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(57) Resumo: COMPOSICAO DE IMUNOLIPOSSOMA PARA
DIRECIONAMENTO A UM RECEPTOR CELULAR HER2. A presente
invencdo refere-se a uma composi¢cdo de imunolipossoma
compreendida de lipossomas carregando um ligante para
direcionamento a células expressando um receptor de fator de
crescimento, tal como HER2, é descrita. Ligagdo do imunolipossoma a

células expressando HER2 resulta em internalizagdo do
imunolipossoma para aplicagdo citoplasmica de um farmaco
capturado.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "COMPOSI-
CAO DE IMUNOLIPOSSOMA PARA DIRECIONAMENTO A UM RECEP-
TOR CELULAR HER2".
Campo da Técnica

A presente invengdo refere-se a uma composi¢ao de lipossoma.
Em particular, a matéria objeto refere-se a lipossomas direcionados a um
receptor celular especifico para aplicagdo de um farmaco aprisionado em
lipossoma a célula. |

Antecedentes

Lipossomas sdo vesiculas esféricas compreendidas de bicama- -

“das de lipideo concentricamente ordenadas que encapsulam uma fase a-

quosa. Lipossomas_ servem como um veiculo de aplicagao para agentes te-
rapéuticos contidos na fase aquosa ou em bicamadas de lipideo. Aplicagao
de farmacos em forma aprisionada em lipossoma pode prover uma varieda-
de de vantagens, dependen'do do farmaco, incluindo, por exemplo, uma toxi-
dade de farmaco diminuida, farmacocinética alterada ou solubilidade de far-
maco aperfeicoado. Lipossomas quéndo formulados para incluir um revesti-
mento de superficie de cadeias de polimero hidrofilico, os chamados Steal-
th® ou lipossomas de circulagdo longa, oferecem a vantagem adicional de
um tempo de wvida na circulagdo sangiinea longo, devido em parte a remo-
¢do reduzida dos lipossomas pelo sistema de fagocito mononuclear. Fre-
qlientemente um tempo de vida prolongado € necessario a fim de que os
lipossomas atinjam sua regido ou célula alvo desejada a partir do local de
injégéo. | ]

Lipossomas direcionados tém ligantes de direcionamento ou
porcdes de afinidade ligados a superficie dos lipossomas. Os ligantes de
direcionamento pode ser anticorpos ou seus fragmentos, caso onde os li-
possomas sdo referidos como imunolipossomas. Quando administrados sis-
temicamente os lipossomas direcionados aplicam o agente terapéutico apri-
sionado a um tecido, regido ou célula alvo. Devido ao fato dos lipossomas
serem direcionados a uma regido ou célula especifica, tecido saudavel ndo é

exposto ao agente terapéutico. Tais ligantes de direcionamento podem ser
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ligados diretamente as superficies do lipossoma através de acoplamento
covalente do ligante de direcionamento aos residuos de grupo principal polar
de componentes lipideo lipossomais (vide, por exemplo, Patente U.S. No.
5.013.556). Esta abordagem, no entanto, é adequada principalmente para -
lipossomas que ndo tém cadeias de polimero ligadas a superficie, como as
cadeias de polimero interferem com a interagéo entre o ligante de direcio-
namento e seu alvo pretendido (Klibanov, A.L. e outros, Biochim. Biophys.
Acta., 1062:142-148 (1991); Hansen, C.B. e outros, Biochim. Biophys. Acla,
1239:133-144 (1995)). |

Alternativamente, os ligantes de direcionamento podem ser liga-
dos as extremidades livres das cadeias de polimero formando o revestimen-
to de superficie sobre os lipossomas (Allen, T.M. e outros, Biochim. Biophys.
Acta., 1237:99-108 (1995); Blume, G. e outros, Biochim. Biophys. Acta,
1149:180-184 (1993)). Nesta abordagem, o ligante de direcionamento é ex-
posto e prontamente disponivel para interagao com o alvo pretendido.

O protononcogene HER2 (c-erbB2, neu) e p185™", o receptor
de fator de crescimento-tirosina cinase que ele codifica, parecem desempe-
nhar um papel na patogénese de muitos canceres humanos. Superexpres-
sdo de p185HER2 acontece em 20-30% dos canceres de mama, € prevé um
progndstico pobre para esses pacientes (Park, J.W. e outros, Proc. Natl. A-
cad. Sci. USA, 92:1327 (1995)). i

O receptor p185"E% ¢ um alvo atraente para uma terapia basea-
da em anticorpo, uma vez que quando presente, superexpressao - de
p185"€R2 geralmente acontece homogeneamente dentro de tumores de ma-
ma primarios, ainda é expresso apenas em niveis baixos em certas células
epiteliais normais. Um anticorpo monoclonal anti-p185"=" de murino, mu-
Ab4D5, e uma versdo humanizada deste anticorpo, trastuzumab, foram de-
senvolvidos (Carter, P. e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992);
Patente U.S. No. 5.677.171). Vérios anticorpos que se ligam a p185"=" fo-
ram também descritos (WO 99/55367).

Lipossomas carregando um anticorpo especifico para o receptor
HER?2 foram descritos (Park, J.W. e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,



15

20

25

- 30

92:1327 (1995)); Park, J.W. e outros, J. Controlled Release, 74:95 (2001);
Nielsen, U.B. e outros, Biochim. Biophys. Acta, 1591:109 (2002); Patente
U.S. No. 6.214.388). Uma relagdo aparente entre o numero de anticorpos
por lipossoma, isto ¢, densidade do anticorpo, sobre grau de ligacdo e ab-
sor¢do celular é descrita (Nielsen, U.B. e outros, Biochim. Biophys. Acta,
1591:109 (2002)). Os resultados deste estudo indicam que a variagdo na
densidade de anticorpos na superficie do lipossoma de a partir de 0 a 30

‘corresponde a um aumento em absor¢éo celular, que atinge um maximo de

30 anticorpos por lipossoma. Aumento no numero de anticorpos anti-HER2

de 30 para 100 por lipossoma ndo aumentou a absorgéo celular dos lipos- -

-somas.

A eficacia de um tratamento de cancer esta diretamente relacio-

" nada com a habilidade do tratamento em se direcionar e matar as células do

cancer enquanto afetando o minimo possivel de células saudaveis. Embora
o conceito de direcionamento de um farmaco especificamente a uma célula
de tumor tenha sido amplamente discutido, permanece uma necessidade
quanto a uma formulagdo que seja altamente seletiva para certas células de
cancer e que seja feita para ligagdo in vivo 6tima a tais certas células de
cancer.

Os exemplos acima da técnica relacionada e limitagGes relacio-
nadas com eles pretendem ser ilustrativos e nao exclusivos. Outras limita-
coes da técnica relacionada se tornardo aparentes aqueles versados na téc-

nica quando da leitura do relatdrio e um estudo dos desenhos.

Breve Sumério

" Em um aspecto, uma composicdo € descrita, a composicao
compreendendo lipossomas compreendidos de (i) lipideos de formagéao de
vesicula; (i) um lipopolimero; (iii) um conjugado de anticorpo de receptor
anti-HER2 compreendido de uma porgéo hidrofobica de um polimero hidrofi-
lico e (iv) um farmaco aprisionado é descrita. A quantidade de conjugado
esta presente em uma quantidade eficaz para prover mais do que cerca de 2
anticorpos por lipossoma, em média, e menos do que cerca de 25 anticorpos

por lipossoma, em média.
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Em uma modalidade, o anticorpo tem-um peso molecular entre
5.000-50.000 Daltons, com mais preferéncia entre 10.000-50.000 e com
mais preferéncia ainda entre 10.000-30.000. Em uma outra modalidade, o
anticorpo tem um peso molecular de menos do que 100.000 Déltons_, com
mais preferéncia de menos do que cerca de 35.000 Daltons, e com mais pre-
feréncia ainda de menos do que 30.000 Daltons. |

Em uma outra modalidade, o antiborpo tem uma seqiéncia de
aminoacido que tem pelo menos cerca de 80%, de preferéncia pelo menos
cerca de 85%, com mais preferéncia pelo menos cerca de 90%, de identida-
de de sequiéncia com SEQ ID NO: 2. _

Em uma outra modalidade, o polimero hidrofilico é polietileno
glicol tendo um peso molecular entre 750-5000 Daltons.

Em uma outra modalidade, o farmaco aprisionado é um farmaco
citotéxico. Em ainda uma outra modalidade, o farmaco aprisionado € um a-
gente antitumor. Um farmaco aprisionado exemplar é antraciclina, tal como
doxorrubicina. ' |

Em uma outra modalidade, a quantidade de conjugado prové
menos do que cerca de 20 anticorpos por lipossoma, em média, 48 horas
apds administragéo in vivo.

Em um outro aspecto, uma formulagéo de imunolipossoma é

provida, a formulagdo compreendendo lipossomas compreendidos de (1)

pelo menos um lipideo de formagdo de vesicula rigido; (ii) um lipopolimero

compreendido de uma porgdo hidrofébica e polietileno glicol; (iii) um conju-
gado compreendido de uma porgao hidrofébica, polietileno glicol e um anti-
corpo de cadeia simples de receptor anti-HER-2 tendo pelo menos 80% de
identidade com a SEQ ID NO: 2; e (iv) um farmaco aprisionado tendo ativi-
dade antitumor. Os lipossomas sdo caracterizados pdr uma quantidade de
conjugado eficaz para prover mais do que cerca de 2 e menos do que cerca
de 15 anticorpos por lipossoma 96 horas ap6s administragao in vivo.

Em uma modalidade, o lipideo de formagdo de vesicula rigido €
fosfatidilcolina de soja hidrogenada.

Em uma outra modalidade, os lipossomas compreendem ainda
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colesterol.
Em ainda um outro aspecto, uma formulag@o de imunolipossoma

é descrita, a formulagdo compreendendo lipossomas compreendidos de (i)
pelo menos um lipideo de formagédo de vesicula rigido; (ii) um lipopolimero
compreendido de uma porgéo hidrofébica e polietileno glicol; (iii) um conju-
gado compreendido de uma porgéo hidrofobica, polietileno glicol e um anti-
corpo de cadeia simples de receptor anti-HER-2 tendo a identidade de SEQ
ID NO:2; e (iv) um farmaco aprisionado tendo atividade antitumor. A formula-
cdo de imunolipossoma quando administrada in vivo prové uma area sob a

curva que é maior do que ou ndo mais do que 25% menor do que a area sob

“a curva de lipossomas compreendidos de componentes similares mas sem o

anticorpo. v
Em uma modalidade, a quantidade de conjugado prové menos

do que cerca de 20 anticorpos por lipossoma, em média, 48 horas apés ad-
ministracdo in vivo. Em uma outra modalidade, a quantidade de conjugado
prové menos do que cerca de 15 anticorpos por lipossoma, em média, 96
horas apds administragao in vivo.

Em ainda uma outra modalidade, a quantidade de conjugado
prové mais do que dois anticorpos por lipossoma, em média, 48 horas apés

administrag&o:in vivo e menos do que cerca de 20 anticorpos por lipossoma,

em média, 48 horas apds administragéo in vivo.

Em ainda um outro aspecto, uma formulagéo de imunolipossoma
é descrita, onde a formulacdo compreende lipossomas compreendidos de (i)
pelo menos um lipideo de formagéo de vesicula rigido; (ii) opcionalmente,
um lipopolimero compreendido de uma porgédo hidrofébica e polietileno gli-
col; (iii) um conjugado compreendido de uma por¢ao hidrofébica, polietileno
glicol e um anticorpo de cadeia simples de receptor anti-HER-2 tendo pelo
menos 80% de identidade com SEQ ID NO:2; e (iv) um farmaco aprisionado
tendo atividade antitumor. A composi¢éo e caracterizada pela caracteristica
de que 96 horas apés administragdo dos imunolipossomas, entre 30-60% de
anticorpos dissociam de cada lipossoma para prover uma composi¢ao, 96

horas apds administracdo in vivo que tem menos do que cerca de 25 anti-
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corpos por lipossoma.
Em ainda um outro aspecto, uma composi¢ado de lipossoma pre-

parada de acordo com um certo processo € descrita, o processo sendo
compreendido de (i) proviséo de lipossomas, opcionalmente tendo um reves-
timento externo de cadeias de polimero hidrofilico e/ou um farmaco aprisio-
nado; (b) incubagdo dos lipossomas com uma quantidade de conjugado
compreendido de uma porgdo hidrofébica, polietileno glicol e um anticorpo
de cadeia simples de receptor anti-Her-2 tendo pelo menos 80% de identi-
dade com SEQ ID NO:2; e a quantidade de conjugado sendo selecionada
para prover (i) mais do que dois anticorpos por lipossoma em média 96 ho-
ras apos administragdo in vivo; (i) menos do que 150 anticorpos por lipos-
soma em média; e/ou (i) menos do que cerca de 15 anticorpos por liposso-
ma em média 96 horas apds administragéo in vivo.

Em uma modalidade, a quantidade de conjugado prové 12 ou
menos, alternativamente 10 ou menos, alternativamente 8 ou menos, anti-
corpos por lipossoma em média. '

Em um outro aspecto, uma composicdo é descrita, a composi-
céao compreendendo lipossomas conforme acima descrito, mas onde 0s li-
possomas antes da administragéo in vivo tém menos do que 25 anticorpos
por lipossoma e apds administragdo in vivo, os lipossomas perdem entre
cerca de 20-50% dos anticorpos ainda retendo ligagdo ao receptor Her-2
suficiente para citotoxidade.

Em ainda um outro aspecto, um método de preparagao de uma
composicdo de imunolipossoma é provido. O método compreende provisao
de imunolipossomas compreendidos de (i) lipideos de formacao de vesicula,
(ii) opcionalmente um lipopolimero; (iii) um conjugado compreendido de uma
porgdo hidrofdbica, um polimero hidrofilico e um anticorpo tendo afinidade
de ligagdo para um alvo, tal como um dominio extracelular de um receptor
Her-2; e (iv) um farmaco aprisionado. O conjugado € incluido na composicao
em uma primeira quantidade suficiente para prover um primeiro numero se-
lecionado de anticorpos por lipossoma. Os lipossomas sao trazidos em con-

tato com sangue, in vitro ou in vivo, e 0 nimero de anticorpos por lipossoma
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em um ou mais pontos de tempo quando do contato dos lipossomas com
sangue é determinado, por exemplo, através de uma técnica analitica ade-
quada tal como cromatografia. Com base na determinacdo do numero de
anticorpos em um primeiro ponto de tempo selecionado apos contato com
sangue, uma segunda quantidade de conjugado suficiente para prover um
segundo numero, maior, de anticorpos por lipossoma a fim de prover pelo
menos dois anticorpos por lipossoma apos contato com sangue em tal ponto
de tempo é selecionada.

Em uma modalidade, o método inclui selegdo de uma segunda

quantidade de conjugado eficaz para prover menos do que 50 anticorpos por

lipossoma. Em uma outra modalidade, uma segunda quantidade de conju-

gado eficaz para prover 30 ou menos anticorpos por lipossoma é seleciona-
da. f |
, Em uma outra modalidade, o método inclui proviséo de liposso-
mas tendo uma primeira quantidade de conjugado que prové menos do que
150 anticorpos por lipossoma, com mais preferéncia 100 ou menos anticor-
pos por lipossoma e com mais preferéncia ainda 75 ou menos anticorpos por
lipossoma.
Em adicdo aos aspectos exemplares e modalidades descritos

acima, aspectos e modalidades adicionais se tornarao aparentes através de

 referéncia aos desenhos e através do estudo das descrigbes que seguem.

Breve Descricdo dos Desenhos

As figuras 1A-1B mostram um esquema de reagao sintética para
préparagéo de um conjugado de lipideo-polimero-anticorpo onde uma ma-
leimida de um DSPE carbamato de polietileno glicol (PEG) bis (amina) €
formada; '

A figura 2A mostra a viabilidade celular, expressa como uma
porcentagem de células de controle ndo-tratado, como uma fungao de con-
centracdo de doxorrubicina, em pg/mL, apds 10 minutos de exposigdo a do-
xorrubicina administrada como farmaco livre, aprisionado em lipossomas
(circulos), ou aprisionada em imunolipossomas contendo 2 (circulos), 5

(quadrados), 7,5 (diamantes) ou 15 (triangulos) anticorpos por lipossoma;
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A figura 2B mostra a viabilidade celular, expressa como uma
porcentagem de células de controle nao-tratado, como uma fungé@o de con-
centracdo de doxorrubicina, em pg/ml, apés quatro horas de exposicdo a
doxorrubicina administrada como farmaco livre (diamantes), aprisionada em
lipossomas (tridngulos) ou aprisionada em imunolipossomas contendo 7,5
(simbolos X), 15 (simbolos *), 30 (circulos) ou 45 (quadrados) anticorpos por
lipossoma,

As figuras 3A-3H mostram o perfil de eluicdo de scFv radiomar-
cado ('?1) de imunolipossomas tendo 15 anticorpos scFV marcados por li-
possoma de aliquotas removidas durante incubagao dos imunolipossomas
em plasma humano, as ah’quotaé removidas em tempos de O hora (figura
3A), 1 hora (figura 3B), 4 horas (figura 3C), 8 horas (figura 3D), 24 horas (fi-
gura 3E), 48 horas (figura 3F), 72 horas (figura 3G) e 96 horas (figura 3E);

A figura 4A mostra a dissociagdo de anticorpo scFv marcado
com ' de formulagbes imunolipossoma tendo razdes de anticor-
po/lipossoma de 7,5:1 (diamantes), 15:1 (quadrados), 30:1 (circulos), 45:1
(triangulos) e 90:1 (*) como uma fungéo de tempo de incubagao, em horas,

em plasma humano in vitro.
A figura 4B mostra a porcentagem de marcador '#°l restante nos

imunolipossomas tendo razdes de anticorpo/lipossoma de 7,5:1 (diamantes),
15:1 (quadrados), 30:1 (circulos), 45:1 (tridngulos) e 90:1 (*) como uma fun-
¢ao de tempo de incubagdo, em horas, em plasma hUmano in vitro;

A figura 5A mostra a porcentagem de anticorpo radiomarcado
dissociado da formulagéo de imunolipossoma tendo 15 anticorpos por lipos-
soma em dois estudos diferentes (diamantes, quadrados) como uma fungao
de tempo de incubagdo, em horas, em plasma humano in vitro;

A figura 5B mostra a porcentagem de anticorpo radiomarcado
que permanece nos imunolipossomas (diamantes) e dissociado dos imunoli-
possomas (quadrados) da formulag&o de imunolipossoma tendo 15 anticor-

pos por lipossoma como uma fungéo de tempo de incubacao, em horas, em

‘plasma humano;

A figura 6A mostra a porcentagem de anticorpo scFv marcado
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com %} recuperado na fragdo lipossomal de amostras de plasma como uma
fungdo de tempo, em horas, apos administracdo de uma formulag¢ao de imu-
nolipossoma 15:1 a ratos;

A figura 6B mostra a concentragdo de anticorpo scFv marcado
com "2, em ng/mL, recuperado na fragéo lipossoma de plasma de rato apés
separacdo da coluna Sepharose CL-4B como uma fungao de tempo, em ho-
ras, ap6s administragdo de uma formulagéo de imunolipossoma 15:1 a ratos;

A figura 6C mostra a concentragdo de anticorpo scFv marcado
com '2|, em ng/mL, recuperado na frago livre ou de plasma de plasma de

rato apos separacdo em uma coluna Sepharose CL-4B como uma funcdo de

“tempo, em horas, apds administragdo de uma formulagéo de imunoliposso-

ma 15:1 a ratos;

A figura 7A mostra a porcentagem de scFv marcado com ‘2|
restante no plasma (diamantes), no sangue (quadrados fechados) e a por-
centagem de doxorrubicina no plasma (triangulos) como uma funcao de
tempo, em horas, ap6s administracdo de uma formulagao de imunoliposso-
ma 15:1 a ratos. Também mostrada é a porcentagem de anticorpo scFv
marcado com '?°l no plasma (circulos abertos) e no sangue (quadrados a-
bertos) como uma fungéo de tempo, em horas, apés administragao como um
conjugado livré a ratos em uma dose de doxorrubicina de 2 mg/kg;

_A figura 7B mostra a concentragéo no plasma de doxorrubicina,
em pg/mL, como uma fungdo de tempo, em horas, apos administracédo de
uma formulagdo de imunolipossoma 15:1 a ratos em uma dose de 2 mg/kg;

A figura 8 é um gréfico da razdo de anticorpo scFv marcado com
125 para doxorrubicina no sangue, em ng/yg, como uma fungao de tempo,
em horas, apés administragdo de uma formulagao de imunolipossoma 15:1 a
ratos;

A figura 9 é um gréfico de concentracdo de doxorrubicina no
plasma, em ug/mL, como uma fungéo de tempo, em horas, apos administra- -
¢ao in vivo de lipossomas PEGuilados contendo doxorrubicina (diamantes)
ou de imunolipossomas contendo 15 (quadrados), 75 (tridngulos), 150 (x) ou

300 (*) anticorpos scFv por lipossoma;
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As figuras 10A-10B mostram o volume de tumor, em porcenta-
gem relativo ao tamanho de tumor inicial, (figura 10A) e a mudancga percen-
tual no peso do corpo (figura 10B) em camundongos carregando um xeno-
enxerto de tumor de mama e tratados com solugao salina (circulos abertos),
lipossomas PEGuilados contendo doxorrubicina (quadrados abertos) ou i-
munolipossomas contendo 7,5 (diamantes), 15 (triangulos), 30 (quadrados
fechados) ou 45 (circulos fechados) anticorpos'scFv por lipossoma;

A figura 11 é um gréfico de volume de tumor relativo, tomado
como uma porcentagem de volume de tumor inicial, como uma funcao de
tempo, em dias, em camundongos carregando um xenoenxerto de tumor de
mama e tratados com solugdo salina (circulos abertos), lipossomas PEGui-
lados contendo doxorrubicina em dosagens de 2 mg/kg (quadrados abertos)
e 3 mg/kg (diamantes abertos) ou com uma formulagcao de imunolipossoma
15:1 em dosagens de 2 mg/kg (quadrados fechados), 3 mg/kg (diaméntes
fechados) ou 4 rhg/kg (triangulos fechados);

A figura 12 é um gréfico' de concentragdo de doxorrubicina no
plasma, em ng/mL, como uma fungéo de tempo, em horas, apds administra-
cdo intravenosa a macacos de doxorrubicina (10 mg/mL) aprisionada em
imunolipossomas carregando 15 anticorpos scFv por lipossoma, em média,
(circulos) ou aprisionada em lipossomas PEGuilados (quadrados);

A figura 13A é um grafico da concentragao de doxorrubicina no
plasma, em ng/mL, como uma fungao de tempo, em horas, apds administra-
¢do intravenosa a macacos de doxorrubicina aprisionada em imunoliposso-
mas carregando 15 anticorpos scFv por lipossoma, em média, a doxorrubici-
na administrada em dosagens de 1 mg/kg (circulo), 5 mg/kg (quadrados) e
10 mg/kg (tridngulos); o

A figura 13B é um grafico da concentragdo de anticorpo no
plasma, em ng/mL, como uma fungao de tempo, em horas, apés administra-
cdo intravenosa a macacos de doxorrubicina aprisionada em imunoliposso-
mas carregando 15 anticorpos scFv por lipossoma, em média, os imunoli~
possomas administrados em dosagens de doxorrubicina de 1 mg/kgl (circu-

los), 5 mg/kg (quadrados) e 10 mg/kg (triangulos);
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A figura 14A é um gréfico da razao de concentragéo de anticorpo
scFv/doxorrubicina em plasma, em ng/ug, como uma fungao de tempo, em
horas, apds administragdo a macacos de doxorrubicina aprisionada em imu-
nolipossomas carregando 15 anticorpos scFv por lipossoma, em média, os
imunolipossomas administrados em dosagens de doxorrubicina de 1 mg/kg
(diamantes), 5 mg/kg (quadrados) e 10 mg/kg (tridngulos);

A figura 14B é um gréfico da razdo de concentragédo de anticorpo
scFv/doxorrubicina em plasma normalizado para a razdo de anticor-
po/doxorrubicina inicial, como uma fungédo de tempo, em horas, apds admi-

nistragcdo a macacos de doxorrubicina aprisionada em imunolipossomas car-

‘regando 15 anticorpos scFv por lipossoma, em média, os imunolipossomas

administrados em dosagens de doxorrubicina de 1 mg/kg (diamantes), 5
mg/kg (quadrados) e 10 mg/kg (tridngulos); e '

A figura 15A é um grafico de concentragdo de doxorrubicina, em
ng/m, como uma fungdo de tempo, em horas, apos administracdo a macacos
de doxorrubicina aprisionada em imunolipossomas carregando 15 anticorpos
scFv por lipossoma, em média, os imunolipossomas administrados em do-
sagens de doxorrubicina de 0,5 mg/kg (quadrados), 2 mg/kg (triangulos) e 4
mg/kg (triangulos invertidos);

A figura 15B é um gréfico de concentragao de doxorrubicina, em
ng/mL, como uma fungdo de tempo, em horas, ap6s administragao a maca-
cos de doxorrubicina aprisionada em imunolipossomas carregando 15 anti-
corpos scFv por lipossoma, em média, os imunolipossomas administrados
em uma dosagem de doxorrubicina de 4 mg/kg seis vezes durante um peri-
odo de seis meses, os dados correspondendo as primeira (triangulos inverti-
dos) e sexta (quadrados) doses;

A figura 15C é um grafico de concentracéo de doxorrubicina, em
ng/mL, como uma fungdo de tempo, em horas, apos administracao a maca-
cos de 4 mg/kg de doxorrubicina em forma livre (tridngulos), aprisionada em
lipossomas PEGuilados (DOXIL®; quadrados) ou aprisionada' em imunoli-

possomas carregando 15 anticorpos scFv por lipossoma, em meédia (triangu-

- los invertidos).
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Breve Descricdo das Seqlencias
A SEQ ID NO:1 é a seqiiéncia de nucleotideo de um anticorpo

tendo afinidade de ligacdo para o dominio extracelular de receptor c-erb-B2,

também referido aqui como receptor HER2 e o receptor p185"="2.

A SEQ ID NO:2 é a seqiiéncia de aminoacido de um anticorpo
de cadeia simples (scFv) chamado F5, tendo a habilidade em especmca-
mente se ligar ao dominio extracelular de receptor HER2.

Descricdo Detalhada

l. Definicoes
A menos que de outro modo mencionado, o0 termo "lipideo de

formacdo de vesicula" refere-se a qualquer lipideo capaz de formar parte de
uma composicdo de micela ou lipossoma estavel e tipicamente incluindo
uma ou duas cadeias de hidrocarbono, hidrofébicas, ou um grupo esterdide
e pode conter um grupo quimicamente reativo, tal como uma amina, um es-
ter acido, aldel'db ou alcool, como seu grupo principal polar.

Conforme aqui usado, um "anticorpo” inclui anticorpos integrais
e qualquer fragmento de ligagdo de antigeno ou sua cadeia simples. Deste
modo, o anticorpo inclui quaiquer molécula contendo proteina ou peptideo
que compreende pelo menos uma porgéo de uma molécula de imunoglobuli-
na, tal como, mas nao limitado a, pelo menos uma regido de determinagao

de complementariedade_(CDR) de uma cadeia pesada ou leve ou uma por-

¢do de ligagéo de ligante dela, uma regido variavel de cadeia pesada ou ca-

deia leve, uma regido constante de cadeia pesada ou cadeia leve, uma regi-
0 de estrutura (FR), ou qualquer por¢ao dela, ou pelo menos uma porgao
de uma proteina de ligagéao.

O termo "anticorpo” pretende ainda compreender fragmentos de
digestdo de anticorpo, suas porgoes especificadas e variantes, incluindo mi-
méticos de anticorpo ou compreendendo dominios de anticorpos que imitam
a estrutura efou fungdo de um anticorpo ou seu fragmento ou por¢ao especi-
ficada, incluindo anticorpos de cadeia simples e seus fragmentos. Fragmen-
tos funcionais incluem fragmentos de ligagdo de antigeno que se ligam a

uma proteina HER2 de mamifero que € um receptor de fator de crescimento.
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Exemplos de fragmentos de ligagdo compreendidos no termo "por¢éao de
ligacdo de antigeno" de um anticorpo incluem (i) um fragmento Fab, um
fragmento monovalente consistindo nos dominios VL, VH, CL e CH; (i) um
fragmento F(ab'),, um fragmento bivalente compreendendo dois fragmentos
Fab ligados por uma ponte dissulfeto na regiéo de uniao; (iii) um fragmento
Fd consistindo nos dominios VH e CH; (iv) um fragmento Fv consistindo nos
dominios VL e VH de um brago simples de anticorpo, (v) € um fragmento
dAb (Ward e outros, Nature, 341:544-546 (1989)), que consiste em um do-
minio VH; e (vi) uma regido de determinagéo de complementaridade isolada
(CDR). Ainda, embora os dois dominios do fragmento Fv, VL e VH, sejam

" codificados por genes separados, eles podem ser unidos, usando métodos

recombinantes, por um ligante sintético que permite que eles sejam feitos
como uma cadeia de proteina unica onde as regides VL e VH emparelham
para formar moléculas monovalentes (conhecidas como cadeia unica Fv
(scFv); vide, por exemplo, Bird e outros, Science, 242:423-426 (1988), Hus-
ton e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883 (1988)). Tais anticor-
pos de cadeia simples sdo também pretendidos ser compreendidos dentro
do termo anticorpo. Esses anticorpos séo obtidos usando técnicas conven-
cionais conhecidas daqueles versados na técnica, e os fragmentos sao ava-
liados quanto=a utilidade da mesma maneira que o sdo os anticorpos intac-
tos. -

Tais fragmentos podem ser produzidos atraves de clivagem en-
zimatica, técnicas sintéticas ou recombinantes, como conhecido na técnica
e/ou conforme descrito aqui. Anticorpos podem ser também produzidos em
uma variedade de formas truncadas usando genes de anticorpo onde um ou
mais codons de parada foram introduzidos a montante do sitio de parada
natural. Por exemplo, um gene de combinagao codificando uma porgédo de
cadeia pesada F(ab'), pode ser feito para incluir sequéncias de DNA codifi-
cando o dominio CH1 e/ou regido de uniao da cadeia pesada. As vérias por-
coes de anticorpos podem ser unidas quimicamente através de técnicas
convencionais, ou podem ser preparadas como uma proteina contigua u-

sando técnicas de engenharia genetica.
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Por "receptor HER2" e "p185HER2" se quer dizer a proteina co-
dificada pelo gene HER2 ou ERRB2 (v-erb-2, homologo 2 do oncogene viral
de leucemia eritroblastica) e também chamado o homélogo do oncogene
derivado de neuro/glioblastoma; homdlogo 2 do oncogene viral (v-erb-2) de
leucemia eritroblastica de ave; homoélogo 2 do oncogene viral da leucemia
eritroblastica de ave v-erb-b2 (homdlogo de oncogene derivado de neu-
ro/glioblastoma). O gene HER2/ERRB2 codifica um membro da familia de
receptor de fator de crescimento epidermal (EGF) de receptor tirosina cina-
se. A sequéncia de codificagdo para HER2 é dada pela sequéncia de refe-
réncia NM_004448 cujo produto de tradugao-é dado por NP_004439. Ore-
ceptor HER2 ndo tem nenhum dominio de ligacéo de ligante proprio e entao
ndo pode ligar fatores de crescimento. No entanto, ele realmente se liga for-
temente a outros membros da familia de receptor EGF ligado a ligante para
formar um heterodimero, estabilizando a ligagdo de ligante e aumentando a
ativacdo mediada por cinase de cursos de sinalizagcao a jusante, tal como
aqueles envolvendo proteina cinase e fosfatidilinositol-3 cinase ativadas por
mitégeno. Variagdes alélicas em posigbes de aminoacido 654 e 655 de iso-
forma (posicoes 624 e 625 de isoforma b) foram descritas, com o alelo mais
comum, lle654/1le655. Unido alternativa resulta em vérias variantes de trans-
crito adicionais, algumas codificando isoformas diferentes. Todas as varian-
tes alélicas e de unido estio incluidas no significado de "receptor HER2".

Um "anticorpo de internalizagéo” é um anticorpo que, quando da
ligagdo a um receptor ou outro ligante sobre a superficie de uma célula, é
transportado para a célula, por exemplo, para uma lisozima ou outra organe-
la ou para o citoplasma.

O termo "isolado" refere-se a material que € substancialmente
ou essencialmente livre de componentes que normalmente o acompanham
conforme encontrado em seu estado nativo. |

O termo "idéntico" ou "identidade" percentual ou "homologia"
percentual no contexto de duas ou mais sequéncias de acido nucléico ou
polipeptideo refere-se a duas ou mais sequéncias ou subseqiiéncias que
sdo iguais ou tém uma porcentagem especificada de residuos de aminoaci-
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do ou nucleotideo que é igual, quando comparadas com e alinhadas para
correspondéncia maxima, conforme medido através de inspegao visual ou
usando um algoritmo de computador.

Conforme aqui usado, o termo "afinidade" de um anticorpo refe-
re-se & constante de dissocia¢do, Kp, do anticorpo para um antigeno prede-
terminado. Anticorpos de alta afinidade tém uma Kp de 10® M ou menos,
com mais preferéncia 10° M ou menos e com mais preferéncia ainda 10"Mm
OuU mMenos, para um antigeno predeterminado. O termos "Kdis" ou "Kp" ou
"Kd", conforme aqui usado, pretendem se referir a taxa de dissociacado de

uma interacdo de anticorpo-antigeno particular. A "Kp" € a razao da taxa de

- dissociagdo (kz), também chamada de "off-rate (ko)", para a taxa de taxa de

associagao (ki) ou a "on-rate (kon)". Deste modo, Kp € igual a k2/k1 ou Kot/kon
e é expressa como uma concentragdo molar (M). Portanto guanto menor a
Kp, mais forte a ligacdo. Entdo uma Kp de 10® M (ou 1 pM) indica uma liga-
¢ao fraca comparado com 10° M (ou 1 nM).

As expressdes "um anticorpo reconhecendo um antigeno" e "um
anticorpo especifico para um antigeno" sdo usadas intercomutavelmente
aqui com o termo "um anticorpo que se liga especificamente a um antigeno”.
Conforme aqui usado, ‘ligacdo especifica" e "se liga especificamente” se
referem a ligacdo de anticorpo a um antigeno predeterminado com maior
afinidade do que para outros antigenos ou proteinas. Tipicamente, o anticor-
po se liga com uma constante de dissociagao (Kp) de 10°® M ou menos, e se
liga ao antigeno predeterminado com uma Kp que é pelo menos duas vezes
menos do que sua Kp para ligagdo a um antigeno néo-especifico (por exem-
plo, BSA, caseina ou qualquer outro polipeptideo especificado) outro que
ndo o antigeno predeterminado. As expressoes “um anticorpo reconhecendo
um antigeno" e "um anticorpo especifico para um antigeno" sao usadas in-
tercomutavelmente aqui com o termo "um anticorpo que se liga especifica-
mente a um antigeno”.

Conforme revelado e reivindicado aqui, a seqiiéncia mostrada na
SEQ ID NO:2 inclui "modificagdes de seqiiéncia conservativas", isto €, modi-

ficacdes de seqiiéncia de nucleotideos e aminoacidos que ndo afetam ou
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alteram significantemente as caracteristicas de ligagdo do anticorpo codifi-
cado pela seqliéncia de nucleotideo ou contendo a sequéncia de aminoaci-
do. Tais modificacdes de seqléncia conservativas incluem substitui¢oes,
adicdes ou delegdes de nucleotideo e aminoacido. Modificagdes podem ser
introduzidas na SEQ ID NO:2 através de técnicas padrdo conhecidas no
campo, tal como mutagénese direcionada ao sitio e mutagénese mediada
por PCR. Substituicdes de aminoacido conservativas incluem uma onde o
residuo de aminoacido é substituido com um residuo de aminoacido tendo
uma cadeia lateral similar. Familias de residuos de aminoé&cido tendo cadei-
as laterais similares foram definidas na técnica. Essas familias incluem ami- -
noacidos com cadeias laterais basicas (por exemplo, lisina, arginina, histidi-
na), cadeias laterais acidas (por exemplo, 4cido aspartico, acido glutamico),
cadeias laterais polares ndo-carregadas (por exemplo, glicina, asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptofano), cadeias Iatérais
nao-polares (pof exemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenila-
lanina, metionina), cadeias laterais beta-ramificadas (por exemplo, treonina,
valina, isoleucina) e cadeias laterais aromaticas (por exemplo, tirosina, feni-
lalanina, triptofano, histidina).

I. Composicao de Lipossoma

Em um aspecto, a invengéo refere-se a uma composi¢éo de li-
possoma compreendida de lipossomas que incluem como um ligante de di-
recionamento um anticorpo tendo especificidade de ligagéao para um receptor
de fator de crescimento HER2. O ligante de direcionamento a HER2 ¢ incor-
porado aos lipossomas na forma de um conjugado' de lipideo-polimero-
anticorpo, também referido aqui como um conjugado de lipideo-polimero-
ligante. Como sera descrito abaixo, o anticorpo tem afinidade especifica para
o dominio externo do receptor HER2 e direciona os lipossomas para células
que expressam receptor HER2. As sec¢des que seguem descrevem 0s com-
ponentes do lipossoma, incluindo os lipideos e agentes terapéuticos do li-
possoma, preparagdo de lipossomas carregando um ligante de direciona-
mento a HER2 e métodos de uso da composicao lipossomal para tratamento

de disturbios.
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A. Componentes Lipideo de Lipossoma

Lipossomas adequados para uso na composi¢cao da presente
invengdo incluem aqueles compostos principalmente de lipideos de forma-
cdo de vesicula. Tal lipideo de formagéo de vesicula € um que pode se for-
mar espontaneamente em vesiculas bicamada em agua, conforme exempli-
ficado por fosfolipideos, com sua porgdo hidrofébica em contato com a regi-
4o hidrofdbica, interior, da membrana bicamada, e sua porgdo de grupo prin-
cipal orientada em diregdo a superficie polar, eXterior, da membrana. Lipi-
deos capazes de incorporagdo estavel a bicamadas de lipideo, tal como co-
lesterol e seus varios analogos, podem ser também usados nos lipossomas.

Os lipideos de formagédo de vesicula sdo de preferéncia lipideos
tendo duas cadeias hidrocarbono, tipicamente cadeias acila, e um grupo
principal, ou polar ou ndo-polar. Existe uma variedade de lipideos de forma-

cdo de vesicula sintéticos e lipideos de formagéo de vesicula de ocorréncia

natural, incluindo os fosfolipideos, tal como fosfatidilcolina, fosfatidiletanola-
mina, acido fosfatidico, fosfatidilinositol e esfingomielina, onde as duas ca-
deias hidrocarbono sdo tipicamente entre cerca de 14-22 atomos de carbono
de comprimento, e tém graus variaveis de insaturagdo. Os lipideos e fosfoli-
pideos descritos acima cujas cadeias carbono tém graus varidveis de satu-
racdo podem ‘ser obtidos comercialmente ou preparados de acordo com mé-
todos publicados. Outros lipideos adequados incluem glicolipideos, cerebro-
sideos e esterdis, tal como colesterol.

Lipideos catidnicos sdo também adequados para uso nos lipos-
somas da invengédo, onde o lipideo catidnico pode ser incluido como um
componente em quantidade menor da composi¢ao de lipideo ou como um
componente principal ou Unico. Tais lipideos catinicos tipicamente tém uma
porcao lipofilica, tal como um esterol, uma cadeia acila ou diacila, e onde o
lipideo tem uma carga positiva liquida geral. De preferéncia, o grupo princi-
pal do lipideo carrega a carga positiva. Lipideos cationicos exemplares in-
cluem 1,2-dioleiléxi-3-(trimetilamino) propano (DOTAP); brometo de N-[1-
(2,3-ditetradeciloxi)propil]-N,N-dimeitl-N-hidroximetilaménio (DMRIE); brome-
to de N-[1-(2,3-dioleildxi)propil]-N,N-dimetil-N-hidréxi etilaménio (DORIE);
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cloreto de N-[1-(2,3-dioleiléxi)propil]-N,N-trimetitaménio  (DOTMA);  3-[N-

(N',N'-dimetilaminoetano)carbamoil]colesterol (DC-Chol); e dimetildioctadeci-

lamonio (DDAB). O lipideo de formagao de vesicula cationico pode ser tam-

bém um lipideo neutro, tal como dioleilfosfatidil etanolamina (DOPE) ou um
lipideo anfifatico, tal como um fosfolipideo, derivatizado com.um lipideo cati-

anico, tal como polilisina ou outros lipideos de poliamina. Por exemplo, o

lipideo neutro (DOPE) pode ser derivatizado com polilisina para formar um

lipideo catidnico. . _

O lipideo de formagdo de vesicula pode ser selecionado para
atingir um grau especificado de fluidez ou rigidez, para controlarA a estabili- -
dade do lipossoma no soro, para controlar as condigdes eficazes para inser-
¢ao do conjugado de direcionamento, cOmo sera descrito, e/ou para contro-
lar a taxa de liberagdo do agente aprisionado no lipossoma. Lipossomas
tendo uma bicamada de lipideo mais rigida, ou uma bicamada cristalina li-
quida, sdo obtidos através da incorporagdo de um lipideo relativamente rigi-
do, por exemplo, um lipideo tendo uma temperatura de transicdo de fase
relativamente alta, por exemplo, até 60° C. Lipideos rigidos, isto €, satura-
dos, contribuem para rigidez de membrana maior na bicamada de lipideo.
Qutros componentés de lipideo, tal como colesterol, sdo também conhecidos
contribuir para a rigidez da membrana em estruturas em bicamada de lipi-

_deo. _ |

Por outro lado, fluidez de lipideo é conseguida através da incor-
poragdo de um lipideo relativamente fluido, tipicamente um tendo uma fase
de lipideo com uma temperatura de transi¢do de fase cristalina-liquido para
liquido relativamente baixa, por exemplo, na ou abaixo da temperatura am-
biente. _

| Os lipossomas também incluem um lipideo de formagao de vesi-
cula covalentemente ligado a um polimero hidrofilico, também referido aqui
como um "lipopolimero". Como foi descrito, por exemplo, na Patente u.sS.

No. 5.013.556, inclusdo de tal lipideo derivatizado de polimero na composi-

cdo de lipossoma forma um revestimento de superficie de cadeias de poli-

mero hidrofilico em torno do lipossoma. O revestimento de superficie de ca-
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deias de polimero hidrofilico é eficaz para aumentar o tempo de vida da cir-
culagdo sanglinea in vivo dos lipossomas quando comparado com liposso-
mas sem tal revestimento.

Lipideos de formacéo de vesicula adequados para derivatizacao
com um polimero hidrofilico incluem qualquer um desses lipideos listados
acima, e, em particular, fosfolipideos, tal como diestearoil fosfatidiletanola-
mina (DSPE). |

Polimeros hidrofilicos adequados para derivatizagdo com um

~ lipideo de formagao de vesicula incluem polivinilpirrolidona, polivinilmetiléter,

polimetiloxazolina, polietiloxazolina, poliidroxipropiloxazolina, poliidroxipro-
pilmetacrilamida, polimetacrilamida, polidimetiimetacrilamida, poliidroxipro-
pilmetacrilato, poliidroxietilacrilato, hidroximetilcelulose, hidroxietilcelulose,
polietilenoglicol, poliaspartamida e sequéncias de peptideo hidrofilico. Os
polimeros podem ser empregados como homopolimeros ou como copolime-
ros em bloco ou aleatdrios.

Uma cadeia de polimero hidrofilico preferida é polietilehoglicol
(PEG), de preferenma como uma cadeia de PEG tendo um peso molecular
entre 500-1.000 Daltons, com mais preferenma entre 750-10.000 Déltons,
com mais preferéncia ainda entre 750-5000 Daltons. Analogos capeados
com metoxi oU etéxi de PEG sdo também polimeros hidrofilicos preferidos,
comercialmente disponiveis em uma variedade de tamanhos de polimero,
por exemplo, 120-20.000 Daltons.

Preparacgédo de lipideos de formagdo de vesicula derivatizados
com polimeros hidrofilicos foi descrita, por exemplo, na Patente U.S. No.
5.395.619. Preparacéo de lipossomas incluindo tais lipideos derivatizados foi
também descrita, onde tipicamente entre 1-20 pbr cento em mol de tal lipi-
deo derivatizado estio incluidos na formulagao de lipossoma (vide, por e-
xemplo, Patente U.S. No. 5.013.556). '

B. Anticorpo de Direcionamento

A composicdo de lipossoma também inclui um anticorpo que di-
reciona as particulas de lipideo a uma célula. Em uma modalidade, o anti-

corpo se liga especificamente a receptor HER2 sobre a superficie de uma
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célula derivada de tumor. Em uma outra modalidade, o anticorpo compreen-
de pelo menos um dominio de ligagdo que especificamente se liga ao recep-
tor HER2 sobre a superficie de uma célula derivada de tumor. Em uma mo-
dalidade alternativa, o anticorpo € um anticorpo de cadeia simples compre-
endendo pelo menos um dominio de ligagdo que especificamente se liga a
receptor HER2 sobre a superficie de uma célula derivada de tumor.

Em uma modalidade preferida, o anticorpo para uso na compo-
sicdo de lipossoma descrita aqui € um anticorpo de cadeia simples compre-
endendo pelo menos um dominio de ligagdo que especificamente se liga a
receptor HER2 sobre a superficie de uma célula derivada de tumor e tem
uma sequéncia identificada aqui como SEQ ID NO:2. A preparacdo deste
anticorpo é descrita no WO 99/55367 e o anticorpo € chamado F5. O anti-
corpo é um fragmento de anticorpo de cadeia unica (scFv) que especifica-
mente ée liga ao dominio extracelular do produto de proteina c-erb-B2 do
oncogene HER2/neu, e é também referido aqui como o anticorpo anti-HER2,
ou um anticorpo tendo afinidade de ligagédo para o receptbr HER2. O anti-
corpo F5 é compreendido de dominios variaveis de antiéorpo humano co-
nectédos por u'ma molécula ligante e contém 252 amino&cidos com uma cis-
teina terminal (peso molecular 27,6 Kp) e tem afinidade de ligagao com
HER2 moderada (Kq=150-300 nM ou 1,5-3 x 10”7 M). O anticorpo anti-HER2
da invengao é rapidamente internalizado em células que expressam O recep-
tor HER2 sobre sua superficie de membrana.

Em uma modalidade, o anticorpo anti-HER2 tem uma sequéncia
que representa substituigdo conservativa de SEQ ID NO:2.

C. Preparacéo de Conjugado de Lipideo-Polimero-Anticorpo
Conforme acima descrito, o anticorpo anti-HER2 é covalente-

mente ligado & extremidade distal livre de uma cadeia de polimero hidrofili-
co, que é ligado em sua extremidade proximal a um Iipideo de formagao de
vesicula. H4 uma ampla variedade de técnicas para ligagédo de um polimero
hidrofilico selecionado a um lipideo selecionado e ativagéo da extremidade
ndo-ligada, livre, do polimero para reagdo com um ligante selecionado e, em
particular, o polimero hidrofilico de polietile'noglicol (PEG) tem sido ampla-
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mente estudado (Allen, T.M. e outros, Biochemicia et Biophysica Acta,
1237:108 (1995); Zalipsky, S., Bioconjugate Chem., 4(4).296-299 (1993);
Zalipsky, S. e outros, FEBS Lett., 353:71-74 (1994); Zalipsky, S. e outros,
Bioconjugate Chemistry, 6(6):705-708 (1995); Zalipsky, S. em STEALTH LI-
POSOMES (D. Lasic e F. Martin, Eds.) Capitulo 9, CRC Press, Boca Raton,
Fla. (1995)).

Em geral, as cadeias de PEG s&o funcionalizadas para conter
grupos reativos adequados para acoplamento com, por exemplo, sulfidrilas,
grupos amino e aldeidos ou cetonas (tipicamente derivados de oxidagéo su-

ave de porgdes carboidrato de um anticorpo) presentes em uma ampla vari- -

- edade de ligantes. Exemplos de tais grupos reativos PEG-terminais incluem

maleimida (para reagédo com grupos sulfidrila), N-hidroxissuccinimida (NHS)
ou éster de carbonato de NHS (para reagdo com aminas primarias), hidrazi-
da ou hidrazina (para reacao com aldeidos ou cetonas), iodoacetila (de pre-
feréncia reativo com grupos sulfidrila) e ditiopiridina (tiol-reativa). Esquemas
de reacdo sintética para ativagdo de PEG com tais grupos s&o mostrados
nas Patentes U.S. Nos. 5.631.018, 5.527.528, 5.395.619 e as segbes rele-
vantes descrevendo procedimentos de reagdo sintética sao expressamente
aqui incorporadas a titulo de referéncia.

Esquema de reacgdo sintética exemplar € mostrado nas figuras
1A-1B. Detalhes da reacdo sdo dados na Patente U.S. No. 6.326.353. Re-
sumidamente, polietileno glicol (PEG) bis (amina) (Corhposto I) é reagida
com cloreto de 2-nitrobenzeno sulfonila para gerar o produto monoprotegido
(Cbmpo'sto I). O Composto Il é reagido com carbonil dimidazol em trietila-
mina (TEA) para formar o imidazol carbamato da mono 2-
nitrobenzenossulfonamida (Composto Hl). O composto Il é reagido com
DSPE em TEA para formar o lipideo PE derivatizado protegido em uma ex-
tremidade com cloreto de 2-nitrogenzil sulfonila. O grupo de protegao é re-
movido através de tratamento com &cido para dar o produto DSPE-PEG
(Composto 1X) tendo uma amina terminal na cadeia PEG. Reagéo com ani-
drido de acido maléico da o produto maledmico correspondente (Composto

V), que em reagdo com anidrido acético da o produto de PE-PEG-maleimida
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(Composto VI). O composto é reativo com grupos sulfidrila, para acoplamen-
to dos anticorpos antiintegrina descritos aqui através de uma ligagao tioéter
(Composto VII).

Sera compreendido que qualquer um dos polimeros hidrofilicos
mencionados acima em combinagdo com qualquer um dos lipideos de for-
macéo de vesicula acima mencionados pode ser empregado como agentes
de modificacdo para preparar o conjugado de direcionamento lipideo-
polimero-ligante e seqiiéncias de reagdo adequadas para qualquer polimero
selecionado podem ser determinadas por aqueles versados na tecnica.

D. Preparacéo de Lipossoma
Varias abordagens foram descritas para preparacéo de liposso-

mas tendo um ligante de direcionamento ligado a extremidade distal de ca-
deias de polimero ligadas a lipossoma. Uma abordagem envolve preparagao
de vesiculas de lipideo que incluem um derivado de lipideo-polimero funcio-
nalizado na extrémidade; isto é, um conjugado de lipideo-polimero onde a
extremidade de polimero livre é reativa ou "ativada" (vide, por exemplo, Pa-
tentes U.S. Nos. 6.326.353 e 6.132.763). Tal conjugado ativado & incluido na
composicdo de lipossoma e as extremidades do polimero ativadas sao rea-
gidas com um ligante de direcionamento apés formacgdo de lipossoma. Em
uma outra abordagem, o conjugado de lipideo-polimero-ligante € incluido na
composicdo_de lipideo no. momento da formagdo de lipossoma (vide, 'por
exemplo, Patentes U.S. Nos. 6.224.903, 5.620.689). Em ainda uma outra

abordagem, uma solugdo micelar do conjugado de lipideo-polimero-ligante é

_incubada com uma suspensdo de lipossomas e o conjugado de lipideo-

polimero-ligante é inserido nos lipossomas pré-formados (vide, por exemplo,
Patentes U.S. Nos. 6.056.973, 6.316.024). _

Lipossomas carregando um agente aprisionado e carregando
ligantes de direcionamento ligados a superficie, isto &, lipossomas terapéuti-
cos, direcionados, sio preparados através de qualquer uma dessas aborda-
gens. Um método preferido de preparagdo é o método de insergcao, onde
lipossomas pré-formados séo incubados com o conjugado de direcionamen-

to para se obter insercdo do conjugado de direcionamento nas bicamadas
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lipossomais. Nesta abordagem, lipossomas s&o preparados através de uma
variedade de técnicas, tal como aquelas detalhadas em Szoka, F., Jr. e ou-
tros, Ann. Rev. Biophys. Bioeng., 9:467 (1980), e exemplos especificos de
lippssomas preparados em apoio da presente invengao serao descritos a-
baixo. Tipicamente, os lipossomas séo vesiculas multilamelares (MLVs), que
podem ser formadas através de técnicas de hidratagdo de pelicula de lipideo
simples. Neste procedimento, uma mistura de lipideos de formacao de lipos-
soma do tipo detalhado acima dissolvida em um solvente organico adequado
é evaporada em um recipiente para formar uma pelicula fina, que é entao
coberta por um meio aquoso. A pelicula de lipideo hidrata para formar MLVs,

-tipicamente com tamanhos entre cerca de 0,1 a 10 microns.

Os lipossomas podem incluir um lipideo de formagéo de vesicula
derivatizado com um polimero hidrofilico para formar um revestimento de
superﬁcie de cadeias de polimero hidrofilico sobre a superficie dos liposso-
mas. Adicdo de um conjugado de lipideo-polimero é opcional, uma vez que
apds a etapa de inser¢do, descrita abaixo, os lipossomas vao incluir ligante
de direcionamento de lipideo-polimero. Cadeias de polimero adicionais adi-
cionadas a mistura de lipideo no momento da formagdo de lipossoma e na
forma de um conjugado de lipideo-polimero resulta em cadeias de polimero
se estendende de ambas superficie interna e externa das bicamadas de lipi-
deo lipossomais. Adigdo de um conjugado de lipideo-polimero no momento-
da formagéo de lipossoma é tipicamente conseguida incluindo entre 1-20 por
cento em mol do lipideo derivatizado de polimero com os componentes de
fofmagéo de lipossoma restantes, por exemplo, lipideos de formagao de ve-
sicula. Métodos exemplares de preparagao de lipideos derivaﬁzados de po-
limero e de formacéo de lipossomas revestidos por polimero foram descritos
nas Patentes U.S. Nos. 5.013.556, 5.631.018 e 5.395.619, que s&o aqui in-
corporadas a titulo de referéncia. Sera compreendido que o polimero hidrofi-
lico pode ser estavelmente acoplado ao Iipideb, ou acoplado através de uma
ligagdo instavel, que permite que os lipossomas revestidos soltem o revesti-'
mento de cadeias de polimero conforme eles circulam na corrente sangui-

nea ou em resposta a estimulos.
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Os lipossomas também ‘incluem um agente -terapéutico ou de
diagndstico, e agentes exemplares sdo providos abaixo. O agente selecio-
nado ¢ incorporado a lipossomas através de métodos padrdo, incluindo (i)
aprisionamento passivo de composto solivel em agua através da hidratagao
de uma pelicula de lipideo com uma solugdo aquosa do agente, (i) aprisio-
namento passivo de um composto lipofilico através da hidratagao de uma
pelicula de lipideo contendo o agente e (iii) Carregamento de um farmaco
ionizavel contra um gradiente de pH de lipossoma interno/externo. Outros
métodos, tal como evaporacéo de fase reversa, sdo tambem adequados.

Apés formacgéo do Iipdssoma, os lipossomas podem ser dimen-
sionados para se obter uma populagdo de lipossomas tendo uma faixa de
tamanho substancialmente homogénea, tipicamente entre cerca de 0,01 a
0,5 micron, com mais preferéncia entre 0,03-0,40 micron. Um método de
dimensionamento eficaz para REVs e MLVs envolve extrusdo de uma ’sus-
pensdo aquosa dos lipossomas através de uma série de membranas de po-
licarbonato tendo um tamanho de poro uniforme selecionado na faixa de
0,03 a 0,2 micron, tipicamente 0,05, 0,08, 0,1 ou 0,2 micron. O tamanho do
poro da membrana corresponde mais ou menos aos tamanhos maiores de
lipossomas produzidos por extrusdo através desta membrana, particular-
mente onde a preparacdo for extrudada duas ou mais vezes através da
mesma menbrana. Métodos de homogeneizagdo sdo também uteis para li-
possomas de dimensionamento baixo para tamanhos de 100 nm ou menos
(Martin, F.J., em SPECIALIZED DRUG DELIVERY SYSTEMS - MANUFAC-
TURING AND PRODUCTION TECHNOLOGY, P. TYLE, Ed., Marcel Dekker,
Nova York, pp. 267-316 (1990)).

Ap6s formagdo dos lipossomas, um iigante alvo é incorporado
para se obter um lipossoma terapéutico, direcionado & célula. O ligante de
direcionamento é incorporado através de incubagdo dos lipossomas. pre-
formados com o conjugado de lipideo-polimero-ligante, preparado conforme
descrito acima. Os lipossomas pré-formados e os conjugados s&o incubados
sob condicbes eficazes para associagdo com o conjugado e os lipossomas,

que podem incluir interagdo do conjugado com bicamada de lipossoma ex-
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terna ou insercdo do conjugado na bicamada de lipossoma. Mais especifi-
camente, os dois componentes sao incubados juntos sob condi¢des que ob-
tém associagdo do conjugado com os lipossomas de uma tal maneira que o
ligante de direcionamento ¢ orientado exteriormente da superficie do lipos-
soma, e entdo disponivel para interagdo com seu receptor cognato. Sera
compreendido que as condi¢bes eficazes para se obter tal associacao ou
insercdo sdo determinadas com base em varias variaveis, incluindo a taxa
desejada de insergdo, onde uma temperatura de incubag@o maior pode obter
uma taxa mais rapida de insergdo, a temperatura para a qual o ligante pode

ser seguramente aquecido sem afetar sua atividade, e a um ponto menor a

temperatura de transicdo de fase dos lipideos € da composicao de lipideo.

Sera também compreendido que a insergdo pode ser variada pela presenca
de solventes, tal como solventes anfifaticos, incluindo polietilenoglicol e eta-
nol, ou detergentes.

O conjugado de direcionamento, na forma de um conjugado de
lipideo-polimero-ligante, vai tipicamente formar uma solugao de micelas
quando o conjugado é misturado com um solvente aquoso. A solugdo mice-
lar dos conjugados é misturada com uma suspensdo de lipossomas pré-
formados para incubacéo e associagdo do conjugado com 0s lipossomas ou
insercdo do conjugado nas bicamadas de lipideo lipossomal. A incubagao é
eficaz para se obter associagdo ou insergdo do conjugado de lipideo-
polimero-anticorpo com um folheto da bicamada externa dos lipossomas,
para formar um imunolipossoma.

| Apbs preparagdo, os imunolipossomas tém de preferéncia um
tamanho de menos do que cerca de 150 nm, de preferéncia entre cerca de
85-120 nm, e com mais preferéncia entre 90-110 nm, conforme medido, por
exemplo, através de difragao de luz dinamica a 30° ou 90°

E. Imunolipossomas Exemplares

Em estudos realizados em apoio a invengdo, imunolipossomas

tendo um anticorpo scFv antiHER2 foram preparados conforme descrito no

'Exemplo 1. Resumindo, os lipossomas foram preparados a partir de lipideos

HSPC, colesterol e mPEG-DSPE. O agente terapéutico, doxorrubicina, foi
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carregado nos lipossomas através de carregamento remoto contra um gradi-
ente de ion de aménio (Doxil®). Um conjugado de direcionamento de lipideo-
polimero-anticorpo, preparado conforme descrito no Exemplo 1 com um an-
ticorpo anti-HER2 tendo a sequéncia identificada aqui como SEQ ID NO: 2,
foi inserido nos lipossomas pré-formados através de incubagao de uma solu-
¢ao micelar contendo uma pluralidade dos conjugados com os lipossomas
pré-formados. Imunolipossomas tendo uma média de 2, 5, 7,5, 15, 30, 45,
75, 100, 150 e 300 anticorpos por lipossomas, também referidos aqui como
formulagdes 2:1, 5:1, 7,5:1, 15:1, 30:1, 45:1, 75:1, 100:1, 150:1 e 300:1, fo-
ram preparados através de ajuste das concentracdes do reagente, conforme -
detalhado no Exemplo 1.

A absorcéo in vitro em células expressando HER2 (SK-BRO03) e
em células expressando n@o-HER2 (MCF-7) dos imunolipossomas carre-
gando 7,5, 15, 30 e 45 anticorpos foi determinada, conforme descrito no E-
xemplo 2. Os resultados sdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1: Sumério de Ligacdo/Absorcdo Celular de Imunolipossomas Anti-
HER2 em Células SK-BR-3 e MCF-7

Células Tratamento Doxorrubicina
(pg/célula) + SE

(n=3)

SK-BR-3 |Lipossomas de controle (nenhum anti- | NS*
(IHC 3+) |corpo anti-HER2) -

Imunolipossomas anti-HER2 (7,5:1) 6,02 £ 0,19
Imunolipossomas anti-HER2 (15:1) 8,35+ 0,27
Imunolipossomas anti-HER2 (30:1) 6,66 = 0,22
Imunolipossomas anti-HER2 (45:1) 4,39 +0,16

MCF-7 Lipossomas de controle (nenhum anti-|NS
corpo anti-HER?2)

Imunolipossomas anti-HER2 (15:1) NS
Imunolipossomas anti-HER2 (30:1) NS

*NS = ndo-significante; abaixo do limite de detecgao
Os dados na Tabela 1 mostram ligagdo/absorgao de célula posi-
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tiva dos imunolipossomas anti-HER2 nas células ‘SK-BR3 positivas para
HER-2, com niveis de doxorrubicina de 2,58 pg por célula e 1,75 pg por célu-
la para as formulagdes 15:1 e 30:1, respectivamente. A ligagéo/absor¢ao de
imunolipossomas anti-HER2 nas células MCF-7, que tém niveis de expres-
sdo de HER2 baixos, ndo foi significante. A ligagdo/absorgao dos lipossomas
ndo carregando anticorpos anti-HER2 em ambas linhagens celulares tam-
bém nao foi significante.

Em um outro estudo, descrito no Exemplo 3, a citotoxidade de

imunolipossomas anti-HER2 carregando 2, 5, 7,5 e 15 anticorpos por lipos-

soma em células de carcinoma de mama humano SK-BR-3 foi avaliada. Li-

‘possomas carregados com doxorrubicina livre e PEGuilada, doxorrubicina

serviram com controles positivo e negativo, respectivamente. As células SK-
BR-3 foram expostas a imunolipossomas anti-HER2 por 10 minutos e entao
a viabilidade celular foi avaliada. Os resultados sdo mostrados na figura 2A.
A figura 2A mostra a viabilidade celular, expressa como uma
porcentagem de células de controle néo-tratado, como uma fungdo de con-
centragdo de doxorrubicina, em pg/mL, quando administrada como farmaco

livre (triangulos), aprisionado em lipossomas (circulos) ou aprisionado em

" imunolipossomas contendo 2 (circulos), 5 (quadrados), 7,5 (diamantes) ou

15 (triangulos) anticorpos por lipossoma. Diferengas. na citotoxidade das
composicdes de lipossoma se tornam aparentes em concentracdes de do-
xorrubicina de cerca de 0,5 pg/mL, onde imunolipossomas decorados com 5
(quadrados) ou 7,5 (diamantes) anticorpos por lipossoma proveram citotoxi-
dade in vitro mais ou menos a mesma que o farmaco Iivr_e (triangulos). No
entanto, imunolipossomas com 15 anticorpos por lipossoma (triangulos) e-
ram mais citotéxicos do que a mesma concentragéo do farmaco livre, com
uma viabilidade celular de 50% em cerca de 4 pg/mL de doxorrubicina. Imu-
nolipossorhas com 2 anticorpos por lipossoma eram menos citotoxicos do
que a doxorrubicina lipossomal PEGuilada nao-direcionada.

O efeito de morte celular de imunolipossomas direcionados a
Her2 esta relacionado com a densidade de anticorpos por lipossoma. Valo-

res ICs para formulagdes de imunolipossoma anti-Her2 com razbes de
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scFv/lipossoma de 5, 7,5 e 15 apdés uma exposi¢cdo de 10 minutos eram a-
proximadamente 30, 16 e 3,9 pg/mL, respectivamente. Citotoxidade para
formulagdes de imunolipossoma anti-Her2 tendo a razéo de scFv/lipossoma
de 2 tinha pouca ou nenhuma citotoxidade apés uma exposi¢céo ao farmaco
de 10 minutos. O ICsy para doxorrubicina livre era aproximadamente 9,5
ug/mL. Pouca ou nenhuma toxidade foi notada para doxorrubicina aprisiona-
da em lipossomas revestidos com PEG. Imunolipossomas anti-Her2 com
uma razdo de scFv/lipossoma de 15 tinham maior citotoxidade do que doxor-
rubicina livre, indicando a vantagem de uma formulagé@o direcionada com
ligacdo rapida seguido por internalizagéao. |

Deste modo, em uma modalidade, uma formulagdo de imunoli-
possoma que inclui uma quantidade de conjugado de lipideo-polimero-
anticorpo que prové mais do que 2 anticorpos por lipossoma e, em particular,
que prové em média mais do que 2 anticorpos por lipossoma apds ciréula-
cao dos imunolipossomas no sangue in vivo por mais do que 24, 48 ou 96
horas é compreendida, como sera discutido mais abaixo.

Um método alternativo de medicdo de citotoxidade in vitro foi
realizado, onde as formulagbes de lipossoma e imunolipossoma foram incu-
badas com as células por quatro horas. As células foram entdo lavadas e
incubadas a 37° C por trés dias. O nimero de célula no final dos trés dias foi
estimado atraves de tingimento com violeta cristal. Os resultados sao mos-
trados na figura 2B. A figura 2B mostra a viabilidade celular, expressa como
uma porcentagem de células de controle ndo-tratado, como uma fungao de
concentracdo de doxorrubicina, em pg/mL. Quatro horas de exposi¢ao a va-
rias concentracbes de doxorrubicina a partir dos varios imunolipossomas
ilustra a citotoxidade in vitro diferente das formulagdes. Imunolipossomas
carregando 7,5 e 45 anticorpos por lipossoma eram ligeiramente menos cito-
téxicos ou tdo citotdxicos quanto a doxorrubicina livre (diamantes). Imunoli-
possomas com 15 e 30 anticorpos eram mais citotoxicos do que doxorrubici-
na livre. A figura 2B também mostra que os imunolipossomas com 15 e 30
anticorpos eram mais potentes em citotoxidade celular do que doxorrubicina

livre.
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Em um outro estudo, descrito no Exemplo 4, a estabilidade dos
lipossomas direcionados a Her2 no sangue foi avaliada. Imunolipossomas
carregando um anticorpo scFv marcado com 2% foram preparados em ra-
zbes de anticorpo scFv/imunolipossoma de 7,5, 15, 30, 45 e 90. Os imunoli-
possomas foram incubados em plasma humano, e aliquotas removidas em
tempos selecionados para andlise. Aliquotas em duplicata de material lipos-
somal em plasma humano foram removidas da incubagéo e aplicadas em
colunas Sepharose CL-4B para cada ponto de tempo.

As figuras 3A-3H mostram os perfis de eluigdo de conjugados de

lipideo-PEG-scFv marcados com '?°| de imunolipossomas tendo 15 anticor-

- pos scFv por lipossoma de aliquotas removidas durante incubagao dos imu-

nolipossomas em plasma humano, as aliquotas removidas em tempos de 0
hora (figura 3A), 1 hora (figura 3B), 4 horas (figura 3C), 8 horas (figura 3D),
24 horas (figura 3E), 48 horas (figura 3F), 72 horas (figura 3G) e 96 horas
(figura 3E). A radioatividade na fragdo lipossomal foi recuperada dentro de
uma faixa muito estréita de fragbes dentro de 2-3 fragbes e tipicamente den-
tro de 6-9 mL de eluente total coletado. Fragdes de plasma, devido a faixa
de tamanho ampla de proteinas de plasma, eluiram da coluna de Sepharose
CL-4B em pelo menos 12 fragbes. Em todos os pontos de tempo, as fragoes
lipossomal e de plasma eram distinguiveis uma da outra. A fim de calcular a
porcentagem de conjugado de lipideo-PEG-scFv marcado com '#°l dissocia-
do (e associado correspondente), as radioatividades das fragdes lipossomal
e de plasma foram combinadas para prover uma quantidade total de marca-
dor '°I. Esse total foi avaliado como uma razéo de radioatividade total na
amostra aplicada a coluna Sepharose CL-4B.

A figura 4A mostra a dissociagdo de anticorpos scFv marcados
com '®| de formulacdes de imunolipossoma tendo razdes de anticorpo
scFv/lipossoma de 7,5:1 (diamantes), 15:1 (quadrados), 30:1 (circulos), 45:1
(triangulos) e 90:1 (*) como uma fungéo de tempo de incubagdo, em horas,
em plasma humano. A figura 4B mostra em grafico os dados como porcen-' |
tagem de marcador '®| restante nos imunolipossomas para as mesmas for-

mulagdes. A taxa e grau de dissociagéo do anticorpo (com relagao a quanti-



10

15

20

25

30

30

dade de doxorrubicina) a partir das formulagbes sdo essencialmente iguais
sem importar a densidade inicial de anticorpos por lipossoma.

Em um outro estudo, uma formulagdo de imunolipossoma tendo
15 anticorpos por lipossoma foi preparada e a dissociagéo de radiomarcador
a partir da formulagdo durante incubago in vitro em plasma humano foi me-
dida. Os resultados sdo mostrados nas figuras 5A-5B. .

A figura 5A mostra a porcentagem de anticorpo radiomarcado
dissociado da formulagdo de imunolipossoma para os dois estudos (diaman-
tes, quadrados) como uma fungdo de tempo de incubagdo, em horas. Os
resultados entre os dois estudos estdo consistentes e indicam que 24 horas
de incubagéo resultam em cerca de 30% de dissociagdo do anticorpo a partir
do imunolipossoma. Apds 96 horas de incubagdo em plasma humano, 50%
dos anticorpos ndo estdo mais associados com os imunolipossomas.

A figura 5B mostra em grafico os dados de um dos estudos u-
sando a formula¢édo de imunolipossoma 15:1 como a porcentagem de anti-
corpo radiomarcado restante nos imunolipossomas (diamantes) e como a
porcentagem de anticorpo radiomarcado dissociado dos imunolipossomas
(quadrados), como uma fungdo de tempo de incubagé@o em plasma humano,
onde dissociagdo induzida por plasma é descrita como radioatividade recu-
perada na fracdo de plasma. A figura 5B mostra a diminuigéo de scFv ra-
diomarcado na fragdo lipossomal_com o aumento correspondente na fragao
de plasma expresso como a porcentagem de material de scFv total. Uma
diminuicdo inicial na quantidade de anticorpo scFv liberado foi observada
atingindo um estado estacionario em aproximadamente 48 horas. No ponto
de tempo zero, 85% da radioatividade foram recuperados na fragao liposso-
mal com o restante na fragdo de plasma. A diminui¢do na radioatividade as-
sociada lipossomal foi mais pronunciada dentro de 24 horas com >30% do
anticorpo scFv dissociados e recuperados da fragdo de plasma. Como o an-
ticorpo scFv inicial diminui na fragdo lipossomal, a quantidade de radioativi-
dade na fracdo de plasma mostra um aumento correspondente (com diminu-
icdo correspondente na fragdo lipossoma) durante o tempo de incubacao de

96 horas para aproximadamente 50% de dissociagao.
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Deste modo, em uma modalidade, uma composi¢cdo de imunoli-
possoma é provida, a qual tem 24 horas apos administragdo in vivo, com
mais preferéncia 48 horas apos administragao e com mais preferéncia ainda
96 horas apds administragdo, mais do que dois anticorpos por lipossoma,
em média, e menos do que 150 anticorpos por lipossoma, em média. Em
uma outra modalidade, a composi¢do de imunolipossoma tem uma quanti-
dade inicial de anticorpos por lipossoma em média, e entre 30-60% dos anti-

corpos dissociam da dose de imunolipossoma administrada in vivo, para

~ prover uma composi¢do, 48 ou 96 horas apos administra¢ao in vivo que tem

menos do que cerca de 50 anticorpos por imunolipossoma em média, com

‘mais preferéncia menos do que cerca de 30 anticorpos por imunolipossoma

em média e com mais preferéncia ainda menos do que cerca de 15 anticor-
pos por imunolipossoma em média. Em uma modalidade preferida, os imu-
nolipossomas em média incluem entre 2 e 15, inclusive, anticorpos por imu-
nolipossoma. Sera compreendido que o numero de anticorpos por lipossoma
in vivo pode ser aproximado usando um ensaio in vitro onde o imuholipos-
soma é incubado em plasma humano a 37° C por um tempo selecionado, tal
como 24, 48 ou 96 horas e analise usando uma técnica analitica adequada
quanto a dissociagdo do anticorpo (ou do construto de lipideo-polimero-
anticorpo) a pé'rtir do lipossoma.

Um -estudo in vivo foi realizado para avaliar a estabilidade do
anticorpo nos imunolipossomas seguindo uma administra¢do intravenosa
Unica a ratos. Conforme descrito no Exemplo 5, os ratos foram tratados in-

125I (

travenosamente ou com imunolipossomas marcados com formulagéo

15:1) ou com conjugado de anticorpo scFv-PEG-DSPE marcado com 129,
Amostras de sangue foram coletadas em 5 minutos e em 1, 3, 8, 24 e 48
horas pos-dosagem. Amostras de sangue integral e plasma foram contadas
quanto a '®| e expressas em porcentagem (%) de dose injetada. As amos-
tras de plasma do grupo tratado com os imunolipossomas foram também
ensaiadas quanto & concentragdo de doxorrubicina. Em adi¢cao, uma porcéao
da amostra de plasma em cada ponto de tempo foi passada por uma coluna

de exclusdo de tamanho para separar conjugado livre de conjugado ligado a
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lipossoma para determinar se radioatividade estava associada com fragéao
de lipossoma.

A figura 6A mostra a porcentagem de conjugado de anticorpo
scFv radiomarcado -PEG-DSPE recuperado na fragdo lipossomal das amos-
tras de plasma. Em todos os pontos de tempo, >85% da radioatividade fo-
ram encontrados apenas na fragdo lipossomal. Isto indica que qualquer anti-
corpo livre ou conjugado livre (isto é, ndo-associado a lipossoma) é rapida-
mente removido da circulagao.

A figura 6B mostra a concentragdo de anticorpo scFv radiomar-
cado livre na fracdo lipossomal do plas.ma ap0s separagdo na coluna Sepha-
rose CL-4B. A quantidade de anticorpo scFv livre nesta fracao é desprezivel
uma vez que apenas quantidades pequenas (100 ng/mL) foram recupera-
das. Em toda a duragdo do estudo, a recuperagdo de anticorpo scFv livre foi
menos do que 15% do total recuperado.

| A concentracdo de anticorpo scFv radiomarcado nao-associado
com a fracéo lipossomal, isto é, "anticorpb livre" ou "conjugado livre" apos
administracdo da formulagao de imunolipossoma 15:1 a ratos € mostrada na
figura 6C. No primeiro ponto de tempo (5 min), a concentragcdo de anticorpo
scFv radiomércado inicial tinha diminuido em 20% da dose injetada espera-

da. A taxa inicial de eliminagdo de anticorpo scFv radiomarcado foi rapida

_ durante as primeiras 10 horas ou entdo ap6s dosagem. Durante as primeiras

48 horas pds-dosagem, a concentragdo de anticorpo scFv radiomarcado di-
minuiu em 90% da concentracdo de anticorpo scFv radiomarcado no primei-
ro ponto de tempo. Em comparagao 40% da doxorrubicina permanecem em
circulagao (figura 7A).

Também conforme descrito no Exemplo 5, os pardmetros farma-
cocinéticos dos imunolipossomas e da doxorrubicina foram determinados. A
Tabela 2 sumariza os parametros farmacocinéticos e as figuras 7A-7B mos-

tram as concentracdes como uma fungéo de tempo.
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Tabela 2: Parametros Farmacocinéticos de Formulacdo de Imunolipossoma

15:1 e de Conjugado de Anticorpo scFv-PEG-DSPE

AUC? Vss® CLt° Meia-vida
(Hg/mL * h) (mL) (mL/h) (h)

Imunolipossoma 2224 13,4 0,31 31,6
(DOX em plasma)
Imunolipossoma NA NA NA 25,6
(% de '®°I no sangue)
Imunolipossoma NA NA NA 25,0
(% de '®I no sangue)

| Conjugado NA NA NA 2,1
(% de "®®| no plasma)

| Conjugado NA NA NA 2.0
(% de '*°l no plasma)

3Calculado usando o método trapezoidal para o ultimo pontd de tempo (96
horas pds-dose)
byolume de distribuicdo em estado estacionario.

°Liberacao de doxorrubicina do plasma.
A figura 7A mostra a porcentagem de anticorpo scFv marcado

com ' restante no plasma (diamantes) e no sangue (quadrados fechados);
a porcentagem de doxorrubicina no plasma (tridngulos), como uma fungéo
de tempo, em horas, apds administragdo de uma formulagio de imunolipos-
soma 15:1 a ratos. Também mostrada é a porcentagem de um anticorpo
scFv marcado com '2°I no plasma (circulos abertos) e no sangue (quadrados
abertos) como uma funcéo de tempo, em horas, apdés administragdo como
um conjugado livre. A radioatividade no sangue e plasma atingiu o pico 5
minutos pds-dosagem ambos em animais dosados com imunolipossomas e
em animais dosados com conjugado de antico_rpo scFv-PEG-DSPE marcado
com 1. Em animais tratados com imunolipossomas, o nivel de ?°l no san- .
gue e plasma era 78,4+4,1 e 77,2+3,7% em 5 minutos € 4,4 + 0,9 e 4,1 +
0,8% em 96 horas, respectivamente. O teor de doxorrubicina em plasma era

127 +19,7% ou 69,4 + 10,8 pg/mL em 5 minutos e 11,8 +3,9% ou 6,4 + 2,2
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pg/mL em 96 horas. O perfil de '°| eluido a partir da coluna de exclusao de
tamanho mostrou um pico Unico, que correspondia a fragéo de lipossoma do
efluente da coluna. Com base na porcentagem de dose injetada de '*I no
sangue e plasma, a meia-vida de eliminagédo dos imunolipossomas era 25,6
h e 25,0 h, respectivamente. Com base na concentracdo de doxorrubicina no
plasma a meia-vida de eliminagdo dos imunolipossomas era 31,6 h. |

Em animais tratados com conjugado de anticorpo scFv-'?°I-PEG-
DSPE, o nivel de '?°l no sangue e plasma era 41,8 + 6,0 € 40,8 + 3,1% em 5
minutos e 2,9 + 0,6 e 2,7 + 1,1% em 8h, respectivamente. Nenhuma radioa-
tividade foi detectada nos pontos de tempo de 24 ou 48 horas. A meia-vida
de eliminacao de conjugado no sangue e plasma era 2,1 e 2,0 h, respecti-
vamente.

A figura 7B mostra a concentragdo de doxorrubicina no plasma,
em pg/mL, como uma fungao de tempo, em horas, apds administragéb de
uma formulacdo de imunolipossoma 15:1 a ratos. Conforme visto, a doxorru-
bicina permanece no sangue 96 horas apds dosagem. '

A figura 8 é um grafico da razéo de anticorpo scFv marcado com
25| para doxorrubicina no sangue, em ng/yg, como uma funcao de tempo,
em horas, apés administragdo de uma formulag&o de imunolipossoma i5:1a
ratos. A razdao de componentes diminuiu durante as primeiras 24 horas pés-
dosagem, e entdo atingiu um platd em cerca de 50 horas pds-dosagem. A
razdo de diminuicdo mostra que o anticorpo scFv é perdido do lipossoma em
uma taxa mais rapida do que ou liberagdo do lipossoma a partir da circula-
cédo ou perda de doxorrubicina a partir do lipossoma.

Sumarizando, os estudos in vivo mostraram que os imunolipos-
somas permaneciam na circulagdo por mais de 96 horas seguindo a admi-
nistracdo intravenosa unica em ratos. O conjugado de anticorpo-PEG-DSPE
estava intimamente associado com os lipossomas conforme demonstrado
através de cromatografia de exclusdo de tamanho. A meia-vida de "I em
sangue/plasma seguindo administragdo de imunolipossomas marcados com
125) era aproximadamente 25 horas, e a meia-vida da doxorrubicina no plas-

ma era 31,6 horas. Quando administrado em forma livre, o conjugado de
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anticorpo-PEG-DSPE permaneceu na circulagdo por aproximadamente 8
horas seguindo uma administragdo intravenosa unica. A meia-vida de circu-
lacdo de conjugado livie era aproximadamente 2 horas. Os dados in Vivo
examinando a estabilidade dos imunolipossomas no soro mostraram que em
todos os pontos de tempo >85% da radioatividade permaneciam na fragao
lipossomal indicando que anticorpo dissociado ou anticorpo livre-conjugado
é rapidamente removido da fragdo de soro. O imunolipossoma tinha uma
meia-vida medida em ambos soro e sangue de aproximadamente 25 horas

enquanto a meia-vida do anticorpo livre ou anticorpo-conjugado era aproxi-

" madamente 2 horas em ambos sangue e plasma (Tabela 2).

O Exemplo 6 descreve um outro estudo in vivo conduzido para
avaliar a farmacocinética de formulagdes de imunolipossoma tendo 15, 75,
150 e 300 anticorpos scFv por lipossoma. Resumindo, foram tratados com
um bolo intravenoso unico de uma das formulagdes de imunolipossoma.
Camundongos de controle foram administrados com doxorrubicina liposso-
mal PEGuilada. Plasma foi coletado em aproximadamente 5 minutos e 4, 8,
24, 48, 72 e 96 horas pés-dosagem e foi ensaiado quanto a doxorrubicina
total. Os resultados sdo mostrados na figura 9.

Perfis de concentragdo versus tempo de doxorrubicina similares
foram observados nos animais tratados com a formulagdo de controle (dia-
mantes) e com as formulagbes de imunolipossoma 15:1 (quadrados fecha-
dos) e 75:1 (triangulos). Valores consideraveimente menores para Crmax,
AUC e meia-vida foram observados, acompanhados por uma liberagao mais
répida e um volume de distribuicdo maior, para animais tratados com os i-
munolipossomas tendo 150 (simbolos X) e 300 (simbolos *) anticorpos por
lipossoma.

Os parémetrbs farmacocinéticos determinados a partir dos da-

dos na figura 9 sdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3

Grupo de Formulagdo Cmax AUCtimo> | Meia-| Cl | Vss
(hgiml) | (ugehvmL)| vida | mim)| (mL)
(h)
1 Lipossoma PEGuilado| 39,0 £0,27 751,5 14,8 | 0,070 | 1,49
(nenhum anticorpo), controle
2 Imunolipossoma 15:1 39,9 +549 | 763,1 17,0 | 0,068 | 1,50
3 Imunolipossoma 75:1 43,3 +1,30 898,3 | 12,8 | 0,059 | 1,23
4 Imunolipossoma 150:1 20,6 +3,88 287,7 3,30 | 0,183 | 3,57
5 Imunolipossoma 300:1 10,5 +£6,13 81,5 3,91 {0,645 | 12,0

AUCrimo = @ area sob a curva calculada para o Gltimo ponto de tempo medi-
do | |
" As concentracdes de doxorrubicina no plasma atingiram o pico
no primeiro ponto de tempo de amostragem, isto é, aproximadamente 5 mi-
nutos apds inje¢do. Os valores Cmax €m camundongos administrados com a
formulagdo de controle lipossomal PEGuiIéda, formulacédo de imunoliposso-
ma 15:1 e a formulagdo de imunolipossoma de 75:1 eram 39,0 + 0,27, 39,9 =
5,49 e 43,3 = 1,30 pg/mL, respectivamente. Os niveis de farmaco corres-
pondéntes diminuiram para 10,1 + 1,82, 9,05 + 0,69 e 13,6 = 5,0 pg/mL, res-
pectivamente, em 24 h, e 0,32 + 0,19, 0,56 + 0,41 e 0,28 + 0,12 pg/mL, res-
pectivamente, em 96 horas pés-administragéo. Perfis farmacocinéticos muito
similares foram observados nesses trés grupos de tratamento. Os valores de
Cmax €M camundongos administrados com formulagéo de lipossoma 150:1 e
a formulagéo de lipossoma 300:1 eram notavelmente menores do que aque-
les tratados com as formulagbes de imunolipossoma 75:1 ou menores, isto
é, 20,6 + 3,88 e 10,5 + 6,13 pg/mL, respectivamente. Os niveis de farmaco
correspondentes diminuiram para 4,56 + 0,52 e 0,58 = 0,19 pg/mL, respecti- .
vamente em 24 horas. No final de 96 horas, metade dos animais nos grupos
de tratamento de formulagdo de imunolipossoma de 150:1 e 300:1 néb ti-
nham nenhum nivel de farmaco detectavel em plasma.
Os valores de AUCuiima €m camundongos administrados com

formulacdo de controle lipossomal PEGuilada, formulagdo de imunoliposso-
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ma 15:1 e a formulagdo de imunolipossoma 75:1 eram 751,5, 763,1 e 898,3
ug/mL, respectivamente. Os valores de AUCitima €M camundongos adminis-
trados com formulacdes de imunolipossoma de 150:1 e 300:1 eram 287,7 e
81,5 pg'h/mL, respectivamente.

A meia-vida do plasma em camundongos administrados com
formulagdo de controle lipossoma PEGuilada, formulagdo de imunoliposso-
ma de 15:1 e a formulacdo de imunolipossoma de 75:1 foi 14,8, 17,0 e 12,8
horas, respectivamente. A meia-vida em camundongos administrados com a
formulagdo de imunolipossoma de 150:1 e 300:1 foi 3,30 e 3,91 horas, res-
pectivamente. _
A liberagdo de doxorrubicina do plasma em camundongos admi-
nistrados com formulacdo de controle lipossomal PEGuilada, formulagéo de
imunolipossoma de 15:1 e a formulagdo de imunolipossoma de 75:1 era
0,070, 0,068 e 0,059 mL/h, respectivamente. A liberagcéo de doxorrubicina do
plasnia em camundongos administrados com formulagdes de imunoliposso-
ma de 150:1 e 300:1 foi 0,183 e 0,645 mL/h, respectivamente.

O volume de distribuicdo em camundongos administrados com
formulacdo de controle lipossomal, formulagéo lipossomal de 15:1 e a formu-
lagdo lipossoma de 75:1 foi 1,49, 1,50 e 12,3 mL, respectivamente. O volu-
me de distribuigdo em camundongos administrados com formulag&o imunoli-
possoma de 150:1 e 300:1 foi 3,57 e 12,0 mL, respectivamente.

As constatacdes do Exemplo 6 mostram que perfis farmacociné-
ticos similares foram observados em camundongos apés uma administragao
de bolo unica de imunolipossomas contendo uma razédo de scFv/lipossoma
de 0, 15 ou 75. Valores menores para Cmax, AUC e meia-vida foram obser-
vados, acompanhado por uma liberagdo mais rapida e um volume maior de
distribuicdo, para animais tratados com imunolipossomas contendo uma ra-
740 de scFv/lipossoma de 150 ou 300, onde os pardmetros eram inversa-
mente proporcionais & densidade do ligante. Deste modo, em uma modali-
dade, uma formulagdo de imunolipossoma é provida a qual tem uma AUC,
Cumax €/0u meia-vida que é (i) maior do que ou (ii) ndo maior do que 30%, de

preferéncia nao mais do que 25%, com mais preferéncia ainda ndo mais do
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que 20%, menor do que a AUC, Cmax €/0U meia-vida para uma formulagao
lipossomal similar sem o anticorpo de direcionamento. Por exemplo, a AUC
da formulagdo de lipossoma PEGuilada de controle sem o anticorpo era 751
ugh/mL. As AUCs das formulagdes de imunolipossoma de 15:1 e 75:1 foram
763 ugh/mL e 898 pgh/mL, respectivamente. A formulagao de imunolipos-
soma de 15:1 tinha um valor de AUC que era 1,6% menor (isto &, ndo mais
do que 25% menor) do que a AUC da formula(;éo lipossomal corresponden-
te, idéntica em composigdo exceto pela auséncia dos anticorpos. A formula-
¢do de imunolipossoma de 75:1 tinha um valor de AUC que era maior do que
a AUC da formulacio lipossomal correspondente. Em contraste, os valores
de AUC para as formulagdes de imunolipossoma de 150:1 e 300:1 eram
consideravelmente mais do que 30% menores do que a AUC da formulagao
lipossomal. Similarmente, os parametros farmacocinéticos de Cnax € meia-
vida para as formulagdes de imunolipossoma de 75:1 e 15:1 eram mais do

que 25% menores do que o pardmetro correspondente da formulagao lipos-

somal direcionada de n&o-anticorpo, lipossomal.

Deste modo, os dados na figura 9 quando considerados com 0s
dados na figura 2A e na figura 5B indicam que uma formulagao de imunoli-
possoma, € em uma modalidade um lipossoma carregando um anticorpo
tendo um peso molecular entre cerca de 20.000-50.000 Daltons, com mais
preferéncia 25.000-35.000 Daltons, de preferéncia tem antes da administra-
¢éo in vivo entre cerca de 4-30 (inclusive dos pontos finais) anticorpos, em
média, por lipossoma, e com mais preferéncia entre cerca de 5-25 (inclusive
dos pontos finais) anticorpos por lipossoma, e com mais preferéncia ainda
entre cerca de 6-20 (inclusive dos pontos finais) anticorpos por lipossoma.
Outras faixas preferidas para.o numero de anticdrpos por lipossoma antes
da administrac@o in vivo estdo entre cerca de 5-30, entre cerca de 6-25 e

~ entre cerca de 4-_15 e entre cerca de 7-15.

Em uma outra modalidade, a formulagdo de imunolipossoma
tem, em média, mais do que cerca de 2 anticorpos por lipossoma € menos
do que cerca de 16 anticorpos cerca de 96 horas apos administragao in Vivo,

com mais preferéncia tendo mais do que cerca de 2 anticorpos por Iiposso-'
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ma e menos do que cerca de 12 anticorpos cerca de 96 horas apds adminis-
tragdo in vivo, e com mais preferéncia ainda tendo mais do que cerca de 2
anticorpos por lipossoma e menos do que cerca de 10 anticorpos cerca de
96 horas ap6s administragdo in vivo, € com mais preferéncia ainda tendo
mais do que cerca de 2 anticorpos por lipossoma e menos do que cercade 8
anticorpos cerca de 96 horas apos administragdo in vivo. Alternativamente, a
composicdo de imunolipossoma tem mais do que dois anticorpos por lipos-
soma, em média, apds cerca de 48 horas apds c'irculagéo in vivo no sangue

e menos do que cerca de 20 anticorpos por lipossoma, em média, cerca de

48 horas apos administragéo intravenosa in vivo.

Em uma outra modalidade, a invengdo prové uma formulagao de
imunolipossoma tendo uma AUC que esta dentro de 30%, de preferéncia
25%, com mais preferéncia dentro de 20%, da AUC de formulagao de lipos-
soma similar sem os anticorpos de direcionamento. Em uma outra modalida-
de, a invengdo prové uma formulagdo de imunolipossoma tendo uma AUC
normalizada pela dose que esta dentro de 30%, de preferéncia 25%, com
mais preferéncia dentro de 20%, da AUC normalizada pela dose de uma
formulacéo lipossoma similar sem os anticorpos de direcionamento.

Um outro estudo foi conduzido para avaliar a eficacia antitumor
da composi¢do de imunolipossoma. Conforme descrito no Exemplo 7, ca-
mundongos carregando xenoenxertos de carcinoma de mama humano BT-
474, que é conhecido mostrar receptor HER2 sobre a superficie das células,
foram tratados com formulagdes de imunolipossoma nao tendo quaisquer
aniicorpos de direcionamento (controle) ou tendo 7,5, 15, 30 ou 45 anticor-
pos por lipossoma. Os resultados s&o mostrados nas figuras 10A-10B.

A figura 10A mostra o volume de tumor relativo, em porcenta-
gem, nos camundongos apos dosagem com solucéo salina (circulos aber-
tos), doxorrubicina contendo lipossomas PEGuilados (quadrados abertos) ou
imunolipossomas contendo 7,5 (diamantes), 15 (triangulos), 30 (quadrados
fechados) ou 45 (circulos fechados) anticorpos scFv por lipossoma. Tumores‘
no grupo de controle de solugéo salina (circulos abertos) quadruplicaram de

tamanho em uma média de 23,9 + 7,5 dias. Os animais tratados com as for-
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mulagdes de imunolipossoma tendo razdes de anticorpo:lipossoma de 45:1,
30:1, 15:1 e 7,5:1 tinham tempos de quadruplicagé@o de volume de tumor de
mais do que 35,1 £2,9,32,9+4,4,36,1+19e380 0 dia, respectivamen-
te. Os tumores nos animais tratados com formulagao lipossomal de controle
(Doxil®, quadrados abertos) tinham tumores que quadruplicaram de tamanho
em mais de 29,2 + 6,0 dias. No final do estudo no dia 38, um animal em ca-
da um dos grupos de tratamento dosado com imunolipossomas tendo razoes
de anticorpo:lipossoma de 45:1, 15:1 e 7,5:1 ou nao tinham nenhum tumor
presente ou tamanho de nodulo < 10 mm?®,

Houve um retardo de crescimento de tumor aparente em todos
os animais tratados com doxorrubicina lipossomal ou imunolipossomal
quando comparado com controles de solucdo salina. Os animais tratados
com formulacdes de imunolipossoma direcionando a HER2 tinham retardos
Ilgelramente maiores em crescimento de tumor do que os animais tratados
com doxorrublcma lipossomal nao-direcionada (Dox1|®)

A figura 10B mostra a mudanga percentual no peso do corpo dos
animais de teste durante o periodo de tratamento.

Resum_indo, o estudo mostra que neste modelo de xenoenxerto
de cancer de mama humano BT-474, tratamento com doxorrubicina aprisio-
nada em lipossoma ou com doxorrubicina aprisionada em imunolipossoma
resultou em um aumento em atividade antitumor quando comparado com
aquela de animais de controle. Nao havia nenhuma diferenga em eficacia
antitumor através da variagdo das razdes de anticorpo:lipossoma na formu-
lagcéo de imunolipossoma de 7,5-45.

A formulacdo de imunolipossoma de 15:1 foi selecionada para
avaliagdo em um estudo de faixa de dose in vivo em camundongos carre-
gando tumor. Conforme descrito no Exemplo 8, os camundongos foram tra-
tados com varias dosagens (2, 3, 4 mg/kg) de doxorrubicina aprisionada em
lipossomas PEGuilados ou aprisionada em imunolipossomas. Todos 0s ca-
mundongos receberam uma dose intravenosa semanal da formulagéo apro-
priada por trés semanas. O tamanho do tumor foi medido duas vezes por

semana para calcular o volume do tumor, € oS resultados sdo mostrados na
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figura 11.

A figura 11 é um grafico de volume de tumor relativo, tomado
como uma porcentagem de volume de tumor inicial, como uma fungdo de
tempo, em dias, em camundongos carregando um xenoenxerto de tumdr de
mama e tratados com solucéo salina (circulos abertos), lipossomas PEGui-
lados contendo doxorrubicina em dosagens de 2 mg/kg (quadrados abertos)
e 3 mg/kg (diamantes abertos) ou com uma fdrmulagéo de imunolipossoma
de 15:1 em dosagens de 2 mg/kg (quadrados fechados), 3 mg/kg (diamantes
fechados) ou 4 mg/kg (tridangulos fechados). Tumores em animais de contro-
le ndo-tratados (circulos abertos) tinham um tempo de triplicagdo de volume
de tumor (TVTT) em média de 11,1 + 1,9 dias. Os animais tratados com do-
xorrubicina lipossomal em 2, 3 e 4mg/kg (quadrados abertos, diamantes,
triangulos, respectivamente) tinham um tempo de triplicacdo de volume de
tumor (TVTT) de 16,7 + 4,8 dias, 26,0 + 3,9 e >34,2 + 9,0 dias, respectiva-
mente. Os animais tratados com a formulagao de imunolipossoma de 15:1
com TVTTs de mais do que 34,2 + 6,6, 29,5 + 8,6 e 49,0 para niveis de dose
de 2, 3 e 4 mg/kg, respectivamente. '

O retardo de crescimento de tumor foi observado para todos os
grupos de tratamento de farmaco quando comparado com grupo de contyole

nao-tratado. Havia uma relacdo de dose resposta aparente para grupos de

_ tratamento lipossomal PEGuilado mas néo para 0s grupos de tratamento de

imunolipossoma. No entanto, tratamento com imunolipossoma a 15:1 em 4
mg/kg resultou em retardo maior em crescimento de tumor do que todos os
outros grupos de tratamento mas uma relagao nao era evidente para os gru-
pos de tratamento de imunolipossoma. Tratamento com imunolipossomas de
15:1a2e 4 mg/kg proveu TVTTs médios que eram maiores do que o TVTT
médio para os grupos de camundongos tratados com lipossomal PEGuilado
em 4 mg/kg. Ainda, em cada dose, o TVTT médio para imunolipossomas de
15:1 era maior do que para o grupo de camundongos tratado com lipossomal
PEGuilado. |

Em um outro estudo, descrito no Exemplo 9, uma formulagao de

imunolipossoma contendo doxorrubicina aprisionada e carregando 15 anti-



10

15

20

25

30

42

corpos scFv, em média, por imunolipossoma, foi administrada em trés dosa-
gens a animais através de uma inje¢ao intravenosa unica. A farmacocinética
das imunolipossomas, da doxorrubicina e do anticorpo foi determinada e os
resultados sdo mostrados nas figuras 12-14. |

A figura 12 mostra a concentragéo de doxorrubicina no plasma,
em ng/mL, como uma fungéo de tempo, em horas, apés administragéo intra-
venosa a macacos da formulagdo de imunolipossoma 15:1 (circulos) e lipos-
somas PEGuilados (quadrados) em uma dosagem de doxorrubicina de 10
mg/mL. O tempo de vida de circulagao no sangue dos imunolipossomas era
essencialmente equivalente aos lipossomas PEGuilados sem o anticorpo
scFv. |

As figuras 13A-13B mostram a concentragdo de doxorrubicina
no plasma (figura 13A) e a concentragéo de anticorpo no plasma (figura 13B)
como uma fungéo do tempo apds administragao intravenosa dos imunolipos-
somas 15:1 nas dosagens de doxorrubicina de 1 mg/kg (circulos), 5 mg/kg
(quadrados) e 10 mg/kg (tridngulos). ‘A concentragdo de doxorrubicina total
(livre e aprisionada) no plasma diminui como uma funcdo de tempo pods-
administracdo (figura 13A). A concentragédo de anticorpo total (livre e associ-
ado a imunolipossoma) exibe uma diminuigéo inicial maior nas quatro horas
ap6s administragado seguido por um declinio menor em seguida. .

A razao da concentragdo de anticorpo para doxorrubicina foi de-

~ terminada a partir dos dados apresentados nas figuras 13A-13B e € mostra-

da nas figuras 14A-14B. Na figura 14A, a razdo das concentragbes de con-
centragdo de anticorpo scFv/doxorrubicina em plasma, em ng/ug, € mostra-
da. Na figura 14B, a razdo € normalizada para a razdo de anticor-
po/doxorrubicina inicial e & expressa como uma porcentagem. Em ambas
figuras, os imunolipossomas administrados em dosagens de doxorrubicina
de 1 mg/kg, 5 mg/kg e 10 mg/kg séo identificados por diamantes, quadrados
e triangulos, respectivamente. Ambas representagbes dos dados ilustram a
perda de anticorpo nas primeiras quatro horas ap6s administragao, com a-
proximadamente 40% do anticorpo dissociados do lipossoma e liberados da

corrente sangliinea dentro de 8 horas apés dosagem. Sera compreendido
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que os dados ilustram perda de anticorpo, que pode ser uma perda do anti-
corpo do imunolipossoma ou perda do construto de lipideo-polimero-
anticorpo do imunolipossoma.

Deste modo, uma formulagdo de imunolipossoma é compreendi-
da, onde os imunolipossomas perdem 20-50% dos anticorpos associados
durante circulacdo in vivo por um tempo de cerca de 24 horas, ou 48 horas,
ainda que os imunolipossomas retenham a ligagao ao receptor HER2 sufici-
ente para citotoxidade. Conforme acima ilustrado, mais do que cerca de dois
anticorpos sdo requeridos para citotoxidade in vitro conforme comparado
com doxorrubicina lipossomal nao-direcionada.

Deste modo, um método de preparagdo de uma formulagéo de
imunolipossoma para administragéo in vitro é provido, onde um construto de
porgao hidrofébica-polimero hidrofolico-anticorpo é incluido na formu‘lagéo
em uma primeira quantidade suficiente para prover um primeiro nimero se-
lecionado de anticorpos por imunolipossoma. Os imunolipossomas s&o trazi-
dos em contato com sangue, in vitro ou in vivo, e 0 nimero de anticorpos por
imunolipossoma em um ou mais pontos de tempo quando do contato dos
lipossomas com sangue é determinado. Por exemplo, uma aliquota de san-
gue do recipiente in vitro é tomada ou a amostra de sangue de um animal é
retirada. O sangue é analisado quanto a quantidade de anticorpo usando
qualquer nimero de técnicas analiticas adequadas, tal como radioimunoen-
saio, cromatografia, eletroforese de gel, etc. Se o nimero de anticorpos em
mais de um ponto de tempo for determinado, um grafico pode ser construi-
do, o qual mostra a perda de anticorpos como uma funcdo de tempo em
sangue. Usando esta informag&o, o numero de anticorpos em um ponto de
tempo selecionado apos contato com o sangue é determinado e uma segun-
da quantidade de construto de porgao hidrofébica-polimero hidrofilico-
anticorpo suficiente para prover um segundo ndmero, maior, de anticorpos
por lipossoma a fim de prover pelo menos dois anticorpos por lipossoma a-
pds contato com sangue tem tal ponto de tempo ¢ selecionado. Os imunoli-
possomas sd0 entdo preparados usando a segunda quantidade de constru-

to. Por exemplo, se for desejado ter 5 anticorpos por imunolipossoma 96 ho-
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ras apds administracdo, e os dados de incubagéo de sangue mostrarem que
cerca de 50% dos anticorpos dissociam do imunolipossoma ou estao de ou-
tro modo indisponiveis para interagdo com o receptor alvo, entdo os imunoli-
possomas devem inicialmente, antes da dosagem in vivo, conter pelo menos
10 anticorpos. Em geral, a segunda quantidade de conjugado, isto €, a quan-
tidade de conjugado selecionada para prover uma inicial, antes do numero
de dosagem de anticorpos, é selecionada para dar menos do que 50 anti-
corpos por lipossoma, com mais preferéncia 30 ou menos anticorpos por
lipossoma. _

Em uma outra modalidade, e com base em parte nos dados far-
macocinéticos acima, o método inclui provisdo de lipossomas tendo uma

primeira quantidade de conjugado que prové menos do que 150 anticorpos

por lipossoma, com mais preferéncia 100 ou menos anticorpos por liposso-

ma, e com mais preferéncia ainda 75 ou menos anticorpos por lipossoma.
M. Métodos de Uso

Os lipossomas incluem um agente terapéutico ou de diagnéstico
em forma aprisionada. Aprisionada pretende incluir encapsulagéo de um a-
gente no nucleo aquoso e espagos aquosos de lipossomas bem como apri-

sionamento de um agente na(s) bicamada(s) de lipideo dos lipossomas. A-

gentes compreendidds para uso na composi¢ao da invengao sao amplamen-
te variados, e exemplos de agentes adequados para aplicagoes terapéutica
e de diagndstico sdo dados abaixo. '

A dosagem administrada pode variar dependendo de fatores co-
nhecidos, tal como as caracteristicas farmacodinamicas do agente particular
e de seu modo e via de administracdo; idade, saide e peso do recipiente;
natureza e extensdo de sintomas, tipo de tratamento concomitante, frequién-
cia de tratamento e o efeito desejado. A dosagem pode ser uma dosagem de
uma vez ou periédica dada em um intervalo de horas, dias ou semanas se-
lecionado.

Qualquer via de administragdo é adequada, com modos intrave-

nosos e outros parenterais sendo preferidos.
Em um outro aspecto, um regime de tratamento combinado é
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compreendido, onde a composi¢ao de imunolipossoma descrita acima é ad-
ministrada em combinagdo com um segundo agente. O segundo agente po-
de ser qualquer agente terapéutico, incluindo outros compostos de farmaco
bem como agentes bioldgicos, tal como peptideos, anticorpos e similar. O
segundo agente pode ser administrado simultaneamente com ou sequenci-
almente a admi_nistrégéo dos imunolipossomas, através da mesma via de
administracdo ou uma diferente. Combinagdes particularmente preferidas
incluem, mas nao estédo limitadas a, ciclofosfarhida, taxanos, vinorrelbina,
Herceptin® e Avastin®. Lipossomas direcionados a Her2 provéem uma re-

gressd@o de tumor mais completa com relagao a uma dose equivalente do

“mesmo farmaco administrado em um lipossoma nao-direcionado, tal como

DOXIL®. Deste modo, um regime'de tratamento é compreendido, o'qual
compreende uma dose de um primeiro agente citotoxico aprisionado em i-
munolipossomas direcionados a Her2 e um segundo agente terapéutico, on-
de um ou ambos agentes séd administrados em uma dose menos do que a
dose requerida para o agente administrado sozinho, para obter um resultado
clinico aperfeig:oado, tal como uma regressdo de tumor maior do que espe-
rado. Sera tambéem compreehdido que os imunolipossomas direcionados a
Her2 podem ser administrados em combinagéo com dois ou mais agentes.
Agentes adeqﬁados para um paciente particular podem ser identificados por
um profissional médico veréado. Um régime de tratamento compreendido de
uma composigdo de imunolipossoma direcionada a Her2 contendo um agen-
te quimioterapé@utico aprisionado nos lipossomas, e dois ou mais agentes
adicionais, é compreendido, onde pelo menos um, e de preferéncia mais de
um dos agentes, é administrado em dose menos do que a dose recomenda-

‘da do agente quando dado sozinho, para se obter um resultado clinico aper-

feicoado. ,
Os métodos de tratamento descritos aqui sdo pretendidos, em

uma modalidade, para administragdo a uma populacéo de paciente expres-
sando mais do que 10° receptores Her2 por célula, e de preferéncia mais do
que 10° receptores Her2 por célula. A densidade de receptores celulares

pode ser determinada usando imunoistoquimica e estojos podem ser com-
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prados para tal determinagéo, tal como o HercepTest®. Individuos expres-
sando mais do que 10°, de preferéncia mais do que 10°, receptores HER2
por célula, respondem particularmente bem a composicdo de imunoliposso-
ma direcionada a Her2 descrita aqui, porque o anticorpo descrito aqui € in-
ternalizado pelas células, aumentando a aplicagdo de farmaco intracelular-
mente. Um método onde uma bidpsia ou amostra biolégica apropriada € ob-
tida de um paciente, a amostra € ensaiada para determinar o numero de re-
ceptores HER2 por célula de tumor, € se o ndamero de receptores for maior
do que 106 receptores Her2 por célula, o paciente ¢é tratado com a composi-

¢do de imunolipossoma descrita aqui. Em uma modalidade preferida, o paci-

“ente tem um score IHC de receptores 3+ (2.000.000) por célula.

IV. Exemplos
Os exemplos que seguem ilustram mais a invengao descrita aqui

e nao pretendem de modo algum limitar o escopo da invengao.

Materiais: Fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC) foi comprada da li-
poid K.G. (Ludwigshafen, Alemanha). Colesterol foi recebido da Croda, Inc.
(Nova York, NY) e N-(carbonil-metoxipolietileno glicol 2000)-1, 2-diestearoi|-
sn-glicero-3- fosfatldlletanolamlna sal de sédio (mMPEG-DSPE) foi recebido
da Syngenta, Ltd. (Liestal, Suiga). Cloridrato de doxorrubicina foi recebido da
Meiji Seika Kaisha Ltd. (Téquio, Jap&o). Conjugado radiomarcado (scFv-
PEG-DSPE) foi recebido da Hermes Bioscience (Sao Fracisco, CA) em uma
atividade especifica de 0,0983 mCi/mL. Plasma humano foi recebido da Bio-
reclamation (East Meadow, NY). Componente de coluna - Sepharose CL-4B
foi recebido da Amersham Pharmacia, Uppsala, Suécia). Tampao de eluicao
- solugdo de cloreto de sodio (NaCl a 0,9%) era da Baxter (Deerfield, IL) e
continha azida de sédio a 0,4% (Sigma, St. Louis, Mo).

Exemplo 1
Preparacdo de Imunolipossomas Direcionados a HER2

Lipossomas contendo doxorrubicina aprisionada foram obtidos
da Alza Corporation Mountain View, CA (Doxil®). Os lipossomas eram com-
postos de fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC, 56,4% em mol), coles-
terol (38,3% em mol) e metoxipolietilenoglicol-diestearoil-fosfatidileta-
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nolamina (MPEG-DSPE, 5,3% em mol, mPEG MW 2000 Da). A concentra-
cdo de doxorrubicina na preparagao final era 100 pug/mM de lipideo. O tam-
pdo interno usado para a preparagdo era de 10% de sacarose € 0 tampéao
externo era de 10% de sacarose e histidina a 10 mM. O didmetro meédio de
lipossomas na formulagao final era 93 nm.

O anticorpo scFv do receptor anti-HER2 (SEQ ID NO:2) foi pri-
meiro conjugadb a um fosfolipideo PEGuilado derivatizado com maleimida
(mPEG-DSPE) para formar um conjugado de Iipl'deo-PEG-scFv, de acordo -

com procedimentos bem conhecidos na técnica e rapidamente discutidos

" acima e ilustrados nas figuras 1A-1B.

O construto de lipideo-PEG-anticorpo anti-HER2 foi entéo asso-
ciado com bicamadas lipossomais dos lipossomas carrégados com doxorru-
bicina através de incubagdo dos lipossomas com uma suspens&o micelar do
construto de lipideo-polimero-anticorpo. Imunolipossomas carregando uma
média de 2, 5, 7,5, 15, 30, 45, 75, 100, 150 e 300 anticorpos foram prepara-
dos através do ajuste da quantidade de anticorpo adicionado por mol de fos-
folipideo, conforme sumarizado na Tabela A. ’

Tabela A

Razéo de anticorpo scFv:lipossoma | Quantidade de anticorpo scFv por
2 umol de fosfolipideo (ug)
150 60 _
100 , 40
75 - 30
45 ' 18
30 12
15 6
7,5 3
5 2
2 0,8

O numero médio tedrico de anticorpos por imunolipossoma foi
confirmado através da determinacdo das concentragdes de proteina e fosfo-
lipideo e calculo do nimero de anticorpos, com base em uma média de
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80.000 fosfolipideos por 100 nm de lipossoma e um peso molecular de anti-
corpo de 28,714 kDa. O numero de anticorpos em um imunolipossoma pode
ser determinado pos-formagéo dos imunolipossomas através da determina-
¢ao do peso molecular do anticorpo, do tamanho do lipossoma e da compo-
sicdo do lipossoma. A titulo de exemplo, para a formulagéo de 15:1 dé imu-
nolipossoma, 15 moles de ahticorpo scFv/80.000 moles de fosfolipideo x
28,714 kDa = 5,4}g/mol. Supondo que 90% do conjugado inserido ou asso-
ciado com lipossomas durante a incubagdo: 5,4/90% = 6 ug de anticorpo
scFv adicionados por pmol de fosfolipideo. Entdo, o nimero de anticorpos
por imunolipossoma relatado aqui reflete uma distribuicao media de anticor-
pos na populagdo de lipossomas, com o nimero relatado o numero médio
de anticorpos por lipossoma na populagéo.

Apos associagdo dos conjugados de lipideo-polimero-anticorpo
com os lipossomas, a concentragdo de doxorrubicina era 86-92 Mm de lipi-
deo e o didmetro médio de imunolipossomas apés era 93-117 nm.

Exemplo 2 '
Absorcéo In vitro de Imunolipossomas

Células SK-BR-3 e MCF7 foram compradas da American Type
Culture Collection '('ATCC, Manassas, VA). Células SK-BR-3 foram mantidas
em cultura in vitro em meio modificado}da McCoy 5A suplementado com

10% de soro bovino fetal. Células MCF7 foram mantidas em meio da Eagle
modificado com da Dulbecco com 10% de soro bovino fetal. - |

Células SK-BR-3 ou MCF-7 a 1,5 x 10° células/0,5 mL de meio
de crescimento por cavidade foram adicionadas a uma placa de 24vcavida-
des. Ap6s incubacdo da noite para o dia para ligagdo e aclimatagéo, as célu-
las foram tratadas com imunolipossomas (7,5:1, 15:1, 30:1 e 45:1 anticorpos
anti-HER2:lipossoma) ou lipossomas a 0,015 mg/mL em 0,5 mL de meio de
crescimento/cavidade em duplicatas. As placas de 24 cavidades foram entéao
postas em uma plataforma giratéria dentro da incubadora com rotacao a 40-
60 rpm a 37° C, COz a 5% e 100% de umidade por 4 horas. Apés incubagao,
meio celular foi aspirado e as células foram lavadas quatro vezes com Solu-
cdo Salina Equilibrada de Hank's (HBSS). Apos isso, as células foram lisa-
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das através da adigdo de 0,1 mL de Triton X-100 a 1% a cada cavidade. As
placas foram giradas para misturar e postas em uma plataforma giratoria por
15 minutos em temperatura ambiente. Durante esta etapa, as células sepa-
radas do fundo da placa e os nucleos celulares formaram grumos visiveis.
Isopropanol acido (1,0 mL) foi adicionado as cavidades contendo a solugcéo
de Triton X-100 e misturado girando ou pipetando para cima e para baixo até
que grumos visiVeis desaparecessem.

O teor de doxorrubicina nos lisatos de célula foi medido através
de um espectrofluorémetro usando um comprimento de onda de excitacao

de 470 nm e um comprimento de onda de emissao de 590 nm. Os ajustes do -

“espectrofluordmetro eram como segue: largura da fenda 2 nm, tempo de

integragdo 1 segundo, tensdo do fotomultiplicador 950 V e modo de aquisi-
cdo de comprimento de onda simples. Fluorescéncia do lisato de célula de
base foi subtraida e a quantidade de doxorrubicina nos lisatos de célula foi
deterrhinada a partir dos padrdes concomitantemente medidos (10, 25, 50,
100, 250, 500, 1000 e 2500 ng de doxorrubicina por amostra) ajustados a
uma curva padrdo usando regressdo polinomial quadratica. Absorgao por
célula de doxorrubicina foi determinada através de interpolagédo a partir da
curva padrdo. Os dados sdo expressos em pg de doxorrubicina por células
semeadas e sdo mostrados na Tabela 1. Valores abaixo do nivel de detec-
¢ao foram chamados nao:-significantes (NS).
Exemplo 3
Citotoxidade In vitro de Lipossomas Direcionados a HER2

| Linhagem de célula de carcinoma de mama humano SK-BR-3 foi
comprada da American Tissue Type Collection (ATCC, Manassas, VA). As

células foram mantidas em cultura in vitro em meio modificado da McCoy 5A

suplementado com 10% de soro bovino fetal e foram mantidas em uma in-
cubadora umidificada a 37° C.

As células foram expostas por 10 minutos & doxorrubicina (1,8
mg/mL) em forma livre, doxorrubicina aprisionada em lipossomas PEGuila-
dos (2,06 mg/mL) ou uma formulagé@o de imunolipossoma tendov 2 anticorpos

por lipossoma (1,86 mg/mL), 5 anticorpos por lipossoma (2,12 mg/mL), 7,5
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anticorpos por lipossoma (1,99 mg/mL) ou 15 anticorpos por lipossoma (2
mg/mL).

Células de cancer de mama SK-BR-3 de fase log foram coletadas
usando Versene (1:5000), ressuspensas em meio de crescimento em uma
concentracao de 5 x 10* células/mL. Uma aliquota de 0,1 mL (5 x 10° células)
foi adicionada a cavidades apropriadas de uma placa de 96 cavidades. Apos
incubacdo da noite para o dia para ligagdo, meio foi removido e substituido
com os materiais de teste. Uma aliquota de 0,1 mL de doxorrubicina, varian-
tes de formulagdo S-DOX ou STEALTH 49, diluida com meio de crescimento
para 0,0137, 0,0412, 0,1235, 0,37, 1,11, 3,33, 10 e 30 pg/kg, foi adicionada a
cada cavidade em triplicata. Meio sem material de teste foi adicionado as ca-
vidades de controle. As células foram expostas ao artigo de teste a 37° C por
10 minutos. No final da incubagéo, o meio contendo farmaco foi aspirado e as
células foram lavadas com 0,2 mL de meio de crescimento. Apos Iavagem, as
células foram incubadas em 0,2 mL de meio fresco sob condigbes de cresci-
mento por mais 72 horas. No final da incubagao, a quantidade de células via-
veis foi determinada usando o Promega CellTiter 96° Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay (um método colorimétrico baseado em tetrazélio para
determinacdo do nimero de células vidveis em proliferacdo, Madison, WiI).
Resumidamente, meios das cavidades foram aspirados e substituidos com
0,1 mL de meios frescos e 0,02 mL de Promega (Lote No. 186817). As placas
foram entdo incubadas por 3-4 horas apds 0 que absorbancia foi registrada a
490 nm com uma leitora de microplaca. A viabilidade celular foi calculada co-
mo % de controle ndo-tratado usando a férmula:

% de Viabilidade = (A-Ag)/(A100-Ao) X 100%

onde A é a absorbancia medida, A, é a absorbancia das vazias e A1oo éa
absorbancia das cavidades com células ndo-tratadas. Viabilidade de célula
percentual foi posta em grafico como uma funcdo de concentragdo de far-
maco e ICso (concentracdo resultando em 50% de inibicao de crescimento
celular) foi determinado através de interpolagao.

A viabilidade celular como porcentagem de controle para as for-

mulacdes de imunolipossoma é sumarizada na figura 2A.
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Exemplo 4
Dissociacao in vitro de Porcdo de Direcionamento a Her2 de Lipossomas em

Plasma
Lipossomas PEGuilados contendo doxorrubicina, preparados

conforme descrito no Exemplo 1, foram combinados com conjugado de lipi-
deo-PEG-scFv marcado com '®I, preparado conforme descrito no Exemplo
1, para gerar um imunolipossoma tendo 7,5, 15, 30, 45 e 90 anticorpos scFv
por lipossoma. Os lipossomas e os conjugados foram incubados a 60° C por
1 hora para permitir inser¢do do conjugado na bicamada externa dos lipos-

somas. No final da incubacdo a solugdo foi esfriada e subsequentemente

‘armazenada a 2-8° C. Cada formulagdo de lipossoma foi dializada contra

10% de sacarose/histidina a 10 mM e medida quanto ao teor de doxorrubici-
na. Os lipossomas em cada formulagdo foram caracterizados quanto ao ta-
manho, encapsulagdo de doxorrubicina, porcentagem de insercéo de conju-
gado de lipideo-PEG-anticorpo e concentragdo de anticorpo scFv, que sao
sumarizados na Tabela B. A atividade especifica final da formulagao conten-

do 15 anticorpos scFv era 28,4 pCi/mL.

Tabela B
Formulacdo de Li-| Poténcia | % de | Tamanho % de | Conc. de
possoma £ da Doxor- | Doxor- | de Particu- | Insergdo | Anticorpo
rubicina |rubicina| la (nm) de Con-| scFv
mg/mL | EnC. 90%30° | fugado | pg/mL
90 ScFv/lipossoma 2,19 98 85/101 91 472
45 ScFv/lipossoma 2,00 98 83/93 90 229
30 ScFv/lipossoma 2,11 99 81/94 91 152
15 ScFv/lipossoma 2,10 99 80/94 89 79
7,5 ScFv/lipossoma 2,12 98 82/100 88 39

A dissociagdo do marcador '®l dos lipossomas, indicativo da
dissociacdo do anticorpo, do conjugado, ou arhbos, foi medida como segue.
Plasma humano foi misturado com imunolipossoma direcionado a HER2
marcado com '?°| e incubado a 37° C durante 96 horas. Em cada ponto de

tempo (0, 1, 4, 8, 72, 96 horas) aliquotas de plasma foram removidas e pos-
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tas em uma coluna Sepharose CL-4B de 28 x 1,2 cm preparada com um vo-
lume de leito de 32 mL. A coluna Sepharose CL-4B foi pré-condicionada com
1 mL de lipossomas de placebo a 100 mM e 1 mL de plasma de rato. As co-
lunas foram eluidas com solucdo salina a 0,9% contendo azida de s6dio a
0,4%. Cada fracdo (1 mL) foi contada usando um contador gamma para ra-
dioatividade de 2. |

A atividade total foi também determinada para cada aliquota e
recuperagéo a partir da coluna Sepharose CL-4B foi de ~90% ou mais para
cada amostra aplicada. Em todos os pontos de tempo, ndo houve menos do
que 90% de recuperacéo de radioatividade a partir da coluna com relagdo a
fragdo total removida da aliquota aplicada. Os resultados sdo mostrados na
Tabela abaixo, e perfis de eluigdo para formulagdo de imunolipossoma de
15:1 sdo mostrados nas figuras 3A-3H. A figura 4A mostra a dissociagé@o de
marcador %I a partir das formulagdes de imunolipossoma como uma fuhgéo
de tempo. A figura 4B mostra a porcentagem de marcador '?°| restante nos
lipossomas como uma fungéo de tempo. A figura 5A mostra a taxa de disso-
ciacdo de marcador 28| a partir da formulagéo de imunolipossoma tendo 15
anticorpos por' lipossoma em dois estudos diferentes. A figura 5B mostra a
liberagdo induzida por plasma de marcador *°l a partir de formulagéo de -

imunolipossoma tendo 15 anticorpos por lipossoma.

Liberacio por Plasma de '?°| F5 a partir de Imunolipossomas em Razobes de

F5/Lipossoma Diferentes

Tempo | 7,5 F5/Lipo | 15 F5/Lipo | 30 F5/Lipo | 45 F5/Lipo | 90 F5/Lipo

0 29 14 14 15 14

1 25 17 17 16 18
|4 27 20 21 19 21

8 31 24 23 23 25

24 39 32 32 32 37

48 44 42 38 38 41

72 49 46 42 42 51

96 51 51 48 - 47 51
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Exemplo 5
Dissociacdo In vivo de Porcdo de Direcionamento a Her2 a partir de Lipos-

somas em Plasma
Anticorpo scFv marcado com '?°l foi preparado usando contas

de iodo usando técnicas conhecidas. Resumidamente, o anticorpo scFv
(SEQ ID NO:2), Na['®*I] e contas de iodo foram combinados e a reagéo foi
deixada continuar por 20 minutos em temperatura ambiente. A reacao foi
extinta com tiossulfato. A fim de remover o N[125I] em excesso, a solugao
reagida foi separada usando uma coluna de dessalinizagdo DG-10. O mate-

rial no primeiro pico contendo a quantidade maior de radioatividade foi agru-

“pado e avaliado quanto & concentragdo de proteina, que foi determinada

usando A280. O anticorpo scFv iodado foi finalmente passado por um filtro
de 0,2 um para esterilidade e armazenado a 4° C. O material foi usado den-
tro de 1 més.

Imunolipossomas tendo 15 anticorpos por lipossoma foram pre-
parados conforme acima descrito através da incubagao de lipossomas preé-
formados com o conjugado de anticorpo scFv marcado com 125.PEG-lipideo
a 60° C por 1 hora. No final da incubag&o, a solugéo foi esfriada e subse-
quentemente armazenada a 2-8° C. Os imunolipossomas foram entdo diali-
zados contra 10% de sacarose/histidina a 10 mM e medidos quanto ao teor
de doxorrubicina. O teor de doxorrubicina final era 2,1 mg/mL. Uma amostra
da formulacdo foi caracterizada quanto ao tamanho = 96 nm, pH 6,5, % de
doxorrubicina = 99%, porcentagem de insercdo de anticorpo = 89% e con-
centragdo de anticorpo = 49 ug/mL. A atividade especifica final dos imunoli-
possomas era 0,018 mCi/mL. _

Anticorpo scFv 'l livre-PEG-lipideo foi diluido em 10% de saca-
rose/histidina a 10 mM para uma concentragéo final de 49 pg/mL. A fim de
prover conjugado radiomarcado suficiente, conjugado de anticorpo scFv-
PEG-lipideo frio foi adicionado a solugao resultando em uma atividade espe-
cifica final de 0,5 pCi/mL.

Nove ratos machos CD-1 (Charles River Laboratories) de apro-

ximadamente 11 semanas de vida e 358-376 g de peso foram usados neste
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estudo. Os animais foram aclimatados para as condigdes de laboratério por
pelo menos 1 semana.

No Dia 0, todos os animais foram aquecidos em um caixa quente
de roedor antes da dosagem. Os animais foram manualmente retidos e ad-
ministrados com um bolo intravenoso Unico ou de imunolipossomas marca-
dos com *# ou conjugado de F5-'? livre através da veia do rabo lateral. A
dose administrada por rato era aproximadamente 2 mg/kg de doxorrubicina
e/ou 49 mg/kg do conjugado de anticorpo-PEG-lipideo.

Pesos do corpo e observagdes clinicas foram registrados no dia
de dosagem (Dia 0). Observagdes ao lado da gaiola foram feitas diariamente
por 4 dias. Amostras de sangue foram coletadas através do sino retroorbital
sob anestesia inalada (isoflurano/O,) em tubos de microfuga heparinizados.
Seis ratos foram administrados com imunolipossomas e amostras de sangue
(~1,2 mL) foram coletadas (3 animais por ponto de tempo) aproximadamente
5 minutos e 1, 3, 8, 24, 48, 72 e 96 horas pOs-dose. Trés ratos foram admi-
nistrados com conjugado de anticorpo-PEG-lipideo e amostras de sangue
(~0,6 mL) foram coletadas aproximadamente 5mine 1,3, 8, 24 e 48 horas
pos-dose. |

Uma aliquota de 100 pl de amostra de sangue integral de cada
animal foi contada quanto a '®! usando um contador gama. A amostra de
sangue restante foi centrifugada a 2500 RPM ('~750 xg) por 20 minuto as 4-

8°C para se obter plasma. Uma aliquota a amostra de plasma (50 ou 100

uL) foi retida e contada quanto a '®I. Para ratos dosados com imunolipos-
somas, um conjunto separado de amostras de plasma foi armazenado a -40°
C e mais tarde ensaiado quanto & concentracdo de doxorrubicina usando um
espectrofluorémetro. O resto do plasma foi eluido através de uma coluna de
exclusdo de tamanho para separar o conjugado de anticorpo-PEG-DSPE
livre do ligado a lipossoma. A coluna continha contas de Sepharose-CL-4B

- com um volume de leito de aproximadamente 22 mL. A solugéo tampao da

coluna (solugao salina a 0,9% e NaN3 a 0,02%) foi alimentada com gravida-

de em uma taxa de fluxo de aproximadamente 0,5 mL/min.
Para todas as amostras, um pico principal foi observado proximo
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as fragbes 10-15 correspondendo ao anticorpo scFv associado com a fracao
de lipossoma. Radioatividade recuperada de fracbes além da fracao lipos-
somal foi considerada ser "anticorpo scFv livre". Isto &, conjugado de anti-
corpo scFv-PEG-DSPE micelar ou monomérico que pode ser associado com
ou incorporado a proteinas do plasma. Aproximadamente quarenta fracoes
com 1 mL cada foram coletadas e contadas quanto a "*°I.

A Tabela C mostra a concentragcdo recuperada de anticorpo as-
sociado com a frag@o lipossomal e da fragao dissociada livre. Os resultados

sao mostrados nas figuras 6A-6C.

Tabela C
| Tempo Concentragédo de Conjugado| Concentragdo de Conjugado
(hora) Livre (ng/mL) SD Ligado a Lipossoma (ng/ml) SD
0,083333 1094 186 | 7872 26,4
11 82,5 4,3 741,8 43,0
3 539 2,6 655,3 14,0
8 35,4 2,3 504,8 41,8
24 | 11,6 0,1 264,9 1,9
|48 7,1 0,9 134,9 23,1
72 5,4 0,3 83,6 34
96 44 0,4 43,9 9,4

Parametros Farmacocinéticos

Amostras de sangue integral e plasma foram contadas quanto a
radioatividade (CPM, contagens por minuto) de 2l em um Packard Cobra
5010 Gamma Counter (No. Serial 401611); A CPM foi convertida em porcen-
tagem (%) de dose injetada de acordo corh a formula que segue,
% inj. = [([CPM/mL observada)/((CPM/mL Inj. x Vol. Inj.)/BW x 0,065/x 100
onde Inj.: Injetado; BW: peso do corpo; € 0,065 é usado para estimar o vo-
lume de sangue total de um animal (isto é, 6,5% BW). Para calcular a por-
centagem de dose injetada em plasma, o volume de plasma foi estimado ser -
60% (0,6) daquele do volume de sangue.

A meia-vida de eliminacdo (T12g) de "%l em sangue e plasma foi

calculada como o que segue,
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T2 = In(2)/Kel

onde In(2) = 0,693 e Kel (constante de eliminagéo) = (Inc(C1)-In(C2)/0T1-
T20,

onde C1 e C2 sao iguais a porcentagem média de dose injetada nos tempos
T1 e T2. Para ratos dosados com imunolipossomas, T1 e T2 eram 8 h e 96
h, respectivamente, enquanto que para ratos dosados com 0 conjugado de
scFv-PEG-DSP, T1 e T2 eram 5 min e 8 h, respectivamente.

Ainda, a concentragdo de doxorrubicina no plasma foi medida
usando um espectrofluordmetro. Parametros farmacocinéticos, por exemplo,
area sob a curva (AUC), volume de distribuicdo de estado fixo (Vss), Libera-
cdo (CLt) e meia-vida foram calculados usando o WINNONLIN Noncom-
partmental Analysis Program Version 4.1.

Os dados originais sdo mostrados na Tabela D. Os parametros
farmacocinéticos sao mostrados na Tabela2 e figuras 7A-7B. |
Tabela D: Porcentagem de Dose Injetada de '*°l em Sangue e Plasma, Por-

centagem de Dose Injetada de Doxorrubicina (DOX) e Concentracdo de Do-

xorrubicina em Plasma

Tem- Conjugado Sangue Conjugado Imunolipossoma
po(h) Integral ("I, %) | Plasma ("1, %) | Sangue Integral ("1, %)
0,083 ~ 41,8+6,0 40,8 + 3,1 78,4 + 4,1

1 19,0 1,8 | 196222 70,8 £5,9

3 7,1+0,5 7,003 60,5+2,9

8 T 29206 | 2711 47,8+ 5,0

24 00£00 0,000 25,4+ 1,6

48 0,0+0,0 0,0+0,0 12,8+2,2

72 na na 8,4 +0,6

96 na na 4,4+0,9
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Tabela D (Continuagao)

Tempo | Imunolipossoma Imunolipossoma Imunolipossoma
(h) Plasma (**I, %) | Plasma (DOX, %) | Plasma (DOX, pg/mL)
0,083 | 77,2 +3,7[100%] | 127 + 19,7 [100%] 69,4 + 10,8

1 69,5 + 3,6 [90,0%] | 116 + 13,1 [91,3%)] 62,7 +7,3

3 59,6 +2,2[77,2%] | 102 + 4,5 [80,3%] 55,8 +2,5

8 47,0 + 4,4 [60,9%)] | 87,2 + 19,6 [68,7%] 47,1 +11,0

24 23,8 + 0,5 [30,8%] | 54,8 + 11,8 [43,1%] 29,9+6,4

48 12,56 +2,4[16,2%) | 34,6 + 7,6 [27,2%] 18,6 +4,0

72 7,8 +0,2[10,1%] | 21,6 £0,5[17,0%)] 11,8 +0,3

96 4,1+0,8[53,1%] | 11,8 £3,9[9,29%] 6,422

na = amostra nao tomada
numero em [ ] : dados normalizados para % de dose injetada no ponto de

tempo de 5 minutos

5 Exemplo 6
Administracdo In vivo de Imunolipossomas a Camundongos
Lipossomas tendo um revestimento de PEG e imunolipossomas
‘tendo 15, 75, 150 e 300 anticorpos scFv por lipossoma foram prepvarados

conforme descrito no Exemplo 1. As formulagdes sdo sumarizadas na Tabe-

10 laE.
Tabela E
Grupo de Formulagao Numero Aproximado de | Concentragao de
Anticorpos scFv por Li- Doxorrubicina
possoma - (mg/mL)
1 Lipossoma (nenhum 0 2,06
anticorpo), controle
2 Imunolipossoma 15:1 15 2,00
3 Imunolipossoma 75:1 75 2,04
4 Imunolipossoma 150:1 150 1,68
5 Imunolipossoma 300:1 300 2,05

Cento e quinze (21 por grupo de dose x 5 grupos de dose mais
10 extra = 115) camundongos ICR fémeas foram obtidos da Charles River.
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Os animais foram alojados em gaiolas de fundo plastico convencionais sob
um programa de iluminagdo 12 h/12 h luz/escuro com alimento e agua ad
libitum. Os animais foram aclimatados para as condi¢des de laboratério por
pelo menos 1 semana antes do inicio do estudo. |

O dia da dosagem foi considerado Dia 0. Todos os camundon-
gos usados foram administrados com uma inje¢do de bolo unica ou de con-
trole ou uma das formulacdes de teste de imunolipossoma descritas acima
através de uma veia lateral do rabo. Volumes de dose foram calculados para
cada animal individual e variaram de 0,24 a 0,33 mL. Os camundongos fo-
ram aquecidos antes da injecdo em uma caixa aquecida de roedor. Os ca-
mundongos administrados com a formulagéo de lipossoma de controle e as
formulagdes de imunolipossoma 15:1 e 300:1 foram dosados em aproxima-
damente 2,0 mg/kg. Os camundongos administrados com as formulagGes de
imunolipossoma de 75:1 e 150:1 foram dosados em aproximadamente 2,40
e 1,65 mg/kg, respectivamente.

Amostras de sangue (~1 mL cada) foram coletadas de trés ca-
mundongos por ponto de tempo (5 min, 4, 8, 24, 48, 72 e 96 h) por formula-
cdo. Amostras de sangue foram coletadas através da veia portal hepatica
sob anestesia inalada' (oxigénio/lsoflur_ado) em seringas revestidas com he-
parina e imediatamente transferidas para um tubov eppendorph de polipropi-
leno. Amostras de sangue foram entdo armazenadas em gelo umido até
centrifugagdo em aproximadamente 2500 CPM (~750 xg) por 10 minutos a
3-8° C. Amostras de plasma foram coletadas e armazenadas a -40° C. As
amostras de plasma e as solugbes de dose foram ensaiadas quanto a doxor-
rubicina total através de andlise LC/MS.

As concentracbes de doxorrubicina de plasma médias foram
postas em gréfico contra tempo (figura 9) e usadas para calcular os parame-
tros farmacocinéticos. Devido ao fato das concentragdes de plasma serem
todas de animais individuais, os parametros farmacocinéticos foram calcula-
dos usando as concentra¢gdes de HCI de doxorrubicina no plasma médias e
entdo quaisquer desvios padréo estavam presentes para 0s parametros fér-

macocinéticos. Parametros farmacocinéticos foram calculados usando WIN-
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NONLIN versdo 4.0 (Pharsight Corp., Mountain View, CA). Parametros far-
macocinéticos sdo mostrados na Tabela 3.
Exemplo 7

Eficacia In vivo
Lipossomas tendo um revestimento de PEG e imunolipossomas

tendo 15, 75, 150 e 330 anticorpos scFv por lipossoma foram preparados

conforme descrito no Exemplo 1.

Camundongos homozigotos NCR.nu/nu fémeas (Charler River
Laboratories, Hollister, CA), aproximadamente 4-5 semanas de vida, foram
usados para o obtido. O peso do corpo médio era aproximadamente 25 9. .
Os animais foram mantidos em gaiolas isoladas em um ciclo de luz-e-escuro
de 12 horas. Alimento e dgua estavam disponiveis ad libitum. |

As células de mama humanas BT-474 foram mantidas em cultu-
ra in vitro (meio RPMI 1640 suplementado com 10 ug/mL de insulina bovina,
300 mg/mL de L-glutamina e 10% de soro bovino fetal) a 37° C em uma in-
cubadora de CO, a 5% umidificada. As células de cancer de mama de fase
log foram tripsinizadas e coletadas de frascos de cultura de célula para dar
uma concentragao final de 16 x 107 células/mL. Uma injecdo subcutanea foi
feita (16 x 10° células em 0,1 mL) na parte de tras da area do pescogo de
cada camundengo. Um pélete de estradiol (0,72 mg de 17 estradiol, Inno-
vative Research of America, Sarasota, FL) foi também implantado subcuta-
neamente no flanco de cada camundongo dois dias antes da inoculagao da
célula de tumor para aumentar a tumorigenicidade. O tratamento comegou
23 dias ap6s inoculagdo da célula de tumor quando o volume de tumor mé-
dio atingiu aproximadamente 80 mm®.

Cinco animais foram designados para cada grupo de tratamento.
Formulagbes de imunolipossoma contendo varias razdes de anticor-
po:imunolipossoma foram diluidas, conforme apropriado, e administradas
intravenosamente (V) em um volume de aprdximadamente 0,2 mL nas veias
laterais do rabo de camundongos retidos em gaiolas de contengéo de latao
aquecidas (40° C). Imediatamente antes de cada injecao, 0s camundongos

foram mantidos aquecidos em uma caixa de acrilico bem ventilada com um
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bulbo de luz de aquecimento. Tratamento com os lipossomas de controle
(Doxil®) foi também incluido e serviu como um controle positivo. Os animais
tratados com solugdo salina serviram como controles negativos. A dose de
doxorrubicina usada para todos os grupos de tratamento era aproximada-
mente 4 mg/kg por semana (qw) e o tratamento continuou por duas sema-
nas.

Os pesos do corpo dos animais foram medidos duas vezes por
semana para avaliar a toxidade do farmaco. Os animais foram removidos do
estudo e providos com eutandsia se uma perda de peso de >15% aconte-
cesse ou quaisquer condigdes anormais se desenvolvessem. Observagées-
clinicas incluiam comportamento, atividade dentro da gaiola, desidratagao e
sinais de dor ou sofrimento. Todas as observagdes clinicas foram registra-
das na pasta de estudo. No final do periodo de estudo, todos os animais fo-
ram providos com eutandsia através de inalagao de dioxido de carbono a
100% de acordo com o AVMA Panel on Euthanasia (1993). |

Os tumores foram medidos em trés dimensdes duas vezes por
semana por até 38 dias. O volume do tumor foi calculado de acordo com a
formula:

V=1xD;xDyxDg
onde D.3 sdo didmetros perpendiculares medidos em milimetros (mm).

O tempo de quadruplicacdo de volume de tumor (TVQT), defini-
do como o tempo requerido para um tumor crescer para quatro vezes (4x)
seu volume inicial (no momento de tratamento), foi usado como ponto final
de estudo. O TVQT foi determinado para cada grupo de tratamento e ex-
presso em dias como a média + erro padréo (SE).

Analise estatistica de retardo em crescimento de tumor entre 0s
varios grupos de tratamento foi realizada através do teste t de Student.

Os resultados sdo mostrados nas figuras 10A-10B e sumariza-

dos na Tabela F.
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Tabela F
Grupos de Tratamento Dose de Regime de Dosa- No. de
Farmaco gem Camun-
(mg/kg) dongos
1 Solugdo salina - Semanalmente 2x 4°
2 Imunolipossoma 45:1 4 Semanalmente 2x’ 5
3 Imunolipossoma 30:1 4 Semanalmente 2x 5
4 Imunolipossoma 15:1 4 Semanalmente 2x 5
5 Imunolipossoma 7,5:1 4 Semanalmente 2x 5
| 6 Lipossomas de controle, 4 Semanalmente 2x 5
nenhum anticorpo (Doxil®)
Tabela F (Continuagéo)
Grupos de Tratamento TVQT® Retardo de Cres- No.° de
| (M = SE, em cimento | Curas
dias) (dias)
1 Solugao salina 23975 - _
2 Imunolipossoma 45:1 >35,1+2,9 >11,2 : 1
|8 Imunolipossoma 30:1 >32,9+44 >9,0 | -
4 Imunolipossoma 15:1 >36,1 +1,9 >12,2 - 1
5 Imunolipossoma 7,5:1 >38,0+0 >14,1 1
6 Lipossomas de controle,| >29,2 +6,0 | >5,3 -
nenhum anticorpo (Doxil®) |

2Um animal no Grupo 1 foi excluido do estudo devido a regres-
sao de tumor.

bSe qualquer tumor individual em um grupo de tratamento nao
tivesse atingido seu volume de 4x no final do periodo de estudo de 38 dias, 0
dia 38 seria usado no célculo, € um sinal '>' era anotado para este grupo.

“Tamanho do tumor <10 mm?®como para o dia 38.
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Exemplo 8
Estudo de Variacdo de Dose In vivo

Camundongos nus/nus atimicos fémeas (Harlan Laboratories,

IN), aproximadamente 4-5 semanas de vida, foram usados para 0 estudo. O
peso do corpo médio era aproximadamente 20 g. Os animais foram manti-
dos em gaiolas isoladoras em um ciclo de luz-e-escuro de 12 horas. Alimen-
to e agua estavam disponiveis ad libitum.

As células de mama humanas BT-474 foram 'mantidas em cultu-
ra in vitro (meio RPMI 1640 suplementado com 10 pug/mL de insulina bovina,
300 mg/mL de L-glutamina e 10% de soro bovino fetal) a 37° C em incuba-
dora de CO, a 5% umidificada. Células de cancer de mama de fase log fo-
ram tripsinizadas e coletadas de frascos de cultura de célula para dar uma
concentracgao final de 15 x 107 células/mL. Uma injecdo subcuténea foi feita
(30 x 10° células em 0,2 mL) na parte de tras da area do pescogo de cada
camundongo. Um pélete de estradiol (0,72 mg de 17B estradiol, Innovative
Research of America, Sarasota, FL) foi também implantado subcutaneamen-
te no flanco de cada camundongo dois dias antes da inoculagéo da célula de
tumor para aumentar a tumorigenicidade. O tratamento comecou 17 dias
ap6s inoculagao da célula de tumor quando o volume de tumor médio para
todos os grupos de tratamento variou de 106 a 126 mm?.

Os grupos de tratamento sdo sumarizados na Tabela G. Sete
animais foram designados para cada grupo de tratamento. Formulagoes de
lipossoma e imunolipossoma foram administradas intravenosamente (IV) as
veias do rabo laterais de camundongos retidos em uma gaiola de contengao
de latdo (40° C) no volume de aproximadamente 0,2 mL. Imediatamente an-
tes de cada inje¢do, os camundongos foram mantidos aquecidos em uma
caixa acrilica bem ventilada com um bulbo de luz de aquecimento. A dose de
doxorrubicina usada para a formulagdo de lipossoma e as formulagoes de
imunolipossoma era 2, 3 ou 4 mg/kg. Todos os tratamentos continuaram

uma vez por semana por trés semanas.
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Tabela G
Grupos de Tratamento Dose de | Regime de Dosa- | Via de Inje.
Farmaco gem
(mg/kg)
1 Solucgao salina - Semanaimente 3x -
2 Lipossoma de controle 2 Semanalmente 3x v
nenhum anticorpo (Doxil®)
3 Lipossoma de controle 3 Semanalmente 3x \Y)
nenhum anticorpo (Doxil®) |
4 Lipossoma de controle 4 Semanalmente 3x vV
‘I nenhum anticorpo (Doxil®)
5 Imunolipossomé 156:1 Semanalmente 3x v
6 Imunolipossomas 15:1 Semanalmente 3x v
7 Imunolipossomas 15:1 Semanalmente 3x IV.
Tabela G (continuacéo)
Grupos de Tratamento No. de Ca- TVITY Retardo de
mun-dongos | (M + SE, em dias) Crescimen-
‘ to (dias)
1 Solugéo salina 11,1+1,9 .
2 Lipossoma:de controle 16,.7 ¢‘4,8 5,6
'| nenhum anticorpo (Doxil®)
3 Lipossoma de controle 6 26,0+ 3,9 14,9
nenhum anticorpo (Doxil®)
4 'Lipossoma de controle 7 >34,2 £+9,0 >23.2
nenhum anticorpo (Doxil®)
|5 Imunolipossoma 15:1 7 >36,1+6,6 >25,0
6 Imunolipossomas 15:1 >29,5 +8,6 >18,4
7 Imunolipossomas 15:1 6 >49,0 >37,9

2Tempo de triplicacdo do volume do tumor
Os tumores foram medidos em trés dimensdes duas vezes por semana por
5  até 49 dias. O volume do tumor foi calculado de acordo com a férmula:
V =% x Dy x Dy x D3; ' |
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onde Dy.3 sdo didmetros perpendiculares medidos em milimetros (mm).

O tempo de triplicagdo do tumor (TVTT), definido como o tempo
requerido para que um tumor cresga para trés vezes (3x) o seu volume inici-
al (no momento de tratamento), foi usado como um ponto final de estudo. O
tempo de triplicagdo de volume do tumor foi determinado para cada grupo de
tratamento e expresso em dias como a média + erro padrao (SE). Os pesos
do corpo do animal foram medidos duas vezes por semana para avaliar a

toxidade do farmaco.
Andlise estatistica de retardo em crescimento de tumor entre 0s

vérios grupos de tratamento foi realizada através do teste t de Student. Os
resultados sdo mostrados na figura 11.

Exemplo 9
Farmacocinética e Estudo.de Toxidade In vivo

Trinta e oito macacos cinomélogos inocentes (Macaca fascicula-
ris), 3a 8 anos de idade e pesando 2,5 a 4,5 kg, foram aleatorizados para
seis grupos de tratamento, com 3 machos e 3 fémeas por grupo, sumarizado

na Tabela H.

Tabela H

Grupo | No. de Dose |Conc.de| Volume

Animais | (mg/kg) Dose | de Dose

_ (M/F) | (mg/mL) (mL/kg)

1 Solugao salina 3/3 0 10

2 Imunolipossoma 15:1 3/3 0 10

placebo ' _

3 Imunolipossoma 15:1, Baixo 3/3 1 1 1

4 Imunolipossoma 15:1, Leve 3/3 5 1

5 Imunolipossoma 15:1, Alto 3/3 10 1 10

6 Lipossoma PEGuilado (Do- 3/3 10 2

xil®, comparador)

Imunolipossomas tendo 15 anticorpos anti-HER2 de cadeia sim-
ples, em média, foram preparados conforme acima descrito. No Dia 1, os

animais receberam uma injecdo intravenosa lenta unica (~1 mL/min) em
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uma veia periférica, e monitorados por 28 dias pos-dose. Observagoes clini-
cas e monitoramento do consumo de alimento foram realizados pelo menos
uma vez por dia. Os pesos do corpo foram medidos duas vezes por dia.
Sangue foi coletado para hematologia e andlise quimica de soro pré-dose
nos Dias 1 (1 hora pés-dose), 4, 14 e 28. Sangue foi coletado para analise
toxicocinética em pré-dose e 5 min, 1, 4, 8, 24, 48, 72 e 96 horas seguindo o
término da dose. As amostras de soro foram analisadas quanto a doxorrubi-
cina no plasma e concentragéo de anticorpo. Os resultados sdo mostrados

nas figuras 12-14.

10  Exemplo 10 |
Estudo de Toxidade de Dose Repetida In vivo |
Setenta macacos cinomologos inocentes (Macaca fascicularis),
3 a 8 anos de idade e pesando 2,5 a 4,5 kg, foram aleatorizados para sete
grupos de tratamento, com 5 machos € 5 fémeas por grupo, sumarizado na
15  Tabela 1. '
Tabela |
Grupo N? de Dose | Conc.de | Volume
Animais | (mg/kg) Dose | de Dose
(M/F) (mg/mL) | (mU/kg)
1 Solugao salina 5/5 0 ‘ 0 - 0
2 Imunolipossoma 15:1 5/5 0 | 0 0
placebo ‘ |
3 Imunolipossoma 15:1, Baixo 55 | 05 6 36
| 4 Imunolipossoma 15:1, Leve 5/5 2 24 144
5 Imunolipossoma 15:1, Alto 5/5 - 4 48 288
6 Lipossoma PEGuilado (Do- 5/5 48 288
xil®, comparador)
7 Doxorrubicina (farmaco livre) 5/5 4 48 288
Imunolipossomas tendo 15 anticorpos de cadeia simples com
afinidade de ligacdo para o receptor de célula HER2, em média, foram pre-
parados conforme acima descrito. Os animais receberam a dose indicada
20 intravenosamente uma vez a cada quatro semanas por um total de seis tra-
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tamentos. Sangue foi coletado para hematologia e analise quimica do soro
pré-dose e em pontos de tempo selecionados. As amostras de sangue foram
analisadas quanto a doxorrubicina no plasma e os resultados s&o mostrados
nas figuras 15A-15C.

Embora varios aspectos exemplares e modalidades tenham sido
discutidos acima, aqueles versados na técnica vao reconhecer certas modifi-
cacdes, permutagdes, adigoes e subcombinag:ées deles. E entio pretendido
que as reivindicagdes apensas que seguem e reivindicagdes introduzidas no
futuro sejam interpretadas para incluir todas tais modificacoes, permutacoes,
adigdes e subcombinagdes uma vez que estdo dentro de seu verdadeiro es-

pirito e escopo.
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REIVINDICAGCOES

1. Composigdo compreendendo

lipossomas compreendidos de (i) lipideos de formacao de vesi-
cula; (i) um lipopolimero; (iii) um conjugado compreendido de uma porgao
hidrofébica, um polimero hidrofilico e um anticorpo que se liga especifica-
mente a um dominio extracelular de um receptor HER2; e (iv) um farmaco
capturado, 0 ditb conjugado presente em uma quantidade eficaz para prover,
em média, mais do que cerca de 2 e menos do que cerca de 25 anticorpos
por lipossoma.

2. Composicao de acordo com a reivindicagd@o 1, onde o dito an-
ticorpo tem um peso molecular entre 20.000-50.000 Daltons.

3. Composicéo de acordo com a reivindicacao 1 ou reivindicagao

" 2, onde o dito anticorpo tem pelo menos cerca de 80% de identidade de se-

quéncia com a SEQ ID NO: 2.

4. Composicéo de acordo com a reivindicagao 1 ou reivindicagao
2, onde o dito polimero hidrofilico é polietileno glicol tendo um peso molecu-
lar entre 750-5000 Daltons.

5. Composi¢éo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
1-4, onde o dito farmaco capturado é um farmaco citotéxico ou um agente
antitumor. = ,

6. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
1-4, onde o dito farmaco capturado é uma antraciclina.

7. Composigao de acordo com a reivindicagdo 6, onde o dito
farmaco é doxorrubicina. ,

8. Composi¢ao de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
1-4, onde a dita quantidade de conjugado prové menos do que cerca de 20

anticorpos por lipossoma, em média, 48 horas apds administracao in vivo.

9. Formulagao de lipossoma compreendendo

lipossomas compreendidos de (i) pelo menos um lipideo de for-
magao de vesicula rigido; (ii) um lipopolimero compreendido de uma porg¢ao
hidrofobica e polietileno glicol; (i) um conjugado compreendido de uma por-

¢do hidrofébica, polietileno glicol e um anticorpo de cadeia simples que se
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liga especificamente a um dominio extracelular de um receptor HER2; o dito
anticorpo de cadeia simples tendo a identidade de SEQ ID NO:2 ou substitu-
icoes conservativas dela; e (iv) um farmaco capturado tendo atividade anti-
tumor.

onde os ditos lipossomas sdo caracterizados por uma quantida-
de de conjugado eficaz para prover mais do que cerca de 2 e menos do qUe
cerca de 15 anticorpos por lipossoma 96 horas apds administragéo in vitro,
conforme evidenciado por um ensaio in vitro onde os lipossomas sao incu-
bados a 37° C por 96 horas e dissociagdo do anticorpo de cadeia simples é
partir do lipossoma é determinada.

10. Formulagdo de acordo com a reivindicagéo 10, onde o dito
lipideo de formag&o de vesicula rigido é fosfatidilcolina de soja hidrogenada.

11. Formulagdo de acordo com a reivindicagéo 9 ou reivindica-
¢do 10, onde os ditos lipossomas compreendem ainda colesterol.

12. Formulagado de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
9-11, onde o dito farmaco capturado é uma antraciclina.

13. Formulagdo de acordo com a reivindicagédo 12, onde o dito
farmaco capturado é doxorrubicina.

14. Formulagao de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
9-11, onde a dita quantidade de conjugado prové menos do que cerca de 12
anticorpos por Iip'ossoma, em média, 48 horas apos administragéo in vivo.

15. Formulagao de imunolipossoma compreendendo

lipossomas compreendidos de (i) pelo menos um lipideo de for-
magao de vesicula rigido; (i) um lipopolimero compreendido de uma porgao
hidrofébica e polietiteno glicol; (i) um conjugado compreendido de uma por-
¢do hidrofébica, polietileno glicol e um anticorpo de cadeia simples qué se
liga especificamente a um dominio extracelular de um receptor HER2, o dito
anticorpo ‘de cadeia simples tendo pelo menos 80% de identidade com a
SEQ ID NO: 2; e (iv) um farmaco capturado tendo atividade antitumor,

a dita formulagdo de imunolipossoma quando administrada in
vivo provendo uma area sob a curva que é maior do que ou nao mais do que

25% menor do que a area sob a curva de lipossomas compreendidos de



componentes similares mas sem o dito anticorpo.
16. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 15, onde o dito
lipideo de formag&o de vesicula rigido € fosfatidilcolina de soja hidrogenada.
17. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 15 ou reivindica-
5 ¢&o 16, onde os ditos lipossomas compreendem ainda colesterol.
18. Formulacgéo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
15-17, onde o dito farmaco capturado € uma antraciclina. |
19. Formulagdo de acordo com a reivindicagao 18, onde o dito
farmaco capturado é doxorrubicina.
10 20. Formulagéo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
'15-17, onde a dita quantidade de conjugado prové maior do que dois anti-
corpos por lipossoma e menos do que cerca de 20 ahticorpos por lipoSsoma,
- em média, 48 horas apds administragdo in vivo, conforme evidenciado por
um ensaio in vitro onde os lipossomas séo incubados a 37° C por 48 horas e
15 dissociagdo do anticorpo de cadeia simples a partir do lipossoma é determi-
nada. _ |
21. Formulagéo de acordo com qualquer uma das reivihdicag:ées
- 15-17, onde a dita quantidade de conjugado prové mais do que dois anticor-
pos por lipossoma e menos do que cerca de 15 anticorpos por lipossoma,
20 em média, 96 horas apds administracdo in vivo, conforme evidenciado por
| -um ensaio in vitro onde os lipossomas sdo incubados a 37° C por 96 horas e
dissociacdo do anticorpo de cadeia simples a partir do lipossoma é determi-
nada.
22. Formulagéo de imunolipossoma compreendendo
25 | lipossomas compreendidos de (i) pelo menos um lipideo de for-
magao de vesicula rigido; (i) um lipopolimero compreendido de uma porgéo
hidrofilica e polietileno glicol; (iii) um conjugado compreendido de uma por-
cdo hidrofébica, polietileno glicol e um anticorpo de cadeia simples que se
liga especificamente a um dominio extracelular de um receptor HERZ2 e ten-
30 do uma sequéncia identificada como SEQ ID NO: 2; e (iv) um farmaco captu-
rado tendo atividade antitumor,
~ onde 96 horas ap6s administragdo dos ditos lipossomas, entre
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30-60% dos anticorpos dissociam de cada lipossoma para prover uma com-
posicdo, 96 horas ap6s administragdo in vivo, que tem menos do que cerca
de 25 anticorpos por lipossoma, conforme evidenciado por um ensaio in vitro
onde os lipossomas sao incubados a 37° C por 96 horas e dissociagdo do
anticorpo de cadeia simples a partir do lipossoma € determinada.

23. Composic¢éo de lipossoma de acordo com O processo de

provisdo de lipossomas tendo um revestimento externo de ca-
deias de polimero hidrofilico e um farmaco capturado;

incubacdo dos ditos lipossomas com uma quantidade de conju-
gado compreendido de uma porg¢éo hidrofdbica, polietileno glicol e um anti-
corpo de cadeia simples que especificamente se liga a um dominio extrace-
lular de um receptor HER2; a dita quantidade de conjugado sendo selecio-
nada para prover mais do que cerca de 2 e menos do que cerca de 15 anti-
corpos por lipossoma em média 96 horas apds administragdo in vivo, bon-
forme evidenciado por um ensaio in vitro onde os lipossomas séo incubados
a 37° C por 96 horas e dissocia¢ao do anticorpo de cadeia simples a partir
do lipossoma é determinada. ”

' 24. Composigdo de acordo com a reivindicagéo 23, onde o dito

anticorpo tem uma seqiiéncia identificada como SEQ ID NO: 2.

25. Composicao de acordo rcom a reivindicagado 23 ou reivindica-
¢&o 24, onde o dito farmaco é doxorrubicina. -

26. Composicdo de acordo com qualquér uma das reivindica-

¢bes 23-25, onde a dita quantidade de conjugado prové entre cerca de 2-10

anticorpos por lipossoma, em media.

27. Composigdo compreendendo

lipossomas compreendidos de (i) lipideos de formacao de vesi-
cula; (i) um lipopolimero; (iii) um conjugado compreendido de uma porgao
hidrofébica, um polimero hidrofilico e um anticorpo que se liga especifica-
mente a um dominio extracelular de um receptor HER2; e (iv) um farmaco
capturado, os ditos lipossomas antes da administragao in vivo tendo menos
do que 25 anticorpos por lipossoma, onde apés administracéao in vivo, 0s
ditos lipossomas perdem 20-50% dos ditos anticorpos ainda retendo ligagao
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do dito receptor HER2 suficiente citotoxidade.

28. Composicdo de acordo com a reivindicagéo 27, onde o dito
anticorpo é SEQ ID NO: 2.

29. Composicdo de acordo com a reivindicagéo 27 ou reivindica-
¢ao 28, onde o dito farmaco é doxorrubicina.

30. Método de preparacdo de uma composi¢céo de lipossoma
compreendendo:

provisdo de lipossomas compreendidos de (i) lipideos de forma-
¢ao de vesicula; (i) um lipopolimero; (iii) um conjugado compreendido de

uma por¢do hidrofébica, um polimero hidrofilico e um anticorpo que especifi-

- camente se liga a um dominio extracelular de um receptor HERZ2; o dito con-

jugado incluido em uma primeira quantidade suficiente para prover um pri-

meiro numero selecionado de anticorpos por lipossoma; e (iv) um farmaco

capturado,

contato dos ditos lipossomas com sangue;

determinagdo do nimero de anticorpos por lipossoma em um ou
mais pontos de tempo quando do contato dos ditos lipossomas com sangue;

selecdo, com base na dita determinagéo, de uma segunda quan-
tidade de um conjugado suficiente para prover um segundo nimero, maior,
de anticorpos:por lipossomas a fim de prover pelo menos dois anticorpos por
lipossoma apos contato com sangue. -

31. Método de acordo com a reivindicagao 30, onde o dito conta-
to inclui contato dos ditos lipossomas com sangue in vitro.

| 32. Método de acordo com a reivindicagéo 30, onde o dito conta-
to inclui contato dos ditos lipossomas com sangue in vivo.

33. Método de acordo com a reivindicagao 31 ou 32, onde a dita
provisdo inclui provisdo de lipossomas tendo um conjugado compreendido
de um fosfolipideo, uma porgéo hidrofilica de polietileno glicol e um anticorpo
de cadeia simples tendo uma sequéncia identificada aqui como SEQ 1D NO:
2.

34. Método de acordo com a reivindicagdo 33, onde a dita provi-

sdo inclui provisdo de lipossomas tendo doxorrubicina como o farmaco cap-
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turado.

35. Método de acordo com a reivindicagdo 30, onde a dita sele-
¢ao compreende sele¢do de uma segunda quantidade de conjugado eficaz
para prover menos do que 50 anticorpos por lipossoma.

36. Método de acordo com a reivindicagdo 30, onde a dita provi-
sdo inclui provisdo de lipossomas tendo uma primeira qguantidade de conju-
gado que prové menos do que 150 anticorpos por lipossoma.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 30, onde a dita sele-
cdo compreende sele¢do de uma segunda quantidade de conjugado eficaz

para prover 30 ou menos anticorpos por lipossoma.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "COMPOSIGAO DE IMUNOLIPOSSOMA PARA Di-
RECIONAMENTO A UM RECEPTOR CELULAR HER2".

, A presente invengdo refere-se a uma composi¢do de imunoli-
possoma compreendida de lipossomas carregando um ligante para direcio-
namento a células expressando um receptor de fator de crescimento, tal co-
mo HER2, é descrita. Ligagdo do imunolipossoma a células expressando
HER2 resulta em internalizagdo do imunolipossoma para aplicagdo citoplas-

mica de um farmaco capturado.
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