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RELATORIO DESCRITIVO DA PATENTE DE INVENCAO

“COMPOSICAO FARMACEUTICA COMPREENDENDO FTALOCIANINA DE
INDIO ENCAPSULADA EM NANOESFERAS DE UM POLIMERO E SEU
PROCESSO DE PREPARO COM CONTROLE DAS PROPRIEDADES
NANOPARTICULADAS”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo tem como principal alvo a composigiio medicamentosa a base

de In-fialocianina (InPe) encapsulado em nanoesferas do copolimero do 4dcido latico-
co-4cido glicdlico ligado a moléeulas de polietileno glicol (PLGA-PEG), para aplicaciio
em terapia fotodindmica nos tratamentos de doengas oncolégicas via administragdo
intravenosa. A terapia fotodindmica (PDT, do inglés: photodynamic therapy) ¢ uma
modalidade terapéutica que vem sendo utilizada no tratamento do céncer, bem como em
outras doengas nio oncoldgicas causadas por virus, bactérias ou fungos.

A invengio também compreende o processo de preparo de nanoesferas de PLGA-
PEG contendo InPc com controle das propriedades nanoparticuladas a partir da
compreensdo da influéncia dos pardmetros envolvidos no preparo das nanoesferas
através de um planejamento fatorial. Este planejamento ¢ caracterizado pela realizagio
sistemdtica de experimentos visando a olimizagdo de formulages a partir do
conhecimento dos efeitos individuais e combinatérios dos parametros do processo sobre
as propriedades do sistema carreador.

-

TECNICAS RELACIONADAS

As Glimas décadas foram caracterizadas pela evolugdio no tratamento do céncer
devide 4 descoberta de novos quimioterdpicos, a associagio de terapias padrées
(cirurgia, radioterapia € quimioterapia) ¢ o surgimento de novas terapias como a
hormonioterapia e a imunoterapia. Os avangos da oncologia tém aumentado o tempo de
vida dos pacientes e reduzido os efeitos colaterais do tratamento medicamentoso como
alopecia (queda de cabelo), alteragdes pastrintestinais (nduseas, vémitos e diarréias) e
adinamia (prostra¢fo fisica). Embora avancos tenham ocorrido, os efeitos colaterais

ainda persistem e néo sdo raros os casos onde a medicina nio tem estratégia definida

para tratamento de alguns tipos de ciincer. Um exemplo € o carcinoma de células
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pequenas da bexiga, um tumor agressivo descoberto desde 1981 que niio apresenta
estratégia definida para tratamento e que leva o0s pacientes a terem sobrevida média de S
a 6,5 meses (Church, D. N. Ei al, Clinical review-small cell carcinoma of the bladder,
Cancer Treat. Rev. 32, 588-593, 2006). Quando se pensa em neoplasias em estigio
avangado, os prognésticos sdo ainda piores. Um exemplo ¢ a disseminagdo peritonial
oriunda de tumores gastrointestinais a qual ndo apresenta tratamento padrio ¢ para a
qual a quimioterapia sistémica ndo apresenta efeito significativo, devido ao baixo fluxo
sanguineo no peritonio, fato que leva os pacientes a resistirem por apenas 3 meses
(Sadeghi, B. Et al. Peritoneal carcinomatosis from nongynecologic malignancies: results
of the EVOCAPE 1 multicentric prospective study, Cancer 88, 358-363, 2000).

Diante destes fatos, novas técnicas de tratamento vém sendo estudadas e entre elas se
destaca a PDT a qual € uma modalidade terapéutica que vem sendo utilizada com
sucesso no tratamento de carcinoma basocelular (cincer de pele mais fregilente)
(Fantini, F. Et al. Photodynamic therapy for basal cell carcinoma: clinical and
pathological determinants of response, ./ Euwr. Acad, Dermato. Venereol. 25, 896-901,
2011), bem como em outras doengas ndo oncolégicas como no tratamento da
degenerag@o macular (doenga que causa perda da visdo) (Das, R. A. Et al. Combined
treatment modalities for age related macular degeneration, Cuwrr. Drug Targets 12, 182-
189, 2011), papiloma virus (Raish, M. et al Photodynamic therapy in combination with
Green tea polyphenol EGCC enhances antitumor efficacy in human papillomavirus 16
(E6/E7) immortalized tumor cells, J. Applied Res. 10, 58-67, 2010) ¢ em procedimentos
oncologicas (Teissie, J. et al. Drug Delivery by electropulsation: recent developments in
ancology, /nr. J. Pharm. 423, 3-6, 2012), Além disso. a PDT também tem sido utilizada
no tratamento de efluentes (Costa, L. Et al. Sewage bacteriophage inactivation by
cationic porphyrins: influence of light parameters, Phorochem. Photobiol. Sci. 9, 1126-
1133, 2010), em sinteses quimicas (Zeng, W. et al. Efficient dye-sensitized solar cells
with an organic photosensitizer featuring orderly conjugated ethylenedioxythiophene
and dithienosilole blocks, Chem. Marer. 22, 1915-1925, 2010), na esterilizagio de
sangue (Wainwright, W. The emerging chemistry of biood product disinfection, Chem.
Soc. Rev. 31, 128-136, 2002) e na exterminagio de pragas agricolas (Aver’yanov, A. A.,
Supression of cucurbit scab on cucumber leaves by photodynamic dyes, Crop
protection 30, 925-930, 201 1).

Na oncologia, a PDT estd baseada na administragdo sistémica de um

fotossensibilizador (PS) que se acumula preferencialmente nos tecidos doentes em razio
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da formagdio de complexos intravasculares enfre as substincias fotossensiveis e

lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés low density lipoprotein), Como a
maioria das células tumorais apresenta uma superexpressdo de receptores de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés low density lipoprotein) (em
comparagdo is células normais), hd um acimulo preferencial dos fotossensibilizadores
sobre o tecido tumoral, de maneira que tem sido aceito que a seletividade tumoral
aumenta com o ecardter lipofilico do agente fotossensibilizante. (Simplicio, F. 1. Et al.
Photodynamic therapy: pharmacelogical aspects, applications and news from
medications development, Quim. Nova 25, $01-807, 2002). Entretanto, nem todos os
tumores apresentam clevada concentragio de receptores LDL e, neste caso, o
fotossensibilizador pode se ligar a lipoproteinas de alta densidade (HDL) ¢ albumina,
fato que permite a retengiio do fotossensibilizador no estroma tumoral (“arquitetura™ de
suporie de tecido coneetivo ¢ aporte vascular) sem o intermédio de receptores (Stylli, §.
8. Et al. Photodynamic therapy of cerebral glioma — A review. Part | — A biological
basis. J Clin. Neurosci. 13, 615-625, 2006). O tumor é entdo irradiado utilizando-se
uma fonte de luz na regido do vermelho ou infravermelho proximo (600-800 nm), a fim
que a radiaglio penetre efetivamente nos tecidos tumorais. A irradiagio do tumor
provoca a excitagdo do fotossensibilizador a um estado eletrdnico de maior epergia
(estado eletrénico singlete excitado) (Juzeniene, A. Et al. Biophysical Aspects of
Photodynamic Therapy. Jowrnal of Environmental Pathology, Toxicology, and
Oncology 25, 7-28, 2006). O fotossensibilizador neste estado eletrénico sofre uma
transi¢do para o estado triplete excitada (estado eletrdnico de menor encrgia). Neste
estado energético, o fotossensibilizador pode interagiv fotoquimicamente com moléculas
de oxigénio, on biomoléculas localizadas proximas & regifio irradiada, gerando espécies
reativas como o oxigénio singlete que danificam o tumor irradiado (Juzeniene, A. Et al.
2006). Como o tempo de vida do oxigénio singlete ¢ curto (10-40 ns) em sistemas
bioldgicos e, assumindo a mesma constante de difusfo do oxigénio singlete como para o
oxigénio molecular em células, o raio de agio do oxigénio singlete é de apenas 10-20
om (Moan, J. Et al. Action spectra of phthalocyanines with respect to photosensitization
of cells. Photochem. Photobiol. 56, 171-175, 1992), Portante, a destruigiio causada pelo
efeito fotodindmico ocorre proximo ao local de geraglio primdria do oxigénio singlete na

célula. Sendo assim, somente as estruturas celulares proximas #&s regides com alta

concentragiio do fotossensibilizador, e que forem irradiadas, € que serfio destruidas pela
PDT.
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A eficiéncia da PDT depende de varias propriedades fisiologicas, fotofisicas e fisico-

quimicas, como a retengdo seletiva do fotossensibilizador por unidade de volume de
tecido ¢ o efeito da hidrofobicidade do folossensibilizador sob a atividade bioldgica
(Ochsner, M. Photophysical and photobiological processes in the photodynamic therapy
of tumours. J. Photoch. Photobiol. B-Biol. 39, 1-18, 1997). Pesquisadores tém mostrado
que @ retengdo de fotossensibilizadores em células mmorais aumenta quando a
polaridade da molécula diminui (Nelson, J. S. Bt al. Study of the in vivo and in vitro
photosensitizing capabilities of uroporphyrin | compared to Photofrin 11, Lasers Surg.
Med. 6, 131-136, 1986). Contudo, se a lipofilicidade é muito alta, pode-se dificultar a
administragdo intravenosa destas substéneias.

Para resolver o problema dos compostos hidrofébicos ¢ aumentar a especificidade
dos compostos fotossensiveis, pesquisas €m sido realizadas para o desenvolvimento de
diferentes estratégias de liberagio envolvendo lipossomas, nanoparticulas lipidicas,
micelas poliméricas, dendrimeros, pontos quénticos, nanotubos e nanoparticulas
poliméricas. Por este motivo, os pesquisadores desenvolveram os carreadores *Stealth®™™
(marca registrada pela Liposome Technology Inc.) os quais s@io lipossomas,
caraclerizados por apresentarem maior tempo de permanéncia na correnie sangilinea

devido as modificagbes realizadas na sua superficie pela ligagdo de polietileno glicol.

No entanto, estes lipossomas podem apresentar efeitos colaterais como o da sindrome

da mio e do pé (caracterizada pelo vazamento do farmaco encapsulado pelas mdos e
pelos pés causando eritemas ¢ hipersensibilidade), havendo a necessidade de
administragio de anti-histaminicos e antiinflamatérios (Gordon, A. N, Et al. Recurrent
epithelial ovarian carcinoma: a randomized phase I study of pegylated liposomal
doxorubicin vs. Topotecan, J. Clin. Oncol. 19, 3312-3322, 2001). Os lipossomas
convencionais (ndo Stealth™) apresentam limitagdes maiores devido ao curto tempo de
estocageni ¢ a instabilidade quimica e fisica em ambientes bioldgicos, 0 que torna a sua
utilizagio menos apreciavel na encapsulagiio dos fotossensibilizadores (Vargas, A. Et al.
Improved photodynamic activity of porphyrin loaded into nanoparticles: an in vivo
evaluation using chick embryos, Int. J. Pharm. 286, 131-143, 2004).

Sisternas micelares também podem ser wusados como veiculos para
folossensibilizadores hidrofdbicos, contudo os agentes emulsificantes empregados como
Cremophor-EL. podem causar hipersensibilidade e reagdes anafildticas in vivo
(Gelderblom, H. Et al. Cremophor EL: the drawbacks and advantages of vehicles
selection for drug formulation, Ewr. J. Cancer 37, 1590-1598, 2001). Embora os
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dendrimeros possam aumentar a eficiéneia fotodindmica dos fotossensibilizadores,
deve-se ressaltar que dendrimeros com ramificagdes altamente regulares, de massa
molar tinica ¢ com nameros de grupos periféricos bem definidos, séio obtidos por sintese
gradativa. Tal fato envolve um trabalho excessivo que acaba encarecendo o produto
final {(Gillies, E. R. Et al. Dendrimers and dendritic polymers in drug delivery, Drug
Discov. Today 10, 35-43, 2005).

Carreadores como pontos quénticos e nanoparticulas inorginicas como as de prata,
ouro ¢ silica tém mostrado efeitos fotodindmicos interessantes, e embora sejam
carreadores biocompativeis, ndo sfo biodegradéveis havendo possibilidade de actimulo
das mesmas no organismo, bem como, de severa toxicidade (Goodman, C. M. Et al,
Toxicity of gold nanoparticles functionalized with cationic and anionic side chains,
Bioconjugate Chem. 15, 897-900, 2004: Buzea, C. et al. Nanomaterials and
nanoparticles: sources and toxicity, Bieinterphases 2, MRI17-MR71, 2007).
Nanoparticulas lipidicas embora tenham despertado o interesse de muite pesquisadores
devido aos resultados positives como carreadores, podem apresentar capacidade
limitada de carregamento de farmacos, dificuldade no ajuste do perfil de liberagio do
farmaco e liberagdo do farmaco durante o periode de estocagem (Muller, R. H. Et al.
Nanostructured lipid matrices for improved microencapsulation of drugs, Int. J. Pharm.
242, 121-128, 2002).

Nanoparticulas poliméricas oferecem numerosas vantagens sobre os sislemas
carreadores de farmacos, tais como alta capacidade de encapsulagio de
fotossensibilizadores, possibilidade de curtos ¢ longos periodos de liberagio do firmaco
no organismo, uma larga variedade de materiais quem podem ser utilizados e também a
possibilidade de reduzir os efeitos colaterais dos medicamentos. O PLGA ¢ um dos
polimeros mais utilizados no prepare de particulas poliméricas devido ser um polimero
biodegradivel, biocompativel & por possuir aprovagio da FDA para uso em clinica
humana. No entanto, nanoparticulas de PLGA quando presentes no sistema circulatério
sio facilmente identificadas pelas opsoninas que sinalizam aos macréfagos eliminando
rapidamente as nanoparticulas do nosso organismo. Entretanto, a ligag@o de moléculas
de polietileno glicol &s moléculas de PLGA permite que as nanoesferas permanegam por

mais tempo na corrente sanguinea do que esferas de PLGA ndo modificadas

(Mosgueira, V. C. Et al, Biodistribution of long-circulating PEG-Grafted nanocapsules
in mice: effects of PEG chain length and density, Pharm. Res. 18, 1411-1419, 2001),
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A preparagio de uma formulagfio carreadora de farmaco envolve uma série de
vanaveis. Por décadas, a tarefa de otimizagio das formula¢des farmacéuticas esta
associada ao trabalho univariado de tentativa e erro. Usando esta metodologia, a solugdo
de problemas especificos com as formulagdes pode ser obtida, mas a composigdo 6tima
nem sempre € atingida, Em geral, méodos univariados podem melhorar uma
caracleristica em detrimento de outra, fato que pode tornar dispendioso ¢ caro a
otimizagiio das formulagbes (Singh, B. Et al. Optimizing drug delivery systems using
systematic “design of experiments.” Part 1. Fundamnetal aspects, Crit, Rev. Ther. Drug
Carr. Syst. 22, 27-105, 2005). No entanto, o emprego de planejamento sistematico dos
experimentos para otimizar as formulages de sistemas carreadores pode resolver os
problemas acima expostos. Esta sistemitica torna-se mais vantajosa devido ao menor
nimero de experimentos necessarios para se atingir a formulagdo Otima, permite
solucionar problemas de preparo das formulagdes mais facilmente, revela interagdes
(efeitos sinérgicos ou antagbnicos) entre varidveis do processo ¢ permite controlar o
processo de obten¢do dos sistemas carreadores em razio da ampla compreensdo da
influéneia das varidveis de processo sobre as propriedades destes carreadores (Singh, B.
Et al. 2005),

Fotossensibilizadores convencionais hidrofobicos sfio sub-utilizados na terapia
fotodindmica devido a algumas propriedades que estes apresentam em ambientes
aquosos, Uma delas estd relacionada 4 redugio da capacidade do fotossensibilizador
hidrofébico de se associar 4s membranas ou de ser internalizado pelas células (fatos
importantes que reduzem a eficiéncia fotodindmica do fotossensibilizador) devido a
formagdo de agregados ou microcristais, que diminuem a cinética de associa¢io do
fotossensibilizador (Silva, A. R. Et al. In wviro photodynamic activity of

chloro(5,10,15,20-tetraphenylporphyrinato)indium(I1T) loaded- poly(lactide-co-

glycolide) nanoparticles in LNCaP prostate tumour ¢ells. J Photochem. Photobiol. B-

Biol., 94, 101-112, 2009), Além disso, o aumento da lipofilicidade (hidrofobicidade)
dos compostos fotossensiveis dificulia a geragdo do oxigénio singlete em meio aquoso
devido a formagdo de agregados (Fernandez, D. A. Photophysical and aggregation
studies of t-butyl-substituted Zn phthalocyanines. Photochem. Photobiol. 63, 784-792,
1996).

A finalidade do fotossensibilizador é de transferir energia (apés ser excitado a um
nivel eletrdnico de maior energia através de uma fonte de radiagio) para as moléculas

de oxigénio molecular. As moléculas de oxigénio molecular ao receberem esta energia,
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passam a um estado conhecido como singlete. O oxigénio singlete é um estado excitado

do oxigénio muito reativo e citotéxico as ¢élulas, levando & morte as células onde o

fotossensibilizador estiver localizado (Juzeniene, A.et al 2006).Em outro mecanismo, o
fotossensibilizador pode transferir cargas a biomoléculas ou mesmo ao oxigénio,
gerando espécies radicalares que também sdo citotdxicas.No entanto, geralmente, O
oxigénio singlete é sempre o responsavel pela morte das células cancerigenas, e para
que se possa gerd-lo € necessario o fotossensibilizador. Deve-se ressaltar que os
fotossensibilizadores hidrofébicos tendem a se localizar nas células cancerigenas devido
a estes compostos formarem complexos com LDL. Estes complexos tendem a se
concentrar nas células cancerigenas devido a superexpressiio de receptores de LDL
nestas células doentes.

Apbs a administragdo de fotossensibilizadores e do tempo necessério para o farmaco
ser distribuido no organismo, o médico localiza o tumor através de uma microcamera, e
através de uma fibra ética irradia a regifio doente, sem haver necessidade de grandes
incisdes. Isso facilita a recuperagio dos enfermos, assim como, torna o procedimento
médico mais simples. Também ¢é possivel acompanhar a distribuigdo do
fotossensibilizador no tecido doente através de medidas de fluorescéncia do
fotossensibilizador. Existem fluorimetros que captam sinais fluorescentes emitidos por
tecidos. Sdo aparelhos muito sensiveis que permitem uma maior seguranga no
momento da irradiagéo.

As ftalocianinas (PC) sdo uma classe interessante de compostos que exibem tanto
estabilidade quimica como fisica, ¢ possuem um macrociclo que pode envolver a
maioria dos ifons metalicos em sua cavidade, os chamados complexos
metaloftalocianinicos. Estes compostos revelaram-s¢ altamente promissores como
fotossensibilizadores para terapia fotodinimica, devido a intensa absorgdo da luz visivel
na regido do vermelho (Durmus, M. A. Et al. The synthesis and photophysicochemical
behaviour of novel water-soluble cationic indium(lll) phthalocyanine, Dyes and
Pigments 82, 244-250, 2009). A introdugdo de certos dtomos pesados na estrutura de
uma molécula favorece a geragdo de oxigénio singlete devido ao aumento do
acoplamento spin-orbita que favorece a transigdo do fotossensibilizador de um estado
singlete excitado para um triplete excitado (Durmus, M. Et al. Synthesis, photophysical
and photochemical properties of aryloxy tetra-substituted gallium and indium
phthalocyanine derivatives, Tetrahedron 63, 1385-1394, 2007). Conseqlientemente, a

presenca de atomos pesados (como In) na estrutura do fotossensibilizador favorece a
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geragdo de oxigénio singlete, Fotossensibilizadores contendo indio mostram excelente
capacidade em gerar oxigénio singlete (Silva, A. R. Et al. Photodynamic activity of
chloro(5,10,15,20-tetraphenylporphyrinato) indium (III), J. Braz. Chem. Sec. 19, 491~
501, 2008), como € ocaso da ftalocianina de indio (InPc).

Na PDT sempre haverd necessidade de um fotossensibilizador, um composto que
quando administrado via intravenosa, ou topica, deve ser iluminado em geral na faixa
de comprimento de onda 600-800 nm (faixa em que a penetragio da luz na pele ¢ mais
intensa) (Juzeniene, A. Et al. 2006). Quando iluminado, o composto absorve energia e €
excitado a niveis energéticos permitindo que estes troquem (transfiram) energia com o
oxigénio molecular, gerando o oxigénio singlete que ¢ citotéxico. Logo, este
fotossensibilizador ¢ de essencial necessidade para a terapia.

Um processo de sintese de In-flalocianina ¢ mencionado na patente US5405954A.
Entretanto, o referido documento nfio cita a encapsulagiio deste fotossensibilizador para
aplicagiio no tratamento de doengas.

Ainda, a patente US7682762B2 refere-se ao processo de preparo de nanocristais de
In-ftalocianina com didmetros médios de 0,5 a 20 nm. Mas a referida patente nao
reivindica o direito sobre formulagfes nanoparticuladas ou sobre formulagdes de
liberagdo controlada.

A patente PI0610200-0A2 reivindica um granulado encapsulado de um derivado
ftalocianinico metalado soliivel em dgua onde os grinulos de ftalocianina sdo revestidos
pela pulverizagio de uma camada de encapsulagdo, fato que nd3o condiz com as
nanoesferas de PLGA-PEG contendo In-ftalocianina (fotossensibilizador hidrofobico
insolavel em 4gua) reivindicados nesta patente.

Ainda a patente P10905627-0A2 reivindica a composigdo farmacéutica de
nanocépsulas do polimero de 4cido latico ligado a moléculas de polietileno glicol (PLA-
PEG) contendo AL-ftalocianina, mas ndo cita o preparo de nanoesferas de PLGA-PEG
contendo In-flalocianina.

A patente US5686439 reivindica o uso de um derivado ftalocianinico metalado
preferencialmente de aluminio e ruténio, mas pode compreender indio, assim como uma
composigio farmacéutica compreendendo este fotossensibilizador ¢ um condutor
farmacéutico. No entanto, a estrutura da substdncia reivindicada néio coincide com a
estrutura da ftalocianina de indio, assim como ndo se foi reivindicado o direito sobre
uma composigdo farmacéutica nanoparticulada ou de liberaglo controlada. Nio hd

qualquer citagdo a respeito do processo de preparo desta composigdo que permita o
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controle das propriedades da formulagdo farmacéutica, diferente portanto da invengio

descrita neste documento.

A invengdo WO 97/10811 reivindica uma composigdo farmacéutica nanoparticulada
preparada a partir do copolimero PLGA ou seus mondmeros, contendo ftalocianina de
zinco. A patente ndo reivindica direitos sobre composigdo farmacéutica que contenha
ftalocianina de indio ou um polimero biodegradavel ligado a moléculas de PEG. Além
disso, o processo de preparo das nanoesferas da invengdo WO 97/10811 ndo contempla
o controle das propriedades nanoparticuladas como tamanho, eficiéncia de encapsulagio
do fotossensibilizador, eficiéncia de recuperagio e quantidade residual de emulsificante
como esta sendo reivindicado nesta invengao.

O pedido de patente US 2009/0155177 Al reivindica o direito sobre novos derivados
flalocianinicos de Zn, Al, Mg, Ga, Ge e Sn, os quais podem ser veiculados por
carreadores farmacéuticos como lipossomas, nanocontainers e biopolimeros. No
entanto, a invengio ndo reivindica o direito sobre uma composigio farmacéutica que
compreenda a ftalocianina de indio, nem o preparo de nanoesferas a partir de polimeros
PEGlados com controle das suas propriedades nanoparticuladas via planejamento
fatorial. J4 a patente US5484778 reivindica composigdes de novas fialocianinas de Al,
Ge, Ga, Sn e Si com ligantes axiais como aminas € amdnio quaterndrio para uso em
terapia fotodinamica, Entretanto a patente néo reivindica direitos sobre a fialocianina de
indio nem sobre uma composigio farmacéutica compreendendo carreadores

nanoparticulados.

SUMARIO DA INVENCAQO

A presente invengdo refere-se a uma composi¢do para o tratamento de cancer via

terapia fotodindmica, & base de flalocianina de indio (InPc), que ¢ um
fotossensibilizador hidrofébico, encapsulado em nanoesferas de PLGA-PEG com
didmetros inferiores a 200 nm e de circulagdo sanguinea prolongada, visando o
tratamento de doengas oncoldgicas via administragiio intravenosa seguida por irradiagdo
da drea doente, o qual é provido de caracteristicas intrinsecas que conferem o diferencial
entre o referido tratamento ora proposto e os demais tratamentos conhecidos na técnica..

Mais especificamente, a referida invengdo refere-se uma composi¢do para ©
tratamento de doengas oncoldgicas, bem como outras doengas nio oncolégicas causadas

por virus, bactérias ou fungos.
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A invengio ainda compreende o processo de preparo das nanoesferas de PLGA-PEG
contendo InPe com controle das propriedades nanoparticuladas tais como o tamanho da
nanoparticula, a eficiéncia de encapsulagdo do InPc, a eficiéncia de recuperagdo das
nanoesferas e a porcentagem residual do agente emulsificante a partir da compreensdo
da influéncia da concentragio do estabilizante coloidal, da presenga de um solvente
orgénico polar na fase aquosa e da proporgdo entre as fases organica/aquosa no preparo

das nanoesferas.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1 - Estrutura da ftalocianina de indio (InPc)

Figura 2 — Fotoxidagdo de células MCF-7 na presenca de 7.5 Umol/L de InPc (A)
encapsulado e (B) ndo encapsulado em nanoesferas de PLGA-PEG apés 2 horas de
incubag#io, dose de irradiagd@o de 7,5 Jem® e poténcias variadas. Dados representativos
de quatro experimentos independentes. (*) Redugio significativa da viabilidade celular

em relagfio ao controle (células) com 95% de confianga.

Figura 3 — Micrografia confocal de células MCF-7 incubadas por 2 horas com (A)
nanoesferas contendo InPc ou com (B) solugdes de InPc livre na concentragdo de 7.5
Omol/L. (a) micrografias associadas a fluorescéncia do InPc, (b) micrografia
relacionada a fluorescéncia do DAPI que se liga ao DNA para marcagdio do nicleo, (c)
micrografias relacionadas a fluorescéncia da faloidina ligada a F-actina para marcagio
do citoesqueleto, e (d) combinagdo das micrografias relacionadas a fluorescéncia dos

trés compostos fluorescentes (faloidina, DAPI e InPc).

Figura 4 - Espectro de absorbancia da solugdo 5 umol/L de InPc livre solubilizado em
1-metil-2-pirrolidona ou em meio aquoso contendo 3% de MP ¢ 0,03% de Tween 20, e
de InPc encapsulado em nanoparticulas de PLGA-PEG disperso em dgua contendo ou
ndo 0,03% de Tween 20. Para melhor comparagdo os espectros originais (A) de
absorbancia do InP¢ encapsulado foram (B) tratados usando o software Origin 6.0 para
eliminar o efeito do espalhamento causado pela particulas a fim permitir uma

comparagdo das intensidades de absorbéincia entre os espectros.
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Figura 5 — Grafico da absorbancia relativa de solugdes 0,5 ymol/L de (A) InPe livre

solubilizado em 1-metil-2-pirrolidona e (B) de InPc¢ encapsulado em nanoparticulas de
PLGA-PEG dispersas em dgua. As solugdes foram irradiadas com um laser de diodo de
665 nm, variando-se a poténcia entre 0,04-55 mW, por 10 doses de irradiagiio de 0,5

Jiem®.

Figura 6 — Cortes dptlicos transversais com asumento gradual de 0,46 [m de
profundidade para uma microparticulas de PLGA-PEG contendo InPc encapsulado
obtidos por microscopia confocal. Microparticulas foram preparadas para que fosse

possivel avaliar a distribui¢fio do InPe dentro das esferas via microscopia confocal.

Figura 7 — Micrografia confocal de microparticulas contendo (A) o InPe localizado
mais proximo a superficie da microesfera ¢ (B) distribuido mais homogeneamente pela
particula. Em ambas as figuras A e B ha 3 micrografias sendo uma delas (a) referente a
visualizagio da emissdo de fluorescéncia do InPe excitado pelo laser de argénio, (b) a
visualizagdio da particula sem excitagdo do InPe, e (¢) a filtima que constitui ama soma
das duas primeiras micrografias. Microparticulas foram preparadas para que fosse

possivel avaliar a distribui¢do do InPe dentro das esferas via microscopia confocal.

Figura 8 — Miscroscopia eletrinica da formulagdo otimizada de nanoesferas de PLGA-
PEG contendo InPe com aumento de (a) 10000X e (b) 20000X.,

Figura 9 — Valores dos efeitos principais e combinatérios dos fatores estudados (A =
Proporgdo o/a, B = % etanol na fase aguosa, C = concentragdo de PVA) sobre a drea
integrada dos espectros de absorbéncia das suspensdes de nanoesferas de PLGA-PEG
contendo InPe conforme planejamento fatorial 2°. Os efeitos foram calculados através
do software Statistica 6.0, (* Resultados significativos obtidos com 95% de confianga).
O tamanho das esferas foi monitorado através dos espectros de absorbincia das
suspensoes coloidais, sendo posteriormente, calculadas as respectivas dreas integradas,
as quais foram consideradas como proporcionais a turbidez das suspensGes. As
suspensOes caracterizadas pela presenga de particulas de menor didmetro devem
apresentar espectros de absorbdncia com menor rea integrada em raziio das mesmas

causarem menor espalhamento de luz.
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Figura 10 — Valores dos efeitos principais e combinatdrios dos fatores estudados (A =
Proporgéio o/w, B = % etanol na fase aquosa, C = % de PVA) sobre a % de recuperagdo
das nanoesferas de PLGA-PEG contendo InPc conforme planejamento fatorial 2°. Os
contrastes foram calculados através do software Statistica 6.0. (* Resultados

significativos obtidos com 95% de confianga)

Figura 11 — Valores dos efeitos principais e combinatérios dos fatores estudados (A =
Proporgiio o/w, B = % etanol na fase aquosa, C = % de PVA) sobre a % de
encapsula¢do do InPc em nanoesferas de PLGA-PEG conforme planejamento fatorial
2*. Os contrastes foram calculados através do software Statistica 6.0. (* Resultados

significativos obtidos com 95% de confianga)

Figura 12 — Valores dos efeitos principais e combinatérios dos fatores estudados (A =
Proporgio o/w, B = % etanol na fase aquosa, C =% de PVA) sabre a o potencial zeta
das nanoesferas de PLGA-PEG contendo InPc conforme planejamento fatorial 2%, Os
contrastes foram calculados através do software Statistica 6.0. (* Resultados

significativos obtidos com 95% de confianga)

Figura 13 - Valores dos efeitos principais ¢ combinatorios dos fatores estudados (A =
Proporgdo o/w, B = % etanol na fase aquosa, C = % de PVA) sobre a PVA residual das
nanoesferas de PLGA-PEG contendo InPc conforme planejamento fatorial 2°, Os
contrastes foram calculados através do software Statistica 6.0. (* Resultados

significativos obtidos com 95% de conlianga)

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a um composto a base de In(ll)-ftalocianina
encapsulado em nanoesferas do copolimero do acido latico-co-dcido glicélico ligado a
moléculas de polietileno glicol (PLGA-PEG), para aplicagéo em terapia fotodindmica
nos tratamentos de doengas oncoldgicas via administra¢do intravenosa.

As ftalocianinas sdo uma classe interessante de compostos que exibem tanto
estabilidade quimica como fisica, ¢ possuem um macrociclo que pode envolver a
maioria dos fons metilicos em soa cavidade, os chamados complexos

metaloftalocianinicos. Estes compostos sdo altamente promissores como



fotossensibilizadores para terapia fotodinamica devido a intensa absorgdo da luz visivel

na regido do vermelho. Ressalta-se que a introdugdo de certos dtomos pesados na

estrutura de uma molécula favorece a geragdo de oxigénio singlete devido ao aumento

do acoplamento spin-Orbita que favorece a wansigdo do fotossensibilizador de um

- 5 estado singlete excitado para um triplete excitado, Consegilentemente, a presenca de

Atomos pesados (como In) na estrutura da ftalocianina favorece a geragido de oxigénio

singlete (principal espécie citotoxica gerada na PDT). No entanto, as

metaloftalocianinas convencionais, como o In(lll)-ftalocianina (Figura 1), sdo

compostos hidrofébicos que apresentam baixa solubilidade na maioria dos solventes

10 orgénicos devido as caracteristicas simétricas da sua estrutura, fato que dificulta o seu

manuseio durante o preparo da formulagio, bem como sua administragdio em

tratamentos oncologicos. Para resolver este problema e permitir o uso do

fotossensibilizador na PDT, o InPc € encapsulado em nanoparticulas do copelimero do

acido latico-co-dcido glicdlico ligado a moléculas de polietileno glicol (PLGA-PEG)

15  que ¢ biodegradavel, biocompativel e comumente usado no preparo de carreadores de

farmacos. As moléculas de PEG ligadas covalentemente ao copolimero de PLGA

conferem as nanoesferas de PLGA-PEG circulagdo sanguinea prolongada. Um recente

estudo realizado durante o desenvolvimento da presenie invengdo revelou que o

principio ativo do composio aqui desenvolvido, ou seja, a In(IlI)-ftalocianina (InPc)

20  encapsulada em nanoparticulas de PLGA-PEG aumentou a eficiéneia fotodindmica
comparada ao fotossensibilizador nfio encapsulado (Figura 2).

Um dos principais aspectos que diferem o composto desenvolvido na presente
invengdo e os compostos conhecidos na técnica € a encapsulagdo de
fotossensibilizadores hidrofébicos, a gqual permite a administragdo sistémica dos

25  mesmos, sendo entiio uma vantagem da presente invengdo, que atinge uma condigdo de
tamanho de particulas que permitern as mesmas parmanecerem por mais tempo na
corrente sanguinea, devido a redugio do reconhecimento das mesmas por opsosinas
(proteinas que sinalizam a a¢fio dos macréfagos). Além disso, a invengdo compreende
nanoesferas preparadas a parfir do copolimero de PLGA ligado a moléculas de

30  polietileno glicol, fato que permiti que a superficie das nanoesferas seja revestida por
cadeias hidrofilicas que repelem as proteinas plasmaticas, conferindo uma estabilizagdo
estérica que aumenta o tempo de circulagio médio das nanoesferas pa corrente

sanguinea.
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As caracteristicas do composto ora proposto, constituido de fotossensibilizadores
hidrofébicos encapsulados em matrizes solidas, facilitam a administragdo destes
fotossensibilizadores aos pacientes, sob tudo, em vias parenterais. Além disso, a
encapsulagio aumenta a eficiéncia fotodindmica do fotossensibilizador hidrofébico,
pois favorece a maior internalizagio do InPc nas células cancerigenas (Figura 3), reduz
a formagdo de agregados (Figura 4), bem como, protege o fotossensibilizador de
processos de fotodegradagiio oriundo da etapa de radiagdo (Figura 5). A encapsulagdo
permite reduzir a agregagdo do InPc no interior das nanoesferas, no entanto, ndo impede
que haja microregides contendo agregados de InPc no interior das particulas (Figura 6).
O composto ora proposto (InPc encapsulado em nanoesferas poliméricas) apresenta dois
padrdes de distribuigdo do InPc dentro das esferas de PLGA-PEG. Numa delas o InPc
apresenta-se mais concentrado na regido superficial da particula ¢ em outra o InPe¢
apresenta uma distribuigiio mais homogénea dentro da microesfera (Figura 7).

As formulag@es de nanoesferas poliméricas, com tamanhos médios inferiores a 200
nm (Figura 8), contendo o fotossensibilizador In(Ill)-ftalocianina (também nomeada
como cloreto de ftalocianina de indio (I11)) desenvolvidas no presente pedido, sdo para
fins de administragdo intravenosa. Tal formulagdo nanoparticulada contendo o InPc
encapsulado, preferencialmente em nanoesferas de PLGA-PEG, possibilita a redugéo da
agregagdo e fotodegradagio do InPc e o aumento da internalizagio do
fotossensibilizador nas células cancerigenas, causando um aumento na eficiéncia
fotodindmica deste fotossensibilizador.

O preparo da formulagio nanoparticulada ¢ realizado a partir do método de emulsdo-
evaporagio usando-se preferencialmente, como sistema carreador, o copolimero do
4cido latico-co-4cido glicélico ligado a moléculas de polietileno glicol. Entretanto, nada

impede que formulagdes nanoparticuladas possam ser preparadas usando-se outros

polimeros como o, polimero do dcido latico, polimero do &cido glicolico,

policaprolactona, polibutilcianoacrilato, phtalato acetato de celulose, acetato de
celulose, polihidroxibutirato e polihidroxibutirato-valerato, sendo todos os polimeros
ligados a moléculas de PEG.

Tal formulagio de nanoesferas do copolimero do #cido latico-co-dcido glicélico
ligado a moléculas de polietileno glicol (PLGA-PEG) sdo preparadas preferencialmente
com polimeros de massa molar entre 37.000 a 58.000 Daltons (Da) (unidade de massa
atdmica). Entretanto, formulagdes 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




10

15

20

25

30

15/18

formulagao pode ser preparada preferencialmente usando-se o PLGA com proporgdes
50:50 de 4cido latico e dcido glicdlico, entretanto, PLGA com outras proporgdes podem
ser utilizados, tais como 83:15 (dcido latico:Acido glicdlico), 65:35 (Acido litico:acido
glicolico), 75:25 (4cido latico:dcido glicdlico).

A referida formulagdo nanoparticulada € preparada pela dispersdo de uma fase
organica constituida de um solvente orgénico, preferencialmente diclorometano: 1-metil-
2-pirrolidona na proporgdo de 7:3, outras proporgdes de diclorometano:]l-metil-2-
pirrolidona podem ser utilizadas, tais como 7:1, 7:2, 7:4 e 7:5. Na invengdo, o
dicloromentano foi utilizado para dissolver o copolimero enquanto o 1-metil-2-
pirrolidona foi utilizado para dissolver o In(II)-ftalocianina. Outros solventes diferentes
do diclorometano podem ser utilizados no preparo das formulagGes nanoparticuladas
para dissolver o polimero, como exemplo o dimetilsulféxido, tetrahidrofurano, acetona,
dimetilformamida e acetato de etila, enquanto que para dissolver a In(Ill)-flalocianina
pode-se usar piridina ou solugdo de polietileno glicol. Esta fase orgénica deve ser
dispersa sobre uma fase aquosa. Esta dispersio pode ser feita via processo de
gotejamento ou vertendo o volume total da fase orgénica sobre a fase aquosa, Esta fase
aquosa deve ser constituida por um estabilizador coloidal dissolvido em 4gua,
preferencialmente o dlcool polivinilico (PVA) na concentragdo de 1,5% (m:v). No
entanto, outras formulagdes nanoparticuladas podem ser preparadas pela variagdo da
concentragdo do PVA, entre 0.5% a 3,5% (m:v).

Adicionalmente, a referida fase aquosa constituida por um estabilizante coloidal
também pode apresentar um solvente que altere a viscosidade desta fase aquosa,
preferencialmente o etanol na concentragdo de 5% (v:v). Entretanto, concéntragoes de
etanol entre 0,01 a 10% (v:v) podem também serem utilizadas, assim como outros
solventes capazes de alierarem a viscosidade da fase agquosa. Vale ressaltar que a
proporgio entre as fases orginica/aquosa, preferencialmente, foi mantida em 20% (v:v),
no entanto, proporgdes entre 10 a 30% entre as fases podem também ser utilizadas,

Alternativamente, a formulagio passa por uma etapa posterior de Secagem usando
métodos conhecidos como liofilizagdo ou secagem por spray dryer, caso deseja-se obter
a formulagfio na fase sélida,

Na dispersdo da fase orginica sobre a fase aquosa, a fase aquosa € mantida sob
agitagdo usando preferencialmente um homogeneizador do tipo Turrax™, mas agitadores

mecdnicos ou magnéticos podem também ser utilizados.
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Na principal concretizagdo para o preparo da composigio desenvolvida, de
nanoesferas com tamanhos médios inferiores a 200 nm contendo In(TII)-fialocianina,

utiliza-se etanol (5% wv:v) e um estabilizador coloidal, preferivelmente alcool
polivinilico (1,5% m/v), na fase aguosa, bem como um polimero para a construgio da
matriz sélida da nanoesfera, e InPc na fase organica, de forma que a propor¢éo entre as
fases orginica/aquosa fosse mantida em 20% (v:v). Entdo, a fase orgdnica deve ser
adicionada rapidamente 4 fase aquosa usando-se uma seringa de vidro acoplada a uma
agulha ntimero 24 G** (i1 = 0,055 ¢m e comprimento = 2,0 cm) que deve estar sob a
agitagdo de um homogeneizador, preferencialmente do tipo Turmrax, de 24.000 rpm.
Posteriormente, a emulsio resultante deve ser mantida sob agitagio magnética por 24
horas para evaporagdo do solvente orgénico,

Nesta invengdo o processo de otimizagiio do tamanho das nanoesferas, bem como, a
plena compreensdio da influéncia da concentragio do agente emulsificante, da proporgio
entre as fases orgénica aquosa e da porcentagem de ethanol na fase aquosa sobre o
tamanhos das nanoesferas, a eficiéncia de recuperagiio das nanoparticulas, a eficiéncia
de encapsulagio do InPe e a porcentagem residual do agente emulsificante foi
determinada pelo uso de um plangjamento fatorial 2°. Os cdleulos do efeitos e
influéncias de cada pardmetro pode ser efetuado manualmente ou através de softwares
disponiveis no mercado como Design Expert, Statistica ou MatLab,

Na invengdo, o aumento da porcentagem de etanol (de 0 a 10% v:v) na fase aquosa e
da concentragio de PVA (de 0,5 a 1,5% m:v) diminui o tamanho das particulas, sendo a
porcentagem de PVA a responsével pela maior redugdo (Figura 9). No entanto, o
aumento da proporgdo entre as fases organica/aquosa (o/a) (entre 10 a 30% v:v) causa
um aumento no famanho das particulas poliméricas (Figura 9). A invengéio apresenta
ainda uma interag@o sinérgica binéria entre a proporgio das fases orgdnica/aquosa e a
porcentagem de etanol na fase aquosa que reduz o tamanho da particula, e de interagbes
ternarias entre os dois parimetros acima citados somados a concentragiio de PVA que
aumenta o tamanho da particula (Figura 9). A redugfio do tamanho da particula causada
pela concentragdo de PVA se deve ao aumento da viscosidade da fase aquosa, bem
como a diminuigio da tensfio interfacial entre a fase aquosa/orgénica, favorecendo a
diminuigdo do tamanho das nanoesferas de PLGA-PEG. J4 o dlcool etilico causa um
aumento na viscosidade da fase aquosa, dificultando a coalescéneia das goticulas de
fase orgdnica obtidas durante a dispersdo produzida pelo agitador, evitando a agregagao
das particulas e o conseqilente aumento do didmetro das mesmas. O aumento da
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proporgio entre as fases orginica/aquosa causa a coalescéncia das goticulas da fase

orginica somada a queda na eficiéncia da agita¢iio da emulsdo fato que aumenta o
tamanho da particula,

O aumento da concentragio de PVA (de 0,5 a 1,5% m:v) diminui a porcentagem de
recupera¢do das particulas, enquanto que o aumento da proporgdo o/a aumenta a
recuperagdo (Figura 10). InteragGes sinérgicas entre a proporgio entre as fases o/a e a
porcentagem de etanol na fase aquosa aumenta a recuperagdo das particulas, enquanto
que interagdes antagbnicas entre a proporgdo o/a e a concentragdo de PVA reduz a
eficiéncia da recuperagio das nanoesferas (Figura 10). A invengdo ¢ caracterizada pelo
fato de gue quanto menor o didmetro das particulas menor também se torna a
porcentagem de recuperagdo, fato que esta associado a rotagio (63988 x g) e ao tempo
de centrifugacdo (22 min) usado nas etapas de lavagens. Maior eficiéncia de
recuperagdo pode ser obtida apds etapas de lavagem usando-se rotagdes maiores que
63998 x g e tempos de centrifugagio superiores a 22 min.

O aumento da proporgio o/a (de 10 a 30% v:v) (Fator A) ¢ da porcentagem de etanol
na fase aquosa (de 0 a 10% v:v) (Fator B) diminui a eficiéncia de encapsulagdo do InPc
enguanto o aumento da concentragio de PVA (de 0,5 a 1,5% m:v) (Fator C) aumenta a
encapsulagio do fotossensibilizador (Figura 11). Todos os efeitos combinatdrios dos
pardmetros envolvidos no preparo das nanoesferas influenciam a encapsulagdo do InPc
nas nanoesferas de PLGA-PEG sendo o maior efeito sinérgico, entre a propor¢do o/a ¢ a
concentragio de PVA, responsédvel pelo aumento da encapsulagdo (Figura 11). O etanol
favorece a solubilizagdo do InPec em meio aquoso, fato que torna o aumento individual
deste fator responsavel pela diminuigdo da porcentagem de encapsulagiio enquanto que
o aumento da proporgio o/a reduz a viscosidade da fase orgdnica ¢ aumenta o volume
de metilpirrolidona favorecendo a difusio do InPc para a fase aquosa durante a
evaporagdo do solvente orgéinico, fato que diminui a eficiéncia de encapsulacio do InPe.
O aumento da concentragdo de PVA aumenta a viscosidade da fase aquosa. Tal fato
favorece a obtengdo de particulas pequenas que apresentam um maior nimero de
moléculas de PVA localizadas na interface entre as fases orgdnica e aquosa, Isto
dificulta a difus@o da droga encapsulada da fase orgénica para a fase aquosa, levando ao
aumento da porcentagem de encapsulacdo.

Apenas o aumento do etanol na fase aquosa (de 0 a 10% v:v) diminui o valor
negativo do potencial zeta (Figura 12). O potencial diminui em razdo do acimulo de

InP¢ na superficie das nanoesferas motivado pela difusfio do fotossensibilizador para o
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meio aquoso devido ao aumento do etanol. O valor negativo do potencial ¢ justificado
pela presenga dos grupos carboxilicos localizados nas cadeias do PLGA-PEG.

A concentragdo de PVA (de 0,5 a 1,5% m:v) ¢ o lnico pardmetro que aumenta a
porcentagem residual de PVA sobre as nanoesferas de PLGA-PEG enquanto o efeito
combinatdrio entre a propor¢do o/a (de 10 a 30% v:v) e a concentragido de PVA (de 0.5
a 1,5% m:v) diminui o PVA residual. O PVA ¢ o principal pardmetro responsével pela
diminuigdo do tamanho das nanoesferas de PLGA-PEG. Particulas de menor didmetro
tendem a apresentar maior porcentagem de PVA residual, fato que faz o aumento da
concentragfio de PVA aumentar a quantidade residual do dlcool polivinilico. O efeito
combinatério antagdnico (negativo) entre a concentragdo de PVA e a proporgio o/a
sobre 0 PVA residual se deve ao efeito da propor¢do o/a em aumentar o tamanho da
nanoesfera, fato que ocasiona na redu¢fo da porcentagem de PVA residual.

A invengdo aqui descrita ndo estd limitada a essa concretizagdo e, aqueles com
habilidade na técnica irdo perceber que, qualquer caracteristica particular nela
introduzida, deve ser entendida apenas como algo que foi descrito para facilitar a
compreensdo € ndo podem ser realizadas sem se afastar do conceito inventivo descrito.
As caracteristicas limitantes do objeto da presente invencdo estdo relacionadas as

reivindicagdes que fazem parte do presente relatério.
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REIVINDICACOES

. Composigao farmacéutica, CARACTERIZADA pelo. fato de que compreende a
flalocianina de  de indio {InPc) encapsulada em nanoesteras de um polimero de
circulagio sanguinea prolongada.

2. Composigio farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo |, CARACTERIZADA
pelo fato de que o polimero & selecionado dentre o grupo consistindo em: copolimero do
acido Lifico-glicdlico (PLGA), polimero do dcido ldtico, polimero do deido glicdlico,
policaprolactona, polibutileianoacrilato, phtalato  acetato  de celulose, acefato de
celulose, polihidroxibutirato e pol.ihidrnxibutirato—vale-ralm sendo todos os polimeros
ligados a moléculas de polictileno glicol,

3. Composigio farmacéutica, de acordo com a reivindicagiio |, CARACTERIZADA
pelo fato de que o polimero ¢ preferencialmente o copolimers do Acido latico-glicdlico
ligado a moléculas de polietileno glicol (PLGA-PEG),

4. Composicio farmacéutica, de acordo com a reivindicagiio 3, CARACTERIZADA
pelo fato de que as nanoesferas do PLGA-PEG apresentam didmetros médios inferiores
a 200 nm.

5. Composi¢iio  farmacéutica, de acorde  conv a reivindicagdo 1 ou 3.
CARACTERIZADA pelo fato de que o PLGA-PEG apresenta massas molares dentre as
faixas de 24.000 ¢ 34.000 Da, 37.000 & 58.000 Da, ou 67.000 ¢ 162.000 Da.

6. Composigio farmacéutica, de acordo com a reivindicaglio 5, CARACTERIZADA
pelo fato de que o PLGA apresenta preferencialmente massas molares dentre 37.000 ¢
38.000 Da.

7. Composigdo farmacéutica. de acordo  com  a reivindicagio 1 on 3,
CARACTERIZADA pelo fato de que o PLGA-PEG apresenta uma proporgdo
selecionada dentre o grupo consistindn em: 85:15, 75:25, 63:35 e 50;50 de dcido
latico:acido glicolico.

8. Composigdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdio 7, CARACTERIZADA
pelo faio de que 0 PLGA-PEG apresenta preferencialmente a proporgio de 50:50 de
acido latico:dcido glicolico.

9. Compaosigio farmacéutica, de acordo com as reivindicagdes de 1 a &,
CARACTERIZADA pelo fato de ser para fins de administrag@o infravenosa em {erapia

forodindmica,
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10. Composigdo farmacéutica, de acordo com as reivindicagdes de 1 a 9,
CARACTERIZADA pelo fato de ser para o iratamento de doengas oncoldgicas,

11. Composigio farmacéutica. de acorde com as reivindicagtes de | a 9,
CARACTERIZADA pele fato de ser para o tratamenta de doengas nde oncoldgicas
causadas por virus, baciérias ou fungos.

12, Processo para preparo de uma composigilo compreendendo flalocianina de indio
(ITH (InPe) encapsulada, CARACTERIZADO pelo faio de consistir em um método de
emulsio-evaporagio, compreendendo a dispersio de uma fase orgénica, constituida da
mistura de dois solventes orgédnicos, um polimero para construgdo da matriz solida da
nanoesfera e fialocianina de indio. sobre uma fase aquosa, constituida por wm
estabilizador coloidal dissolvido em dgna, sob a agilagdo de um homogeneizador, sendo
a emulsiio resultante submetida a agitagiio magnética para evaporagio do solvente
organico.

13, Processo, de acordo com a reivindicagiio 12, CARACTERIZADO pelo fato de que a

composicdo alternativamente € submetida a uma etapa posterior de secagem par spray

dryer on liofilizagéo.

14, Processo, de acordo com a reivindicagio 12, CARACTERIZADO pelo fato de que
a dispersdo da fase orgnica sobre a fase aquosa ¢ feita preferencialmente de forma
rapida através de seringa. ou vertendo o volume total da fase orgdnica sobre a fase
aquosa. Nada impede que a dispersio da fase orgdnica sobre a fase aquosa seja efetuda
vig processo de gotejamenio.

15. Processo, de acordo com a reivindicag@io 12, CARACTERIZADO pelo fato de que

durante etapa da dispersdo, © homogeneizador utilizado ¢ preferencialmente do fipo

Turrax™, de 24.000 rpm,

16. Processo, de acardo com a reivindicag@io 15, CARACTERIZADO pelo fato de que
altermativamente sdo utilizados agitadores mecinicos ou magnéticos,

17. Processo, de acordo com a reivindicaciio 12, CARACTERIZADO pelo fato de que a

emulsiio resultante é submetida 8 agitagdo magnética, para evaporagio do solvente

orgénico, preferencialmente por um periodo de 24 heras. Nada impede que tal

evaporaglio seja acelerada por equipamentos comao rotacvaporadores,
18. Processo, de acordo com a reivindicugiio 12, CARACTERIZADO pelo fato de que

dois solventes orgéinicos constituem a fase orgfinica sendo um dos selventes usado para

solubilizar o polimero € 0 outro solvente para solubilizar o InPe,
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19.  Progesso, de acordo com a reivindicagio 18, CARACTERIZADO pele fato de

que o solvente orgiinico utilizado para solubilizar o polimera é selecionade dentre o
grupo consistindo en: eloroférmio, diclorometano. dimetilsulféxido, tetrahidrofurano.

acetona, dimetilformamida ¢ acetato de etila.

20.  Processo, de acordo com a reivindicagio 18, CARACTERIZADQ pele fato de o

solvente organico utilizado para dissolver o InPe & selecionado dentre o grupo
eonsistindo de 1-metil-2-pirrolidona, piridina e solugdo de polietileno glicol,

21. Processo, de acordo com as reivindicagdes 19 2 20, CARACTERIZADO pelo fato
de que a fase orginiea ¢ preferencialmente constituida de uma mistura diclorometano
{usado para solubilizar o polimero) : 1,2 metil-pirrolidona (usado para dissolver o InPe).
72, Processo. de acordo com a reivindicagiio 21, CARACTERLIZADO pelo fato de gque

a mistura diclorometano:1,2 metil-pirolidona é utilizada na proporgdo selecionada

lentre o grupo consistindo em: 7:1, 7:2. 7:3, T ¢ 75 (viv).

23. Processo, de acordo com a reivindicagiio 22, CARACTERIZADO pelo fato de que ¢
utilizado a mistura dos solventes diclorometano:1-metil-2-pircolidona na proporgio de
7-3.

24. Processo, de acordo com a reivindicagdo 12, CARACTERIZADO pelo fato de que o
polimero para construgdo da matriz solida da nancesfera wilizado na fase orgdnica €
selecionado dentré o prupo consistindo en: copolimero do dcida lético-glicdlico
(PLGA-PEG), polimero do é4cido latico, policaprolactona, polibutilcianvacrilato,
phtalato  acetato de celulose, acetato  de celulose, polihidroxibutirato ¢
polihidroxibutirmte-valerato, sendo todos ligados a moelécula de PEG,

25. Processo, de acordo com a reivindicagdo 12, CARACTERIZADO pelo fato de que o
polimero para construglio da matriz solida da nanoesfera wtilizado na fase organica é
preferencialmente o copolimero do dcida ldtico-glicolico ligado a moléculas de
polietilene glicol (PLGA-PEG).

26. Processo, de acordo com a reivindicacio 12. CARACTERIZADO pela fiato de que a
fase aquosa apresenta adicionalmente wn solvente para alierar a viscosidade.

27. Processo, de acorde com a reivindicacio 26, CARACTERIZADG pelo fato de que o
referido solvente ¢ preferivelmente etanol,

28. Processo, de acordo com a reivindicagdo 27, CARACTERIZADO pelo fato de que o
etanol & utilizado na concentragiio de 0,01% a 10% (viv).

29. Processo. de acordo com a reivindicagio 28, CARACTERIZADO pelo fato de que o

etanol € wtilizado preferencialmente na concentragdo de 3% (viv),
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30. Processo, de acordo com a reivindicagio 12, CARACTERIZADO pelo fato de que o

estabilizador coloidal utilizado na fase aquosa € preferencialmente dleool polivinilico
(PVA).

31, Processo, de acordo com a reivindicagio 30, CARACTERIZADO pelo fato de gue o
aleool polivinilice (PVA) é wtilizado em concentragles denfre 0,5% ¢ 3,5% (m:v),

32. Processo. de acordo com g reivindicagdo 31, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dleool polivinilico (PVA) ¢ utilizado preferencialmente em uma conceniraciio de 1,5%
(nLy).

33.  Processo. de acordo com as reivindicagles 1 ¢ 12, CARACTERIZADO pelo fato
das propriedades nanoparticuladas como tamanhe, eficiéneia de encapsulagio, potencial
zeta. eficiéneia de recuperagiio ¢ porcentagem residual de PVA serem controladas a
partir da determinag@o das influéncias da concentragio do PV A, da proporgio entre as
fases organica/aquosa (o/a). ¢ a porcenfagem de elanol na fase agquosa sobre estas
propriedades.

34. Processo. de acordo com a reivindicagfio 33. CARACTERIZADO pelo fato de que o
aumento da porcentagem de etanol (de 0 a 10% v:v) pa fase aquosa e da concenuagio
de PVA (de 0.5 a 1,5% m:v) diminui o tamanho das particulas. sendo a porcentagem de
PVA a responsivel pela maior redugio. No entanto, o aumento da proporgio entre as
fases orgAnica/aquosa (o/a) (entre 10 a 30% v:v) causa um aumento no tamanho das
particulas poliméricas.

35.  Processo, de acordo com a reivindicagdo 33, CARACTERIZADO pelo fato de
que o aumento da concentragiio de PVA (de 0.3 a 1.5% m:v) diminui a porcentagem de
recuperacio das particulas, enquanto que o aumento da proporgio o/a aumenta a
recuperagiiv, As interagdes sinérgicas entre a proporgio o/a € a porcentagem de etanol
na fase aguosa aumenta a recuperagdo das parficulas, enquanto que interagdes
antagdnicas entre a proporglo o/a ¢ a concentragio de PVA reduz a eficiéneia da
recuperagdo das nanoesferas.

36. O processo. de acordo com a reivindicagio 33, CARACTERIZADO pelo fato de
gue o aumento da proporgio o/a (de 10 a 30% viv) e da porcentagem de etanol na fase
aquosa (de 0 a 10% v;v) diminui a eficiéncia de encapsulagiio do [nP¢ enquanto o
aumento da concentragio de PVA (de 0.5 a 1,5% m:v) aumenta a encapsulagio do
fotossensibilizador. O efeito sinérgico entre a proporgdo o/a € a concentragdo de PVA

aumenta a encpasulagio do InPe.
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37.  Processo. de acordo com a reivindicagdo 33, CARACTERIZADO pelo fato de
que apenas o aumento da concentragiio do etanol na fase aquosa (de 0 a 10% viv)
diminui o valor negativo do potencial zeta.

38. Processo, de acordo com a reivindicagio 33, CARACTERIZADO pelo fato de que
apenas a concentragio de PVA (de 0.5 a 1,5% mu:v) aumenta a porcentagem residual de
PVA sobre as nanoesferas de PLGA-PEG enquanto o efeito combinatdrio sinérgico
entre a proporgdo o/a (de 10 a 30% viv) ¢ a concentragdo de PYA (de 0,5 a 1.5% m:v)
diminui o PVA residual.

39.  Processo, de acordo com as reivindicagdes de 33 a 38, CARACTERIZADO pelo
fato de que a composigio otimizada apresenta nanoesferas de PLGA-PEG contendo
InPe com didgmetro médio de 127 + 8 nm, porcentagem média de encapsulagio de 72 +
6%, uma eficiéncia de recuperagiio das nanoesferas de 46 £+ 4%, potencial zeta de -33,9

+ 3 mV e uma porcentagem de PVA residual de 18 + 4%.

40. Processo, de acorde com as reivindicagdes de 12 a 39, CARACTERIZADO pelo

fato de que é para a preparagio de uma composi¢do farmacéutica conforme definida nas

reivindicacdes 1 a 11.
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