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RELATORIO DESCRITIVO
SOLUCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECCAO DE LINFONODO
PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido reivindica a prioridade do pedido de patente provisorio no

61/775.780 depositado em 11 de marco de 2013, cujo conteudo completo
encontra-se incorporado ao presente documento a titulo de referéncia.

CAMPO DA INVENCAO:

[002] A invencao refere-se ao campo de diagndsticos médicos em geral e
dispositivos e métodos para diagndstico para localizacédo de tecido para excisédo
cirdrgica.

ANTECEDENTES

[003] Aproximadamente 1,25 milh&o de novos casos de cancer de mama sao
diagnosticados a cada ano. Na maioria desses casos, ha uma necessidade
urgente de cirurgia para remover o tumor e submeter a excisdo os linfonodos
sentinelas e inspeciond-los histologicamente para determinar se o cancer tem se
espalhado para outros locais no corpo. Os linfonodos sentinelas séo os primeiros
nodos a receberem drenagem linfatica a partir do tumor. Sdo assim chamados
devido ao fato de que alertam o clinico de qualquer difusdo de cancer. Uma
bidpsia de linfonodo sentinela € um padrdo de tratamento em operacdes de
cancer de mama atualmente.

[004] A localizacdo de nodos sentinelas durante a cirurgia € dificil. Um método
para localizar o nodo sentinela € injetar um corante azul escuro no sistema
linfatico na mama. O corante, entdo, se dispersa por todo o sistema linfatico da
mama e 0 cirurgido remove quaisquer nodos coloridos. Esse método é
reconhecido como sendo propenso a erros.

[005] Um método aprimorado envolve injetar um corante radioativo nos
linfonodos. De uma maneira similar, o corante flui através do sistema linfatico e
o cirurgido, entdo, usa um detector de radiacéo para ajudar a localizar os nodos

sentinelas. Contudo, o uso de radiois6topos apresenta um fardo logistico
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dispendioso e significativo devido a necessidade de alocar o tempo e recursos
de um radiologista de medicina nuclear além do cirurgido para o qual € de outro
modo uma operacéo de rotina. Adicionalmente, muitos pacientes séo relutantes
a receber uma injecdo radioativa. Esses fatores podem ser tornar uma barreira
significativa para o uso de radioisétopos para localizar os nodos sentinelas.
[006] Um método aprimorado adicional envolveu injetar suspensdes de
particulas magnéticas nos linfonodos e aguardar que as particulas magnéticas
escoem atraves do sistema linfatico. As particulas séo, entéo, detectadas com o
uso de um magnetdometro, o qual revela o local dos linfonodos. Consulte o
documento sob o no. US2011/0133730. As solucbes de técnica anterior, tais
como Sienna+®, tém uma osmolalidade muito baixa de cerca de 30 mOsm/kg.
Sienna+® é uma solu¢cdo aquosa de nanoparticulas de maghemita revestidas
em carboxidextrano, que tem uma concentracéo de ferro de cerca de 25,5 a 29,5
mg/ml. Leva-se cerca de 30 minutos para as particulas magnéticas em uma
injecdo de Sienna+® escoarem de maneira suficiente através do sistema linfatico
para assegurar a deteccao de linfonodo precisa, o qual pode potencialmente
causar tempo de inatividade significativo e dispendioso durante o0s
procedimentos cirargicos. Consequentemente, os médicos impacientes podem
tentar detectar os linfonodos cedo demais — isto €, antes de as particulas
magnéticas tiveram escoados de maneira suficiente através do sistema linfatico
— 0 qual poderia resultar na deteccao incompleta de linfonodo.

[007] Portanto, existe a necessidade de composicdes que possibilitam
procedimentos mais eficazes.

[008] A presente invencéo se dirige a essa necessidade.

SUMARIO DA INVENCAO

[009] A invencéo se refere a uma suspensédo hiposmoética para inje¢cdo médica.
Em uma modalidade, a composicao inclui cerca de 13 mg/ml a cerca de 200
mg/ml de particulas magnéticas, e um osmolito a partir de cerca de 0,01% em

peso por volume a cerca de 0,6% em peso por volume de um sal inorganico (por

Peticaio 870210113661, de 07/12/2021, pég. 7/44



3/14

exemplo, cloreto de sodio) ou cerca de 0,5% em peso por volume a cerca de
1,5% em peso por volume de um glicol.

[0010] As modalidades das suspensdes hiposméticas podem incluir um ou mais
dos recursos apresentados a seguir:

[0011] As particulas magnéticas podem ser particulas de 6xido de ferro, tais
como particulas de oOxido de ferro superparamagnéticas (por exemplo,
maghemita).

[0012] As particulas magnéticas podem ser revestidas, tal como com dextrano
(por exemplo, carboxidextrano).

[0013] As suspensdes podem ter cerca de 13 mg/ml de particulas magnéticas,
cerca de 28 mg/ml de particulas magnéticas, 56 mg/ml de particulas magnéticas,
100 mg/ml de particulas magnéticas, 140 mg/ml de particulas magnéticas ou
cerca de 200 mg/ml de particulas magnéticas.

[0014] A suspenséo pode ter uma osmolalidade de cerca de 80 mOsm/kg a cerca
de 160 mOsm/kg.

[0015] A suspenséao pode incluir um excipiente.

[0016] O sal inorganico pode estar presente na quantidade de cerca de 0,01%
em peso por volume a 0,6% em peso por volume, cerca de 0,05% em peso por
volume a 0,3% em peso por volume, cerca de 0,1% em peso por volume a 0,3%
em peso por volume, menos que cerca de 0,6% em peso por volume ou cerca
de menos que cerca de 0,3% em peso por volume.

[0017] A invencdo também fornece um método para localizar um linfonodo em
um paciente (por exemplo, um ser humano). O método inclui as etapas de:
fornecer uma suspensdo hiposmotica; injetar a suspensao hiposmotica no
paciente; aguardar até que as particulas magnéticas fiquem capturadas em um
linfonodo; e detectar o local do linfonodo mediante a detec¢do do local das
particulas magnéticas.

[0018] O método pode incluir um ou mais dentre 0s recursos a seguir:
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[0019] O método pode incluir injetar 0,2 ml de suspenséo hiposmética, 0,4 ml de
suspensao hiposmatica ou 0,8 ml de suspensao hiposmatica no paciente.
[0020] A deteccéo pode ser realizada com o uso de um magnetémetro.

[0021] A invencdo também fornece um método para localizar rapidamente um
linfonodo em um paciente (por exemplo, um ser humano). O método pode incluir
as etapas de: fornecer uma suspensao hiposmoética que compreende particulas
magnéticas; injetar a suspensdo hiposmoética no paciente; e detectar um
linfonodo dentro de 10 minutos, ou dentro de apenas 5 minutos, de injecao
mediante a deteccado do local das particulas magnéticas, sendo que a deteccao
é suficiente para comecar imediatamente um procedimento médico no linfonodo
com base na detecgéo.

[0022] A invengdo também fornece um método para tratar um paciente com o
uso de hipertermia magnética, sendo que o método compreende as etapas de:
fornecer a suspenséo hiposmatica; injetar a suspenséao hiposmaotica no paciente;
e expor o paciente a um campo magnético alternante.

Breve Descricédo dos Desenhos

[0023] As figuras ndo sdo necessariamente em escala, em vez disso, sao
enfatizadas geralmente sob principios ilustrativos. As figuras devem ser
consideradas ilustrativas em todos os aspectos e ndo se destinam a limitar a
invencao, cujo escopo é definido apenas pelas reivindicacdes.

[0024] A Figura 1. Medicdes de magnetdmetro SentiMag® (Abs Unit) na glandula
linfatica para diversas solucfes hiposmoticas a base de sal. Os resultados séo
apresentados como média + SEM a partir de 0 a 2 h, n=3.

[0025] A Figura 2. Medicbes de magnetdmetro SentiMag® (Abs Unit) no
linfonodo para diversas solu¢cBes hiposmoticas a base de sal e com base
diferente de sal. Os resultados sao apresentados como média + SEM a partir de
0 a 120 min., n=3.

DESCRICAO DETALHADA

Peticao 870210113661, de 07/12/2021, pég. 9/44



5/14

[0026] A invencdo refere-se em parte a descoberta de composicfes Uteis para a
deteccdo rapida de linfonodos em pacientes. Essas composi¢cfes incluem
suspensfes de particulas magnéticas em uma solucdo hiposmotica. A
osmolalidade das solugBes hiposmoéticas facilita o transporte ou drenagem
rapida das particulas magnéticas através do sistema linfatico apos a injecao,
reduzindo, assim, o tempo de inatividade entre a injecédo inicial e a deteccao de
linfonodo. Os linfonodos adjacentes ao sitio de injecdo podem ser detectados
vigorosamente em apenas 5 a 15 minutos apos a injecao inicial, o qual é pelo
menos 50% mais rapido que os métodos atuais, permitindo, assim, o exame pré-
operatorio mais eficaz. Além disso, as solu¢cdes hiposmoticas da invencdo sdo
solventes verséateis e podem ser usadas com uma faixa mais ampla de
excipientes que as solugdes isotdnicas ou hipertonicas. Adicionalmente, o
movimento rapido para os linfonodos pode reduzir a marcacéo residual, ou
tatuagem, no sitio de injecéao.

[0027] As solugbes hiposméticas dentro do sentido da invencao sdo solucdes
aguosas que tém uma osmolalidade de cerca de 80 mOsm a cerca de 160
mOsm. As solucdes isotdnicas tém uma osmolalidade em torno de 300 mOsm,
e as solucdes hiperosmoética tém uma osmolalidade maior que 350 mOsm.
[0028] Em modalidades preferenciais, um sal inorganico (por exemplo, cloreto de
sédio) ou um glicol (por exemplo, propileno glicol) € usado para criar a solugéo
hiposmotica. As solucdes de sal inorganico (por exemplo, cloreto de sédio) que
tém cerca de 0,01% em peso por volume a cerca de 0,6% em peso por volume
de um sal rendem solu¢des hiposmaticas adequadas para o uso com a invencao.
As solucgdes de glicol (por exemplo, propileno glicol) que tém cerca de 0,5% em
peso por volume a cerca de 1,5% em peso por volume de um glicol rendem
solugdes hiposmoticas adequadas para o0 uso com a invengao.

[0029] As solucdes hiposmoticas podem ser produzidas com o uso de sais
inorganicos adequados incluindo, por exemplo, sais monovalentes e divalentes,

tais como cloreto de sédio, cloreto de potassio, cloreto de magnésio, cloreto de
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amonio, bicarbonato de sodio, bissulfato de sodio, sulfato de sodio, sulfato de
amonio, fosfato de sodio, fosfato de potassio, cloreto de calcio, sulfato de
magnésio, acetato de potassio e acetato de sodio.

[0030] As solugbes hiposmoéticas podem ser produzidas com o uso de glicéis
adequados incluindo, por exemplo, alquil glicois de cadeia curta, lineares ou
ramificados, tais como propileno glicol.

[0031] As particulas magnéticas podem ser compostas de um material magnético
adequado e um ou mais revestimentos. Em algumas modalidades, as particulas
magneéticas contém um Oxido de ferro, tal como magnetita e/ou maghemita. O
ndcleo magnético pode ser circundado por um revestimento biocompativel para
reduzir a toxicidade, impedir a aglomeracao das particulas ou para modificar o
tempo de residéncia no corpo. Os revestimentos adequados incluem, por
exemplo, dextrano, carboxidextrano, outros acucares, albumina, polietileno glicol
(PEG), polimeros biocompativeis, amido peguilado, alcool polivinilico (PVA),
polivinilpirrolidona (PVP), polietileno imina (PEI), poliglicose sorbitol carboxi metil
éter e quitosano. Outros materiais de revestimento incluem metais, tais como
ouro, nanoparticulas de ouro coloidal peguilado, prata, carbono, silica, silicones,
aminossilanos e ceramicas. Para exibir o comportamento superparamagnético,
0S nucleos magnéticos das particulas deveriam ter abaixo de um determinado
didmetro, tipicamente, na faixa de 3 a 25 nm, dependendo do material e
estrutura.

[0032] As particulas magnéticas também podem ser funcionalizadas para
permitir que as mesmas localizem em tipos particular de tecido ou célula, por
exemplo, células cancerigenas, ou alvejem sistemas biologicos particulares a fim
de liberar terapia para aquelas areas. A funcionalizacdo é alcancada mediante a
fixacdo ou revestimento com biovetores que compreendem, por exemplo,
anticorpos, enzimas ou proteinas.

[0033] Em uma modalidade, o 0xido de ferro é usado como o nucleo magnético

devido a sua baixa toxicidade, mas outros materiais que podem formar um
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ndcleo superparamagnético também sédo aceitaveis. O material de nucleo
deveria ter capacidade de ser ordenado magneticamente. O mesmo pode ser
um metal, tal como cobalto, ferro ou niquel, uma liga metalica, liga de metal de
transicao e terra rara, ferrita do tipo M ou espinélio contendo aluminio, bario,
bismuto, cério, cromo, cobalto, cobre, disprésio, érbio, eurépio, gadolinio, hdlmio,
ferro, lantanio, lutécio, manganés, molibdénio, neodimio, niquel, nidbio, paladio,
platina, praseodimio, promécio, samario, estréncio, térbio, tdlio, titanio, vanadio,
itérbio e itrio ou uma mistura dos mesmos. O nucleo também pode ser formado
mediante a oxidacdo de uma combinacdo de um sal de ferro (ll) e outro sal
metalico. Os sais metalicos que sdo benéficos incluem sais de aluminio, bario,
bismuto, cério, cromo, cobalto, cobre, disproésio, érbio, eurdpio, gadolinio, hdlmio,
ferro, lantanio, lutécio, manganés, molibdénio, neodimio, niquel, nidbio, paladio,
platina, praseodimio, promécio, samario, estréncio, térbio, tdlio, titanio, vanadio,
itérbio e itrio.
[0034] A osmolalidade das soluc¢des hiposmaticas tem a vantagem adicional de
permitir a combinacdo com uma ampla gama de excipientes, resultando em
diversas opcdes de formulacdo. Os excipientes adequados que podem ser
usados com as solu¢des hiposmaticas da invencdo incluem, por exemplo:

- cossolventes, tais como etanol, propileno glicol, polipropileno glicol, PEG

400, glicerol, alcool benzilico, e combinacdes dos mesmos;

- 6leos, tais como lipidios, parafina liquida, 6leo de gergelim, 6leo vegetal

de PEG, e combinacdes dos mesmos; tensoativos, tais como ésteres de

acido graxo de polioxileno, 6leo de ricino de polioxil 40, polissorbato 20,

polissorbato 80, e combina¢des dos mesmos;

- lipossomas, tais como lecitina, lecitina de ovo, fosfatidil glicerol,

fosfolipidio, fosfolipidio de ovo, e combina¢gdes dos mesmos;

- carboidratos, tais como dextrose;

- aminoacidos ou misturas de aminoéacidos, tais como Aminosyn® I,

Travasol®, e HEPAT AMINE®),
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- agentes estabilizantes/espessantes, tais como carboximetilcelulose; e

- tampdes adequados para injecao.
Se um excipiente aumentar a osmolalidade de uma solucgéo, a quantidade de sal
inorganico e/ou glicol pode ser ajustada de modo que a osmolalidade total da
solucéo hiposmaotica é entre cerca de 80 mOsm e cerca de 160 mOsm.
[0035] As composicdes da invencdo podem ser usadas para detectar linfonodos
em seres humanos ou qualquer outro mamifero, tal como porcos. Por exemplo,
uma solucdo hiposmética que compreende particulas magnéticas podem ser
injetadas em um paciente de cancer de mama. As particulas magnéticas na
solucdo sao, entdo, detectadas com o uso de um magnetdémetro, tal como
SentiMag® (Endomagnetics; Cambridge, U.K.) para revelar o local dos
linfonodos sentinelas no paciente.
[0036]Uma aplicacdo adicional da solucdo hiposmdética é em hipertermia
magnética, em que a solucdo € administrada ao corpo com o propésito de
aquecer o tecido. Nesse pedido, a concentracdo de nanoparticulas é entre 20 e
200 mg/ml e com mais preferéncia entre 100 e 140 mg/ml.
[0037] As composicdes hiposmoéticas da invencdo podem ser supridas prontas
para 0 uso como parte de um kit que compreende um recipiente, tal como frasco
ou seringa, e instrucdes para a administracdo das composicoes.
EXEMPLOS
EXEMPLO 1
[0038] Os testes clinicos com pacientes humanos com o uso de 2 ml de
Sienna+® (Endomagnetics; Cambridge, U.K.) mostraram gerar absorcéo lenta
nos linfonodos axilares, com um sinal externo insatisfatério apés 30 minutos.
Sienna+® é altamente hipotdnico, com uma osmolalidade de ~30 mOsm/kg. Foi
especulado que quando Sienna+® foi injetado no tecido intersticial, as células
circundantes absorveram rapidamente a agua a partir da injecdo para manter a
pressdo osmotica. Isso deixaria uma massa mais concentrada de Sienna+®,

enquanto que reduziria simultaneamente a pressao intersticial, reduzindo, de
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maneira eficaz o transporte para o sistema linfatico. Acredita-se que um aumento
em volume aumenta a pressao intersticial e aumenta, assim, a velocidade de
absorcdo pelo sistema linfatico. Contudo, grandes aumentos em volume
poderiam se mostrar inconfortaveis para o paciente. Além disso, algumas
aplicacdes potenciais para a biopsia de linfonodo sentinela (por exemplo, cancer
de intestino, melanoma, alguns canceres de cabeca e pescoc¢o) nao permitirdo
um aumento em volume de injecdo. Foi sugerido que uma solugcdo com
osmolalidade aumentada iria fornecer uma resposta mais rapida a medida que o
volume de fluido e a pressao no fluido intersticial seriam mantidos (isoténicos)
ou até aumentados (para injecao hipertbnica, em que as células circundantes
iriam expelir agua), aumentando, dessa forma, o fluxo para os linfonodos.
METODOS

[0039] As mamas de porco foram usadas como um modelo de linfonodo in vivo.
Uma investigacao foi realizada para avaliar os efeitos da concentracdo e volume
de solucdo de nanoparticula de maghemita revestida com carboxidextrano sobre
a biodistribuicdo de particulas de oxido de ferro superparamagnéticas em
porcos, ap0s uma injecao da solucéo diretamente na 3a papila inguinal. O nucleo
de maghemita tinha um diametro de cerca de 5 nm, e o revestimento de
carboxidextrano aumentou o diametro da particula a cerca de 60 a 70 nm. O
objetivo desse estudo foi avaliar a biodistribuicdo das particulas de 6xido de ferro
superparamagnéticas em linfonodos de porco apds as injecdes da solucdo de
nanoparticula de maghemita preparada com 0,3, 0,6 e 0,9% em peso por volume
de cloreto de sodio. A influéncia da tonicidade sobre a biodistribuicdo de
linfonodo das particulas foi avaliada através do uso de uma sonda magnética
SentiMag®.

[0040] Antes da injecdo, os porcos foram sedados cim uma combinacdo
intramuscular de azaperona e cetamina, seguida pela anestesia geral com
tiopental sodico. Antes da administracdo, as areas de administracdo foram

lavadas e demarcadas.
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[0041] Todas as injecdes foram feitas diretamente na base da 3a papila inguinal.
Cada porco recebeu uma injecao diferente na papila esquerda e na papila direita.
Cada uma das solucdes de foi injetada em trés papilas de porcos diferentes (n =
3). A Tabela 1 mostra as formulacdes testadas. Na Tabela 1, a coluna "Sistema"
corresponde as curvas na Figura 1.

TABELA 1 FORMULACOES TESTADAS.

Sistema | Tonicidade Volume de | Ferro Concentragao
injecao total de ferro
a 0,3% em peso por volume | 0,4 ml 10,4 mg | 26 mg/mi
de solucéo salina
b 0,6% em peso por volume | 0,4 ml 10,4 mg | 26 mg/mi
de solucédo salina
c 0,9% em peso por volume | 0,4 ml 10,4 mg | 26 mg/mi
de solucéo salina
d 0,9% em peso por volume | 0,8 ml 20,8 mg | 26 mg/ml
de solucéo salina
e 0 0,2 ml 10,4 mg | 52 mg/ml
f 0 0,4 ml 20,8 mg | 52 mg/ml
g 0 0,4 ml 10,4 mg | 26 mg/mi
(Siennat+®.
controle)
h 0 0,8 ml 10,4 mg | 13 mg/ml

[0042]As solucdes de nanoparticulas de maghemita revestidas com
carboxidextrano foram preparadas em agua. NaCl foi adicionado a solucéo de
maghemita até a concentracdo adequada. Por exemplo, uma suspensao de
particula magnética salina a 0,3% foi criada adicionando-se 0,3 mg de NaCl a
uma solucéao de nanoparticula de maghemita pré-diluida. Sienna+® (~26 mg/ml
de maghemita, dose de 0,4 ml; sistema g) serviu como o controle.

[0043] Mdltiplas leituras foram tomadas para cada porco com 0 uso de um
dispositivo SentiMag®, conforme detalhado na Tabela 2. ApGs as leituras de 72

h, o sitio de papilas e linfonodos foram removidos a partir de todos os animais
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para analise histolégica. Os resultados na Figura 1 sdo médias (n=3) das
medi¢cdes tomadas nos linfonodos.
TABELA 2. PONTOS NO TEMPO E SITIOS DE MEDIQAO DE SENTIMAG®.

Local de|Antes da Ap6és a injecdo

Medigéo injecdo 30s [2min |5min [15min |30min|{1h |2h |6h [24h |72 h
Diretamente X X X X X X X | x| x| x X
na papila

22 papila X X X X X X X | X | X X X
inguinal

Linfonodo X X X X X X X | X | X X X
RESULTADOS

[0044] Constatou-se que Sienna+® em 0,3% em peso por volume de solucdo
salina (Figura 1, sistema a) é tao eficaz tanto quanto a solucéo salina a 0,6%
como a 0,9% (Figura 1, sistemas b e c, respectivamente). Isso foi surpreendente
devido ao fato de que a uma solucéo a 0,3% em peso por volume é hipotdnica
(156 mOsm) em comparacdo com 0,6% em peso por volume (270 mOsm -
aproximadamente isotbnica) e 0,9% em peso por volume (384 mOsm -
hipertonica). Os resultados fortes para uma solugéo a 0,3% em peso por volume
sdo inesperados. Acredita-se que a baixa tonicidade ir4 estender a faixa de
aditivos da formulacdo (excipientes) que podem ser usados, em comparacao
com as solucgbes a 0,6% e 0,9%.

[0045] Especificamente, o0 aumento da tonicidade resulta no transporte
significativamente mais rapido de particulas de ferro através do sistema linfatico.
Em 5 minutos apos a injecdo, a adi¢do de sal a 0,3%, 0,6% e 0,9% ao Sienna+®
(Figura 1, sistemas a, b e c, respectivamente) resultou em um aumento de cinco
vezes no sinal medido na glandula linfatica, em comparacdo com o controle,
Sienna+® (Figura 1, sistema g). Como resultado, um médico responsavel precisa

aguardar apenas 5 a 15 minutos antes de comecar um procedimento, o qual
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reduz o tempo de espera em pelo menos 50% se comparado com Sienna+®
sozinho.

[0046] Adicionalmente, no ponto no tempo de 30 minutos, o impacto da adicao
de 0,3%, 0,6% ou 0,9% em peso por volume de cloreto de sédio a Sienna+®
(Figura 1, sistemas a, b e c, respectivamente) € equivalente ao dobro da
concentracdo de ferro (Figura 1, sistema f). Consequentemente, 0 aumento da
tonicidade exige que menos ferro total seja usado por inje¢céo, reduzindo, assim,
0S custos e efeitos colaterais.

[0047] Dessa forma, uma solugdo hiposmotica < 0,6% de NaCl e com mais
preferéncia < 0,3% de NaCl fornece o0 mesmo transporte rapido para os
linfonodos que uma solucao isotdnica (por exemplo, 0,6% de NaCl) ou até uma
solucéo hipotbnica (por exemplo, 0,9% de NaCl), mas sem exigir que tal grande
guantidade de sal seja incluida na solucéo.

[0048] Uma solucdo mais hipotdnica contendo 0,05% em peso por volume de
NaCl ndo mostrou aprimoramento significativo em relacdo a Sienna+®. O "ponto
de disparo" para o beneficio de tonicidade €, portanto, em algum lugar entre
cerca de 80 mOsm e cerca de 156 mOsm. Dessa forma, uma solucao de NaCl
a 0,05% a 0,3% ou, de preferéncia, uma solucédo de NaCl a 0,1% a 0,3%, ou,
com mais preferéncia, uma solucdo de NaCl a 0,2% a 0,3%, exibe tanto absorcéo
rapida como versatilidade como excipiente.

EXEMPLO 2

[0049] Estudos de porco in vivo similares foram realizados para investigar
solu¢Bes hiposmaéticas que compreendem solutos alternativos. Todas as
injecdes foram feitas diretamente na base da 3a papila inguinal. Cada porco
recebeu uma injecdo diferente na papila esquerda e na papila direita. Cada
solucdo de teste foi injetada nas trés papilas de porcos diferentes (n = 3). A
Tabela 3 mostra as formulacdes testadas. Na Tabela 3, a coluna "Sistema”
corresponde as curvas na Figura 2.

TABELA 3. FORMULACOES DE SOLUCAO.
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Sistema Solucédo Tonicidade
(mOstn/kg)

1 Sienna+ com NaCl a 0,3% e HA a 0,1% 132

3 Sienna+ com NaCl a 0,3% e polissorbato 20 a 1% 135

5 Sienna+ com propileno glicol a 0,5% 128

6 Sienna+ com NaCl a 0,3% (controle) 126

7 Sienna+ glicerol a 0,75% 136

13 Sienna+ propileno glicol a 0,5% e glicerol a 1,8% 297

[0050] Sistema 6, Sienna+® com NaCL a 0,3% serviu como o controle. Multiplas
leituras foram tomadas para cada porco com o uso de um dispositivo SentiMag®,
conforme detalhado na Tabela 4. Os resultados na Figura 2 sdo médias (n=3)
das medi¢cOes tomadas nos linfonodos.

TABELA 4. PONTOS NO TEMPO E SIiTIOS DE MEDICAO DE SENTIMAG®.

Local delAntes da ApoOs a injecao

Medicéo injecéo 30s | 2min | 5min [|15min |30min| 1h 2h 72h
Sitio de X X X X X X X X X
injecédo

28 papila X X X X X X X X X
inguinal

Linfonodo X X X X X X X X X
inguinal

[0051] Conforme mostrado na Figura 2, o sistema 6 (Sienna + NaCl a 0,3% -
CONTROLE) resultou na liberacdo mais rapida para a glandula linfatica. O sal,
portanto, parece ser o melhor potenciador para a liberacdo. Polietileno glicol a
0,5% (sistema 5) também parece ser eficaz, resultando na liberacdo rapida para
a glandula linfatica dentro de 5 a 15 minutos de injecdo. Consequentemente, em
algumas modalidades, os glicois podem ser usados como um soluto para criar

uma solugé@o hiposmotica que compreende particulas magnéticas.
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[0052] As formulacdes de polissorbato (sistema 3) e glicerol (sistema 7) foram as
formulacbes de desempenho menos satisfatorio durante as primeiras duas
horas, apesar da tonicidade ser igual aquela do controle de NaCl (sistema 6),
indicando que o polissorbato e glicerol inibem potencialmente a liberacéo para
as glandulas linfaticas. De modo similar, a adicdo de acido hialurénico (PM de
108.000 Daltons) parece retardar a liberacdo quando combinada com NaCl a
0,3%.

[0053] Deve-se observar que o método de administracdo da solucdo ira
depender do sitio particular no corpo no qual estd sendo administrado. Para a
biépsia de linfonodo sentinela, a injecdo pode ser intersticial, subcutanea,
intradérmica ou intramuscular. Para hipertermia magnética, a solucdo pode ser
administrada por meio de qualquer um desses métodos de injecao ou através de
um cateter ou infusdo em uma regido do tecido, uma cavidade do corpo ou vaso.
[0054] Deve-se compreender que a ordem das etapas ou ordem para realizar
determinadas acdes é imaterial, desde que a invencé@o permaneca operacional.
Ademais, duas ou mais etapas ou acdes podem ser conduzidas
simultaneamente.

[0055] Aonde uma faixa ou lista de valores é fornecida, cada valor interveniente
entre os limites inferior e superior daquela faixa ou lista de valores é
individualmente contemplado e é abrangido pela invencao, como se cada valor
fosse especificamente enumerado no presente documento. Além disso, as faixas
menores entre e incluindo os limites inferior e superior de uma determinada faixa
sdo contempladas e abrangidas pela invencao. A listagem de valores ou faixas
exemplificadoras ndo é uma ressalva de outros valores ou faixas entre e

incluindo os limites inferior e superior de uma determinada faixa.
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REIVINDICACOES
1. SOLUCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECCAO DE
LINFONODO tendo uma osmolalidade de 80 mOsm/kg a 160 mOsm/kg
caracterizada por compreender:

13 mg/ml a 200 mg/ml de particulas superparamagnéticas; e

um osmodlito selecionado a partir de
- 0,01% em peso por volume a 0,6% em peso por volume de um
sal inorgéanico; ou
- 0,5% em peso por volume a 1,5% em peso por volume de um
glicol.

2. SOLUCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECGCAO DE
LINFONODO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por as particulas
superparamagnéticas serem éxido de ferro.

3. SOLUGCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECGCAO DE
LINFONODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada por compreender
entre 13 mg/ml e 53 mg/ml de particulas superparamagnéticas.

4. SOLUCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECCAO DE
LINFONODO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por o sal
inorganico ser selecionado do grupo que consiste em cloreto de sodio, cloreto
de potéssio, cloreto de magnésio, cloreto de amoénio, sulfato de sédio, fosfato de
sédio, fosfato de potassio, cloreto de célcio, sulfato de magnésio, acetato de
potassio e acetato de sodio.

5. SOLUCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECCAO DE
LINFONODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada por compreender
adicionalmente um excipiente.

6. SOLUCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECCAO DE
LINFONODO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por as particulas
superparamagnéticas serem revestidas.

7. SOLUGCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECGCAO DE
LINFONODO, de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizada por o

revestimento compreender dextrano.

Peticao 870210113661, de 07/12/2021, pég. 35/44



2/2

8. SOLUCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECCAO DE
LINFONODO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por o sal
inorganico ser cloreto de sodio.

9. SOLUCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECCAO DE
LINFONODO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por a suspensao
ser usada para a deteccdo de nodos sentinelas e compreender de 0,05% a 0,3%
em peso por volume do sal inorganico.

10. SOLUGCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECGAO DE
LINFONODO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por o glicol ser
propileno glicol.

11. SOLUGCOES HIPOSMOTICAS PARA A DETECGAO DE
LINFONODO, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada por a suspenséo
ser usada para o tratamento por hipertermia magnética e compreender de 20

mg/ml a 200 mg/ml das particulas superparamagnéticas.
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