 28,9 % do volume
tumoral de controlo para o grupo de 15 mg/kg, e 35,9 % do
volume tumoral de controlo para o grupo de 10 mg/kg. A
atividade antitumoral dos 1lipossomas de NG-DOPE:Tf-NG-
DOPE:DMPC:CH também foi comparada com oxaliplatina né&o
lipossdmica no modelo de HCT-116, em que os lipossomas NG-
DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH mostraram maior eficdcia em termos
de volume tumoral relativo, guando administrados a 15 mg/kg
(28,9 % do volume tumoral de controlo) a cada quatro dias
(4x) . Oxaliplatina ndo lipossdmica libertada a 15 mg/kg a
cada quatro dias (4x) gerou 39,3 % do volume tumoral de
controlo.

Exemplo 22: Efeitos Antitumorais dos Lipossomas sobre o

Modelo de Xenoenxerto de Tumor de Célon HT-29

Foi estudada a eficécia antitumoral de lipossomas NG-
DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH (preparados como no Exemplo 7)
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quando administrados contra xenoenxertos de tumor de colon
humano HT-29 implantados por via subcutdnea. O teste foi
realizado no Panapharm Laboratories Co., Ltd., Japdo, em
fémeas de ratinhos atimicos BALB/cA Jcl nu (CLEA Japan,
Inc., Japdo; 50 ratinhos), e os resultados estdo resumidos
na Figura 21. Grupos de 4 ratinhos receberam a
administragdo de lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH em
doses de 6,7, 10 ou 15 mg/kg, ou controlo de veiculo. O
veiculo e os grupos tratados com 6,7 e 10 mg/kg foram
injetados no 10°, 14° e 19° dias, e o grupo tratado com 15
mg/kg foi injetado no 10° e 14° dias.

O volume tumoral médio para o modelo de tumor de cdlon
HT-29 apds tratamento com lipossomas NG-DOPE:Tf-NG- DOPE:
DMPC:CH foi de 66,3 % do volume tumoral de controlo para o
grupo de 6,7 mg/kg, e 395 % do volume tumoral de controlo
para o grupo de 10 mg/kg (valor p < 0,01).

Exemplo 23: Efeitos Antitumorais dos Lipossomas sobre

Modelo de Xenoenxerto de Tumor Gastrico MKN45

Foi estudada a eficdcia antitumoral de lipossomas NG-
DOPE :Tf-NG-DOPE:DMPC:CH (preparados como no Exemplo 7)
quando administrados contra xenoenxertos de tumor géastrico
humano MKN45 implantados por via subcuténea. O teste foi
realizado no Panapharm Laboratories Co., Ltd., Japdo, em
machos de ratinhos atimicos BALB/cA Jcl-nu (CLEA Japan,
Inc., Japédo; 50 ratinhos) e estd resumido Fig. 22.

Os grupos de 4 ratinhos receberam a administracdo de
lipossomas de NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH em doses de 6,7,
10 ou 15 mg/kg, ou controlo de veiculo. O grupo de veiculo
e 0s grupos tratados com 6,7 e 10 mg/kg foram injetados no
7°,  12° e 24° dias, e o grupo tratado com 15 mg/kg foi
injetado no 7° e 24° dias. O volume tumoral médio para o
modelo de tumor géstrico MKN45 apds tratamento com
lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH foi de 65,4 % do
volume tumoral de controlo para o grupo de 6,7 mg/kg (valor

p 0,05), 49,6 % do volume tumoral de controlo para O grupo
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de 10 mg/kg (valor p 0,01), e 485 % do volume tumoral de
controlo para o grupo de 15 mg/kg (valor p < 0,01;
libertado a cada 17 dias).

Exemplo 24: Efeitos Antitumorais dos Lipossomas sobre o
Modelo de Xenoenxerto de Tumor de Célon COLO 205

Foi estudada a eficdcia antitumoral de lipossomas de
NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH (preparados como no Exemplo 7)
quando administrados contra xenoenxertos de tumor de colon
humano COLO 205 implantados por via subcutdnea. O teste foi
realizado no Southern Research Institute, AL, EUA, em
machos de ratinhos atimicos NCr-nu (01/A/09F3T8, Federic
Cancer Research and Development Center, WMD, EUA), com
oxaliplatina em solugdo usada como composto de referéncia,
e ele é resumido na Fig. 23.

Em 40 ratinhos, lipossomas NG-DOPE:Tf-NG- DOPE: DMPC:
CH foram administrados por injecdo i.v. a cada quatro dias
por trés injecgbes (gdd x 3) em doses de 10 e 5
mg/kg/injecdo. A oxaliplatina foi administrada numa dose de
5 mg/kg/injecdo no mesmo esquema. O grupo de controlo foi
injetado no mesmo esquema. Tumores em estdgio avancgado
foram tratados de novo comecando no 47° dia para todos os
grupos.

Os lipossomas NG-DOPE : TE-NG-DOPE : DMPC : CH foram
administrados em dias alternados por duas injecdes em doses
de 15 e 10 mg/kg/injecdo, seguido por tratamento em dias
alternados por seis injecbes em doses de 4 e 2
mg/kg/injecgéao, respetivamente. A oxaliplatina foi
administrada no mesmo esquema, em doses de 10 e 2
mg/kg/injecdo. O grupo de controlo foi tratado no mesmo
esquema.

O volume tumoral médio para o modelo de tumor de cdlon
COLO 205 apdés tratamento com lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-
DOPE:DMPC:CH administrados inicialmente em doses de 10 e 5
mg/kg, com tratamento subsequente de estdgio avancado,

tumor tratado previamente com lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-
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DOPE:DMPC:CH em doses de 15 e 10 mg/kg, seguido por
lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH em doses de 4 e 2
mg/kg usando varios esquemas de tratamento, foi entre 53,2
% e 695 % do volume tumoral de controlo (valor p < 0,05 ou
0,01).

Exemplo 25: Encapsulacdo de Oxaliplatina em Lipossomas

Direcionados

A fim de medir a razdo de oxaliplatina encapsulada em
lipossomas de NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH (Tf£-NG-DOPE:NG-
DOPE) preparados como no Exemplo 7, foi usado o seguinte
procedimento.

A extensdo da encapsulacédo foi determinada passando-se
uma aliquota da amostra por uma coluna em espiral de 3.000
MWCO (valor de corte do peso molecular) (coluna de membrana
ultrafiltro de celulose 30K MWCO, N° de Catédlogo 42410,
Millipore Corp., EUA) e medindo-se a concentragcdo de
oxaliplatina no eluente usando HPLC com eluigdo isocréatica
de acetonitrilo 1 % em solugdo aquosa diluida de &cido
fosférico (pH 3,0).

O nivel de oxaliplatina foi determinado apds filtracéo
em membrana usando andlise HPLC para quantificar os niveis
de farmaco ndo encapsulado (livre). As eficiéncias de
captura de 3 1lotes, preparados como no Exemplo 7, foram
maiores do que 98 % (veja—-se Quadro 1).

Quadro 1 A Razdo de Encapsulagdo de Oxaliplatina em

Lipossomas
Lote I II IIT
% de encapsulacéo 98, 8 99, 6 99,1

Exemplo 26: pH dos Lipossomas Direcionados

O pH dos lipossomas direcionados pode ser determinado
colocando-se os lipossomas da invencdo em adgua destilada e
medindo-se com um medidor padrdao de pH, como descrito a

seguir.
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O pH dos lipossomas de NG-DOPE:Tf-NG-DOPE:DMPC:CH
(preparados como no Exemplo 7) foi determinado por medidor
de pH (VWR Modelo 8000), com um elétrodo preenchido com gel
Ag/AgCl. Os valores de pH para 4 1lotes de lipossomas
variaram de pH 7,17-7,23, como mostrado no Quadro 2 a
seguir.

Quadro 2 pH do Lipossoma

Lote 1 2 3 4

eH |7,17|7,17|7,23|7,20

A aparéncia dos lipossomas em pHs variados € resumida
no Quadro 3. Esses resultados indicam que um pH baixo levou
a agregacédo, sedimentacdo e precipitacdo, o que pode ser
causado por protonacdo de NG-DOPE e Tf, seguida por
agregacao da bicamada e desnaturacdo de transferrina.

Quadro 3 Condigdo de Lipossoma em VArios Valores de pH

PH Observagdes

7,19 |Liquido, translucido, rosa claro

Liquido, transltcido, sem alteracgdes, comparado

com nenhuma adic¢do, rosa claro

Liquido, translicido, sem alteracdes, comparado

com nenhuma adic¢do, rosa claro

Liquido, pequenos precipitados brancos mediante
6. 37 adicdo, que se limpa num minuto, comparado com
r

nenhuma adicdo, rosa claro

Liquido, precipitados brancos mediante adicédo, que
se limpa dentro de um minuto, mas €& ligeiramente

mais turvo, com cor ligeiramente branca

Liquido, pequenos precipitados brancos, turvo, de

5,07 |cor branca
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4 33 Viscosidade aumentada, quantidade significativa de
r

precipitados brancos, muito turvo, de cor branca

Muito viscoso, amostra nao se move gquando o tubo
3,72 |da microcentrifuga € acionado, de cor branca de

cabeca para baixo, opaco, de cor branca

Exemplo 27: Identificacdo de Transferrina Conjugada e

Padréo de SDS—-PAGE de Transferrina em Lipossomas

Direcionados

Esse estudo foi realizado para confirmar a conjugacao
de transferrina a NG-DOPE nos lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-
DOPE:DMPC:CH preparados como no Exemplo 7. Quando a
transferrina é conjugada a NG-DOPE, o complexo mostra um
peso molecular maior do que transferrina nao conjugada
nesse método.

O lipossoma foi dissolvido e desnaturado a 95 °C
durante 5 minutos em tampdao de amostra contendo 25 % de SDS
e 5 % de 2- mercaptoetanol. As amostras foram entédo
aplicadas a um gel de poliacrilamida de gradiente 5-10 %, e
depois foram submetidas a eletroforese na presencga de SDS.
As Dbandas de proteina migrada foram visualizadas com a
utilizacdo de um azul brilhante G-coloidal (B2025, SIGMA,
EUA) .

A  transferrina no lipossoma foi detetada como
transferrina conjugada a NG-DOPE, o gue mostrou um peso
molecular maior do que a de transferrina intata (veja-se a
Fig. 24). Uma banda menor com um peso molecular menor foi
detetada como transferrina livre.

A razao de transferrina livre em relacéao a
transferrina conjugada a NG-DOPE na SDS-PAGE (Fig. 24) foi
calculada como a &rea do pico usando Scion Image software
(disponivel livremente em www.microsoft.com.DirectX). A
razédo de Tf livre em Tf total do lipossoma NG-DOPE:Tf- NG-—
DOPE:DMPC:CH foi de aproximadamente 4,7 %.
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Exemplo 28: Andlise da Pressdo Osmdética

A pressdo osmética em certa temperatura depende de
sacarose e sails, tais como cloreto de sddio e tampéo
fosfato. Ela nédo depende do soluto, mas da densidade idnica
total e do tamanho das moléculas dentro da solucéo.
Normalmente, a pressdo osmdética pode ser medida usando um
instrumento conhecido como osmémetro, que mede a pressao
osmética em unidades de pressido adequadas.

A pressdo osmdética de lipossomas NG-DOPE:Tf-NG-
DOPE:DMPC:CH preparados como no Exemplo 7 em temperatura
ambiente foi medida wusando um osmdémetro (Vapro Vapor
Pressure Osmometer Modelo 5520, Wescor, Inc., EUA). Os
valores de osmolaridade para 3 preparagbes de lipossomas
variaram de 360-370 mOsm/kg, como registado no Quadro 4.

Quadro 4 Pressdo de Osmolaridade

Lote A B c

Osmolaridade (mOsm/Kg) 360 370 368

Exemplo 29: Isolamento de Tf-NG-DOPE

900 ml de EtOH foram adicionados a 100 ml de lipossoma
direcionado (DMPC/Col/NG-DOPE/Tf-NG-DOPE) (como preparado
no Exemplo 10, antes da liofilizacao), e agitados
completamente. A mistura foi entdo centrifugada (9.000 rpm,
10 minutos, 20 °C; CF16RX, Hitachi Koki Co., Ltd., Japéao) e
foi obtido um pélete.

100 ml de EtOH foram entdo adicionados a esse pélete e
agitados completamente. A mistura foil centrifugada (9.000
repm, 10 minutos, 20 °C; CF16RX, Hitachi Koki Co., Ltd.,
Jap&o) novamente, e foi obtido um pélete esbranquicado
(laranja claro). Esse processo de lavagem foi repetido mais
uma vez.

O pélete obtido acima foi seco com gas N; durante 30
minutos. O material seco foi entdo dissolvido em 10 ml de

dgua destilada e passado através de um filtro estéril (0,22
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pm) (Millipore Corp., EUA).

O filtrado foi deitado num baldo e congelado por cerca
de 8 horas numa prateleira a -40 °C. A amostra foi
despressurizada a cerca de 0,1 mmHg e mantida sob pressao
reduzida durante 2 dias com elevacgcao da temperatura de -40
°C a 25 °C em etapas. Aproximadamente 444 mg de Tf-NG-DOPE
(cerca de 45 % de teor de transferrina do lipossoma
direcionado) foram obtidos dessa forma.

Exemplo 30: Preparacdo de Tf-NG-DSPE

200 pl de solugdo aquosa de NHS (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd., Japdo) (0,1 mol/1l), 200 ul de solucgéo
aquosa de EDC (cloridrato de N-etil-N'—-(3-
dimetilaminopropil) - carbodiimida) (Tokyo Chemical Industry
Co., Ltd., Japdo) (0,25 mol/l) e 1 ml de solugdo de NG-DSPE
(2 mmol/1l) contendo 2 % (p/v) de 0G (n-octil-D-
glucopiranosida) (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.,
Japédo) em 50 mmol/l1 de tampdo MES (pH 5,5) foram misturados
e agitados durante 10 minutos.

O excesso de reagentes foi eliminado por coluna
Sephadex G-15 (1,5 cm x 20 cm, 0,1 % (p/v) de 0OG em 50
mmol/1l de tampdo HEPES (pH 8,0), GE Healthcare Bio-
Sciences Corp., EUA) e fracionado a cerca de 1 ml/tubo.

5 ml de solucdo aquosa de transferrina a 1 % (Sigma,
EUA) foram adicionados gota a gota as fracgdes que contém
NG-DSPE, e agitados gentilmente durante 20 horas a 4 °C. A
identificacdo foi por determinacdo MS de cada fracgéao.

O produto de reacdo foil entdo fracionado a cerca de
1,7 ml/tubo por coluna TOYOPEARL HW-55S (1,5 cm x 45 cm,
NaCl a 0,9 %, Tosoh Bioscience LLC, EUA); Tf-NG-DSPE foi
estimado por espetrometria de massa (MALDI-TOF/MS) e SDS-
PAGE com coloragédo de CBB (Azul Brilhante Coomasie, Wako

Pure Chemical Industries, Ltd., Japéao).

204



EP 1 863 448 B1

DOCUMENTOS REFERIDOS NA DESCRIQAO

Esta lista de documentos referidos pelo autor do presente

pedido de patente foi elaborada apenas para informacado do

leitor.

europeia.

Nao & parte

Ndo obstante o cuidado na sua elaboracgao,

integrante do documento de patente
o IEP

nao assume qualquer responsabilidade por eventuais erros ou

omissdes.

Documentos de patente referidos na descricgéo

us
us
Uus
us
us
Uus
us
us
Uus
us
us
Uus
us
us
Uus
Us
us
Us
Us
Us
Uus
Us
us
Uus
Us
us

4169846
5338874
5298642
5959133
5420319
5716988
5290961
4983397
6476068
5834012
5756069
6387397
5534241
4789633
4925661
6153596
6057299
5648478
6723338
6627218

A

B - - R R - R = - e R N o

A

[0012]
[0012]
[0012]
[0012]
[0012]
[0012]
[0012]
[0019]
[0019]
[0019]
[0019]
[0019]
[0019]
[0019]
[0019]
[0019]
[0019]
[0019]
[0019]
[0019]

[0338]
[0338]
[0338]
[0338]

[0338]
[0022]

20030224037 A [0019] [0022]

20040022842 A [0019] [0022]
20010033860 A [0019]
20030072794 A [0019]
20030082228 A [0019]
20030212031 A [0019]

[0026]
[0026]

[0581]
[0581]

205



EP 1 863 448 B1

. Us
° us
o Us
. WO
. WO
o WO
. us
. us
o Uus
. us
. us
o Uus
. us
. us
o Uus
. us
. us
o Uus
. WO
. WO
o Uus
. us
. us
* Uus
. Us
° us
. Us
o Us
. Us
. Uus
o Us
* us
. WO

. Us

20030203865 A [0019]

20040142025 A [0019]

20040071768 A [0019]
0074646 A [0019]

9613250 A [0019]
9833481 A [0019]
5013556 A [0022]
6316024 A [0022] [0026]
6056973 A [0022] [0026]
5945122 A [0022]
5891468 A [0022]
6126966 A [0022]
5593622 A [0022]
5676971 A [0022]
6586559 A [0022]
5846458 A [0022]

20030113262 A [0022]
20020136707 A [0022]
9930686 A [0022]

0241870
6228391
6197333
6046225

o W w »

[0022]
[0022]
[0022]
[0022]

5292524 B [0022]

20050271588
20040213833
20040029210
20030175205
20030162748
20030130190
20030059461
20020034537

A

e - =

A

[0022]
[0022]
[0022]
[0022]
[0022]
[0022]
[0022]
[0022]

9301828 A [0023] [0282]
6936272 B [0024]
6897196 B [0024]

[0424]

206



EP 1 863 448 B1

. Us
. us
o Us
* us
. us
o Uus
. us
. us
o Uus
. us
* us
o Uus
* us
. us
o Uus
* us
. us
o Uus
* us
. us
o WO
. WO
. WO
o WO
. WO
. WO
o WO
. WO
. WO
. EP
. JP
. EP
. WO
. JP
* us

6077834 B [0024]

20050136064
20040234588
20030215490
20030166601
20010038851

A
A
A
A
A

[0024]
[0024]
[0024]
[0024]
[0024]

5049390 A [0026]

5780052
5786214
6245427
6524613
6749863
6177059

e =

[0026]
[0026]
[0026]
[0026]
[0026]
[0026]

6530944 A [0026]
2003143742 A [0026]

20030228285
20020198164
20030220284
20030165934
20030027779

B

A

[0026]
[0026]
[0026]
[0026]
[0026]

9533841 A [0026]
9519434 A [0026]
2001037807 A [0026]
9633698 A [0026]
200149266 A [0026]
9940789 A [0026]
9925320 A [0026]
9104014 A [0026]
9207959 A [0026]
1369132 A [0026]

B [0026]
[0029]
[0030]
H7501316 A [0282]
5804552 A [0282]

2001002592
1209469 Al
9604232 Al

207



EP 1 863 448 B1

US 5554728 A [0282]
JP 001261688 A [0283]
US 4534899 A [0285]

JP 9040685 A [0338]
US 5026651 A [0365]
US 4235871 A [0432] [0447]

Literatura ndo relacionada com patentes referida na

descricgéo

WILKES GM. New therapeutic options in colon, cancer:
focus on oxaliplatin. Clin J Oncol Nurs, 2006, vol. 6,
131-137 [0012]

PAPAHADJOPOLULOS D ; ALLEN TM ; GBIZON A et al.
Sterically stabilized liposomes: Improvements in
pharmacokinetics and antitumor therapeutic efficacy.
Proc Natl Acad Sci U.S.A., 1991, wvol. 88, 11460-11464
[0019]

ALLEN TM ; MARTIN FJ. Advantages of liposomal delivery
systems for anthracyclines. Semin Oncol, 2004, vol. 31
(13), 5-15 [0019]

WEISSIG et al. Pharm. Res., 1998, wvol. 15, 1552-155¢
[0019]

VAIL DM ; AMANTEA MA ; COLBERN GT et al. Pegylated
Liposomal Doxorubicin: Proof of Principle Using
Preclinical Animal Models and Pharmacokinetic Studies.
Semin Oncol., 2004, wvol. 31 (13), 16-35 [0021]
ALIMINANA et al. Prep. Biochem. Biotech., 2004, wvol.
34 (1), 77-96 [0022]

PARK YS ; MARUYAMA K ; HUANG L. Some negatively
charged phospholipids derivatives prolong the liposome
circulation 1in vivo. Biochimica et Biophysica Acta,
1992, vol. 1108, 257-260 [0023]

AHL et al. Biochimica Biophys. Acta, 1997, vol. 1329,
370-382 [0023]

IINUMA H ; MARUYAMA K et al. Intracellular ’'’targeting

208



EP 1 863 448 B1

therapy of cisplatin-encapsulated transferrin-
polyethylene glycol liposome on peritoneal
dissemination of gastric cancer. Int J Cancer, 2002,
vol. 99, 130-137 [0026]

. ISHIDA O ; MARUYAMA K ; TANAHASHT H ; IWATSURU M ;
SASAKI K et al. Liposomes bearing polyethylene glycol-
coupled transferrin with intracellular targeting
property to the solid tumors in vivo. Pharmaceutical
Research, 2001, vol. 18, 1042-1048 [0026]

o HOLMBERG et al. Biochem. Biophys. Res. Comm., 1989,
vol. 165 (3), 1272-1278 [0026]

. NAM et al. J. Biochem. Mol. Biol., 1998, wvol. 31 (1),
95-100 [0026]

U NAG et al. J. Drug Target., 1999, wvol. 6 (6), 427-438
[0026]

. CHANEY SG et al. Recognition and processing of

cisplatin- and oxaliplatin-DNA adducts. Crit Rev Oncol
Hematol., 2005, vol. 53, 3-11 [0338]

. SHINDELMAN JE ; ORTMEYER AE ; SUSSMAN HH.
Demonstration of the transferrin receptor in human
breast cancer, tissue. Potential marker for
identifying divining cells. Int J Cancer, 1981, wvol.
27 (3), 329-34 [0365]

o LLOYD JM; O'DOWD T ; DRIVER M ; TEE DE. Demonstration
of an epitope of the transferring receptor in human
cervical epithelium--a potentially useful cell marker.
J Clin Pathol., 1984, wvol. 37 (2), 131-5 [0365]

. HABESHAW JA ; LISTER TA ; STANSFELD AG ; GREAVES MF.
Correlation of transferrin preceptor expression with
histological class and outcome in non—-Hodgkin
lymphoma. Lancet, 1983, wvol. 1 (8323), 498-501 [0365]

. European Phmaracopoeia [0382]
. J. Colloid and Interface Sci., 1972, vol. 39, 670-675
[0407]

. LIU et al. Biochim. Biophys. Acta, 1992, wvol. 1104

209



EP 1 863 448 B1

(1), 95-101 [0409]

. HARASHIMA et al. J. Drug Target., 1995, vol. 3 (4),
253-261 [0409]

U Comp. Biochem. Physiol., 1949, wvol. 116B, 137-160
[0521]

. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1984, wvol. 122, 319-
325 [0521] [0595]

. J. Biol. Chem., 1951, vol. 193, 265-270 [0522]

. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1983, wvol. 80, 2263-2266
[0523]

. J. Cell Physiol., 1987, vol. 132, 492-500 [0523]

. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995, wvol. 92, 3318-3322
[0523]

. J. Pharm. Sci., 1995, vol. 84, 216-220 [0523]

] Eur. J. Biochem., 1989, vol. 186, 367-373 [0523]

J. Biol., Chem., 1983, vol. 258, 4715-4724 [0523]

Lisboa, 3 de Fevereiro de 2015

210



EP 1 863 448 B1

1.

REIVINDICAGOES

Um lipossoma direcionado que compreende:

um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos
¢ uma fosfatidilcolina,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento,
um fadrmaco encapsulado ou composto marcado e,
pelo menos um lipido adicional, em que o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol, em que a fosfatidil etanolamina derivatizada
de 4cido N-(w)-dicarboxilico modificada por fator de
direcionamento compreende um ligando de direcionamento
ligado a uma segunda fosfatidil etanolamina derivatizada
de acido N-(w)-dicarboxilico; em qgue 0 fator de
direcionamento estd presente numa quantidade de 10 a 50
ug por mg de lipido;
e em que:

a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-

dicarboxilico é representada pela Férmula 1,

Hg i
R ~—0—CH

o o
|
H@—o—g—g—mgcugmgméwcﬁﬂmmcﬁcﬁ

@

Farmuda 1 5
e
a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido

N- (w) ~dicarboxilico é representada pela Fdérmula 3,
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em que:

R', R’, R° e R° sdo, cada um, independentemente, um

grupo acilo, e

m e p sado, independentemente, um numero inteiro de 1

a 10;
e em que o lipossoma nao compreende uma fosfatidil
etanolamina nao derivatizada, polietileno glicol, ou
fosfatidilcolina de ovo,
em que o) termo "fosfatidil etanolamina nao
derivatizada" refere-se a fosfatidil etanolamina,
fosfatidil etanolamina(s) semissintética(s), fosfatidil
etanolamina(s) sintética(s) e/ou derivados da mesma que
ndo sao abrangidos pela seguinte Foérmula 1, Fdérmula 2
ou Férmula 3,

Mgl i
RA——0—C
]

8
2H

Formula 1

o
W y

R"\_‘ﬁ

Formuia 2
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em que:
R!, R?, R?, RY, R’, e R° s3o, cada  um,
independentemente um grupo acilo, e
m, n, e p sao independentemente um numero inteiro de
1 a 10;
e em que o ligando de direcionamento nao é um

anticorpo intato.

2. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgao
1, em que a fosfatidilcolina inclui uma fracgdo de um acido

gordo saturado.

3. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacéao

1, em que a fosfatidilcolina é DMPC, DSPC, POPC ou DPPC.

4. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacéo
1, em gque o lipossoma compreende DMPC e colesterol, DSPC e

colesterol, POPC e colesterol, ou DPPC e colesterol.

5. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacao

1, em gque o lipossoma compreende DMPC e colesterol.

6. Um lipossoma direcionado de acordo com qgqualquer uma
das reivindicagbes 1 a 5, em gque m e p sao, cada um,

independentemente, um numero inteiro de 2 a 4.

7. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacéo

6, em que m e p sao iguais.
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3. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacéo

7, em que m e p sao 3.

9. Um lipossoma direcionado de acordo com qualguer uma
das reivindicagdes 1 a 8, em que R', R?, R’ e R° sdao, cada
um, independentemente, oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou

miristoilo.

10. Um 1lipossoma direcionado de acordo com gqualguer uma
das reivindicagées 1 a 9, em que R' e R’ sdo iguais, e R’ e

R® sdo iguais.

11. Um lipossoma direcionado de acordo com qualquer uma

das reivindicacgdes 1 a 9, em gue R?, RZ, R’ e R® sao iguais.

12. Um lipossoma direcionado de acordo com gqualquer uma
das reivindicagbes 1 a 8, em gue Rl, R?, R° e R° sdo

oleoilo.

13. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgéo
1, em que R', R?, R’ e R® sdo oleoilo ou estearoilo, e m e P

sdo 3.

14. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacéo

13, em que a fosfatidilcolina é DMPC ou DSPC, e o pelo

menos um lipido adicional é colesterol.

15. Um 1lipossoma direcionado de acordo com qualguer uma
das reivindicag¢bes 1 a 14, em que o ligando de
direcionamento ¢ selecionado a partir de transferrina,
acido félico, acido hialurdnico, uma cadeia de aglcar, e um

fragmento de um anticorpo monoclonal.

16. Um 1lipossoma direcionado de acordo com gqualguer uma

das reivindicacodes 1 a 14, em que o ligando de
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direcionamento ¢é selecionado a partir de transferrina,

4dcido félico, &cido hialurédénico e uma cadeia de agucar.

17. Um lipossoma direcionado de acordo com gqualquer uma
das reivindicacodes 1 a 14, em que o) ligando de

direcionamento é transferrina.

18. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgéao
17, em que a transferrina é numa forma holo, mas n&o numa

forma apo.

19. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgdao

17, em que a transferrina é numa forma holo.

20. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgéo
1, em que R', R’, R e R° sdo oleoilo, m e p sdo 3, o
ligando de direcionamento é transferrina, a
fosfatidilcolina é DMPC, e o pelo menos um lipido adicional

é colesterol.

21. Um lipossoma direcionado de acordo com gqualguer uma
das reivindicagbes 1 a 20, em qgue o diametro médio do

lipossoma € de 50 nm a 250 nm.

22. Um lipossoma direcionado de acordo com qualgquer uma

das reivindicacdes 1 a 21, em que o fadrmaco estd presente.

23. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicagéo

22, em que o farmaco é um agente anticancro.

24. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicagéo

22, em que o farmaco é um fadrmaco citotdxico.

25. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgéo

22, em que o farmaco é um composto de platina.
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26. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgdao
25, em que o composto de platina €& biplatina, cisplatina,
carboplatina, ormaplatina, oxaliplatina, zeniplatina,

enloplatina, lobaplatina ou espiroplatina.

27. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgéo

22, em que o farmaco é oxaliplatina.

28. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacéo
1, em que o farmaco é oxaliplatina; R', R?’, R’ e R° sdo
oleoilo; m e p sdo 3; o 1ligando de direcionamento ¢é
transferrina; a fosfatidilcolina é DMPC; e o pelo menos um

lipido adicional é colesterol.

29. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgéo
27 ou 28, em gque a oxaliplatina é dissolvida numa solucgdo
aquosa de um agucar selecionado a partir de trehalose,
maltose, sucrose, manose, lactose, manitol, glicerol e

dextrose.

30. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacéo
29, em que o agucar é numa concentracdo de desde cerca de 1

até cerca de 20 por cento de agucar (v/v).

31. Um lipossoma direcionado de acordo com qgualquer uma
das reivindicagdes 27 a 30, em qgque a concentragao de

oxaliplatina é de 0,1 mg/ml a 25 mg/ml dentro do lipossoma.

32. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgao

22, em que o farmaco é um inibidor de topoisomerase I.

33. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgéao
32, em que o inibidor de topoisomerase I € topotecano ou

irinotecano.
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34, Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacéo

22, em que o farmaco é um alcaloide da wvinca.

35. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacéo
34, em que o alcaloide da vinca é vincristina, vinblastina,

vinleurosina, vinrodisina, vinorelbina ou vindesina.

36. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgao

22, em gque o farmaco é um acido nucleico.

37. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacéo
36, em que o acido nucleico ¢ um oligonucledétido antissense

ou uma ribozima.

38. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgéao

22, em que o farmaco € um agente alquilante.

39. Um lipossoma direcionado de acordo com a reivindicacgéo
22, em que o farmaco ¢é um taxano, um antagonista
metabdélico, um antibidético antitumoral, um farmaco de

terapéutica hormonal, ou um farmaco de alvo molecular.

40. Um lipossoma direcionado de acordo com gqualguer uma
das reivindicagbées 1 a 39, em gque o lipossoma nao

compreende um lipido catidnico.

41. Um lipossoma direcionado de acordo com gqualgquer uma
das reivindicagbes 1 a 39, em gque o lipossoma nao

compreende um lipido anidnico.

42. Um método de producdo de um lipossoma direcionado de
acordo com qualquer uma das reivindicacgbes 1 a 41, dque
compreende as etapas de:

(a) misturar:

o um ou mais fosfolipidos,
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a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento,
=¥
o pelo menos um lipido adicional, para formar uma
mistura de lipidos;
(b) adicionar o farmaco ou composto marcado a mistura de
lipidos formada na etapa (a);

(c) formar um lipossoma.

43. Um método de acordo com a reivindicacdo 42, que
compreende ainda uma etapa de:

(d) purificar o lipossoma da etapa (c).

44, Um método de acordo com a reivindicacdo 42 ou 43, em
que o farmaco na etapa (b) estd em solugdo aquosa antes da

mistura.

45. Um método de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 42 a 44, em qgque a etapa (c) compreende

sonicacéo, agitacado, ou extrusao.

46. Um método de producdo de um lipossoma direcionado de
acordo com qualquer uma das reivindicagbdes 1 a 41, que
compreende as etapas de:
(a) misturar:
o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico,
um éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, e,
o pelo menos um lipido adicional, para formar uma
mistura de lipidos,

em que o éster succinimidilico de wuma fosfatidil
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etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é

representado pela Férmula 2,

em que:
R° e R' sdo, cada um, independentemente, um grupo
acilo, e
n &, independentemente, um numero inteiro de 1 a 10;

(b) adicionar o farmaco ou composto marcado a mistura de

lipidos formada na etapa (a);

(c) formar um lipossoma; e,

(d) ligar um ligando de direcionamento ao éster

succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina

derivatizada de &acido N-(w)-dicarboxilico.

47. Um método de acordo com a reivindicacdo 46, que
compreende ainda uma etapa de:

(e) purificar o lipossoma da etapa (d).

48. Um método de acordo com a reivindicacédo 46 ou 47, em
que o farmaco na etapa (b) estd em solucdo aguosa antes da

mistura.

49. Um método de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 46 a 48, em que a etapa (c) compreende

sonicagao, agitacgdo, ou extruséo.
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50. Uma formulacéo farmacéutica que compreende um
lipossoma direcionado de acordo com qgualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 41 e um ou mais portadores, excipientes,
diluentes, estabilizantes, ou conservantes

farmaceuticamente aceitéveis.

51. Um 1lipossoma direcionado de acordo com gqualguer uma
das reivindicacgdes 1 a 41, para utilizacdo num método de
tratamento do corpo  humano ou animal por meio da

terapéutica.

52. Um lipossoma direcionado de acordo com dgqualgquer uma
das reivindicacdes 1 a 41, em que o lipossoma direcionado
compreende um farmaco, e o fadrmaco € um agente anticancro,

para utilizacgdo num método de tratamento do cancro.

53. Utilizacdo de um lipossoma direcionado de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 41, em gque o lipossoma
direcionado compreende um fadrmaco, e o fadrmaco é um agente
anticancro, no fabrico de um medicamento para o tratamento

do cancro.

54. Um lipossoma direcionado de acordo com gqualguer uma
das reivindicagbes 1 a 21, 40, e 41, em que o lipossoma
direcionado compreende um composto marcado, para utilizacgdo

num método de diagndstico.

55. Utilizacdo de um lipossoma direcionado de acordo com
qualguer uma das reivindicagbdes 1 a 21, 40, e 41, em que o
lipossoma direcionado compreende um composto marcado, no

fabrico de um agente de diagndstico.

56. Um lipossoma em branco que compreende:
um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos

z

& uma fosfatidilcolina, uma fosfatidil etanolamina

10
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derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e,
pelo menos um lipido adicional, em gue o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol,
em que a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
(w) —dicarboxilico modificada por fator de direcionamento
compreende um ligando de direcionamento ligado a uma
segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
(w) —dicarboxilico;
em qgque o fator de direcionamento estd presente numa
quantidade de 10 a 50 ug por mg de lipido;
e em que:
a fosfatidil etanolamina derivatizada de acido N-(w) -
dicarboxilico é representada pela Fdérmula 1,
gt
RE e

G O
H;gG—O%W%EC?HQ””ENSQ*{CHEBMNG@QH

2

Farmuta 1 ‘ N

e
a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido
N-(w) -dicarboxilico é representada pela Fdérmula 3,

HAC— 0 I

-
fmz““g“g“@%“@“ ’
Fomas O 5

em que:
R% R% R> e R° sdo, cada um, independentemente, um

grupo acilo, e m e p sdo, 1independentemente, um

11
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nimero inteiro de 1 a 10;

e em gque o lipossoma nao compreende uma fosfatidil
etanolamina nao derivatizada, polietileno glicol, ou
fosfatidilcolina de ovo,

em que o) termo "fosfatidil etanolamina nao
derivatizada" refere-se a fosfatidil etanolamina,
fosfatidil etanolamina(s) semissintética(s), fosfatidil
etanolamina (s) sintética(s) e/ou derivados da mesma que
ndo sao abrangidos pela seguinte Férmula 1, Férmula 2

ou Férmula 3,

b o
R =0

O Q
) I P
HC—O Qe T CH i Do CH g O O0H
H

Férnwla 14

em que:
R!, R?, R?, RY, R’, e R° s&o, cada  um,
independentemente um grupo acilo, e

m, n, e p sao independentemente um numero inteiro de

12
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1 a 10;
e em que o ligando de direcionamento ndo € um anticorpo

intato.

57. Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacgao
56, em que a fosfatidilcolina inclui uma fracdo de um acido

gordo saturado.

58. Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacgéo
56, em que a fosfatidilcolina é DMPC, DSPC, POPC ou DPPC.

59. Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacgéo
56, em que o lipossoma compreende DMPC e colesterol, DSPC e

colesterol, POPC e colesterol, ou DPPC e colesterol.

60. Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacéo

56, em que o lipossoma compreende DMPC e colesterol.

61. Um lipossoma em branco de acordo com gqualguer uma das
reivindicacdes 56 a 60, em que m e p sao, cada um,

independentemente, um numero inteiro de 2 a 4.

62. Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacgéo

6l, em que m e p sao iguais.

63. Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacéo

62, em que m e p sao 3.

64. Um lipossoma em branco de acordo com gqualgquer uma das
reivindicacdes 56 a 63, em que Rl, RZ, R’ e R° sdo, cada um,
independentemente, oleoilo, estearoilo, palmitoilo ou

miristoilo.

65. Um lipossoma em branco de acordo com qualgquer uma das

reivindicacdes 56 a 64, em que R' e R’ sdo iguais, e R® e R°

13
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sdao iguais.

66. Um lipossoma em branco de acordo com qualgquer uma das

reivindicacgcdes 56 a 64, em que RY, R2, R° e R° sao iguais.

67. Um lipossoma em branco de acordo com qualgquer uma das

reivindicacdes 56 a 63, em que R', R’, R’ e R° sao oleoilo.

68. Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacéo
56, em que R', R?’, R’ e R° sdo oleoilo ou estearoilo, e m e

p sao 3.

69. Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacgéo
68, em que a fosfatidilcolina & DMPC ou DSPC, e o pelo

menos um lipido adicional é colesterol.

70. Um lipossoma em branco de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 56 a 69, em que o ligando de direcionamento
é selecionado a partir de transferrina, &cido fdélico, &cido
hialurénico, uma cadeia de agucar, e um fragmento de um

anticorpo monoclonal.

71. Um lipossoma em branco de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 56 a 69, em que o ligando de direcionamento
é selecionado a partir de transferrina, &cido fdélico, &cido

hialurdénico e uma cadeia de aculcar.

72. Um lipossoma em branco de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 56 a 69, em que o ligando de direcionamento

¢ transferrina.
73. Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacéo

72, em que a transferrina € numa forma holo, mas ndo numa

forma apo.

14
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74, Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacgao

72, em que a transferrina é numa forma holo.

75. Um lipossoma em branco de acordo com a reivindicacéo
56, em que R', R?’, R’ e R® sao oleoilo, m e p sao 3, o
ligando de direcionamento é transferrina, a
fosfatidilcolina é DMPC, e o pelo menos um lipido adicional

é colesterol.

76. Um lipossoma em branco de acordo com gualguer uma das
reivindicagdes 56 a 75, em gue o didmetro médio do

lipossoma € de 50 nm a 250 nm.

77. Um lipossoma em branco de acordo com qualgquer uma das
reivindicacgdes 1 a 76, em que o lipossoma nao compreende um

lipido catidnico.

78. Um lipossoma em branco de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 76, em que o lipossoma nao compreende um

lipido anidnico.

79. Um método de produgdo de um lipossoma em branco de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 56 a 78, que
compreende as etapas de:
(a) misturar:

o um ou mais fosfolipidos,

a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-—

dicarboxilico,

a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-

dicarboxilico modificada por fator de direcionamento,

e,

o pelo menos um lipido adicional,

para formar uma mistura de lipidos; e

(b) formar um lipossoma.

15
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80. Um método de acordo com a vreivindicacdo 79, que
compreende ainda uma etapa de:

(c) purificar o lipossoma da etapa (b).

81l. Um método de acordo com a reivindicacdo 79 ou 80, em

que a etapa (b) compreende sonicacao, agitacao, ou
extrusdo.
82. Um método de produgdo de um lipossoma em branco de

acordo com gqualgquer uma das reivindicacgbes 56 a 78, que
compreende as etapas de:
(a) misturar:
o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico, e
um éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, e,
o pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos,
em que o éster succinimidilico da fosfatidil
etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico é

representado pela Férmula 2,

em que:
R e R' s&o, cada um, independentemente, um grupo
acilo, e

n ¢, independentemente, um numero inteiro de 1 a 10;

16
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(b) formar um lipossoma; e,

(c) ligar um ligando de direcionamento ao éster
succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico para formar uma
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4acido N-(w)-

dicarboxilico modificada por fator de direcionamento.

83. Um método de acordo com a reivindicacdo 82, que
compreende ainda uma etapa

(d) purificar o lipossoma da etapa (c).

84. Um método de acordo com a reivindicacdo 82 ou 83, em
que a etapa (b) compreende sonicacgao, agitacao, ou
extrusao.

85. Um método de preparacdo de um lipossoma terapéutico,
que compreende a etapa de:
(a) encapsular um farmaco num lipossoma em branco de

acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 56 a 78.

86. Uma mistura de lipidos que compreende uma mistura de:
um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos
¢ uma fosfatidilcolina,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &dcido N-(w)-—
dicarboxilico,
um éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N- (w)-dicarboxilico, e,
pelo menos um lipido adicional, em que o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol,
em que:

a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-

dicarboxilico é representada pela Fdérmula 1,

17
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Formula % .
e
o éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina

derivatizada de acido N-(w)-dicarboxilico é

representado pela Férmula 2,

em que:
R% R% R’ e R* sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e m e n sdo, 1independentemente, um
nimero inteiro de 1 a 10;

e em que a mistura ndo compreende uma fosfatidil

etanolamina nado derivatizada, polietileno glicol, ou

fosfatidilcolina de ovo,

em que o) termo "fosfatidil etanolamina nao

derivatizada" refere-se a fosfatidil etanolamina,

fosfatidil etanolamina(s) semissintética(s), fosfatidil

etanolamina (s) sintética(s) e/ou derivados da mesma que

ndo sao abrangidos pela seguinte Foérmula 1, Férmula 2

ou Férmula 3,

18
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Formula 1

Formada ¢

[

em que:
R', R* R, R%, R’, e R® sdo, cada um, independentemente

um grupo acilo, e
m, n, e p sao independentemente um numerc inteiro de

1 a 10.

87. Uma mistura de lipidos de acordo com a reivindicacgédo
86, em que:
a fosfatidilcolina é DMPC, DSPC, POPC ou DPPC;
m e n sao 3;
1 2 3 4 ~ . .
R, R°, R" e R sao 1guais; e

R!, R?, R’ e R? sdo oleoilo ou estearoilo.

19
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88. Um método de produgdo de uma mistura de lipidos de
acordo com a reivindicacao 86 ou 87, que compreende a etapa
de:
misturar:
o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico, e
0 éster succinimidilico de uma fosfatidil etanoclamina

derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico.

89. Uma mistura de lipidos que compreende uma mistura de:
um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos
é uma fosfatidilcolina,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-
dicarboxilico,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e,
pelo menos um lipido adicional, em que o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol,
em que a fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-
(w) —dicarboxilico modificada por fator de direcionamento
compreende um ligando de direcionamento ligado a uma
segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-
(w) —dicarboxilico;
em que o fator de direcionamento estd presente numa
quantidade de 10 a 50 ug por mg de lipido;

e em que:
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-

dicarboxilico é representada pela Fdérmula 1,
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a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido

N- (w) —dicarboxilico é representada pela Fdérmula 3,

em que:
Rl, R2, R° e R° sao, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e
m e p sado, independentemente, um numero inteiro de 1
a 10;
e em que a mistura ndo compreende uma fosfatidil
etanolamina nao derivatizada, polietileno glicol, ou
fosfatidilcolina de ovo,
em que o) termo "fosfatidil etanolamina nao
derivatizada" refere-se a fosfatidil etanolamina,
fosfatidil etanolamina(s) semissintética(s), fosfatidil
etanolamina (s) sintética(s) e/ou derivados da mesma que
ndo sao abrangidos pela seguinte Foérmula 1, Férmula 2

ou Férmula 3,
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Formauta 1

Férmula 2

R!, R?, R?, RY, R, e R° sao, cada  um,

independentemente um grupo acilo, e

m, n, e p sao independentemente um numerc inteiro de

1 a 10;

e em que o ligando de direcionamento
anticorpo intato.

ndo € um

90. Uma mistura de lipidos de acordo com a reivindicacéo

89, em que:

a fosfatidilcolina é DMPC, DSPC, POPC ou DPPC;
m e p sao 3;
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R', R?’, R’ e R® sdo iguais;
R', R?, R’ e R! sdo oleoilo ou estearoilo; e

o ligando de direcionamento é transferrina.

91. Um método de producdo de uma mistura de lipidos de
acordo com a reivindicacéo 89 ou 90, gque compreende a etapa
de:
misturar:
o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico, e
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-

dicarboxilico modificada por fator de direcionamento.

92. Uma composicdo que contém lipossoma que compreende
lipossomas que compreendem:
um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos
é uma fosfatidilcolina,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-
dicarboxilico,
um éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de &cido N-(w)-dicarboxilico, e,
pelo menos um lipido adicional, em gue o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol,
em que:
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-—

dicarboxilico é representada pela Fdérmula 1,

PG o
L

Q Q
e
HaC— —-«DMQHQC-nggW.N{CHﬁmNﬁmH

Férmuta 1 - R
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e
o éster succinimidilico de a fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N-(w)—-dicarboxilico é

representada pela Fdérmula 2,

‘Formuta ¥

em que:
R', R?’, R’ e R' sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e
m e n sao, independentemente, um numero inteiro de 1
a 10;
e em qgque a composicdo nao compreende uma fosfatidil
etanolamina nado derivatizada, polietileno glicol, ou
fosfatidilcolina de ovo,
em que o) termo "fosfatidil etanolamina nao
derivatizada" refere-se a fosfatidil etanolamina,
fosfatidil etanolamina(s) semissintética(s), fosfatidil
etanolamina (s) sintética(s) e/ou derivados da mesma que
ndo sédo abrangidos pela seguinte Fdérmula 1, Fé4rmula 2

ou Férmula 3,

HeG—0—R"

»

RS e

o)
HC— -mmmmgcﬁg-mgmswmg}m««m;ﬂ

Farmuta 1
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93.

Formula 2

R', R?, R?, RY, R, e R° sao, cada  um,
independentemente um grupo acilo, e

m, n, e p sdo independentemente um nUmero inteiro de
1 a 10.

Uma composicdo que contém lipossoma de acordo com a

reivindicacédo 92, em que:

94.

a fosfatidilcolina é DMPC, DSPC, POPC ou DPPC;
m e n sao 3;
R', R?’, R’ e R! sdo iguais; e

R', R?, R’ e R* sdo oleoilo ou estearoilo.

Uma composigdo que contém lipossoma de acordo com a

reivindicacdo 92 ou 93, que compreende ainda um farmaco, em

que o farmaco é oxaliplatina.

95.

Um método de producdo de uma composicdo que contém

lipossoma de acordo com a reivindicacao 92, que compreende

as etapas de:
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(a) misturar:
o um ou mais lipidos fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico,
o éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N-(w) —-dicarboxilico ou a
fosfatidil etanolamina derivatizada de A&cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e
o pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos; e
(b) adicionar o fadrmaco a mistura de lipidos formada na
etapa (a); e,

(c) formar uma composicdo que contém lipossoma.

96. Uma composicdo que contém lipossoma que compreende

lipossomas que compreendem:
um ou mais fosfolipidos, em que o um ou mais fosfolipidos
é uma fosfatidilcolina,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-
dicarboxilico,
uma fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w) -
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e,
pelo menos um lipido adicional, em gue o pelo menos um
lipido adicional ¢é colesterol ou um derivado de
colesterol,
em que a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
(w) ~dicarboxilico modificada por fator de direcionamento
compreende um ligando de direcionamento ligado a uma
segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-
(w) —dicarboxilico;
em que o fator de direcionamento estd presente numa
quantidade de 10 a 50 ug por mg de lipido;
e em que:

a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-

dicarboxilico é representada pela Férmula 1,
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Farmula 1 ' :
e

a segunda fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido

N-(w) —dicarboxilico é representada pela Férmula 3,

a
B CH m“ﬁ“g“i%?p“ﬁ“

em que:
Rl, RZ, R° e R° sdo, cada um, independentemente, um
grupo acilo, e
m e p sado, independentemente, um numero inteiro de 1
a 10;
e em gue a composigao nao compreende uma fosfatidil
etanolamina nao derivatizada, polietileno glicol, ou
fosfatidilcolina de ovo,
em que o) termo "fosfatidil etanolamina nao
derivatizada" refere-se a fosfatidil etanolamina,
fosfatidil etanolamina(s) semissintética(s), fosfatidil
etanolamina (s) sintética(s) e/ou derivados da mesma que
ndo sao abrangidos pela seguinte Férmula 1, Férmula 2

ou Férmula 3,
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Firmaia 1

em que:
RY, R?, R®, RY, R, e R° s3o, cada  um,
independentemente um grupo acilo, e

m, n, e p sao independentemente um numero inteiro de

1 a 10;
e em que o ligando de direcionamento n&o é um anticorpo
intato.
97. Uma composicdo que contém lipossoma de acordo com a

reivindicacao 96, em que:
a fosfatidilcolina é DMPC, DSPC, POPC ou DPPC;
me p sao 3;
R', R’, R’ e R® sdo iguais;

R', R?, R> e R® sdo oleoilo ou estearoilo; e o ligando de
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direcionamento é transferrina.

98. Uma composicdo que contém lipossoma de acordo com a
reivindicacdo 96 ou 97, gque compreende ainda um farmaco, em

que o farmaco é oxaliplatina.

99. Um método de producgdo de uma composicdo que contém
lipossoma de acordo com a reivindicacdo 96 ou 97, que
compreende as etapas de:
(a) misturar:
o um ou mais fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &acido N-(w)-—
dicarboxilico,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento e,
o pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos; e
(b) adicionar solvente a mistura formada na etapa (a)

para formar uma composicdo que contém lipossoma.

100. Um método de produgcdo de uma composicdo que contém
lipossoma de acordo com a reivindicagao 98, que compreende
as etapas de:
(a) misturar:
o um ou mais lipidos fosfolipidos,
a fosfatidil etanolamina derivatizada de &cido N-(w)-
dicarboxilico,
o0 éster succinimidilico de uma fosfatidil etanolamina
derivatizada de acido N-(w)-dicarboxilico ou a
fosfatidil etanolamina derivatizada de 4&cido N-(w)-
dicarboxilico modificada por fator de direcionamento, e
o pelo menos um lipido adicional,
para formar uma mistura de lipidos; e
(b) adicionar o farmaco a mistura de lipidos formada na

etapa (a); e,
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(c)

formar uma composicdo que contém lipossoma.

Lisboa, 3 de Fevereiro de 2015
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