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PROCESSO DE OBTENCAO DE NANOPARTIicULAS Lipipicas sOLIDAS,
NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS E SEU USO

Campo da invencdo:

[001] Esta invencdo se insere na area da nanotecnologia
e na area farmacéutica e descreve um processo de obtencgédo
de nanoparticulas lipidicas sdélidas com trans-resveratrol
(RES), bem como as nanoparticulas obtidas.

[002] Ainda, esta invencdo descreve o uso das referidas
nanoparticulas na terapia antitumoral do melanoma.

Fundamentos da invencdo:

[003] A exposicdo a radiacgdo solar ultravioleta (UV) é
um fator muito importante para a patogénese de varias
doencas cutédneas, incluindo o envelhecimento cuténeo, as
hiperpigmentacdes e o clncer de pele.

[004] A radiacdo UV pode ser dividida em 3 espectros:
UVA (320 a 400 nm), UVB (280 a 320 nm) e UVC (< 280 nm), em
gue a UVC, até o presente momentoc, é absorvida pela camada
atmosférica de ozdénio e ndo atinge a superficie da Terra.

[005] A radiacdo UVA penetra na epiderme, chegando até
a derme, onde induz a formacdo de oxigénio singlete e
radicais livres, que podem causar danos as macromoléculas
celulares como proteinas, lipideos e DNA. A radiacdo UVB
pode induzir a uma variedade de efeitos Dbioldgicos,
incluindo inflamacdo, formacdo de qgueimaduras solares,
hiperpigmentacdo, alteracdes imunoldgicas e inducdo do
estresse oxidativo, que, quando associliados, podem promover
a formacdo do céncer de pele.

[006] Sabe-se que a incidéncia do céncer de pele tem
apresentado um grande aumento nas ultimas décadas, o qual

estd intimamente relacionado com aumento da exposicédo
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solar. Segundo dados do Instituto Nacional de Céncer
(INCA), o céncer de pele é o tipo de céncer mais frequente
no Brasil, correspondendo a até 25% de todos os tumores
malignos registrados no pails.

[007] Existem basicamente dois tipos de cancer de pele:
0 ndo melanoma, que & o malis comum e raramente pode causar
a morte do paciente; e o melanoma, que & o mais raro, mas é
responsavel por trés em cada quatro mortes por céncer de
pele. 0Os melanomas sdo originados através de alteracgdes nos
melandcitos.

[{008] Estudos recentes tém demonstrado gque o trans-
resveratrol (denominado (trans-3, 4', 5-trihidroxistilbeno)
ou RES), gque apresenta propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias, atua como um importante aliado na prevencdo
e no tratamento de desordens cuténeas, tal como a
carcinogénese.

[009] Este composto naturalmente encontrado em uvas e
em outras plantas medicinais apresenta varios efeitos
benéficos para a saude, dentre eles: acdo cardioprotetora,
gue 1incluil supressdo da peroxidacdo lipidica e da sintese
de eicosanoides, 1inibicdo da agregacdo plaguetéaria, acdes
antioxidante, anti-inflamatdéria e vasorelaxante.

[010}] Um dos maiores desafios atualmente enfrentados
pelos pesquisadores é a baixa biodisponibilidade in vivo do
RES quando administrado por wvia oral. BEm mamiferos, esta
substéncia sofre metabolizacdo Thepdtica e intestinal
rapida, logo, sua utilizacdo sistémica é prejudicada, uma
vez que o pico plasmatico diminui rapidamente.

[011] Estudos demonstram que o RES induz a apoptose de

células de melanoma in vitro, no entanto, ao administra-lo
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oralmente em ratos, ndo sdo observados efeitos no combate
ao melanoma, devido a sua rapida metabolizacdo apds a sua
administracéao.

[012] Assim, a pele pode ser considerada uma atraente
via de administracdo de farmacos, uma vez que evita o
metabolismo pré-sistémico e a degradacdo de farmacos pelo
sistema gastrointestinal. Todavia, ela funciona como uma
barreira extremante dificultosa de ser transposta, devido a
presenca do estrato cdrneo, que seleciona o0s componentes a
serem permeados.

{013] Dessa forma, a administracdo cutdnea do RES pode
ser conveniente a fim de tornid-lo disponivel em seu local
de agdo. No entanto, algumas propriedades fisico-quimicas,
tal como sua limitada solubilidade aquosa, dificultam sua
eficiéncia terapéutica tédpica, apesar dos estudos mostrarem
resultados promissores na inibig¢do da incidéncia do tumor e
retardo do inicio da tumorgénese na aplicacdo tépica no pré
e no podés-tratamento da exposicgdo crdbnica a radiacédo UVB.

[014] Sendo assim, a presente invencdo visa contornar
estes problemas ao recorrer a estratégia de desenvolvimento
de sistemas de liberacgdo para este principio ativo. Em
vista disso, sistemas nanoestruturados apresentam vantagens
relacionadas ao fato de promoverem liberacdo modificada de
farmacos, além de protegerem principios ativos da
degradacdo térmica ou fotodegradacéo.

[015] Nanoparticulas lipidicas sdlidas (NLS) consistem
de um sistema carreador coloidal de farmacos que, quando
aplicado topicamente, possul propriedades de interacdo com
o estrato cbdérneo e outras camadas da pele devido ao seu

tamanho de particula reduzido, o gue possibilita maior acéo
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bioldgica de farmacos.

[016] Quando comparado com outros veiculos, como, por
exemplo, as emulstes, as NLSs apresentam a vantagem de
controlar a liberacdo do farmaco, promover baixa irritacdo
cuténea e proteger a substéncia ativa.

[017] A liberacgdo mediada pelas NLS pode ser uma
ferramenta auxiliar no aumento da biodisponibilidade do
RES. Estudos Jj& demonstraram gque NLS contendo RES podem
atravessar a membrana celular dos queratindécitos e, assim,
aumentar o tempo de exposicdo ao RES, promovendo maior
inibicdo do crescimento tumoral.

[018] Assim, a presente invencdo propde um processo de
obtencdo de nanoparticulas lipidicas sdélidas com RES por
sonicacgédo, utilizando lipidio peguilado, como o© estearato
de polioxietileno 40.

[019] Os lipidios normalmente utilizados na obtencdo de
NLSs ndo favorecem a incorporacdo de fadrmacos com variados
graus de lipofilia. Ainda, tais 1lipidios sdo facilmente
reconhecidos pelo sistema imune, o que os torna varidveis a
acdo de enzimas de degradacéo.

[020] A utilizacdo de lipidios peguilados na obtencéo
das NLSs da 1invencdo é extremamente interessante, pois
possibilita a incorporacdo de farmacos com diferentes graus
de lipofilicidade, além de promover uma barreira fisica que
dificulta a acdo de macrdéfagos que removem OS componentes
da formulacdo e diminuem o efeito desejado.

[021] Adicionalmente, as nanoparticulas obtidas podem
ser usadas na terapia antitumoral de melanoma.

Estado da técnica:

[022] Alguns documentos do estado da técnica descrevem
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a aplicacdo e uso tépico de nanoparticulas com diferentes
finalidades.

[023] O documento EP0852941 descreve uma composicdo
cosmética na forma de uma nanodispersdo, compreendendo um
bleo soluvel, um éster de 4acido graxo, um fosfolipidio
essencialmente puro, etanol préprio para aplicacédo tdédpica e
agua.

[024] O documento W09721428 se refere a uma suspensdo
farmacéutica de nanoparticulas de hidrocortisona para
aplicacdo tédpica, em gue o0 agente ativo estd disperso em um
éster de 4&cido graxo e outros agentes auxiliares, como
lecitina e 6leo neutro.

[025] O documento PI0411954-1 descreve nanoparticulas
de derivados poli-oxietilenados com tamanho inferior a 1
pm, as gquais compreendem um polimero biodegradavel, um
copolimero de bloco derivado de polioxietileno e pelo menos
um ingrediente farmaceuticamente ou cosmeticamente ativo.
As nanoparticulas podem ser incorporados principios ativos
diversos, selecionados dentre moléculas com propriedades
terapéuticas, vacinas e cosméticos.

[026] Nenhum dos documentos do estado da técnica
descreve nanoparticulas lipidicas sdlidas compreendendo RES
para uso na terapia antitumoral de melanoma.

Breve descrigcdo da invencdo:

[027] A presente invencdo se refere a um processo de
obtenc&o de nanoparticulas lipidicas sélidas com trans-
resveratrol (RES) por sonicacdo, bem como as nanoparticulas
obtidas.

[028] Ainda, esta invencdo descreve o uso das referidas

nanoparticulas na terapia antitumoral de melanoma.
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Breve descrigcdo das figuras:

[029] Para obter uma total e completa visualizacdo do
objeto desta invencdo, sdo apresentadas as figuras as gquais
se fazem referéncias, conforme se segue.

[030] A figura 1 representa a média e desvio padrdo do
didmetro médio (nm) das nanoparticulas preparadas através
da sonicag¢do e analisadas 24 horas, T15, T30, T45 e T60
dias apds o preparo.

[031] A figura 2 representa a distribuicdo do didmetro
médio por intensidade das nanoparticulas analisadas no
tempo de 24 horas apds © preparo.

[032] A figura 3 representa a distribuicdo do didmetro
médio por intensidade das nanoparticulas analisadas no
tempo de 60 dias apds o preparo.

[033] A figura 4 é uma fotomicrografia da nanoparticula
1 com um aumento de 50.000 vezes.

[034] A figura 5 é uma fotomicrografia da nancparticula
5 com um aumento de 100.000 vezes.

[035] A figura 6 é uma fotomicrografia da nancparticula
2 com um aumento de 80.000 vezes.

[036] A figura 7 é uma fotomicrografia da nanoparticula
6 com um aumento de 150.000 vezes.

[037] A figura 8 é uma fotomicrografia da nanoparticula
3 com um aumento de 150.000 vezes.

[038] A figura 9 é uma fotomicrografia da nanoparticula
7 com um aumento de 150.000 vezes.

[039] A figura 10 é uma fotomicrografia da
nanoparticula 4 com um aumento de 150.000 vezes.

[040] A figura 11 é uma fotomicrografia da

nanoparticula 8 com um aumento de 200.000 vezes.
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[041] A Figura 12 é um termograma de agquecimento das

matérias-primas utilizadas no preparo das nanoparticulas.

[0421 A Figura 13 é um termograma da mistura fisica
dcido estedrico com o RES (aguecimento).

[043] A Figura 14 & um termograma da mistura fisica
estearato de polioxietileno com o RES (agquecimento).

[044] A Figura 15 €& um termograma da mistura fisica
copolimero tribloco com o RES (aguecimento).

[045] A Figura 16 é um termograma da mistura fisica
fosfatidilcolina de soja com o RES (aguecimento).

[046] A Figura 17 é& um termograma da nanoparticula
apdés os 3 ciclos de anédlise (aquecimento, resfriamento
reagquecimento) .

[047] A Figura 18 é um termograma da nanoparticula
apbs os 3 ciclos de andlise (agquecimento, resfriamento
reaguecimento) .

[048] A Figura 19 é um termograma da nanoparticula
apds os 3 ciclos de anédlise (aquecimento, resfriamento
reagquecimento) .

[049] A Figura 20 é um termograma da nanoparticula 6.

[050] A Figura 21 é um termograma da nanoparticula 3.

[051] A Figura 22 é um termograma da nanoparticula 7.

[052] A Figura 23 é um termograma da nanoparticula 4.

[053] A Figura 24 é um termograma da nanoparticula 8.

do

do

do

da

[054] A Figura 25 é o perfil de liberacdo de RES nas

nanoparticulas lipidicas sdélidas 5, 6, 7 e 8 apds 24 horas

de anélises.

[055] A Figura 26 é um cromatograma obtido com injecédo

de solucgdo de trans-resveratrol apds sua extracdo da pele

suina (derme + epiderme).
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[056] A Figura 27 é um cromatograma obtido com injecéo
de solucdo de trans-resveratrol apds sua extracdo da pele
suina (estrato cdbérneo).

Descricdo detalhada da invencdo:

[057] As nanoparticulas lipidicas sdélidas da invencéo
compreendem:

- 5,0

o°

de material graxo selecionado dentre 4&cido
estedrico ou estearato de polioxietileno 40;

- tensoativo selecionado dentre 3,5% copolimero
tribloco ou mistura de 3,5% copolimero tribloco e 1,2%
fosfatidilcolina de soja;

- conservantes microbioldgicos selecionados dentre uma
mistura de 0,18% metilparabeno e 0,02% propilparabeno; e

- 0,1% féarmaco, especificamente, o trans-resveratrol
(RES) .

[058] Em uma modalidade preferida desta invencdo, o
copolimero tribloco é copolimero de polipropileno glicol
flanqueado por dois blocos de polietileno glicol.

[059] Em uma modalidade preferida da invencdo, as
nanoparticulas com RES apresentam didmetro médio de 16,5 a
167 nm e indice de polidispersidade de 0,140 a 0,368,
preferencialmente 0,200. O potencial zeta varia de -2,58 a
-2,66 mV. Os valores variam de acordo com a concentracédo
dos componentes da nanoparticula.

[060] As nanoparticulas lipidicas sdélidas com trans-
resveratrol (RES) desta invencdo foram obtidas por meio do
processo que compreende as etapas de:

a. preparo da pré-emulsido;

b. sonicacdo da mistura;

c. centrifugacdo da mistura.
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[061] Na etapa “a”, para o preparo da pré-emulsdo, a
fase aquosa, a gqual compreende o copolimero tribloco, é
aquecida a uma temperatura que varia de 70 a 80 °C,
preferencialmente 75 °C.

[062] Em seguida, a fase aquosa é vertida sobre a fase
oleosa, a gual compreende o material graxo associado ou nédo
a fosfatidilcolina de soja e adicionado do farmaco, sob
mesma temperatura.

[063] A mistura ¢é agitada sob agquecimento durante um
intervalo de tempo gque varia de 1 a 2 minutos,
preferencialmente 1 minuto.

[064] Em seguida, na etapa “b”, a mistura formada ¢é
sonicada durante 20 minutos, em amplitude que varia de 46 a
48%, preferencialmente 47%, e poténcia que varia de 490 a
510 W, preferencialmente 500 W, sendo as amostras mantidas
em banho de gelo.

[065] Testes preliminares demonstraram que o banho de
gelo promove a formacdo de particulas com didmetro e indice
de polidispersidade menores do que gquando utilizado banho
de agua a temperatura ambiente.

[066] Na etapa “c¢”, promove-se a centrifugacdo a uma
rotacdo que varia de 4000 a 6000 rpm, preferencialmente
5000 rpm, durante um intervalo de tempo que varia de 9 a 11
minutos, preferencialmente 10 minutos.

[067] A centrifugagdo permite eliminar o titénio que
pode ser desprendido durante o processo de sonicacdo. Por
fim, as nanoparticulas lipidicas sdélidas com trans-
resveratrol (RES) foram caracterizadas fisico-gquimica e
microscopicamente.

[068] As nanoparticulas obtidas podem ser usadas na
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terapia antitumoral de melanoma.

- Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas da

invencdo:

[069] Para avaliacao da estabilidade fisica, as
nanoparticulas foram avaliadas quanto ao didmetro médio,
polidispersidade e potencial zeta, bem como por
calorimetria e microscopicamente.

[070] Para 1isso, foram preparados gquatro (4) tipos de
nanoparticulas, com diferentes concentracdes, conforme

mostrado na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1 - Nanoparticulas desenvolvidas.
Material Graxo Tensoativo Conservante Farmaco
microbiolégico
Acido Estearato de | Fosfatidilcolina | Copolimero MP PP RES
Estedrico | Polioxietileno de Soja Tribloco
5,0 - - 3,5 0,18 0,02 -
5,0 - 1,2 3,5 0,18 0,02 -
- 5,0 - 3,5 0,18 0,02 -
- 5,0 1,2 3,5 0,18 0,02 -
5,0 - - 3,5 0,18 0,02 0,1
5,0 - 1,2 3,5 0,18 0,02 0,1
- 5,0 - 3,5 0,18 0,02 0,1
- 5,0 1,2 3,5 0,18 0,02 0,1
Em que: MP = metilparabeno

PP = propilparabeno

- Determinacdo do didmetro médio e polidispersidade das

NLSs:
[071] As nanoparticulas foram analisadas gquanto ao seu
didmetro médio e seu indice de polidispersidade por meio da

técnica de espectroscopia de correlacdo de fdétons ou
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espalhamento de luz dindmico (DLS).

[072] Verificou-se que, em relacdo ao didmetro médio
das particulas (Figura 1), aquelas preparadas com estearato
de polioxietileno acrescidas ou ndo de RES (3, 4, 7 e 8)
foram as gque apresentaram menor didmetro médio, guando
analisadas 24 horas apds o preparo.

[073] Todas as nanoparticulas testadas ndo demonstraram
estabilidade em relacdo ao didmetro médio, poils sofreram
alteracbes durante os 60 dias de anédlise.

[074] Embora tenham sido observadas alteracgdes no
didmetro médio das particulas durante o armazenamento, néo
foram observadas alterac¢bdes organolépticas e macroscédpicas
nos 60 dias de estudo.

[075] Como é possivel observar na Figura 1, as
nanoparticulas 1, 2, 5 e 6 apresentaram aumento de duas
vezes no didmetro médio inicial. As nanoparticulas 3 e 7
sofreram variagdes de até nove vezes no didmetro médio e as
nanoparticulas 4 e 8 apresentaram, apds 15 dias, aumento de
duas e trés vezes do dilmetro inicial, respectivamente.

[076] Verificou-se, ainda, gue as nanoparticulas 1, 2,
5 e 6, apds 60 dias de armazenamento, apresentaram reducdo
no didmetro médio das particulas gquando comparado com
demais tempos, sendo que este evento pode estar relacionado
a precipitacdo das particulas de diédmetro maior, sendo
detectadas apenas particulas menores.

[077] Pelas Figuras 2E, 2F, 2G e 2H, verifica-se que as
nanoparticulas 3, 7, 4 e 8, respectivamente, apresentaram
ampla distribuicdo no didmetro médio por intensidade no
tempo 24 horas apds o preparo, indicando presenca de mais

de uma populacdo de particulas. Isso pode indicar a
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presenca de uma mistura de estruturas, como NLS e micelas.

[078] O mesmo ndo ocorreu para as 1, 5, 2 e 6, conforme
observado na Figura 24, 2B, 2C e 2D, respectivamente, sendo
gue as nanoparticulas apresentaram distribuicdo homogénea,
indicando a predomindncia de uma populacdo de tamanho de
particula.

[079] Apds estocagem por 60 dias, pode-se verificar, na
Figura 3, gue todas as nanoparticulas apresentaram ampla
distribuicdo no didmetro médio, indicando que, durante o
armazenamento, pode ter ocorrido aglomeracdo das particulas
presentes.

[080] O indice de polidispersidade & um pardmetro para
definir a distribuicdo do tamanho das particulas. Amostras
com ampla distribuicdo de tamanho das particulas apresentam
indice de polidispersidade superior a 0,7. Para um indice
igual a 0,4, considera-se uma distribuicdo heterogénea e
presenca de aglomerados na disperséo.

[081] A Tabela 2 descreve os resultados obtidos (média
e desvio padrio) do indice de polidispersidade das
nanoparticulas, os guais foram tratados estatisticamente.

Tabela 2 - Valores obtidos para o indice de
polidispersidade das nanoparticulas apds 24 horas, 15, 30,

45 e 60 dias apds o preparo.

T24 T15 T30 T45 T60
1 0,23 £ 0,01 0,23 £ 0,02 (0,21 £ 0,02]0,22 £+ 0,0110,20 % 0,01
2 0,16 £ 0,02 0,17 +£ 0,02 0,16 £ 0,030,114 + 0,01 0,15 £ 0,02
3 0,21 £ 0,06 0,23 + 0,04 |0,27 £ 0,07,0,37 £0,08,0,39 £ 0,03
4 /0,37 0,003} 0,32 £0,03 (0,34 %+ 0,02,0,36 £0,01 0,30 % 0,04
5 0,14 = 0,02 0,11 + 0,02 (0,12 + 0,03 0,16 + 0,02 0,15 = 0,01
6 0,20 £ 0,02 0,18 + 0,01 (0,16 £ 0,020,005 =+ 0,01 0,20 = 0,01
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0,26 £ 0,18 0,17 + 0,12 | 0,17 £ 0,02 0,29 £ 0,08 0,42 %

0,23

0,37 + 0,003} 0,44 £ 0,03 0,39 £ 0,01]0,42 =+ 0,04 0,39 =%

0,03

[082] Pelos resultados da Tabela 2, verifica-se gque as
nanoparticulas 1, 2, 5 e 6 apresentaram indice de
polidispersidade préximo de 0,2, demonstrando particulas
monodispersas.

[083] Pode-se observar também gue a nanoparticula 3
apresentou indice de polidispersidade proéximo a 0,2 até 45
dias apds o preparo. Apds esse periodo, observou-se aumento
significativo no indice de ©polidispersidade, podendo
indicar presenca de aglomerados. O mesmo ndo pode ser
observado para a nanoparticula 7, a gqual apresentou indice
de polidispersidade estdvel durante todo o periodo de
estudo.

[084] A nanoparticula 4 apresentou indice estével até
45 dias de estocagem e até 30 dias para a nanoparticula 8.
Porém, tais nanoparticulas apresentaram valores de 1indice
superiores a 0,3, o que indica amostra mails polidispersa,
podendo causar a formacdo de aglomerados.

- Anadlise do potencial zeta:

[085] O potencial =zeta foi determinado a partir da
mobilidade eletroforética, utilizando eqguipamento adequado,
sendo as analises feitas nos tempos 24 horas, 15, 30, 45 e
60 dias apds o preparo.

[086] A Tabela 3 descreve os resultados obtidos para a
andlise do potencial zeta, 08 guais foram tratados
estatisticamente.

Tabela 3 - Valores obtidos para o potencial zeta das

nanoparticulas apds 24 horas, 15, 30, 45 e 60 dias apds o

preparo.
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T24 T15 T30 T45 T60
1-1,54+60,31}|-1,34 + 0,08 -2,07 + 1,25 |-1,03 + 0,59 | -6,45 £ 1,03
2 |-2,22 + 1,12 |-4,01 £ 3,55| -2,82 + 2,02 -2,3 + 0,64 | -3,51 £ 0,75
3,-0,58 £+ 0,65|-2,09 £ 0,48 | -3,25 £ 0,58 | -3,49 £ 0,63 |-2,80 £ 0,51
4 | -1,55+ 0,37-1,42 £ 0,38 | -1,44 £ 0,42 |-1,64 * 0,38 | -1,91 = 0,10
5 -2,60 £ 1,27}-1,85 £ 0,68 -0,70 £ 0,13 | -1,49 £ 0,41 | -4,52 £ 3,78
6 | -2,66 £ 0,33|-2,49 £ 0,39 -2,73 v 0,96 | -1,13 £ 0,20|-2,19 = 0,99
7 |-2,58 £ 1,69 -1,24 £ 0,49 | -3,30 £ 1,26 |-1,68 £ 0,33 |-1,78 £ 0,47
8 | -2,63 +0,79|-1,89 0,42 | -2,05 = 0,14 |-2,13 +* 0,25 |-2,51 £ 0,21

[087] A redugdo no potencial zeta

a reducgdo da estabilidade fisica.

minimo t

estd relacionada com
Um potencial zeta de no

60 mV & requerido para uma excelente estabilidade

e de no minimo * 30 mV para uma boa estabilidade fisica.

[088]

Os

nanoparticulas obtidas,

nV, conforme demonstrado na Tabela 3.

apresentam

resultados

demonstraram gue, para todas as

o potencial zeta é menor do que 6

Desta forma, néao

um potencial zeta adegquado para uma boa

estabilizacgdo estatica.

ndo promoveu alteracdo significante nesse valor.

[089]

significativas no valor do potencial

Além disso,

nanoparticulas durante

apenas

da

formulacao

o tempo de

3, que apresentou

estudo, com

zeta

A adicdo da substédncia ativa RES

verificou-se que ndo houve alteracgdes

das

excecao

alteracao

estatisticamente significativa apdés 15 dias de ensaio.

- Andlise microscdpica das nanoparticulas da invengdo:

[090] A determinacdo da morfologia das nanoparticulas

foi

realizada por microscopia

eletrbnica de varredura

enmpregando microscépio eletrdnico de varredura de efeito de

campo

(MEV-FEG) .

[091] As Figuras 4 a 11 demonstram as imagens obtidas
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por MEV-FEG das nanoparticulas 1 a 8. As fotomicrografias
demonstraram a formacdo de nanoparticulas regulares e com
baixa dispersdo no didmetro médio (Figura 4 e Figura 11).

[092] As fotomicrografias obtidas ndo demonstraram a
formagcdo de c¢ristais, que surgem quando o composto a ser
nanoencapsulado estd presente em excesso no meio de
dispersdo ou devido a uma grande polidispersdo no tamanho
das nanoparticulas obtidas.

[093] Os resultados da microscopia sugerem que o método
de producdo por sonicacdo aplicado produz um material com
distribuicdo nanométrica de particulas com morfologias bem
distintas.

[094] Nas figuras, observam-se nanoparticulas com
diémetros entre 20 e 150 nm, resultados um pouco menor do
gue o0s encontrados na analise de didmetro médio pela
técnica de correlacdo de fbétons, também conhecida como
espalhamento de luz dinémico (DLS).

[095] Isso ocorre pois, durante o preparo da amostra
para a analise por MEV-FEG, h& a evaporacdo da A&agua
presente no sistema, Qque provoca o encolhimento das
particulas de modo gue o didmetro médio determinado por MEV
é menor ao determinado por DLS.

- Calorimetria diferencial exploratdria (DSC):

[096] As medidas de calorimetria diferencial
exploratdéria (DSC) foram realizadas utilizando calorimetro
diferencial de varredura (DSC) acoplado a um mdéddulo de
resfriamento por Nj.

[097] As Figuras 12 a 24 apresentam a curva de DSC das
matérias-primas utilizadas na obtencdoc das nancparticulas,

bem como a curva das nanoparticulas obtidas. Para todas as
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nanoparticulas, foram realizadas analises nos 3 ciclos, no
entanto, apenas foram representados nas figuras os ciclos
que apresentaram eventos térmicos.

[098] Verificou-se que, durante 0 aguecimento, a
fosfatidilcolina de soja ndo apresentou pico de fusdo
(Figura 12), possivelmente pelo fato da mesma néo
apresentar ponto de fusdo aparente.

[099] Na mesma figura, &a curva do copolimero tribloco
apresentou evento endotérmico de fusdo bem definido em 59
°C e apresentou um evento de degradacdo prdximo a 150 °C.

[100] Os termogramas resultantes da andlise do metil e
propilparabenos consistem de um tUnico evento endotérmico
atribuido ao processo de fusdo. 0Os eventos endotérmicos
exibiram um pico maximo a 129 °C e 97 °C, respectivamente,
correspondentes ao metilparabeno e ao propilparabeno.

[101] As misturas fisicas do material graxo com o RES,
bem como dos tenscativos, ndo apresentam pico de fuséo
relacionado ao RES, o gque sugere gque esta substdncia estéa
no seu estado amorfo e ndo cristalino, durante a analise.

[102] Além disso, a auséncia de pico de fusdo pode ser
decorrente da ndo deteccgdo do RES pelo equipamento, uma vez
gque as misturas foram realizadas na proporcdo de matéria-
prima utilizada para a realizacdo do ensaio de DSC.

[103] Verifica-se, ainda, que nao aparecem nos
termogramas das nanoparticulas 1 a 4 (Figura 17, Figura 19,
Figura 21 e Figura 23) e 7 e 8 (Figura 22 e Figura 24) os
picos endotérmicos referentes ao metilparabeno e ao
propilparabeno.

[104] Em todos os termogramas das nanoparticulas 1 a 4

e 5 a 8 (Figura 17 a 24), os picos endotérmicos do RES néo
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aparecem. Este fendmeno ocorre devido ao fatoc de que os
mesmos se encontram em malor proporcdo no estado amorfo ou
as altas concentracdes do carreador tenham impedido a
deteccdo dos picos de fusdo destas substéncias na curva de
DSC. Ainda o &cido estedrico, o estearato de polioxietileno
(40) e o copolimero tribloco, por apresentarem pontos de
fusdo menores que o metil e o propilparabeno, poderiam
dissolvé-los, impedindo a verificacdo de seus estados
cristalinos.

[105] Nas Figuras 17 a 19, qgue representam o DSC das
nanoparticulas 1, 5 e 2, pode-se observar gque a existéncia
de eventos térmicos nos 3 ciclos de andlise, sendo evidente
0 pico endotérmico (temperatura de fusdo) no ciclo 1, bem
como O pico exotérmico de recristalizacdo no ciclo 2 e o
pico de fusdo apds o reaquecimento no ciclo 3.

[106] Isso demonstra gque, apds o agquecimento e ©
resfriamento, as nanoparticulas conseguiram retornar ao seu
estado cristalino inicial. O mesmo ndo foi observado para
as formulacdes 6, 3, 7, 4 e 8, as qualis ndo apresentaram
picos exotérmicos referentes a recristalizacgédo.

[107] Pode ser observado mais de um pico endotérmico
para as nanoparticulas 5 e 2 (Figuras 18 e 19). Ainda, uma
mudanca no evento térmico também pode ser observada no pico
endotérmico das nanoparticulas 7 e 8 (Figuras 22 e 24).

[108] Na Figura 20, correspondente a formulagdo 6,
verifica-se um deslocamento do pico exotérmico para 106 °C,
parecendo ter ocorrido um aumento no tamanho médio de
estruturas cristalinas e/ou remocao de defeitos
estruturais, levando a um deslocamento da primeira

transicdo endotérmica para temperaturas mais altas.
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[109] Possivelis 1interag¢des entre os componentes e o0s
diferentes adjuvantes podem ser observadas utilizando o
DSC. Entretanto, diferencas entre as curvas de DSC dos
componentes individuais e das misturas ndo necessariamente
correspondem a uma incompatibilidade. Para confirmar se hé
incompatibilidade substancial, é importante associar outras
técnicas analiticas, como, por exemplo, a termogravimetria
(TG) e a termogravimetria derivada (DTG).

- Ensaios in vitro:

- Estudo de liberacdo do RES in vitro:

{1101 A liberacdo do farmaco das nanoparticulas pode
ocorrer por trés diferentes mecanismos: (a) a liberag¢do do
farmaco da superficie das nanoparticulas, (b) difusdo do
mesmo através da matriz maledvel e (¢) a liberacdo do ativo
por erosdo do polimero.

[111] Os perfis de liberacdo do RES das nanoparticulas
5, 6, 7 e 8 sdo demonstrados na Figura 25 e o percentual de
RES liberado estéd representado na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4 - Percentual de RES liberado das nanoparticulas

lipidicas sélidas 5, 6, 7 e 8 apds 24 horas de analise.

Amostras Liberacdo do RES (%)

apbés 24 horas

5 23,92 + 1,36
6 26,63 = 2,52
7 13,08 £ 2,10
8 12,30 £ 1,40

[112] As nanoparticulas apresentaram liberacdoc de RES
somente apds 1 hora de ensaio.
[113] A Tabela 4 demonstra gue as taxas de liberacdo do

RES para as nanoparticulas 5 e 6 ndo apresentam diferencas
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estatisticamente significativas entre si, assim como
ocorreu com as nanoparticulas 7 e 8. Isso demonstra que a
adicdo de fosfatidilcolina de soja na nanoparticula néo
apresenta influéncia sobre a liberacdo do RES.

[114] Pode-se verificar também gque as nanoparticulas
preparadas com Aacido estedrico apresentaram taxas de
liberacgdo do RES maiores do que aquelas preparadas com
estearato de polioxietileno. Este resultado pode estar
relacionado com o carater mals hidrofdébico do Acido
estedrico, que facilita a solubilizacdo do RES, gque é mais
lipofilico e permite a sua liberacédo.

- Estudo de permeacdo e retencdo cutdnea in vitro do

RES em peles de modelo animal:

[115] O ensaio de permeacdo cutldnea tem como objetivo
avaliar a habilidade de diferentes substéncias ativas
permearem através da pele, utilizando como membrana modelo
a pele da orelha de suinos ou pele humana proveniente de
cirurgia pléastica.

[116] O percentual de RES permeado através da pele
suina apds a aplicacdo das diferentes nanoparticulas estdo
demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Percentual de RES permeado apds 24 horas de

analise.

Amostras Permeacdao do RES (%)

ap6és 24 horas

45,26

-

34,88

18,61

-

16,99

[+

33,76 17,69

0 I3 (o On

+

18,61 £ 16,99

[117] Observa-se gue a quantidade de RES permeada com o
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tempo aumenta para todas as nanoparticulas. A guantidade
média acumulada de RES ©permeado apds 24 horas de
experimento indica gue as nanoparticulas acrescidas de
fosfatidilcolina de soja (6 e 8) apresentam menor permeacgdo
do RES guando comparado com as nanoparticulas que néao
continham fosfatidilcolina de soja em sua formulacdo (5 e
7), como demonstrado na 5. Como a fosfatidilcolina & um
fosfolipidio constituinte do estrato cdrneo, é possivel gue
a mesma leve a um aumento no depdsito do farmaco na pele.

[118] Embora as nanoparticulas preparadas com estearato
de polioxietileno (7 e 8) tenham apresentado menor didmetro
médio quando comparado com as nanoparticulas preparadas com
dcido estedrico (5 e 6), o tamanho das particulas né&o
interferiu na permeacdo cuténea do RES.

[119] Nos ensaios de retencdo cutdnea, ndo detectou-se
RES nas peles suinas (derme, epiderme e estrato cdbdrneo),
conforme demonstrado nas Figuras 26 e 27.

[120] Os resultados demonstrados nas Figuras 26 e 27
demonstraram que, possivelmente, os métodos utilizados para
a extracdo do RES ndo foram eficazes, uma vez que o RES nédo
foi detectavel em nenhum cromatograma apds a extracdo.

- Ensaio de atividade:

- Determinacéo da concentracdo correspondente a

atividade inibitéria 50% do RES e NLS-RES usando tirosinase

com concentracdo de 480 U/mL:

[121] Clinicamente, a via de sintese da melanina atua
como uma ferramenta para o diagndstico do melanoma, como,
por exemplo, um marcador de diferenciacdo do melanoma de
outros tumores. Biologicamente, a presenca de melanogénese

afeta o comportamento das células de melanoma e 0 seu
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microambiente, gerando um ambiente oxidativo e alguns

intermedidrios téxicos e também mutagénicos.
[122] A enzima tirosinase desempenha papel primordial

na melanogénese e assume, em estados ©patoldbgicos, a

superexpressdo de melanina, © qual pode ser associado com

nivels enzimaticos anormais séricos e teciduails.

[123] O resveratrol tem demonstrado ser um potente

inibidor da enzima tirosinase, sendo considerado um

importante aliado na terapia antitumoral de melanoma.

[124] Assim, para a determinacao da concentracao

correspondente a atividade inibitdéria de 50% do RES e das
nanoparticulas foi utilizado tirosinase na concentracido de
480 U/mL.

[125] Apdbs o das incubacdo das

preparo placas e a

mesmas, analisaram-se as absorbincias e, consequentemente,
as porcentagens de inibicdo da tirosinase da solugdo de RES
e do RES incorporado nas nancoparticulas (NLS-RES).

[126] A fim de minimizar a influéncia dos componentes
da formulagdo na atividade enzimédtica, utilizou-se a NLS
sem RES como branco.

Tabela 6 - Porcentagem de inibicdo da enzima tirosinase

(480 U/mL) pelo RES e pelas NLS- RES em diferentes

concentracoes.

Porcentagem da Inibigcdo da Tirosinase (IA%)

Amostras | 5 pg/mL | 10 pg/mL | 20 pg/mL | 40 pg/mL | 80 pg/mL
RES 47,04 63,45 74,18 68,44 73,80
5 65,49 89,78 119, 88 152,75 143,55
6 55,27 58, 93 73,01 105, 88 108, 62
7 27,11 43,78 58,56 77,46 81,59
8 39,66 55,17 65,76 71,63 79,28
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[127] Conforme demonstradoe na Tabela 6, tanto as
solucgdes de RES, quanto as solugdes das nanoparticulas
testadas (5 a 8) demonstraram atividade inibitdéria positiva
da enzima tirosinase. Entretanto, a linearidade das curvas
obtidas entre as concentracdes das solugdes de RES e das
nanoparticulas com a porcentagem de inibicgdo da atividade
da enzima tirosinase para o caéalculo do IAsy nédo foram
significantes, ndo sendo possivel fazer uma andlise do TAsg
tanto para o RES em solucdo gquanto incorporado nas
nanoparticulas.

{1281 O &cido ké6jico foi adotado como controle positivo
da inibicgdo da reacdo, polis se sabe que este é um potente
inibidor da enzima tirosinase 1in vitro, além de ser um
composto com pouca acgdo citotdxica, hidrossoluvel e, ainda,
ndo se oxidar facilmente em contato com o ar.

Tabela 7 - Porcentagem de inibicdo da tirosinase pelo dcido
kéjico em diferentes concentragbes utilizando solugdo de

tirosinase a a 480 U/mL.

Concentragao de Porcentagem da inibigao
dcido kéjico (pg/mL) da tirosinase (IA%)

0,312 -

0,625 2,48 + 0,034
1,25 2,23 £ 0,04
2,5 20,60 £ 0,04
3,0 -

4,0 -

5,0 25,06 £ 0,04
10,0 57,82 + 0,04

[129] Verifica-se que a solucdo de RES, bem como as

nanoparticulas 5, 6 e 8 apresentaram maior porcentagem de
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inibicdo da enzima tirosinase quando comparado com a
solucdo de acido kéjico a 5,0 pg/mL.

[130] Por sua vez, nanoparticulas 5 e 6 a 10,0 ug/mL
mostraram ser mais eficazes que o acido kdéjico na mesma
concentracao.

[131] A nanoparticula 7 a 5,0 pg/mL demonstrou eficécia
semelhante ao &acido kdéjico a 5,0 ug/mL e o mesmo ocorreu
comparando 8 a 10,0 ug/mL com o acido kdéjico a 10,0 ug/mL.

[132] Porém, foi observado menor acdo sobre a enzima
tirosinase pelas nanoparticulas 7 e 8 a 10,0 ug/mL guando
comparado com solugdo de acido ké6jico nesta concentracdo.

[133] A solucédo de RES a 5,0 ug/mL inibiu 1,87 vezes
mais a enzima tirosinase que a solucgdo de &cido kéjico a
5,0 png/mL e a solucdo de RES a 10,0 pg/mL inibiu 1,10 vezes
mais que a solugdo de &cido kdéjico a 10,0 pg/mL.

[134] As nanoparticulas 5 e 6 a 5,0 pg/mL inibiram 2,61
e 2,20 vezes, respectivamente, mais a enzima tirosinase que
a solugdo de éacido kéjico na mesma concentragdo. A
formulacdo 5, quando em solugdc a 10,0 ug/mL, inibiu a
enzima tirosinase 1,55 vezes mais gue o é&cido kéjico na
mesma concentracéo.

[135] A nanoparticula 5, quando comparada com o RES
livre, promoveu maior inibicdo da enzima tirosinase, sendo
que inibiu 1,39 vezes mais que o RES livre guando em
solugdes a 5,0 ug/mL, 1,41 vezes mailis quando em solucdo a
10,0 pg/mL, 1,61 vezes mais guando em solucdo a 20,0 ug/mL,
2,23 vezes mais quando em solucdo a 40,0 ug/mL e 1,79 vezes
mais quando em solucdo a 80,0 ug/mL.

[136] Para a nanoparticula 6, observa-se que nem todas

as concentracdes das solucdes preparadas fol superior a
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solugdo de RES livre, sendo gue para a solucdo a 5,0 ug/mL,
6 foi 1,17 vezes mais eficaz gque a solucdo de RES livre na
mesma concentracio.

[137] Porém, nas concentracgdes de 10,0 upg/mL e 20,0
ug/mL, a 6 foi semelhante ao RES 1livre, nas mesmas
concentrag¢des, na inibicdo da enzima tirosinase. J&, nas
concentracgdes 40,0 pg/mL e 80,0 ug/mL, 6 foi 1,54 e 1,47
vezes mais eficaz gue a solucdo de RES livre, nas mesmas
concentracgdes, na inibicéao da enzima tirosinase,
respectivamente. Tanto a nanoparticula 7 quanto a 8 se
mostraram mais eficazes na inibicdo da enzima tirosinase
apenas quando em solucdo a 40,0 pg/mL e a 80,0 ug/mL.

[138] Para a formulacdo 7, apresentou ser 1,13 e 1,10
vezes mails eficaz na inibicdo da enzima que o RES livre
quando em solucdo de 40,0 ug/mL e 80,0 ug/mL,
respectivamente. E, a formulacdo 8 foi 1,05 e 1,07 vezes
mais eficaz na inibicdo da enzima tirosinase que a solucgédo
de RES livre quando em solugdo a 40,0 ug/mL e 80,0 ug/mL,
respectivamente.

[139] Verifica-se ainda que a formulacdo 5 a 40,0 pg/mL
foi a gue apresentou maior inibicdo da enzima tirosinase,
152,75%. J4& a formulacdo 7 a 5,0 pg/mL foi a gue apresentou
menor inibicdo da enzima tirosinase, 27,11%.

[140] Embora a versdo preferida da invencgdo tenha sido
ilustrada e descrita, deve ser compreendido que a invencéo
ndo é limitada. Diversas modificacg¢bes, mudancas, variacdes,
substituicdes e equivalentes poderdo ocorrer, sem desviar

do escopo da presente invencdo.
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REIVINDICACOES

1. Nanoparticulas 1lipidicas sélidas caracterizadas

por compreender:

- 5,0 % material graxo selecionado dentre Aacido
estedrico ou estearato de polioxietileno 40;

- tensoativo selecionado dentre 3,5% copolimero
tribloco ou mistura de 3,5% copolimero tribloco e 1,2%
fosfatidilcolina de soja;

- conservantes microbioldégicos selecionados dentre uma
mistura de 0,18% metilparabeno e 0,02%propilparabeno; e

- 0,1% trans-resveratrol (RES).

2. Nanoparticulas lipidicas sdélidas, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizadas pelo fato de que o

copolimero tribloco & copolimero de polipropileno glicol
flangueado por dois blocos de polietileno glicol.
3. Nanoparticulas lipidicas sdlidas, de acordo com a

reivindicacdo 1 ou 2, caracterizadas pelo fato de

apresentar didmetro médio de 16,5 a 167 nm.
4, Nanoparticulas lipidicas sélidas, de acordo com a

reivindicacdo 1, 2 ou 3, caracterizadas pelo fato de

apresentar indice de polidispersividade que varia de 0,140
a 0,368, preferencialmente 0,200.
5. Nanoparticulas lipidicas sdélidas, de acordo com a

reivindicacdo 1, 2, 3 ou 4, caracterizadas pelo fato de

apresentar potencial zeta que varia de -2,58 a -2,66 mV.
6. Processo de obtencdo das nanoparticulas lipidicas
sblidas conforme definidas nas reivindicacgdes 1 a 5,

caracterizado por compreender as etapas de:

a. preparo da pré-emulsdo;

b. sonicacgdo da mistura; e
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c. centrifugacdo da mistura.
7. Processo, de acordo com a reivindicacado 6,

caracterizado pelo fato de que, na etapa “a”, a pré-emulséo

é preparada pelo aquecimento da fase agquosa a uma
temperatura que varia de 70 a 80 °C, preferencialmente 75
°C, a gual ¢é posteriormente vertida na fase oleosa e
agitada sob aguecimento durante um intervalo de tempo que
varia de 1 a 2 minutos, preferencialmente 1 minuto.

8. Processo, de acordo com a reivindicacgao 7,

caracterizado pelo fato de que a fase agquosa compreende o

copolimero tribloco.
9. Processo, de acordo com a reivindicacédo 7,

caracterizado pelo fato de gue a fase oleosa compreende ©

material graxo associado ou ndo a fosfatidilcolina de soja
e adicionado do farmaco.
10. Processo, de acordo com a reivindicacdo 6,

caracterizado pelo fato de que, na etapa “b”, a mistura

formada ¢é sonicada durante 20 minutos, em amplitude que
varia de 46 a 48%, preferencialmente 47%, e poténcia qgue
varia de 490 a 510 W, preferencialmente 500 W, sendo as
amostras mantidas em banho de gelo.

11. Processo, de acordo com a reivindicacdo 6,

caracterizado pelo fato de gue, na etapa “c¢”, promove-se a

centrifugacdo a uma rotacdo gue varia de 4000 a 6000 rpm,

preferencialmente 5000 rpm, durante um intervalo de tempo

que varia de 9 a 11 minutos, preferencialmente 10 minutos.
12. Uso das nanoparticulas lipidicas sdélidas conforme

definidas nas reivindicacdes 1 a 5 caracterizado por ser no

preparo de uma formulacgao farmacéutica para tratar

melanoma.
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Resumo

PROCESSO DE OBTENCAO DE NANOPARTICULAS LIPiDICAS SOLIDAS,
NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS E SEU USO
A presente invencdo descreve um processo de obtencdo de
nanoparticulas lipidicas sélidas com trans-resveratrol
(RES) por sonicacgdo, utilizando lipidio peguilado, bem como
as nanoparticulas obtidas e seu uso na terapia antitumoral

do melanoma.
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