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(57) Abstract : The present invention describes micellar protein formulations for the controlled release of active ingredients, and
method for preparing the same. The invention describes a new micelle composition for use in pharmaceuticals, cosmetics and
detergents. In particular, it describes micelle formation formulations that comprise: - an aqueous phase containing a protein or a
natural or synthetic peptide; - alipophilic phase containing a hydrophobic compound; - an adjuvant dissolved in the aqueous phase
to regulate the size and stability of the micelles; the size of the micelles varying from 30 to 5000 nm, preferably from 30 to 100 nm,
wherein the micelles can be obtained by two different methods, namely using ultrasound or a high-pressure homogeniser. The
preparation method involves two distinct phases: an aqueous phase and a lipophilic phase. The aqueous phase can be water or any
buffer that is best suitable for a given use, such as an agueous solution of bovine serum albumen (BSA); human serum albumen
(HSA); silk fibroin or a polypeptide fibroin.

(57) Resumo : A presente invengdo descreve em formulagBes micelares proteicas para libertagdo controlada de agentes e respetivo
método de producdo. A invengdo descreve numa nova composicdo de micelas para aplicagdes farmacéuticas, cosméticas e
detergéncia. Nomeadamente, formulagBes para aformagdo de micelas que compreendem: - uma fase aguosa contendo uma proteina
ou um péptido natural ou sintético; - uma fase lipofilica que compreende um composto hidrofébico; - um agente adjuvante
dissolvido na fase aquosa que regula o tamanho e estabilidade das micelas; em que ostamanhos das referidas micelas varia entre 30
a 5000 nm, de preferéncia de 30-100 nm, as referidas micelas podem ser obtidas a partir de duas metodologias diferentes,
nomeadamente ultra-sons ou homogeneizador de alta pressdo. O método de preparagdo envolve duas fases distintas: fase aguosa e
fase lipofilica. A fase aguosa pode ser agua ou qualquer tamp&o que mais se adeque para uma determinada aplicagdo, como por
exemplo uma solugdo aquosa de albumina sérica bovina (BSA); albumina sérica humana (HSA); fibroina da seda ou de um

polipéptido.
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DESCRI CAO
FORMULACOES M CELARES PROTEI CAS E RESPECTI VO METODO DE
PRODUCAO
Canpo da i nvencéao
A presente invengdo descreve em fornulagbes mcelares
proteicas para |ibertacdo controlada de agentes, com base
em polinero naturais, mais concretamente proteinas e

péptidos. Miis especificanente, a producdo das mcelas com
material polinmérico é efetuada com processos que envolvem
el evada quantidade de energia, noneadanente ultra-sons e
honogenei zador de alta presséo, de forma a obter

formul acdes com nicelas que possuem um dianetro entre 30 a
5000 nm com o objetivo de aunentar a biodisponibilidade dos
principios ativos para diferentes aplicacdes farnmacéuticas

toépica e/ou intravenosa, cosneticas e detergéncia.

Ant ecedent es da i nvencgéao

Os si st emas vesi cul ares, cono | i possonas, m cel as
pol i méri cas, conj ugados de pol i ner os, mcro e
nanoparti cui as, possuem diversas e inportantes aplicacdes,

i ncl uindo a mcroencapsul acdo de corantes, aromas, perfunes
e cosméticos, crenes, |ibertacdo de farnacos, agentes de
contraste para ressonancia magnética e ecocardiograf ia,
estudo da estrutura da nenbrana, funcdo e reactividade . Na
ver dade, 0s Si st emas vesi cul ares conti nuam em
desenvol vi nent o e tém atraido gr ande i nteresse no
desenvol vinento de novas fornul agdes, devido a capacidade
gue possuem de libertar diferentes tipos de drogas,
hidrofilicas e lipofilicas, em areas especificas do corpo.
Em comparacdo com as formas farnmacéuticas convencionais,
estes sistenmas proporcionam inuanmeras vantagens, incluindo o

aumento do indice terapéutico. Al ém disso, esses veiculos
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transportadores superam alguns problemas de estabilidade e
sol ubilidade de farmacos em fluidos biol 6gicos.

Ura grande parte das nanoparticulas é obtida a partir de

pol i mer os sintéticos cono o] aci do pol il é&ctico,
poliortoesteres , etc. , e naturais cono por exenplo I|ipidos,
ol i gopepti dos , pol i ssacari deos gui t osano, dextri nas,

proteinas, entre outros.

As nanoparti cul as sdo assi m consi der adas si st enas
altanente prom ssores no doninio da vectorizagcdo de agentes
bi oactivos, pois as suas propriedades fisico-quimcas podem
ser nodul adas através de unma correcta seleccdo de diversos
par amet r os oper aci onai s apr esent ando assim uma el evada
capaci dade de transportarem uma grande diversidade de
subst anci as

As nanoparticul as pr ot ei cas tém sido nenci onadas na
literatura, cono sistemas transportadores de farmmcos ou
cono agentes de diagnéstico. No entanto, al guns  dos
obst 4cul os encont rados a nanoencapsul agéo devem se a
utilizacao de solventes or gani cos e de tenperaturas
el evadas susceptiveis de causar danificacdo no material a
encapsul ar, cono por exenplo nos farmacos (nos docunentos
US N° 3,886,084; 3,937,668; 4, 357,259) (Vassil i ades 1975;
Zolle 1976; Oppenheim 1978) . As nanoparticulas de al bum na
podem ser preparadas por desnaturacdo a partir do aunento
de tenperatura ou através do uso de agentes "crosslinking"
Neste processo uma solucdo aquosa de proteina ¢é adicionada
a um liquido imscivel ou a uma fase oleosa. As gotas da
solucdo proteica sao dispersas através de uma el evada
agi tacdo, sendo posteriormente estabilizadas com um aunento
de t enper at ura (100° C e 0s 150° c¢) par a f or mar
nanoparti cul as (Leucuta et al . 1988). Este método possui
uma |limtacdo do material a encapsular, pois ndo permte o

encapsul amento de agentes sensiveis ao calor. O método de
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"crosslinking" quimco baseia-se na adicao de glutaral dei do
a emulsdo para que ocorra a ligacdo quimca entre o
glutaraldeido e a proteina efectuando-se |ogo de seguida as
| avagens para depois proceder-se ao seu armazenanento (Lee
et al . 1981) . A grande desvantagem desta técnica €é o uso de
agentes "crosslinking" que apresentam de uma forma geral
uma el evada toxicidade. Miis tarde, surgiram novas teécnicas
de preparacdo de nanoparticulas de proteina sem recorrer ao
uso de tenperaturas elevadas ou até nesnb de agentes
"crosslinking", comb estd referido no docunento US N°
4,357,259 (Senyei 1982). Este nmetodo refere-se apenas ao
encapsul anento de conpostos solulUveis em agua ndo usando
adj uvantes, apresentando tenpos de preparagdo superiores a
1 hora e o envolvimento de miltiplas técnicas (agitacao
seguida de sonicacdo) para a obtencdo de particulas com
t amanhos superiores a 1000 nm

Di versos docunentos e artigos sobre o aperfeicoanento de
producdo de nanoparticulas foram surgindo ao |ongo destes
anos (UsS N°: 5,069,936; WO 91/06286; US N°: 6,592,844; US
2004/ 0043077, US2 007/ 0122465; US2008/0233201) (Yen 1991;
Mat hiowitz 1993; Coonmbes 2002; Brown 2004; Royere 2008) . Um
el evado nuamero de processos tem sido utilizado na producéo
de nanoparti cul as par a uma gr ande di ver si dade de
apl i cagdes, noneadanent e, si st enas de ultra-sons, e o
honogenei zador de alta pressdo, uma vez que estes aumentam
o potencial efeito de agitacgdo/m stura acel erando uma
grande variedade de processos quimcos e fisicos.

A produgdo de nanoparticul as de proteinas através de
sistemas de wultrasons tem sido explorada. Al bunex é um
produto aprovado pelo FDA (Food and Drug Adm nistration) ,
gue consiste em mcroparti cuias de albumna produzidas por
ultra-sons sendo estas aplicadas por via intravenosa, conpo

agente de contraste para ultra-sonograf ia e conb um eco-
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agente de contraste para ecocardi ograna (Ginstaff and
Suslick 1991) . No entanto, a escolha da proteina, assim
cono, os nmmteriais a encapsul ar nest as nanoparti cuias,

permitem uma infinidade de aplicacdes bionmédicas. Al gunmas

das aplicacbes das nanoparticul as bi oconpativeis i ncl uem
agent es de contraste par a ressonanci a magnéti ca e
ecocardiograf ia e novos sistemas de |ibertacdo control ada
(Suslick and Ginstaff 1990) . Todas estas aplicacbes e
pr ocedi nment os estdo descritos nos documnent os US N°:

5, 362, 478; 5, 439, 686; 5, 505, 932; 5, 508, 021; 5,512, 268;
5, 635, 207; 5, 639, 473; 5, 650, 156; 5, 665, 382; 5, 665, 383;
7,217,410 B2 7 (Desai 1994; Desai 1995; Ginstaff 1996;
Ginstaff 1996; Ginstaff 1996; Ginstaff 1997; Ginstaff
1997; Ginstaff 1997; Ginstaff 1997; Ginstaff 1997; Desai
2003; Suslick 2007) . Os docunentos US N°: 5,916, 596 e
2003/ 0133955 (Desai 1999; Desai 2003) nencionam o0 uso de
ultra-sons e honogenei zador de alta pressao, obt endo
nanoparti cul as de proteinas com diferentes tamanhos, de
acordo com a técnica utilizada. Todas estas patentes acinm
menci onadas, referem a formagcdo de nano/ m croparticul as a
partir de ligacdes dissulf idicas entre os residuos G steina
present es nas pr ot ei nas, e/ ou 0 uso de agent es
"crosslinking" capazes de pr omover essas I i gacbes
dissulf idicas; atribuindo ainda a estabilidade ao |longo do
t enpo dest as particul as, a essas I i gacbes que se

est abel ecem a quando a sua fornacéao.

Suméri o da | nvencao

A presente i nvencéao descreve f or mul acdes m cel ares
pr ot ei cas par a i bertacéo contr ol ada de agent es e
respectivo método de producgéo. A invencdo consiste nuna

nova conposicdo de mnmcelas para aplicacbes farnacéuticas,
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cosméticas e detergentes. Noneadanent e, fornmul acbes para a
formacdo de micelas que conpreendem
. uma fase aquosa contendo uma proteina ou um

péptido natural ou sintético;

. uma fase lipofilica que conpreende um conposto
hi dr of 6bi co ;
. um agente adjuvante dissolvido na fase aquosa que

regula o tamanho e estabilidade das nmicelas;

em que os tamanhos das referidas micelas varia entre 30 a
5000 nm de preferéncia de 30-100 nm as referidas nmicelas
podem ser obtidas a partir de duas netodol ogias diferentes,
noneadanente ultra-sons e honpbgeneizador de alta pressao.

O nmétodo de preparacdo envolve duas fases distintas: fase
aquosa e fase lipofilica. A fase aquosa pode ser agua ou
gual quer tanpdo que mais se adeque para unma determ nada
aplicacdo, conp por exenplo uma solucdo aquosa de al bunina
sérica bovina (BSA) ; albumina sérica humana (HSA) ; fibroina

da seda ou de um poli pépti do.

A presente invencdo descreve formulagbes para a fornmacdo de

m cel as que conpreende:

« uma fase aquosa contendo uma proteina ou um péptido
natural ou sintético;
e um fase lipofilica gue conpr eende um conposto
hi dr of 6bi co ;
e um agente adjuvante dissolvido na fase aquosa que
regula o tamanho e estabilidade das m cel as;
em que os tanmanhos das referidas mnmicelas varia entre 30-

5000 nm de preferéncia de 30-100 nm

Ura outra realizacdo ¢é uma formulacdo que contem a seguinte

conposi ¢éo
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Nunma

e 50-99,5 %v/v da fase aquosa a qual contem 0, 1-8
g/l de um agente adj uvant e di ssol vi do, de
preferéncia de 2-6 g/L, ainda mais de preferéncia
4-5 g/ L;

* 0,1-50% v/v uma fase Ilipofilica, de preferéncia
entre 0,1-5 %, ainda nmis de preferéncia de O0,5-

2,5 %

outra realizacéo ainda mmis preferencial, a fase

aquosa das formulacbes descritas conpreende pelo nmenos una

das s

egui ntes sol ucdes:

al bumina sérica bovina (BSA) ;
al bumina sérica humana (HSA) ;
fibroina da seda

um polipéptido NC terminal seis aninoacidos GAGAGS;
GAGAGA; GAGSGS; GSGSGS; GAGAG; GAGLG; GLGaG;
GDGDGD; GAGAGD; GAGDGD;

ou péptidos com diferentes am noéci dos DAAGAAAA,;
DDAAGAAAA; DDDAAGAAAA; DDDDAAGAAAA;
DAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA ; DDDDAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA

pépti dos com vinte e doi s am noéci dos
| LLRKLHVPFFPI GFRGRPAAS; | LLRKLHVPI | PI G RGRPAAS ;
| LLRKLHVPWW Pl GARGRPAAS ; | LLRKLHVPYYPI GYRGRPAAS
| LLRKLHVAHGAI G RGRPAAS ;| LLRKLHVCHGCI G RGRPAAS

pépti dos com catorze am noaci dos; KRCCPDTCA KCLD;
KRSSPDTSG KSLD; KRYYPDTYGQ KYLD; KRHHPDTHG KHLD;

KRFFPDTFG KFLD, KRLLPDTLG KLLD

Nas diversas realizacbes da presente invengcdo, verificou-se

gue os péptidos com nmior nunero de am noacidos - isto é, a
partir de 6 aninoéacidos, de preferéncia a partir de 10
am noaci dos; sendo estes hidrof 6bi cos, permitem a formacgéo

de mcelas com tamanho mais reduzido.
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No que se refere ao aperfeigcoanento das mcelas proteicas,

a variacdo da fraccdo do conposto hidrofodbico entre 0, 1-50%
viv, que conpde a fase lipofilica, interfere no dianetro
das mcelas, assim conpb, na estabilidade destas ao |ongo do
tempo (i.e., mnmenores % maior estabilidade). Com diferentes
concentracdes de proteina, bem cono diferentes percentagens

de agente adjuvante, as propriedades fisico-quimcas das
m celas sdo tanbém influenciadas . O aunento de concentracao
de proteina e a dimnuicdo da fraccdo lipidica leva a um
reducdo do tamanho das micelas e a anobstras mai s honpgéneas

e mais estaveis nonmeadanente, concentracdes superiores a 1

g/L de albumna e fracgdes lipidicas inferiores a 20%

Nunma outra real i zagao ai nda mai s pr ef erenci al , as
f or mul agdes descritas na presente i nvencgao podem
opci onal nent e conter um conposto ativo hidrofilico

nonmeadanente o diclonof enac, ou o piroxicam entre outros.

Nunma outra real i zagao ai nda mai s pref erenci al , as
formul agbes descritas na presente invengdo podem ainda
conter um agente alvo - "agente targeting" - de

reconheci mento de determ nadas células na fase aquosa ou

fase lipofilica, nonmeadanente o &acido folico.

Numa outra realizagdo ainda mais preferencial, a fase
lipofilica das fornulagbes descritas na presente invengao
conpreende pelo nenos uma das seguintes solugbes o0 n-
dodecano; O6leo vegetal, 6leo alinentar, entre outras. Numa
outra realizagcdo ainda mais preferencial, a fase lipofilica
podera ainda conter:
* pelo nenos um conposto ativo hidrofébico, seleccionado
do seguinte grupo taxol, celecoxib, piroxicam CORMs

ou;
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e pelo nenos um conposto seleccionado do seguinte grupo

fraganci as, perfunes, ou Ol eos essenciais.

Numa outra real i zagéo ainda mais pr ef erenci al , das
f or mul acdes descritas na presente i nvencao 0 agente
adj uvante podera ser um surfactante ou um polinmero. Ainda
mai s de preferéncia o] agente adj uvant e pode ser
sel eccionado do seguinte grupo polisorbato 80; pol oxamer
407; dodecil sulfato de sodio; &lcool polivinilico ou acido

pl urénico, entre outros.

Numa outra real i zagéo ainda mais pr ef erenci al , das
fornmul acbes descritas na presente invengdo contem unma fase
aquosa que conpreende uma solucdo de albumina;, uma fase
lipofilica conpreender um oOleo vegetal e pelo agente
adjuvante ser poloxamer. A fornulacdo poderad ainda conter
adi tivos, conpostos activos, fragancias, etc.

As fornul agbes descritas na presente invengdo poderdo ser

usadas em nedicina i.e. conmp nedicanento ou conb conposi ¢ao
framaceuti cas , ou cono cosnetico noneadanent e em
conposi ¢bes  cosneti cas, ou conp detergente (s6lidos ou
| i qui dos) .

Nume outra realizagdo, as conposicbes farmacéuticas que

conpreendem as fornmul acdes mcelares descritas na presente
invencdo poderdo ser mnistrada por via topica, oral,
par ent al , i nj ect avel , nonmeadamnent e par a apl i cacéo
i ntravenosa, subcutéanea e intramuscul ar.

Nume outra realizacgéo, as conposi ¢oes cosmeti cas que
conpreendem as fornul acdes mcelares descritas na presente
i nvencao poder &o as conposi ¢oes cosmeti cas anterior
caracterizadas por terem a forma de creme, |o¢do ou gel,
noneadanente usadas no tratamento de problemas de pele ou

cabel o .
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Ura outra realizacdo preferéncia descreve um nmétodo de
preparacdo das formulacdes para a formagcdao das mcelas
descritas na presente invengdo, por serem obtidas a partir
de duas netodologias diferentes, noneadanente por ultra-
sons ou por um honobgenei zador de alta pressao.

Descri ¢cado detal hada da invencao

Na presente invencdo as mcelas sdo produzidas por
ultrasonif icacdo ou por honopgenei zacdo de alta pressado, de
uma fase aquosa contendo una proteina ou um péptido natural
ou sintético; uma fase lipofilica esteja conpreendida por
um conposto hidrofdbico e um agente adjuvante, ndo sendo
necessario a utilizagdo de agentes de "crosslinking" ou
iniciadores. Desta forma, € possivel a formacdo de m cel as
protei cas com um di anetro reduzido (30 -5000 nnm) através de
um anico passo de processamento da conposicdo descrita,
el i m nando- se passos i nt er médi os conmo  por exenmplo a
evaporacdo de solventes organicos wutilizados conpb agentes
de "crosslinking" . Pela aplicacdo destas técnicas de
el evada energia e pela presenca do adjuvante sao obtidas
pequenas micelas, onde a proteina se encontra |ocalizada na
interface Oleo/éagua, comob uma fina camada de revestinento
de superficie. As micelas proteicas produzidas sdo ideais
para diversas apl i cacdes que vdo desde a indudstria

farmacéutica, a cosnetica e detergéncia.

A presente invengdo consiste numa nova fornulagcdo e
respectivo método de preparacdo de formagdo de micelas para
aplicacdes farmacéuti cas, cosméticas e detergéncia, as
f or mul agdes descritas na presente i nvengéao permtem
aumentar o rendimento de formagao de mcelas superior a 90%
e a eficacia de encapsulanento dos conpostos nas micelas

proteicas obtidas por estas fornulacdes é superior a 80%
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De acordo com a presente invengdo, esta propbe conposicdes

proteicas para libertacdo control ada, para aplicacdes i n
vivo".
0O termp "libertacao control ada in vivo" refere-se a

libertacdo de material bioldégico ou ndo bioldégico a partir
da admi ni stracgéo oral, i ntravenosa, subcut anea,
i ntranuscul ar, t 6pica, etc.

0O ternmp "conposto activo" refere-se agentes farnacéuticos

ativos comnmo 0s agent es anal gési cos, agent es anti -

inflamatorios , agentes antibi6ticos, agentes antif Ungicos ,
agentes anticancerigenos , entre outros.

O termp "conposto ndo activo" refere-se por exenplo a

fragréancias ou 0l eos essenciais, entre outros.

0 nmétodo conpreende a obtencdo de micelas de proteina, a
partir de uma elevada quantidade de energia. Esta energia
pode ser obtida a partir de o uso de ultra-sons, ou pelo
uso de honpgenei zador de alta pressdo ou até nmesnop a partir
de uma placa de agitacdo, dependendo se se pretende obter
anostras mais honogéneas e tamanhos mais pequenos ou se
pretende wutilizar pequenas concentracfes de proteinas.

Qual quer proteina pode formar este tipo de mcelas. 0 ternp

"proteina" engl oba pr ot ei nas, pépti dos, pol i péptidos |,
pol i am noacidos , naturais ou sintéticos.

0 método de preparagcdo envolve duas fases distintas: fase
aquosa e fase lipofilica, recorrendo- se a técnicas de

el evada energia, noneadanente o ultra-sons e honpgenei zador

de alta pressdo. Na fase aquosa o solvente podera ser Aagua
ou qual quer tanpdo que mmris se adeque para umm determ nada
aplicacdo, conp por exenmplo uma solucdo aquosa de al bunina
sérica bovina (BSA) ; albumina sérica humana (HSA) ; fibroina
da seda ou de um polipéptido de acordo com as seguintes
sequénci as (NNC termnal: péptidos com seis am noacidos

GAGAGS; GAGAGA; GAGSGS; GSGSGS; GAGAG.; GAGLG; GGG
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GDGDGED; GAGAGD; GAGDGD; ou péptidos com diferentes
am noaci dos DAAGAAAA; DDAAGAAAA; DDDAAGAAAA;  DDDDAAGAAAA;

DAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA DDDDAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA
pépti dos com vinte e doi s am noaci dos
| LLRKLHVPFFPI GFRGRPAAS ; | LLRKLHVPI | Pl G RGRPAAS ;
| LLRKLHVPWW Pl GARGRPAAS ; | LLRKLHVPYYPI GYRGRPAAS ;
| LLRKLHVAHGAI G RGRPAAS ; | LLRKLHVCHGCI G RCRPAAS ;  pépti dos
com catorze ani noaci dos; KRCCPDTCA KCLD; KRSSPDTSA KSLD;

KRYYPDTYG KYLD; KRHHPDTHG KHLD; KRFFPDTFG KFLD;

KRLLPDTLG KLLD . Estes péptidos sintéticos variam na sua
composi ¢éo, no que se refere ao nanmero e tipo de
am noaci dos, possi bi litando controlo do tamanho das

m cel as. Os péptidos com mai or numero de am noacidos-isto é
a partir de 6 am noacidos, de preferéncia a partir de 10
am noaci dos; sendo estes hidrofdbicos, permte a formacao
de mcelas com tamanho nais reduzido. Esta fase poderé
conter ainda um conposto activo, sendo este hidrofilico,

tal cono por exenplo o diclofenac.

A fase lipofilica podera ser qualquer solvente que seja
imscivel com fase aquosa de nmodo a formar duas fases
di stintas, conop por exenplo n-dodecano (solvente orgéanico)

ou Oleo vegetal ou Oleo alinentar, entre outros. Os
conpostos activos hidrofobicos, tais conb por exenplo, o
cel ecoxib, taxol, piroxicam ou conpostos ndo activos cono
fraganci as deverdo ser adicionados nesta fase.

A adicdo de um terceiro conponente a esta conposicao,

desi gnado por agent e adj uvant e, ird influenciar as
propriedades das mcelas: o tamanho, polidispersividade e o
seu potenci al de superficie. O processo de formacdo de
m cel as € um fenonmeno conplexo que ainda ndo foi

conpl etanmente escl areci do.
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A adicdo do agente adjuvante ¢é efetuada na fase aquosa a
tenperatura anbiente, antes de subneter ao tratanento do
ultra-sons ou do honbgenei zador . Conp adjuvantes entende-se

0 uso de qualquer surfatante ou qualquer polinmero que tenha
a capacidade dimnuir a tensdao superficial e de estabilizar

as mcel as. O necanisnmb deste agente adjuvante nao esta
total mente escl areci do, podenos utilizar com agente

adjuvante um surfactante ou polinmero capaz de dimnuir a

tensdo superficial e de estabilizar as nmicelas comp por
exenpl o, 0 polisorbato 80 (Tween 80); pol oxaner 407; o
dodecil sulfato de sédio (SDS) ; o alcool polivinilico (PVA)

ou acido plurénico (F-68 e o F-127) . Assim ¢é possivel a
obtencdo de nicelas com tanmanhos que variam entre os 30-
5000 nm Os tamanhos obtidos permte com que estas nicelas
sejam conpativeis com diversas vias de adm nistracao,

i ncl ui ndo i ntravenosa, i ntradérm ca, subcut anea,
transdérm ca (por exenplo, tdpica) e transmnucosa.

No que se refere ao aperfeicoamento das micelas proteicas,
a variacado da fraccdo do conmposto hidrofdbico entre 0, 1-50%
viv, que conpbe a fase lipofilica, interfere no dianmetro
das mcelas, assim conb, na estabilidade destas ao |longo do
tenpo (i.e., nmenores % nmmior estabilidade). Com diferentes

concentracdes de proteina, bem cono diferentes percentagens

de agente adjuvante, as propriedades fisico-quimncas das
nmcelas sédo também influenciadas . O aunento de concentracgéo
de proteina e a dimnuicdo da fraccdo lipidica leva a um

reducdo do tamanho das micelas e a anobstras mmis honogéneas

e nais estaveis noneadamente, concentracoes superiores a 1
g/L de albunmina e fracgbBes lipidicas inferiores a 20%

Opci onal ment g, pode ai nda ser adi ci onado um agente
"targeting". Di ferentes agent es "targeting" podem ser

z

adi ci onados consoante o alvo. O objectivo é permtir o]

reconheci nent o especifico de detern nadas células alvo a
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serem tratadas, comb por exenplo as micelas podem ser
di recci onadas para locais de inflamacdo dado que esses

locais tém macroé6fagos activados que possuem o receptor de

folato a superficie. Opci onal ent e, 0 agente alvo -
"targeting" poder a ser o acido félico. O agente de
"targeting" pode encontrar-se ligado a proteina utilizada

para a formacdo das nicelas. Desta fornm, unm determ nada

razdo de unma solucdo desta proteina Jligada ao folato €
adi ci onada a fase aquosa da conposicao aquando da
pr epar agao. No presente trabal ho, apoés varias etapas de

optim zacéo det er m nou- se gqgue a utilizacdo da razado de
1/100 de BSA ligada a folato/BSA pernitiu a deteccdo de

folato a superficie das nicelas.

Descri cao detal hada
Segui danmente serdo apresentados exenpl os que ndo deveréao

ser considerados limtativos.

Exemplo 1 - Obtencdo de mcelas proteicas contendo um
farmaco anti-inflamatério (Piroxicam) , a partir do método
sonoqui mi co, para aplicacdo em quei naduras de pel e humana

A proteina wusada neste exenplo foi a albumna de sérica
bovi na (BsA) . A conposigcdo utilizada para a preparacao

destas micelas proteicas consiste numa fase aquosa de BSA

com uma concentracdo de 5 g.L-' (87% de fase aquosa), numm

fase lipofilica presente em baixa percentagem (5% de 6l eo
al i mentar) e 8 g/L de agente adj uvant e, o &l cool
polivini lico. O farmaco lipofilico wusado foi o piroxicam
(3 mv) , sendo este um anti-inf lamato6rio . A sonda
ul trasénica foi posi ci onada na interface

(aquosa:lipofilica) aplicando uma anplitude de 40% com unma
tenperatura inicial de 10° c, dentro do reactor de vidro,

durante 3 m nutos.
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Apés obtencdo das mcelas acima referidas, estas foram
sujeitas a uma exaustiva caracterizagdo fisico-quimca . As
mcelas foram subnetidas a centrifugacdo e sucessivas
| avagens com o objectivo de as separar da solucdo mnBe de
proteina e do piroxicam que ficou por encapsular. A
capaci dade da proteina para formar micelas, foi obtida
atraveés da quantificacao de proteina que ficou no
sobrenadante, verificando-se um rendinento de formacdo de
mcelas superior a 90% A eficacia de encapsulamento do
pi roxi cam nas micelas proteicas foi de 80% A distribuicéo
de tamanhos foi obtida através da técnica de espectroscopia

de correlacdo fotdonica no equi panento designado Zeta Sizer
NS, apresentando mcelas com di anetros de 280 nm e com uma
pol i di spersividade de 0.090. A carga superficial destas
mcelas foi nmedida em ternmbs de potencial zeta obtido no
Zeta Sizer NS, apresentando carga negativa (-4 nv) . Estas
m cel as foram tanbém anal i sadas por mcroscopia electronica
de varrimento com o objectivo de determi nar a norfologia,

apresentando uma forma esférica. Estas mcelas evidenciaram
grande estabilidade ao longo de dois neses. Ensaios de
ci t ot oxi ci dade revelaram que estas mcelas pr ot ei cas
apresentaram bai xa citotoxicidade quando testadas em |inhas
celul ares humanas (fibroblastos hunmanos- BJ5ta) .

A aplicacdo toépica destas mcelas contendo o agente anti-
inflamatorio, foi efectuada em equivalentes a pele humana
com espessura conpl et a. Provocou- se uma quei madur a
apl i cando-se em seguida as referidas mcelas, verificando-

se que apo6s 6 dias de tratamento houve uma nel hor
cicatrizagcdo quando conparado com o controlo conercial a
base de <colagénio (Suprasorb c). Al ém disso, 0 custo
nonetario deste tipo de fornulagdo obtido com nicelas
protei cas é considerado baixo em conparacdo com o col agéni o

que é bastante dispendioso.
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Exemplo 2 - Obtencdo de mcelas proteicas contendo um
farmaco anti-inflamatério (celecoxib) , a partir do método
por honogenei zacéao de alta pressao, para aplicacéo
i ntravenosa em doencas anti-inflamatorias.

A proteina wusada neste exenplo foi a albumina de sérica
bovina (BSA) . A conposicdo utilizada para a preparacgao
destas mnicelas proteicas consiste numa fase aquosa de BSA
com uma concentracdo de 10 g.L-'(99% de fase aquosa), numm
fase lipofilica presente em baixa percentagem (0.5% de 0Ol eo
alimentar) e 0.5% de agente adjuvante, o polisorbato 80. A
esta conposicdo pode ainda ser adicionado um agente de
“targeting", acido folico (FA . 0 método de preparacao
destas mcelas consiste na honopgeneizacéo, a tenperatura
anbiente, da solugdo proteica contendo o agente adjuvante
com a fase lipofilica, a qual contem o farmaco |Ilipofilico
di ssolvido numa concentracdo de 20 ng. m-1. Esta conposicao
foi sujeita a 26 ciclos wutilizando pressfes elevadas nos
dois estégios de presséao presentes no honogenei zador
(Pressdo no estdgio 1 de aproximadanente 580 bar e Pressao
no estagio 2 de aproxi madanente 240 bar)

Ap6s obtencdo das mcelas acima referidas, estas foram
sujeitas a uma exaustiva caracterizacadao fisico-quimca . A
distribuicdo de tamanhos foi obtida através da técnica de
espectroscopi a de correl acéo f ot 6ni ca no equi panmento
designado Zeta Sizer NS, apresentando mnicelas com dianetros
de aproxi madanente 70 nm e com una polidispersividade de
aproxi madamente 0.2. A carga superficial destas micelas fo
medida em ternos de potencial zeta obtido no Zeta Sizer NS,
apresentando carga negativa (aproxi madanente -4 nV) . Estas
m celas foram tanmbém analisadas por microscopia electrénica
de varrimento com o objectivo de determinar a norfologia,
apresentando unma forma esférica. Estas micelas evidenciaram

grande estabilidade ao longo de cinco neses. Ensai os de
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ci t ot oxi ci dade revelaram que estas mcelas pr ot ei cas

apresentaram bai xa citotoxicidade quando testadas em linhas
celulares humanas (fibroblastos humanos- BJ5ta) . Mcel as
preparadas utilizando uma razdo de BSA-FA/BSA de 1/100
denonstraram ter capacidade de ser internalizadas com mais
eficiéncia por células com receptores de &cido fodlico,

quando conpar adas com mcelas sem Aacido félico a

superficie .

Efeito da conposi ¢cdo no tamanho
As fornmul agbes podem conpreender diferentes razdes fase
aquosa/ fase lipofilica no honogeneizador , conparanos de

segui da diversas razdes

Conpar ati vo dos tamanhos

Tamanho médio das micelas
(nm)

90% solucdo aquosa de BSA a 515.27
1g/L / 10% 6leo alimentar/ 0%
do adjuvante
95% solucdo aquosa de BSA a 317.94
1g/L / 5% 6leo alimentar/ 0%
do adjuvante
99,5% solucdo aquosa de BSA a 249.65
lg/L / 0,5% éleo alimentar/
0% do adjuvante

Anal i se do da concentracdo do pol oxaner no tananho

Foram igualnente testadas diferentes concentracdes de
pr ot ei na, BSA, tendo-se observado que a utilizacdo de
mai ores concentragdes resultava em micelas nenores. Sendo a
concentracdo de |1Qg/L escol hida conmpb sendo a concentragédo a

utilizar na preparacdo desta conposicdo proteica.
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de nenores tamanhos,
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de proteina e a razdo para a

99,5% v/v

procedeu- se

a adicdo do copolinmero, Poloxaner 407. Este copolinero ¢é
adicinado na fase aquosa, tendo sido testadas diferentes
concent r agdes. A formul agéo escol hi da cono sendo a
f ormul agcao opti ma corresponde a conposi géo proteica

caracterizada por

* 99,5% da fase aquosa

| Og/ L
e 0,5% da fase

* Pol oxaner 407

0,l-5g/L encontra-se

conpr eender :

cont endo

lipidica constituida por

(agente

presente

adj uvant e)

BSA a concentragédo de

6l eo alinentar;

a concentracado de

na fase aquosa aquando

da preparacdo da conposi ¢cado proteica.

Tabela 1:
pol i di sper si vi dade

duas concentragdes

Conparacdo de

t amanhos
das conposi ¢bes

deste copolinero.

médi os das

sem Pol oxaner

mcelas e

407 e com

Tamanho média das

Polidispersividade

micelas (nm)
BSA/61leo 233.57 0.183
BSA+Poloxamer
134.67 0.110
2,5g/L/6leo
BSA+Poloxamer
73.58 0.184
5g/L/6leo
Internalizacdo em <células - efeito da variacdo do

pol oxaner .
As seguintes
estas
opci onal nent e
det er m nadas

foi o acido

real i zagbes

conposi ¢oes

cél ul as

folico

al vo.

(FA) . Ensaios de

O agente de targeting

i nternalizacéo

contem o agente alvo -targeting:
protei cas podem ai nda conter
um agente targeting reconheci nento  de

utilizado

f or am
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realizados em células de cancro (CACO 2) bem cono em
macr 6f agos  acti vados, células que expressam receptor de

folato .

Tabela 2: Percentagens de internalizagcdo de diferentes
m cel as .

Células de Macrédfagos activados
cancro- CACO2 - 1 horas

1,5 horas

BSA/b61leo 30% 75%
BSA/6leo+FA 70% 95%
BSA+Poloxamer 10% 40%

2,5g/L/6leo

BSA+Poloxamer 80

o\°
O
(@]
o\°

2,5g/L/6leo+FA

BSA+Poloxamer 15% 15%
5g/L/6leo

BSA+Poloxamer 85% 75%
5g/L/b6leoc+FA

Li stagem de Pepti dos

Tabela 3 - Construcdo peptidica com seis am no4ci dos.

Sequéncia peptidica (N-C termnal)

SEQ ID NO 1 - GAGAGS

SEQ ID NO 2 - GAGAGA

SEQ ID NO 3 - GAGSGS
SEQ ID NO 4 - GSGSGS
SEQ ID NO 5 - GAGAGL
SEQ ID N0 6 - GAGLGL
SEQ ID N0 7 - GLGLGL
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SEQ ID NO 8 - GDbGDGD
SEQ ID NO 9 - GAGAGD
SEQ ID NO 10 - GAGDGD

Tabela 4 - Construcdo peptidica comdiferente nunero de

am nodaci dos

Sequéncia peptidica (NC termnal)
SEQ ID NO 11 - DAAGAAAA
SEQ ID NO 12 - DDAAGAAAA
SEQ ID NO 13 - DDDAAGAAAA
SEQ ID NO 14 - DDDDAAGAAAA
SEQ ID NO 15 - DAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA
SEQ ID NO 16 - DDDDAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA
Tabel a 5- Construcdo peptidica comvinte e dois am noaci dos

Sequénci a peptidica
(N-C termnal)

SEQ ID NO 17 - |LLRKLHVPFFPI GFRGRPAAS
SEQ ID NO 18 - |LLRKLHVPI | PI G RGRPAAS
SEQ ID NO 19 - |LLRKLHVPWWPI GARGRPAAS
SEQ ID NO 20 - |LLRKLHVPYYPI GYRGRPAAS
SEQ ID NO 21 - |LLRKLHVAHGAI G RGRPAAS
SEQ ID NO 22 - |LLRKLHVCHGCI G RGRPAAS
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com catorze am noaci dos

(N-C termnal)

Sequénci a peptidica

SEQ ID NO 23 -

KRCCPDTCA KCLD

SEQ ID NO 24 -

KRSSPDTSAE KSLD

SEQ ID NO 25 -

KRYYPDTYA KYLD

SEQ ID NO 26 -

KRHHPDTHGE KHLD

SEQ ID NO 27 -

KRFFPDTFGE KFLD

SEQ ID NO 28 -

KRLLPDTLAE KLLD

Tabela 7 - Poli

(am no

aci dos)

Poli (am no &ci dos)
Poli (Lisina)

Poli (Serina)

Poli (Prolina)

Poli (Al ani na)
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Vi enna 1090, O

A presente invencdo ndo ¢, naturalnente, de npbdo algum restrito
as realizacdes descritas neste docunento e uma pessoa com
conheci mentos nédi os da area podera prever nuitas possibilidades
de nodificacdo da nesma sem se afastar da ideia geral da

i nvencao, tal conob definido nas reivindicacdes.

As realizacdes preferenciais acima descritas sdo obvianmente
conbi naveis entre si. As seguintes reivindicacdes definem

adi ci onal nente realizacbGes preferenciais da presente invencéo.
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REI VI NDI CACQCES

Fornmul acdo para a formacdo de micelas caracterizada

por conpreender

uma fase aquosa contendo uma proteina ou um péptido
natural ou sintético;

uma fase lipofilica gue conpreende um conposto
hi dr of 6bi co ;

um agente adjuvante dissolvido na fase aquosa que

regula o tanmanho e estabilidade das mcelas;

em que os tamanhos das referidas micelas varia entre 30-

5000 nm de preferéncia de 30-100 nm

2. Formul acéo de acordo com a rei vi ndi cacao 1

caracterizada por

50-99, 9 % v/v da fase aquosa a qual contem 0,1-8
g/l de um agente adj uvant e di ssol vi do, de

preferéncia de 2-6 g/L;

e 0,1-50 % v/v uma fase lipofilica.
3. Fornul acéo de acordo com as rei vi ndi cagdes
anteri ores, caracterizada por a fase aquosa estar

conpreendida por uma das seguintes solucfes:

al bum na sérica bovina (BSA) ;
al bum na sérica humana (HSA) ;
fibroina da seda;
um polipéptido NC terninal seis aninoacidos SEQ ID
NO 1 - GAGAGS; GAGAGA; GAGSGS; GSGSGs; GAGAG;
GAGLGA,; G.G.G; CDCDGD; GAGAGD, GAGDGD;

ou péptidos com diferentes am noaci dos DAAGAAAA,

DDAAGAAAA, DDDAAGAAAA, DDDDAAGAAAA,



WO 2013/084207 PCT/IB2012/057082
28

DAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA
DDDDAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA

* péptidos com vinte e doi s am noaci dos
| LLRKLHVPFFPI GFRGRPAAS; | LLRKLHVPI | PI G RGRPAAS ;
I LLRKLHVPww Pl GARGRPAAS | LLRKLHVPYYPI GYRGRPAAS

| LLRKLHVAHGAI 3 RGRPAAS ; | LLRKLHVCHGCI G RGRPAAS

e péptidos com catorze am noacidos; KRCCPDTCG KCLD;
KRSSPDTSGE KSLD; KRYYPDTYA KYLD; KRHHPDTHGE KHLD;
KRFFPDTFGE KFLD;  KRLLPDTLAG KLLD .

4 . Formul agéo de acordo com qual quer uma das
rei vi ndi cagoes anteriores caracterizada por

opci onal rente conter um conposto ativo hidrofilico.

5. Formul acéo de acordo com qual quer uma das
rei vindi cacbes anteriores caracterizada por, a fase
lipofilica conter um conposto hidrofébico 0,1-50% v/v

da fase lipofilica.

6. Formul agcdo de acordo com a reivindicagbes anteriores
caracterizada por o conposto ativo hidrofilico ser

di cl onof enac, piroxicam

7. Formul acéo de acordo com qual quer uma das
rei vindi cagcbes anteriores, caracterizada por conter
ai nda um agente al vo, de reconheci nent o de
det er m nadas cél ul as, na fase aquosa ou fase
lipofilica.

8. Formul a¢c 40 de acordo com a reivindicagdo anterior,
caracter i zada por opcionalnente o agente targeting ser

acido félico.
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For nul agéo de acordo com qual quer uma das
rei vi ndi cagdes anteriores, caracterizada a f ase

lipofilica conpreender uma das seguintes solucdes o0 n-

dodecano; 6leo vegetal ou O6leo alinentar.

For nul agcéo de acordo com a rei vi ndi cagéo
anterior, caracterizada por a referida fase lipofilica
conter ainda pelo nenos um conposto ativo hidrofobico,
sel eci onado do seguinte grupo taxol, cel ecoxi b,

pi roxi cam CORMs .

For nul agcéo de acordo com a rei vi ndi cagéo
anterior, caracterizada por a referida fase lipofilica
conter ainda pelo menos um conposto seleccionado do
seguinte grupo f raganci as, per f unes, ou ol eos

essenci ai s

For nul agcéo de acordo com qual quer uma  das
rei vindi cagbes anteriores, caracterizada por o0 agente

adjuvante ser um surfactante ou um polinmero.

For nul agcéo de acordo com a rei vi ndi cagéo
anteriores, caracterizada por o agente adjuvante ser
sel ecci onado do seguinte grupo pol i sorbato 80;
pol oxamer 407; dodeci | sul fato de sodio; al cool

polivinilico ou acido pluronico.

For nul agcéo de acordo com qual quer uma  das

reivindi cagbes anteriores, caracterizada por:

+ a fase aquosa conpr eender uma  sol ugéo de

al bum na ;

+ a fase lipofilica conpreender um Ol eo vegetal;
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* 0 agente adjuvante ser pol oxamer.

For nul agéao de acordo com qual quer uma  das
rei vindi cacbes anteriores, caracterizada pelo uso em

nmedi ci na, ou conp cosmético, ou cono detergente.

Mét odo de preparacéo da fornul agéo conf or ne
descrita nas reivindicagdbes 1 a 15 caracterizada por
utilizar um aparel ho de ul tra-sons ou um

honogenei zador de alta pressao.

Conposi ¢cdes farmacéuti cas caracterizadas por

conter as fornul agbes descritas nas reivindicagdes 1-

14.

Conposi ¢cdes farmacéuti cas caracterizadas por
serem m ni stradas por via topica, oral, par ent al ,
injectavel, nonmeadanente para aplicagdo intravenosa,

subcut anea e intranuscul ar.

Conposi ¢bes cosmeticas caracterizadas por conter

as formul agcdes descritas nas reivindicagbes 1-15.

Conposi ¢cdes cosneti cas de acordo com a
rei vindi cacdo anterior caracterizadas por terem a

forma de crene, locdo ou gel.

Conposi ¢cdes cosneti cas de acordo com a
reivindi cacdo anterior caracterizadas por serem usadas

no tratanmento de problemas de pele ou cabelo.



WO 2013/084207 PCT/IB2012/057082
31

22. Conposi ¢cbes de detergentes soélidos ou |iquidos
caracterizados por conterem a fornmulacdo descrita nas

rei vindi cagcbes 1-15.
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