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Va¥ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
u nesp GABINETE DO REITOR

PROCURAGAO

Por este instrumento, a UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”,
autarquia estadual de regime especial, criada pela Lei n° 952 de 30/01/1976, com sede na Rua Quirino de
Andrade, n® 215, Centro, CEP 01049-010, Sao Paulo/SP, inscrita no CNPJ do MF sob o n° 48.031.918/0001-24,
doravante designada simplesmente UNESP, neste ato representada por seu Magnifico Reitor, de acordo com o
Art. 34 de seu Estatuto, Prof. Dr. JULIO CEZAR DURIGAN, brasileiro, casado, professor universitario, portador
do RG n° 5.872.573-3 SSP/SP, inscrito no CPF/MF sob o n° 833.745.238-20, ou quem legalmente o substitua,
nomeia e constitui seus procuradores, 1) LEOPOLDO CAMPOS ZUANETI, brasileiro, advogado, devidamente
inscrito na Ordem dos Advogados do Brasil Seccdo de Sao Paulo sob o nimero 235.031; e 2) FABIOLA DE
MORAES SPIANDORELLO, brasileira, advogada, devidamente inscrita na Ordem dos Advogados do Brasil
Secgéo de Sao Paulo, Subsegéo de Jundiai sob o nimero 244.141, ambos lotados junto a Agéncia UNESP de
Inovagéo, outorgando-lhes poderes para representa-la perante o Instituto Nacional da Propriedade Industrial —
INPI, para o fim de requerer e processar direitos de propriedade intelectual, tais como patentes de invencéo, de
modelos de utilidade, desenhos industriais, registros de marcas de produto, de servigo, coletivas ou de
certificacéo, de indicagdes geograficas, cultivares, direitos de autor, de programas de computador e manté-los
em vigor com amplos e ilimitados poderes para assinar petigdes, autorizagdes para copia, termos de cessdo de
direitos, acordos de gestdo e compartilhamento de propriedade intelectual, documentos diversos relacionados ao
processo administrativo de protecdo de direitos de propriedade industrial, incluindo, mas n&o se limitando, aos
documentos j& utilizados pelo INPI, bem como aqueles que vierem a ser adotados e utilizados para instrugéo
processual de patentes, modelos de utilidades, marcas, desenhos industriais e programas de computador, pagar
taxas, retribuicdes, impostos, fazer prova de uso das invengdes patenteadas ou das marcas registradas, efetuar
pagamentos e receber restituicdes, dando as respectivas quitagdes, apresentar oposi¢des, recursos, réplicas,
desistir, renunciar, anotar, averbar contratos de licenca e transferéncias de tecnologia, elaborar notificagdes
extrajudiciais, requerer prorrogagéo dos prazos de protecdo, fazer declaragdes, opor, protestar, impugnar,
recorrer, pedir reconsideracdo, manifestar-se sobre oposicdes e recursos, obter vista de processos, cumprir
exigéncias, apresentar defesas escritas ou orais, desistir, replicar, transigir, receber, juntar e retirar documentos,
requerer caducidade e contestar pedido de caducidade, requerer e contestar nulidade administrativa e licenga
compulséria, preencher qualquer tipo de formalidade, requerer anotacéo e averbagdo de cess3o, alteracdes de
nome e de sede, proceder a publicagdo de editais de chamamento para instruir, elaborar, firmar e acompanhar
contratos de transferéncia de tecnologia e/ou licenciamento com exclusividade ou nZo, e praticar para o fim
mencionado todos os atos necessarios perante as autoridades administrativas competentes no Brasil em
beneficio da Outorgante.

Este instrumento é valido até 31 eiro de 2017.

- \ S&o Paulo, 7 de janeiro de 2016.

Rua Quirino de Andrade, 215, S&o Paulo — SP, CEP 01.049-010
www.unesp.br
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%¥  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u n s “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Reitoria Agéncic UNESP de Inovacso

TERMO DE CESSAO DE DIREITOS SOBRE PROPRIEDADE INTELECTUAL

Cedentes: 1. EWERTON GARCIA DE OLIVEIRA MIMA, brasileiro, solteiro, professor universitario, inscrito no
CPF/MF sob o n° 290.236.098-32, portador do documento de identidade RG n° 30.611.169-X, SSP/SP, residente
em Araraquara (SP), na Avenida Humaita, 1640, Centro, CEP 14.801-903; 2. PAULA ABOUD BARBUGLI,
brasileira, casada, servidora publica, inscrita no CPF/MF sob o n° 221.654.488-40, portadora do documento de
identidade RG n°® 32.818.249-7, SSP/SP, residente em Araraquara (SP), na Avenida Humaita, 1640, Centro, CEP
14.801-903; 3. JEFFERSSON KRISHAN TRIGO GUTIERREZ, boliviano, solteiro, cirurgido dentista, inscrito no
CPF/MF sob o n° 237.064.058-81, portador do documento de identidade RNE G018501-Q, CGPI/DIREX/DPF,
residente em Araraquara (SP), Avenida Humaita, 1640, Centro, CEP 14.801-903; 4. ANA CLAUDIA PAVARINA,
brasileira, casada, professora universitaria, inscrita no CPF/MF sob o n° 122.378.668-48, portadora do
documento de identidade RG n° 19.599.025-0, SSP/SP, residente em Araraquara (SP), na Avenida Humaita,
1640, Centro, CEP 14.801-903; 5. MARLUS CHORILLI, brasileiro, casado, professor universitario, inscrito no
CPF/MF sob o n° 215.393.868-64, portador do documento de identidade RG n° 28.837.112-4, SSP/SP, residente
em Araraquara (SP), na Rodovia Araraquara — Jau, km 1, Campus, CEP 14.801-902.

Cessionaria: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” - UNESP, autarquia
estadual de regime especial, criada pela Lei n° 952 de 30.01.1976, devidamente inscrita no CNPJ/MF sob o n°
48.031.918/0001-24, com sede na Rua Quirino de Andrade, 215, Centro, Sdo Paulo (SP), CEP 01.049-010.

Pelo presente instrumento, nesta e na melhor forma de direito, os Cedentes autorizam a Cessionaria a depositar
o pedido de patente intitulado “PROCESSO DE OBTENGAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS
ANIONICAS E CATIONICAS DE CURCUMINA, NANOPARTICULAS OBTIDAS E SEUS USOS” junto ao
Instituto Nacional da Propriedade Industrial, cedendo todos os direitos patrimoniais a ele relativos na forma e
para os fins do disposto na Lei 9.279 de 14.05.1996 e Lei 8.666 de 21.06.1993, Artigo 111, a titulo gratuito, sem
qualquer restricdo quanto a forma, tempo ou lugar, desde ja ficando autorizadas quaisquer alteragdes que
venham a ser consubstanciadas em futuras atualizagdes, modificagcdes ou derivagdes tecnoldgicas.

Por ser a expressdo da verdade, este documento é firmado na presenga de duas testemunhas que também o

assinam.
Araraquara, .4, _de %wal[l@' de 2016.
Cedentes:
- « 6/(/(/(/(
EWERTON GARCIA DE OLIVEIRA MIMA PAULA ABOUD BARBUGLI
Y
S z 7 A A \ )
{{!T R Q/‘ (»(,}‘Y\/U— (( w«cc«/e \ sbociin ©
JEFFERSSON KRISHAN TRIGO GUTIERREZ ANA CLAUDIA PAVARINA
MARLUS CHORILLI
Cessionaria:
,«"/
l/'/ N
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “J E MESQUITA FILHO” — UNESP
LEOPOLDO C. ZUANETI
Assessor Juridico
Agéncia Unesp de Inovagao
Testemunhas:
.ﬂ N M”\ ”Qij\&, w (,‘ W ‘(TU(% %
1. Keyla Santos Bento 2. Fablola de Moraes Spiandorello
CPF/MF: 323.669.268-55 CPF/MF: 135.210.278-13
16AUIN023 Agéncia UNESP de Inovagédo

Rua Dr. Bento Teobaldo Ferraz, 271 - Bloco Il - Barra Funda
CEP. 01.140-070, Sdo Paulo - Estado de Sao Paulo - Brasil
Fone: +55 11 3393-7901 / 7903 /7904 - E-mail: auin@unesp.br Pagina 1 de 1
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PROCESSO DE OBTENGCAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS
ANIONICAS E CATIONICAS DE CURCUMINA, NANOPARTICULAS OBTIDAS
E SEUS USOS

Campo da invencgdo:

[001] A presente invencdo se aplica no campo da
ciéncia médica e odontoldgica, de forma mais especifica na
drea farmacéutica e faz referéncia a um processo de
obtencdo de nanoparticulas poliméricas (CUR-NP) anibdnicas e
catidnicas de curcumina. Adicionalmente, a invencdo se
refere as CUR-NPs anidnicas e catidnicas obtidas e ao seu
uso no preparo de uma composicdo para aplicacdo em terapia
antimicrobiana, associadas ou ndo a luz, em culturas de
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM) e Candida albicans, preferencialmente no
preparo de um medicamento para tratar a candidose bucal.

Fundamentos da invencdo:

[002] A candidose bucal é a infeccdo fungica mais
comum qgue acomete o0s humanos e cujo ©principal fator
etioldgico é o fungo do género Candida, sendo C. albicans a
espécie mais prevalente e de maior viruléncia que vive como
comensal em diversas regides do organismo na maioria dos
individuos saudaveis. No entanto, sob determinadas
condig¢des, esse microrganismo se transforma em um patdgeno
oportunista, podendo colonizar mucosas, invadir tecidos e
causar infeccdes.

[003] Apesar das espécies fungicas de Candida
serem consideradas 0s principais patbdégenos no
desenvolvimento da candidose Dbucal, as Dbactérias da
microbiota também contribuem para a colonizacéo e

proliferacdo das espécies fungicas na cavidade bucal.
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[004] Ambos os microrganismos, bactérias e fungos,
convivem em harmonia uns com os outros na cavidade bucal.
Um dos colonizadores iniciais da cavidade bucal
correspondem as espécies de Streptococcus, como S. mutans
que é o principal agente etioldgico da carie dentaria e
apresenta reconhecidos fatores de viruléncia. Além das
lesdes de céaries, S. mutans tem sido associado a doencas
sistémicas como endocardite infecciosa aguda.

[005] O uso indiscriminado dos agentes
antimicrobianos (antibidticos e antifingicos) tem
propiciado o desenvolvimento de cepas resistentes. Nesse
contexto, a Dbactéria S. aureus ¢é considerada um dos
patdgenos humanos de maior patogenicidade, e algumas cepas
desse microrganismo, devido a alteracdes em sua parede
celular, desenvolveram resisténcia a varios agentes
antibacterianos, sendo denominadas cepas de S. aureus
resistentes a meticilina (SARM).

[006] Considerado wuma das principais causas de
infeccdo hospitalar, o SARM tem sido apontado como um
problema mundial de saude publica. Aproximadamente 52% das
infeccdes hospitalares em pacientes em unidades de terapia

intensiva (UTI) sdo causadas por esse microrganismo.

[007] Devido as deficiéncias verificadas nos
tratamentos atualmente disponiveis, alternativas
antimicrobianas tém sido pesquisadas. Uma modalidade

terapéutica promissora para a inativacdo de microrganismos
é a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (do inglés
"Antimicrobial Photodynamic Therapy", ou aPDT), que utiliza

a associacdo de um agente fotossensibilizador (FS) a uma

fonte de luz de comprimento de onda adequado.
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[008] A interacdo entre o FS e a luz na presenca
do oxigénio resulta na producdo de espécies reativas
tbéxicas, principalmente o oxigénio singleto e radicais
livres que promovem dano e morte celular. Todos esses
produtos formados geram uma sequéncia de eventos
oxidativos, o0s quais resultam na 1inativacdo de espécies
microbianas bucais e ndo promove danos aos tecidos e as
células do hospedeiro.

[009] Vdrios estudos in vitro demonstraram a
eficdcia da aPDT na inativacdo de diversos microrganismos,
incluindo S. mutans, SARM e C. albicans. Entretanto, apesar
desses resultados, alguns FS, como hematoporfirinas e
corantes fenotiazinicos tém demonstrado baixa efetividade
em promover inativacdo microbiana in vivo.

[010] A baixa efetividade da aPDT na inativacédo de
Candida spp. pode ser Jjustificada pelo fato de que as
células fungicas (eucariotas) s&o mais dificeis de serem
fotoinativadas do que as bactérias (procariotas) devido ao
seu maior tamanho celular, ao reduzido nUmero de sitios de
acdo para o oxigénio singleto por unidade de wvolume de
célula, além da presenca de uma membrana nuclear nos fungos
que atua como uma barreira adicional ao FS.

[011] Além disso, a presenca da matriz polimérica
extracelular que envolve as células organizadas em biofilme
dificulta a penetracdo do FS. Ainda, para se alcancar a
desinfeccdo de proéoteses dentadrias colonizadas por Candida
spp., além de elevadas concentracdes de FS, sdo necessarios
longos tempos de pré-irradiacéo (incubacéao do
microrganismos com o FS) e de iluminag¢do. Portanto, mais

estudos s&o necessarios para se adequar esses parametros da
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aPDT, com o intuito de tornar essa terapia mais viavel
clinicamente.

[012] Por essa razdo, tendo em vista a necessidade
de se aumentar a eficadcia da aPDT, torna-se importante o
desenvolvimento de pesquisas que avaliem FSs mais efetivos
contra esses microrganismos.

[013] Neste contexto, a curcumina (CUR) tem
mostrado um grande potencial de aplicacéo para
fotoinativacdo microbiana, inclusive de biofilmes de C.
albicans e culturas plactdnicas de SARM.

[014] A CUR é um composto de baixo peso molecular
isolado dos tubérculos da Curcuma longa L. e um dos
componentes presentes no acafrdo. Tem sido demonstrado que,
isoladamente, a CUR Jj& apresenta efeito antifingico contra
C. albicans, e estudos recentes verificaram que esse efeito
é potencializado quando a CUR é utilizada como FS associada

luz.

-

[015] No entanto, a CUR ndo € hidrossoluvel,
apresenta biodisponibilidade limitada e instabilidade (alta
susceptibilidade a degradacédo fotolitica e hidrolitica).

[016] Adicionalmente, para veiculagcdo da CUR tem
sido wutilizado solventes orgdnicos, como dimetilsufdédxido
(DMSO), gque apresentam toxicidade celular. Por isso, é
importante a investigacdo de novos sistemas de veiculacéo
com o intuito de aumentar a solubilidade e diminuir a
degradacdo de FSs hidrofdébicos.

[017] Nanoparticulas poliméricas s&do sistemas de
liberacdo de farmacos muito estidveis e biocompativeis, que
incluem nanoesferas e nanocapsulas. Essas nanoestruturas,

além de possibilitarem a estabilidade e a solubilizacdo de
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FSs hidrofdébicos em solucdes aquosas, apresentam um
potencial fotodindmico para aplicacdo antimicrobiana. No
entanto, os efeitos fotodindmicos da CUR em nanoformulacdes
contra culturas de C. albicans ainda ndo sdo conhecidos.

[018] Portanto, a presente invencdo refere-se a um
processo de obtencdo de nanoparticulas poliméricas (CUR-NP)
anidénicas e catidnicas de curcumina para O preparo de uma
composicdo para aplicagcdo em terapia antimicrobiana,
associadas ou ndo a luz, em culturas de S. mutans, SARM e
C. albicans, preferencialmente no preparo de um medicamento
para tratar a candidose bucal.

[019] Desse modo, © encapsulamento da curcumina
elimina suas caracteristicas desvantajosas, permitindo
aplicacdo de suas propriedades terapéuticas na préatica
clinica. Além disso, o encapsulamento da curcumina em
nanoparticula polimérica permite melhorar sua
biodisponibilidade e soluciona os problemas de
insolubilidade em &agua e degradacdo. Assim, é possivel a
utilizacd&o clinica da curcumina em seres vivos.

Estado da técnica:

[020] Alguns documentos do estado da técnica
descrevem nanoparticulas de curcumina.

[021] Em US2015283093 (Al) é descrito um processo
de nanoencapsulamento de curcumindides sintetizado
utilizando PLLA. Nesse processo, metabdlitos curcumindides,
e ndo a curcumina propriamente dita, ¢é encapsulada em
nanoparticulas poliméricas.

[022] O documento CN103768012 (A) descreve um
processo de obtencdo de nanoparticulas lipidicas de

curcumina. Essa nanoparticula apresenta um componente
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lipidico em sua estrutura e ¢é obtida por um método de
injecdo para a mistura das fases lipidica e aquosa.

[023] Os documentos US2015258026 (Al), CN101548946
(A) e RU2009141499 (A) descrevem nanoparticulas de
curcumina, sintetizadas utilizando PLGA para aplicacdo no
tratamento do céncer. No documento US2015258026 (Al), a
estrutura da nanoparticula apresenta um nlUcleo polimérico
de PLGA e uma superficie 1lipidica, sendo utilizada para
tratamento de céncer. O documento CN101548946 (A) descreve
uma formulacdo liquida nanolipidica obtida por injecdo e
emulsificacdo para tratamento de tumores. O documento
RU2009141499 (A) menciona nanoparticulas com agentes
estabilizadores anfifilicos na superficie polimérica para
encapsulamento de substédncias ativas diversas, incluindo
medicacdo anticéncer.

[024] Diferentemente dos documentos mencionados, a
presente invencdo utiliza polidcido latico (PLA) e sulfato
de dextrana (DEX) para a sintese de nanoparticulas
poliméricas, sem lipideos. Durante a sintese das
nanoparticulas, curcumina ¢é encapsulada como substéncia
ativa através de um método de nanoprecipitacdo. A aplicacédo
dessa formulacdo tem como finalidade a inativacdo de
microrganismos patogénicos quando associada a luz (aPDT) ou
ndo. A formulacdo traz como inovacédo, além do PLA, gue é um
biopolimero, o uso de DEX que é um polissacarideo e pode
atuar como um agente atrativo para os microrganismos
aumentando a captacdo da formulacdo pelos patdgenos.

[025] Portanto, nenhum dos documentos do estado da
técnica descreve um processo de obtencdo de nanoparticulas

poliméricas (CUR-NP) anidnicas e catidnicas de curcumina
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para o preparo de uma composigdo para aplicacdo em terapia
antimicrobiana tal como aqui proposto.

Breve descrigcdo da invencgdo:

[026] A presente invencdo refere-se a um processo
de obtencdo de nanoparticulas de acido polildtico (PLA)
anidénicas e catidnicas de curcumina para © preparo de uma
composicdo para aplicacdo em terapia antimicrobiana.

[027] A tecnologia consiste no encapsulamento de
curcumina na concentracdo que varia de 0,01 a 0,02% em
nanoparticulas de PLA na faixa de 0,1 a 0,25%. 0O 4&cido
polildtico é um polimero constituido por moléculas de acido
ladtico, Dbiodegradéavel, facilmente degradado em 4&gua e
carbono. A curcumina (CUR) é um pigmento natural encontrado

no acafrdo da India, isolada dos tubérculos da Curcuma

longa L. e que apresenta propriedades terapéuticas
antiinflamatéria, antioxidante, antimicrobiana e
anticancer.

[028] Desse modo, a sintese da nanoparticula

proposta é realizada de forma simples, réapida (em torno de
10 minutos), de baixo custo e ndo exige grandes e complexos
equipamentos para sua produg¢do, sendo um processo de
sintese facilmente escalonével.

Breve descrigdo das figuras:

[029] Para obter uma total e completa visualizacédo
do objeto desta invencédo, sdo apresentadas as figuras as
quais se fazem referéncias, conforme se segue.

[030] As Figuras 1A-B sdo 1magens microscopia
eletrbnica de varredura com canhdo de emissdo de campo
(MEV-FEG), em que A é a morfologia das nanoparticulas de

PLA-DEX contendo CUR e B é o tamanho da nanoparticula
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(ambos em magnificacdo de 100.000x) .

[031] A Figura 2 representa graficamente os
valores (porcentagem) de liberacéo de CUR das
nanoparticulas anidnica e catidnica ao longo do tempo.

[032] A  Figura 3 representa graficamente o0s
valores médios de logio(UFC/mL) de S. mutans obtidos para
cada grupo avaliado para as amostras de CUR e CUR-NP
anidénica e catidnica, em que barras de erro equivalem ao
desvio-padré&o; L: 1luz; CUR: curcumina; NP: nanoparticula
sem curcumina; CURNP: curcumina em nanoparticula; -: carga
anidénica; +: carga catidnica; e n= 9 em cada grupo.

[033] A  Figura 4 representa graficamente os
valores médios de logio(UFC/mL) de SARM obtidos para cada
grupo avaliado para as amostras de CUR e CUR-NP anidnica e
catidnica, em que barras de erro equivalem ao desvio-
padrdo; L: 1luz; CUR: curcumina; NP: nanoparticula sem
curcumina; CURNP: curcumina em nanoparticula; -: carga
anidénica; +: carga catidnica; e n= 9 em cada grupo.

[034] A  Figura 5 representa graficamente os
valores médios de 1logig(UFC/mL) de C. albicans obtidos para
cada grupo avaliado para as amostras de CUR e CUR-NP
anidnica e catidnica, em que barras de erro equivalem ao
desvio-padrédo; L: 1luz; CUR: curcumina; NP: nanoparticula
sem curcumina; CURNP: curcumina em nanoparticula; -: carga
anidénica; +: carga catidnica; e n= 9 em cada grupo.

Descricdo detalhada da invencgédo:

[035] A presente invencdo refere-se a um processo
de obtencdo de nanoparticulas poliméricas anidnicas e
catidnicas de curcumina.

[036] A curcumina é encapsulada como substéncia
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ativa através de um método de nanoprecipitacdo que
compreende as seguintes etapas de:

a) Preparar a curcumina (CUR) em acetona;

b) Preparar a fase orgénica com polidcido 1lactico
(PLA) em acetona;

c) Adicionar a CUR a fase organica;

d) Adicionar a fase aquosa composta por sulfato de
dextrana (DEX) a fase orgénica com CUR e misturéd-las; e

e) Evaporar o solvente.

[037] Na etapa “a” é preparada uma solucdo estoque
de CUR em acetona na proporcdo de 0,4%.

[038] A fase orgadnica, preparada na etapa “b”,
compreende concentracdo que varia de 0,1 a 0,5% de PLA em
acetona, preferencialmente concentracdo inicial de 0,5%.

[039] Na etapa “ec”, a CUR ¢é adicionada em
temperatura ambiente a fase orgédnica na proporcdo que varia
de 0,02% a 0,03%.

[040] Quando as fases orgdnica e aquosa séo
misturadas na etapa “d”, a concentracdo inicial de PLA
reduz (dilui). Com a evaporacdo do solvente, a concentracéao
final de PLA fica entre 0,1 e 0,25%, enquanto que a
concentracdo de DEX se mantém em 1%.

[041] Desse modo, na etapa “d” a fase aquosa
composta por DEX a 1% em 4&gua ultra-pura estéril &
adicionada por gotejamento na fase orgénica que contém PLA
e CUR. A mistura da fase é feita sob agitacdo magnética que
varia de 90 a 110 rpm em temperatura ambiente que varia de
22 a 25 °C, preferencialmente 25 °C, por 10 minutos.

[042] A DEX é utilizada para atuar como um agente

atrativo para os microrganismos com intuito de aumentar a
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captacdo da formulacdo pelos patdgenos.

[043] Apbs este tempo, na etapa “e”, a solucdo é
deixada descansando em temperatura ambiente por 24 horas
para total evaporacdo da acetona (solvente).

[044] Vale ressaltar que todos os procedimentos
sdo realizados em fluxo laminar estéril.

[045] As nanoparticulas obtidas conforme processo
aqui descrito sdo anidénicas. Para a obtencéo de
nanoparticulas catidnicas, uma solucdo de brometo de cetil-
trimetil-aménio (CTAB) a 2% é preparada em agua ultra-pura
e NaCl 1,76%.

[046] Apbs a etapa “e”, adiciona-se a solucéo
preparada de CTAB a solucdo de nanoparticula anidnica numa
proporcdo final de CTAB de 0,1 a 0,2% e NaCl de 0,08 a
0,09%.

[047] Adicionalmente, a presente invencdo refere-
se as nanoparticulas poliméricas anidnicas e catidnicas
obtidas conforme processo anteriormente descrito.

[048] As nanoparticulas anidnicas possuem carga
entre -40,1 e -4,5 mV, didmetro de particula entre 186,5 e
433,1 nm e indice de polidispersdo entre 0,038 e 0,364, as
quais compreendem as seguintes concentracdes finais:

- de 0,01 a 0,02% de curcumina;

- de 0,1 a 0,25% de polidcido latico;

- 1% de sulfato de dextrana; e

- gsp de &gua ultra pura.

[049] Ja& as nanoparticulas catidnicas possuem
carga na faixa de +9,97 e +42 mV, diédmetro de particula
entre 179,4 e 341,7 nm e indice de polidispersédo entre 0,06

e 0,347, as quais compreendem as seguintes concentracdes
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finais:
- de 0,01 a 0,02% de curcumina;

- d

®

0,1 a 0,25% de polidcido latico;

- 1

o°

de sulfato de dextrana;

- de 0,1 a 0,2% de CTAB; e

- gsp de agua ultra pura.

[050] E importante ressaltar que essas
propriedades nanométricas de ambas as formulacdes (anidnica
e catidnica), determinadas em aparelho ZetaSizer, foram
mantidas por até 35 dias, indicando estabilidade de ambas
formulacdes, com indice de polidispersdo médio em torno de
0,104, o que confirma a estabilidade do sistema e a néo
agregacdo das nanoparticulas.

[051] Em microscopia eletrdnica de varredura com
canhdo de emiss&o de campo (MEV-FEG), as nanoparticulas
mostram-se esféricas, com tamanho compativel com as
leituras realizadas em ZetaSizer (Figura 1).

[052] As formulacdes de curcumina em
nanoparticulas (CUR-NP) também foram caracterizadas quanto
ao espectro de absorcdo, fotoestabilidade (fotodegradacéao),
eficiéncia de encapsulamento e liberacdo de curcumina, os
quais estdo mais bem detalhados a seguir.

[053] Todas avaliacdes, exceto o Ensaio de
Eficiéncia de Encapsulamento e o Teste de Liberacdo de
Curcumina, foram realizadas empregando-se a curcumina livre
a 260 uM (0,01%) preparada em solucdo de dimetilsulfédxido
(DMSO) a 10% e &gua ultra-pura estéril.

- Espectros de absorcdo:

[054] Os espectros de absorcdo de luz UV-visivel

demonstraram valores de absorbdncia semelhantes para CUR e
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CUR-NP anidnica e catidnica, com pico maximo entre 425 e
430 nm, e com valores de absorbédncia mais elevados para as
amostras de CUR-NP (Tabela 1, tempo 0O de iluminacdo). Esse

resultado demonstrou que o encapsulamento da CUR nao
alterou sua propriedade fotossensivel.
Tabela 1 - Valores de absorbidncia obtidos para as amostras

de CUR, CUR-NP anidnica e catidnica nos diferentes tempos

de iluminacéo.

Tempo CUR CUR-NP CUR-NP
iluminacao anidénica catidnica
: 429
(minutos) i 427 nm 425 nm
0 1,644 (0%) 2,118 (0%) 2,425 (0%)
5 1,131 0,837 1,402
(20,26%) (60,48%) (42,19%)
10 0,720 0,445 1,020
(56,20%) (78,99%) (57,94%)
15 0,544 0,302 0,813
(66,90%) (85,74%) (66,47%)
50 0,410 0,234 0,687
(75,00%) (88, 95%) (71,67%)

o)

Os valores em porcentagem entre parénteses indicam a % de
reducdo da absorcdo da amostra.

[055] Vale ressaltar que os valores de absorbancia
foram registrados para o comprimento de onda de absorcdo

maximo de cada amostra (tempo 0 de iluminacéo).

- Ensaios de Fotodegradacdo:

[056] Para os ensaios de fotodegradacao, as

amostras de CUR e curcumina encapsulada em nanoparticulas
(CUR-NP anidénica e catidnica) na concentracdo de 130 uM

foram iluminadas por um aparelho de LED de 455 nm

(intensidade de 1luz de 33,58 mW/CHF) durante diferentes
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tempos de iluminacdo (5, 10, 15 e 20 minutos) e, em
seguida, a absorbdncia das amostras foram 1lidas em um
aparelho espectrofotdmetro.

[057] Os resultados demonstraram redugcdo do pico
de absorcdo maximo das formulacdes proporcional ao tempo de
iluminacdo, conforme observado na Tabela 1, com reducdo de
71% a 88% apds 20 minutos de iluminacéo.

- Ensaios de eficiéncia de encapsulamento (EE):

[058] Para os ensaios de eficiéncia de
encapsulamento (EE), as amostras de CUR-NP anidnica e
catidénica a 52 uM foram centrifugadas a 6000 rpm por 10
minutos, e a ©porcdo sedimentada (nanoparticulas) foi
resuspendida em agua ultra-pura.

[059] A absorbidncia das amostras foli determinada
antes (Ainicial) e apos (Afina1) a centrifugacdo em
espectrofotédmetro UV-visivel para os comprimentos de onda
que apresentaram absorbidncia méxima, e a EE foi calculada

utilizando-se a férmula 1:

5 = Afinal X 100 / Ainicial (1)
[060] Desse modo, verificou-se que a EE da CUR-NP

anidnica foi de ©69% e da CUR-NP catidnica foi de 67%.

- Teste de liberacdo de curcumina:

[061] Outro aspecto importante para caracterizacéo
das formulacdes é a liberacdo da CUR das nanoparticulas.

[062] Para esse teste, as amostras de CUR-NP
(anidénica e catidnica) foram diluidas em tampdo de fosfato
e salina (PBS) na concentracdo de 2 mg/mL e incubadas em
estufa a 37 °C sob agitacdo a 100 rpm.

[063] A cada intervalo de 2 horas, as amostras

foram centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos para separar
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as nanoparticulas da solucdo, e entdo as nanoparticulas
foram diluidas em acetona para solubilizar a CUR néo
liberada, cuja absorbéncia foi determinada em
espectrofotémetro UV-visivel.

[064] O total de CUR 1liberada foi <calculada
dividindo-se a absorbéncia lida em cada intervalo de tempo
pela absorbédncia da CUR encapsulada estimada como méxima.

[065] Como pode ser observado na Figura 2, houve
uma liberacdo gradativa de CUR ao longo do tempo, sendo que
ap6s 48 horas cerca de 96% da CUR havia sido liberada das

nanoparticulas, tanto para as amostras anidnicas como

catidnicas.
[066] Adicionalmente, a presente invencdo refere-
se ao uso das nanoparticulas (CUR-NP) anidnicas e

catidnicas aqui descritas para o preparo de composicdes com
acdo antimicrobiana, tais como para descontaminacdo de
dguas, produtos hospitalares, entre outros.

[067] Além disso, a presente invencdo refere-se ao
uso das referidas nanoparticulas (CUR-NP) anidnicas e
catidnicas para o preparo de uma composicdo para aplicacéo
em terapia antimicrobiana, associadas a luz (aPDT) ou néo,
em culturas de Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM) e Candida albicans.

[068] Em uma modalidade preferida da presente
invencéo, as referidas nanoparticulas anidénicas e
catidnicas sdo utilizadas para o preparo de um medicamento
para tratar a candidose bucal.

[069] Para tal, a seguir, sdo apresentados alguns
testes realizados referentes a aplicacéo das

nanoparticulas.
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Testes Realizados:

- Acdo da Terapia Fotodindmica antimicrobiana (aPDT):

[070] A acéao da Terapia Fotodindmica (aPDT)
antimicrobiana das amostras de CUR-NP anidnica e catidnica
foram avaliadas contra as bactérias Streptococcus mutans,
principal agente etioldgico da carie dentéaria,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) ,
bactéria frequentemente isolada de infecg¢des hospitalares
com elevadas taxas de morbidade e mortalidade, e também
contra o fungo Candida albicans, encontrado na cavidade
bucal e o principal fungo infeccioso da espécie humana.

[071] A atividade fotodindmica antimicrobiana das
amostras de CUR-NP anidnica e catidnica foi comparada com a
da CUR 1livre. Cada microrganismo foi cultivado em meio de
cultura especifico e padronizado nas concentracdes de 10'-
108 (bactérias) e 10°-10" (fungo) .

[072] Em seguida, as culturas foram incubadas com
uma das amostras de CUR ou CUR-NP (anidnica ou catidnica)
na concentracdo final de 130 uM durante 40 minutos no
escuro em temperatura ambiente.

[073] Em seguida as amostras foram iluminadas pelo
mesmo aparelho de 1luz LED utilizados nos ensaios de
Fotodegradacéo e Atividade Fotodinadmica (455 nm,
intensidade de luz de 33,58 mW/cm?) durante 20 minutos
(dose de luz de 40 J/cm?).

[074] Para efeito de comparacdao, amostras
microbianas adicionais de cada espécie avaliada foram
tratadas somente com luz na mesma dose avaliada, somente
com CUR ou CUR-NP anidnica ou catidnica e ndo receberam

nenhum tratamento (somente PBS em substituicdo a CUR, grupo
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controle) .

[075] Além disso, a acao das nanoparticulas
anidénica e catidnica sem curcumina contra cada espécie de
microrganismo também foi avaliada.

[076] Em seguida cada amostra de cada grupo foi
submetida a diluic¢bdes seriadas decimais, as quais foram
plagqueadas em meios de cultura &gares especificos para cada
microrganismo para crescimento de coldnias em estufa a 37
°C por 48 horas em estufa aerdbia.

[077] Somente os experimentos com S. mutans
utilizaram estufa de CO, a 5%, uma vez gque essa bactéria é
de microaerofilia. Apds 48 horas de incubacdo as coldnias
foram contadas para determinacdo dos valores de Unidades
Formadoras de Coldénias por Mililitros (CFU/mL), os quais
foram transformados em logaritmo na base 10. Todos
experimentos microbioldégicos foram realizados em
triplicatas em 3 ocasides distintas.

[078] Para S. mutans (Figura 3), os resultados
demonstraram que a aPDT mediada pela CUR resultou em
completa inativacdo bacteriana, enquanto que a aPDT mediada
pela CUR-NP anidénica promoveu uma drastica redugdo no
crescimento de colbnias, com a maioria das amostras sem
crescimento de colbnias e somente 2 amostras com
crescimento de poucas coldnias.

[079] Verificou-se também auséncia de acéo
antibacteriana da luz, da CUR 1livre e CUR-NP anidnica na
auséncia de luz e da nanoparticula anidnica sem CUR, cujos
valores foram prdéximos ou semelhantes ao do grupo controle.

[080] Entretanto, todos os grupos tratados com

nanoparticulas catidnicas com ou sem curcumina na auséncia

Peticao 870160033565, de 04/07/2016, pag. 26/36



17/18

ou presenca de luz apresentaram valores nulos, indicando
efeito toéxico dessas nanoparticulas catidnicas
possivelmente associado a presenca de CTAB.

[081] Para SARM (Figura 4y, os resultados
demonstraram que a aPDT mediada pela CUR resultou em
completa inativacdo bacteriana, enquanto que a aPDT mediada
pela CUR-NP anidnica promoveu uma drastica redugdo no
crescimento de colbnias, com a maioria das amostras sem
crescimento de coldnias e somente 4 amostras com
crescimento de poucas coldnias.

[082] Verificou-se também auséncia de acéo
antibacteriana da luz, da CUR 1livre e CUR-NP anidénica na
auséncia de luz e da nanoparticula anidnica sem CUR, cujos
valores foram prdéximos ao do grupo controle.

[083] Entretanto, todos os grupos tratados com
nanoparticulas catidnicas com ou sem curcumina na auséncia
ou presenca de luz apresentaram valores nulos, indicando
também para SARM um efeito téxico dessas nanoparticulas
catidnicas possivelmente associado a presenca de CTAB.

[084] Para C. albicans (Figura 5), os resultados
demonstraram que a aPDT mediada pela CUR resultou em
completa inativacdo fungica, enquanto que a aPDT mediada
pela CUR-NP anidnica promoveu uma pequena reducdo no
crescimento de coldnias (cerca de 1 log;p apenas).

[085] Verificou-se também auséncia de acéo
antifingica da luz, da CUR-NP anidnica na auséncia de luz e
da nanoparticula anidnica sem CUR, cujos valores foram
préximos ao do grupo controle.

[086] Ao contrario das amostras tratadas somente

com CUR-NP anidnica, as amostras tratadas somente com CUR
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livre apresentaram reducgdo nos valores médios de
1ogip (UFC/mL) (cerca de 2 logip em relagdo ao controle),
indicando que a prépria CUR 1livre J& apresenta acéo
antifingica na concentracdo avaliada, o que n&o ocorre
quando essa mesma concentracdo de CUR é encapsulada em
nanoparticulas anibnicas.

[087] As nanoparticulas catidnicas, assim como
observado para as Dbactérias avaliadas, resultaram em
completa inativacdo fungica em todos os grupos avaliados
(NP com ou sem curcumina na auséncia ou presenca de 1luz),
confirmando o efeito téxico dessas nanoparticulas
catidnicas também em C. albicans possivelmente atribuido a
presenca de CTAB.

[088] Portanto, as nanoparticulas sintetizadas
compreendendo curcumina apresentaram-se estaveis e
homogéneas, sendo que as de carga negativa (anidnicas)
demonstraram eficdcia fotodinémica (associadas a 1luz)
antimicrobiana em culturas planctdénicas dos microrganismos
avaliados. Ja as nanoparticulas de carga positiva
(catidnicas) apresentaram acdo antimicrobiana nas culturas
planctdnicas dos microrganismos avaliados tanto na auséncia
como na presenca de luz, demonstrando efeito tdéxico.

[089] Os versados na arte valorizardo os conhecimentos
aqui apresentados e poderdo reproduzir a invencdo nas
modalidades apresentadas e em outras variantes, abrangidas

no escopo das reivindicacgdes anexas.
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REIVINDICACOES
1. Processo de obtencdo de nanoparticulas
poliméricas anidénicas e catidnicas de curcumina

caracterizado pelo fato de compreender as etapas de:

a) Preparar a curcumina (CUR) em acetona;

b) Preparar a fase orgédnica com polidcido 1léctico
(PLA) em acetona;

c) Adicionar a CUR a fase organica;

d) Adicionar a fase aquosa composta por sulfato de
dextrana (DEX) a fase orgédnica com CUR e misturéd-las; e

e) Evaporar o solvente.

2. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato ser através de um método de

nanoprecipitacéo.

3. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

AN ”

caracterizado pelo fato de, na etapa a”, a CUR ser

preparada em acetona na proporcdo de 0,4%.
4, Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de a fase orgadnica preparada na

etapa “b” compreender concentracdo que varia de 0,1 a 0,5%
de PLA em acetona, preferencialmente concentracdo inicial
de 0,5%.

5. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de, na etapa “¢”, a CUR ser

adicionada em temperatura ambiente a fase orgdnica na
proporcdo que varia de 0,02% a 0,03%.
6. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de, na etapa “d”, a fase aquosa

composta por DEX a 1% em &gua ultra-pura estéril ser

adicionada por gotejamento na fase orgénica que contém PLA
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e CUR, em qgque a mistura da fase é feita sob agitacéo
magnética que varia de 90 a 110 rpm em temperatura ambiente
que varia de 22 a 25 °C, preferencialmente 25 °C, por 10
minutos.

7. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de, na etapa “e”, a solucgdo ser

deixada em repouso em temperatura ambiente por 24 horas
para total evaporacdo da acetona (solvente).
8. Processo, de acordo com a reivindicacdo 7,

caracterizado pelo fato de, para a obtencéo de

A\Y 44
14

nanoparticulas catidnicas, apds a etapa “e prepara-se uma
solucdo de brometo de cetil-trimetil-ambénio (CTAB) a 2% em
adgua ultra-pura e NaCl 1,76%, em que adiciona-se a solucéo

preparada de CTAB a solugcdo de nanoparticula anidnica

A\Y ”

obtida na etapa “e” numa proporcdo final de CTAB de 0,1 a
0,2% e NaCl de 0,08 a 0,09%.

9. Nanoparticulas poliméricas anidnicas obtidas pelo
processo, conforme definido em qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 7, caracterizadas pelo fato de possuirem

carga entre -40,1 e -4,5 mV, serem esféricas com diédmetro
de particula entre 186,5 e 433,1 nm e indice de
polidispersdo entre 0,038 e 0,364, as quais compreendem
concentracdes finais:

- de 0,01 a 0,02% de curcumina;

- de 0,1 a 0,25% de polidcido latico;

- 1% de sulfato de dextrana; e

- gsp de &gua ultra pura.

10. Nanoparticulas ©poliméricas catidnicas obtidas
pelo processo, conforme definido em qualquer uma das

reivindicacgdes 1 a 8, caracterizadas pelo fato de possuirem
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carga na faixa de +9,97 e +42 mV, serem esféricas com
didmetro de particula entre 179,4 e 341,7 nm, e indice de
polidispersdo entre 0,06 e 0,347, as quals compreendem
concentracdes finais:

- de 0,01 a 0,02% de curcumina;

- de 0,1 a 0,25% de polidcido latico;

- 1

o°

de sulfato de dextrana;

- de 0,1 a 0,2% de CTAB; e

- gsp de &gua ultra pura.

11. Uso das nanoparticulas poliméricas anidnicas

conforme definidas na reivindicacdo 9, caracterizado pelo

fato de ser no preparo de uma composicdo com acédo
antimicrobiana.
12. Uso, de acordo com a reivindicacéo 11,

caracterizado pelo fato de ser no preparo de uma composicédo

para aplicacdo em terapia antimicrobiana, associadas a luz
(aPDT) ou nao, em culturas de Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) e
Candida albicans.

13. Uso, de acordo com a reivindicacéo 12,

caracterizado pelo fato de ser no preparo de um medicamento

para tratar a candidose bucal.
14. Uso das nanoparticulas poliméricas catibnicas

conforme definidas na reivindicacd&o 10, caracterizado pelo

fato de ser no preparo de uma composicdo com acédo
antimicrobiana.

15. ©Uso, de acordo com a reivindicacédo 14, caracterizado

pelo fato de ser no preparo de uma composicédo para aplicacédo em
terapia antimicrobiana, associadas a luz (aPDT) ou ndo, em

culturas de Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus
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resistente a meticilina (SARM) e Candida albicans.

16. Uso, de acordo com a reivindicacdo 15, caracterizado

pelo fato de ser no preparo de um medicamento para tratar a

candidose bucal.
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Figura 1A

Figura 1B
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Resumo
PROCESSO DE OBTENCAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS
ANIONICAS E CATIONICAS DE CURCUMINA, NANOPARTICULAS OBTIDAS
E SEUS USOS
A presente invencdo refere-se a um processo de
obtencdo de nanoparticulas poliméricas (CUR-NP) anidnicas e
catidnicas de curcumina, as quais sao sintetizadas
utilizando-se polimero polidcido latico (PLA) e sulfato de
dextrana (DEX). Adicionalmente, a invencdo se refere as
CUR-NPs anidnicas e catibnicas obtidas e ao seu uso para o
preparo de uma composicdo para aplicacdo em terapia
antimicrobiana, associadas ou ndo a luz, em culturas de S.
mutans, SARM e (. albicans, preferencialmente para o

preparo de um medicamento para tratar a candidose bucal.
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