wpiosroz204a2 I

1702 2 0A2 %

6

(22) Data de Depo6sito: 12/04/2006 (51) Int.CL.:
. _ ) (43) Data da Publicacao: 25/09/2012 AB61K 47/48
Repuybll{;:baLFedera{wa do Bl?allr (RP' 2177) A61K 9/14

o do Comérsio Extarior
Institute ezl diay B

(54) Titulo: NANOPARTICULA, SOLUCAO DE
INFUSAO, USO DE NANOPARTICULAS

(30) Prioridade Unionista: 12/04/2005 DE 102005016873.6,
27/04/2005 US 60/675.100

(73) Titular(es): MAGFORCE NANOTECHNOLOGIES AG

(72) Inventor(es): ANDREAS JORDAN, KLAUS DECKEN,
NORBERTO WALDOEFNER, REGINA SCHOLZ

(74) Procurador(es): Bhering Advogados

(86) Pedido Internacional: PCT DE2006000653 de
12/04/2006

(87) Publicacao Internacional: WO 2006/108405de
19/10/2006

(567) Resumo: NANOPARTICULA, SOLUCAO DE INFUSAO, USO
DE NANOPARTICULAS. A presente invencdo relaciona-se a
nanoparticulas, nas quais pelo menos uma substancia
terapeuticamente ativa é ligada a referida nanoparticula e na qual a
separagao de pelo menos uma substancia terapeuticamente ativa da
nanoparticula é causada ou iniciada por um campo magnético
alternado. Além disso, a presente invencdo relaciona-se a
composi¢des farmacéuticas, em particular a solugdes injetaveis
contendo nanoparticulas assim como ao uso também para o
tratamento de cancer.
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NANOPARTICULA, SOLUGAO DE INFUSAO, USO DE NANOPARTICULAS

DESCRIGCAO

A presente invengdo refere-se a nanoparticulas as quais
substancias terapeuticamente ativas s3c ligadas, como a
liberacdo de substancias terapeuticamente ativas é causada,
iniciada ou substancialmente aumentada por um campo magnético
alternado.

E sabido que nanoparticulas superparamagnéticas podem
ser usadas como excipientes no tratamento de doengas. No
contexto, varios caminhos sdo seguidos. Uma estratégia
conhecida €&, por exemplo, baseada no chamado “ponto de
referéncia de droga magnético”, no qual tentativas si3o feitas
para verificar um aumento local na concentracdo de
ingredientes ativos por meio de um campo magnético (DE
10059151 A, Alexiou). Similarmente, tentativas sio feitas
para transportar quimicamente propriedades alvo encontradas
para as particulas verificarem um acumulo das referidas
particulas em regides do corpo (DE 4428851 Al, EP 0516252
A2). Particulas de miltiplos invélucros para a infiltracdo de
células tumorosas com conjugados consistindo na particula e
no ingrediente ativo sdo descritos na patente WO 98/58673
(INM) .

A presente invencdo tem por objetivo carregar
nanoparticulas com substédncias terapeuticamente ativas de
modo que nenhuma liberacao notéavel de substancias
terapeuticamente ativas ocorra no tecido saudavel e gque uma
liberacdo controclada da substancia terapeuticamente ativa
possa acontecer uma vez que as nanoparticulas tenham entrado
no tecido tumoroso e nas células tumorosas.

O referido objetivo é alcancado pelas nanoparticulas,
assim como pela composicio farmacéutica, e pelo uso das
referidas nanoparticulas.

Modalidades vantajosas adicionais resultam das
reivindicag¢des subordinadas, dos exemplos e da descricéo.

A presente invencdo se relaciona a nanoparticulas, nas

quais substéncias terapeuticamente ativas s&o ligadas as
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dactomicina, mitomicina C, bleomicina, epirubicina (4-epi-
adriamicina), idarubicina, mitoxantrone, amsacrina e
actinomicina D.

Metotrexato, 5-fluorouracil, 6-mercaptopurina,
fludarabina, cladribina, pentostatina, gemcitabina,

citarabina, azatioprina, raltitrexed, capecitabina, citocina

arabinosida, tioguanina e mercaptopurina podem ser
mencionados como exemplos de antimetabdlitos (agentes
antimetabdblicos).

Vincristina, vinblastina, vindecina, etoposide assim
como teniposide s&o contados entre a classe de alcaldides e
podofilotoxinas. Além do mais, compostos contendo platina
podem ser usados de acordo com a invengdo. Cisplatina,
carboplatina e oxaliplatina sao exemplos de compostos
contendo platina. Entre os inibidores de microtubulos sdo
contados, por exemplo, alcaldides tais como alcaldéides vinca
(vincristina, vinblastina, vinorelbina) e paclitaxel (taxol®)
assim como derivados de paclitaxel. Exemplos de inibidores de
topoisomerase incluem etoposide, tenoposide, camptotecina,.
topotecan e irinotecan.

Paclitaxel e docetaxel sao exemplos para a classe
composta de taxanos e entre as outras substancias
citostédticas (outros citostaticos) s&do contadas por exenmplo

hidroxicarbamida (hidroxi uréia), imanitiba, miltefosine®,

amsacrina, topotecan (inibidor de topoisomerase-1),
pentostatina, bexarotene, biolimus A9, rapamicina
(sirolimus}), rodomicina D, ametantrone, bendamustina,

oxazafosforina, 5-deséxi-5 fluorouridina,9—aminocamptotecina,
derivados de podofilotoxina, mitopodozide, alcaldides vinca,
calicaemicina, maitansinéides, tretinoina e asparaginase.
Representantes da classe composta de anticorpos monoclonais
sdo entre outros trastuzumab (também conhecido como
Herceptin®), alemtuzumab (também conhecido como Mabcampath®)
erituximab (também conhecido como Mabthera®).

De acordo com a invencdo, horménios tais como, por

exemplo, glicocorticédides (prednisona), estrogénios
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(fosfestrol, estramustina), LHRH (buserelin, goserelin,
leuprolerin, triptorelin), flutamida, ciproterona, acetato,
tamoxifeno, toremifen, aminoglutetimida, formestane,
exemestane, letrozol e anastrozol podem também ser usados.
Entre as classes de imunomoduladores, citoquinas, anticorpos
e transdutores de sinal sS80 contados interleucina-2,
interferon-c, eritropoeietina, G-CSF, trastuzumab
(Herceptin®),rituximab (Mabthera®), gefitinib(Iressa®),
ibritumomab (Zevalin®), levamisol assim como retindides.

Preferivelmente as substdncias mencionadas anteriormente
sdo ligadas covalentemente as nanoparticulas. As substancias
podem, por exemplo, ser ligadas por grupos hidroxilicos,
grupos aminados, grupos carbonil, grupos tiol ou grupos
carboxil, dependendo dos grupos funcionais que a substancia
respectiva estd carregando. Assim, doxorubicina pode, por
exemplo, ser ligado por meio de seus grupos hidroxilicos
primarios em forma de um éster; derivados de platina
(cisplatina, carboplatina, oxaliplatina, etc.) podem ser
acoplados a um grupo aminado por meio de substituicdo
nucleofilica na platina, ou paclitaxel pode ser ligado por
meio de uma ligacdo imina.

Grupos hidroxilicos s&o preferivelmente ligados como
éster, acetal, cetal; grupos tiol sio preferivelmente ligados
como tioéster, tioacetal ou tiocetal; grupos aminados s&o
preferivelmente ligados como amidas e parcialmente como
iminas (bases Schiff) ou como uretano pela reacdo com um
grupo isocilanato; grupos carboxil s&o preferivelmente ligados
como ésteres ou amidas e grupos carbonil s&o preferivelmente
ligados como acetais ou cetais respectivamente.

A preparacdo de nanoparticulas sem ingrediente ativo e
sem cobertura é descrita em detalhes na DE4428851 A. Além do
mais, a funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas &
conhecida, para que grupos aminados, grupos hidroxilicos,
grupos carboxil ou grupos carbonil possam ser gerados na
superficie das nanoparticulas usando procedimentos

conhecidos.
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A linha em zigue-zague indica a 1ligacio entre o
ingrediente ativo e o 1ligador ou respectivamente entre o
ligador e a nanoparticula.

Acidos nucléicos preferidos s&o tais construcdes,
preferivelmente estruturas de fita dupla, tendo um ponto de
fusdo dentro da variacdo de 40 a 60°C. Quando o DNA, RNA ou
PNA de fita dupla é usado, uma fita dispde de um grupo capaz
de acoplar a particula (por exemplo, um grupo amina ou
carbéxi acoplado via um grupo fosforamidato). A fita
complementar pode, por exemplo, carregar o ingrediente ativo
que ¢ também acoplado via uma ligacdo covalente. Devido ao
pareamento base entre as fitas, o ingrediente ativo & também
acoplado as particulas. O ingrediente ativo somente pode ser
liberado quando a hélice dupla é derretida e aberta devido a
geracdo de calor no campo magnético alternado. Neste
processo, as fitas Unicas sao separadas e a substancia ativa
é desacoplada da particula. O ponto de fusdo e a degradacéio
do ligador podem ser controlados pela selegcdo de homo-
hibridos ou hetero-hibridos correspondentes de DNA-DNA, DNA-
RNA, DNA-PNA, RNA-RNA, RNA-PNA ou PNA-PNA.

Polipeptideos preferidos sdo tais moléculas que tendem a
formar definidos homo-~dimeros ou heterodimeros,
particularmente via 1ligacdes de hidrogénio (tais como, por
exemplo, no &mbito da imunoglobulina)ou via interacdes

hidrofébicas (tais como, por exemplo nos chamados ziperes de
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leucina). Nos referidos casos também, tais pares tendo um
ponto de fusao dentro da variagdo de 40 a 60°C e que portanto
estdo predominantemente presentes no estado emparelhado sob
condig8es fisioldgicas mas que ndo se desintegram dentro de
seus mnondmeros a temperaturas alcangadvelis terapeuticamente
sdo usados. Para o referido propésito, um parceiro de ligacdo
€ acoplado covalentemente a nanoparticula e o outro &
covalentemente acoplado a uma substédncia terapeuticamente
ativa. Quando a ligag¢do entre as duas fitas de peptideos
é¢ fundida nanoparticulas sdo desacopladas e substéncias
terapeuticamente ativas que depois, possivelmente somente
apdés a clivagem tal como a clivagem enzimdtica, estio
presentes em formas difusivels livremente.

Similarmente, interag¢des entre polipeptideo e 4&cido
nucléico podem ser usadas em um ligador correspondente. Para
o referido propdsito, polipeptideos interagindo em uma
maneira ndo covalente com &cidos nucléicos e capazes de ligar
dcidos nucléicos sdo acoplados as nanoparticulas. As
referidas interacgdes podem também ser fundidas pelo impacto
do calor, para que a ligacdo de &cido nucléico seja liberada
em acréscimo a molécula de 6rgdo motor acoplada. As vezes até
mesmo o acido nucléico liberado pode atuar como uma molécula
de o6rgdo motor (por exemplo, siRNA, DNA anti-sentido, etc).
Polipeptideos potenciais ligando &cidos nucléicos s&o em
particular dedos de zinco tendo um comprimento entre 20 e 50
aminodcidos, mas também o freqiiente motivo hélice-volta-
hélice do ambito de ligagdes de DNA pode ser usado ou a
“proteina de ligagido de uma fita unica” (SSB) para ligacgdes
de DNA (uma pequena proteina tendo um ambito de ligagédo de
DNA de cerca de 100 aminodcidos) ou respectivamente o motivo
de reconhecimento RNA (RRM ou respectivamente RNP-1) de
proteinas de ligacdo RNA de fita utnica (medindo cerca de 90
aminodcidos) ou o motivo de ligacdo RNA de fita dupla (DRBM)
de proteinas de ligacdo RNA de fita dupla (medindo cerca de
65 aminodcidos).

Uma outra variacdo consiste em usar a ligagdo de
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objetivo ¢é realizado pelo fato de que tal conformagdo
permitindo c¢livagem enzimatica dos ligadores somente é&
alcancada uma vez que uma fus&do induzida termicamente do
acido nucléico com fitas duplas ou respectivamente fitas
miltiplas ou alternativamente de dimeros peptideos ou
respectivamente oligdémeros peptideos, tenha ocorrido.

Particulas estabilizadas por varios grupos funcionais
(por exemplo, carbdxi, epdxi e aldeido) podem ser tratadas do
mesmo modo que particulas estabilizadas pelo amino silano. E
crucial que o método de acoplamento seja selecionado de modo
que uma liberacgdo somente possa acontecer sob as condigdes
mencionadas acima. Similarmente, um ingrediente ativo pode
ser acoplado a um alcdxi silano que tenha sido funcionalizado
com ©Os grupos acima mencionados (veja exemplo 1), nos quais
em uma etapa subseqliente o referido conjugado é acoplado ao
revestimento protetor de particulas que Jj& tenham sido
estabilizadas por silanos. O acoplamento nio é limitado a
ligagdes covalentes. De acordo com a invengdo também &
possivel gerar interagdes idénicas tendo estabilidade
suficiente.

Cobertura adicional do conjugado
nanoparticula/ingrediente ativo que pode ser ativado (por
exemplo, com polimeros) como descrito na especificacdo da
patente numero WO 98/58673 também & possivel e pode ser usada
para melhorar as caracteristicas biolégicas do conjugado
particula/ingrediente ativo. Similarmente outras moléculas
conduzindo propriedades de encontro do alvo para a elaboracdo
completa podem ser acopladas (por exemplo, anticorpos

policlonais, anticorpos monoclonais, anticorpos humanizados,

anticorpos humanos, anticorpos quiméricos, anticorpos
recombinantes, anticorpos biespecificos, fragmentos de
anticorpos, aptémeros, fragmentos Fab, fragmentos Fc,

peptideos, peptidomiméticas, gap-mers, ribozimas, oligémeros
CpG, DNA-zimas, riboswitches ou lipidios. Para realizar este
objetivo, as modificagdes adicionais ndo devem interferir com

a liberacdo (que pode ser ativada) do ingrediente ativo no
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alvo.

Assim, vérias moléculas tendo até 500 &tomos de carbono
ou de 10 a 30 pares de base, preferivelmente de 15 a 25 pares
de base ou de 10 a 30 amincdcidos, preferivelmente de 15 a 25
aminodcidos podem servir de ligadores, desde que o ligador
contenha um grupo gque possa ser clivado enzimaticamente,
fotoquimicamente ou termicamente, um grupc acido-instéavel ou
qualquer outro grupo gue possa ser facilmente desligado.
Portanto, uma ligag&o dentro da molécula ligadora e/ou a
ligacdo do ligador ao ingrediente ativo e/ou a ligagdo do
ligador a superficie da nanoparticula tem gque ser clivavel
diretamente pela agdo do campo magnético alternado ou
clivdvel indiretamente. Clivagem indireta significa que
enzimas tais como peptidases, esterases ou hidrolases sé&o
estimuladas no alvo, por exemplo, na célula cancerosa, por
exemplo, por meio do campo magnético alternado ou aquele de
suas atividades ou expressdo € aumentado e as referidas
enzimas sdo capazes de realizar a clivagem mencionada
anteriormente. Além disso, a clivagem indireta pode ocorrer
quando nanoparticulas magnéticas sdo usadas, se as referidas
particulas s&8o agquecidas pelo campo magnético alternado,
levando a <clivagem de uma ligagdo termicamente instével.
Também, o aumento do pH no alvo pela agdo do campo magnético
alternado e a subseqliente clivagem de ligagdes &cido-
instadveis dentro da molécula ligadora devem ser considerados.

O grupo éster e a amida ou respectivamente o grupo
peptideo sd8oc parte dos grupos clivavels enzimaticamente
dentro ou na molécula ligadora. Grupos que podem ser clivados
termicamente ou por meio de um A&acido compreendem, por
exemplo, grupos fosfato, grupos tiofosfato, grupos sulfato,
grupos fosfamida, grupos carbamato ou grupos imina.

O ingrediente ativo ndo tem necessariamente que ser
ligado covalentemente ao ligador; em vez disso, ele pode
também ser ligado ionicamente ou por meio de ligagdes de
hidrogénio ou pode estar presente em uma forma complexada ou

intercalada.
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tipos de céncer podem ser desenvolvidas.

Além do mais, as nanoparticulas podem também ser
estabilizadas por um revestimento protetor coloidal evitando
que as nanoparticulas se aglomerem. Preferivelmente, tais
revestimentos protetores ou coberturas sdo providos com
grupos amino ou grupos carbédxi. Polimeros bioldgicos,
sintéticos ou semi-sintéticos podem ser usados para
revestimentos protetores ou coberturas respectivamente.
Polimeros, preferivelmente polimeros biocestéaveis, isto &,
polimeros que s&o amplamente resistentes a degradacdo
biolégica sdo tipicamente usados para gerar uma camada
barreira. Para a geragdo de revestimentos especificos de
célula ou coberturas respectivamente, ¢é preferivel usar
polimeros biodegradaveis.

Os seguintes polimeros podem ser usados como polimeros
bioestaveis: &cido poliacrilico e poliacrilatos tais como
polimetil metacrilato, polibutil metacrilato, poliacrilamida,
poliacrilonitrilas, poliamidas, polieteramidas, amina
polietileno, poliimidas, policarbonatos, policarburetanos,
cetonas de polivinil, haldides de polivinil, haldides de
polivinilideno, éteres de polivinil,
poliisobutilenos, arométicos de polivinil, ésteres de
polivinil, pirrolidonas de polivinil, polioximetilenos, &éxido
de politetrametileno, polietileno, polipropileno,
politetrafluoretileno, poliuretanos, uretanos de poliéter,
uretanos de poliéter de silicone, poliuretanos de silicone,
uretanos de policarbonatos de silicone, elastémeros de
poliolefina, borrachas EPDM, fluorsilicones, carboximetil
quitosanas, poliaril eteretercetonas, poli eteretercetonas,
tereftalato de polietileno, polivaleratos, carboximetil
celulose, celulose, raiom, triacetato de raiom, nitratos de
celulose, acetatos de celulose, celulose de hidroxi etil,
butiratos de celulose, aceto-butiratos de celulose,
copolimeros de etil vinil acetato, polissufonas, resinas de
epbxi, resinas ABS, silicones tais como polissiloxanos,

polidimetil siloxanos, halogénios de polivinil e copolimeros,
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éteres de celulose, triacetatos de celulose, quitosanas e
copolimeros e/ou misturas das referidas substéncias.

Os seguintes polimeros podem ser usados come polimeros
biodegraddveis: poli valerolactonas, poli-E-decalactonas,
dcido polilactdnico, dcido poliglicdlico, polilactides,
poliglicolides, copolimeros de polilactides e poliglicolides,
poli-E-caprolactona, &cido poliidrdéxi butirico, poliidrdxi
butiratos, poliidréxi valeratos, poliidréxi butirato-co-
valeratos, poli(l,4-dioxano-2,3-dionas), poli(l,3~dioxano-2-
onas), poli-para-dioxanonas, polianidridos como anidridos de
acido polimaléico, poliidréxi metacrilatos, fibrinas,
policiancacrilatos, dimetil acrilatos de policaprolactona,
poli-B-acido maléico, acrilatos de butil policaprolactona,
polimeros de multiblocos como, por exemplo, de didis de
oligocaprolactona e didis de oligodioxanona, polimeros de
multiblocos de éster poliéter, como por exemplo, PEG e
tereftalato de polibutileno, polipivotolactonas, trimetil
carbonatos de acido poliglicélico, glicolides de
policaprolactona, poli(i-etil glutamato), poli (DTH-
iminocarbonato), poli(DTE~-co-DT-carbonato), poli(bisfenocl A
iminocarbonato), poliortoéster, carbonatos de politrimetila,
poliiminocarbonatos, poli(N-vinil)-pirrolidona, &lcoois de
polivinil, amidas de poliéster, poliésteres glicolisados,
polifosfoésteres, polifosfazenos, poli (p-carbdxi
fendxi)propano], &cido poliidrdéxi pentandico, polianidridos,
6xido de polietileno 6xido de propileno, poliuretanos macios,
poliuretanos tendo residuos de aminocdcido na estrutura,
ésteres de poliéter como éxido de polietileno, oxalato de
polialceno, poliortoésteres bem como copolimeros dos mesmos,
lipideos, carragenanas, fibrinogénio, amido, colageno,
polimeros a base de proteina, poliamino A&cidos, poliamino
acidos sintéticos, zeina, zeina modificada, poliidrdxi
alcanocatos, &cido péctico, &acido actico, fibrina e caseina
modificada e ndo modificada, sulfato de carbdéxi metila,
albumina, dcido hialurdnico, quitosana e derivados dos

mesmos, sulfatos de heparano e derivados dos mesmos,
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heparinas, sulfato de condroitina, dextrano, B-
ciclodextrinas, alginatos, glicosaminoglicanos, sacarideos,
polissacarideos, proteoglicanos, glicoproteinas, copolimeros
com PEG e polipropileno glicol, goma ardbica, guar, gelatina,
colageno N-hidrdxi succinimida, fosfolipideos, modificacgdes e
copolimeros e/ou misturas das substidncias acima mencionadas.

Para aumentar mais a afinidade em relacdoc a certas
células, anticorpos monoclonais e/ou aptémeros podem ser
acoplados sobre a superficie das nanoparticulas ou
respectivamente sobre a camada exterior ou revestimento das
nanoparticulas. Os anticorpos monoclonais e aptameros sao
planejados de modo que sejam capazes de reconhecer certas
células, tais como células tumorosas, e adicionalmente
aumentar a discriminacgdo celular das nanoparticulas.

Em uma modalidade preferida da presente invencgdo, os
nucleos das nanoparticulas magnéticas consistem em magnetita
(Fe304), maguemita (y-Fep03) ou em misturas dos referidos
dois éxidos e preferivelmente eles s&80 superparamagnéticos.
Adicionalmente, os nicleos séo estabilizados pelos
revestimentos protetores coloidais, permitindo uma fixacéo
das substancias terapeuticamente ativas. Devido ao tipo de
ligacgdo, a conjugagdo de nanoparticulas magnéticas e
substancias terapeuticamente ativas sdo construidas de tal
modo que a liberacgéo controlada da substéancia
terapeuticamente ativa no corpo humano pode ser causada por
meio de um campo magnético alternado (impulso).

Além disso, a presente invencéo relaciona-se a
composic¢gdes farmacéuticas contendo as nanoparticulas da
invengdo assim como ao uso das nanoparticulas da invencédo
para preparar tals composigdes farmacéuticas.

Em particular, as referidas composic¢cdes farmacéuticas
sdo infusdes ou solugbes injetdvels. Tais solugdes das
nanoparticulas, por exemplo, em solucdo salina fisioldbgica,
sdo adequadas para administracdo intersticial ou intratumoral
respectivamente. A administra¢do intravenosa ou intra-

arterial permite adicionalmente uma terapia sistemdtica no
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que concerne ao corpo inteiro, no caso de tumores ndo-sélidos
e/ou tipos de tumores que formam metéstases.

As nanoparticulas e composicdes farmacéuticas de acordo
com a invengdo s&o usadas para tratamento e profilaxia de
doencas caracterizadas pela classe de células degeneradas ou
células estranhas e nas quals as caracteristicas das
nanoparticulas da invengdo consistem no fato de que elas sao
capazes de discriminar entre células estranhas ou células
degeneradas respectivamente e células autdlogas saudaveis
podem ser usadas vantajosamente. Entre as células degeneradas
estdo particularmente contadas células cancerosas ou células
que sdo defeituosas respectivamente considerando suas
proliferagdes e tecido estendtico e reestendtico. As células
estranhas incluem em particular células bacterianas.

Conseqientemente, as nanoparticulas da invencdo e as
composi¢8es farmacéuticas contendo as nanoparticulas séao
usadas para profilaxia e tratamento de tumores, carcinomas e
cancer.

Exemplos de tipos de céncer e tumores para os quais as
nanoparticulas da inveng¢do podem ser usadas incluem os
seguintes: adenocarcinomas, melanoma coroidal, leucemia
aguda,neurinoma acustico, carcinoma ampular, carcinoma anal,
astrocitomas,carcinoma de célula basal, cancer pancreatico,
tumor do tecido <conectivo, cancer de bexiga, carcinoma
bronquial,carcinoma bronquial da célula nado-pequena, cancer
de seio,linfoma de Burkitt, carcinoma de corpo, sindrome de
CUP, céncer do intestino grosso, céncer do intestino delgado,
tumores do intestino delgado, cancer ovariano, carcinoma
endometrial, ependimoma, calnceres epiteliais, tumores Ewing,
cénceres gastroentestinais, cancer da vesicula biliar,
carcinomas biliares, cancer uterino, cadncer cervical,
gliobastomas, cénceres ginecolégicos, tumores de ouvido,
nariz e garganta, neoplasias hematolégicas, leucemia da
célula pilosa, cancer uretral, cancer de pele, tumores de
cérebro (gliomas), metidstases de cérebro, cancer testicular,

tumor da hipdéfise, carcindides, sarcoma de Kaposi, céncer
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Exemplo 1

Preparagdo das nanoparticulas com mitomicina acoplada
para liberacéo:

Para acoplar a mitomicina citostatica a nanoparticulas
de o6xido de ferro estabilizadas pelo aminosilano, uma
conjugagédo de mitomicina e trietoxisilibutiraldeido ¢&
sintetizada. Para este propdsito, mitomicina e
trietoxisilibutiraldeideo sdoc dissolvidos em uma proporgéo
molar de 1:1 e misturados por 2 horas. Fazendo isto, o
ingrediente ativo é acoplado ao silano por meio de uma
ligagcdo imina. Subseqiientemente, o referido conjugado é usado
para cobrir as particulas de 6xido de ferro como se segue:
uma suspensdo de particulas de éxido de ferro ndo cobertas
(preparadas cloreto de ferro (II) e cloreto de ferro (III)
pela precipitagdo com hidréxido de sédio) é colocada em um pH
de 5 usando acido acético. Subseqlientemente, uma mistura de
mitomicina/silano conjugada e aminopropiltrietoxisilano &
adicionada sob agitag¢do continua. A proporcdo molar de
mitomicina para aminopropiltrietoxisilano é previamente
estabelecida em 1:50. Apds 24 horas, glicol etileno ¢&
adicionado para que o volume da suspens&o seja dobrado. A
agua é entdo removida por destilacgdo. Assim, os silanos sio
acoplados fixamente as particulas de 6éxido de ferro. A
suspensdo € purificada pela didlise diante de &gua ultrapura
e concentrada para uma concentracio de ferro de 1 mol/l (por
destilacédo).

Exemplo 2

Acoplamento de um amino modificado oligonucleotideo para
nanoparticulas de 6xido de ferro usando glutaraldeido como um
ligador.

Nanoparticulas estabilizadas pelo aminosilano sdo
preparadas pela precipitacdo de cloreto de ferro (II) e
cloreto de ferro (III) com hidréxido de sddio e coberto pela
adigdo de aminopropiltrietoxisilano (de acordo com WO
97/38058). A suspensdo é concentrada para uma concentracdo de
ferro de 2 mol/1.
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500 pl da suspens&o sdo lavados com 10 ml de tampéo
PIPES (piperazina-N,N’-bis-2-4cido etano sulfénico; pH=7,4).
Subseqgliientemente, 5% de solugdo de glutaraldeido (6 ml) s&o
adicionados e a mistura é agitada por 2 horas. As particulas
ativadas deste modo s&o lavadas e ressuspensas em 800 ul de
tampdo PIPES. 0,3 umol do oligonucleotideo modificado por
amino (modificag&o terminal de amino) sdo dissolvidos em &agua
e adicionados a elas. A suspensdo ¢é agitada por 12 horas.
Subseqglientemente, as particulas sdo lavadas com agua
ultrapura e ressuspensas em 500 pl de dgua ultrapura.

Exemplo 3

Aplicacdo de uma camada biodegradavel

As nanoparticulas tendo ligadores dialdeido glutarico e
oligonucleotideos imobilizados para isso que foram preparados
de acordo com o exemplo 2 sdo liofilizados e tratados com uma
solugdo etandlica contendo poliglicol usando um método de
pulverizacdo. Uma vez que o solvente tenha sido removido,
nanoparticulas providas com wuma cobertura de poliglicol
biodegraddvel s&o obtidas. Por exemplo, tais coberturas
servem para a fixagdo de aptémeros e'anticorpos especificos
para células tumorosas.

Exemplo 4

Acoplamento de substéncias ativas por meio de
oligonucleotideos

Atualmente, a sintese de oligonucleotideo é na maioria
das vezes automatizada e é desenvolvida usando quimica de
grupo protetor. Um oligonucleotideo curto consistindo em 15
nucleotideos ¢é covalentemente acoplado as nanoparticulas
(veja exemplo 2). Um  segundo oligonucleotideo que &
complementar ao primeiro oligonucleotideo é acoplado com o
ingrediente ativo doxorubicina por meio de uma modificacgé&o
terminal. Ambos componentes sdo colocados juntos e sdo
aquecidos brevemente a uma temperatura de 95°C para
desnaturar os oligonucleotideos. As duas fitas se emparelham
para formar uma fita dupla devido & incubacdo subseqiente a

uma temperatura um pouco abaixo do ponto de fusio do
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oligonucleotideo. A - seqiiéncia do oligonucleotideo é
selecionada para que o ponto de fusédo sob condig¢des
fisioldgicas seja aproximadamente de 48°C, deste modo nido
sendo possivel a fusdo da fita dupla. Devido ao aquecimento
de mais de 50°c, o DNA de fita dupla preparado é&
quantitativamente fundido e o ingrediente ativo é liberado
junto com o oligonucleotideo fixado. O DNA de fita unico é
rapidamente degradado assim que ele entra na célula, para que
o ingrediente ativo seja completamente liberado.

Exemplo 5

Acoplamento de substdncias ativas por meio de A&cido
nucléico de hélices triplas.

O RNA de fita dupla pode ser usado em terapia assim
chamado siRNA (RNA interferente pequeno) para desativar genes
especificos. No caso em que tal RNA vai ser liberado sob
controle externo da nanoparticula usada como transportadora,
0 método de escolha consiste em uma ligacdo por meio de uma
hélice tripla especifica.

Um oligonucleotideo ligando fitas duplas e casando com o
siRNA usado ¢é covalentemente ligado as nanoparticulas por
meio de uma modificacido terminal (de acordo com o exemplo
2).(Isto permite uma formacdo posterior de um chamado
“oligonucletideo de formacido tripla” (TFO)). Para conseguir
uma estabilidade aumentada em respeito as enzimas
hidroliticas, tais oligonucletideos usados tém estrutura de
fosfato-agicar dos 4&cidos nucléicos substituida por uma
espinha do tipo peptideo sintética que tem uma estrutura
andloga a dos &cidos nucléicos, chamados &cidos nucléicos
peptideos (PNAs). O oligonucleotideo covalentemente ligado
ligard o RNA com fita dupla no sulco largo por hibridizacdo
um pouco abaixo do ponto de fusdo da desejada hélice tripla
(que simultaneamente é mais baixo do que o ponto de fusdo do
RNA de fita dupla).

Nenhuma liberag¢do significativa acontece sob condigdes
fisioldégicas quando o ponto de fusdo de 45°C, neste caso, ndo

¢ alcancado. Somente ao exceder terapeuticamente o referido
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ponto de fusdo da hélice tripla, a referida hélice tripla
funde liberando o siRNA com fita dupla.

Exemplo 6

Acoplamento de substéncias ativas por meio de uma
molécuia de oligopeptideo

O acoplamento sensivel a temperatura por meio de um
ambito oligopeptideo sensivel a temperatura é particularmente
adequado para alvejar efetores de polipeptideos produzidos
geneticamente tal como o© fator de necrose do tumor
(TNFalpha). Neste contexto, uma heterodimerizacido, chamado
ziper de leucina é usado. Por intera¢des idnicas de grupos
carregados (arginina/lisina contra glutamato/aspartato) a
ligag&o é estabilizada e especificada simultaneamente.

Nas nanoparticulas, um oligopeptideo sintético
consistindo em 22 aminodcidos do ziper de leucina max é
ligado por meio de uma modificag¢do terminal do oligopeptideo.
Quando uma preparagdo TNF produzida geneticamente carregando
terminalmente os 22 aminodcidos correspondentes do ziper de
leucina myc ¢é adicionada, o fator de necrose do tumor &
ligado quantitativamente as nanoparticulas. Durante a
termoterapia, a temperatura de fusdo do ziper de leucina é
excedida e conseqlientemente o fator de necrose do tumor (a
fungdo do qual ndo é afetada) é liberado localmente.

Exemplo 7

Acoplamento de substédncias ativas por meio de ligacgées
de peptideos oligonucleotideos

Em acréscimo as interag¢des termoinstédveis especificas de
dcidos nucléicos com &cidos nucléicos e de proteinas com
proteinas (ou respectivamente polipeptideos com
polipeptideos) hé& também interacgdes biocldégicas especificas
(assim com inespecificas) entre proteinas ou polipeptideos e
dcidos nucléicos respectivamente. Desde que tais interacdes
sejam baseadas nas mesmas ligac¢des ndo-covalentes, elas sao
geralmente tdo termoinstdveis quanto aquelas mencionadas
antes e assim elas podem igualmente ser usadas como um

sistema ligador termoinstdvel para liberacdo térmica de
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ingredientes ativos. Proteinas sdo usadas que interagem né&o
especificamente (por exemplo, histonas ou a proteina SSB de
fita Unica da Dbifurcacdo de replicacdo do DNA) ou bem
especificamente com &cidos nucléicos (por exemplo,
repressores, fatores de transcricdo). Os chamados motivos
“*hélice-volta-hélice” de proteinas repressoras assim como oS
chamados motivos "“dedo de zinco” das proteinas receptoras
nucleares 580 usados Ccomo DNA especifico ligando
polipeptideos. Ambos compreendem tipicamente cerca de 60
aminoacidos. {motivos dedc de zinco consistem em duas alcas
de tamanhos iguais, tendo respectivamente dois pares de
cisteinas, ou um par de cisteinas e um par de histidinas
respectivamente presos juntos por um Atomo de zinco
complexado). Assim, duas estruturas do tipo dedo sé&o
formadas, alcan¢ando os sulcos mals importantes do DNA. Um
ligador contendo uma sequéncia de aminoadcidos que reconhece
especificamente uma seqliéncia de DNA palindrémica no casoc de
receptores de hormdénio esterdides e compreende entre 15 e 20
aminodcidos estéd situado entre situado entre as duas
estruturas.

Um oligopeptideo sintético consistindo em 60 aminodcidos
e compreendendo o motivo do dedo de =zinco completo do
receptor gliceocorticédide é covalentemente acoplado a
superficie das nanoparticulas. A molécula do ingrediente
ativo doxorubicina é covalentemente acoplada ao
oligonucleotideo com fita dupla medindo 15 pares de base
compreendendo a seqiiéncia de reconhecimento do receptor de
glicocorticdide (o chamado “elemento de resposta
glicocorticéide” GRE). Ambos componentes sidoc acoplados para
formar um complexo que é estavel sob condig¢des fisioldgicas.
Se as nanoparticulas sdo aquecidas pela aplicag¢do de um campo
magnetico alternado, a temperatura de fusdoc do complexo é
excedida. Devido a desintegragdo do complexo o conjugado
oligonucleotideo/ingrediente ativo é liberado.

Exemplo 8

Acoplamento de ingredientes ativos por meio de ligacdes
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de anticorpos de hapteno

A ligagdo espontanea de um hapteno como terapéutica para
proteinas autdélogas pode levar a uma reagdo imune. A fixacdo
de anticorpos pode também levar a uma neutralizagdo do
efeito. O referido efeito é usado para realizar uma ativacdo
local por uma desintegracao térmica de complexos de
hapteno/anticorpos.

Os chamados fragmentos Fv (os menores fragmentos
possiveis de anticorpos de ligacgdo antigena) de um anticorpo
direcionado contra a doxorubicina que foram produzidos
bioguimicamente (ou opcionalmente geneticamente) sdo
covalentemente ligados & superficie das nanoparticulas. Os
sitios de ligagdo antigena sio saturados pela adicdo de um
excesso de doxorubicina. As nanoparticulas de dexorobucina
saturadas sdo limpas de ligacdes de ingredientes ativos nao
especificamente por separacao magnética ou centrifugacio e,
Se necessario, elas sd3o lavadas adicionalmente.

Apds administracédo intravenosa de nanoparticulas
saturadas de doxorubicina, as referidas nanoparticulas
circulam e em grande escala, elas estdo livres dos efeitos
colaterais usuais da citostatica. Uma acumulacgdo inespecifica
de nanoparticulas dentro da gama de tumores ¢é alcancada
porque as nanoparticulas s&o capazes de deixar os vasos
através das paredes dos vasos permedveis regeneradas
continuamente. Adicionalmente, a integracdo intracelular em
células tumorosas (devido a freqliéncia da mitose), mas nio
dentro de células benignas, pode ser alcangcada por uma
cobertura superficial especial. Apés um periodo decente de
acumulacdo intratumoral, as nanoparticulas podem ser
aquecidas por campos magnéticos externos; isto resulta em
danificagcdo do tecido devido a hipertemia e na fusido do
complexo de hapteno/anticorpo (fragmento) devido ao
desenvolvimento do calor. O efeito da danificagcdo do tecido
da hipertemia é potencializado devido ao efeito citotdxico
autdénomo assim como é devido ao efeito de sensibilizacdo em

relagdo a radiagido provocada por doxorubicinas. Deste modo,
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Para o acoplamento da cisplatina citostatica as
nanoparticulas de 4xido de ferro estabilizadas pelo
aminosilano, primeiramente, as nanoparticulas caracterizadas
no exemplo 1 séo derivatizadas por meio do
aminopropiltrietoxisilano. Para o referido propdésito, uma
suspensdo de particulas de Oxido de ferro sem cobertura
{preparadas de cloreto de ferro (II) e cloreto de ferro (III)
pela precipitagdo com o hidréxido de sdédio) & colocada para
um pH de 5 usando &acido acético. Aminopropiltrietoxisilano é
adicionado em gotas numa propor¢doc molar em relag8do ao numero
maximo tedrico de grupos hidréxi, agitado por uma hora em
temperatura ambiente e subseqlientemente misturado com uma
gquantidade equimolar de cisplatina que reage em uma reagdo de
substituigdo nucleofilica com o grupo amino do silano.

As nanoparticulas derivatizadas obtidas tém a seguinte

estrutura:
particula
| I
O 00
\ I/
Si
fi\\
N, @ NHz o
H Pt_ Cl
CI/ NH3
Exemplo 11

Efeito das nanoparticulas de cisplatina de acordo com o
exemplo 10 sobre células de glioblastomas

Uma solugdo aquosa das referidas nanoparticulas de
cisplatina comparadas a nanoparticulas ndo-derivatizadas em
células glioblastomas foi examinada.

Os testes 1in wvitro foram realizados com a linha de
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célula humana de glioblastoma RUSIRS1 (TUMOR CEREBRAL). As
células glioblastomas foram tiradas de um tecido tumoroso de
um paciente e cultivadas como descrito na DE 199 12 798 C1.
Para testar a eficiéncia das particulas de cisplatina
respectivamente 2 x 10® células RUSIRS1 foram preparadas em
uma garrafa de cultura de célula de 75 cm3 com 25 ml de meio
de cultura de célula (D-MEM+20%FBS+1,2 ml de piruvato). A
suspensdo celular foi uniformemente distribuida sobre 4 vasos
de cultura. Respectivamente 153 pl de solugdo aquosa das
referidas nanoparticulas cisplatinas (Cpe=2mol/1) foram
adicionadas a duas das referidas suspens&es celulares. As
duas outras garrafas de cultura serviram como referencia e
153 pl da solugéo aquosa de nanoparticulas nao-
derivatizadas (cpg=2mol/1l) foi adicionada também. Antes da
adicao as células, as amostras das nanoparticulas foram
aquecidas a uma temperatura de 37°C por 15 minutos e deixadas
em RT por 10 minutos. Apds a adicdo das nanoparticulas as
amostras foram deixadas por uma hora e subsegiientemente
sujeitas a tratamento por um campo magnético alternado por 30
minutos. O referido tratamento foi repetido apdés 24 horas. Ja&
apdés um tempo de incubacido de 48 horas a 37°C, danos mais
distintos puderam ser observados nas duas amostras com
nanoparticulas de «cisplatina do que nas duas amostras

contendo nanoparticulas ndo-derivatizadas.
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pelo mnenos uma substéncia terapeuticamente ativa é

selecionada pelo grupo compreendendo agentes
antiproliferativos, antimigratérios, antiangiogénicos,
antitrombdéticos, antiinflamatérios, antiflogisticos,

citostaticos, citotdxicos, anticoagulantes, antibacterianas,
antivirais e/ou antimicéticos.

8. Nanoparticula, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizada pelo fato de que pelo menos uma substdncia
terapeuticamente ativa é selecionada do grupo compreendendo
actinomicina D, ametantrona, 9 aminocamptotecina,
aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, antagonistas de
bases pirimidina e purina, antraciclina, inibidores de
aromatase, asparaginase, anti-estrogénios, bendamustina,
bexarotene, biolimus A9, bleomicina,buserelina, busulfan,
caliqueamicinas, camptotecina, derivados de camptotecina,
capecitabina, carboplatina, carmustina, clorambucil,

cisplatina, cladribina, ciclosfofamida, citarabina,citosina

arabinosida, citostaticos alquilantes,
dacarbazina, dactomicina, daunorubicina, 5" -desbéxi-5-
fluorouridina, docetaxel, doxorubicina(adriamicina),

doxorubicina 1lipo, epirubicina, estramustina, etoposide,
exemestane, fludarabina, fluorouracil, antagonistas do &cido
f6lico, formestano, gemtacibine, glicocorticédides,
goserelina, horménios, antagonistas dos horménios, hicamtin,
hidroxi uréia, idaburicina, ifosfamida, imatiniba, irinotecan,
letrozol, leupropelin, lomustine,
maitansindides,melfalan,mercaptopurina, metotrexato,
miltefosine, mitomicinas, mitopodozide, agentes
antimitdéticos,mitoxantrone, nimustina, oxaliplatina,
oxazafosforinas, paclitaxel, pentostatina, derivados de
podofilotoxina, procarbazina, rapamicina, rodomicina D,
tamoxifeno, temozolomida, teniposide, testolactona,
testolactona, tiotepa, tioguanina, inibidores de
topoisomerase, topotecan, treosulfan, tretinoina, triptorelin,
trofosfamidas, alcaldides vinca, vinblastina, vincristina,

vindesina, vinorelbina, antibidéticos ativos de forma
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citostéatica.

9. Nanoparticula, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizada pelo fato de gque pelo menos uma substéncia
terapeuticamente ativa é selecionada do grupo contendo &cidos
nucléicos, aminoacidos, peptideos, proteinas, carboidratos,

lipidios, glicoproteinas, glicanos, ou lipoproteinas, nas

qguais as substancias mencionadas anteriormente tém
propriedades antiproliferativas, antimigratérias,
antiangiogénicas, antitrombéticas, antiinflamatérias,

antiflogisticas, citostdticas, citotdéxicas, anticoagulantes,
antibacterianas, antivirails e/ou antimicédticas.

10. Nanoparticula, de acordo com gqualquer uma das
reivindicag¢des anteriores, caracterizada pelo fato de que a
nanoparticula é composta de 6xidos de ferro
superparamagnéticos ou de ferro puro tendo uma camada de
éxido.

11. Nanoparticula, de acordo com gualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que um
sensibilizador, radiosensibilizador e/ou amplificador ¢é
ligado a nanoparticula para complementar métodos de
tratamento de céncer convencionails.

12. WNanoparticula, de acordo com gualquer uma das
reivindica¢des anteriores, caracterizada pelo fato de que em
anticorpos monoclonais ou respectivamente fragmentos de
anticorpos e/ou aptameros sdo acoplados a superficie da
referida nanoparticula.

13. Solugdo de infusdo, caracterizada por conter
nanoparticulas como definidas nas reivindicac®es de 1 a 12.

1l4. Uso de nanoparticulas, como definido em gualguer uma
das reivindicac¢des de 1 a 12, caracterizado pelo fato de ser
para a preparagdao de uma composicdo farmacéutica para o
tratamento e/ou profilaxia de doencas proliferativas, cancer

e infec¢bes bacterianas.
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NANOPARTICULA, SOLUGAO DE INFUSAO, USO DE NANOPARTICULAS

A presente inveng¢do relaciona-se a nanoparticulas, nas
quais pelo menos uma substéncia terapeuticamente ativa &
ligada a referida nanoparticula e na qual a separagdo de pelo
menos uma substancia terapeuticamente ativa da nanoparticula
é causada ou iniciada por um campo magnético alternado. Além
disso, a presente invencg&o relaciona-se a composigdes
farmacéuticas, em particular a solugdes injetaveis contendo
nanoparticulas assim como ao uso também para o tratamento de

cancer.
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