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Relatorio Descritivo de Patente de Invencédo

NANOPARTICULA, PROCESSO DE ENCAPSULACAO SIMULTANEA DE
NANOPARTICULAS MAGNETICAS E FARMACOS, COMPOSICAO
FARMACEUTICA PARA O TRATAMENTO DE CANCER E USO DE

NANOPARTICULAS MAGNETICAS E FARMACOS ENCAPSULADOS
SIMULTANEAMENTE

Campo da Invencao

[0001]A presente invencdo refere-se a uma nanoparticula e um processo
usado para produgdo de nanocapsulas contendo nanoparticulas magnéticas
(NPMs) e farmacos. A presente invencgéo se situa no campo da nanotecnologia

e da farmacia.

Antecedentes da Invencao

[0002]As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos
que apresentam didmetro inferior a 1 uym, podendo variar de tamanho
dependendo do campo de aplicacdo (SCHAFFAZICK et al, 2003). Ao citar o
termo nanoparticulas engloba-se também nanoesferas ou nanocapsulas. . Nas
nanoesferas o farmaco estda homogeneamente disperso ou solubilizado na
matriz polimérica, obtendo assim um sistema monolitico, onde ndo & possivel
identificar um nucleo diferenciado. Nanocapsulas consistem em um interior
nucleo-liquido no qual o farmaco esta confinado rodeado por uma matriz
polimérica (REIS et al, 2005).

[0003]A vetorizacdo de farmacos € uma operacdo que visa modular e, se
possivel, direcionar totalmente a distribuicdo de uma substancia, associando-a
a um sistema apropriado, denominado vetor. Os vetores podem ser
classificados em trés grupos principais: primeira geracao (é necessario
empregar um modo de administracdo especial, exemplo: Quimiemboliza¢éo),
segunda geracdo (ndo é necessario empregar um modo de administracao,
exemplo: nanoesferas e nanocapsulas), terceira geracao (sao capazes de

reconhecer o alvo visado, exemplo: anticorpos) (PUISIEUX e ROBLOT-
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TREUTEL, 1988). Uma das aplicagbes mais promissoras para a utilizagao de
nanoparticulas poliméricas quando se fala em vetorizagdo de farmacos é o
tratamento de cancer, onde podem ser encontrados muitos estudos
relacionados a vetorizagao de farmacos anticancerigenos.

[0004]Existem varios métodos relatados na literatura para a preparagdo de
nanoparticulas poliméricas, os quais podem ser de uma forma geral,
classificados em métodos baseados na polimerizacao in situ de monémeros
dispersos ou na precipitagéo de polimeros pré-formados (SCHAFFAZICK et al,
2003). Entre os principais métodos para preparacdo de nanoparticulas
polimérica in situ podemos destacar a polimerizagao interfacial, a polimerizacao
em emulsdo e a polimerizacao em miniemulsao. Ja na técnica de polimerizagao
com polimeros pré-formados pode-se destacar o método de nanoprecipitagao e
emulsificacdo e de evaporacao de solvente sendo estes mais conhecidos da
industria farmacéutica.

[0005]Na polimerizacdo em miniemulsdo as gotas sdao sub-micrométricas. Na
primeira etapa do processo de polimerizacao, pequenas gotas de 50-500 nm
sdo formadas pela dispersdo de um sistema contendo a fase dispersa
(mondmero, co-estabilizador) sendo que o iniciador pode ser hidrofilico ou
hidrofébico, e a fase continua (agua e surfactante). O sistema € obtido através
de um equipamento de alto cisalhamento, como por exemplo, sonda de
ultrassom. Na segunda etapa, estas gotas s&o polimerizadas pela adicdo de
iniciador e/ou aumento da temperatura. O tamanho das gotas, diretamente
depois do preparo da miniemulsdo, depende principalmente das quantidades e
tipos de surfactante e co-estabilizador e das condicdes de dispersao
(LANDFESTER, 2006).

[0006]A tecnica de nanoprecipitagdo ocorre por uma rapida dessolvatagcdo do
polimero quando a fase orgénica € adicionada, sob agitacédo, a fase aquosa
(ndo-solvente) contendo surfactante. A precipitagdo do polimero é resultado de
uma rapida difusdo do solvente para o meio aquoso. O farmaco é

imediatamente aprisionado ao polimero durante a precipitagdo. Esta técnica de
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nanoprecipitagdo permite a producdo de nanoparticulas pequenas (100-300
nm) com distribuicdo unimodal estreita e uma grande variedade de polimeros
pré-formados podem ser utilizados, dependendo da aplicagdo de cada material
preparado. Este método ndo necessita de um alto cisalhamento € nem de altas
temperaturas. Além disso, os surfactantes muitas vezes ndo s&o necessarios e
0s solventes toxicos geralmente s@o excluidos deste processo (BILATI et al,
2004; FESSI et al, 1989; REIS et al, 2006). YOO et al (2001) realizaram um
experimento para encapsular lisozima, resumidamente, foi promovida a difusao
de uma solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO), contendo ambas proteinas e o
polimero (PLGA) em uma solugdo aquosa com poloxamer 407. Este trabalho
evidenciou que a técnica de nanoprecipitacdo pode ocorrer mesmo com outros
solventes e pode levar a formagcdo de nanoparticulas, utilizando farmacos
hidrofilicos.

[0007]A ftalocianina de zinco (FtZn) é um fotossensibilizador de segunda
geracdo, que apresenta uma elevada absortividade molar na regido do
espectro eletromagnético correspondente a luz vermelha, sendo esta a regiao
gue apresenta a maxima transmitancia de luz através dos tecidos, e portanto, a
mais utilizada no tratamento de tumores. Entretanto, assim como a FtZn, a
maior parte dos fotossensibilizantes possui caracteristicas hidrofébicas, o que
constitui outro desafio. Pois, sendo pouco soluveis em agua sao dificeis de
serem administradas em veiculos fisiologicamente aceitaveis, podendo também
ter a tendéncia de se agregar sendo este outro efeito negativo (STORPIRTIS et
al, 2009). A baixa seletividade e a baixa solubilidade em agua podem ser
resolvidas com o desenvolvimento de técnicas de liberagdo apropriadas e com
a encapsulagao do farmaco.

[0008]Nanoparticulas de 6xidos de ferro sdo estudadas ha algumas décadas.
Desde o primeiro trabalho publicado por STONER e WOLHFARTH (1948)
muitos outros foram desenvolvidos. O interesse nestas nanoparticulas
magnéticas (NPMs) aumentou quando na década de 60 evidenciou-se que

estes Oxidos de ferro poderiam ser muito Uteis para aplicagbes biomédicas.
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Hoje as NPMs s&o usadas na ressonéncia magnética por Imagem (MRI), que
tem aplicagbes bem conhecidas na area de diagndsticos (ZHANG et al, 2002);
na liberacao de farmacos , (GUPTA, 2004); e na hipertermia, que € utilizada
para “queimar’ células cancerosas muitas vezes em combinagdo com a
quimioterapia (LANDFESTER e RAMIRES, 2003). A encapsulacdo simultanea
de NPMs com um farmaco especifico desperta grande interesse pelo potencial
de um efeito sinergético de atuacdo. Pode-se mencionar o trabalho de
ZAVISOVA et al, (2007) que encapsularam a Indometacina, um agente
antinflamatério, e nanoparticulas de magnetita (Fe304) com poli (acido - latico)
(PLA) via nanoprecipitacdo e KONERACKA et al, (2008) que encapsularam o
taxol, um agente quimioterapico, e nanoparticulas de Fe304 com poli(acido-
lactico-co-glicolico) (PLGA) via nanoprecipitacdo. Vale destacar que néao foi
encontrado na literatura nenhum trabalho que tenha realizado a encapsulacao
simultaneo de farmacos e NPMs via a técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo. Particularmente o uso do poli (metacrilato de metila) - PMMA —
se destaca nessa area, uma vez que esse material € biocompativel e o
mondmero metacrilato de metila — MMA — apresenta baixa toxicidade. Por essa
razdo, o MMA e o PMMA sdo amplamente empregados para preparagéao de
cimentos dentais, cimentos 6sseos, proteses 0sseas e remédios usados para
administracdo oral. Além disso, essa classe de polimeros pode ser conjugada
com proteinas, biomoléculas e ingredientes farmacéuticos ativos, resultando
em produtos promissores na area de sistemas de liberagdo de farmacos,
cultura de células, bioprocessos enzimaticos, dentre outros (UCHEGBU E
SCHATZLEIN, 2006).

[0009]Quanto ao estado da técnica, a busca de anterioridade identificou os
seguintes pedidos de patente relativos ao nanoparticulas magnéticas e
farmacos encapsulados:

[0010]O documento US 2010/0292564A1 relata o uso de nanoparticulas

magnéticas (sem encapsulagdo com material polimérico) para o tratamento do
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cancer via hipertermia. O documento, entretanto, ndo revela o uso de
encapsulagao simultdnea com outros farmacos.

[0011]O documento US 2009/0074670 relata o uso NPMs (encapsulada com
material polimérico) para o tratamento do cancer tambéem via Hipertermia. O
documento, entretanto, ndo revela o uso de encapsulagdo simultdnea com
outros farmacos.

[0012]0 documento US 7,081,489 relata o0 método de nanoencapsulagédo de
nanoparticulas magnéticas via polimerizacdo em emulsdo para aplicacdo na
area biomédica e tecnologica.

[0013]Em relac&o a terapia fotodindmica, o documento US 6,693,093B2 relata
0 uso de sistemas de liberacdo de farmacos para o tratamento do cancer via
terapia fotodinamica utilizando copolimeros em bloco para obtencdo de
microparticulas. Vale ressaltar, que estas microparticulas ndo contém NPMs.
[0014]Do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invencgao,
de forma que a solucdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva

frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencéo

[0015]A preparacdo de nanoparticulas poliméricas produzidas via
polimerizacdo em miniemulsdo com auxilio da técnica de nanoprecipitacéo
apresenta como uma das grandes vantagens em relacdo a nanoparticulas
lipidicas e de polimeros previamente sintetizados (por exemplo, polimeros
naturais, como PHBYV, e sintéticos, como PLLA, PLGA, PCL...) produzidas por
emuls&o e evaporacdo de solvente a alta estabilidade, distribuicdo de tamanho
de particulas estreita e uma alta eficiéncia de encapsulagéao.

[0016]Adicionalmente, a partir deste metodo é possivel a encapsulacéo
simultdnea de NPMs e FtZn para o tratamento do cancer visando um efeito
sinergético entre a terapia fotodindmica e a hipertermia. Vale ressaltar que nao

ha nenhum produto com as caracteristicas descritas na presente invencgao, que
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sdo nanoparticulas poliméricas contendo um farmaco para terapia fotodinamica
(no caso a FtZn) e simultaneamente, NPMs para tratamento do céncer por
hipertermia.
[0017]Dessa forma, a presente invengdo revela uma nanoparticula que
compreende pelo menos um farmaco, nanoparticulas magnéticas e pelo menos
um polimero e um processo caracterizado fundamentalmente pela
encapsulacao in-situ de farmacos e NPMs pela técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo com auxilio da técnica de nanoprecipitacdo que inclui na primeira
etapa um farmaco insolivel em um solvente apolar e na segunda etapa inclui
um monémero hidrofobico, iniciador hidrofébico, surfactante, co-surfactante e
um material hidrofébico.
[0018]E, portanto, um objeto da presente invencdo uma nanoparticula que
compreende

- pelo menos um farmaco;

- nanoparticulas magnéticas; e

- pelo menos um polimero.
[0019]Em uma realizacdo preferencial, o farmaco € um fotossensibilizador, a
nanoparticula magnética é nanoparticula de Fe304, e o polimero € PMMA
(polimetacrilato de metila).
[0020]Em uma realizacdo preferencial o dito fotossensibilizador ¢ ftalocianina.
[0021]E adicionalmente objeto da presente invengdo uma nanoparticula que é
produzida por um processo de encapsulacdo simultanea de nanoparticulas
magnéticas e farmacos que compreende as etapas de:

a) adigao de uma solucao de farmaco;

b) adicdo de uma solugdo de monbmeros com nanoparticulas
magnéticas;

c) polimerizagdo em miniemulsdo com auxilio da técnica de

nanoprecipitacao.
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[0022]E adicionalmente objeto da presente invengdo, um processo de
encapsulacdo simultdnea de nanoparticulas magnéticas e farmacos que
compreende as etapas de:

a) adigao de uma solugao de farmaco;

b) adigdo de uma solugdo de mondmeros com nanoparticulas
magneéticas;

c) polimerizagdo em miniemulséo.

Em uma realizacdo preferencial, a polimerizacdo € em miniemulsao
com auxilio de nanoprecipitagéo.

Em uma realizagéo preferencial, o processo compreende as etapas de:

a) adigcado de agua;

b) adicdo de uma solugdo de farmaco;

c) adicdo de uma solucdo de mondmeros com nanoparticulas
magnéticas;

d) adicdo de um surfactante;

e) adigao de um co-estabilizador;

f)  adicdo de um iniciador;

e) submisséo a ultrassom em banho de gelo; e

f)  submissao a um banho termostatico;
[0023]Em uma realizacdo preferencial, o farmaco é um fotossensibilizador, os
mondmeros sdo de MMA (Metacrilato de metila) e as nanoparticulas
magnéticas sao de Fe304.
[0024]E também objeto da presente invencdo, uma composicdo farmacéutica
para o tratamento de cancer que contém:

(i) farmaco e nanoparticulas magnéticas encapsulados
simultaneamente, e

(i) pelo menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
[0025]E também objeto da presente invencdo, o uso de nanoparticulas
magnéticas e farmacos encapsulados simultaneamente na preparacéo de um

medicamento para o tratamento de cancer.
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[0026]Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente valorizados
pelos técnicos no assunto e pelas empresas com interesses no segmento, e
serao descritos em detalhes suficientes para sua reprodugédo na descricao a

seqguir.

Breve Descricdo das Figuras

[0027]Para completar a descricdo da idéia e com o objetivo de facilitar a
compreensao de suas caracteristicas é apresentada uma série de figuras com
carater ilustrativo e n&o limitativo:

[0028]Figura 1. Encapsulagdo simultdnea da ftalocianina de zinco com
nanoparticulas magnéticas (A), encapsulacao da ftalocianina de zinco (B) via
polimerizacdo em miniemulsdo com auxilio da técnica de nanoprecipitagcéo
(PMMA/FtZn).

[0029]Figura 2. MET das nanoparticulas poliméricas contendo FtZn e NPMs
(PMMA/FtZn/NPMs).

[0030]Figura 3. MET das nanoparticulas poliméricas contendo NPMs.
[0031]Figura 4 . MET das nanoparticulas poliméricas contendo PMMA/FtZn.
[0032]Figura 5. Espectros de absor¢ggo no UV-Vis da FtZn e
PMMA/FtZn/NPMs.

[0033]Figura 6. Difratograma de Raio-X das nanoparticulas poliméricas
contendo FtZn. As amostras analisadas foram NPMs (A), PMMA (B),
PMMA/NPMs (C) e PMMA/FtZn/NPMs (D).

[0034]Figura 7. Analise de TGA das nanoparticulas poliméricas contendo FtZn
e NPMs.

[0035]Figura 8. Propriedades magneéticas das nanoparticulas polimericas
contendo FtZn e NPMs, campo magnético de 20KOe (A) e campo magnético
em maior escala 4KOe (B).

[0036]Figura 9. Conversao gravimétrica das amostras de PMMA/NPMs, PMMA
e PMMA/FtZn/NPMs.
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[0037]Figura 10. Perfil de liberagdo da FtZn das nanoparticulas de PMMA/FtZn
e PMMA/FtZn/NPMs.

[0038]Figura 11. Estudos de toxicidade (auséncia de luz) e de atividade
fotobiologica (irradiacdo de luz: 40 Jicm?) em cultura de células A549 das
nanoparticulas de PMMA contendo ou ndo FtZn. Dose por pogo: 5 ug FtZn e
tempo de incubacg&o de 4 horas. Média + desvio padrdo de seis experimentos
independentes. *Significativamente menor do que o controle na auséncia de luz
(p < 0,05 ANOVA).

Descricdo Detalhada da Invencao

[0039]A presente invengdo revela uma nanoparticula e um processo
caracterizado fundamentalmente pela encapsulagao in-situ de farmacos e
NPMs pela técnica de polimerizagdo em miniemulsdo com auxilio da técnica de
nanoprecipitagdo que inclui na primeira etapa um farmaco solivel em um
solvente polar e na segunda etapa inclui um mondémero hidrofébico, iniciador
hidrofobico, surfactante, co-estabilizador e um material hidrofébico.

Veiculo farmaceuticamente aceitavel

[0040]0 veiculo farmaceuticamente aceitavel da presente invencdo pode ser
escolhido do grupo que compreende excipientes e carreadores
farmaceuticamente aceitaveis, doses e tratamentos convenientes para uso em
composicdes particulares que podem ser descritas em uma série de
regimentos de tratamento, incluindo oral, parenteral, intravenoso, intranasal,
intramuscular, intracerebral, intracerebroventricular e intraocular.

Fotohipertermia

[0041]0 encapsulamento da FtZn com NPMs tem sido reconhecido como uma
técnica promissora para o tratamento do cancer por possibilitar a acdo
sinergética dos diferentes tipos de tratamento. A hipertermia é utilizada para
“‘queimar’ células cancerosas, muitas vezes em combinagdo com a
quimioterapia. A TFD utilizada para destruir as células cancerigenas com

auxulio de uma luz visivel.
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Fotossensibilizador

[0042]Entende-se por fotossensibilizador uma substancia capaz de sensibilizar
um material para raios aos quais normalmente ndo é sensivel. A ftalocianina de
zinco (FtZn) é um fotossensibilizador de segunda geracao, que apresenta uma
elevada absortividade molar na regido do espectro eletromagnético
correspondente a luz vermelha, sendo esta a regido que apresenta a maxima
transmiténcia de luz através dos tecidos, e portanto, o mais utilizado no
tratamento de tumores.

Farmaco

[0043]Entende-se como farmaco qualquer substancia quimica conhecida e de
estrutura quimica definida dotada de propriedade farmacoldgica. Em termos
correntes, a palavra farmaco designa todas as substancias utilizadas em

farmacia e com agéo farmacolodgica, ou pelo menos com interesse médico.

Realizacao Preferencial

[0044]0s exemplos aqui descritos devem ser encarados como algumas das
inumeras formas de realizar a inveng¢do, n&do devendo, portanto, serem
encarados de forma restritiva, mas sim ilustrativa.

Procedimento da sintese das nanoparticulas de PMMA com NPMs e FtZn

[0045]A FtZn é um farmaco que apresenta caracteristicas hidrofilicas
intermediarias, ou seja, tem baixa afinidade pela agua e por compostos
apolares. Isto cria uma dificuldade adicional ao se tentar a miniemulséo direta,
pois 0 mondmero é apolar e ndo consegue solubilizar a FtZn diretamente na
fase organica. A solubilidade da FtZn em solventes orgéanicos polares é
relativamente elevada, o que torna possivel a utilizagdo da técnica de
nanoprecipitagéo para dispersar este composto na fase aquosa sob a forma de
nanoparticulas. Para isso, é necessario que este solvente organico polar seja
soluvel na fase aquosa, como, por exemplo, N-metil pirrolidona (NMP)
(GOVENDER et al, 1998), dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF) e

a acetona. No entanto, & importante que este solvente possa ser faciimente
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retirado do meio continuo por evaporacao, desta forma, da-se a preferéncia
pela utilizagdo de solventes volateis.

ETAPA 1

[0046]Na primeira etapa em um béquer de 50 a 200mL, preferencialmente de
100 mL, adiciona-se a fase aquosa (apenas a agua). O dispersor ultrassénico
(homogenizador Fisher Scientific, Sonic Dismembrator Model 500) é ligado
(etapa 1) e adiciona-se com um conta gotas 1 a 3g de uma solugédo contendo
0,5 a 1%, preferencialmente 0,5%, de FtZn em relacdo ao solvente (N-metil
pirrolidona, dimetilsulfoxido, dimetilformamida) bem lentamente, o solvente,
neste caso a NMP, tende a migrar para a fase aquosa, enquanto que a FtZn
(ndo estabilizada) ficara dispersa na fase aquosa sob a forma de
nanoparticulas.

ETAPA 2

[0047]A segunda etapa do processo é a adicao da fase orgéanica contendo: 1 a
3g, preferencialmente 29, de metacrilato de metila (monémero) com 0,1 a 1g,
preferencialmente 0,5 g, de nanoparticulas magnéticas revestidas com acido
oleico, 0,08 a 1,2g, preferencialmente 0,08 g, de lecitina (surfactante), 0,05 a
1,29, preferencialmente 0,08 g, de miglyol 812 (co-estabilizador) e 0,03 a
0,069, preferencialmente 0,04 g, de azobisisobutironitrila (iniciador) no sistema.
O sistema foi submetido ao ultrassom em banho de gelo por 1 a 10,
preferencialmente, 5 minutos com amplitude de 50 a 90%, preferencialmente
70%. Posteriormente a miniemulséo foi adicionada em dois tubos do tipo falcon
esteril e colocada em um banho termostatico ha um temperatura de 70 a 80°C,
preferencialmente 70°C até sua completa polimerizacao.

ETAPA 3

[0048]Ap6s a etapa 2 e posterior resfriamento do sistema as nanoparticulas
produzidas via polimerizagdo em miniemulsdo com auxilio da técnica de
nanoprecipitacdo foram centrifugadas a 15000 rpm por 2 horas. O
sobrenadante foi descartado, o material foi lavado e ressuspendido com agua

destilada e centrifugado a 15000 rpm por mais 2 horas. Na seqiiéncia o
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sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em estufa a vacuo a 60°C
por 24hrs.

[0049]A utilizacdo de um surfactante na fase organica é essencial nesta
técnica de polimerizagao. Se o surfactante estiver na fase aquosa, o farmaco
ao ser disperso na agua sera estabilizado por este surfactante. Devido a
diminuicdo da tens&o interfacial com a agua estas nanoparticulas de farmaco
se tornarao estaveis o que diminuird a migracédo do farmaco para as gotas de
mondmero. Testes realizados no laboratério comprovaram que ao utilizar um
surfactante de elevado HLB, como o SDS, disperso na fase aquosa nao
ocorreu a migragcado do farmaco para as gotas de monémero, n&o ocorrendo,
portanto, a encapsulacdo do farmaco pelo polimero formado durante a reacéo
de polimerizagéao.

Materiais e Métodos

[0050]A ndo ser nos casos explicitamente descritos de forma distinta nos
proximos paragrafos, as formulacbes basicas empregadas nos Exemplos é
descrita a seguir. Para a preparacdo das NPMs utilizou-se os seguintes
reagentes: agua destilada (H;O) cloreto férrico (ClFes5H,0), sulfato ferroso
(FeS0O4:7H,0), hidréoxido de amoénia (NH4OH), acido oléico (CigH3402) €
acetona todos provenientes da VETEC Quimica. Na encapsulacao simultanea
da FtZn e NPMs utilizou-se os seguintes reagentes: como mondmero o
metacrilato de metila (MMA) da ARINOS Quimica, como iniciador o AIBN
(2,2’azo bis-isobutironitrila) (VETEC quimica), como surfactante a lecitina (Alfa
Aesar), como co-surfactante o miglyol 812 (Sazol), como farmaco a ftolacianina
de zinco (FtZn), como solvente a N-metil-pirrolidona, ambos provenientes da
Sigma Aldrich e agua destilada.

[0051]Para o preparo das NPMs estabilizadas com AO utilizou-se um agitador
mecanico da marca IKA RW20 Digital, com um impelidor tipo hélice com quatro
pas constituindo um sistema de cisalhamento produzindo um fluxo turbulento
com uma velocidade de rotagcdo de aproximadamente 700 rpm. Também foi

necessario a utilizacdo de um pHmetro da marca Hanna e de uma
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ultracentrifuga da marca Beckmam-Coulter. Para o preparo da miniemulsao
utilizou-se o homogenizador Fisher Scientific, Sonic Dismembrator Model 500.
Este equipamento é constituido de um gerador, um conversor € uma sonda,
através da qual sdo emitidas ondas produzindo uma cavitagdo no sistema que
resulta no rompimento das gotas.

Microscopia Eletronica de Transmissédo (TEM)

[0052]Para analise da morfologia das NPMs e das nanoparticulas poliméricas
utilizou-se a técnica Microscopia Eletrénica Transmissdo utilizando um
equipamento da marca JEOL, modelo JEM 2100F de 100kV, que se encontra
alocado no Laboratério Central de Microscopia Eletrobnica — LCME, da
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

[0053]Na preparacdo das nanoparticulas poliméricas foi colocada uma gota de
latex diluido em agua destilada (1 g de latex para 10g de agua destilada) em
uma grade de cobre recoberta por um filme de parldédio. Depois de 24hrs as
grades contendo as amostras secas foram recobertas com carbono. O mesmo
procedimento foi realizado para as analises do material magnético.

Termogravimetria (TGA)

[0054]A termogravimetria baseia-se no acompanhamento da mudanga de
massa em funcao da variacéo de temperatura de programagao controlada. A
amostra sélida pode sofrer uma taxa de aquecimento em geral, na faixa de 1 a
50°C/min. O equipamento é composto basicamente de uma micro-balancga, um
forno, termopares e um sistema de fluxo de gas (inerte ou oxidante).

Cromatografia Gasosa (CG)

[0055]A determinagdo da concentracdo de monémero residual apés a reagao
de polimerizacdo em miniemulsdo foi feita por Cromatografia Gasosa (CG,
Shimadzu GC2010AF), sendo elaborada uma curva de calibragcdo com
diferentes concentragdes de metacrilato de metila (MMA) em funcéo da area do
pico referente ao mesmo.

Gravimetria
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[0056]A conversdao foi obtida através de dados gravimétricos, onde uma
aliquota da amostra é retirada periodicamente e a reacdo é interrompida
imediatamente com a adicdo de uma solugdo de 1% em massa de
hidroquinona em capsulas previamente pesadas de aluminio.

[0057]A conversdo obtida por gravimetria (Xgrav) é a razdo entre a massa do
polimero presente no reator e a massa de mondmero alimentada. A massa de
polimero é calculada a partir do residuo seco obtido pela evaporacao de uma
amostra de latex em uma estufa com convecgao forcada que se encontra a
temperatura constante de 70°C. Para calcular a massa de polimero &
necessario subtrair a massa de hidroquinona adicionada e a fracdo de sélidos
nao poliméricos, tais como iniciador, surfactante e co-estabilizador, presentes
no residuo seco.

Difracdo de Raio-X

[0058]A fase cristalina das nanoparticulas poliméricas foi identificada por
medidas de difracdo de Raios-X utilizando uma radiacdo cobre Ka (1,54056 A)
a 45 kV/40 mA em um difratdmetro de Raios-X, modelo Xpert-Pro, numa
velocidade de varredura angular de 26 e com um tempo de passo de 1
segundo.

Magnetometria de Amostra Vibrante (MAV)

[0059]0 MAV nos permite obter informacdes a respeito das propriedades
magnéticas de um determinado material e classifica-lo de acordo com sua
propriedade magnéticas, seja ela, ferrimagnética, ferromagnética ou
superparamagnética. As medidas de magnetizagao foram realizadas utilizando
um magnetdometro de amostra vibrante (MAV), modelo EV9 da marca
microsense, As amostras analisadas no MAV foram preparadas colocando-se
uma pequena quantidade de amostra com uma massa conhecida no interior de
uma capsula de vidro e esta capsula foi presa por um tubo de quartzo e fixada
verticalmente sobre duas bobinas. O campo magnético aplicado foi variado
entre 20 a -20 KOe e as medidas realizadas a temperatura ambiente.

Espectrofotémetro UV/Vis
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[0060]As analises de espectrofotometria de absorcao na faixa do Visivel foram
utilizadas para identificacdo e quantificagdo da FtZn puro e no material
polimérico.

Determinacédo dos espectros de absorgédo na faixa do UV/Vis

[0061]Na determinacdo do comprimento de onda de excitacdo da FtZn,
efetuou-se uma varredura em espectrofotbmetro da marca Hitachi modelo
1900, na faixa de 500 a 800 nm (solugdo de 1 pg/ml de FtZn em N-metil-
pirrolidona). O espectro de absor¢do obtido auxiliou na fixagdo do comprimento
de onda de excitacdo (Aex) do fotossensibilizante. Esses experimentos foram
efetuados utilizando-se cubeta de vidro de 1 cm de caminho O6ptico. Os
experimentos foram realizados a temperatura ambiente.

[0062] Obtencédo da Curva de analitica da FtZn

[0063]Para quantificar a concentragdo da FtZn na amostra, uma curva de
calibracao foi previamente elaborada, onde solu¢bes padroes de N-metil-
pirrolidona contendo concentragdes conhecidas de FtZn, foram analisadas no
comprimento de onda de excitacao (Aex) de 670 nm. A curva analitica foi obtida
relacionando-se os valores da concentragdo da FtZn (ug/ml), no eixo da
abscissa (x), com os valores de emissédo de fluorescéncia obtidos para cada

concentracdo, no eixo da ordenada (y). Os dados estdo apresentados na

equacao 1.
Abs = 0,491x[FtZn] +0,099 (Eq 1)
R?=0,999

[0064]A partir da Eq 1 pode-se determinar a eficiéncia de encapsulacéo (%).
Na extracdo do farmaco, uma quantidade conhecida de nanoparticulas
contendo FtZn (~5 mg) foi rompida com 5 ml de NMP. A solugédo foi
homogeneizada em um sonicador por 10 minutos. Uma aliquota de 0,5 mil da
solugdo de ZnPc foi diluida em baldo volumétrico de 10 ml com NMP. A
solucado foi excitada a 670 nm utilizando-se uma cela de quartzo de 1 cm de
caminho optico. O experimento foi realizado a 25°C. A quantificacdo da FtZn foi

efetuada utilizando-se o meétodo anteriormente descrito. A concentracéo de
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FtZn (pg) foi calculada a partir da intensidade de emissdo de fluorescéncia
obtida da amostra e da curva analitica. A EE% das nanoparticulas foi calculada
a partir da equacao abaixo

Massa da FtZn obtida

[EE‘V] _ nasnanopartialasx 100%
o=

Massa da FtZn colocada nafomulagdo (Ea.2)
[0065]0 teor de FtZn nas nanoparticulas poliméricas determina o conteudo de
farmaco nas nanoparticulas, como a relagcdo da quantidade de farmaco
encapsulado com o rendimento de nanoparticulas obtido no processo
(SOARES, 2009). A concentracdo de FtZn nas nanoparticulas foi calculado de
acordo com a equagéo:
Massada FtZnobtida

rtiamlasx 1009
[Fth (1 /mgjz nasnanopartic E.lSX 00% (Eq. 3)
Massaderendimento

dasnanopartialas

Perfil de Liberacéo in vitro

[0066]0 estudo do perfil de liberacéo foi realizado de acordo com as condigdes
experimentais descritas por Chawla & Amiji (2002) e Ricci Junior & Marchetti
(2006a, 2006b). Para a realizacdo das anadlises de liberagdo da FtZn, foi
utilizado um banho termostatizado com temperatura controlada a 37°C, onde
foram imersos béqueres contendo o meio receptor e o sistema de liberagéo
estudado sob agitacdo magnética. Foram utilizados 40 ml de tampé&o fosfato
salino, pH 7,4, contendo 2% de dodecil sulfato de sddio (TFS-SDS) como meio
receptor e amostras de 5mg de nanoparticulas liofilizadas foram adicionadas a
essa solugcado receptora. O sistema foi mantido sob prote¢cdo da luz. Em
intervalos de tempo pre-estabelecidos, aliquotas de 3 ml foram retiradas e
transferidas para o béquer para a continuacdo do teste de liberagdo. O
sobrenadante foi analisado pelo método de emissdo de fluorescéncia
anteriormente padronizado para a quantificagdo de FtZn liberada. As

concentragdes obtidas foram utilizadas para a elaboracédo do grafico do perfil
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de liberacao in vitro da FtZn das nanoparticulas. O experimento foi realizado
em triplicata para cada método de encapsulagéo.

Avaliacdo da toxicidade e da atividade fotobioldgica das nanoparticulas

poliméricas em cultura de células fumorais

[0067]A linhagem de células escolhida para a realizacdo dos ensaios de
toxicidade e atividade fotobioldgica foi a A549 (células de carcinoma de pulméo
humano) (LIEBER et al., 1976). Para a utilizagdo das ceélulas, a linhagem foi
descongelada até atingir a temperatura de 37°C e acondicionada em frasco de
cultura de 25 ml contendo 7 ml de meio (Meio Dulbeco’s Modificado) DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino. A este meio foram acrescidos 100
U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. O frasco de cultura foi
mantido em estufa a temperatura de 37°C com 5% de CO; durante 48 h. A
concentragao de células foi medida pelo método de azul de tripan baseado na
capacidade das células viaveis em eliminar o corante. As células ndo coradas
sdo contadas utilizando uma camara de Neubauer. A suspensdo celular foi
distribuida na concentracdo de 1 x 10° células/ml em placa de 96 pocos (250
pL) contendo meio de cultura DMEM enriquecido. As placas foram incubadas
em estufa por 24 h para a adeséo das células. A avaliagédo de toxicidade e da
atividade fotobioldgica das nanoparticulas poliméricas em cultura de células foi
realizada com base em estudos ja descritos na literatura (RICCI-JUNIOR e
MARCHETTI, 2006).

[0068]Na determinagéo da viabilidade das células, as células foram incubadas
com 230 pl de meio DMEM e 20 pl de solu¢ao de MTT (5 mg/ml em TFS) por 3
horas em estufa a 37°C, na auséncia de luz. Em seguida, a placa foi
centrifugada por 3 minutos, o meio contendo o MTT foi retirado, e os cristais de
formazan ressuspensos em 200 pl de DMSO para solubilizagdo. A
absorbancia foi medida em uma leitora de placas do tipo ELISA
(THERMOPLATE) nos comprimentos de onda de 540 nm e 630 nm e
comparada com aquela obtida com as células sem tratamento (controle) por

meio de analise estatistica (ANOVA) utilizando com significancia p < 0,05.
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Morfologia e distribuicio de tamanho das nanoparticulas

[0069]Na Figura 2 pode-se ver a morfologia e a distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas poliméricas contendo FtZn e NPMs, sendo possivel observar
que nao houve alteragbes consideraveis na distribuicdo do tamanho das
particulas e na morfologia quando comparado com as nanoparticulas obtidas
somente com NPMs (Figura 3) ou FtZn (Figura 4). O tamanho médio das
nanoparticulas de PMMA/FtZn/NPMs foi de aproximadamente 100nm. Cabe
ressaltar que o percentual massico de oxido de ferro é de aproximadamente
8% nas nanoparticulas poliméricas. Como o 6xido de ferro possui uma massa
especifica em torno de 5,2g/cm®, muito superior, portanto, ao do polimero (~1,1
g/cm?®), a sua fracdo volumétrica nas nanoparticulas é muito reduzida (~3% em
volume). Desta forma, nem todas as nanoparticulas de polimero irdo conter
NPMs, mesmo porque as NPMs tendem a se agregar. Desta forma, algumas
nanoparticulas irdo conter diversas NPMs enquanto outras ndo terdo nenhuma
NPM.

Caracterizacdo espectrométrica e rendimento do processo das nanoparticulas

poliméricas contendo FtZn e NPMs

[0070]A partir da Figura 5 pode-se observar que a FtZn encapsulada com
NPMs e PMMA apresentou o pico de absor¢cdo no mesmo comprimento de
onda, 670 nm, que a FtZn livre. Ou seja, a encapsulacdo e a introdugéao de
NPMs na encapsulacdo da FtZn nao influenciaram o comportamento
espectroscopico daFtZn. Segundo OLIVEIRA et al. (2004) este € um ponto
muito importante para o desenvolvimento de uma nova estrutura contendo FtZn
e NPMs, pois indica que nao ha interacao do farmaco com as NPMs.

[0071]A partir das analises espectrométricas pode-se obter a eficiéncia de
encapsulagcéo (EE%), a concentracdo de FtZn nas nanoparticulas poliméricas

e o rendimento do processo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — EE%, concentracdo massica de FtZn e rendimento do processo das

nanoparticulas poliméricas.
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Amostras Rendimento do Teor de FtZn EE%
Processo (%) (ug/mg)
PMMA/FtZn/NPMs 79 £0,5 1,6 87,6 +0,6

Difracdo de Raio-X

[0072]A partir da Figura 6 pode-se observar que a FtZn néo altera a estrutura
cristalina das NPMs. Desta forma, pode-se afirmar que a estrutura cristalina
das NPMs néo foi afetada pela presenca da FtZn.

Anadlise Termogravimétrica — TGA

[0073]A Figura 7 apresenta o resultado de TGA da amostra de NPMs

encapsuladas simultaneamente com FtZn. A concentracao residual é de 12% e

corresponde ao Oxido de ferro presente nas NPMs. Os outros 88%
correspondem ao polimero, ou seja, PMMA e AO presente nas NPMs (HONG
et al, 2008). A concentracao final de oxido de ferro € um pouco superior ao da
formulacéao original e isto se deve a evaporagéao parcial do AO na estufa, além
da possivel evaporacédo de parte do monémero durante a propria reacéo.
Propriedades magnéticas das nanoparticulas poliméricas contendo FtZn e
NPMs

[0074]Na Figura 8 pode-se observar o comportamento superparamagnético

das nanoparticulas poliméricas contendo FtZn e NPMs quando expostas a uma
temperatura ambiente. O comportamento superparamagnético também se
equivale ao baixo valor da Mr e nos pequenos valores de Hc que pode ser visto
na Tabela 2.

[0075]Observa-se na Tabela 2 que o valor de Ms quando comparado com o
resultado obtido na encapsulacdo das NPMs sem a FtZn & muito préximo. Por
fim, pode-se dizer que a adicdo de FtZn nao interfere nas propriedades
magneéticas das NPMs e com isso é possivel obter nanoparticulas poliméricas
contendo FtZn e NPMs com alto valor de Ms e propriedades

superparamagneéticas, possibilitando a liberagcdo do farmaco num alvo
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especifico quando se utiliza um campo magnético externo (ZAVISOVA et al
2007).

Tabela 2 - Propriedades magnéticas das nanoparticulas poliméricas contendo FiZn e
NPMs

Ms Mr Hc (Oe)
(emu/g) |  (x10®)

Amostras

Encapsulagéo de FtZn
com NPMs
Encapsulagdo das
NPms

31 1,3 0.1

34 0.9 0,2
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Conversao gravimétrica

[0076]Os resultados das medidas de gravimetria durante as reacbes de
polimerizacdo indicam que a conversao atinge uma conversao limite com
aproximadamente 2 horas de reacao (Figura 9). A conversao final ficou um
pouco abaixo de 100% devido, provavelmente, a evaporagéo parcial do acido
oleico durante a etapa de secagem das amostras para gravimetria, que nao foi
considerada nos calculos. Outro fator que pode ter levado a menor conversao
gravimétrica é a perda de monémero (MMA) por evaporacédo durante a etapa
de miniemulsificacdo e durante a etapa de reacdo. Esta evaporacdo do
mondmero pode ocorrer devido a elevada pressdo de vapor do MMA e pela
vedacédo deficiente do reator. De fato, a conversdo final do mondmero
efetivamente presente no reator ficou sempre muito proxima a 100%, fato este
comprovado por analises de mondmero residual por cromatografia gasosa.
[0077]0O estudo da cinética das reacbes é importante para analisar a conversao
total do monébmero em relacdo ao tempo e para saber se o material
incorporado pode afetar a velocidade de reagdo. Adicionalmente, € importante
frisar que para estudos com finalidade de aplicagdo na area biomédica é
essencial a conversao total do mondmero para evitar possiveis efeitos tdxicos
do mondémero residual.

[0078]Na Figura 7 pode-se verificar uma reducao da velocidade de reacdo em
relacdo as reagdes sem NPMs. Essa diminuicdo da taxa de reagéo pode ser
devido a reagéo do iniciador com o ferro presente no meio reacional formando
oxido de ferro, tal como Fe,O3, reduzindo a concentracéo de radicais livres no
meio reacional (HONG et al, 2004). Outra possibilidade é a reacao dos radicais
livres com o acido oléico que recobre as nanoparticulas de éxido de ferro
gerando radicais com baixa reatividade.

Perfil de liberacdo da FtZn

[0079]A liberacdo das nanoparticulas contendo FtZn foi de modo sustentado e

lento como pode ser observado na Figura 10. Nas primeiras horas apenas 2%

da FitZn foi liberada, e em 20 horas cerca de 10% da FtZn contida nas
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nanoparticulas foi liberada na amostra PMMA/FtZn/NPMs. Enquanto que na
amostra de PMMA/FtZn apenas 5-10% da FtZn foi liberada. Depois de
aproximadamente 7 dias de experimento a amostra PMMA/FtZn/NPMs liberou
cerca de 50% da FtZn, enquanto que a amostra PMMA/FtZn liberou cerca de
35% do farmaco. Nos perfis de liberagdo nenhuma das amostras apresentou
efeito “burst’, ou seja, nenhuma das amostras apresentou altas taxas de
farmacos liberadas rapidamente. Esta auséncia do efeito “burst” pode ser um
indicativo que a FtZn esteja homogeneamente dispersa na matriz polimérica
das nanoparticulas e de que o processo seja por difuséo e ndo por desorgao do
farmaco adsorvido a superficie das nanoparticulas. Outro ponto importante na
liberacdo sustentada e lenta do farmaco se deve a utilizagcao de um polimero
gue néo se degrada rapidamente em meio aquoso.

Avaliacdo da toxicidade e da atividade fotobiolégica das nanoparticulas

poliméricas em cultura de células tumorais

[0080]No ensaio de atividade fotobiologica, observou-se, inicialmente, que a
luz isoladamente ndo foi capaz de induzir efeito citotoxico sobre a cultura de
células (p > 0,05), uma vez que a viabilidade celular foi mantida em 90% apés
a irradiacdo das células com dose de 40 J/icm?. KOLAROVA et al. (2003)
irradiaram células de melanoma humano (G361) com luz visivel e observaram
que a viabilidade das células permanecia acima de 90% apo6s irradiagao de luz
em doses de 0,5 a 150 J/cm?. As nanoparticulas de PMMA vazias também
apresentaram baixa toxicidade na presenca de luz (p > 0,05). Por outro lado, as
nanoparticulas contendo FtZn induziram efeito citotoxico nas células A549 apos
a irradiacdo com luz. Houve uma reducéao significativa da viabilidade celular
para 22% no caso das nanoparticulas contendo FtZn e (p < 0,05; em relagéo o
controle) e reducdo para 30% no caso das nanoparticulas contendo FtZn e
NPMs encapsuladas com nanoparticulas poliméricas (p < 0,05; em relagéo ao
grupo controle). Os estudos de toxicidade e de atividade fotobioloégica foram
importantes para confirmar que a toxicidade das nanoparticulas vazias e

contendo FtZn é baixa na auséncia de luz.



Reivindicacoes

NANOPARTICULA, PROCESSO DE ENCAPSULACAO SIMULTANEA DE

NANOPARTICULAS MAGNETICAS E FARMACOS, COMPOSICAO
FARMACEUTICA PARA O TRATAMENTO DE CANCER E USO DE
NANOPARTICULAS MAGNETICAS E FARMACOS ENCAPSULADOS
SIMULTANEAMENTE

1. Nanoparticula, caracterizada por compreender:

- pelo menos um farmaco;

- nanoparticulas magnéticas; e

- pelo menos um polimero.

2. Nanoparticula, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
em que o farmaco € um fotossensibilizador, a nanoparticula magnética é
nanoparticula de Fe;O4 e o0 polimero € PMMA (polimetacrilato de metila).

3. Nanoparticula, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizada
em que o fotossensibilizador ¢ ftalocianina.

4. Nanoparticula, tal como definida em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 3, caracterizada por ser produzida por um processo de
encapsulagdo simultdnea de nanoparticulas magnéticas e farmacos que
compreende as etapas de:

a) adigao de uma solugao de farmaco;

b) adicdo de uma solugdo de mondmeros com nanoparticulas
magnéticas;

c) polimerizacdo em miniemulsdo com auxilio da técnica de
nanoprecipitacao.

5. Processo de encapsulagdo simultanea de nanoparticulas
magnéticas e farmacos, caracterizado por compreender as etapas de:

a) adigao de uma solugao de farmaco;

b) adicdo de uma solucdo de mondmeros com nanoparticulas

magnéticas;



c) polimerizagdo em miniemulséao.

6. Processo, de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pela
polimerizacdo ser polimerizacdo em miniemulsdo com auxilio de
nanoprecipitacao.

7. Processo, de acordo com a reivindicagdo 5 ou 6, caracterizado
por compreender as etapas de:

a) adicao de agua;

b) adicdo de uma solugéo de farmaco;

c) adicdo de uma solugdo de mondmeros com nanoparticulas
magnéticas;

d) adicdo de um surfactante;

e) adigdo de um co-estabilizador;

f)  adicdo de um iniciador;

e) submissdo a ultrassom em banho de gelo; e

f)  submissdo a um banho termostatico;

8. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 5 a 7,
caracterizado pelo farmaco ser um fotossensibilizador, os monémeros serem
de MMA (Metacrilato de metila) e as nanoparticulas magnéticas serem de
Fes0,.

9. Composicao farmacéutica para o tratamento de céancer
caracterizada por conter:

(i) farmaco e nanoparticulas magneéticas encapsulados
simultaneamente, e

(i) pelo menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

10. Uso de nanoparticulas magnéticas e farmacos encapsulados
simultaneamente caracterizado por ser na preparacdo de um medicamento

para o tratamento de cancer.
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Figura 4
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Resumo

NANOPARTICULA, PROCESSO DE ENCAPSULACAO SIMULTANEA DE
NANOPARTICULAS MAGNETICAS E FARMACOS, COMPOSICAO
FARMACEUTICA PARA O TRATAMENTO DE CANCER E USO DE

NANOPARTICULAS MAGNETICAS E FARMACOS ENCAPSULADOS
SIMULTANEAMENTE

Dessa forma, a presente invencao revela uma nanoparticula que
compreende pelo menos um farmaco, nanoparticulas magnéticas e pelo menos
um polimero e um processo caracterizado fundamentalmente pela
encapsulacao in-situ de farmacos e NPMs pela técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo com auxilio da técnica de nanoprecipitagdo que inclui na primeira
etapa um farmaco soltvel em um solvente polar e na segunda etapa inclui um
mondmero hidrofébico, iniciador hidrofébico, surfactante, co-estabilizador e um

material hidrofébico.
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