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SISTEMA | DE LIBERACAO DE DROGA

Campo dainvencéo

[0001] Esta invengao se refere a um sistema de liberagdo de droga
para administragcdo de substancias farmaceuticamente ativas pouco solluveis em

5 agua, uma composi¢ao farmacéutica compreendendo tal sistema de liberagédo de
droga, e um meétodo de preparacdo de tal sistema de liberagdo de droga. A
invencao também se refere a um método de controle do tamanho da particula e/ou
formato da particula e/ou distribuicdo do tamanho da particula em tal sistema de
liberagdo de droga, e um método para aumentar a capacidade de carregamento da

10 droga nas particulas. Além disso, a invengcdo também se refere ao uso de tal
sistema de liberacdo da droga para a preparagdo de um medicamento para a
preparacdao de um medicamento para o tratamento de cancer.

Fundamentos da Invencéo

[0002]Ha uma necessidade critica nas industrias farmacéuticas e

15 outras relacionadas em formular substancias insoluveis ou pouco soluveis em agua
industrialmente uteis para formulagbes para rotas de liberagdo oral, injetavel,
inalagdo, oftadlmica e outras. Substancias insoluveis ou pouco soluveis em agua
industrialmente uteis incluem compostos insoluveis ou pouco soluveis em agua
biologicamente uteis, agentes de contraste, compostos farmaceuticamente uteis e

20 em particular drogas insoluveis e pouco soluveis em agua para medicina humana e
veterinaria.

[0003]Nenhuma limitagdo € imposta sobre o tipo de substancias
insoluveis ou pouco soluveis em agua industrialmente uteis para uso na presente
invencdo. Exemplos incluem antipiréticos, anti-inflamatorios, analgésicos,

25 ataraxicos, sedativos, agentes antitumorais, antimicrobianos, antibioticos,
antilipémicos, antitussigenos/expectorantes, relaxantes musculares, antiepiléticos,
antiulceras, antidepressivos, antialérgicos, cardiotonicos, antiarritmicos,
vasodilatadores, hipotensores/diuréticos, terapicos para diabetes,
tuberculostaticos, antirreumaticos, esterdides, antagonistas de narcaéticos,

30 horménios, vitaminas lipossoluveis, anticoagulantes, terapicos para doencgas
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isquémicas, terapicos para doengas imunoldgicas, terapicos para o mal de
Alzheimer, terapicos para osteoporose, terapicos para vaso formacéao, terapicos
para retinose, terapicos para oclusdo de veia retinal, degeneragcdo macular
disciforme senil, terapicos para espasmo cerebrovascular, terapicos para trombose

5  cerebral, terapicos para enfarte cerebral, terapicos para oclusio cerebral, terapicos
para hemorragia intracerebral, terapicos para hemorragia subaraquindide,
terapicos para encefalopatia hipertensiva, terapicos para ataque isquémico
cerebral transiente, terapico para deméncia multi-infarto, terapicos para
arteriosclerose, terapicos para doencga de Huntington, terapicos para desordem do

10 tecido cerebral, terapicos para neuropatia Optica, terapicos para glaucoma,
terapicos para hipertensao ocular, terapicos para descolamento retinal, terapicos
para artrite, drogas antissépticas, drogas de choque antisséptico, drogas antiasma,
terapicos contra polaciuria/incontinéncia, terapicos para rinite atdpica, terapicos
para rinite alérgica, composi¢cdes de cosméticos, composi¢cdes agroquimicas,

15 inseticidas, bactericidas, herbicidas, composi¢cdes de bebidas ou alimentos,
imunossupressores e composigdes de drogas de animais.

[0004] O fato de que apenas substancias soluveis em agua podem
ser administradas intravenosamente consideravelmente empobrece a variedade de
moléculas organicas que podem ser usadas como drogas antineoplasicas, uma

20 vez que muitas se ndo a maioria destas sao fracamente soluveis em agua.

[0005] A incorporacao de fungdes polares em tais substancias nao
soluciona este problema devido as mudancas da estrutura conduzirem a uma
perda das propriedades farmacoldgicas relevantes das drogas.

[0006] O desenvolvimento de sistemas de liberagdo de droga que

25  poderia viabilizar a dissolugdo de compostos fracamente soluveis em solucdes
aquosas seria muito instrumental nos esforcos de realizacdo do potencial
anticancer de um vasto numero de substancias, e poderia prover a criagao de
novas geragoes de drogas.

[0007] Paclitaxel e docetaxel pertencem a classe taxana de drogas

30 anticancer devido estas ou suas precursoras serem produzidas pelas plantas do
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género Taxus (teixos). Paclitaxel ainda é produzido por isolamento dos recursos
naturais enquanto docetaxel, um analogo semissintético de paclitaxel, € sintetizado
a partir de 10-deacetil bacatina. Paclitaxel difere de docetaxel por uma fungao
hidroxila acetilada na posicdo 10 e uma porc¢ao benzoila ao invés de tert-butil na
cadeia lateral de fenilpropionato. O mecanismo de ag¢ao das taxanas € baseado na
sua habilidade em se ligar a subunidade [ de tubulina que interfere na
despolimerizagdo dos microtubulos, danificando deste modo, as células em
divisdo. Esta especificidade de acdo e amplamente utilizada na oncologia para
tratar diferentes tumores soélidos, especialmente cancer ovariano, pulmonar,
mamario, bexiga, cabega e pescoco.

[0008] Paclitaxel e docetaxel apresentam pouca biodisponibilidade
oral e deste modo infusado intravenosa (i.v.) € o unico modo de administragdo. A
escassa solubilidade em agua também torna impossivel utilizar solu¢gbes aquosas
dessas taxanas. Varios veiculos de liberagdo tém sido aplicados para solucionar
este problema.

[0009] TAXOL® se baseia na habilidade de CREMOPHOR® EL, um
6leo de ricino polietoxilado, para dissolver paclitaxel na proporcdo peso por peso
(p/p) 87:1. Esta €& cronologicamente, a primeira formulagdo de taxana comercial
que abriu a era do uso de taxana na oncologia. Contudo, depois foi encontrado que
CREMOPHOR® é a causa das reagdes hipersensiveis durante a infusdo de
TAXOL® e para minimizar a incidéncia e gravidade dessas reagées um
premedicamento com bloqueadores de histamina e glucocorticéides, bem como,
programacao de infusdo continua se tornaram uma pratica padréo.

[00010] Em um segundo sistema de liberagdo chamado
TAXOTERE®, Polisorbato 80 (conhecido sob a marca registrada TWEEN®80), um
derivado de sorbitol polietoxilado e acido oléico, tem a funcéo de veiculo. No caso
da proporgédo ser 24:1. Como CREMOPHOR® EL, Polisorbato 80 é um detergente
nao-ibnico formado de cadeias polietoxi, também pode induzir reacbes de
hipersensibilidade.

[00011] ABRAXANE®, um terceiro sistema de liberagéo, consiste
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em nanoparticulas de paclitaxel estabilizadas por soro albumina humana na
proporg¢ao 9:1 p/p com um didmetro médio de nanoparticulas sendo de banco de
dados 130 nm. A auséncia de surfactantes nio ibnicos simplifica o tratamento, uma
vez que nenhum premedicamento € necessario e o tempo de infusdo é encurtado.
Por outro lado, a formulagdo ABRAXANE® é menos potente do que TAXOL® devido
as nanoparticulas de ABRAXANE®, como outras particulas com tamanho de mais
do que 100 nm sdo um substrato para o sistema reticuloendotelial. Uma outra
desvantagem desse veiculo de liberagédo de droga € que soro albumina humana
isolada do sangue doador é utilizada, o que sempre traz um pequeno, mas
definitivo risco de transmisséo de doencgas virais.

[00012] Finalmente, foi encontrado que paclitaxel e docetaxel
podem ser dissolvidos em solugbes aquosas de derivados soluveis em agua de
acido retindico que agem como surfactantes anidnicos. A exclusividade da
estrutura desses derivados os possibilita dissolver paclitaxel e docetaxel na
surpreendentemente baixa proporcao de 0,5:1 p/p.

[00013] Ixabepilone, (analogo de epotilone B) € muito similar as
taxanas em termos de modo de acio e solubilidade em solugcbes aquosas. Este é
indicado no tratamento de cancer de mama metastico ou localizado avancado. A
formulacao de ixabepilone para administragao IV, Ixempra, desenvolvido pela BMS,
como Taxol, € baseado em cremophor EL e deste modo um premedicamento e
infusdo prolongada para a redugcdo das reagdes de hipersensibilidade sao
requeridos.

[00014] Etoposide, analogo da toxina podofilotoxina, € inibidor
de topoisomerase Il e € usado no tratamento de sarcoma de Ewing, cancer de
pulmdo, cancer de testiculo, linfoma e leucemia linfocitica. Formulagdes de
etoposide para administracdo IV sdo baseadas em derivados de PEG, tal como
Polisorbato 80 (TWEEN 80) ou Macrogol 300 de modo a solubilizar o ingrediente
ativo pouco soluvel em agua.

[00015] Retindides compreendem uma familia de

poliisoprendides que incluem vitamina A (retinol) e seus analogos natural (acido
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retindico) e sintético (fenretineto, etretinato, tazaroteno, bexaroteno, adapaleno).
Esses compostos mostram um amplo espectro de atividade bioldgica que inclui a
participacdo no controle da proliferacdo celular, a diferenciacdo celular e o
desenvolvimento embribnico que possibilita o uso de retindides como agentes
5 antineoplasicos para tratamento de diferentes tipos de cancer tal como leucemia,
linfoma, sarcoma de Kaposi, cancer pulmonar e cancer de mama. Esses
compostos sdo também usados no tratamento de diferentes doengas de pele como
psoriase, acne, e pele danificada pelo sol. Retindides sado frequentemente
compostos altamente lipofilicos e seu uso na forma de solucdo aquosa demanda
10 aplicagdo de algum sistema de liberagdo. Contudo, ao que sabemos nao ha
qualquer formulagéo soluvel em agua comercialmente desenvolvida de retindides e
estas estdo disponiveis exclusivamente para administragcéo oral.
[00016] Ciclosporina, sirolimus, tacrolimus, e everolimus sao
imunossupressores que sao escassamente soluveis em agua. A biodisponibilidade
15 das drogas na administracdo oral € de apenas cerca de 20%. Formulagdes
comercialmente disponiveis desses imunossupressores sao baseados apenas no
uso de oleo de ricino polioxietilado, que causa reacdes de hipersensibilidade
quando administrado intravenosamente.
[00017] Ciclosporin, ciclosporina, ou cyclosporin, sdo drogas
20 imunossupressoras amplamente utilizadas em transplante de érgaos pos-alogénico
para reduzir a atividade do sistema imune do paciente e assim, o risco de rejeigao
do 6rgéo. Este tem sido estudado em transplantes de pele, coragdo, rim, figado,
pulméo, pancreas, medula dssea e intestino delgado. Inicialmente, isolado de uma
amostra de solo noruegués, Ciclosporina A, a forma principal da droga, ¢ um
25  peptideo nao ribossomal ciclico de 11 aminoacidos (um undecapeptideo) produzido
pelo fungo Tolypocladium inflatum Gams, e contém D-aminoacidos, que sao
raramente encontrados na natureza.
[00018] A pesquisa e desenvolvimento de novos sistemas de
liberagdo de drogas tem aumentado com a realizagdo do fato de que as drogas em

30 concentragbes muito altas sdo téxicas e — na melhor situacdo — inativa em
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concentragbes muito baixas; contudo, a exposi¢gao de uma célula a concentragdes
muito baixas de drogas frequentemente ativam mecanismos de resisténcia a
droga. A faixa de concentragdes onde a droga consegue a resposta desejada com
menos efeitos colaterais € conhecida como “janela terapéutica”.

5 [00019] InfusGes prolongadas tém provado reduzir a toxidade
dos agentes anticancer, mas esse modo de administragéo é significantemente mais
complicado do ponto de vista pratico.

[00020] Encontrou-se que a liberagdo lenta da droga pode ser
alcangcada pelo uso de drogas que estdo ligadas ou encapsuladas em

10 nanoparticulas de diferentes tipos. Estas particulas podem circular no sangue por
varios dias exercendo a fungdo de “depdsitos”. A liberagdo da droga ocorre por
difusdo das drogas encapsuladas ou pela erosao e decomposi¢cdo das particulas.
Os tipos mais populares de nanoparticulas neste campo de pesquisa sdo as
micelas e os lipossomas, como a formagao de tais nanoparticulas € um processo

15 impulsionado por uma entropia bastante simples, isto €&, elas emergem
espontaneamente e suas propriedades sado programadas pelas condi¢des da
formacdo. O tamanho das particulas utilizado nesses sistemas de liberacdo esta
dentro da faixa de 8 a 200 nm e mesmo maiores.

[00021] Contudo, com o aumento do tamanho, uma particula se

20 torna “visivel” ao sistema reticulo-endotelial, uma parte do sistema imune que
consiste das células fagociticas localizadas no tecido conectivo reticular de nédulos
linfaticos, figado e bago. A extensdo da remocgao do sistema reticulo-endotelial
aumenta com o tamanho das particulas, reduzindo significativamente a quantidade
total da droga no fluxo sanguineo.

25 [00022] Um outro desafio intrigante no campo da liberagcao de
drogas é o direcionamento das drogas para afetar compartimentos que poderiam
aumentar a efetividade terapéutica até os ultimos niveis. As nanoparticulas tém
sido uteis a esse respeito. Tumores sélidos diferem patoanatomicamente dos
tecidos saudaveis por uma extensiva angiogénese, bem como, uma arquitetura

30 vascular hiperpermeavel e defeituosa. Em outras palavras o tamanho dos capilares
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do tumor ¢é maior, tornando-os potencialmente possiveis de aumentar
significativamente o transporte passivo de nanoparticulas carregadas com carga
citotéxica para o tumor em comparagao com um endotélio saudavel.

[00023] US 2004048923 descreve um grupo de retindides que
inclui entre numerosos outros, o sal sédico de metil éster de acido N-(todos-trans-
retinoil)-L-cistéico metil éster e o sal sédico de acido N-(13-cis-retinoil)-L-cistéico
metil éster. Tem afirmado que as substancias tornam possivel fabricar novas
formulacbes de micelas de compostos farmacéuticos pouco soluveis como
paclitaxel e docetaxel.

[00024] WO 02092600 se refere a um método de preparagao de
uma formulagdo soluvel em agua de paclitaxel, compreendendo as etapas de
dissolver paclitaxel em um primeiro solvente, dissolver um composto selecionado
entre acido N-(todos-trans-Retinoil)-L-cistéico, acido N-(13-cis-Retinoil)-L-cistéico,
acido N-(todos-trans-Retinoil)-L-homocistéico, acido N-(13-cis-Retinoil)-L-homo-
cistéico, acido N- (todos-trans-Retinoil)-L-cisteinasulfinico, e acido N-(13-cis-
Retinoil)-L-cisteinasulfinico em um segundo solvente, misturando as aliquotas das
solugdes resultantes de paclitaxel e o dito composto em uma razido molar
desejada, e evaporando a mistura resultante até a secura.

[00025] Embora a pouca solubilidade dos compostos
farmacéuticos possam sugerir que estes estejam numa forma particular, US
2004048923 e WO 02092600 sao ambas completamente silentes em relagdo ao
tamanho e a morfologia das particulas. Ndo ha nenhuma indicagdo ou sugestao
em particular de que estas devem estar no estado amorfo, ou mesmo que estas
devam existir em tal estado. Tampouco nenhuma forma de fornecer particulas em
tal estado é revelada. Como é de conhecimento daqueles versados na arte do
polimorfismo, incluindo possivel amorfismo, €& basicamente imprevisivel para
substancias organicas.

[00026] O documento US2007082838A1 divulga uma
composi¢ao farmacéutica de agentes pouco solluveis em agua, como docetaxel e

um agente estabilizador. Torchilin et al., 2007 (DOI: 10.1007/s11095-006-9132-0) &
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uma revisado especializada que geralmente analisa nanotransportadores micelares,
por exemplo, micelas formadas por conjugados de copolimeros soluveis com
lipidios, como conjugado de polietilenoglicol-fosfatidil etanolamina e PEG-PE.

Breve Resumo da Invengao

[00027] A criagdo de um novo sistema de liberacdo de droga
com liberagc&do de droga controlada ou programada antecipadamente que mimetiza
as administragdes prolongadas seria bastante desejada.

[00028] Um objetivo da presente invencéao é fornecer tal sistema
de liberac&o de droga.

[00029] Assim, um aspecto da invencao se refere a um sistema
de liberagcdo de droga para administracdo de pelo menos uma substancia
farmaceuticamente ativa que possui uma solubilidade per se em agua de menos de
cerca de 100 pg/ml, a dita substancia estando na forma particulada com um
tamanho de particula médio efetivo menor do que cerca de 100 nm, onde as
particulas de substancias sdo essencialmente amorfas; as particulas de substancia
sdo aprisionadas em nanoparticulas formadas de um sal soédico do metil éster de
acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um sal sddico do metil éster de acido N-13-cis-
retinoil cistéico, ou uma combinagao destes; e a razdo peso-por-peso do dito sal
sodico do metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, sal sédico do metil
éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou combinagdo destas, para a dita
substancia estar na faixa de 0,5:1 a 20:1.

Breve Descricédo dos Desenhos

[00030] A presente invengao sera descrita em mais detalhes na
descrigao seguinte, exemplos e desenhos anexos, em que:

[00031] Fig. 1 mostra a dependéncia do tamanho da particula na
razao p/p de sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico para
paclitaxel em diferentes concentracdes de paclitaxel em uma solucdo aquosa de
cloreto de s6dio numa concentragdo de 9 mg/ml.

[00032] Fig. 2 mostra a dependéncia do tamanho da particula

formada pelo sal sddico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico e
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docetaxel (razdo p/p 1:1) na concentragdo de cloreto de sédio em diferentes
concentragdes de docetaxel.

[00033] Fig. 3 mostra a dependéncia do tamanho da particula
formada pelo sal sddico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico e
paclitaxel (razédo p/p de paclitaxel:metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico
€ 1:2) na concentragdo de cloreto de calcio em uma solugdo aquosa de cloreto de
soédio numa concentragao de 9 mg/ml.

[00034] Fig. 4 e 5 mostra o curso temporal do tamanho da
particula e o potencial Z de uma formulagdo obtida pela reconstituicdo de uma
mistura liofilizada de paclitaxel, sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-
retinoil cistéico e sal sédico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico na
razao p/p 1:0,75:0,75 em uma solugdo aquosa de cloreto de sodio (9 mg/ml),
cloreto de calcio (2 mmol/l) e cloreto de magnésio (1 mmol/l).

[00035] Fig. 6 e 7 mostra o curso temporal do tamanho da
particula e o potencial Z de uma formulagdo obtida pela reconstituicdo de uma
mistura liofilizada de docetaxel e sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-
retinoil cistéico na razédo p/p 1:2 em uma solugdo aquosa de cloreto de sédio (9
mg/ml) e cloreto de calcio (3 mmol/l).

[00036] Fig. 8 mostra uma avaliagdo comparativa da
citotoxidade das formulagdes formadas pela mistura de docetaxel-sal sddico de
metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico-sal sédico de metil éster de acido
N-13-cis-retinoil cistéico (p/p/p = 1:1:1) em culturas de linhagem de células de
adenocarcinoma SKOV3 de ovario humano.

[00037] Fig. 9 mostra uma avaliagdo comparativa da
citotoxidade das formulagcbes formadas pela mistura de paclitaxel-sal sodico de
metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico-sal sodico de metil éster de acido
N-13-cis-retinoil cistéico (p/p/p = 1:0,75:0,75) em culturas de linhagem de células
de adenocarcinoma SKOV3 de ovario humano.

[00038] Fig. 10 mostra a dependéncia do tamanho da particula

na razdo p/p de sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico
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para Ciclosporin A em diferentes concentracdes de Ciclosporin A em uma solugao
aquosa de cloreto de sédio a uma concentragao de 9 mg/ml.

Descricao das Realizagbes da Invencéao

[00039] Antes da presente invencdo ser revelada e descrita,

5 deve-se compreender que esta invengcdo n&o esta limitada as configuragdes
particulares, etapas de processo, e materiais aqui revelados em tais configuragdes,
etapas de processo e materiais podem variar um pouco. Deve-se compreender
também que a terminologia aqui empregada € usada com o objetivo de descrever
realizagdes particulares apenas e nao € pretendida para ser limitativa, uma vez que

10 0 escopo da presente invencao sera limitado apenas pelas reivindicacbes anexas e
equivalentes destas.

[00040] Deve-se notar que, conforme usado nesse relatorio e
nas reivindicagdes, as formas do singular “um”, “uma”, e “o, a” incluem referéncias
no plural a menos que o contexto claramente mencione o contrario.

15 [00041] Nesse relatério, a menos que de outro modo
mencionado, o termo “cerca de” que modifica a quantidade de um ingrediente nos
sistemas de liberacdo de droga ou composi¢cdes da invengdo ou empregada nos
métodos da invencdo se referem a variagdo na quantidade numérica que pode
ocorrer, por exemplo, através da medida tipica e procedimento de manipulagao de

20 liquidos utilizados para concentrar ou utilizar solugdes no mundo real; através erro
inadvertido nesses procedimentos; através das diferengas na fabricacao, fonte, ou
pureza dos ingredientes empregados para produzir os sistemas de liberagcdo de
droga ou composic¢des ou realizagdo dos métodos; e similares. O termo “cerca de”
também englobam quantidades que diferem devido as diferentes condigbes de

25  equilibrio para uma composicdo que resulta de uma mistura inicial em particular.
Se ou ndo modificada pelo termo “cerca de”, as reivindicagdes incluem
equivalentes as quantidades.

[00042] Nesse relatério, a menos que de outro modo
mencionado, o termo “sistema de liberagdo de droga” se refere a uma formulagao

30 ou dispositivo que libera agente(s) terapéuticos para o(s) locais do corpo
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desejado(s) e/ou fornece liberagao intermitente dos agentes terapéuticos.

[00043] Nesse relatério, a menos que de outro modo
mencionado, o termo “tamanho da particula” se refere ao diametro médio Z
conforme medido pelo espalhamento de luz dindmico com o uso de laser vermelho

5 com um comprimento de onde de 633 nm. Por “um tamanho de particula médio
efetivo menor do que cerca de 100 nm” significa que pelo menos 90% das
particulas tém um tamanho menor do que 100 nm quando medida pela técnica
acima citada.

[00044] Nesse relatério, a menos que de outro modo

10 mencionado, o termo “nanoparticula” se refere a particula microscopica cujo
tamanho é medido em nandémetros. As nanoparticulas da invengéo tipicamente na
faixa de cerca de 1 a cerca de 999 nm em diametro, e podem incluir uma molécula
biologicamente ativa aprisionada, encapsulada ou aderida.

[00045] Nesse relatério, a menos que de outro modo

15 mencionado, o termo “solubilidade” de uma substancia a ser dissolvida em um
solvente especifico proximo da temperatura ambiente, a qual significa entre cerca
de 15°C e cerca de 38°C.

[00046] Nesse relatério, a menos que de outro modo
mencionado, o termo “amorfo” é pretendido indicar uma estrutura solida que é

20 tanto nao-cristalina quanto consiste em cristais muito pequenos que possuem um
tamanho de particula de cerca de 10 nm ou menos.

[00047] Nesse relatério, a menos que de outro modo
mencionado, o termo “composto citotoxico” se refere a um composto que € capaz
de interromper o crescimento ou matar as células.

25 [00048] Nesse relatério, a menos que de outro modo
mencionado, o termo “composto citostatico” se refere a um composto que é capaz
de conduzir as células, embora nao necessariamente lisadas ou mortas, a um
estado nao-proliferativo permanente.

[00049] Nesse relatério, a menos que de outro modo

30 mencionado, o termo “imunossupressor” se refere a um composto que € capaz de
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inibir a atividade do sistema imunoloégico, particularmente, evitando a rejeicdo de
um o6rgao transplantado e doengas onde o sistema imunoldgico do corpo ataca
seus proprios tecidos.

[00050] Nesse relatério, a menos que de outro modo

5 mencionado, o termo “derivado” se refere a um composto formado a partir da
estrutura original tanto diretamente, por reagdo quimica da estrutura original,
quanto pela “modificacdo” que € uma substituicdo parcial da estrutura original, ou
por engenharia e sintese de novo. Derivados podem ser sintéticos, ou podem ser
produtos metabdlicos de uma célula ou uma reacao enzimatica in vitro.

10 [00051] Numa realizagdo as particulas de substancia no sistema
de liberagéo de droga inventivo apresentam um tamanho de particula médio efetivo
menor do que cerca de 50 nm.

[00052] Numa outra realizagdo as particulas de substancia no
sistema de liberacdo de droga inventivo apresentam um tamanho de particula

15 médio efetivo na faixa de cerca de 5-50 nm.

[00053] Numa outra realizagdo as particulas de substancia no
sistema de liberagdo de droga inventivo apresentam um tamanho de particula
meédio efetivo na faixa de cerca de 8-30 nm.

[00054] Em uma realizagdo da presente invengao a razao peso-

20  por-peso do sal sodico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, sal
sodico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou combinagao destes,
para a substancia farmaceuticamente ativa esta na faixa de cerca de 1:1 a cerca
de 10:1.

[00055] Em uma realizacdo da presente invencdo a substancia

25 farmaceuticamente ativa € um composto citotoxico ou citostatico; em um aspecto
dessa realizagdo o composto citotoxico ou citostatico € etoposide; em ainda um
outro aspecto dessa realizagao do composto citotdxico ou citostatico € uma taxana,
e em um aspecto mais especifico, a taxana € selecionada entre paclitaxel,
docetaxel, e derivados destes. Em um outro aspecto especifico da dita realizagao

30 dainvengao se refere a um sistema de liberagdo de droga para uso no tratamento

Peticao 870210027865, de 24/03/2021, pag. 26/145



13/45

de cancer.

[00056] Em uma realizagdo da presente invengcdo a substancia
farmaceuticamente ativa € um imunossupressor; em um aspecto dessa realizagcao
0 imunossupressor € selecionado entre ciclosporina, sirolimus, tacrolimus e

5 derivados desses. Em um outro aspecto da dita realizacdo da invencéao se refere a
sistemas de liberagédo de droga para uso em transplante de 6rgéo pés-alogénico.

[00057] Uma outra realizagdo da invencao se refere a uma
composi¢cao farmacéutica que compreende um carreador farmaceuticamente
aceitavel e um sistema de liberacédo de droga desse tipo.

10 [00058] Em um aspecto dessa realizacdo a substancia
farmaceuticamente ativa € um composto citotdxico ou citostatico; em um aspecto
dessa realizacdo o composto citotéxico ou citostatico € biscloronitrosouréia
(Carmustine); em um outro aspecto dessa realizacdo o composto citotéxico ou
citostatico € etoposide; em ainda um outro aspecto dessa realizagdo do composto

15 €& uma taxana, que pode ser selecionada entre paclitaxel, docetaxel, e derivados
desses; em um outro aspecto dessa realizagao da presente invencao a substancia
farmaceuticamente ativa € um imunossupressor; em um aspecto dessa realizagao
0 imunossupressor € selecionado entre ciclosporina, sirolimus, tacrolimus e
derivados desses. Em um aspecto dessa realizacdo a composicao farmacéutica

20 pode ser provida na forma de uma solugdo aquosa, um gel, um creme, um
unguento, um comprimido, uma capsula ou um softgel.

[00059] Uma outra realizagdo da invengao se refere ao uso de
um sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um sal sodico
de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou uma combinagdo desses, na

25  preparacgao de tal sistema de liberagao de droga.

[00060] Ainda uma outra realizagcdo da invencao se refere a um
método para a preparagado de um sistema de liberacdo de droga que compreende
nanoparticulas formadas de um sal sodico de metil éster de acido N-todos-trans-
retinoil cistéico, um sal sédico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou

30 uma combinagdo desses, e pelo menos uma substancia farmaceuticamente ativa
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que possui uma solubilidade per se em agua menor do que cerca de 100 pg/ml,

onde a dita substancia é fornecida na forma de particulas essencialmente amorfas

com um tamanho de particula médio efetivo de menos de cerca de 100 nm; o

tamanho das ditas nanoparticulas é controlado para apresentar um tamanho de

5 particula médio efetivo menor do que cerca de 100 nm pelo ajuste da razédo peso-

por-peso do dito sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico,

sal sédico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou combinagao desses,

para a dita substancia estar na faixa de cerca de 0,5:1 a cerca de 20:1. A presente

invencao também fornece um sistema de liberacdo de droga obtenivel por este

10 método bem como uma composi¢ao farmacéutica que compreende um carreador
farmaceuticamente aceitavel e tal sistema de liberacéo de droga.

[00061] Ainda uma outra realizagdo da invengao se refere a um
método de controle do tamanho da particula e/ou da forma da particula e/ou da
distribuicdo da particula de nanoparticulas formadas de um sal soédico de metil

15  éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um sal sddico de metil éster de acido
N-13-cis-retinoil cistéico, ou uma combinacdo desses, e pelo menos uma
substancia farmaceuticamente ativa que possui uma solubilidade per se em agua
menor do que cerca 100 ug/ml num processo para a preparagao de um sistema de
liberagdo de droga, onde a dita substancia é fornecida na forma de particulas

20  essencialmente amorfas com um tamanho de particula médio efetivo menor do que
cerca de 100 nm; o tamanho de particula e/ou forma da particula e/ou distribuigcao
do tamanho da particula das ditas nanoparticulas € controlado pelo ajuste da razdo
peso-por-peso do dito sal sédico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico,
ou combinacdo desses, a dita substancia para estar na faixa de cerca de 0,5:1 a

25 cerca de 20:1. Em um aspecto dessa realizagao o tamanho das nanoparticulas é
controlado para estar na faixa de cerca de cerca de 10-100 nm.

[00062] Ainda uma outra realizagao da invencao se refere a um
método de controle do tamanho da particula das nanoparticulas formadas de um
sal sodico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um sal sodico de

30 metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou uma combinacdo desses, e pelo
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menos uma substancia farmaceuticamente ativa que possui uma solubilidade per
se em agua menor do que cerca 100 yg/ml num processo de preparagdao de um
sistema de liberagdo de droga, onde a dita substancia é fornecida na forma de
particulas essencialmente amorfas com um tamanho de particula médio efetivo
5 menor do que cerca de 100 nm; as ditas particulas amorfas sdo submetidas e/ou
produzidas em uma solugdo aquosa que contém pelo menos um sal ionizado, a
dita solugédo aquosa apresentando uma forga ibnica I; e o tamanho de particula das
nanoparticulas € aumentado pelo crescimento | ou reduzido pelo decréscimo |.
[00063] Em um aspecto dessa realizacdo a substancia
10 farmaceuticamente ativa é uma taxana e pelo menos o dito sal ionizado é cloreto
de sédio. Isto é util para a produgao de solugdes de infuséo i.v., ja que ions de
sodio e cloreto sdo os ions mais abundantes no corpo humano e também nos
corpos de muitos animais.
[00064] Em um aspecto dessa realizacdo o sal ionizado
15 compreende cations polivalentes, tal como, por exemplo, cations de dupla valéncia.
Tais cations ndo apenas aumentam a forga i6nica do solvente de modo geral,
aumentando assim o tamanho da particular, mas também estabilizam as particulas
formadas.
[00065] O uso de particulas contendo taxana que possuem um
20 tamanho dentro da faixa de cerca de 10-100 nm significativamente melhora a
eficacia terapéutica desses compostos anti-cancer estendendo a circulagao
sanguinea das drogas, que diminui sua remogao reticulo-endotelial e penetragéo
seletiva da vascularizagéo defeituosa. Além disso, as vantagens do uso de taxanas
na forma de tais nanoparticulas in vivo, isto é, liberagdo lenta da droga e
25 aumentada permeabilidade da vascularizagdo do tumor, também foi encontrado
que a atividade das formulagdes de taxana que contém tais nanoparticulas € mais
expressada in vitro em diferentes linhagens de células de tumor sélido. Além disso,
a citotoxidade dessas formulagdes depende dramaticamente do tamanho da
particula.

30 [00066] Uma outra realizacdo da invencao se refere a um
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meétodo para aumentar a capacidade de carregamento da droga das
nanoparticulas formadas por um sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-
retinoil cistéico, um sal sédico do metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou
uma combinagdo desses, e pelo menos uma substancia farmaceuticamente ativa
5 que possui solubilidade per se em agua menor do que 100 ug/ml em um processo
de preparagdo de um sistema de liberagdo de droga pelo fornecimento da dita
substancia na forma de particulas essencialmente amorfas com um tamanho de
particula médio efetivo menor do que cerca de 100 nm; e ajuste da razdo peso-por-
peso do dito sal sddico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, sal
10 sodico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou combinacédo desses, a
dita substancia para estar na faixa de cerca de 0,5:1 a cerca de 20:1.

[00067] Em cada um dos ditos métodos inventivos, a substancia
farmaceuticamente ativa pode ser provida na forma de particulas essencialmente
amorfas com um tamanho de particula médio efetivo menor do que cerca de 100

15 nm como modo de um método que compreende as etapas de: dissolver a dita
substancia em um solvente organico adequado para fornecer uma solugéo
organica da dita substancia; adicionar cerca de 0,01-3 molar equivalentes de um
sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um sal sddico de
metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou uma combinagado desses, a dita

20 solugdo organica; e evaporar o dito solvente organico da dita solugdo organica
para fornecer um residuo que compreende a substancia farmaceuticamente ativa
na forma de particulas essencialmente amorfas. Numa realizagdo desse método
cerca de 0,1-1 molar equivalentes de um sal sédico de metil éster de acido N-
todos-trans-retinoil cistéico, um sal sédico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil

25  cistéico, ou uma combinacao desses, é adicionado a solugao organica.

[00068] O método proposto é baseado na capacidade de um sal
sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, bem como um sal
sédico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico para evitar a cristalizagao
da substancia farmaceuticamente ativa, tal como, por exemplo, taxanas.

30 [00069] Durante a evaporagao do solvente organico, o sal sédico
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de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, sal sddico de metil éster de
acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou combinagado desses, co-cristalizacdo com a
substancia farmaceuticamente ativa, formando um filme. A agua adicionada a este
filme dissolve o sal sddico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, sal

5 sobdico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou combinagdo desses, e
fornece a substancia farmaceuticamente ativa em uma forma altamente amorfa
com area de superficie tremendamente aumentada.

[00070] A solugdo assim obtida de particulas essencialmente
amorfas da substancia farmaceuticamente ativa pode ser utilizada diretamente sem

10 isolamento ou purificacdo para infusbes ou para a fabricacdo de produtos
liofilizados para futuras reconstituigoes.

[00071] Alternativamente, as particulas essencialmente amorfas
da substancia farmaceuticamente ativa podem ser providas na forma seca por
meio de, por exemplo, evaporagao, e entdo depois ser dissolvido em uma solugao

15 aquosa compreendendo cerca de 0,01-50 molar equivalentes do dito sal sddico de
metil éster de acido de N-todos-trans-retinoil cistéico, sal sédico de metil éster de
acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou combinacdo desses. Numa realizacdo, as ditas
particulas da substadncia ativa podem ser dissolvidas em tal solugéo
compreendendo cerca de 0,1-5 molares equivalentes de um sal sddico de metil

20  éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um sal sddico de metil éster de acido
N-13-cis-retinoil cistéico, ou combinacao desses. As particulas essencialmente
amorfas sao possiveis de serem dissolvidas em uma solugao de sal sédico de metil
éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um sal sédico de metil éster de acido
N-13-cis-retinoil cistéico, ou combinacdo desses, dentro de alguns minutos.

25 [00072] Em uma outra alternativa, uma solugdo da substancia
farmaceuticamente ativa em um solvente organico é adicionada a uma solugao
aquosa de um sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um
sal sddico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou uma combinagao
desses, apos o que, o solvente organico é evaporado, permanecendo uma solugao

30 aquosa que compreende a substancia farmaceuticamente ativa numa forma
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amorfa.

[00073] Esse método pode ser otimizado e simplificado pela
disposi¢do de um influxo de solugdo organica da substancia farmaceuticamente
ativa em um baldo de evaporacdo que contém uma solugdo aquosa de um sal

5 sodico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um sal sédico de metil
éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou uma combinagcdo desses,
simultaneamente com a evaporacao.

[00074] A velocidade de fluxo da solugdo organica, a pressao
interna no sistema de evaporacao, bem como, a temperatura de evaporagao pode

10 ser selecionada de tal forma que a concentragdo da solugdo organica ndo exceda
a 15%.

[00075] O solvente organico utilizado no processo para fornecer
a substancia farmaceuticamente ativa na forma de particulas essencialmente
amorfas pode ser um alcool tal como, por exemplo, metanol ou etanol. O uso de

15 metanol que possui ponto de ebulicdo mais baixo ao invés de etanol simplifica a
evaporagao das misturas alcool-agua.

[00076] Contudo, como residuos de solvente organico podem
ser menos apropriados para aplicagao direta in vivo, as solugdes organicas das
particulas essencialmente amorfas da substancia farmaceuticamente ativa podem,

20 por exemplo, ser liofilizadas para remover o solvente organico, deixando as
particulas essencialmente amorfas da substancia farmaceuticamente ativa numa
forma conveniente de pd para armazenagem e preparagéo de novas formulagdes.

[00077] De acordo com as outras realizacbes da presente
invencédo também sé&o fornecidos:

25 [00078] - 0 uso do sistema de liberagdo de droga inventivo para
a preparagao de um medicamento para o tratamento de cancer, e um método para
o tratamento de cancer em que o sistema de liberacdo de droga inventivo é
administrado numa quantidade terapeuticamente efetiva a um paciente que
necessita tal tratamento; e

30 [00079] - 0 uso da composi¢cao farmacéutica inventiva para a
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preparagcao de um medicamento para o tratamento de cancer, e um método para o
tratamento de cancer, em que a composi¢cao farmacéutica inventiva € administrada
numa quantidade terapeuticamente efetiva a um paciente que necessita tal
tratamento.

[00080] - 0 uso do sistema de liberagdo de droga inventivo para
a preparagdo de um medicamento para uso em transplante de orgao pés-
alogénico, e um meétodo para o transplante de 6rgdo pods-alogénico, em que o
sistema de liberacdo de droga inventivo € administrado numa quantidade
terapeuticamente efetiva a um paciente que necessita tal tratamento; e

[00081] - 0 uso da composi¢cao farmacéutica inventiva para a
preparagao de um medicamento para uso no transplante de 6rgao pos-alogénico, e
um método para o transplante de érgéo pos-alogénico, em que a composicao
farmacéutica inventiva é administrada numa quantidade terapeuticamente efetiva a
um paciente que necessita tal tratamento.

[00082] As formulagdes de taxana soluvel em agua obtidas com
0 uso de um sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um
sal sddico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou uma combinagao
desses, sdo estaveis por varias horas no amplo intervalo de condicbes de
formagao dessas formulagoes.

[00083] Assim, a presente invengao torna possivel fornecer
solucdes aquosas de taxanas, que de outra forma apresenta fraca solubilidade em
agua, como paclitaxel e docetaxel, por infusdo sem qualquer uso de surfactantes
nao-idnicos. Isto reduz significativamente a reagdo de hipersensibilidade contra as
solugbes de infusdo, encurta o tempo de infusdo, e elimina a necessidade de
premedicagao de pacientes contra tal hipersensibilidade.

[00084] A invengdo sera ilustrada em mais detalhes nos
exemplos nao limitativos que se seguem.

Exemplos

MATERIAIS E METODOS

[00085] As formulagdes de ingredientes farmacéuticos ativos
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com um sal sodico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, um sal
sodico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico, ou uma combinagao
desses foram preparadas pela reconstituicdo tanto de residuos de um ingrediente
ativo recentemente evaporados ou liofilizados com derivados de acido retinoil
cistéico com uma solugao especifica para reconstituigao.

[00086] Paclitaxel, Ciclosporina A e acido todos-trans-retindico
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Suécia AB. Docetaxel foi adquirido de
ScinoPharm Taiwan, Ltd. Ixabepilone foi adquirido de Chemtronica KB, Suécia.
Fenretinida foi sintetizada de acordo com i procedimento padrdo (Cancer
Research, 39, 1339-1346, abril 1979). Taxol, Taxotere e Abraxane foram adquiridos
em farmacias e reconstituidos de acordo com as informagdes prescritas pelos
fabricantes.

[00087] O tamanho da particula das formulagdes foi medido pelo
método de espalhamento de luz dindmico com o uso de um laser vermelho (633
nm). Potencial Zeta(Z) foi medido pelo método de espalhamento de Iluz
eletroforético. Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd.) foi usado para a determinagéo
tanto do tamanho da particula quanto do potencial-zeta. As médias dos valores de
trés medi¢cbes independentes foram calculadas por plotagem do tamanho da
particula e comportamento do potencial-zeta. As barras de erro de Y séao
compostas por +/- o desvio padrao das medigdes.

[00088] Para a avaliagcao da citotoxidade in vitro, células de
diferentes linhagens de células tumorais humanas foram adquiridas da “American
Type Culture Collection (Rockville, Md., USA): Linhagem de células de
Adenocarcinoma humano de mama MDA-MB-231 (ATCC-HTB-26, Lot. 3576799),
Linhagem de células de Adenocarcinoma humano de ovario SKOV-3 (ATCC-HTB-
77, Lot. 3038337) e Linhagem de células de cancer de pulmao Nao-Pequenas
A549 (ATCC-CCL-185, Lot. 3244171). Células MDA-MB-231 foram propagandas
em meio de cultura MEM com L-glutamina 2 mM, soro fetal bovino 10% (FBS) e
antibidticos. Células SKOV-3 foram cultivadas em um meio de cultura McCoy’s 5A,

suplementado com L-glutamina 1,5 mM, FBS 10% e antibidticos. Todos os meios e
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suplementos foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Mi.,, USA). A
propagacao celular de todas as linhagens foi realizada em frascos de cultura BD
Falcon™ de 25 ou 75 cm? (Becton Dickinson Labware). Células A549 foram
cultivadas em um meio de cultura Ham’s F-12 com L-glutamina 1 mM, FBS 10% e
antibioticos. A propagacao celular das linhagens foi realizada em frascos de cultura
BD Falcon™ de 25 ou 75 cm?.

[00089] O teste de citotoxidade da droga foi realizado utilizando
placas de cultura BD Falcon™ de 96-pogos para células aderentes (Becton
Dickinson Labware). Essas placas foram semeadas com células a 8x103
células/pogo para MDA-MB-231, 10x10% células/pogo para SKOV-3 ou 6x103
células/poco para A549 em um volume de 200 ul/pogco. Ambos os frascos e placas
de cultivo foram incubados para crescimento celular a 37° C em uma atmosfera
umidificada de 95% de ar e 5% de COa.

[00090] As culturas de células das placas de cultura foram
deixadas aderir por 24 horas de incubagdao. No dia 1 apds a semeadura das
células, 4 uL de solugdes das formulacbes a serem testadas com diferentes
concentracbes em solventes apropriados foram adicionadas aos pogcos com as
culturas (dose — experimentos de resposta). Nas culturas controle, 4 pL dos
solventes foram adicionados como controle do solvente. As células foram
incubadas por 2-4 dias consecutivos. No final do periodo de incubagao as células
aderentes foram destacadas por tripsinizacdo € o numero de células viaveis foi
contado utilizando o teste de exclusdo “trypan blue” e um hemocitémetro. Todos os
experimentos foram realizados pelo menos trés vezes e os dados foram derivados
da media das trés determinagdes, cada uma em quarto replicatas. Os resultados
foram expressos como numero médio de células + SE e as diferencas entre o
controle e as series de teste avaliadas por meio do teste-t de Student. A
citotoxidade da droga foi avaliada com base na extensdo de inibicdo do
crescimento celular. A inibicdo do crescimento celular pelas drogas testadas foi
calculada como se segue:

Inibicdo de crescimento celular % = Controle — Série de testes x 100

Peticao 870210027865, de 24/03/2021, pag. 35/145



10

15

20

25

30

22/45

Controle

[00091] Nas séries de controle, 4 pL de diferentes solventes
utilizados para o teste das drogas foram adicionados as culturas como controles
negativos do solvente. As diferengas entre essas séries de controle foram
insignificantes; deste modo, uma média dos controles negativos foi aplicada nos
calculos.

[00092] Solugdes de paclitaxel e docetaxel, bem como, suas
formulagdes comerciais foram utilizadas como controles positivos. As diferencas da
inibicdo de crescimento para essas drogas em diferentes solventes foram
insignificantes; deste modo, uma meédia dos controles positivos foi aplicada nos
calculos.

[00093] A média ICs0 £ SE foi calculada com base em pelo
menos trés experimentos separados.

[00094] Fatores de melhoramento (EF) foram calculados
dividindo 1Cs0 do controle da droga de comparacdo pelo ICso da formulagao
inventiva.

[00095] A forca ibnica de uma solugcdo é uma fungdo da

concentracao de todos os ions presentes na solugao.

n
Ic = 1 Z CBZB2
2 B=1

onde cs € a concentragdo do ion B, zs € o numero de carga daquele
ion, e o somatério é feito com todos os ions da solugéao.

Exemplo 1

Preparacio de Paclitaxel Amorfo

[00096] 12 ml de uma solugao estoque de paclitaxel em metanol
(c=2,5 mg/ml) e 2 ml de uma solugdo aquosa de um sal sodico de metil éster de
acido N-todos-trans-retinoil cistéico (c=15 mg/ml) foram evaporadas a vacuo até a
secura em um baldo de fundo redondo de 50 ml. 15 ml de metanol foram
adicionados ao balao e o residuo foi dissolvido. A solugéo obtida foi evaporada até

a secura. O filme obtido apds a evaporagao consistia de uma mistura de paclitaxel
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amorfo e um sal sddico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico.

Exemplo 2

Preparacdo de Docetaxel Amorfo

[00097] 27 ml de uma solucéo estoque de docetaxel em metanol
(c=0,5 mg/ml) e 1 ml de uma solugdo aquosa de um sal sodico de metil éster de
acido N-todos-trans-retinoil cistéico (c=15 mg/ml) foram combinados em um bal&o
de fundo redondo de 100 ml. A solugéo obtida foi evaporada até a secura; o
residuo foi dissolvido em 20 ml de metanol seguido de uma nova evaporagao de
metanol a vacuo. O filme obtido apds a evaporacao consistia em uma mistura de
docetaxel amorfo e um sal sodico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico.

Exemplo 3

Dissolucdo de Paclitaxel Amorfo em Solucdo Micelar de um Sal

Sédico de Metil Ester de Acido N-Todos-Trans-Retinoil Cistéico

[00098] 13 ml de agua e 2 ml de uma solugcéo aquosa de um sal
sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico (c=15 mg/ml) foram
adicionados ao baldo que contém o filme de paclitaxel amorfo preparado no
exemplo 1. O filme de paclitaxel foi completamente dissolvido por agitacdo suave
do vial por 10 min. A solugcdo obtida era clara e transparente. Esta continha
paclitaxel dissolvido numa concentragdo de 2 mg/ml. Filtracdo da solucado através
de um filtro de 0,2 um ndo resultou em qualquer redugéo da concentragao de pacli-
taxel.

Exemplo 4

Dissolucdo de Docetaxel Amorfo em Solucdo Aquosa de um Sal

Saédico de Metil Ester de Acido N-13-cis-retinoil Cistéico

[00099] 24,4 ml de agua foram adicionados ao docetaxel amorfo
obtido no exemplo 2, e a mistura foi agitada com um agitador magnético por 5
minutos. Entdo, 2,6 ml de uma solugdo aquosa de um sal sddico de metil éster de
acido N-13-cis-retinoil cistéico (c=15 mg/ml) foram adicionados a suspensao e a
mistura foi agitada por 15 min. A solugéo obtida era clara e transparente. Esta

continha docetaxel dissolvido numa concentracdo de 0,5 mg/ml. Filtracdo da
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solugao através de um filtro de 0,2 um nao revelou em qualquer redugao da
concentracao de paclitaxel.

Exemplo 5

Preparacido de Formulacdo Aquosa de Paclitaxel pela Mistura em

Etapas da Solucdo Aquosa de uma Mistura de um Sal Sédico de Metil Ester de

Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico e um Sal Sodico de Metil Ester de Acido N-13-

cis-retinoil Cistéico e Solucdo de Metanol de Paclitaxel

[000100] 10 ml de uma solugdo de metanol de paclitaxel (10
mg/ml) foram adicionados gota a gota em um baldo de fundo Redondo de 500 mi
contendo 120 ml de uma solugao aquosa de um sal sédico de metil éster de acido
N-todos-trans-retinoil cistéico (2,5 mg/ml) e um sal sédico de metil éster de acido
N-13-cis-retinoil cistéico (2,5 mg/ml) enquanto agitado por meio de um agitador
magnético. Entdo o conteudo do balao foi evaporado em um evaporador rotatério a
90 rpm e um banho a temperatura de 450C até a pressao interno do sistema a
vacuo fechado que consiste do baldo, evaporador e uma bomba de vacuo cair para
7000 Pa (70 mbar). Tal adicdo da solugdo de paclitaxel em metanol como acima
descrito seguida da evaporacéo foi repetida duas vezes. O volume total de solugao
de metanol adicionado foi de 30 ml. A solucdo aquosa remanescente apos a
evaporacao foi transferida do baldo para uma proveta de 250 ml. O balao foi lavado
trés vezes com 5 ml de agua e as solugdes de lavagem foram vertidas na proveta.
Adicionou-se agua as solugdes combinadas para alcangar um volume total de 150
ml. A solugédo obtida foi filtrada através de um filtro de 0,2 um e liofilizada. A
concentracéo de paclitaxel na formulagéo obtida foi de 2 mg/ml.

Exemplo 6

Preparacdo da Formulacdo Aquosa de Docetaxel pela Mistura em

Etapas da Solucdo Aquosa de um Sal Sodico de Metil Ester de Acido N-todos-

trans-retinoil Cistéico e uma Solucdo de Etanol de Docetaxel

[000101] 6 ml de uma solugdo de docetaxel (5 mg/ml) em etanol
95% foram gotejados em um baldo de fundo Redondo contendo 100 ml uma

solucdo aquosa de um sal sodico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil
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cistéico (3 mg/ml) enquanto agitado por meio de um agitador magnético. A maior
parte do etanol foi evaporada em um evaporador rotatério a 90 rpm e um banho a
temperatura de 55°C até a pressdo interna do sistema a vacuo fechado que
consiste do baldo, evaporador e uma bomba de vacuo cair para 6000 Pa (60
mbar). Tal adi¢do da solugéo de docetaxel em etanol como acima descrito seguida
da evaporacgao foi repetida duas vezes. O volume total de solucdo de metanol
adicionado foi de 30 ml. A solugdo aquosa remanescente apds a evaporagao do
etanol foi transferida do baldo para uma proveta de 250 ml. O balao foi lavado trés
vezes com 5 ml de agua e as solugbes de lavagem foram vertidas na proveta.
Adicionou-se agua as solugdes combinadas para alcangar um volume total de 150
ml. Apos filtracdo através de um filtro de 0,2 um, a formulacéo foi liofilizada. A
concentragcédo de docetaxel na formulag&o obtida foi de 1 mg/ml.

Exemplo 7

Preparacido da Formulacdo Aquosa de Docetaxel pela Mistura da

Solucdo Aguosa de um Sal Sdédico de Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil

Cistéico e um Sal Sédico de Metil Ester de Acido N-13-cis-retinoil Cistéico e

Solucio de Etanol de Docetaxel Durante a Evaporacio.

Um baldo de fundo Redondo de 1000 ml contendo 150 ml de uma
solugcdo aquosa de um sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil
cistéico (3 mg/ml) e um sal sédico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico
(3 mg/ml) foi conectado a um evaporador rotatério equipado com uma tubulagéo de
entrada para alimentacdo de solugdes alcodlicas de taxanas de tal forma que a
tubulacao de entrada ndo entrou em contato com a solugdo aquosa. A evaporagao
iniciou com um banho a temperatura de 450C e uma velocidade de rotagao de 100
rom. Apdés 1 min, a adigdo gota a gota (60 gotas/min ou 3 ml/min) de 80 ml de uma
solugdo de metanol de docetaxel (5 mg/ml) foi iniciada. Apos esta adigao ter se
completado, a evaporagao foi continuada por 5 min. A solugdo aquosa
remanescente apds a evaporacdao de metanol foi transferida do baldo de

evaporacao para uma proveta de 250 ml. O balao foi lavado trés vezes com 10 ml
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de agua e as solugdes de lavagem foram vertidas na proveta. Adicionou-se agua

as solugdes combinadas para alcancar um volume total de 200 ml. Apds filtragao

através de um filtro de 0,2 um, a formulagéo foi liofilizada. A concentragdo de

docetaxel na formulacao obtida foi de 2 mg/ml. Exemplo 8

5 Investigacdo da Dependéncia do Tamanho da Particula na Razdo p/p de um Sal

Sédico de Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico/Paclitaxel em

Formulacbes Formadas pela Reconstituicdo dos Residuos Recentemente

Evaporados de um Sal Sédico de Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil

Cistéico e Paclitaxel com Solucdo Aquosa de Cloreto de Sédio na Concentracdo de

10 9 mg/ml.
Tabela 1

Razao p/p de|Concentragcdao de | Concentracédo de|Concentragéo de | Concentragao de
sal sdédico de | Paclitaxel de Paclitaxel de Paclitaxel de Paclitaxel de
metil éster de | 0,5 mg/ml 1 mg/mi 2 mg/ml 4 mg/ml
acido N- tamanh tamanh tamanh

tamanho
todos-trans- 0 meédio o0 médio 0 médio

meédio da |Desvio Desvio Desvio Desvio
retinoil da da da

particula, |padrao padrao padrao padrao
cistéico/paclit particula particula particula

nm
axel , nm , hm , nm
1,1 27,9 2,0 32,2 1,2 35,7 1,3 40,3 1,1
1,2 21,4 0,6 22,0 1,1 23,5 1,2 25,6 0,8
1,5 13,1 0,6 14,8 0,5 14,9 1,0 15,3 0,7
3,0 12,6 0,3 13,3 0,7 13,8 0,4 14,8 0,5
8,0 11,0 0,5 11,5 0,6 12,8 0,4 13,3 0,3

[000102] Como mostrado na Tabela 1 e Fig. 1 o tamanho da
particula diminui com a reducdo da quantidade de paclitaxel que é carregada nas
micelas.
15 Exemplo 9

Investigacdo da Dependéncia do Tamanho da Particula da
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Formulacdo de Docetaxel sobre a Concentracdo de Cloreto de Sddio.

[000103] As solugdes foram preparadas pela reconstituicdo do po
liofilizado contendo docetaxel e um sal sédico de metil éster de acido N-13-cis-

retinoil cistéico na razéo p/p 1:1.

5 Tabela 2
Concentra¢ | Concentragao Concentracdao | Concentracdo | Concentracao
ao de NacCl, | de de docetaxel, | de docetaxel, | de docetaxel,
mg/mi docetaxel,0,5mg | 1mg/ml 2mg/ml 4mg/ml
/ml
tamanh | desvio | taman |desvi |taman | desvi | taman | desvi
o] padra | ho o] ho o] ho o]
meédio, |0 meédio, | padra | médio, | padra | médio, | padra
nm nm 0 nm 0 nm 0
4 7,2 0,7 6,7 0,6 6,4 0,4 5,9 2,5
7,8 0,7 8,2 0,7 9,3 1,4 12,7 1,4
12 12,2 1,0 13,4 0,9 14,6 1,0 40,0 49
16 17,0 2,3 29,0 4,2 51,3 3,7 82,7 3,7
20 22,4 1,8 39,3 2,8 72,3 3,7 107,7 6,2
24 28,3 4,6 86,0 4,2 108,3 7,5 144,3 9,9

[000104] Como mostrado na Tabela 2 e Fig. 2 o aumenta da
concentracao de cloreto de sédio, isto €, forga ibnica, torna as particulas maiores.

Exemplo 10
Transformacdo de um Sal Sodico de Metil Ester de Acido N-todos-

10 trans-retinoil Cistéico nos seus Sais de Calcio.

[000105] Solugdes aquosas de um sal sodico de metil éster de

acido N-todos-trans-retinoil cistéico (5 ml, 15 mg/ml) e cloreto de calcio (3 ml, 30
mg/ml) foram misturados em um tubo de ensaio de 10 ml. Durante a mistura, um
precipitado fino emergiu. O precipitado foi separado por centrifugagcao do tubo de

15 ensaio a 3000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi
agitado com 8 ml de agua seguido de uma nova centrifugagdo. Apds trés
procedimentos adicionais de lavagem como acima descrito, o sobrenadante foi

filtrado através de um filtro de 0,2 um de modo a remover possiveis grandes
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agregados do produto. A solubilidade do sal de calcio de metil éster do acido N-
todos-trans-retinoil cistéico correspondeu a sua concentragao na solucao filtrada e
foi igual a 0,2 mg/ml, conforme medido pelo método UV acima descrito. A reagéo é

ilustrada pelo esquema geral abaixo envolvendo cloretos de quaisquer ions

5 metalicos polivalentes, ndo apenas ions calcio.
n R-SOs'Na* + Metal"*Cln—» (R-SO3)n Metal”*l +n Na*Cl
Sal g,édico soluve_l Sal sodico insoluvel em
em agua ,d(af metil agua de metil éster de
e eta e Niosesiane
Y retinoil cistéico ou metil
10 cisteico éster de acido de N-13-
cis-retinoil cistéico com
metal polivalente
Exemplo 11
Investigacdo da Dependéncia do Tamanho da Particula da
Formulacéo de Paclitaxel sobre a Concentracéo de Cloreto de Calcio.

15 [000106] As solugdes foram preparadas pela reconstituicdo do po
liofilizado contendo paclitaxel, um sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-
retinoil-cistéico e um sal sédico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico na
razao p/p 1:1:1. Solventes para a reconstituicdo foram preparados pela dissolucéo
de quantidades apropriadas de cloreto de calcio diidratado em uma solugao

20 aquosa de cloreto de sédio com uma concentragdo de 9 mg/ml.

Tabela 3
Concentragao | Concentragao de | Concentragao de | Concentragao de
de CaClz, | Paclitaxel 0,5 mg/ml | Paclitaxel 1 mg/mi Paclitaxel 2 mg/ml
mmol/I tamanho | desvio | tamanho | desvio | tamanho | desvio
médioda | padrdao | médioda | padrao | médioda | padrao
particula, particula, particula,
nm nm nm
0 12,7 0,4 16,3 1,1 22,1 0,2
2 23,8 1,7 24,6 0,5 27,3 0,2
4 27,4 0,2 30,1 0,4 32,0 0,1
6 51,0 0,6 55,2 5,1 58,6 1,6
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Como mostrado na Tabela 3 e Figura. 3 o tamanho das

particulas nas formulagdes aumenta quase linearmente com o aumento da

concentracado de CaCle.

Exemplo 12

Curso Temporal do Tamanho da Particula e do Potencial-Zeta da

Formulacdo Obtida pela Reconstituicdo da Mistura Liofilizada de Paclitaxel, um sal

sodico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil Cistéico e um sal sédico de

metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico na razdo p/p/p de 1:0,75:0,75 em

Solucdo Aquosa de Cloreto de Sdédio (9 mg/ml), Cloreto de Calcio (2 mmol/l) e

Cloreto de Magnésio (1 mmol/l)

Tabela 4

Tempo apos

reconstituicao

Concentracao de

Paclitaxel 0,5 mg/ml

Concentragao de

Paclitaxel 1 mg/ml

Concentragcao de

Paclitaxel 2 mg/ml

tamanho | desvio | tamanho | desvio | tamanho | desvio
meédio da | padrdo | médioda | padrdo | médioda | padrao
particula, particula, particula,
nm nm nm

0 22,1 0,5 23,5 0,5 25,6 0,8

1 22,7 0,7 241 0,8 26,3 0,7

2 23,1 0,5 24,3 0,4 26,2 0,5

4 23 0,4 24,4 0,3 26,6 0,2

8 23,4 0,7 24,0 0,6 27,0 0,4

Tabela 5

Tempo apoés

reconstituicao

Concentracao de

Paclitaxel 0,5 mg/ml

Concentracao de

Paclitaxel 1 mg/ml

Concentracao de

Paclitaxel 2 mg/ml

Potencial- | desvio | Potencial- | desvio | tamanho | desvio
Zeta, padrao Zeta, padrao | Potencial- | padrao
mV mV Zeta,
mV
0 -24.5 1,3 -28,7 1,2 -29,9 1,1
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1 -26,3 1,8 -30,1 1,0 -32,7 0,8

2 -25,2 0,4 -30,4 1,0 -30,6 0,5

4 -27,0 0,5 -29,6 0,6 -31,2 0,3

8 -27,1 0,4 -30,4 0,3 -32,4 0,6
[000108] As tabelas 4 e 5, e as Figs. 4 e 5 mostram que ndo ha

qualquer mudanga significativa nos valores do tamanho da particula, bem como, do

potencial-Zeta durante armazenagem da formulagéo por 8 horas.

Exemplo 13

Curso Temporal do Tamanho da Particula e do Potencial-Zeta da

Formulacdo Obtida pela Reconstituicdo da Mistura Liofilizada de Docetaxel e um

sal sédico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil Cistéico na razdo p/p de

1:2 em Solucdo Aquosa de Cloreto de Sdédio (9 mg/ml) e Cloreto de Calcio (3

mmol/l)

Tabela 6

Tempo apos

reconstituicao

Concentracao de

Docetaxel 0,5 mg/mli

Concentragao de

Docetaxel 1 mg/ml

Concentracgao de

Docetaxel 2 mg/ml

tamanho | desvio | tamanho | desvio | tamanho | desvio
meédioda | padrdo | médioda | padrdo | médioda | padrao
particula, particula, particula,
nm nm nm
0 11,9 0,3 12,6 0,2 13,1 0,4
1 12,3 0,3 13,2 0,4 13,4 0,2
2 12,4 0,2 13,0 0,2 13,7 0,4
4 12,2 0,4 12,9 0,1 13,4 0,2
8 12,5 0,3 13,2 0,2 13,8 0,2
Tabela 7

Tempo apos

reconstituicao

Concentracao de

Docetaxel 0,5 mg/mi

Concentragcao de

Docetaxel 1 mg/ml

Concentracao de

Docetaxel 2 mg/ml

Potencial- | desvio

Zeta, padrao

Potencial-

Zeta,

desvio

padrao

tamanho desvio

Potencial- | padrao
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mV mV Zeta,

mV
0 -22,2 2,1 -22,6 1,3 -22,8 0,6
1 -23,4 0,9 -22,4 1,2 -24,1 0,8
2 -22,7 0,4 -23,7 0,9 -23,3 0,4
4 -21,9 0,3 -23,1 0,8 -23,1 0,2
8 -21,7 0,6 -23,4 0,6 -23,5 0,5

[000109] As tabelas 6 e 7, e as Figs. 6 e 7 mostram que nao ha
qualquer mudanca significativa nos valores do tamanho da particula, bem como, do
potencial-Zeta durante armazenagem da formulagao por 8 horas.

Exemplo 14

5 Preparacio de Ciclosporina A Amorfa

[000110] 50 ml de uma solugdo estoque de Ciclosporina A em
metanol (c=1,0 mg/ml) e 4,2 ml de uma solu¢gédo aquosa de um sal sodico de metil
éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico (c=12 mg/ml) foram evaporadas a
vacuo até a secura em um baldo de fundo redondo de 100 ml. 15 ml de metanol

10 foram adicionados ao baldo e o residuo foi dissolvido. A solugdo obtida foi
evaporada até a secura. O filme obtido apdés a evaporagcado consistia de uma
mistura de Ciclosporina A amorfa e um sal sodico de metil éster de acido N-todos-
trans-retinoil cistéico.

Exemplo 15

15 Dissolucdo de Ciclosporina A Amorfa em Solucido Micelar de um Sal

Sédico de Metil Ester de Acido N-Todos-Trans-Retinoil Cistéico

[000111] 45,8 ml de agua e 4,2 ml de uma solugdo aquosa de um
sal sodico de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico (c=12 mg/ml) foram
adicionados ao baldo que contém o filme de Ciclosporina A amorfa preparada no

20 exemplo 14. O filme de Ciclosporina A foi completamente dissolvido por agitagao
suave do vial por 10 min. A solugdo obtida era clara e transparente. Esta continha
Ciclosporina A dissolvida numa concentragdo de 1 mg/ml. Filtragdo da solugéo

através de um filtro de 0,2 um n&o resultou em qualquer redugédo da concentragéo
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de Ciclosporina A.
Exemplo 16
Investigacdo da Dependéncia do Tamanho da Particula na Razdo p/p

Sédico de  Metil Acido

de um Sal Ester de N-todos-trans-retinoil

cistéico/Ciclosporina A em Formulacoes Formadas pela Reconstituicdo dos

Residuos Recentemente Evaporados de um Sal Sodico de Metil Ester de Acido N-

todos-trans-retinoil cistéico e Ciclosporina A com Solucdo Aquosa de Cloreto de

Sdédio na Concentracdo de 9 mg/ml.

Tabela 8

Concentragao de | Concentracao de

Razao p/p de|Concentracédo de

Ciclosporina A

de de de

Ciclosporina A

sal sodico de | Ciclosporina A de

metil éster de | 0,5 mg/ml

1 mg/mi 2 mg/ml 4 mg/ml

Ciclosporina

Concentracao de

A

acido N-

tamanh tamanh tamanh

todos-trans- | tamanho

retinoil
cistéico/Ciclo

sporina A

médio da
particula,

nm

Desvio

padrao

o0 médio

da

Desvio

padrao
particula

, nm

o0 médio

da

Desvio

padrao
particula

, nm

o0 médio

da

Desvio

padréao
particula

, nm

1,3
1,4
1,6
2,0
8,0

57,3
42,2
28,6
20,2
10,4

1,6
1,8
1,4
1,2
0,8

63,2
46,9 1,8
30,9 1,7
22,1 1,1
11,5 0,4

2,2

69,7 2,0
50,8 1,8
32,3 1,1
25,5 0,6
11,9 0,5

78,0
58,8
37,8
25,9
12,9

3,6
2,7
2,5
0,9
0,5

10 [000112]

Como mostrado na Tabela 8 e Fig. 10 o tamanho da

particula diminui com a redugao da quantidade de Ciclosporina A que é carregada

nas micelas.

Avaliacio Bioldgica — Exemplos 17 - 21

[000113]

Experimentos in vitro mostraram que a atividade das

15

formulacbes de taxana em diferentes linhagens de células de tumor sélido € mais

expressada pelo uso de nanoparticulas conforme fornecido pela presente
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invencao. Além disso, a citotoxidade dessas formulagdes depende dramaticamente
do tamanho das nanoparticulas. Tamanhos maiores de nanoparticulas no sistema
de liberacdo de droga inventiva conduzem ao decréscimo do transporte das
taxanas em uma célula, o que por sua vez resulta na reducao da citotoxidade.

[000114] A atividade mais alta foi observada quando o tamanho
foi de 25 e 13 mm para solugbes de paclitaxel e docetaxel, respectivamente:
experimentos in vitro geraram fatores de melhoramento para essas formulagdes de
41,7 e 31,7, respectivamente, no dia 3 de exposicdo. A amostra controle nesse
experimento continha taxanas em solugbes de etanol (sem quaisquer
nanoparticulas).

[000115] Outras comparacgdes in vitro de formulagdes de taxanas
de acordo com a invengao com formulagcdes de taxana comercialmente disponiveis
mostraram que as formulagdes de acordo com a invengcdo apresentam uma
atividade citotoxica mais expressada contra as diferentes linhagens de cultura de
células malignas, como adenocarcinoma de mama e cancer de pulmao de nao-
pequenas células.

Exemplo 17

Avaliacdo Comparativa da Citotoxidade das Formulacbées Formadas

pela Mistura de Docetaxel-Sal Sddico de Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil

Cistéico-Sal Sodico de Metil Ester de Acido N-13-cis-retinoil Cistéico (p/p/p = 1:1:1)

em Culturas de Linhagens de Células de Adenocarcinoma Humano de Ovario

SKOV3

[000116] O p¢ liofilizado consistia de docetaxel, um sal sodico de
metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico e um sal sédico de metil éster de
acido N-13-cis-retinoil cistéico foi dissolvido tanto em etanol 70% quanto numa
solugao de cloreto de sddio (9 mg/ml) que contém uma quantidade apropriada de
cloreto de calcio. Amostras das solucdes obtidas foram tomadas e utilizadas para a
determinagdo do tamanho médio da particula.

Tabela 9

Solvent | Concentrag | Tamanh |Dia 3 |EF* |Dia 4 |EF* |Dia 5 |EF*
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e ao de|o da | ICso dia3 | ICso dia | 1Cso dia 5

CacCly, Particul 4

mmol/| a, nm
EtOH - - 2,0.107 - 7,210° | - | 7,610 -
70% 10
solugcéo 0 11,3 1,2107 | 1,7 |7,210°| 1 |6,510 | 1,2
NaCl 10
solugéo 1 12,2 |34.10%| 59 |56.10°| 1,3 | 4,210 | 1,8
NaCl 10
solugcéo 2 13,1 6,3.10° | 31,7 |2,1.10°| 34 [9,4.10° | 8,1
NaCl m
solugéo 3 14,6 |20.10%| 10 |3,4.10°| 2,1 | 1,410 | 54
NaCl 10

*A formulacdo com etanol foi utilizada como controle positivo para
calculo de EF.
[000117] A Tabela 9 e Fig. 8 mostram que a formulagdo contendo
2 mmol/l de calcio € a mais ativa. Portanto, o aumento e o decréscimo da
5 concentracao de calcio reduzem a citotoxidade das formulagdes.

Exemplo 18

Avaliacdo Comparativa da Citotoxidade das Formulacbées Formadas

pela Mistura de Paclitaxel-Sal Sédico de Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil

Cistéico-Sal Sodico de Metil Ester de Acido N-13-cis-retinoil Cistéico (p/p/p =

10 1:0,75:0,75) em Culturas de Linhagens de Células de Adenocarcinoma Humano de

Ovario SKOV3

[000118] O po liofilizado consistindo em paclitaxel, um sal sédico
de metil éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico e um sal sodico de metil éster
de acido N-13-cis-retinoil cistéico foi dissolvido tanto em etanol 70% quanto numa

15 solugdo de cloreto de sdédio (9 mg/ml) que contém uma quantidade apropriada de
cloreto de calcio. Amostras das solugdes obtidas foram tomadas e utilizadas para a

determinacao do tamanho médio da particula.
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Tabela 10

Solvent | Concentra¢g | Tamanh |Dia 3 |EF* |Dia 4 |EF* |Dia 5 |EF*
e ao de | o da | ICso dia 3 | ICso dia | ICso dia 5

CaCly, Particul 4

mmol/| a, nm
EtOH - - 5,0.10° - 2,1.107| - |6,8.10 -
70% 8
solugéo 0 17 3,010%| 1,7 [1,3.107| 16 |55.10°| 1,2
NaCl 8
solucéo 1 19 1,7.10%| 2,9 |8,4.10%| 25 | 9,8.10° | 6,9
NaCl 9
solucéo 2 25 1,2.107 | 41,7 {2,3.108| 9,1 | 7,2.10° | 94,0
NaCl 10
solugéo 3 29 24107 | 20,8 |4,3.108| 49 | 1,210 | 57
NaCl 8

* A formulacdo com etanol foi usada como controle positive para calculo de EF
[000119] A Tabela 10 e Fig. 9 mostram que a formulagao
contendo 2 mmol/l de calcio é a mais ativa. Portanto, o aumento e o decréscimo da
5 concentracao de calcio reduzem a citotoxidade das formulagdes.

Exemplo 19

Avaliacdo da Citotoxidade da Formulacdo “Paclitaxel-Sal Soédico de

Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico-Sal Sodico de Metil Ester de

Acido N-13-cis-retinoil Cistéico (p/p/p = 1:0,75:0,75) com TAXOL®, ABRAXANE® e

10 Paclitaxel sozinho em Culturas de Linhagens de Células de Adenocarcinoma

Humano de Mama MDA-MB-231

[000120] A formulacao do titulo foi preparada pela dissolu¢édo do
po liofilizado em uma solugdo aquosa contendo cloreto de sodio (6 mg/ml), cloreto
de potassio (0,3 mg/ml), cloreto de calcio hexaidratado (0,4 mg/ml), lactato de

15  sodio (3,1 mg/ml). Paclitaxel foi usado em uma solugdo de metanol. Amostras de

TAXOL® e ABRAXANE® foram preparadas de acordo com as instrucbes dos
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fabricantes por diluicdo de TAXOL® concentrado comercialmente disponivel (6
mg/ml) em solugao de cloreto de sddio (9 mg/ml) e pela reconstituicdo do paclitaxel
ligado a albumina liofilizado com solugdo de cloreto de sdodio (9 mg/ml) até uma
concentracéo de paclitaxel de 5 mg/ml. Todas as amostras foram utilizadas dentro
5 de uma hora apo6s preparo. Os efeitos de melhoramento foram calculados versus

solucado de metanol de paclitaxel. Os resultados estdo listados na Tabela 11 abaixo.

Tabela 11
Formulagdo | Tamanho Dia 3 ICs0 EF* Dia 4 ICso0 EF*
da dia 3 dia
Particula, 4
nm
Paclitaxel - (3,8+0,15) x 108 - (3,4+0,12) x 108 | -
TAXOL® - (2,04+0,05)x 10- | 1,9 | (2,0+0,10)x 108 | 1,7
8
ABRAXANE® 130 (4,2+0,09)x 10® | 0,9 | (3,4+0,16)x 108 | 1
Paclitaxel-sal 24 (4,2+0,14) x 10° | 4,9 |(3,2+0,09)x 10° | 10,6

sddico de
metil éster de
acido N-
todos-trans-
retinoil
cistéico-sal
sddico de

metil éster de

acido N-13-
cis-retinoil
cistéico
Exemplo 20

Avaliacdo da Citotoxidade da Formulacdo “Docetaxel-Sal Sédico de

10  Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico-Sal Sddico de Metil Ester de
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Acido N-13-cis-retinoil Cistéico (p/p/p = 1:0,5:0,5) com TAXOTERE® e Docetaxel

sozinho em Culturas de Linhagens de Células de Adenocarcinoma Humano de

Mama MDA-MB-231

[000121] A formulacao do titulo foi preparada pela dissolu¢édo do

5 po liofilizado em uma solugdo aquosa contendo cloreto de sodio (6 mg/ml), cloreto
de potassio (0,3 mg/ml), cloreto de calcio hexaidratado (0,4 mg/ml), lactato de
sodio (3,1 mg/ml). Docetaxel foi usado em uma solugao de metanol. Amostras de
TAXOTERE® foram preparadas de acordo com as instrugbes dos fabricantes por
diluicdo de um concentrado comercialmente disponivel (40 mg/ml) primeiramente

10 com solugdo de etanol até 10 mg/ml seguido de diluicdo adicional em solugdo de
cloreto de sodio (9 mg/ml). Todas as amostras foram utilizadas dentro de uma hora

apos preparo. Os efeitos de melhoramento foram calculados versus solugcdo de

metanol de docetaxel. Os resultados estdo listados na Tabela 12 abaixo.

Tabela 12
Formulagdo | Tamanho Dia 3 ICs0 EF* Dia 4 1Cso0 EF*
da dia 3 dia
Particula, 4
nm
Docetaxel - (1,25+0,11) x 10 - (1,0+0,1) x 108 -
8
TAXOTERE® - (1,08+0,09) x 10| 1,2 (9,60+0,18) x 1,0
8 10-9
Docetaxel-sal 12 (3,1+0,1)x10° | 4,0 | (1,2+0,1)x10° | 8,3

sodico de
metil éster de
acido N-
todos-trans-
retinoil

cistéico-sal

sodico de

Peticao 870210027865, de 24/03/2021, pag. 51/145



38/45

metil éster de
acido N-13-

cis-retinoil

cistéico

Exemplo 21

Avaliacdo da Citotoxidade da Formulacdo “Paclitaxel-Sal Soédico de

Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico-Sal Sodico de Metil Ester de

Acido N-13-cis-retinoil Cistéico (p/p/p = 1:0,75:0,75) com TAXOL®, ABRAXANE® e

5 Paclitaxel sozinho em Culturas de Linhagens de Células de Adenocarcinoma

Humano de Ovario SKOV3

[000122] A formulacao do titulo foi preparada pela dissolu¢édo do
po liofilizado em uma solugdo aquosa contendo cloreto de sodio (6 mg/ml), cloreto
de potassio (0,3 mg/ml), cloreto de calcio hexaidratado (0,4 mg/ml), lactato de

10 sodio (3,1 mg/ml). Paclitaxel foi usado em uma solugdo de metanol. Amostras de
TAXOL® e ABRAXANE® foram preparadas de acordo com as instrucdes dos
fabricantes por diluigdo de TAXOL® concentrado comercialmente disponivel (6
mg/ml) em solugao de cloreto de sddio (9 mg/ml) e pela reconstituicdo do paclitaxel
ligado a albumina liofilizado com solu¢do de cloreto de sodio (9 mg/ml) até uma

15 concentracdo de paclitaxel de 5 mg/ml. Todas as amostras foram utilizadas dentro
de uma hora apos preparo. Os efeitos de melhoramento foram calculados versus

solugdo de metanol de paclitaxel. Os resultados estdo listados na Tabela 13

abaixo.
Tabela 13

Formulagdo | Tamanho Dia 3 I1Cs0 EF* Dia 4 ICso EF*
da dia 3 dia
Particula, 4
nm

Paclitaxel - (5,94+0,21) x 10 - (6,22+0,18) x -

7 10-8
TAXOL® - (3,24+0,16) x 10| 1,8 (4,20+0,25) x 1,5
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7 108
ABRAXANE® 130 (6,3+0,32) x 107 | 0,94 | (6,5+0,30) x 10 | 0,96
Paclitaxel-sal 24 (2,05+0,08)x 10| 2,3 | (2,17+0,15)x | 2,9
sodico de 7 108

metil éster de
acido N-
todos-trans-
retinoil
cistéico-sal
sddico de

metil éster de

acido N-13-
cis-retinoil
cistéico
Exemplo 22

Avaliacdo da Citotoxidade da Formulacdo “Docetaxel-Sal Sédico de

Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico-Sal Sddico de Metil Ester de

Acido N-13-cis-retinoil Cistéico (p/p/p = 1:0,5:0,5) com TAXOTERE® e Docetaxel

5 sozinho em Culturas de Linhagens de Células de Adenocarcinoma Humano de

Ovario SKOV-3

[000123] A formulagao do titulo foi preparada pela dissolugdo do
po liofilizado em uma solugdo aquosa contendo cloreto de sodio (6 mg/ml), cloreto
de potassio (0,3 mg/ml), cloreto de calcio hexaidratado (0,4 mg/ml), lactato de

10 sdbdio (3,1 mg/ml). Docetaxel foi usado em uma solugdo de metanol. Amostras de
TAXOTERE® foram preparadas de acordo com as instrugcdes dos fabricantes por
diluigdo de um concentrado comercialmente disponivel (40 mg/ml) primeiramente
com solucao de etanol até 10 mg/ml seguido de diluicdo adicional em solugéo de
cloreto de sodio (9 mg/ml). Todas as amostras foram utilizadas dentro de uma hora

15 apods preparo. Os efeitos de melhoramento foram calculados versus solugcdo de

metanol de docetaxel. Os resultados estao listados na Tabela 14 abaixo.
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Tabela 14
Formulacdo | Tamanho Dia 3 ICs0 EF* Dia 4 ICso0 EF*
da dia 3 dia
Particula, 4
nm
Docetaxel - (9,07+0,38) x 10 - (2,85+0,26) x -
8 108
TAXOTERE® - (1,18+0,09) x 10- | 0,8 (2,03+0,15) x 1,4
7 10-8
Docetaxel-sal 12 (3,24+0,18)x 10| 2,8 (2,86+0,13)x | 10,0
sodico de 8 10°

metil éster de
acido N-
todos-trans-
retinoil
cistéico-sal
sddico de

metil éster de

acido N-13-
cis-retinoil
cistéico
Exemplo 23

Avaliacdo da Citotoxidade da Formulacdo “Paclitaxel-Sal Sodico de

Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico-Sal Sddico de Metil Ester de

5 Acido N-13-cis-retinoil Cistéico (p/p/p = 1:0,75:0,75) com TAXOL®, ABRAXANE® e

Paclitaxel sozinho em Culturas de Linhagens de Células de Cancer de Pulmio

Nao-Pequenas A549

[000124] A formulagao do titulo foi preparada pela dissolugdo do
po liofilizado em uma solugdo aquosa contendo cloreto de sodio (6 mg/ml), cloreto

10 de potassio (0,3 mg/ml), cloreto de calcio hexaidratado (0,4 mg/ml), lactato de
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sodio (3,1 mg/ml). Paclitaxel foi usado em uma solugdo de metanol. Amostras de
TAXOL® e ABRAXANE® foram preparadas de acordo com as instrucdes dos
fabricantes por diluigdo de TAXOL® concentrado comercialmente disponivel (6
mg/ml) em solugéo de cloreto de sodio (9 mg/ml) e pela reconstituicdo do paclitaxel
5 ligado a albumina liofilizado com solu¢do de cloreto de sodio (9 mg/ml) até uma
concentracéo de paclitaxel de 5 mg/ml. Todas as amostras foram utilizadas dentro
de uma hora apos preparo. Os efeitos de melhoramento foram calculados versus

solugdo de metanol de paclitaxel. Os resultados estdo listados na Tabela 15

abaixo.
10 Tabela 15

Formulagdo | Tamanho Dia 3 I1Cs0 EF* | Dia 4 ICso EF*
da dia dia
Particula, 3 4
nm

Paclitaxel - (8,02+0,11)x 10" | - | (5,28+0,13)x10°| -

9
TAXOL® - (6,49+0,08) x 10 | 1,2 | (3,77+0,09)x 10° | 1,4

9

ABRAXANE® 130 (1,240,06) x 108 | 0,67 | (5,2+0,15)x 109 | 1
Paclitaxel-sal 24 (1,61+0,11) x 10" | 5,0 | (7,02+0,12)x 10" | 2,9

sodico de 9 10
metil éster de
acido N-
todos-trans-
retinoil
cistéico-sal
sodico de
metil éster de

acido N-13-

cis-retinoil
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cistéico

Exemplo 24

Avaliacdo da Citotoxidade da Formulacdo “Docetaxel-Sal Sédico de

Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico-Sal Sddico de Metil Ester de

Acido N-13-cis-retinoil Cistéico (p/p/p = 1:0,5:0,5) com TAXOTERE® e Docetaxel

5 sozinho em Culturas de Linhagens de Células de Adenocarcinoma Humano de

Ovario SKOV-3

[000125] A formulagao do titulo foi preparada pela dissolugdo do
po liofilizado em uma solugdo aquosa contendo cloreto de sodio (6 mg/ml), cloreto
de potassio (0,3 mg/ml), cloreto de calcio hexaidratado (0,4 mg/ml), lactato de

10 sdbdio (3,1 mg/ml). Docetaxel foi usado em uma solugdo de metanol. Amostras de
TAXOTERE® foram preparadas de acordo com as instrugcdes dos fabricantes por
diluigdo de um concentrado comercialmente disponivel (40 mg/ml) primeiramente
com solugcao de etanol até 10 mg/ml seguido de diluicdo adicional em solugéo de
cloreto de sodio (9 mg/ml). Todas as amostras foram utilizadas dentro de uma hora

15 apods preparo. Os efeitos de melhoramento foram calculados versus solugcdo de

metanol de docetaxel. Os resultados estao listados na Tabela 16 abaixo.

Tabela 16

Formulagdo | Tamanho Dia 3 ICso0 EF* | Dia 4 ICso EF*
da dia dia
Particula, 3 4
nm

Docetaxel - (5,76+0,26) x 10° | - | (4,97+0,27)x 10°| -

TAXOTERE® - (4,81+0,34) x 10° | 1,2 | (4,63+0,17)x 10° | 1,1

Docetaxel-sal 12 (9,14+0,47)x 10" | 6,3 | (5,35+0,15)x 10" | 7,9

sodico de 10 10

metil éster de

acido N-

todos-trans-

retinoil
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cistéico-sal

sodico de
metil éster de
acido N-13-

cis-retinoil

cistéico

Exemplo 25: Um Estudo de Um Més da Toxicidade da Formulacio

“Paclitaxel-Sal Sédico de Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico-Sal

Sédico de Metil Ester de Acido N-13-cis-retinoil Cistéico (p/p/p = 1:0,75:0,75)” em

Ratos
5 [000126] A formulagao testada foi preparada pela reconstituicao
em soro fisiolégico da mistura liofilizada de Paclitaxel-Sal Sédico de Metil Ester de
Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico-Sal Sodico de Metil Ester de Acido N-13-cis-
retinoil Cistéico (p/p/p = 1:0,75:0,75). 80 ratos Wistar (BRLHan:Wist@Mol
(GALAS)), 40 machos e 40 fémeas, foram divididos em 4 grupos com 10 machos e
10 10 fémeas em cada. As formulagbes testadas foram administradas por injecéo
intravenosa uma vez por semana por 5 semanas. O Grupo 1 recebeu soro
fisiolégico e funcionou como controle, o Grupo 2 recebeu 5 mg/kg da formulagao
de paclitaxel com 6leo de ricino polioxietilado, o Grupo 3 recebeu 5 mg/kg da
formulacdo do titulo, e o Grupo 4 recebeu 10 mg/kg da formulagdo do titulo.
15  Originalmente, o estudo foi concebido de modo que o Grupo 2 recebesse 10 mg/kg
de Taxol® como comparacéao direta com o Grupo 4, contudo, devido a mortalidade,
esta dosagem foi reduzida para 5 mg/kg, tal que a comparagéo direta com o Grupo
3 foi mais apropriada. Houve 8 mortes durante o estudo. Sete ratos que receberam
10 mg/kg de Taxol® morreram logo apds a primeira dose. Cinco desses ratos
20 foram substituidos por sobressalentes, e a dose foi reduzida para 5 mg/kg. Os
valores médios para as fémeas dos Grupos 2, 3 e 4 dos parametros de células
vermelhas do sangue (Hb, RBC e HT) foram mais baixos do que os dos controles.
Embora uma mudancga similar ndo tenha sido vista nos machos, os valores para os

indices de células vermelhas MCV nos machos do Grupo 2 foram elevados. Os
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valores médios para as células brancas do sangue, particularmente neutrdfilos,
linfocitos, eosindfilos e nos machos, mondcitos nos animais tratados foram mais
baixos do que os dos controles. Os valores médios de bilirrubina soro para os
machos do Grupo 4 e as fémeas dos Grupos 2 e 4 foram maiores do que os dos
controles. A bilirrubina das fémeas do Grupo 2 (Taxol®) foi significativamente maior
do que das fémeas do Grupo 3. O peso do figado dos machos dos Grupos 2 e 4 foi
significativamente menor do que o dos controles. O peso do timo dos machos e
das fémeas do Grupo 4 e dos machos do Grupo 2 foi significativamente menor do
que do controle. Relativamente alta incidéncia de minima ou leve atrofia linféide foi
registrada no bago, o nédulo linfatico mesentérico e mandibular do Grupo 4. Baixa
incidéncia de minima ou leve atrofia linféide foi registrada nos nodulos linfaticos
mesentérico e mandibular do Grupo 2. Minima ou levemente aumentada
linfocitélise cortical foi registrada nos machos do Grupo 2. Na glandula mamaria
dos machos dos Grupos 2 e 4, uma maior incidéncia de minimo decréscimo de
vacuolos secretores/hipoplasia de alvéolo multifocal foi registrada em comparagao
com o controle e o Grupo 3. Aumentada incidéncia de figures mitéticas/corpos
apoptéticos na camada epitelial da glandula mamaria foi registrada em
aproximadamente metade dos machos de todos os grupos tratados.

[000127] Este exemplo demonstra que a formulacdo em
nanoparticula de “Paclitaxel-Sal Sédico de Metil Ester de Acido N-todos-trans-
retinoil Cistéico-Sal Sédico de Metil Ester de Acido N-13-cis-retinoil Cistéico (p/p/p
= 1:0,75:0,75)" possui uma toxicidade mais baixa quando comparado com
concentracdes idénticas da formulagdo convencional de paclitaxel com dleo de
ricino polioxietilado.

Exemplo 26

[000128] Vantagens da formulagdo de nanoparticula de
“Paclitaxel-Sal Sodico de Metil Ester de Acido N-todos-trans-retinoil Cistéico-Sal
Sadico de Metil Ester de Acido N-13-cis-retinoil Cistéico” quando comparado com a
formulagéo convencional de paclitaxel com dleo de ricino polioxietilado (Taxol®). Os

resultados principais e conclusdes estao resumidos na tabela 17 abaixo.
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Tabela 17. Comparacao de formulacbes de paclitaxel

(resultados e consideragdes para a formulacgéao titulo de acordo com um estudo de

tratamento de 34 pacientes com doencas com tumores malignos soélidos

histologicamente comprovadas, para os quais nenhuma terapia padrdo estava

5 disponivel ou tinha falhado; informagdes sobre Taxol® de acordo com BMS PI Rev.

Julho 2007)

Paclitaxel-Sal sédico de metil
éster de acido N-todos-trans-
retinoil Cistéico-Sal sodico de
metil éster de acido N-13-cis-

retinoil Cistéico

Paclitaxel-6leo de ricino

polioxietilado

antieméticos

antihistaminicos

e

Nivel de dose/m? 250 175
Premedicamento
com esterdides,

Nada Sim

reagoes

hipersensibilidade

Anafilaxia e graves

de

Nada (sem premedicamento)

5% (todos os pacientes

receberam premedicamento)

tempo de infusao

1 hora

3 horas

[000130]

Embora a invencao tenha sido descrita com relagdo a

algumas realizagdes, incluindo o melhor modo de realizagdo atualmente conhecido

pelos inventores, deve-se compreender que varias alteracdes e modificagdes,

10

como ficarao ébvias para uma pessoa versada na arte, podem ser feitas sem sair

do escopo da invengao conforme estabelecido nas reivindicagdes aqui anexadas.
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REIVINDICAGOES

1. Sistema de liberagado de droga para administracdo de pelo
menos uma substadncia farmaceuticamente ativa que apresenta uma
solubilidade per se em agua menor do que 100 ug/ml em 15 a 38°C, o dito
sistema de liberacdo de droga compreendendo nanoparticulas, as ditas
nanoparticulas compreendendo a substancia farmaceuticamente ativa, a
substancia farmaceuticamente ativa estando na forma particulada com pelo
menos 90% das nanoparticulas com um didmetro médio Z inferior a 50 nm
quando medido por espalhamento de luz dindmico com o uso de laser vermelho
com um comprimento de onda de 633 nm , CARACTERIZADO por:

- as particulas da substancia farmaceuticamente ativa serem nao-
cristalinas ou consistirem em cristais com um tamanho de particula de 10 nm
Ou menos;

- as particulas da substancia farmaceuticamente ativa estao
aprisionadas em nanoparticulas formadas por um sal sédico de metil éster de
acido N-todos-trans-retinoil cistéico, sal sédico de metil éster de acido N-13-
cis-retinoil cistéico, ou uma combinacao desses; e

- a razao peso-por-peso do dito sal sédico de metil éster de acido
N-todos-trans-retinoil cistéico, sal sédico de metil éster de acido N-13-cis-
retinoil cistéico, ou uma combinacao desses, para a dita substancia estando na
faixa de 0,5:1 a 20:1.

2. Sistema de liberacdo de droga de acordo com a reivindicagéo

1, CARACTERIZADO pela razdo peso-por-peso do dito sal sddico de metil

éster de acido N-todos-trans-retinoil cistéico, sal sédico de metil éster de acido
N-13-cis-retinoil cistéico, ou uma combinagéo desses, para a dita substancia
estando na faixa de 1:1 a 10:1.

3. Sistema de liberacdo de droga de acordo com as
reivindicacdes 1 e 2, CARACTERIZADO pela dita substancia ser um composto
citotoxico ou citostatico.

4. Sistema de liberagédo de droga de acordo com a reivindicagao
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3, CARACTERIZADO pelo dito composto citotéxico ou citostatico ser uma

taxana.
5. Sistema de liberagao de droga de acordo com a reivindicagao

4, CARACTERIZADO pela dita taxana ser selecionada entre paclitaxel e

docetaxel.
6. Sistema de liberagdo de droga de acordo com as

reivindicacbes 3 a 5, CARACTERIZADO por ser usado no tratamento de

cancer.

7. Sistema de liberagdo de droga de acordo com as
reivindicacbes 1 a 2, CARACTERIZADO pela dita substancia ser um
imunossupressor.

8. Sistema de liberacao de droga de acordo com a reivindicagao

7, CARACTERIZADO pelo dito imunossupressor ser selecionado entre

ciclosporina, sirolimus e tacrolimus.
9. Sistema de liberagdo de droga de acordo com as

reivindicacbes 7 a 8, CARACTERIZADO por ser usado em transplante de

orgao pos-alogénico.

10. Composicao farmacéutica CARACTERIZADA por

compreender um carreador farmaceuticamente aceitavel e o sistema de
liberagao de droga conforme definido nas reivindicagbes 1 a 5, 7 e 8.

11. Uso de um sal sodico de metil éster de acido N-todos-trans-
retinoil cistéico, um sal sddico de metil éster de acido N-13-cis-retinoil cistéico,
ou uma combinacdo desses, na preparagcdo de um sistema de liberagado de
droga conforme definido nas reivindicagdes 1-5, 7 e 8.

12. Uso de um sistema de liberagdo de droga conforme definido

nas reivindicacdes 3 a 5, CARACTERIZADO por ser usado na preparacao de

um medicamento para o tratamento de cancer.
13. Uso de um sistema de liberagao de droga conforme definido
nas reivindicagoes 7 a 8, CARACTERIZADO por ser usado na preparagao de

um medicamento para uso no transplante de érgao pés-alogénico.
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