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RELATÓRIO DEscRrTlvo DA PATENTE DE INVENÇÃO

"CQMPOSIÇÃO FARMACÈUT1CA COMPREENDENDO FTALOCIANINA DE

ÍNDIO ENCAPSULADA EM NANOESFERAS DE UM POLÍMERO E SEU

5 PRQCESSO DE PREPARO CC)M CONTROL,E DAS PROPRIEDADES
0

NANOPARTICULADAS"

CAMPO DA RNENÇÃO

A presente invençào tem coma princ'ipal ako a composição medicam-entosa a base

10 de ln-fíalocianina (lnPe) encapsulado em nmoesfèras do copolímero do ácido iáticQ-

co-ácidQ gjicõlico ligado a moléculas de poíiccileno glícot (PLGA-PEG). pârà aplicação

cm íerapia fotodinãmica nos tmtamentos de ,d«nças oncológicas vía administração

inhaven.osa. A terapia fòtodinãmiea (PDT, do inglês: phQt(}dynamic therapy) é uma

moda1idade terapêutica que vem sendo utílizada no tratamento do câncer, bem como em

15 outras doenças nãp onco]ógicas causadas por vírus, bactCrias ou fungos.

A inveuçãQ também compreendc g processo de preparo de n-anoesfèras de PLGA-

PEG contendo lnPc com controle das propriedades nanopartjculadas a partir da

compreensão da inf]uène-ia dos parámetms cnvolvidQs no pteparo das nanoesferas,

atrwés de um planejamento fatoriaL Este planejamento é cwacterizado pela reajizaçào

20 sistemática de experímentos visando a otimiz.ação de formulações a partir do

cmihecimento dos efeitos individuais e co.mbinatÕrios dos parãmetros do processo sobre

as propnedades do sistema camador.

TÉC.NICAS RELAC[QNADAS

25. As ültimas dêcadas foram caràcterimdas pela evolução no tratamenlo do câncer

devida à descoberta de ncwos qui"miolerápiçQs, a associação de terapias padrões'

(cirurgia, mdioterapia e quimioterapia) e o surgimento de novas terapias como a

hormonioterapia e a imumtempia. Os avanços da oncologia têm aumentado o tempo de

vida dos pacientes e reduzido os efèitos colaterais do tratamento medicamentQsQ cQmo

30 alopecia (queda de cabelo), alterações gastrintestinais (náuseas, vômitos e dimêias) e

adinamia (prostração fisica). Embora avanços tenham ocorrido, os efeMs cQ]alerai5

ainda persistem e não são raros qs casos onde a medicina não lem estratégia definida

para tratamento' de alguns tipos de cãnc'er. Uin exemplo é o c'arcinoma de células
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h pequenas da bexiga, um tumor agressivo deseoberto desde 1981 que nào apresenta

estratégia definida para tratamentio e que leva os pacientes a terem sobrevida média de 5

a 6,5 meses (Church, D. N. Et al. Clinical review-smdl cell carcinoma ot the bladder,

Canc'er Trwt. Rev. 32, 588-593, 2006). Quando se pensa em neoplasias em estágio

. 5 avariçado, os prognósúcos Sãfj ainda piores. Um exempjo é a disseminação péritonid

onunda de tumores gastrointestinais a quaj não apresenta tratamento padrão e pam a

" qual a quimioterapia sistêmica não apresenta efeito signifieativQ, devido ao baixo fluxo

sanguíneo no peritõnio, fato que leva qs paeientes a resistirem por apenas 3 meses

,(Sadeghi, B. El al. PeritQneal çMcinomatQsis Nom nongyneco)ogic malignancies: resúlis

10 of the EyocAp,E l m,u]ü«nmg prospective srudy, Cancer 88, 358-363, 2000).

Diante destes fàtos, no'vas técnicas dc tratamento vên] sendo estudadas e cntre elas se

destaca a PDT a qual é uma modalidade terapàitica que vem sendo utilizada com

sUcèsSc) no tratamento dr carcinoma basocelular (câncer de pele mâis Reqüente)

(Fmtiní. F: Et aL Phowdynamic therapy for basal cell carcinomâ: clinicaj and

15 pathological determinant$ of response, J, Eíu'. Acad. Dermato. Venered. 25, 896-90Í,

2011), bem como crn outm doenças nâo oncológi¢as eomo no tratam'ento da

degenemçào maeutar (doença que causa pmja da visão) (Das, R. A. Et ai. Cmbined

treatment modâiities for age rekted macular degenemiQn, .Curr. Drug Targets 12, 182-

189, 2011), papiloma vírus (Raish, M- et ai Photodynamic therapy in combWüon with

20 Gren tea polyphend EGCC enhancès antitumor dlicacy in human papitlomavirus 16

(E6/E7) immonalized tumw cells, J. App/ied Res. 10, 58-67, 2010) e em procedimentQl$

Qnçol.ógicas (Teissie, J. et al. Drug Ddivery by elearopulsation: recent develapments in

oncokgy, lm. J, Pham. 423, 3-6, 2012). AJém d'isso.. a PDT também tem sido utilimda

no tTatament0 d'e efluentes (COst& L. Et al. Sewage baeteriophâge inactivatiQn by

25 eatíonic porp'hyrins: Mucnce of light parameters. Phõ{Qchem. Pho/Qbiol. Sci. 9, ] 126-

1133,, 2010), em sinteses quimieas (Zeng, W- et aL Efíicient dye-mwitized solar cdls

with an organi'c photosensiü-zer featuring orderly cQnjugated ethylenedioxythiophene

and dithienosijole bloc-ks, Chem. Maier. 22, 19lS-l92S, 2010), fjã esterilização de

sangue (Wamwright, W. Thc emerging chemÍstry of biood product disinfection, Chem.

30 Soc. Rev. 3 I, 12'8-136, 2002) e na cr1emínação de pragas agrkdas (Aver"yanov, A. A.,

Supmsion. ot cucurbiir scab on cucumber ka"ves by photodynamic dyes. Crop

pFD1EcÊiQn 30, 925-930, 2011).

Ná oncologia, a PDT está baseada na administração sistêmica de um

fi)tçN$m$jbi]izador (PS) que se acumula pMèrencialmente nos tecidos doentes em mzão
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° da formação de complexos intravas¢Ujares entre as substâncjas fotossensíveis e

Iipopmteinas de baixa densidade (LDL, da ínglês low density lipoprotein), Como a

mainria das células tumarais apresenta uma superexpressão de rmeptom de

lipopFoteínas de baixa dewidade (LDL, do inglês bw density lipoprotem) (em

. 5 compmçM às cClulas normais), hã urn 4gúTnu]o preferencial dos fõtossensibilizadares

sobre o tecido tumoral, de maneir,a que tem AidQ agei't0 que a sejetividade lumoraj

" aumenta com o caráier lipoíilico cÍq agente fotossensibilimnte- ('SimpliciQ, F. I. Et aj.,

Photodynamic therapy: phamja¢0lQÉ'icd aspects. ÁpplicatiorIs and news Rqui

medications development, Qu/m. Novu 25, 8Ql -&01!, 2tX)2). Entretanto, ncm todos os

10 wnim apresentam elevada co=ntEaçãD de receptores LDL e, neste càSQ, o

'foWsawibilimd.or pode se ligar a ]ipopIote[nas de alta de.nsidade (HDL) e albumina,

fato que permite a retenção do fçuQ$sensibilizador m es.troma tumoml ("'mquiwtum" de

suporte de tecido coneetivo e apòne vascular) sem o'inemédW de receptores (Srylli., ·S.

S. Et al. Photodyn-amic therapy of cere.bral glioma - A review. Pan l — A biological

l5 bam$. j Clbí jVeurQsci. l 3. 61542'5, 2006)- O tumor C cntão irradiado uti1izandQ-se

wnafonte de luz na rq'ião do vermdho ou iniÍav'eme]hQ' pròximo (600-800 nm). a fim

que a radiaçãò penetre efetívamente nos tecidQs tumQrai$. A inadíação do tumor

proyo¢a a excitaçàQ do. tk)tc)s5m$ibilizado a am estMo eleüõnico de maior energía

(estado detrônico singlete excitado) (ji'çne, A. Et al. Biopihysícal AispecB, of

20 Photodynamic Therapy. Jòurnd qf &mj¶Qnmentd Patho/ogY, Tox/co/ogv, and

OncdQgy 25, 7-28, 20.06). .Q fMosgensibi]ízad0r neste estado eletrõnico sofke uma

transição paxa ç) estado tripkte Excírada (estàdo eletrônico de menor encrgia)- Ncste

esiado energéúco, ofotQ5sensi,biljzador pQde interagir fQtoquimicamEnte com moléculas

de oxigênio, ou biomôléculas localizadas próximas à regíão iTTadiad% gcrando .espéc'íes

25 rea6v'as wm.a q QxigêDio singlete que danin¢an] q tumor i,WMiado (Jüzeniene, A. Et al.

2006). Coitkj q tempo de vi&i do oxigênio singlete é curto (10-40 Fl5) 'ém sistemas

biológicos e, assumindo a mesma constante de dinLsão do oxigênio s.ii@ete cQmo para o

oxigènio rnolecular em cClulas, o raio de aç-ão da oxigênio singlete é de apenas 10-20

run (Maan. J. Et aj. Acúon spectra d phÚ1alocyanines with tespect to photosensitizatim

30 oFceljs. PhQtochem. Phu/QbiQl. 56. 1 71-17'5, 1 992), Porlanto. a destruição causada pek

e'feito fptDdinâm,ieo ocQITé próximo ao local de geraçH primãria do oxigênio. sing1ele na

célula. Sendo assim, mmente as estrutüras celulare-s próximas às regiões ccm ajta

concentmçàLj do fotossensibilizador, e que forem inadiadas, é que serão destruídas pela

PDT.
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4 A eficiência da PDT depende de várias proprie&Ides Íísiolôgicas, fotofkicas e H'co-

quimicas, como a retençào seletiva dQ roto$sensibiIizad0r por unidade de vdume de

tecido e o efeito da hidrQtobicidage do fotossensibihzador sob 'a atividade biol'ógica

(Ochsner, M. Photophysical and photobiological pmcessès in the ph'(jtQdynamic therapy

, 5 of tumours. J, i'hotoch. Phaiobid. B-B1oI- 39, Í-j.8, 1997). PesquisadQres têm mostrado

qrie a retmção de Mossensibilizadores em aj1jla5 tumorais aumenta qu.ando a

" po]arigade da mojécula diminui (Nelson, J. S, Et. al. Study Qf t.he in vivo and in viwj

photosensitizing capabilitics of urQporpbyril1 I compared to Photohin Il. Lasers Swg.

Med. 6, í31-j36, 1.986). Contudo, se a lipofílicidade é muiío alta, pode-se dificulW a

10 ad.ministração intravenosa destas subsiâncias,

Para resolver o pmoblema ms compostos hidrofóbicos e aumentar a especincidade

dos compastos fotosscnsíveis, pesquims têm sido Feajiza.das para o des'envolvimento dc

diferentes estratégias ck b"bemçãQ envolvendo lipossomas, nanopartículas Iipídicas,

micelas polim&ica& dendrimeros, pontos quãnticos, nanotubos e nanoparticulas

1 5 po]iméricas. Por este motivo, os pesquisa&res desenvo|veram os carreadores '"St-ealth®"

(marca registrada pela Liposome Teçhnolngy' lnc.) os quais são lipossomas,

caracterizados por apresçntarem maior tempo de permanência m eorreme sangüh1ea

devido as modificações realizadas m sua superficie pela ligação de po]ietil¢nQ glicol.

No entanto, estes lipossomas podem apresentar ekitos colaterais eomo o da síndromè

20 da mão e da pé (caracteri.zada pelo vazamento do fármaeo encapsulado pejas mãos e

pelos pés causando eritemas e h*rsensibi|idade), havendo a n,'eceSsidade de

adminismçáo de mti-histamíni-cos e a1}tiimamalõnos (Gordom a- N- Et al- Recwrènt

epithdial ovarian mrei,noma: a randpmized phase III study of pegylated liposomàl,

doxorubicin vs.Topotecan, J. Clin. Oncol. 19, 33 12-3322, 2001). O's ljpossomas

25 convencionais (não stealth'j apmentam limitaçõw maiQres devido ao curto tempo de

estQcag¢m e a instabilidade quimíca e Ksica em ambientes biôlõgicos, ò que torna a sua

utilização meno's apreciávd na encapsulação do.s foto$sensibi[izadores çVarj'as, A. Et al-

Jmproved photodynamíc activíty m porphyrin loaded i.nto nanopartic-les: an 1ti vivo

evduation using chick embryos, lni. í Pharm. 286, 131-145, 2004).

30 Sistemx micdam também padem ser usados como veicuios para

fòiossensibiHzadom hlarQrõbicos, c-ontudo os agentes cmulsificantes empmgados comQ

Cremophor-EL podem causar hipasensibilidade e reações anaüfáticas in vivo

(Gelderbkm, H. Et al. CreWophm EL: the drawbagks an.d advan%es of vehicles

selection for drug formúlation, Eur. .L Cancer 37, 1590-1598. 2001). Embom os
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' dendrímLTQs possam aumentar a eficiência fotodínâmica dos fotossensibilimdores,

deve-se ressaltar que dendrímeros com ramihcaçõcs altamente regulares, de massa

molar única e com Mmeros de LTupQs- periféricas bem definidos, são obtidos por sintese

gradativa- Tal fato envolve um tmbalho excessivo, que acaba encarecendo o produto

. 5 Íinal (Gillies, E. R. Et al. DeAdrimérs and dendritic polymers in dmg delivery. Drug

Diseov. TMay I 0, 35-43, 2005).

" Carreadores co.mo pcmíos quânticos e nanopmícdas inorgânicas como as de praw,

ouro e sílica têm mostrado efeitos totodkMims Werees, e emb.ara sejam

carreadores biommpatfvei's, túQ 'são biQd©adáYei$ hãvéndo possibilídade de acúmulo

lO das mesmas rto orgmismo, bem como, de severa toxicidade (Go.odman, C. M- Et al,

Toxicity of gdd nanoparücics fúnctíonajized with cationic and anionie sidc chains,

Bioconjúµte Chem- lS, 897-900, 2004; Buzea, C. et al. Nanomaterials and

nanoparticles: sources and toxicity, Bioin/en)hases 2, M RI 7-MR71, 2007).

Nanopanicu1as Iipidicas EmbaTa tenham despertado o imeresse de muíto pesquisadores

15 dèvido âQs resujtados positivQ$ camo carreadores, podem aprescntar capacidade

límitada de carregamento de fármacos, .dificujdade no ajuste. do perlil de libeTaçãc) do

làrmac.o e libemção do fármaco dumnte q peri{xb de estocagem (Muner, R. H. Et aj.

Nmosmcmd lipid matriees for improved microencapsulation of drugs, lnt. J. Phmn.

242. 121-128. 2002).

20 Nanopanícúlas poliméricas 0ferecLnI numer(Ysas vantagens sobre ôs sistemas

carreadores de fârmacos, tais como ajta capacidade de encapsulação de

rç)tos5en8ibilizadoTes, possibilídade de curtos e longUs' periDdos de ljberação .do fánnacçj

no «ganismo, uma iarga varíedade de maiaiais quem po&m ser uülizades e tàmbém, a

possibilidade de reduzir os efèitos coIaterais dos medicamentos. O PLGA é um dos.

25 polimeros mais utilízados no preparo de particulas poliméricas devido ser um poliinerQ

biodegràdâvel, bioeDuIpatÍvel e por possuir aprcwação da FDA para llso em clíniea

humana. No entanto. nanopaniçuja$ de PLGA quando prescncs no sistcma circulatório

são facilmente identilicadãs pdas opsoninas que sinalizam aos macrófagQs elirnínando

rapidame"nte as nanopanj¢ulas do nosso orgmismô. EnLre{arIto, a' ligação de mQlécula5

30 de polietíjeno gliool às moléculas de PLGA pem1ite q.ue as nanoesferas permaneçm por

mais tempo na corrente s'anguinea do .que esferas de PLGA nã0 modificadas

(MQsqueim V. C. Et d. BiQdistributiQn of long-circulaúng PEG-Grahed nanocapsules

ín mice: dfects ofPEG ehain length ãnd density, Pharm. Res. 18,, I411-1419, 2001).
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A preparação de uma forrnulação carreadora de fármaco envolve uma série de

variáveis. Por décadas, a tarefa de otimização das formulações farmacêuticas está

associada ao trabalho univariado de tentativa e cffq. Usando esta mctodojogia, a soluçãD

de problemas especiticos com as formulaçõ'es pode ser obtida, mas a compoSiçãQ ótima

. 5 nem sempne é atingida. Em geraj, mCtodos un'ivariados podem melhorar uma

característica cm detrimento de outra., fato que pode tornar dispendiQso c caro a

" otimização dw fomulações (Singh. B. Et al. Optímizing dmg delivery syStems using

systemaiic "design of experiments." Pm 1. Fundamnetal aspects, Crit. Rev. 77ier. Drug

Cbrr. Syst. 22, 27-105, 2005). No entanto, o em.pmgo de planejaInentp sistemãtíco dps

10 experimentos para otimizat as fomulações de sistemas carrea&«s pode ResQlver os

problem.as acima expostos. Esta sistemátíca tama-se mais yantajosa deviçía m menor

número de experimentos necessários para se atingir a formulação ótim"ai permite

sdueionar problemas d'e pFeparo &!$ fQrmulações mais f=ihnen[.e, revela intemções

(efeitos sinérgicos ou antaqônicos) entre variáveis do processo e permite controlar a

15 processo de obtençâo dos sistemas carreadores em razão da ampla comprècnsão da

inMàícia das variáveis de processo sohrc as propriedades desíes cmeadoms (Singh. B.

Etaj- 2005).

Foto3sensibi]imdores canvencionai5 hidro.fábieos são sLIb-utilizadaR na tcrapia

fotodinâmica devido a algunias propriedadès que esies apreseníam ein atnbientes

20 aquosos. Um delas está re]aàonada à reduçQo da capaçidade do fotos-sensibiIizadQr

hidrofóbico de se associar às membranas ou de ser intemalimdQ pelas célujas (fatos

imponantes quc wduzem a eficiência fotodinâníim do fòtQ$sensibi1izador) devido a

f"Qrmaçãa de aµegados ou micmenstais, que dimin,uem a cinética de associação do

fotossensibilizador (Si.lva, A. R. Et al. Ítl 'viúo photodynamic activity of

25 chloro(5.lOj 5204etTaphmy1porphyrimlo)indjum(ul) loaded- po1y(jaaide-co-

glycol.ide) nanoparücles in LNCaP prQslate tumour celk. í Photciehem PhoíQbiòt. B-

Bid., 94, lül-l 12, 2009). Além dissó, o ãumenta da lipoíilicidade (hidrofjbi¢idade)

das compostos fòtossensiveis dificulta a geração do oxigènio singleüe em meiü aquoso.

devidQ a fprm-ação de agrçgagos (F¢mandez, D. A- Photophy,sieal and aggrçgation

30 shdies of t-butyl-$ub$ütuted Zn phthaloc.yanines. Photochem. Photobiol. 63, 784-792,

1996).

A hnalidade dô fotossensibijizador é de transferir energia (apõs ser exeiiado a um

Tüvd eleuõ11ico de ~ot energia através de uma fonte dç raçfiaçã.õ) pm as rnoléeulas

de Qxigênío molmulm. As moléculas de oxigênio molecular ao receberem esta €nergia,
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passam a um estado conhecido como singletc O ox.igênio singlete é um estado excitado

do oxigênio muito reativo e citotóxico às células, levando à morte as células onde o

fotossensibilizador estiver localizado (Juzeniene, A.et aj 2006).Em outro mecanismo, o

fotossensibilizador pode transferir cargas à biomoléeulas ou mesmo ao oxigênio,

" 5 gerando espécies mdicalares que também são citotóxicas.No entanto, geralmente, o

oxigênio singlete é sempre o responsável pela morte das células cancerigenas, e para

que se possa gerá-lo é necessário o fotossensibilizador. Deve-se ressajtar que os

fotossensibilizadores hidrofób'icos tendem a se localizar nas células cancerigenas devido

a estes compostos formarem complexos com LDL. Estes complexos tendem a se

lO concerjtrar nas células cancerigenas devido a superexpressão de receptores de LDL

nestas céldas doentes.
Após a administração de fotDssensibili7adores e do tempo necessário para o fármâco

ser distribuído no organismo, o médico localiza o tumor através de uma micIrocâInem e

através de uma fibra Ótica irradia a região doente. sem haver necessidade de grandes

15 incisões. Issq tàcüita a recuperação dos enfermos, assim como. toma o proeedimento

médico mais simpjes. Também é possivel acompanhar a distribuição do

fotossensibilizador no tecido doente através de medidas de fluorescência do

fotossensibilizador. Existem fluorímetros que captam sinais fluorescentes emitidos por

tecidos. São aparelhos muito sensíveis que permitem uma maior segurança no

20 momento da irradiação.

As Mlocianinas (PC) sào uma classe imeressante de compostDs que exibern' tanto

eStabilidade química como física, e possuem um macrociclo que pode envolver a

maior'ia dos íons metálicos em sua cavidade, os chamados complexos
metaloMIocianínicos. Estes compostos revelaram-se altamente promissores como

25 fòtossensibilizadores para terapia fotodinâmica, devido a interisa absorção da luz visivej
na região do vermelho (Durmus, M. A. Et al. The synthesis and photophysicochemicál

behaviour of novel water-solubk cationic indium(1II) phthalocyanine, ijyes and

Pigments 82, 244-250, 2009). A introdução de certos átomos pesados na estrutura de

uma inolécula favorece a geração de oxigênio singlete devido ao aumento do

30 acoplamento spin-órbita que fworece a transição do fotossensibilizador de um estado
singlete excitado para um triplete excitado (Durmus. M. Et al. Synthesis, photophysical

and photochemical properties of aryloxy tetra-substituted galliunI and indium

phthalocyanine detivatives, 7Mrahedran 63, 1385-1394, 2007). Conseqüentemente, a

presença de átomos pesados (como In) na estrutura do fotossensibilizador favorece a
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geração de oxigênio singlete. Fotossensibilizadores comendo índio mostram excelente

capacidade em gerar oxigênio singlete (Silva, A. R. Et al, Photodynamic activ.ity of

¢hloro(5,]0,15,20-tewapheny|WWhyrinato) indium (III), J Braz. C'hem. Soc. 19, 491-

501, 2008), como é ocaso da Halocianina de índio (InPc).

" 5 Na PDT sempre haverá necessidade de um fotossensibilizador. um compostQ que

quando adminishado via intravenosa, au tópica, deve ser iluminado em geral na faixa

« de c-omprimento de onda 600-800 nm (faixa em que a penetração da luz na pele é mais

intensa) (Juzeniene, A. Et al. 2006). Quando iluminado, o composto absorve energia e é

exãtado a níveis energéticas permitindo que estes troquem (tmnsfiram) energia com d

10 oxigênio mdecular, gerando o oxigênio singlete que é citotóxico. Lo'go, este

foWssensibil.izador é dc esseneial necessidade para a tmpia.

Um processo de sintese de InAtaloçianina. é mencionadQ na patente US5405954A.

Entretanto, (j refèrido documento [ião eita a encapsujaçãõ deste fotossensibijizador para

aplieação no tratamentQ de doenças.

15 Ainda, a patente US7682762B2 refere-se ao processo de preparo de n-anochstais de

l.n-=lQcianina com diâmetros médios de 0.5 a 20 nm. Mas a referida patente não

reivindica o direito sobre formulações nanoparticuladas ou sobre fomulãções de

liberação controlada.

A patente PI0610200-OA2 reivindica um grmulado encapsulado de um derivado

20 Rajocianinico metalado solúvel em ápua onde os grMulos de na].ocianina são revéstidos

pela puIveri7açãD de uma camada dc ençapsulaçãQ, fato que nào condiz com as

nanoesferas de PLGA-PEG cantendo ln-fialocianina (fotossensibilizador hidrofóbico

insolúvel em água) Feivíndic&dos oesta patente.

Ainda a patente PI0905627-OA2 reivindi.ca a composição farmacêutiea de

25 nanocáp5ulas do polímero de ãcido lático ligado a mo]écu]as de pczlietileno g.licol (PLA-

PEG) contendo AL-fidocianina. mas não cita q preparo de nanoesferas de PLGA-PEG

contendo In-nalocianina.

A patente US5686439 reivindica o uso de um derivado RalDcianínico metalado

prefèrencialmente de aluminio e rutênio, mas pode can1preender indio, assim como uma

30 composiçãQ farmacêutica eompreendendo este fotossensibilizador e um condutor

fmnacêutico. No entanto, a estrutura da suhstância rèivindicada não coincide com a

estrutum da Halocianina de índio, assim como não se foi reivindic'ado o direito sobre

uma composição farmacêutim nanoparticuladà ou de liberação eontrojada. Não há

q'ualquer citação a respeito do processo de preparo desta compQsição que permita o
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controle das propriedades da formulação farmacèutica, diferente portanto da invenção

descrita neste documento.

A invenção WO 97/10811 reivindica uma composição farmacêutica nanoparticulada

preparada a partir do copolímero PLGA ou seus monômeros, contendo Mocianina de

" 5 zinco. A patente não reivindica direitos sobre composição farmacêutica que contenha

ftalocianina de índio ou um polimero biodegradável ligado a moléculas de PEG. Além
0

disso, o processo de preparo das nanoesferas da invenção WO 97/10811 não contempla

o controle das propriedades nanoparticuladas como tamanho, eficiência de encapsulação

do fotossensibilizador. eficiência de recuperação e quantidade residual de emulsificante

10 como está sendo reivindicado nesta invenção.

O pedido de patente US 2009/0155 177 Al reivindica o direito sobre novos derivados

ftalocianínicos de Zn, Al, Mg. Ga, Ge e Sn, os quais podem ser veiculados por

carreadores farmacêuticos como lipossomas, nanocontainers e biopolímeros. No

entanto, a invenção não reivindica o direito sobre uma composição farmacêutica que

15 compreenda a Halocianina de índio, nem o preparo de nanoesferas a partir de polín]eros

PEGlados com controle das suas propriedades nanoparticuladas via planejamento

fatorial- Já a patente US5484778 reivindica composições de novas Halocianinas de Al,

Ge, Ga, Sn e Si com ligantes axiais como aminas e amônio quatemário para uso em

terapia 'fotodinâmica, Entretanto a patente não reivindica direitos sobre a fíalocianina de

20 índio nem sobre uma composição fàrmacê'utica compreendendo carreadores

nanoparticujados.

SUMÁRJO DA INVENÇÃO

A presente invenção refere-se a uma composiçào para o tratamento de câncer via

25 terapia fotodinâmica, à base de fidocianina de indío (InPc), que é um

fotossensibijizador hidrofÓbico, encapsdado em nanoesferas de PLGA-PEG com

diâmetros inferiores a 200 nm e de circujação sanguínea prolongada, visando o

tratamento de doenças oncológicas via administração intravenosa seguida por irradiação

da área doente. o qual é provido de caracteristicas intrínsecas que conferem o difenncial

30 entre o referido tratamento ora proposto e os demais tratamentos conhecidos na técnica..

Mais especificamente, a referida invenção refere-se uma composição para o

tratamento de doenças oncológicas, bem como outms doenças não oncológicas causadas

por vírus, baetérias OLl fungos.
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A invenção ainda compreende o processo de preparo das nanoesferas de PLGA-PEG

contendo IriPc com controle das propriedades nanoparticuladas tais como o tamanho da

nanopartícula, a eficiência de encapsulação do InPc, a eficiência de recuperação das

nanoesferas e a porcentagem residual do agente emulsificante a partir da compreensão

" 5 da influência da concentração do estabijizante coloidal, da presença de um solvente

orgânico polar na fase aquosa e da proporção entre as fases orgânica/aquôsa no preparo

*
das nanoesferas.

BREVE DESCRIÇÃO DAS FIGURAS

10
Figura 1 - Estrutura da fZalocianina de indio (InPc)

Figura 2 - Fotoxidação de célujas MCF-7 na presença de 7,5 Elmol/L de InPc (A)

encapsulado e (B) não encapsulado em nanoesferas de PLGA-PEG após 2 horas de

15 incubação, dose de irradiação de 7,5 j/cm2 e potèncias variadas. Dados representativos

de quatro experimentos independentes. (*) Redução significativa da viabilidade celular

em rejação ao controle (células) com 95% de confiança.

Figura 3 - Micrografia confocal de células MCF-7 incubadas por 2 horas com (A)

20 nanoesferas eontendo InPc ou com (B) soluções de InPc livre na concentração de 7,5

IlmoUL. (a) micrografias associadas a fluorescência do InPc. (b) micrografia
relacionada a fluorescência do DAPI que se Jiga ao DNA para marcação do núcleo, (c)

microgtafias relacionadas a fluorescência da faloidina ligada a F-actina para marcação

do dtoesqueleto. e (d) combinação das micrografias relacionadas a fluorescência dos

25 três compostos fluorescentes (fajoidin% DAPI e InPc).

Figura 4 - Espectro de absorbância da soIução 5 µmol/l. de InPc Iivre solubilizado em

1-metil-2-pirrolidona ou em meio aquoso contendo 3% de MP e 0,03% de Tween 20, e

de InPc encapsulado em nanopartículas de PLGA-PEG disperso em água contendo ou

30 não 0,03% de Tween 20. Para melhor compamção os espectros originais (A) de

absorbância do lnPc encapsulado foram (B) tratados usando o soRware ongm 6.0 para

eliminar o efeito do espalhamento causado pela partículas a fim pemitir uma

comparação das intensidades de absorbância entre os espectros.
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Figura 5 - Gráfico da absorbância relativa de soluções 0,5 µmoVL de (A) lhPc livre

solubilizado em l.-metil-2-p'irrolidona e (B) de Inpc encapsulado em nanQpartícU]as de

PLGA-PEG dispersas em água. As sQluções foram inadiadas com um laser de diodo de

665 nm, variando-se a potência entre 0,04-55 mW, pot 10 doses de irradiaçào de 0,5

- 5 J/cm'.

Figura 6 - Cortes ópticos transvemis cam aumento gradual de 0,46 ijm de

profiundidade ,para uma micropartículw de PLGA-PEG c.ontendo lnPe encapsükdo

obtidos por micTDscopia confbcal. MicropaMculas f'oram preparadas para que fosse

lO possível avajiar a disttibuição do InPc dentm das esferas via microscopia confocd.

Figura 7 - Micrografia confocaj de micropartículas contendo (A) o InPc locàlizado

mai-s próximo a superfície da microesfera e (B) distri'buído mais homogeneãmme pela

panícda. Em ambas as figuras A e B há 3 miçromfias sendo uma ddas (a) refemnte à

15 visualização da emissão de nuorescêrlcia do kíPc excitado pelo laser de argônio, (b) a

visuali'zação da panícula sem excitação do hiPe, c (C) a última que constiiui uma soma

das duas primeiras microgrdías. Micropanicu,Ias foram preparadas para que fosse

possivd avaliar adistribuiç'ão do lnPc dentro das esferas via microscopia cont'ocaL

20 Figura 8 - Miscroscopia eletrônica da formulação otimizada de nanoesferas de PLGA-

PEG contendo lnPc com aumento de (a) lOOOOX e (b) 2QOOQX.

Figura 9 — Valores dos efeitos principãis e combinatóriQs dos fatores estuda&s (A =

Proporção o/a, B = °/0 etanoj na fàse aquosa C = concentração de PVA) sobre a ãíea

25 integrada dQs espectros de absorbâneiÁ das suspensõe5 de nanDesferas de PLGA-PEG

contendo InPc conforme pIanejamento fátoTid 23. Os efeitos foram ealculados atFayes

do sofhvare Statisúca 6.0, (* Resukados significativos obtidos com 95% de confiança).

O tamanho das esferas foi monitorado âúavés dos espectrns de -absorbãncia das

suSpensões coloidais, sendo posteriormente, cajculadas as respectivas áreas in.tegradas,

30 as quais foram consideradas çQmo proporciomis a turbidez das suspensões. As

suspensões camcten7adas pela presença de partíeulas de menor diâmwo devem

apmentw espectros de absorbância com menor área integrada em razão das mesmas

causarem tnenor espalhãmento de luz.
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Figura 10 - Valores dos efeitos principa.is e cQmbinatórios dos fatores estudados (A =

PropoFção o/w, B = °/0 etanol Í)ã fase aquosa, C = % de PVA) sõbre a % de r'ecuperação

das nmoesferas de PLGA-PEG contendo InPc conforme planejamento fatorial 23, Os

contrastes fòram caleulados através do sofrware Statistica 6.0. (* Resµltados

" 5 significativos obtidos com 95% de confiança)

Figum ll - Valores do.s efeitos principais e combinatôrios dos fàtares estudados (A =

Prç)porçãQ O/W, B = °/0 etanol na fase aquosa, C = °/) de PVA) sobre a '/0 de

encapsulação do InPc em nanoesferas de PLGA-PEG confQrme p]anejaInentQ fatQrial

IO 23. Os contrastes fomm calculados atravès dõ soRware Statistica 6.0. (* Resultados

significativos obtidos com 95% de confiança)

Figura 12 - Valores dos efeitos principais e combinatórios dos tatores estudados (A =

PToporção O/W, B = °/j etanol na fase aquosa, C = °/0 de PVA) sobre a q poteneial zeta

1 5 das nanciesferas de PLGA-PEG contendo InPc conforme planejamento fatorial 2Í Os

contrastes fomm 'caleyjados através do softw'are Statistica 6.0. (* Resultados

significãtivQs obtidos com 95% de eonfiança)

Figura 13 - Vaicjres dos efèitos principais e combinatórios dos fatores estudados (A =

20 Proporção O/W, B = °/0 etand na fase aquosa, C = °4 de PVA) sobr'e a PVA residual das

nanoesferas de PLGA.-PEG contendo lnPe confQrTne plmejamento fàtohal 23, Os

contrastes foranj calcul'ados atravCs do sofhvare Statistica 6.0. (* Resultados

8ignificaüvQs obtidos cam 95% de conííânça)

25
DESCRIÇÂO DETALHADA DA INVENÇ'ÃO

A presente invenção refere-se a um composto a base de Ín([jl)4íalocianina

encapsu]adQ em nanQe5feTas do copolímero do ácido 1áticQ-co-àcido glicólico li8ado a

moléeulas de polietileno glicol (PLGA-PEG), paFa aplicaçãQ eni terapia fotodinâmica

30 nos tratamentos de doenças oncológicas via administração intravenosa.

As Mlocianinas são uma cjasse interessanle de compostos que exibem tanto

estabilidade qu.ímica como fisica, e possuem um macroc.iclo que pode envolver a

maioria dos íons metãlicos em sua cavidade, os chamados complexos

meta]ofblQcianinicos. Estes com,postos são ajtamente promissores como
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fmossensibilizadores para terapia fo[odinânjicka devido a intensa absorção da luz visivel

na região do vermdho. Ressalta-se que a ,i,ntrodução de certos átomos pesados na

estrutura de uma molécula favorece a geração de oxigènio si®ete devidQ ao aumento

do acoplmemo spin-órbita que favorece a transição do fotQssensibilizadDr de um

" 5 estado singlete excitado para um triplete excitado, Conseqüentemente, a presença de

átomos pesados (ccküo Ld) na estrutura da ftalocianina favorece a geração de oXígênio
W

singlete (principd espécie citotóxica gerada na PDT). No entanto, as

metajoftajocianinas conwncionàis, como o !n(IIl)-Raloàanina (Figura 1), são

compQstos hidrofóbicos que apresentam baixa solubilidade na maioria dos soIventes

lO oTgânicos devido as cmac.terísticas simétricas da sua eswtwm fàtcj que dificuka o seu

manuseio durante q preparo da formudação, bem como sua administração em

tratamentos oAco]ógicos. Para resolvu este problema e pmnitir o uso do

fotossmsibilizador na PDT, o InPc é psulado em nanQpaníeulas do copolímero do

ácido látieo-co-ácido glicõlico ligado a moléculas de polietileno glieçy] (PLGA-PEG)

1 5 que é biQdegrad'\vel. biocompativel e comumente usado no preparo de carreadom de

fármacos. As moléculas de PEG ligadas covalentemente ao copojímerQ de PLGA

conferem as nanoesferas de PLGA-PEG circulação sanguínea prolongada. Um recmte

estudo realizado durante o desenvdvimerüo da presente invenção revelou que o

princípio ativo do composto aqui desenvolvido, ou seja, a [n(III)-nalocianina (lnPc)

20 encapsul'ada eni nanopartículas de PLGA-PEG aumentou a eficiêneia fotodinàmica

compamda ao fotossensibilizador jjão encapsulado (Figura 2).

Um dos prinápais aspectos que diferem o compostQ desenvolvido na presente

invenç'ão e os compostos eoIIhecidQs na técnicã é a encápsuiação de

fotosewibili"mdores hidrofóbicos, a qual permite a administração sistêmica dos

25 mesmos, sendo então uma vantagem dÁ presente invenção, que atinge uma condiçã0 de

tamanho de partíeulas que pemitem às mesmas permanecerem por mais tempo na

corrente sang.uinea, devido a Tedução do reconheàmento das mesmas por opsosinas

(proteínas que sinajizâm a açáo dos macrófàgos). Além dissQ, a invenção compreende

nanoesferas preparadas a partir &) eopolímero de PLGA ligadQ a mdécúlas de

30 polietileno glicol, fato que permiti que a supah"cie das nanoesferas seja revestida por

cadeias hidrdilicas que repdem as proteinas plasmáticas. cQnferjndo uma embilização

estérica que aumenta o tempo de circulação médio das nanoesferas na corrente

sãnguinea,
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As características do composto ora proposto, constituído de fotossensibilizadores

hidrofóbicos encapsulados em matrizes sólidas, facilitam a adminishação destes

fotossensibilizadores aos pacientes, sob tudo, em vias parenterais. Além disso, a

encapsulação aumenta a eficiência fotodinâmica do fotossensibilizador hidrofóbico,

" 5 pois favorece a maior intemalização do InPc nas células caneerígenas (Figura 3), reduz

a formação de agregados (Figura 4), bem como, protege o fotossensibilizador de
« processos de fotodegradação oriundo da etapa de radiação (Figura 5). A encapsulação

permite reduzir a agregação do InPc no interior das nanoesferas, no entanto, não impede

que haja microregiões contendo agregados de InPc no interior das partículas (Figura 6).

10 O composto ora proposto (InPc encapsulado em nanoesferas poliméricas) apresenta dois

padrões de distribuição do InPc de.ntro das esferas de PLGA-PEG. Numa delas o InPc

apresenta-se mais concentrado na região superficial da partícuja e ern outra o InPc

apresenta uma distribuição mais homogènea dentro da microesfera (Figura 7).

As fomulações de nanoesferas poliméricas. com tammhos médios inferiores a 200

15 nm (Figura 8), contendo o fotossensibijizador ln(jII)-flalocianina (também nomeada

como cIoreto de Mocianina de indio (lll)) desenvolvidas no presente pedido, são parí

fins de administmção intravenosa- Tal fDrInulação nanoparticulada contendo o InPc

encapsulado, preferencialmente em nanoesferas de PLGA-PEG, possibilita a redução da

agregação e fotodegradação do InPc e o aumento da intemalização do

20 fotossensibilizador nas células cancerígen« causando um aumento na eficiência

fotodinâmica deste fotossensibilizador.

O preparo da formulação nanoparticulada é realizado a partir do método de emulsão-

evaporaçào usando-se preferencialmente, como sistema carreador, o copolímero do

ácido lático-co-ácido glicólico ligado a moléculas de polietileno glicol. Entretanto, nada

25 impede que formulações nanoparticuladas possam ser preparadas usando-se outros

polímeros como o, polimero do ácido lático, polímero do ácido glicólico.

policaprolacton4 polibutilcianoacrilato. phtalato acetato de celulose, acetato de

celulose, polihidroxibutirato e polihidrQxibutirato-vderato, sendo todos os polimeros

ligados a moléculas de PEG.

30 Tal formúlação de nanoesferas do copolímero do ác.ido lático-co-ácido glicólico

ligado a moléculas de polietileno glicol (PLGA-PEG) são preparadas preferencialmente

com polimeros de massa molar entre 37.000 a 58.000 Daltons (Da) (unidade de massa

atômica). Entretanto, formulações podem também ser preparadas usando-se PLGA-PEG

com massas molares entre 24.000 e 34.000 Da, ou 67.000 e 162.000. A mesma
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formuiação pode ser preparada preferencialmente usandQ-se o PLGA com proporções

50:50 de ácido lático e ácido glicólico, entretanto, PLGA com outms proporções podem

ser utilizados, tais como 85:15 (ácido [álico-:ácido glicólico), 65:35 (ácido lático:ácidQ

glicólico), 75:25 (ácido lático:ácido glicôlico).

" 5 A referida formulação nanoparticulada é preparada pela dispersão de uma fase

orgânica constituída de um soIvente orgânico, preferencia1men,te diclorometano:l-metij-
. 2-pino1idona na proporção de 7:3, outras propQFções de diclorometano:l-metil-2-

pirrolidona podeni ser utilizadas, tais como 7:1, 7:2, 7':4 e 7:5. Na invenção, o

dicloromentano foi utilizado para dissolver q copolímero enquarrto o 1-metil-2-

l0 pimlidona foi utilízado para dissolver o In(III)-FÍdoeianina. Outros soIventes diferentcs

do diclorometano podem scr utilizados no preparo das fomulações nanopaniculadas

pam dissolver o pdímero, como exemplo o dimetüsulfóxido, tetrahidroMano, acetona,

dimetilformamida e acetato de eti)a, enquan.to que para dissolver a 1n(I[l)maIoàanina

pode-se usar piridina ou soluçaQ d.e pQlietilerIa glicol. Esta fase orgânica deve ser

15 dispersa sobre uma fase aquosa. Esta dispersão pode ser feita vi,a processo de

go'cejamento ou vertendo q volume toW da fase orgânica sobre a fase aquosa. Esta fase

aqyçm deve ser constituída por um estabilizador cobidal dissolvido em água,

preferenciahnente o álcool polivinílico (PVA) na concentração de ],5% (m:v). No

entanta, outras formulações nanopartiaúadas podem ser preparadas pela variação da

20 coneentração do PVA, entre 0.5% a 35% (m:v).

Adiciondmente, a referida fase aquosa constituída por um estabilizante colaidal

também pode apresentar um solvente que altere a viscosidade desta fasç aquosa,

prefèrencialmente o etanol na concentração de 5% (v:v). Entretmto, cancentrações de

etanõl entre 0,01 a 10% (V:v) podem também serem utilizadas, assim como oiiúds

25 sol'ventes capazes de aI[erarem a viseosidade da fase aquasâ. Vale ressahar que a

proporção entre as fases orgânica/aquosa, preferencialmente, foi m.antidÀ em 20% (V:V),

no entanto, praporções enlre 10 a 30% entre as fases podem também ser utilizadas.

Altcmativamente, a formulação passa por uma etapa posterior dc sceagem usando

métodos conheeidos como Iidilização ou secagem por spray dryer, caso deseja-se obter

30 a fomulação na fase sólida.

Na dispersão da fase orgâniea sobre a fase aquosa, a fase aquosa é mantida sob

agitação usandD preferenciahnente um homogeneizador do tipo Turrax®, mas agitadores

mecânicos ou magnéticos podem também ser utilizados.
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Na principal concretização pma o preparo da composição desenvolvida, de

nanoesferas com tamanhos médios inferiores a 200 nm contendo ImII)-m1ocianina,

utiliza-se etanol (5% v:v) e um estabilizadcn coloidal. preferivelmente álcool

polivinílico (],5% nçúv), na fase aquosm bem como um polimero para a construção da

" 5 matriz sólída da nanoesfera, e lnPc na fase orµânicm de forma que a proporção entre as

fases orgânica/aquosa fosse mantida em 20% (VN). Então, a fase orgâniea deve ser
N

adicionada rapidamente à fase aquosa usando-se uma seringa de vidro acoplada a uma

agulha ríúmero 24 g3" (l" = 0,055 cm e comprimmt'o = 2.0 cm) que deve estar sob a

agitação de um homogenei=dQr, prefereneialmente do tipo Turrax, de 24.000 rpm-

lO Posteriormente, a em.u1sãQ resultante deve ser mmtida sob aghação magnética por 24

homs para evaporação do soNente orgànico,

Nesta irrvenção o processo de otimização do tamanho das narioesfems, bem como, a

plena compreensão da influência da concentração do agen,te emulsificante, da proporção

entre as fases orgâniea aquosa e da porcentagem de ethanol na fase aquosa sobre q

15 tmanhos das naIlQesferas, a eficiência de recuperàção das nanQpanicu]as, a eficiência

de encapsdaç'ão do InPe e a porcentagem residual do agente emulsificante foi

determinada pelo uso dc um planejamento fatQjia1 23. Os cálculos do efeitos e

innuência$ de cada parâmetro pde scr efetuado manualmente ou através de sofíwares

disponiveis no mercado cQmo Design Éxpert, Statistiea ou Matl-ab,

20 Na invenção, o aumenlo da porcentagem de etanol (de 0 a 10% V:V) na fase aquosa e

da concentração de PVA (de 0,5 a 1,5% rn:v) diminui o tamanho das partículas, sendo a

porcentagem de PVA a msponsável pela maior redução (Fif'ura 9). No entanto, o

aumemo da proporção entre as fases orgânica/aquosa (cj/a) (entre lO a 30% v:v) causa

um aumento no tamanho das partículas poliméricas (Figura 9). A invenção apresenta

25 ainda uma interação sinêrgica binária mtre a proporção das fases orgânica/aquosa e a

porcentagem de etand na fase aquosa que reduz o tamanho da pmiçula, e de interações

temàrias entre os dois parâmetros acima citados somados a concentração de PVA que

aumenta o taníanho da partícuja (Figura 9). A redução do tamanho da partícuja causada

pela concentração dc PVA se deve ao aumento da viscosidade da fase aquosa, bem

30 como a diminuição da tensão interfàcial entre a fase aquosalorgânic& favorecendo a

diminuição do tamanho das nanoesferas de PLGA-PEG. Já o álcool etílico causa um

aumento na viscosidade da fase aquO$ag dificultando a coalescêneia das gotículas de

fase orgânica obtidas dumnte a dispersão produzida pdo agitador, evitando a agregação

das parüculas e o conseqüente aumentQ do diâmetro das mesmas. O aumento da
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proporção entre as fases orgânica/aquosa causa a coalescència das goticulas da fàse

orgàn.ica somada a queda na eficiência da agitaçâo da emulsão fato que aumerita q

tamanho da partícula.

O aumento da concentração de PVA (de 0,5 a 1,5% m:v) diminui a porcentagem de

" 5 recuperação das parúculas, enquanto que o aumento da proporção o/a aumenta a

recuperação (Figura 10)- Interações sinérgicas entre a proporção entre as fases o/a e a
¶

porcentagem de etanol na fase aquosa aumenta a recuperação das particulas, enquarito

que interações antagônicas entre a proporção o/a e a concentração de PVA reduz a

eficiência da recuperação das nanoesferas (Figura lO). A invenção é caracterizada pelo

10 Íàto de que quanto menor o diâmetro das particulas menor também se toma a

p0r¢entagem de recuperação, fato que estã associado à rotação (63988 jc f') e ao tempo

de centrifugação (22 min) usado nas eíapas de lavagms. Maior eficiê,ncia de

recuperação pode ser obtida após etapas de lavagem usando-se rotações maiores que

63998 x g e tempos de centrifüpaçâo superiores a 22 min.

I 5 O aumwitQ da proporção Q/à (de 10 a 30% v:v) (Fator A) e da porcentagem de etanol

na fase aquos'a (de 0 a 10% v:v) (Fator B) diminui a eficiência de encapsulação do InPc

enquanto o aumento da concentração de PVA (de 0,5 a 1,S°/j m:v) (Fator C) aumenta a

encapsulação do fotossensibilizador (Figura ll). TQdos os efeitos combinarórios dos

parâmetros envolvidos jlO preparo das nanoesferas influenciam a e.ncapsulação d.o InPc

20 nas nanoesfêras de PLGA-PEG sendo o maior efeito sinérL'icQ, entre a proporçâo o/a e a

conccntração de PVA. responsável pelo aumento da encapsulação (Figura 11 ). O etano)

fàvorece a solubilização do lnPe em meio aquoso, fato que toma o aumento individud

deste fator responsável peja diniinuição da porcentagem de enmpsulação enquanto que

o aumentc> da proporção o/a reduz a viscnsidadç da fàSe orgànica e aumenta o vdume

25 dc metilpinolidona favorecendo a difúsão do lnPc para a fase aquosa durante a

evaporação do sdvente orgânico, fato que diminúi a eficiênàa de eneapsulação dQ lhPc.

O aumento da concentraçâo de PVA aumema a viscosidade da fase aquosa. Tal fato

favorece a obtençãQ de particlllas pequenas que apresentam um maior número de

molécdas & PVA localizadas na interface erttre as fases orgànica e aquosa, Isto

30 dificulta a difüsão da droga encapsulada da fase orgânica para a fase aquQs& levando ao

aumento da porcentagem de encapsulação.

Apenas o aumento do etanol na fase aquosa (de 0 a 1O°/o v:v) diminui o valor

negativo do potencial zeta (Figura 12). O potencial diminui em razão do acúmulo de

InPc na superficie das nanoesferas motivado pela difusão do fotossensibilizador para o
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meio aquoso devido ao aumento do etanol. O valor negativo do potenc'ial é justificado

pela presença dos grupos carboxílicos localizados nas cadeias do PLGA-PEG.

A concentração de PVA (.de 0,5 a 1,5% m:v) é o único parâmetro que aumenta a

porcenta.gem residual de PVA sobre as nanoesferas de PLGA-PEG enquanto o ekito

· 5 combinatório entre a proporção o/a (de lO a 30% v:v) e a concentração de PVA (de 0,5

a 1,5% m:v) diminui o PVA residual. O PVA é o principal parâmetro responsável péla
m

diminuição do tamanho das rianoesferas de PLGA-PEG. Partículas de menor diâmetm

tendem a apresentar maior poreentagem de PVA residual, fato que faz o aumento da

concentração de PVA aumentar a quantidade residuaj do álcool poIivinílico. O efeito

10 combinatório antagônico (negativo) entre a concentração de PVA e a proporção o/a

sobre o PVA residual se deve ao efeito da proporção o/a em aumentar o tamanho da

nanoesfera, fato que ocasiona na reduç.ão da porcenta"em de PVA residual.

A invenção aqui descrita não está limitada a essa concretização e, aqueles com

habilidade na técnica irão perceber que, qualquer característica particular nela

15 introduzida, deve Ser entendida apenas como algo q,ue foi descrito para facilitar a

compreensão e não podem ser realizadas sem se afastar do conceito inventivo descrito.

As características limitantes do objeto da presente invenção estão relacionadas às

reivindicações que fazem parte do presente relatório.

t -
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RElVtNDIC=S

1. Composição farn]íl€êutica. CARACTERTZADA pdo. fato de que compreendè a

jÍd0cianiha de de Índio (lnPc) encapsulada em nanoe$tèàras de um poIiméro de

5 circdação 8angIlínea prQlç)nt'ada.

· 2. Composiçãõ faullacanic& d.e- acQrd0 .ctjm a FEivindjcaçãQ l, CARACTERIZADA

pelo fàto deque q pdímero é selecionado dentrê q mpo consistindo em: cQpoKmeFc) d.o

" ácido lático-glicóhco (PLGAK polimem 'do áEidQ lático. potimerQ d0 ácidci glicõjieo,

p0licaprokçto|]íL PQ)ibu[il¢iaj)oacTilatR. phWlato à¢êWo dc cdtdose, acefato de

10 eejujose, PalihidroxÁb'utirato e Po|,ihidrQxibu«rat+vakraw, sendo todos os poKmem

ligados a niok'cujas de pcy|ieüleno W¢Qi,

3. CDInposição jànmlaçèuüca. de mQTdQ. com a mvindj¢mãQ 1, caracterjzada

pelo fíito de que o pol.imero e prefemcialmenfe o copQHhlerD do ácido |áü¢o-gliçõjkl0

ligado a moh'culas de polietileno glkol (,PLGA-PEG),

15 4. (:{mjposiçàQ fàm)acêuÚça, de ãcordo wm El eiviMicàção 3, CÁRACTERIZADA

pcÍq fatn de que as nannesferaç do PLGAJ'EG apremítmn djãmewQ$ m'édios i'nfèhores

a 200 nm.

5- Con7posiçaÁ) fam)açehun'ca, de- ,a¢í>rdQ eonx a reivindiçaçào I ou 3.

CARACTERJZADA pelo fàto & queu PLGÊGPEG apresenta m molarcs dentre as

20 faixas de 24.000 e 34A)Q J)& 37.000 ® 58.000 Da tjü 67.QO0 e l,G2.000 Da

6, Comjx)sição fmnacêuÜciL de açQrd0 mm á 1R'iyindjcaçàQ 5. CARACTERJ4ADÁ

pelo fàto de que o PI.GA apresema pMèEencialment€ mams malares denH'E 37.000 £

58AOO Da.

7m CDn)po&ição hrImçéLItiuL de a¢oMQ ccmj íl wivifM ícação 1 ou 3,

25 CAR.,CTER1ZAOA pelo fàto de que q PLGA-PÊG apnesenta uma ppopQrçãQ

Mecianàda dentre g. grupo cowjstj'ndn em: &5:15, 75:25, G5z35 c 50:50 de ácido.

láticn:ácido g]i€õliço.

8'. Composição. fMmaoêutic4 de acoTdQ cam a reivinKjiçação 7, CARAC]"ERlZADA

pelo Íàhj de qne .o PLGA-PEG apresenm prefewncidmen& a proporçãh de 50:50 de

30' ácido JáticQ:áciçlQ glicóliêo.

9. CQlnpQsiçãÜ fànnacêutica, de tmi'do eom as rei"vindícações de 1 a 8,

C'ARACTERIZADA pt'lo fm de ser püra fins de adminisrração intraveno$a,em tmpia

^dihànica
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JO. CQn)pQsição. fàrmacéutica, de aeordo com as reMndicações de 1 a 9.

CARACTERJZADA peb fato.de ser píu'a o mtamem·o de d«nças oncol&ícas,

il c()mpcmçã0. fmnacêutim de acordo eom as reivindicações de I a 9.

CARACTERJZADA pe.lõ fàto de ser pam q írawnento & doenças M0 oncolõgieas

, 5 cansadas pw virus, Mctérias ou fbngQ&

12. I para pre'paro & uma cõmposição cnmpreemL'ndo %lDcimMa dc índio

" (1Il) QnPc) eneapsuIadm CARACTERJZADO peki &to de cxmsisttr em um inCwb de

enzuisã+evapomção. Lonlpreend¢ndo a di$jPer5ãQ de uma tíísc: o@nica. cnnstiMda da

mistura de dois s0j Qtg&nkos, um pQjimm) µtra çonstFuçaQ da mabiz sólidá cÍà

lO nanoesfm e jjal0eian:i[ja de índio. sobre uma hse aquQ^ constituída por um

estabüizadm cdoidd dissolvidn em ágyü, S0(j a agiiação dé um homomlàzadQE smdo

kl ¢mÁ|jgE) resukante súhmetida a agitaçào magnçtica para evapQraçao do sojvente

« 0

Qt2!an1çõ.

13. Prôcem,dc acQrdU wm a reiVirdicação J2. CARACTERIZADO Mq Mq de que a

15 cQfI)posiçãQ ahemm"vamente é mbmetida a uma etapa posterior de secagem pQ.r spniy

dryer ou liofijizaçãlD.

i4. Pr, de acordo cüm a Tâvindieação 12, CARACTER1ZADO pejo tàto de que

a disWrsão da f'ase mgâníca sobm a fàse aqu0sa C Teica prdèwncialnmte de ronna

rápida atrãvés de sèringm ou vmendo o yojllme tdaI da fase orgànica sobre a fase

20 aquosa. Nada iIupede que a dispwsão da fasc «gàMca sobr:e a fase aquosa seja efetudà

via processo de gcitejameoto.

15- Pmces3o. de acodo com a reivindjçaçao IZ CARACTERIZADO pelo fato de que

.dwame etqpa da diap'ersão, 0 holnQg=izadQT utilízado é prcferencialmente dQ tipo

Hmx", de 24-000 rptn*

25 16- Pnocesso, de aeordo com a çeiviK1dieação lS, CARACTERIZADO pelo fato de qtK

altemn¥mIeme saRUtilj=dus agitad0res m«ânícos OLl inagnãieos.

17. Prueesso, de mmdo com a reivindimção JI CÀRACTERJZADO pelo Nto.de'qw á

Enlu1são msujtaw¢ é subn1etida à Àgitação maguáicu. para ¢Yapòraç» do sdvme

orgânica, prderencia!,InelI[e por um pérí«b de 24 Mras. N'ada iinped'e quc tal

30 evaporação wja a£Ejerada por eqµi'pan]enu)s oamo rcm¢'vapQradQrx,

]&. PEoLesso, de =Mo cqiij a wNiodicução ].2, CAWCWERIZADO pdo fàto de que

dois soNentes c)Oâniço8, EQnstitIlem a. Case org:Snica sendo um dos sdventes usuda pa'm

solub,ilizar o po]j"meFQ e q oütro snlwnw para solubilimr (j hipc.
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19. Plxy¢es%, de acQrdQ mm a .reivindiçae» 1$, CARACTERJZADO peto fàía de

que o $Ql¥ente orpânicò uülizado para sdubiliza[ o polhnetci é sdeeionado dentre c)

gruµ consisMdo em dorofõrmio, didcmmetano. dimetilsulfóxido, tEtmhídtnfurancL

acetom, djmeültomaxn,idÀ e ac·etato de erija.

.5 20. P, de. acordo com a FeivindicaçãQ 1.8. CARACTERJZADQ pelo. füo de o

solvenie o®nieo utiliza4o para di'sso1vcF q InP'c é sejecionado dentre o gn'pQ

" emsistindo dc kmeti]-2-rmQlidQna, piridim e sotução de pdietileno gliccbl.

2). Proccsso, de acQrdQ ¢Qm ás rávindimções 1 9 2 20. CARACTERIZADO pejo fàto

de que a fase orgàni("a e pmr=nciammlte constí1^ de uma mistum dicl+meWno

1,0 ('usado parâ sdubMzar q pd.ímero) : 1;2 metil-pirTo],idDna çusado para dissdvero hiPc).

?2. Pmcesso. de a¢oFd0 cmn a reivjndi¢a¢ãQ 21. C.ARACTERIZADO pelo fato d'e qne

a mistura didorometano:i,2 meüi-pimlidona é utilizada na pr0pQrçãD sekcianadâ

'dentreD ·grupo consistíndo em: 7:1. 7:2. 7:3, 7':4 e 7â (v3ê).

23. Prncesso, de acordo com a reivinKlícaçãcj 22, C'ARACTERIZADO pelo fm de que ié

15 tniiizado a misnm dos sdvcntes diçlQrpmetanc):] m¢tij-2-pilTolidona na pFQp0FçaQ de

7:3.

24. Pro¢e55g, de àcotda com fi rciyü]dicaç|aQ 12, cARAcTERrzADo pelo. fato dc qve o

pdímro pam cmMrução da maüíz sólida da nmoesf«u milizado na faàe orgàniea é

se|eciQnadQ dcmrc 0 grupò cQl)$i'sÚndo cm: eopolMmo do ácida lHço-q]ieó,|içQ

20 (PLGA-PEG), polin)m dE} áeido lático. pQlicaprolactDna, pdibutikíanoaçnkto,

phtalato acaatn de ce-ldom, =etatU de celúlose. pQ[ihidrUxibuüMo e

polihidrQxibuÉim1+valemQ, sendo todos ljgndÚ$ a molécula de PEG',

25. Pmcesso, & MDrd'Q C0Eli el reiviÜd'icaçãa 12, c:ARAC.TERlzADO pcÍq. Mo de q'ue d

polímm pm cQnstruçao da maWiz sóIida da l)aRoe$feFa utilizado na í= 0rEãmca C

25 prefèrenáalmente o copdímerü do wa Iãtic+gjiujicQ ]igÁdo a mol&uks de

polietilew gllcnl (PL'GA-PEG),.

26. Pi'ocesso. de acudo com a reivinjicaçào i:t. CARACJERJZAJJO pek fatò de que á

fase aquL)$a apresemaadicionahnente1m sDI'venTe para altcmr a viscosida&.

27. PrQce$$o, de acmdn cpm a mjvindiEação 26, CARACTÈRÍZADO pcÍq' tàiQ de que o

30 referido mWente C pretèriYelmen1e ewíQi.

28.,Processo. de acmdo eom a reivindiçaçaQ 27, CARACTERIZADO pdo Cáfo de q'ue o

dand é u[íhzadana cQncentração de 0,01% a lõ"'á t.v:v).

2'9. Processn. de ncordo com n mivindicaçào 2& CARACTERIZÁDO pcÍq fàto.de q,ue o

ermol é uülizada pTd=acialmentej1a con.centmçâo de 5% (vsy),



4/5

30. :Ptoeesm, de acurdo cQm a reivindicacão 12. CARACTER1ZADO pelo, fato de qiuc q

esmbilimdQr cokidal ut'ilizado .na fàse aqueu é j=NmAcidn]ente .ákooj pQtNmíli¢o

(PVA).

3J. Pmcesso, de acm"do com a .Kivindiçação 3Ü. CARACTERIZAD.O pelo fm de'que o

. 5 álço0l polivmflic© (pva) e uü1izado arí concel]lrações dentre 0,5% e 3,596 (m:v),

3.2. Prueesso..de aeordo. com a reivindicação 31, CÀRACTERJZADO pelo fàto de que q.

" ál¢Qd polivinilko (PVÀ) é uülizado prderencialmmte eni uma concentração .de 1,5%

(nKY).

3'3. Pwc'=q, de àcQÜjo CQtú as reí.vindica=s 1 e 12, CARACTERIZAD'O pdo Mk>

10 das prQpriedades nan0pmicLlladas wmo tamaoho, eRièneia de encupsulação, pQtencia]

zeta. en¢iên¢ia de Fe¢uperamo e porcentagen) residud de PV.A seneni cnntroladas a

pmh da de(ermínaçao das inAüênciàs da wncmtmção do PVÁ da pnoporção entre as

'fàses orgánica/aqljõ$a (oia), e a pQrcemagem de etanol na, fàse aqmsa sobre esta's

pr0pjieda&s.

15. 34. Ptoccsscl de amdo corn a TàvindNaçãQ 3'3. ÇARAC'TER]ZADO ,pelo fàto de qae q

mment0 da pomntagcm de eLu1Ql (de 0 a 10% v:v) m fase aquom .e da conomuiação

& PVA (dé 0,5 a 15% m:v) díminuí q tamanho das paniculas. sendo a por¢¢ntagen1 de'

Pva a responsável pejã n)aior reduç»4 No ençanto, d aumerm da prQpQwãQ entre as

Hbcs o®j)ica/aquwa ((}la). (enire 10 a 30% v:v) cmsa um aumento no tamanho das

20 particlda5 pdjTL1énc*.

35- Processa, & acordo com a re'iYindi¢amQ 33, CARACTERJZADO pelo fíüo &

que o u,umento da concenttação de PVA (de 0,:5 a 1,5% ni:v) diminui a porcent%em de

recuperaaÚ das paníçdas, enquanto que q aumento da prQporçã0 Q/à aumenm ·a

recuperação. As intemções sinérgícas entre a pmpQrçào ola e a percemageln de mnol

25 na Eíse aqtwsa âuménta a Fe¢uperação das pau1í¢u1as, enqumtQ que i]nemçõe$:

mwgònkw entre a pi"opQ1"çaQ .üla 'e a eQQcemraçãg de PVA wduz a diciência da

recuperação das MnQe3terEis.

36. O proce&¶o. de acorda eom a reivindicaçãQ 33, CARAC:TERIZADO pdo fM de

qiie o au=ntQ da pToporçào.Qg!a (de 10 a 30'h v;v) e da pommiagem de etanoj na fase

30 aquõsa (de 0 a 10% v:v) diminui a eficiência de mcapsujação do InPc enquan'O q

aumento da conçentraçàQ de PVA (dè 0,5 u 1,5% Mv) aumenta a mcàpsulação dn

ft)tQ&sensibi|izadQr. O dèito ginérgiço éntre a pr0pox#o o/a e a conc1en[Façào de PVA

aumenía a enqmLlldçãQ do InPc.
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" 37. Processo. de acoído com a reivindicaçào 33, CARACTERIZADO pelo fato de

que apenas a aumento da concentração do etanol na fase aquosa (de 0 a 10% V:v)

diminui o valor negativo do potencial zeta.

38. Processo, de acordo com a reivindicaçâo 33. CARACTERIZADO pelo fàto de que

. 5 apenas a concentraçào de PVA (de 0.5 a 1,S°/o ni:v) aumenta a porcentagem residuaj de

PVA sobre as nanoesferas de PLGA-PEG enquanto o efeito combinató.rio sinérgico

" 'emre a ptDpo©o o/a (de 10 a 30% v:v) e a concentmçãQ de PVA ('de 0.5 a 1,5% m."v)

diminui o PVA residual.

39. Processo, de acondo com as reivindicações de 33 a 38, CARACTERJZADO peb

1 0 fàto de que. a composição otimi'zada apresenta nanoesferas de PLGA-PEG contendo

lnPc coni diâmèm médio de 127 ± 8 nm. porcentagem média de encapsulação de 72 ±

6%, uma eíiciência de recuperação das nanoesferas de 46 ± 4%. potenc.ial zeta de -33,9

± 3 mV e uma porcentagen) de PVA residual de 18 ± 496.

40. Processo. de acord0 com as reivindicaçães de i:Z a 39, CARACTERlZADO pelo

15 fàto de que é para a prepamção de uma coInpQsição farmacèutica contòrme detinida nas

reívindicações 1 a ] 1.
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