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CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo prové um método de obtencdo de
vesiculas anfifilicas e vesiculas anfifilicas com dupla camada poliméricas,
positivamente carregadas contendo pelo menos dois ativos, com distintas
solubilidades (hidroséoluveis e lipossoluveis). Adicionalmente, o presente
pedido destina-se a composicoes farmacéuticas e/ou cosméticas contendo
as ditas vesiculas anfifilicas e suas aplicagbes como agente
antineoplasicos, antimicrobiano e antiinflamatério.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A nanotecnologia farmacéutica é a area das ciéncias
farmacéuticas envolvida no desenvolvimento, caracterizagdo e aplicagao de
sistemas terapéuticos em escala nanométrica ou micrométrica. Estudos
de tais sistemas tém sido realizados ativamente no mundo com o
proposito de direcionar e controlar a liberagao de farmacos (SAKATA, S.;
UCHIDA, K.; KAETSU, 1.; KITA, Y. Programming control of intelligent drug
releases in response to single and binary environmental stimulation
signals using sensor and electroresponsive hydrogel. Radiat. Phys. Chem.,
Amsterdam, v.76, p.733-737, 2007).

A aplicacdo da nanotecnologia para o tratamento, diagnédstico,
monitoramento e controle de sistemas biologicos foi recentemente
denominada "Nanomedicina" pelo National Institute of Health nos Estados
Unidos (MOGHIMI, S.M.; HUNTER, A.C.; MURRAY, J.C. Nanomedicine:
current status and future prospects. The FASEB J., v.19, p.311-330,
2005). Esta tecnologia surgiu nos anos 1960 com o desenvolvimento

inicialmente da microencapsulacgdo, técnica de transformacéo de liquidos
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(polimeros e outras substdncias) em pds com tamanho de particulas
micrométricas. A microencapsulaciao é bastante utilizada nas industrias
alimenticia, téxtil, farmacéutica e cosmética por permitir a protecdo de
substancias labeis e volateis, o controle da liberacao do farmaco,
contribuindo para a melhoria na biodisponibilidade e reducdo da dose
terapéutica e toxicidade. A microencapsulacdo serviu de modelo para
técnicas mais sofisticadas, agora em escala nanométrica, permitindo o
desenvolvimento de nanoparticulas.

A descoberta dos lipossomas na década de 1960 veio
aumentar a variedade de ferramentas para o desenvolvimento da
nanotecnologia farmacéutica com sistemas lipidicos para vetorizacdo de
farmacos (LASIC, D.D. Novel application of liposomes. Trends Biotechnol.,
Amsterdam, v.16, p.307-321, 1998). Atualmente sdo desenvolvidos
nanossistemas, tais como lipossomas e nanoparticulas, e microssitemas,
como microparticulas, emulsdées multiplas e microemulsoes (SILVA, G.A.
Introduction to nanotechnology and its applications to medicine. Surgical
Neurol.,, Amsterdam, v.61, p.216-220, 2004).

Lipossomas sdo vesiculas aquosas circundadas por bicamada
lipidica podendo servir como veiculo de farmacos a serem encapsulados
na cavidade aquosa da vesicula ou na bicamada lipidica (LASIC, D.D.
Novel application of liposomes. Trends Biotechnol.,, Amsterdam, v.16,
p-307-321, 1998). Nanoparticulas sédo particulas poliméricas na forma de
reservatorio (capsulas) ou matricial (matriz polimérica) nas quais o
farmaco esta encapsulado ou adsorvido na malha polimérica (BRIGGER,
I.; DUBERNET, C.; COUVREUR, P. Nanoparticles in cancer therapy and
diagnosis. Adv. Drug Del. Rev., Arlington, v.54, p.631-651, 2002).

Nos anos 1990 surgiram nanossistemas mais sofisticados
revestidos por polimeros hidrofilicos, denominados sistemas furtivos, que

permitem um tempo de circulacdo maior no organismo (GREF, R.;
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MINAMITAKE, Y.; PERACCHIA, M.T.; TRUBETSKOQOY, V.; TORCHILIN, V;
LANGER, R. Biodegradable long-circulating polymeric nanospheres.
Science, New York, v.263, p.1600-1603, 1994). Além dos sistemas furtivos,
sistemas contendo moléculas sinalizadoras na superficie denominada
sitio-especificos foram desenvolvidos com a finalidade do direcionamento
especifico de farmacos para células alvo (BARRAT, G.M. Therapeutic
applications of colloidal drug carriers. Pharma. Sci. Technol. Today,
Cambridge, v.5, p.163-171, 2000).

Entre as vantagens que os nanossistemas podem oferecer
destacam-se: a protecao do farmaco no sistema terapéutico contra
possiveis instabilidades no organismo, promovendo manutencédo de niveis
plasmaticos em concentracdo constante; o aumento da eficacia
terapéutica; a liberacao progressiva e controlada do farmaco pelo
éondicionamento a estimulos do meio em que se encontram (sensiveis a
variacao de pH ou de temperatura); a diminuicéo expressiva da toxicidade
pela reducao de picos plasmaticos de concentracdo maxima; a diminuicao
da instabilidade e decomposigao de farmacos sensiveis; a possibilidade de
direcionamento a alvos especificos (sitio-especificidade); a possibilidade de
incorporagcdo tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas nos
dispositivos; a diminuicdo da dose terapéutica e do numero de
administragées e aumento da aceitacédo da terapia pelo paciente. Embora
estas vantagens sejam significativas, alguns inconvenientes plausiveis nao
podem ser ignorados, como por exemplo, uma possivel toxicidade,
auséncia de biocompatibilidade dos materiais utilizados e o elevado custo
de obtencdo dos nanossistemas comparados com as formulacdes
farmacéuticas convencionais (VERMA, R.K.; GARG, S. Current status of
drug delivery technologies and future directions. Pharmac. Technol., v.25,
n.2, p.1-4, 2001; DUNNE, M.; BIBBY, D.C.; JONES, J.C.; CUDMORE, S.

Encapsulation of protamine sulphate compacted DNA in polylactide and



10

15

20

25

4/30

polylactide-co-glycolide microparticles. J. Control. Release, Amsterdam,
v.92, p.209-219, 2003; TAO, S.L.; DESAI, T.A. Microfabricated drug
delivery systems: from particles to pores. Adv. Drug Del. Rev., Arlington,
v.55, p.315-328, 2003).

Lipossomas, vesiculas aquosas formadas por bicamadas
concéntricas de fosfolipidios sao uma excelente forma de sistema de
liberacdo controlada de farmacos devido a sua flexibilidade estrutural
(tamanho, composicdo e fluidez da bicamada lipidica), como a sua
capacidade de incorporar variedade de compostos hidrofilicos (ANDRADE,
C.A.; CORREIA, S.M.T.S.; COELHO, L.C.B.B.; NASCIMENTO, S.C;
SANTOS-MAGALHAES, N.S. Antitumor activity of Cratylia mollis lectin
encapsulated into liposomes. Int. J. Pharm., Amsterdam, v.278, p.435-445,
2004) e hidrofébicos (PONTES, A.C.O.; CAETANO, M.N.P.; SANTOS-
MAGALHAES, N.S. Physicochemical characterization and antimicrobial
activity of benzathine penicillin G liposomes. S.T.P. Pharma Sci., Paris, v.9,
p-419-427, 1999), sendo os sistemas nanométricos mais estabelecidos
clinicamente para a entrega de farmacos citotéxicos, genes e vacinas
(DIEBOLD, Y.; JARRIN, M.; SAEZ, V.; CARVALHO, E.L.S.; OREA, M,
CALONGE, M.; SEIJO, B.; ALONSO, M.J. Ocular drug delivery by
liposome-chitosan nanoparticle complexes (LCS-NP). Biomaterials,
Amsterdam, v.28, n.8, p.1553-1564, 2006). Os lipossomas podem ter
tamanhos variados (20 nm até alguns micrometros) com espessura de
bicamada lipidica em torno de 6 nm. Os lipossomas como sistemas de
liberacéo controlada de farmacos nao apenas possibilitam a vetorizagao e
a protecao do farmaco, como também permitem o possivel direcionamento
para sitios especificos de células ou oérgdos (sitio-especificos)
(BERGSTRAND, N.; ARFVIDSSON, M.C.; KIM, J.M.; THOMPSON, D.H,;
EDWARDS, K. Interactions between pH-sensitive liposomes and model

membranes. Biophys. Chem., Amsterdam, v.104, p.361-379, 2003;
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SAPRA, P.; ALLEN, T. M. Ligant-target liposomal anticancer drugs. Prog.
Lipid Res., Amsterdam, v.42, p.439-462, 2003).

As infeccdes e as inflamagdes que acometem a regiao ocular
causam extremo desconforto e ansiedade aos pacientes. O tratamento via
sistémico, de forma geral, ndo permite que concentracao terapéutica do
ativo alcance a regido ocular. Assim sendo, a administracio tdpica
constitui tratamento de escolha, porém sua eficaicia pode ser
comprometida. As preparacdes convencionais, apds aplicacdo, sao
rapidamente removidas do globo ocular em funcdo dos mecanismos de
protecdo do olho. Além disso, a cornea atua como barreira contribuindo
para a reduzida concentracao do farmaco, nesse o6rgido. Dessa forma, o
farmaco veiculado, por tais preparagdes apresenta reduzida
biodisponibilidade. Essa indesejavel caracteristica conduziu pesquisadores
a busca de preparacoes inovadoras, com maior eficacia terapéutica.

Quanto as recentes estratégias, as utilizagées de sistema
coloidal nanoparticulado, assim como o uso de polimeros com propriedade
bioadesiva tém sido avaliadas. Essas estratégias visam o controle de
liberacdo do farmaco € o aumento do seu tempo de residéncia na regiao
ocular (AMRITE, A.C.; KOMPELLA, U.B. Size-dependent disposition of
nanoparticles and microparticles following subconjunctival
administration. J. Pharm. Pharmacol. v. 57, n. 12, p. 1555-1563, 2005;
BEJJANIA, R. A.; BEHAR-COHENA, F.; BENEZRA, D.; GURNY, R.; DELIE,
F. Polymeric nanoparticles for drug delivery to the posterior segment of the
eye. Chimia, v. 59, n.6, p. 344-347, 2005; BUCOLO, C.; MALTESE, A.;
PUGLISI, G.; PIGNATELLO, R. Enhanced ocular anti-inflammatory activity
of ibuprofen carried by an eudragit RS 100 nanoparticle suspension.
Ophthalmic Research, v. 34, n.5, p. 319-323, 2002; BUCOLO, C,;
MALTESE, A.; MAUGERI, F.; BUSA, B.; PUGLISI, G.; PIGNATELLO, R.

Eudragit RL 100 nanoparticle system for the ophthalmic delivery of
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cloricromene. J. Pharmacy Pharmacology, v. 56, n. 7, p. 841-846, 2004;
BUCOLO, C.; MALTESE, A.; PUGLISI, G.; PIGNATELLO, R. Enhanced
ocular anti-inflammatory activity of ibuprofen caried by na Eudragit RS
100® nanoparticle suspension. Ophthalmic Research, v. 34, n. 5, p.319-
323, 2002; CAVALLI, R.; GASCO, M.R.; CHETONI, P.; BURGALASSI, S.;
SETTONE, M.F. Solid lipid nanoparticles (SLN) as ocular delivery system
for tobramycin. Int. J. Pharm., v. 238, v.1-2, p. 241-245, 2002).

Entre os diferentes polimeros empregados na preparacgdo de
sistemas coloidais nanoparticulados, a quitosana tem demonstrado
adequadas caracteristicas para seu uso em preparagdes oftdlmicas. Tal
substancia € biodegradavel, biocompativel e apresenta bioadesividade.
Essa ultima importante caracteristica é decorrente de sua propriedade
catibnica, que permite sua interacao eletrostatica com as cargas negativas
da camada mucosa do globo ocular. Além disso, a quitosana apresenta
atividade antimicrobiana, propriedade cicatrizante, e ainda, apresenta
viscoelasticidade (DE CAMPOS, A. M.; SANCHEZ, A.; ALONSO, M.J.
Chitosan nanoparticles: a new vehicle for the improvement of the delivery
of drugs to the ocular surface. Application to cyclosporine A. Int. J.
Pharm., v. 224, n. 1-2, p. 150-168, 2001; DE CAMPOS, A. M.; SANCHEZ,
A.; GRET, R.; CALVO, P.; ALONSO, M.J. The effect of a PEG versus a
chitosan coating on the interaction of drug colloidal carriers with the
ocular mucosa. European J. Pharm. Sci, v. 20, p. 73-81, 2003; DE
CAMPOS, A. M.; DIEBOLD, Y., CARVALHO, E.L.S., SANCHEZ, A,
ALONSO, M.J. Chitosan nanoparticles as new ocular drug delivery
systems: in vitro stability, in vivo fate, and cellular toxicity. Pharm. Res. v.
21, n.5, p. 803-810, 2004; DE SALAMANCA, A.E., DIEBOLD, Y,
CALONGE, M., GARCIA-VAZQUEZ, C. CALLEJO, S., VILA, A., ALONSO,
M.J. Chitosan nanoparticles as a potential drug delivery system for the

ocular surface: Toxicity, uptake mechanism and in vivo tolerance.
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Investigative Ophthalmology & Visual Sci., v. 47, n.4, p.1416-1425, 2006).

Em geral, o uso tépico de preparagdes oftalmicas contendo
associagcao de antiinflamatério esteroidal e antibiético esta indicado nas
infecgdes superficiais como conjuntivites, ceratoconjuntivites e blefarites
bacterianas tendo em vista que tais ativos ndo penetram nas estruturas
mais internas do olho.

No caso de infeccdes intra-oculares (endoftalmites), essas
devem ser tratadas com associacido de antimicrobianos e, ministrados, na
forma de injecdo do medicamento, no humor vitreo. Tal procedimento deve
ser realizado por especialista, sendo também indicada a vitrectomia
parcial (remocdo do humor vitreo) na dependéncia da gravidade da
infeccao (LAVINSKY, J.; FIOR, O.; GOLDHARDT. R.; DEI RICARDI, L.M.
Complications of lens displacement into the vitreous cavity. Arq. Bras.
Oftalmol., Sao Paulo, v. 65, n. 4, 2002; SERRACARBASSA, P.D;
SERRACARBASSA, L.L.; RODRIGUES, L.D. Intravitreous antibiotics. Arg.
Bras. Oftalmol., Sao Paulo, v. 66, n. 4, 2003).

Dessa forma, o desenvolvimento de produto tépico ocular que
permita adequada biodisponibilidade dos farmacos, nas estruturas
externa e interna do olho, constitui tendéncia terapéutica no que se refere
ao tratamento de infeccdes oculares.

As preparacgdes oftalmicas convencionais, apds aplicagdo, sao
rapidamente removidas do globo ocular em funcdo dos mecanismos de
protecdao do olho. Além disso, a cérnea atua como barreira contribuindo
para a reduzida concentracdo do farmaco, nesse é6rgao. Dessa forma, os
ativos veiculados por tais preparagoes apresentam reduzida
biodisponibilidade. Essa indesejavel caracteristica conduziu pesquisadores
a busca de preparagdes inovadoras, com maior eficacia terapéutica.

O pedido de patente PI 8802279 refere-se ao processo de

preparagdo de particulas de polimeros com moléculas anfifilicas
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implantadas na sua superficie portando grupos ionégenos ou reativos a
particulas ou dispersbes aquosas de particulas.

A patente européia EP 860.166 trata de nanoparticulas {(com
uma dimensao nanométrica € um carater hidrofilico), também chamado
nanoesferas ou latex. Tais sistemas coloidais sdo compostos por uma
combinacdo de polimeros hidrofilicos e um ingrediente ativo com um
elevado peso molecular (macromolécula ativa, massa molecular mais
elevada do que 1.000 daltons).

A patente americana US 6.916.488 pleiteia copolimeros que
sdo macromoléculas compostas por dois ou mais tipos distintos de
unidade de repeticdo (mondémero). Os copolimeros (dibloco e tribloco)
apresentam caracteristicas hidrofébicas e hidrofilicas.

A patente americana US 6.616.946 trata de particulas
poliméricas para a disponibilizacdo de ativos em diferentes estados de
permeabilidade através de copolimeros anfifilicos em triblocos (ABA ou
BAB), sendo (A) a por¢ao hidrofilica e (B) a porgao hidrofobica.

Mediante todo o exposto, a Depositante, de forma inesperada
desenvolveu um processo de obtencao de vesiculas anfifilicas, com dupla
camada polimérica, positivamente carregada para administracdo
simultanea de diversos agentes ativos.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 mostra a visualizagdo grafica dos (a) valores de
diametro (nm) e (b) dos valores de potencial zeta (mV), sendo os valores
relativos aos dados apresentados na Tabela 4.

A figura 2 representa a microscopia eletrénica de transmissao
relativa as nanocapsulas contendo acetato de dexametasona (0,1% p/v),
sendo (a) SOK e (b) 120K.

A figura 3 descreve a probabilidade normal, valores ajustados,

histograma e valores residuais do potencial zeta relativo ao ensaio para a
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otimizagdo da dispersdao da quitosana utilizada no revestimento de
nanocapsulas contendo acetato de dexametasona.

A figura 4 propoe a probabilidade normal, valores ajustados,
histograma e valores residuais do diametro relativo ao ensaio para a
otimizacdo da dispersdo da quitosana utilizada no revestimento de
nanocapsulas contendo acetato de dexametasona.

A figura S revela o grafico de contorno relativo ao diametro no
ensaio para a otimizagdo de dispersdo de quitosana no revestimento de
nanocapsulas contendo acetato de dexametasona, sendo os valores
validos de polimixina de 1,5 e A <300; B de 300 a 325; C de 325 a 350; D
de 350 a 375; E de 375 a 400; F de 400 a 425; G de 425 a 450 ¢ H > 450.

A figura 6 mostra o grafico de contorno relativo ao potencial
zeta no ensailo para a otimizacdo de dispersdo de quitosana no
revestimento de nanocapsulas contendo acetato de dexametasona, sendo
o valor fixo de polimixina de 1,5e A <3;Bde3a6;Cde6a9;Dde9a
12;Ede 12a15e F > 15, |

A figura 7 representa a superficie de resposta relativa ao
diametro no ensaio para a otimizagdo de dispersdao de quitosana no
revestimento de nanocapsulas contendo acetato de dexametasona, com
valores validos de sulfato de polimixina de 1,5.

A figura 8 ilustra a superficie de resposta relativa ao potencial
zeta no ensaio para a otimizagdo de dispersao de quitosana no
revestimento de nanocapsulas contendo acetato de dexametasona, com
valor fixo de sulfato de polimixina de 1,5.

A figura 9 descreve os valores otimizados da dispersao de
quitosana e concentracdo final dessa dispersdo na suspensadao de
nanocapsulas contendo acetato de dexametasona para as respostas
diametro e potencial zeta.

A figura 10 exibe a visualizacdo grafica dos valores de
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diametro (nm) relativos aos dados apresentados na Tabela 11.

A figura 11 apresenta a visualizacado grafica dos valores de
potencial zeta (mV) (b) relativos aos dados apresentados na Tabela 11.

A figura 12 mostra a microscopia eletrénica das nanocapsulas
contendo acetato de dexametasona revestidas quitosana, sendo (a) S0K e
(b) 120K.

A figura 13 apresenta a microscopia eletrénica das
nanocapsulas contendo acetato de dexametasona revestidas com
quitosana, e com sulfato de polimixina B, sendo (a) SOK e (b) 120K.

A figura 14 descreve a curva padrdo relativa ao ensaio
empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a
determinacdo da taxa de associacdo do acetato de dexametasona a
nanocapsula, sendo y = 35073x + 5133,6 € R2 = 0,9991.

A figura 15 apresenta a ilustracédo representativa da possivel
nanoestrutura obtida. contendo acetato de dexametasona e sulfato de
polimixina B.

DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invencao prové um método de obtencao de
vesiculas anfifilicas e vesiculas anfifilicas com dupla camada poliméricas,
positivamente carregadas contendo pelo menos dois ativos, com distintas
solubilidades (hidrossoltuiveis e lipossoluveis). Adicionalmente, o presente
pedido destina-se a composicdes farmacéuticas e/ou cosméticas contendo
as ditas vesiculas anfifilicas e suas aplicagbes como agente
antineoplasicos, antimicrobiano e antiinflamatério.

Em uma primeira realizacdo o presente pedido destina-se ao
método de obtencdo de vesiculas anfifilicas através da precipitacdao do
polimero pré-formado que consiste nas etapas de (a) adicido da fase
organica contendo polimeros de caprolactonas e polissacarideos catidnicos

sobre a fase aquosa contendo pelo menos um agente tensoativo hidrofilico
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etoxilado, preferencialmente, sob agitacdo de cerca de 250 rpm,
temperatura entre 37 e 40°C por 60 minutos, seguidos pela eliminac¢ao do
solvente e parte da agua, (b) revestimento da vesicula nanométrica com
biopolimero, com concentracdes da dispersdo coloidal de quitosana de
cerca de 1,87% (p/v) e da concentracéo final de cerca de 0,497% (v/v), sob
agitacdo de S0 rpm por cerca de 60 minutos, na suspensao contendo as
nanocapsulas, (c) incorporacdo de polipeptideos, preferencialmente,
sulfato de polimixina B.

A fase organica da presente invengdo pode conter lactonas,
tais como, polimeros de caprolactona, preferencialmente, poli(e-
caprolactona) (PCL), acido latico e glicdlico, tais como, polimeros dos
acidos latico e glicélico, preferencialmente, poli(acido lactico-co-glicélico)
(PLGA) e poli(acido latico) (PLLA), acetona e outros solventes organicos tais
como 4alcoois isolados e/ou em combinacdo com acetona,
preferencialmente, acetona, &acidos céaprico e caprilico, tais como,
triglicerideos dos acidos caprico/caprilico, preferencialmente, mistura dos
triglicerideos dos acidos caprico e caprilico, acidos oléico, miristico,
linoléico, linolénico, estearico, palmitico, eicosanéico, eicosendico, laurico,
butirico. Ainda podem ser utilizados, na fase orgénica, 6leos vegetais, tais
como, Oleos de castanha do Brasil, agai, buriti, pequi, tucuma, urucum,
maracuja, coco de babacu, oliva, girassol, soja, arroz, gergelim, palma,
améndoas doces, manteigas de cacau, manteiga de cupuacu, manteiga de
murumuru e manteiga de ucutiba. Além dos componentes descritos a fase
organica pode conter agentes tensoativos lipofilicos, tais como,
monoestearato e monooleato de sorbital, alcool estearilico etoxilado com 2
e 20 mols de oxido de eteno, alcool cetoestearilico com 20 mols de 6xido de
eteno, mistura de éster graxo e acido graxo etoxilado e mistura de alcool
graxo etoxilado, fosfolipideos e/ou lecitina soja.

Entre os diferentes polimeros empregados na preparagao de
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sistemas coloidais nanoparticulados, a quitosana (biopolimero) demonstra
caracteristicas adequadas, pois € uma substincia biodegradavel,
biocompativel e apresenta bioadesividade. A bioadesividade é decorrente
de sua propriedade catiénica, que permite sua interacao eletrostatica com
as cargas negativas da camada a ser aplicada. Opcionalmente, também
podem ser utilizados, no revestimento, alginato, acido hialurénico,
polissacarideos de origem microbiana ou nao e/ou quitina.

A fase aquosa do presente pedido de patente pode conter
agentes tensoativos hidrofilicos etoxilados, tais como, monolaurato de
sorbitano etoxilado, monoestearato de sorbitano etoxilado e monooleato de
sorbitano etoxilado, preferencialmente, monoestarato de sorbitano
etoxilado.

Os ingredientes ativos da fase organica podem ser escolhidos
entre dexametasona (como agente antiinflamatorio), antiglaﬁcomas,
antihipertensivos, antimalaricos e demais antiprotozoarios,
imunossupressores, vitaminas, antivirais, analgésico-antipiréticos,
horménios e antagonistas de hormc‘)nios, hipnéticos e sedativos,
antidepressivos, ansioliticos, anestésicos locais e gerais, antiarritmicos,
diuréticos, antieméticos, agentes anticolinesterasicos, simpaticomiméticos
e antagonistas dos receptores adrenérgicos, agonistas e antagonistas dos
receptores da serotonina, cardioténicos, antiillcera e anti-secretora acida,
anti-hipercolesterolémicos, antidiarréicos, além de DNA, gene e peptideos.

Ja na fase de revestimento, os ativos podem ser escolhidos
entre vacinas, antivirais e antiparasitarios derivados de interferon,
antidiabéticos, antimicrobianos, como derivados de prata, agentes
antitumorais, por exemplo, derivados de platina e aminoacidos, agentes
antireumaticos, tais como, derivados de ouro e¢/ou outros metais nobres,
antineoplasicos incluindo os de base de aminoacidos, antagonistas de

bradicinina, antimicrobianos e/ou antiinflamatérios a base de peptideos
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de origem sintética e/ou natural.

O solvente constituido de acetona, etanol e/ou mistura entre
acetona e etanol e parte da agua (entre 20 e 150 mL) sdo eliminados com
um evaporador rotatério e o volume da suspensdo ajustado em balédo
volumétrico. Ap6s a preparagdo, o didmetro e a polidispersao das
nanocapsulas obtidas foram determinados assim como o potencial zeta.
Adicionalmente, realiza-se uma analise morfologica das nanoparticulas
empregando microscopia eletronica de transmissao (MET).

O potencial zeta das nanoestruturas é e +22,80 mV e o
didmetro de aproximadamente 390 nm.

De forma particular, a presente invengao trata da associacéo
do sulfato de polimixina B (polipeptidio), na camada duplo-polimérica
(quitosana+poli-e-caprolactona), utilizando complexo pré-formado de
quitosana-polimixina B. Esse complexo foi adicionado, sob agitacao, as
nanocapsulas contendo acetato de dexametasona. A velocidade para a
realizacao do processo de obtencdo da dita vesicula varia de 30 a 250 rpm,
preferencialmente, 50 rpm e o tempo de agitacdo de cerca de 10 a 120
minutos, preferencialmente, 60 minutos para a efetiva associagdo do
polipeptidio a nanoestrutura.

Os peptideos utilizados na presente invencdo sdo escolhidos
entre peptideos de origem natural e/ou sintética, tais como T-2022, um
peptideo sintético composto de 36 aminoacidos, gomesina, agente
tensoativo pulmonar natural exégeno de origem suina, decapeptideos com
atividade antimicrobiana, peptideos altamente ativos biologicamente e
farmacologicamente, como, por exemplo, para o tratamento da doenca
relacionada a sarcoidose; peptideo beta-amiléide, filosseptina-1 (PS-1),
antimicrobiano pertencente a familia de peptideos catiénicos denominados
filosseptinas, encontrado na secrecdo cutanea da perereca Phyllomedusa

hypochondrialis entre outros peptideos com atividade biolégica e
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farmacolégica derivados de fontes biolégicas ou sintéticos. As quantidades
desses peptideos podem variar de 3.000UI/mL a 6.000UI/mL.

Em uma segunda realizagdo o presente pedido refere-se
especificamente as vesiculas anfifilicas, positivamente carregadas, obtidas
pelo processo anteriormente descrito, apresentando diametro de 100nm a
750nm, em particular, entre 300nm e 600nm, preferencialmente entre
450nm e 550nm. Dessa forma, tais vesiculas sdo denominadas como
nanovesiculas anfifilicas positivamente carregadas.

Ainda a nanovesicula da presente invengao apresenta uma
taxa de associacdao e/ou eficiéncia de encapsulamento do acetato de
dexametasona que varia de 90% (p/v) a 100% (p/v) em seu nucleo oleoso,
que é compreendido por triglicerideos dos acidos caprico/caprilico.

O revestimento das nanocapsulas com quitosana contendo
acetato de dexametasona apresenta concentracoes de 1,0 a 3,0% p/v,
particularmente, 1,87% (p/v) para a concentragdo da dispersdo coloidal de
quitosana e¢ 0,2 a 0,5% v/v, particularmente, 0,497% (v/v) para a
concentracao final da mesma, na suspensao contendo as nanocapsulas.

A nanoestrutura do presente pedido ainda oferece uma
caracteristica especial, de camada duplo-polimérica, carreadora
simultanea de ativos com caracteristicas hidrofilicas (polipeptideos) e
hidrofébicas (corticéides) sendo a mesma positivamente carregada.

A taxa de associacdo do sulfato de polimixina B alcangou
indice superior a 50%.

As nanoestruturas revestidas com quitosana contendo acetato
de dexametasona e sulfato de polimixina B apresentaram potencial zeta
positivo de aproximadamente +10,00 a +25,00 mV, particularmente,
+17,00 mV.

Ainda a nanoestrutura da presente invengao se apresenta com

pH préoximo a neutralidade entre 5,5 a 7,5, preferencialmente 6,8.
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Como formulacao opcional a nanoestrutura apresenta uma
propriedade de tempo de residéncia em sua aplicagdo na qual gera a
possibilidade de liberagdao controlada, prolongada e/ou modificada dos
ingredientes ativos usados na nanovesicula.

Em uma terceira realizacdo a presente invencao pleiteia
composi¢coes farmacéuticas e/ou cosméticas contendo as ditas
nanoestruturas. Tais composi¢cdées podem ser pds, capsulas, comprimidos,
comprimidos revestidos e drageas; p6 compactado (sombra para olhos; pd
facial) e ndo compactado (talco, amido, polvilho e sais de banho) pomadas,
cremes, supositorios e ovulos, batom, desodorante e antitranspirante,
protetor solar e sombra para olhos, emulsdes e suspensdes, mascara,
protetor solar, produtos para barba e pés-barba, esmalte, antissépticos,
errinos, otoldgicos, gotas orais e xaropes, xampu, tdnico capilar, ténico
facial, removedor de maquiagem, removedor de esmaltes, colirios,
injetaveis de pequeno e grande volume, preferencialmente em suspensoes
e pomadas oftalmicas, porém néao se limitando a estes.

As nanoestruturas, de forma particular, foram empregadas em
suspensoes oftdlmicas para o tratamento de infec¢des oculares causadas
por bactérias gram-negativas acompanhadas por reacao inflamatoéria.

Por fim, o presente pedido indica o uso das ditas
nanoestruturas como agentes antineoplasicos, antimicrobiano e
antiinflamatoério em composigdes farmacéuticas e/ou cosméticas.

EXEMPLOS

PREPARACOES DAS NANOCAPSULAS CONTENDO ACETATO DE DEXAMETASONA E

SULFATO DE POLIMIXINA B REVESTIDAS COM QUITOSANA

O processo de obtencdo das nanovesiculas anfifilicas,
positivamente carregadas, se da através das etapas de (a) precipitacao de
polimero pré-formado, (b) preparacdo da dispersdo de revestimento das

nanovesiculas contendo biopolimero e o ativo hidrofilico e (c) revestimento
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das nanovesiculas.

Na etapa (a) realizou-se adicdo da fase orgéanica na fase
aquosa foi efetuada apoés completa dissolucdo do polimero (1 hora sob
agitacdo a 250 rpm e temperatura entre 37 a 40°C). A etapa (b) de
preparacao da dispersdao de revestimento das nanovesiculas contendo
biopolimero (quitosana) e o ativo hidrofilico (sulfato de polimixina B) foi
preparada empregando quitosana com baixo peso molecular e grau de
acetilacdo minimo de 85%. Quantidade igual a 1,87 g do biopolimero foi
dispersa em 100 mL de agua purificada, sob agitagcdo, empregando
agitador magnético (200 rpm), por 15 minutos. O pH foi ajustado para
valor aproximadamente igual a 5,0 empregando acido cloridrico 0,1 N.

Em 25 mL da dispersao obtida (1,87% p/v) foi adicionada
aliquota de 0,1 mL de solucao aquosa contendo 600.000 Ul de sulfato de
polimixina resultando em concentrac¢ao final de 24.000 Ul/mL de sulfato
de polimixina na dispersdo. O sistema (quitosana + polimixina B) foi
submetido a agitacdo magnética com velocidade de 50 rpm, por periodo de
60 minutos.

Quanto ao revestimento das nanovesiculas, utilizando a
dispersao previamente obtida, uma aliquota de 2,5 mL do complexo
formado na etapa anterior (quitosana + polimixina B) foi transferida para
7,5 mL de suspensdo de nanocapsulas. A mistura foi submetida a
agitacdo por 1 hora a 50 rpm. A concentracdo final de quitosana e de
sulfato de polimixina B na suspensdo de nanocapsulas foi de,
respectivamente, 0,5% (v/v) (2,5 mL da dispersao a 2% p/v contém 0,05 g
de quitosana) e 6.000 Ul/mL (2,5 mL do complexo quitosana+polimixina B
contém 60.000 Ul/mL). Dessa forma, o volume final do produto obtido (10
mL) contém 0,5% (v/v) de quitosana e 6.000 Ul/mL de sulfato de
polimixina B.

Em geral, para a obtengdo das nanocapsulas contendo
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dexametasona foi utilizado o método de precipitacido de polimero pré-
formado que consiste na adi¢do, sob agitagao, da fase organica contendo o
acido poli (ge-caprolactona) (PCL), a acetona, a dexametasona € a mistura
de triglicerideos dos acidos caprico/caprilico, sobre fase aquosa contendo
polissorbato 80 (Tabela 1).

A eliminacdo do solvente e parte da agua foi efetuada
empregando evaporador rotatério e o volume da suspensdo foi ajustado
em baldo volumétrico. Apés a preparagiao, o didmetro e a polidispersao das
nanocapsulas obtidas foram determinados assim como o potencial zeta.
Adicionalmente foi realizada a analise morfolégica das nanoparticulas
empregando microscopia eletronica de transmissao (MET).

CARACTERIZACAO FiSICA DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS CONTENDO

ACETATO DE DEXAMETASONA

A caracterizacdo fisica das suspensodes foi efetuada conforme
descrito por SCHAFFAZICK e seus colaboradores (SCHAFFAZICK, S.R;
GUTERRRES, S.S.; FREITAS, L.L.; POHLMANN, A.R. Caracterizacdo e
estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos nanoparticulados para
a administracao de farmacos. Ver. Quim. Nova, v.26, n.5, 2003).

MicrROScOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A analise morfolégica (superficie e forma) das microparticulas
foi realizada empregando microscopia eletronica de varredura. As
nanoparticulas foram previamente metalizadas com ouro.

DISTRIBUICAO DO TAMANHO DE PARTiCULA

O diametro das particulas em suspensao foi determinado por
espalhamento de luz dinamica diluindo-se as amostras e observando-se a
luz espalhada em angulo de 90°C. Os resultados corresponderam a meédia
de 3 (trés) determinag¢des. O tamanho das particulas foi determinado
empregando equipamento Zetasizer 3000. As amostras foram medidas em

suspensao, apos a preparacao.
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POTENCIAL ZETA

O potencial zeta foi medido empregando equipamento
Zetasizer 3000. As amostras foram diluidas em agua destilada estéril
antes da medicao visando a otimizacao da intensidade do sinal. Para cada
amostra foram efetuadas 10 (dez) medi¢des, e a média resultante foi
utilizada nos calculos adicionais.

A tabela 1 abaixo mostra a férmula das nanocapsulas obtidas
pelo método de precipitacdo contendo acetato de dexametasona para

volume final de 10, 50 e 100 mL.

TABELA 1

FASE ORGANICA

Volume (mL)
Componentes

10 50 100

Peso (g)
Poli(e-caprolactona) 0,1000 | 0,5000 1,0000
Monoestearato de sorbitan (span 60) 0,0770 10,3850 |0,7770

Triésteres de glicerol dos acidos caprico e
0,3333 | 1,6665 |3,3333

caprilico (Myglyol®)

Acetato de dexametasona 0,0100 0,0500 0,1000
Acetona P.A. (mL) 27,0 135,0 270,0
FASE AQUOSA
Componentes Volume (ml)
10 50 100
Peso (g)
Polissorbato 80 0,0770 0,3850 0,7770
Agua purificada (mL) 53,0 265,0 530,0

OTIMIZACAO DA DISPERSAO DE QUITOSANA PARA O REVESTIMENTO DAS

NANOCAPSULAS CONTENDO ACETATO DE DEXAMETASONA

Para o revestimento foi empregada quitosana com baixo
peso molecular e grau de acetilacdo minimo de 85%. Quantidade igual a

2,0, 3,0 € 4,0 g do biopolimero foi dispersa em 100 mL de agua purificada,




10

15

20

25

19/30

sob agitacao, empregando agitador magnético (200 rpm), por 15 minutos.
O pH foi ajustado para valor aproximadamente igual a 5,0 empregando

acido cloridrico 0,1 N.
O planejamento fatorial utilizado para a otimizagao foi

constituido de variaveis continuas e categéricas, com diferentes niveis.
Foram utilizados trés e quatro niveis respectivamente para a concentragao
da dispersao de quitosana (2,0; 3,0 ¢ 4,0% p/v) e para a concentragdo
final da quitosana na férmula (0,2; 0,3; 0,4 € 0,5% v/v). Para a variavel
categorica foram incluidos apenas dois niveis: presenga ou auséncia de
sulfato de polimixina B a 6.000 UI/mL, conforme apresentado na Tabela
2. A analise estatistica foi efetuada empregando software Minitab® verséo
15.

Além disso, foram efetuados ensaios preliminares tendo em
vista a obtencdo das melhores condigées para o revestimento. Dessa
forma, a adigao de quitosana (concentragdes indicadas na Tabela 2) na
suspensao de nanocapsulas foi efetuada da seguinte forma: de cada
disperséo obtida (2,0, 3,0 € 4,0% p/v) foi transferida aliquota visando
concentracao final na suspensao de 0,2, 0,3, 0,4 € 0,5% v/v. Apds adicéao,
o sistema foi submetido a agitacdo magnética por 1 hora com velocidade
de agitacado de 50 rpm. Para os ensaios prevendo a adi¢do de sulfato de
polimixina B, preparou-se solugdo concentrada do antimicrobiano
(600.000 UI/0,1mlL). Aliquota de 0,1 mL dessa solugao foi transferida para
100 mL de dispersdao de quitosana (2,0 3,0 e 4,0% p/v). O sistema
permaneceu sob agitacdo magnética com velocidade de 50 rpm, por
periodo de 60 minutos. Apos esse periodo foi transferida aliquota visando

concentragao final na suspensao de 0,2, 0,3, 0,4 € 0,5% v/v. Apds adicéo,



o sistemna foi submetido a agitacdo magnética por 1 hora com velocidade

de agitacédo de SO rpm.

A tabela 2 refere-se a matriz de ensaio para a otimizagao da
dispersdo de quitosana no revestimento de nanocapsulas contendo

acetato de dexametasona. Onde PDI: polidispersdo; N: nimero do ensaio e
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Sulfato de Polimixina: (1) ausente e (2): presente a 6.000 UI/mL

TABELA 2

) Dispersao %(v/v) Quitosana Sulfato de
N Quitosana (%p/v) Férmula Polimixina
1 3,0 0,4 1
Q 2,0 0,4 1
3 3,0 0,5 1
4 1,0 0,3 1
5 1,0 0,2 1
6 1,0 0,4 2
7 3,0 0,4 1
8 1,0 0,4 1
9 1,0 0,5 2
10 2,0 0,2 1
11 3,0 0,3 1
12 2,0 0,3 2
13 2,0 0,3 1
14 2,0 0,5 1
15 1,0 0,2 2
16 1,0 0,5 1
17 3,0 0,5 2
18 3,0 0,4 2
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19 3,0 0,2 1
20 1,0 0,3 2
21 2,0 0,4 2
22 2,0 0,2 2
23 3,0 0,2 2
24 2,0 0,5 2

ASSOCIACAO DO SULFATO DE POLIMIXINA B A CAMADA DE QUITOSANA DA

NANOCAPSULA CONTENDO ACETATO DE DEXAMETASONA

Com relagédo a adicao do sulfato de polimixina B visando sua
associacdo a camada de quitosana, foi efetuado o seguinte procedimento:
transferiu-se volume adequado de dispersdo de quitosana a 2,0% (p/v) de
forma a alcancar concentracao final na preparacao igual a 0,5% (v/v).
Nesse volume, foi adicionado sulfato de polimixina B visando
concentracao final de 6.000UI/mL. Homogeneizou-se a dispersao
empregando velocidade de S0 rpm, por 1 hora. Apds esse periodo
adicionou-se volume adequado de suspensido de nanocapsulas contendo o
acetato de dexametasona e homogeneizou-se por 1 hora com velocidade de
agitacdo de 50 rpm. Apds a adicao de sulfato de polimixina B na
suspensao de nanocapsulas, foi efetuada a determinacéo do diametro, da
polidispersao e do potencial zeta da preparacao obtida. Adicionalmente foi
realizada a analise morfolégica das nanoparticulas empregando

microscopia eletronica de transmissao (MET).

COMPARATIVO DAS CARACTERISTICAS FiSICAS DAS NANOCAPSULAS

Foram preparadas trés diferentes suspensdes: nanocapsulas
contendo acetato de dexametasona 0,1% (p/v) (1); nanocapsulas contendo
acetato de dexametasona 0,1% (p/v) revestidas com quitosana (2); e
nanocapsulas contendo acetato de dexametasona 0,1% p/v e sulfato de

polimixina B (6.000 Ul/mL) associado a quitosana (3). As suspensdes
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foram preparadas conforme descrito anteriormente, empregando

concentragao otimizada para o revestimento com quitosana.

DETERMINACAO DA TAXA DE ASSOCIACAO DO ACETATO DE DEXAMETASONA

EMPREGANDO CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A concentracdo de acetato de dexametasona ligado ao sistema
nanoparticulado foi avaliada por meio de centrifugacdo das particulas em
suspensao a 14.000 rpm por 2 horas. Amostra do sobrenadante (teor do
farmaco nao ligado a particula) foi analisada empregando método
tradicional. Para a dexametasona foi utilizado método por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE).

DETERMINACAO DA TAXA DE ASSOCIACAO DO SULFATO DE POLIMIXINA B

EMPREGANDO METODO MICROBIOLOGICO

O ensaio para a determinacdo da taxa de associacao do
sulfato de polimixina B foi efetuado conforme compéndio oficial (USP

XXVI).

Foram efetuados ensaios ‘comparativos abrangendo amostras
preparadas da seguinte forma: (1) nanocapsulas contendo acetato de
dexametasona (0,10% p/v) revestida com quitosana. A adicdo de sulfato
de polimixina (6.000 Ul/mL), na suspensao de nanocapsulas, foi efetuada
imediatamente antes do ensaio empregando agitacdo manual até a
completa dissolugao do pd; (2) nanocapsulas contendo acetato de
dexametasona (0,10% p/v) revestida com quitosana associada ao sulfato
de polimixina B (6.000UI/mL), preparadas conforme descrito
anteriormente; (3) sobrenadante da suspensao de nanocapsulas contendo
acetato de dexametasona revestidas com quitosana associada ao sulfato
de polimixina B (6.000 Ul/mL), apds centrifugacdo a 14.000 rpm, por
periodo de 2 horas; (4) nanocapsulas contendo acetato de dexametasona

(0,10% p/v) revestida com concentragdo otimizada de quitosana, sem a
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adicao de sulfato de polimixina B (controle).

A taxa de associacao do sulfato de polimixina B foi calculada
pela diferenca entre os resultados obtidos da suspensio contendo 100%
do antimicrobiano nao-associado, e, portanto, livre (1) e da suspensédo

contendo o antimicrobiano associado (3).

PREPARACAO DA SUSPENSAO OFTALMICA CONTENDO NANOCAPSULAS REVESTIDAS

COM QUITOSANA CONTENDO ACETATO DE DEXAMETASONA E SULFATO DE

POLIMIXINA B

A preparacdao da suspensdao contendo as nanocapsulas foi
efetuada de forma asséptica. Os componentes abaixo (Tabela 3),
excetuando-se o conservante € o polimero, foram homogeneizados
empregando agitacdo magnética (300 rpm) por 20 minutos. Para essa
solugdo empregou-se 45 mL de agua destilada. A solugdo foi esterilizada
por filtracdo empregando membrana com tamanho de poro de 0,22 ym e
diametro de 45 mm. Volume de 45 mL de dispersao de
hidroxipropilmetilcelulose (hypromellose} a 0,50% (p/v) estéril
(esterilizacdo a vapor 121°C por 20 minutos) foi adicionado a solucéo.
Apo6s adicdo do conservante, a dispersdo foi homogeneizada por 15
minutos empregando agitador magnético (300 rpm). Aliquota de 10 mL
contendo as nanocapsulas foi transferida para essa dispersdo. A
suspensao obtida foi homogeneizada por 10 minutos empregando agitador

magnético (300 rpm).

A tabela 3 descreve uma formulagdo basica relativa a
suspensao oftadlmica contendo nanocapsulas contendo acetato de
dexametasona a 0,1% (p/v) e sulfato de polimixina B 6000 UI/mL

revestidas com quitosana.

TABELA 3

FORMULACAO BASICA - SUSPENSAO OFTALMICA
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Componentes Funcao Quantidade (g)
Hypromellose agente suspensor 0,250
Polissorbato 20 agente tensoativo 0,025
Fosfato de potassio
agente tamponante 0,823
monossoédico
Fosfato de potassio
agente tamponante 0,179
dissodico
Cloreto de sodio agente isotonizante q.s.
Cloreto de benzalconio conservante 0,01
Agua destilada q.s.p 100 mL

AVALIACAO DA ISOTONICIDADE

A isotonicidade das suspensdoes foi determinada pelo
abaixamento crioscopico, apés 7 dias da preparagdo empregando
equipamento DigiMatic Osmometer modelo 3D. Para isso foi utilizado
volume de 10 mL de amostra previamente homogeneizada, em duplicata.

DETERMINACAO DO PH DA SUSPENSAO

Os valores de pH das suspensdes foram obtidos empregando
potencidmetro Micronal modelo B474, a temperatura de 25°C,
imediatamente apos o término da preparacéo e apds 7 dias. Para isso sera
utilizado volume de 10 mL de amostra previamente homogeneizada, em

duplicata.
RESULTADOS

A tabela 3 apresenta os resultados relativos a caracterizagédo
fisica das nanocapsulas contendo acetato de dexametasona
imediatamente apés a preparacao.

A tabela 4 mostra a média do diametro, da polidispersao e do

potencial zeta das nanocapsulas contendo acetato de dexametasona.
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TABELA 4
N | Diametro | Polidispersao | Potencial Zeta
1 247,2 0,124 -7,16
2 250,1 0,089 -8,50
2 245,8 0,153 -7,12

A tabela S5 apresenta os resultados do estudo para a

otimizacdo da concentracao de quitosana para o revestimento da

nanocapsula contendo acetato de dexametasona. Ainda a tabela 5

apresenta os valores de diametro, da dispersédo do diametro e do potencial

zeta relativa a matriz de ensaio para a otimizagao de dispersao de

quitosana no revestimento de nanocapsulas contendo acetato de

dexametasona, sendo PDI: polidispersao; N: nimero do ensaio e Sulfato de

polimixina: (1) ausente e (2) presente a 6.000 Ul/mL

TABELA 5
Dispersao % (v/v)

Sulfato de | Diametro Potencial
N | Quitosana | Quitosana PDI

polimixina (nm) Zeta (mV)

(% p/v) Formula

1 3,0 0,4 1 292,2 0,293 5,17
2 2,0 0,4 1 309,2 0,571 22,70
3 3,0 0,5 1 299,8 |0,261 9,83
4 1,0 0,3 1 294,7 10,268 8,93
5 1,0 0,2 1 281,5 0,275 10,86
6 1,0 0,4 2 388,1 0,633 0,48
7 3,0 0,4 1 292,2 0,293 5,17
8 1,0 0,4 1 293,3 0,241 20,52
9 1,0 0,5 2 301,6 0,411 4,50
10 2,0 0,2 1 432,8 |0,300 11,58
11 3,0 0,3 1 292,0 0,326 14,27
12 2,0 0,3 2 625,9 0,757 8,10
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13 2,0 0,3 1 203,0 |0,403| 12,44
14 2,0 0,5 1 296,0 |0,571| 22,70
15 1,0 0,2 2 425,9 |0,585| -1,97
16 1,0 0,5 1 284,2 (0,302 | 18,80
17 3,0 0,5 2 421,9 10,522 | 0,38
18 3,0 0,4 2 377,4 |0,572| 2,70
19 3,0 0,2 1 298,0 |0,365| 11,12
20 1,0 0,3 2 380,1 |0,480| -1,41
| 21 2,0 0,4 2 341,4 |0,514| 13,53
22 2,0 0,2 2 586,1 |0,837| 7,04
23 3,0 0,2 2 690,3 |0,756 | 7,10
24 2,0 0,5 2 410,1 |0,640| 13,57

A tabela 6 apresenta teste para significincia dos coeficientes
de regressdao e indices de ajuste do modelo selecionado no ensaio para
avaliacdo de dispersdo de quitosana para o didmetro das nanocapsulas
contendo acetato de dexametasona. Sendo Coef.: coeficientes; SE Coef.:
desvio-padrao dos coeficientes; p: nivel de significancia; T: estatistica T

(teste T)- Coef./SE Coef.

TABELA 6
Termos Coef | SECoef T P
Constante 380,35 11,37 33,449 0,000
Solucéao de 40,77 13,93 2,927 0,009
Quitosana (% p/v)
% (v/v) Quitosana - 43,99 15,26 - 2,884 0,010
Férmula
Sulfato de polimixina 89,37 11,37 7,859 0,000
Solucao de 37,23 13,93 2,673 0,016
Quitosana (% p/v)*
Sulfato de polimixina
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% (v/v) Quitosana - 46,71 15,26 -3,062 0,007
Férmula*
Sulfato de polimixina
S = 55,7067 PRESS = 90760,8
R-Sq = 84,10% R-Sq(pred) = 74,16%  R-Sq(adj) = 79,68%

A tabela 7 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para
testar a significancia da regressdo para os dados obtidos no ensaio para
avaliagao de dispersdao de quitosana para o diametro das nanocapsulas
contendo acetato de dexametasona, sendo DF: grau de liberdade; Seq SS:
Adj SS:

soma dos quadrados; soma dos quadrados ajustados; F:

estatistica F (teste F); Adj. MS: média quadratica ajustada; P: nivel de

significancia.
TABELA 7

Fonte DF | Seq SS | Adj SS | Adj MS F P
Regression S [295356 | 295356 | 59071,2 | 19,04 | 0,000

Linear 3 |244089 | 244089 | 81363,2 | 26,22 | 0,000
Interaction 2 | 51267 | 51267 |25633,3 | 8,26 | 0,003

Residual Error | 18 | 55858 | 55858 | 3103,2
Total 23 [ 351214
A tabela 8 representa o teste para significancia dos

coeficientes de regressdo e indices de ajuste do modelo selecionado no

ensaio para avaliagdo de dispersdo de quitosana para o potencial zeta das

nanocapsulas contendo acetato de dexametasona, sendo Coef.:

SE Coef.: p: nivel de

coeficientes; desvio-padrao dos coeficientes;

significancia; T: estatistica T (teste T)- Coef./SE Coef.

TABELA 8
Termos Coef SE Coef T P
Constantes 13,9575 | 1,1754 11,875 0,000
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Solucao de Quitosana (%p/v) 0,2575 | 0,8311 0,310 0,760
% (v/v) Quitosana Férmula 2,2225 | 0,9104 | 2,441 0,026
Sulfato de polimixina 4,5367 | 0,6786 6,685 0,000
Solugao de Quitosana (%p/v)* | 6,6262 | 1,4395 4,603 0,000
Solucao de Quitosana (%p/v)
Solugédo de Quitosana (%p/v)* | 3,4935 | 1,1151 | 3,133 0,006
%(v/v) Quitosana Férmula
Solucao de Quitosana (%p/v)* 2,082 0,8311 2,506 0,023
Sulfato de polimixina

R-Sq = 83,81%

R-Sq(pred) = 69,48%

S = 3,32446

PRESS = 354,239

R-Sq(adj) = 78,10%

A tabela 9 mostra a analise de variancia (ANOVA) para testar a
significancia da regressao para os dados obtidos no ensaio para avaliacao
de dispersdo de quitosana para o potencial zeta das nanocapsulas

contendo acetato de dexametasona, sendo DF: grau de liberdade; Seq SS:

soma dos quadrados; Adj SS:

estatistica F (teste F); Adj. MS: média quadratica ajustada; P: nivel de

soma dos quadrados ajustados;

significancia.
TABELA 9
Fonte DF | Seq SS | AdjSS | Adj MS F P
Regression 6 | 972,92 {972,919 | 162,153 | 14,67 | 0,000
Linear 3 | 560,87 | 560,873 | 186,958 | 16,92 | 0,000
Square 1 | 560,87 | 560,873 | 186,958 | 16,92 | 0,000
Interaction 2 | 177,87 | 177,874 | 88,937 | 8,05 | 0,003
Residual Error | 17 | 187,88 | 187,885 11,052
Total 23 11160,80

A tabela 10 demonstra as médias do diametro (nm), da

polidispersdo e do potencial zeta (mV) das nanocapsulas contendo acetato

de dexametasona (0,10% p/v) (1), nanocapsulas contendo acetato de
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dexametasona (0,10% p/v) revestidas com quitosana (2) e nanocapsulas

contendo acetato de dexametasona e polimixina B, revestidas com

quitosana (3), sendo *média entre 3 medic¢des e **média entre 6 medigoes.

TABELA 10
N Diametro (nm) PDI Zeta (mV)
1* 290,7 0,159 -4,782
2% 386,5 0,277 22,80
3** 511,6 0,300 17,16

A tabela 11 apresenta as concentragdes em pg/mL de acetato

de dexametasona e respectivas areas relativas a curva padrao do ensaio

empregando CLAE para a determinacdo da taxa de associacdo a

nanocapsula, sendo A: area.

TABELA 11
Concentracao pg/mL Al A2 Média
2,5 93877,50 |105193,33 | 99535,42
5,0 182092,23 | 170689,85 | 176391,04
7,5 265771,52 | 266223,42 | 265997,47
10 349566,99 | 350092,34 | 349829,67
12,5 444856,90 | 445225,69 | 445041,30
15 534860,87 | 535868,9 | 535364,89
17,5 93877,50 | 105193,33 | 99535,42
Ensaio A pug/mL %
Teor 313812,79 0, 8946
Livre 2311564,13 | 0,0658
Taxa 92,64

A tabela 12 mostra a eficiéncia da associacédo do sulfato de

polimixina B na camada duplo-polimérica das nanocapsulas contendo

acetato de dexametasona, (1) Suspensdo contendo sulfato de polimixina

nao-associado (livre); (2) Suspensdo contendo sulfato de polimixina
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associado; (3) Sobrenadante das nanocapsulas associadas ao sulfato de
polimixina apoés centrifugacdo: 14.000 rpm por periodo de 2 horas; (4)
Suspensdo controle (auséncia de sulfato de polimixina); E: ensaio

realizado em triplicata; e (-) ndo detectado

TABELA 12
Sulfato de polimixina B (%)
Suspensodes
E1l E2 E3 Média
1 97,6 98,1 95,1 96,9
2 45,1 43,9 42,2 43,7
3 43,2 42,4 44,2 43,3
4 - - - -
Eficiéncia da associacdo: [100 - (43,3 x 100/96,9)]= 55,3%

O valor médio de pH para a preparagédo contendo a suspensao
de nanocapsulas com os ativos associados foi de 6,8. A determinacéo da

osmolaridade revelou a isotonicidade da preparacao.
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REIVINDICACOES

1. METODO DE OBTENGCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, caracterizado pelo fato de compreender as etapas (a)
adicao da fase organica contendo polimeros de caprolactonas e
polissacarideos catibnicos sobre a fase aquosa contendo pelo menos um
agente tensoativo hidrofilico etoxilado, (b) revestimento da vesicula
nanométrica com biopolimero, (c) incorporagao de polipeptideos.

2. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato
da etapa (a) ocorrer preferencialmente, sob agitacdo de cerca de 250
rpm, temperatura entre 37 e 40°C e por pelo menos 60 minutos.

3. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato
da etapa (a) ainda compreender a eliminacdo do solvente e parte da
agua.

4. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato
do solvente compreender acetona, etanol e/ou mistura entre acetona,
etanol e/ou agua.

5. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato
da etapa (b) de revestimento compreender concentracées da dispersao
coloidal de quitosana de cerca de 1,87% (p/v) e da concentragao final de
cerca de 0,497% (v/v).

6. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicacédo 5, caracterizado pelo fato
da etapa (b) de revestimento compreender particularmente uma

agitacdo de 50 rpm por cerca de 60 minutos.
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7. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato
da etapa (c¢) de incorporacdo de peptideos compreender
preferencialmente, sulfato de polimixina B.

8. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato
dos peptideos ainda compreenderem peptideos de origem natural e/ou
sintética.

9. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com as reivindicacdes 7 e 8, caracterizado pelo
fato das quantidades de peptideos compreenderem concentragoes de
3.000UI/mL a 6.000UI/mL.

10. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato
da fase organica compreender lactonas, tais como, polimeros de
caprolactona, preferencialmente, poli(e-caprolactona) (PCL), acido latico
e glicédlico, tais como, polimeros dos acidos latico e glicolico,
preferencialmente, poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) e poli(acido
latico) (PLLA), acetona e outros solventes organicos tais como alcoois
isolados e/ou em combinacao com acetona, preferencialmente, acetona,
acidos caprico e caprilico, tais como, triglicerideos dos acidos
caprico/caprilico, preferencialmente, mistura dos triglicerideos dos
acidos caprico e caprilico, acidos oléico, miristico, linoléico, linolénico,
estearico, palmitico, eicosandico, eicosenéico, laurico, butirico.

11. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato
da fase organica ainda compreender 6leos vegetais, tais como, 6leos de
castanha do Brasil, acgai, buriti, pequi, tucuma, urucum, maracuja,

coco de babacu, oliva, girassol, soja, arroz, gergelim, palma, améndoas
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doces, manteigas de cacau, manteiga de cupuacgl, manteiga de
murumuru € manteiga de ucuuba.

12. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com as reivindicacdes 10 e 11, caracterizado
pelo fato da fase organica ainda compreender agentes tensoativos
lipofilicos, tais como, monoestearato e monooleato de sorbital, alcool
estearilico etoxilado com 2 e 20 mols de odxido de eteno, alcool
cetoestearilico com 20 mols de 6xido de eteno, mistura de éster graxo e
acido graxo etoxilado e mistura de alcool graxo etoxilado, fosfolipideos
e/ou lecitina soja.

13. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato
do biopolimero da etapa (b) de revestimento compreender alginato,
acido hialurdnico, polissacarideos de origem microbiana ou nao e/ou
quitina, preferencialmente quitosana.

14. METODO DE OBTENCAO DE VESICULAS
ANFIFILICAS, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato
da fase aquosa compreender agentes tensoativos hidrofilicos etoxilados,
tais como, monolaurato de sorbitano etoxilado, monoestearato de
sorbitano etoxilado e monooleato de sorbitano etoxilado,
preferencialmente, monoestarato de sorbitano etoxilado.

15. VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com as
reivindicacgdes 1 a 14, caracterizadas pelo fato das vesiculas anfifilicas
compreenderem estruturas positivamente carregadas.

16. VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com a
reivindicacgao 15, caracterizadas pelo fato das vesiculas compreenderem
diametro de 100nm a 750nm, em particular, entre 300nm e 600nm,

preferencialmente entre 450nm e 550nm.
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17. VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com as
reivindicagées 15 e 16, caracterizadas pelo fato das vesiculas
compreenderem um potencial zeta das nanoestruturas de +10,00 a
+25,00 mV, particularmente, +17,00 mV e o diametro de
aproximadamente 390 nm.

18. VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com as
reivindicagées 15 a 17, caracterizadas pelo fato das vesiculas
compreenderem uma camada duplo-polimérica, carreadora simultanea
de ativos com caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas.

19. VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com as
reivindicagées 15 a 18, caracterizada pelo fato dos ativos da fase
organica compreenderem dexametasona, antiglaucomas,
antihipertensivos, antimalaricos e antiprotozoarios, imunossupressores,
vitaminas, antivirais, analgésicos-antipiréticos, hormoénios e
antagonistas de hormoénios, hipnéticos e sedativos, antidepressivos,
ansioliticos, anestésicos locais e gerais, antiarritmicos, diuréticos,
antieméticos, agentes anticolinesterasicos, simpaticomiméticos e
antagonistas dos receptores adrenérgicos, agonistas e antagonistas dos
receptores da serotonina, cardiotdnicos, antiulcera e anti-secretora
acida, anti-hipercolesterolémicos, antidiarréicos, além de DNA, gene e
peptideos.

20. VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com as
reivindicacoes 15 a 19, caracterizada pelo fato dos ativos fase de
revestimento compreenderem vacinas, antivirais e antiparasitarios
derivados de interferon, antidiabéticos, antimicrobianos, como
derivados de prata, agentes antitumorais, por exemplo, derivados de
platina e aminoacidos, agentes antireumaticos, tais como, derivados de

ouro e/ou outros metais nobres, antineoplasicos incluindo os de base
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de aminoacidos, antagonistas de bradicinina, antimicrobianos e/ou
antiinflamatérios a base de peptideos de origem sintética e/ou natural.

21. VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com as
reivindicagbées 15 a 20, caracterizada pelo fato das vesiculas
compreenderem pH préximo a neutralidade entre 5,5 a 7,5,
preferencialmente 6,8.

22. COMPOSICOES FARMACEUTICAS E/OU
COSMETICAS, de acordo com as reivindicacdes 1 a 21, caracterizado
pelo fato das nanovesiculas estarem compreendidas na forma de pos,
capsulas, comprimidos, comprimidos revestidos e drageas; po
compactado e/ou nao-compactado, pomadas, cremes, supositorios e
6vulos, batom, desodorante e antitranspirante, protetor solar e sombra
para olhos, emulsdes e suspensoes, mascara, protetor solar, produtos
para barba e pds-barba, esmalte, antissépticos, errinos, otolégicos,
gotas orais e xaropes, xampu, ténico capilar, tonico facial, removedor de
maquiagem, removedor de esmaltes, colirios, injetaveis de pequeno e
grande volume, preferencialmente em suspensdes e pomadas
oftalmicas.

23. USO DAS VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com
as reivindicag¢ées 1 a 22, caracterizadas pelo fato de ser na aplicacdo em
composi¢coes farmacéuticas e/ou cosméticas como  agentes
antineoplasicos, antimicrobiano e antiinflamatério.

24. USO DAS VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com a
reivindicagdo 23, caracterizadas pelo fato das composicoes
farmacéuticas e/ou cosméticas compreenderem sistemas de liberagao
controlada, prolongada e/ou modificada dos ingredientes ativos.

25. USO DAS VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com

as reivindicacbes 23 a 24, caracterizadas pelo fato de ser
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preferencialmente na aplicagdo em suspensdes oftalmicas no

tratamento de infec¢des oculares.
26. USO DAS VESICULAS ANFIFILICAS, de acordo com a
reivindicagéo 23, caracterizadas pelo fato das infec¢des serem causadas

por bactérias gram-negativas.
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FIGURA 1

. Tamanho da distribuicdo por intgﬁS_idade

N
=]

.
un

A
/AR

Intensidade (%)
w3

N/ X\

o
O g

10 100

Diametro (nm)

1000

" 10000

Potencial Zeta de distribuicao

N

50000

ooooc'

50000

-—l-IN

OOOGu

50000°

Intensidade (Kcps)

-200

: -1'00 :

0;

Potencial Zeta (mV)

100

200



2/15




3/15

FIGURA 3
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FIGURA 4

Residual por Diametro

Normalidade Versus ajuste
9‘9 H £ H m

e i 1@ L4

U agi~ S

(Cg) ? : : g 10 ® o ®

c : % | 2 N °

Cg:] kS U TR SR SO  —

g | I BN e

o ! ¢ i o L :. LX) ®

Ll ) =TT -10

: ; ; i Z i )
' -103 a 109 2) ) 3 423 50 604
Residuo Valores ajustados
Histograma Versus ordem

s 3|

o

O, o 1

5 3

e I “-,—‘ i ”ﬁ

g 2 Y

g 2] o

w - -1

f}
-1% 108 54 g b3 198 33 2 04 6§ 3 1 214 1B YR M4

Residuo Valores



% (v/v) Quitosana Formula

5/15

FIGURA 5

0,20- : , ‘
1 lo 1 ?5 210 2,5 3,0

Solucao de Quitosana (% p/v)




‘% (v/v) quitosana formula

6/15

FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 9
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FIGURA 10a
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FIGURA 11a
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FIGURA 12a
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FIGURA 13a
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FIGURA 14

600000,00 -

500000,00

@ 400000,00-
o
<

N

300000,00+
200000,00-

100000,00

0,00 1 I L) 1 1 I | 1
0 2 4 6 8 11 12 14 16

Concentracido de acetato de dexametasona (mcg/mL)



C&Lx«.

A1 -

15/15

FIGURA 15
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RESUMO
“PROCESSO DE OBTENCAO DE VESICULAS ANFIFILICAS
POSITIVAMENTE CARREGADAS, VESICULAS  ANFIFiLICAS
POSITIVAMENTE CARREGADAS, SUAS COMPOSICOES
FARMACEUTICAS E/OU COSMETICAS E SEUS USOS”

A presente invengdo prové um método de obtencdo de
vesiculas anfifilicas e vesiculas anfifilicas com dupla camada
poliméricas, positivamente carregadas contendo pelo menos dois ativos,
com distintas solubilidades (hidrossoluveis e lipossoluveis).
Adicionalmente, o presente pedido destina-se a composigdes
farmacéuticas e/ou cosméticas contendo as ditas vesiculas anfifilicas e
suas aplicagdes como agente antineoplasicos, antimicrobiano e

antiinflamatério.
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