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(57) Resumo: NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS DE CERA DE ABELHA COM ENCAPSULAQAO SIMULTANEA DE
FARMACO HIDROFILICO E FARMACO LIPOFILICO VIA DUPLA EMULSAO LIVRE DE SOLVENTE, COMPOSIGCAO
FARMACEUTICA PARA O TRATAMENTO SINERGICO DE MELANOMA CUTANEO E PROCESSO DE OBTENCAO. A presente
invencado refere-se a uma nanoparticula lipidica sélida de cera de abelha preparada pelo processo de dupla emulséo
agua/éleo/agua, sem utilizagdo de solvente organico, contendo simultaneamente na mesma nanoestrutura um farmaco hidrofilico
e um farmaco lipofilico para tratamento terapéutico sinérgico de melanoma cutaneo, associados a um processo de dupla emulsao
sem a utilizagdo de solvente orgéanico visando a encapsulagéo simultdanea de ambos os farmacos.




1/26

NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS DE CERA DE
ABELHA COM ENCAPSULACAO SIMULTANEA DE FARMACO
HIDROFILICO E FARMACO LIPOFILICO VIA DUPLA EMULSAO LIVRE
DE SOLVENTE, COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA O
TRATAMENTO SINERGICO DE MELANOMA CUTANEO E PROCESSO
DE OBTENCAO
CAMPO TECNICO

[001] A presente invencdo refere-se a uma nanoparticula
lipidica solida de cera de abelha preparada pelo processo de dupla
emulsdo agua/oleo/agua, sem utilizacdo de solvente orgéanico, contendo
simultaneamente na mesma nanoestrutura um farmaco hidrofilico e um
farmaco lipofilico para tratamento terapéutico sinérgico de melanoma
cutaneo.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] A vetorizacdo é uma estratégia que tem por objetivo
otimizar a eficiéncia terapéutica de uma substancia de interesse uma vez
gue permite modular e direcionar sua distribuicdo, associando-a a uma
estrutura apropriada, denominada vetor (FALLEIROS; BRANDL;
FONSECA, 2011).

[003] A encapsulacao tanto de substancias hidrofilicas quanto
hidrofobicas para aplicacédo biologica em vetores farmacoldgicos é uma
area amplamente estudada e que visa melhorar determinadas
caracteristicas do material encapsulado, tais como biodisponibilidade,
integridade durante o armazenamento, controle de liberacéo, resisténcia
a desnaturacdo em meio acido, tempo de circulagdo na corrente
sanguinea, dispensabilidade e estabilidade quimica. O aprimoramento
desta técnica permite ainda o aumento da eficiéncia quimioterapéutica de

biomoléculas levando a diminuicdo de efeitos colaterais. Entre os tipos
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de biomoléculas de interesse mais comuns podem-se citar vitaminas,
proteinas, macromoléculas biolégicas (DNA e RNA), oOleos naturais,
antioxidantes, minerais e substancias com atividade farmacoldgica que
podem ser tanto hidrofilicos ou lipofilicos de acordo com o perfil particular
de cada molécula (HANS AND LOWMAN 2002; LOMAS ET AL. 2007;
VEHRING 2008; KLAYPRADIT AND HUANG 2008; DE VOS ET AL.
2010; MUNIN AND EDWARDS-LEVY 2011; GEALL ET AL. 2012;
MCCLEMENTS 2015; ZHAO ET AL. 2017).

[004] A aplicacdo da nanotecnologia na biomedicina e
farmacéutica tem o potencial de proporcionar beneficios significativos as
praticas clinicas, oferecendo solucdes para muitas das limitacdes atuais
no diagnostico, tratamento e manejo de doencas humanas.
Nanoparticulas lipidicas solidas (SLN — Solid lipid nanoparticles) séo
particulas feitas a partir de lipidios sélidos (isto €, lipidios que sao solidos
a temperatura ambiente e também a temperatura do corpo) com um
didmetro médio entre aproximadamente 50 e 1000 nm (EKAMBARAM;
SATHALI; PRIYANKA, 2012). Por definicdo, as SLN sdo carreadores
coloidais submicrométricos compostas de triacilglicerdis altamente
purificados, misturas complexas de triacilglicerdis ou ceras, estabilizados
por surfactante(s) ou polimero(s) e suas misturas e capazes de serem
dispersos em agua pura ou em uma solucdo aquosa de surfactante
(MULLER et al., 2000; SARMENTO et al., 2007).

[005] O sistema de administracdo de farmacos composto por
SLN €& muito atraente, principalmente devido a baixa toxicidade e
aumento da permeabilidade através das membranas celulares e da
biodisponibilidade do farmaco encapsulado. A utilizacdo de
nanoparticulas lipidicas na area de vetorizagdo de farmacos tem se

mostrado promissora no tratamento de cancer, uma vez que diferentes
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estudos relacionados a vetorizacdo de farmacos anticancerigenos em
SLN séo encontrados na literatura (VAN BUTSELE ET AL. 2007; HALEY
AND FRENKEL 2008; WOLINSKY ET AL. 2012; ZHENG ET AL. 2013).
Ainda, SLN apresentam caracteristicas desejaveis de aumento de escala
como manufatura econbmica, alta eficiéncia de encapsulamento de
drogas e viabilidade de transportar drogas lipofilicas e hidrofilicas (DATE
et al, 2018; MALAM,; LOIZIDOU; SEIFALIAN, 2009; MALE;
GROMNICOVA; MCQUAID, 2016).

[006] Diferentes tipos de matrizes lipidicas sdo relatados na
literatura (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; MULLER; RADTKE;
WISSING, 2002; ALMEIDA; SOUTO, 2007; PARDEIKE; HOMMOSS;
MULLER, 2009; MEHNERT; MADER, 2012). A cera de abelha é um
composto organico nao parafinico composto principalmente de uma
combinacdo de ésteres de acidos graxos, alcoois de cadeia longa,
hidrocarbonetos parafinicos e acidos graxos livres (AMIN et al., 2017). A
cera de abelha tem grande aplicacdo nas areas alimenticia e
farmacéutica, sendo um material potencial para a formulacdo de
nanoparticulas devido a sua estabilidade em varios niveis de pH e
umidade, hidrofobicidade (MILANOVIC et al., 2017) e propriedades
antibacterianas (FRATINI et al., 2016).

[007] O processo de producédo de nanoparticulas lipidicas via
dupla emulsédo pode ser estruturado de duas formas: agua/oleo/agua
onde, uma emulsdo agua/dleo com surfactante lipofilico € preparada e
adicionada a uma fase aquosa contendo um surfactante hidrofilico que
permite  “emulsionar a emulsdo” inicial formando o sistema
agua/oleo/agua; e dleo/agualoleo, que de forma alternada parte de uma
emulsdo Oleo/dgua estabilizada por surfactante hidrofilico que por sua

vez € emulsionada em uma fase oleosa contento surfactante lipofilico,
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dando origem a formulacdo 6leo/agua/dleo. Esse tipo de sistema ja
demostrou grande potencial em areas como medicina, farmacéutica,
cosmeticos e industria de alimentos principalmente para encapsulagéo e
liberagédo controlada de substancias, producao de alimentos com menor
teor de gordura e recobrimento de superficies dos mesmos a fim de
manter integridade, aroma e sabor. A utilizacdo deste método permite a
formacédo de particulas do tipo casca/nucleo que por sua vez viabiliza a
encapsulacdo de diferentes tipos de biomoléculas hidrofilicas e/ou
hidrofobicas; a utilizacdo de lipidios na parte externa da capsula
assegura a biocompatibilidade do material além de possibilitar a
modificacdo da superficie de acordo com a necessidade de aplicacéo
(MUSCHIOLIK 2007; LAMBA ET AL. 2015; SILVA ET AL. 2016;
CAMPANI ET AL. 2018).

[008] O melanoma € um tipo de cancer de pele que se origina
nos melandcitos, responsaveis pela pigmentacdo da pele, e se
caracteriza por ser altamente agressivo e metastatico (SALEH 2018). De
acordo com o levantamento de dados realizado pela agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (International Agency for
Research on Cancer) a estimatva €& de que anualmente
aproximadamente 287 mil novos casos e mais de 60 mil Obitos sao
oriundos desta forma de cancer de pele, atingindo principalmente a
populacéo ente 20 e 35 anos de idade (LIU ET AL. 2018; BRAY ET AL.
2018; SCHADENDORF ET AL. 2018). Se diagnosticado nos estagios
iniciais a doenca pode ser curada em 80% dos casos através de
resseccao cirurgica dos tumores; no entanto, em funcdo de sua forte
natureza metastatica o cancer pode se propagar e atingir outras regides
do corpo (e.g. figado, cérebro, pulmdes e 0ss0S), e nesses casos, 0 taxa

de sobrevivéncia € de apenas 6 meses com aumento de 81% na taxa de
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mortalidade apés 5 anos (GRAY-SCHOPFER ET AL. 2007; FLAHERTY
AND FISHER 2011; WOODMAN ET AL. 2012; SALEH 2018). Além
disso, apos atingir a forma metastatica, o cancer se torna ainda mais
resistente principalmente em fungcdo da ineficiéncia das terapias e
prognosticos atualmente existentes (GRAY-SCHOPFER ET AL. 2007,
LIU ET AL. 2018).

[009] O crescente aumento da complexidade no tratamento de
doencas utilizando agentes terapéuticos ja estabelecidos tem despertado
0 interesse pelo desenvolvimento de farmacos que utilizam o efeito
sinérgico de dois ou mais farmacos principalmente no caso de doencas
como cancer e HIV; este tipo de estratégia visa contornar a resisténcia
criada pela doenga a farmacos ja utilizados além de diminuir os efeitos
colaterais e aumentar a eficiéncia terapéutica dos mesmos (BAYAT
MOKHTARI et al., 2017; TAN et al., 2012). A encapsulacdo de apenas
uma molécula farmacologica de carater hidrofilico ou lipofilico para o
tratamento de melanoma € amplamente descrita na literatura, sendo
possivel citar (ATHAWALE et al., 2014; YONCHEVA et al., 2019) e os
documentos BR1020140173161A2, WO02004080396, AU2018201814,
KR101621607B1 e WO02014052634A1. Os estudos citados
anteriormente possuem como caracteristica comum a encapsulacdo de
apenas um agente terapéutico na composicao do vetor utilizado e desta
forma ndo ha geracdo de efeito sinérgico entre os componentes do
sistema esse fato leva a uma necessidade de maiores doses do agente
utilizado para que exista um efeito anticancerigeno sobre o melanoma.

[0010]De maneira mais avancada, diferentes tecnologias
envolvendo a utilizacdo e/ou encapsulagao simultdnea de dois ou mais
farmacos em nanocarreadores para o tratamento de melanoma ja foram

relatadas na literatura. De forma mais relevante para este trabalho em
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guestdo é possivel citar: LABALA et al., (2017) que realizaram a co-
encapsulacdo de dois agentes terapéuticos distintos em nanoparticulas
metalicas de ouro, todavia esse tipo de carreador farmacolégico néao
possui caracteristicas desejaveis para aplicacdo biolégica como
biodegradabilidade e reabsorcéo pelo organismo humano; o documento
JP2017160214A1 que utiliza dois agentes terapéuticos diferentes, afim
de obter um efeito anticancerigeno sinérgico sob células de melanoma,
mas, no entanto na falta de um vetor comum para as moléculas dificulta
sua internalizacéo e ac¢ao conjunta sobre a célula alvo além de dificultar o
decréscimo das doses administradas de cada um dos agentes para
obtencao do sinergismo; e o documento AU2018201814A1 que faz uso
de um agente terapéutico lipofilico encapsulado e administracdo de outra
terapia de forma subsequente para obter efeito terapéutico sinérgico
entre as duas; a ndo encapsulacdo de ambos os agente terapéuticos nao
garante sua internalizacdo e acao conjunta sob a célula alvo bem como
dificulta a diminuicdo das doses administradas de cada um dos agentes
para obtencao do sinergismo.

[0011]Do que se depreende da literatura pesquisada, nao
foram encontrados documentos antecipando ou sugerindo 0s
ensinamentos da presente invencdo, de forma que a solucdo aqui
proposta possui novidade e atividade inventiva frente ao estado da
técnica.

OBJETIVOS DA INVEN(;AO

[0012]A presente invencdo tem por objetivo eliminar as
desvantagens apontadas nos artigos e documentos de patentes
encontrados na literatura relacionados ao tratamento terapéutico
sinérgico de melanoma e/ou utilizagcdo de nanoparticulas como vetores

no tratamento deste cancer.
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[0013]Desta forma, € importante destacar que a encapsulacéo
simultanea de farmacos em nanoparticulas lipidicas solidas produzidas
via dupla emulsdo (adgua/dleo/agua) apresenta vantagens como a
capacidade de incorporar tanto moléculas hidrofilicas quanto lipofilicas
na mesma nanoestrutura; ndo necessitar de solventes organicos para
sua preparacdo; apresentar elevada eficiencia de encapsulacdo para
ambos os farmacos utilizados; internalizacdo simultdnea de moléculas
hidrofilicas lipofilicas na célula alvo e aumento do controle sob a
liberacdo e direcionamento das moléculas terapéuticas. Ainda, a
utilizacdo de um vetor farmacologico natural, neste caso a cera de abelha
branca, e um processo sem a utlizacdo de solvente organicos
possibilitam ao produto, neste caso as nanoparticulas lipidicas sélidas,
caracteristicas de interesse para aplicacdo biomédica e farmacéutica
como biocompatibilidade, biodegradabilidade e reabsorcao pelo
organismao.

[0014]Adicionalmente, a presente invengcao permite a obtencao
de efeito terapéutico sinérgico entre as moléculas encapsuladas na
nanoparticula lipidica solida. A obtencdo de sinergismo entre as
moléculas encapsuladas sobre células de melanoma apresenta como
vantagem a diminuicdo na dosagem administrada de ambas as
moléculas diminuindo assim os riscos de existirem efeitos colaterais
citotoxicos ligados a exposicao aos agentes terapéuticos utilizados.

[0015]E importante dizer que ndo ha nenhum produto com as
caracteristicas descritas na presente invencédo, que sao nanoparticulas
lipidicas sdlidas de ceras de abelha contendo simultaneamente em sua
estrutura um farmaco hidrofilico e um farmaco lipofilico para terapia
topica de melanoma cutaneo.

DESCRICAO DETALHADA
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[0016]A caracterizacdo da presente invencdo é feita por meio
de figuras representativas das nanoparticulas lipidicas sélidas de cera de
abelha com encapsulacdo simultanea de farmaco hidrofilico e farmaco
lipofilico via dupla emulséo livre de solvente e composi¢do farmacéutica
para o tratamento sinérgico de melanoma cutaneo, de tal modo que o
produto possa ser integralmente reproduzido por técnica adequada,
permitindo plena caracterizagéo da funcionalidade do objeto pleiteado.

[0017]A partir das figuras apresentadas que expressam a
melhor forma ou forma preferencial de se obter o produto ora idealizado,
se fundamenta a parte descritiva do relatério, através de uma numeracao
detalhada e consecutiva, onde a mesma esclarece aspectos que possam
ficar subentendidos pela representacdo adotada, de modo a determinar
claramente a protecéo ora pretendida.

[0018]Estas figuras sao meramente ilustrativas, podendo
apresentar variacdbes de acordo com a técnica de -caracterizacao
utilizada, desde que nao fujam do inicialmente pleiteado.

[0019]Neste caso se tem que:

- AFIGURA 1 mostra a microscopia eletrdnica de transmissao
das nanoparticulas lipidicas sélidas produzidas
por dupla emulsdo agua/dleo/agua;

- AFIGURA 2 mostra a microscopia de fluorescéncia das
nanoparticulas lipidicas solidas: (a) marcador
fluorescente 6-Cumarin e filtro verde e (b)
marcador fluorescente doxorrubicina e filtro;

- AFIGURA 3 mostra os espetros de FTIR; e

- AFIGURA 4 mostra o efeito citotoxico de DETC+4NC na forma
livre e encapsulados em SLN em ceélulas de

melanoma B16F10.
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[0020]A presente invencdo diz respeito a uma nanoparticula
que compreende pelo menos um farmaco hidrofilico, pelo menos um
farmaco lipofilico e pelo menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel,
associados a um processo de dupla emulsdo sem a utilizacdo de
solvente organico visando a encapsulacdo simultanea de ambos os
farmacos.

[0021]O 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 composi¢cées particulares que podem ser
descritas em uma série de vias de tratamento, incluindo oral, parenteral,
intravenoso, intranasal, intramuscular, intracerebral,
intracerebroventricular e intraocular.

[0022]Entende-se como farmaco qualquer substancia quimica
conhecida e de estrutura quimica definida dotada de propriedade
farmacoldgica e/ou terapéutica. Em termos correntes, a palavra farmaco
designa todas as substancias que possuem de fato atividade
farmacoldgica no tratamento de doencas, ou pelo menos caracteristicas
de interesse ligadas as areas da farmacologia e medicina. Substancias
farmacolégicas podem ser classificadas de acordo com sua
hidrofilicidade ou hidrofobicidade através do coeficiente de particdo
octanol/agua (P) que indica a tendéncia preferencial do material de se
solubilizar na fase aquosa ou oleosa de determinado sistema. Farmacos
hidrofilicos sdo caracterizados por possuirem coeficiente particdo P < 1,
serem facilmente solliveis em meio aquoso, e consequentemente,
poderem ser dissolvidos facilmente em fluidos corporais. No entanto
farmacos com esse perfil tendem a apresentar baixa biodisponibilidade,

em virtude da sua baixa permeabilidade através das membranas
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celulares que sao naturalmente lipoprotéicas. De forma oposta, farmacos
lipofilicos sdo substancias que possuem coeficiente P > 1, tem maior
afinidade pela fase oleosa do sistema, e desta forma, sdo capazes de
penetrar facilmente as membranas celulares. Todavia 0 aumento da
lipossolubilidade da molécula pode limitar sua absor¢cdo em funcédo da
dificuldade de solubilizacdo em meios bioldgicos.

[0023]0s exemplos aqui descritos devem ser encarados como
algumas das inumeras formas de realizar a invencédo, ndo devendo,
portanto, serem encarados de forma restritiva, mas sim ilustrativa.
MATERIAIS E METODOS

[0024]A nado ser nos casos explicitamente descritos de forma
distinta, nos proximos paragrafos a formulacéo basica utiliza os materiais
descritos a seguir: agua destilada (H20), cera de abelha branca
(C15H31COOC30He1) (GM Ceras Ltda.), dietilditiocarbamato de sodio
(CsH1o0NNaS2-3H20) (VETEC Quimica), lecitina de soja (C35H66NO7P)
(Alfa Aesar), Crodamol GTCC que se da por uma mistura de
triglicerideos de cadeia média constituidos principalmente de ésteres dos
acidos céapricos (C10H2002) e caprilicos (C8H1602) (Alfa Quimica Ltda.),
4-nitrochalcona (CisH11NO3) e polissorbato 80 (Cs2HeoO10) (VETEC
Quimica).

ETAPA 1

[0025]Na primeira etapa em um frasco de 15 ml, adiciona-se
0,45 g de cera de abelha branca e 0,045 g de lecitina de soja. O
recipiente € colocado em um banho de agua sobre uma chapa de
aguecimento com agitacdo (Agitador Magnético com Aquecimento IKA
modelo HS 7) a 70 °C, um agitador magnético € adicionado ao frasco e
sua intensidade € regulada para 50 rpm, apos a fusdo e homogeneizacao

da cera de abelha com a lecitina adiciona-se 0,42ml de uma solucéo de
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4-nitrochalcona em Crodamol GTCC (10 mg/ml) a mistura formando a
matriz lipidica da nanoparticula e que posteriormente serd sua camada
externa.
ETAPA 2

[0026]A segunda etapa do processo € a adicdo de 0,40 ml da
fase aquosa, composta por uma solucéo contendo dietilditiocarbamato de
sédio em agua (20 mg/ml), ao frasco contento a mistura descrita na
ETAPA 1. A mistura permanece sob aquecimento apenas 0 tempo
necessario para homogeneizacéo (30 s) e entdo a mesma € submetida a
dispersao ultrassénica com sonda (Homogeneizador ultrassdnico Fisher
Scientific, Sonic Dismembrator Model 500) por 15s com amplitude de
45%.
ETAPA 3

[0027]Imediatamente apos a ETAPA 2 uma solucdo contento
polissorbato 80 em agua (90 mg/ml), é recomendado que o frasco da
solucdo de polissorbato 80 fique reservado no banho de agua sob de
aguecimento a 70 °C até sua utilizac&o, é adicionada ao frasco contento
a mistura das ETAPAS 1 e 2 e esta € entdo mantida no banho de agua
sob de aquecimento a 70 °C por 10 min sob agitacdo magnética de 400
rpm. Decorrido o periodo de 10 min o material € novamente submetido a
disperséo ultrassénica com sonda por 1 min (pulsos de 15 son e 10 s
off) com amplitude de 70%. Imediatamente apos o término da dispersao
ultrassdnica o material contido no frasco € transferido para um béquer de
100 ml contendo 35 ml de agua a 7 °C sob agitacdo magnética (Agitador
Magnético sem aquecimento IKA modelo Color Squid) de 400 rpm e
permanece por 5 min para que haja a completa solidificacdo das
nanoparticulas lipidicas.
LIOFILIZACAO DAS NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS
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[0028]Em funcdo das caracteristicas hidrofilicas do
dietilditiocarbamato de sodio a liofilizagdo das nanoparticulas se faz
necessaria para evitar a difusdo do farmaco para o meio aquoso externo.
A preparacdo do material para liofilizacdo se da pela centrifugacéo de 2
ml da formulacéo final (EPPENDORF, MiniSpin, Alemanha) a 13300 rpm
por 30 min para retirada do sobrenadante; o liquido retirado foi
novamente centrifugado sob as mesmas condicfes. As nanoparticulas
obtidas nos processos foram colocadas em um Udnico recipiente e
redispersas com uma solucdo de 10% D-(+)-Trealose dihidratada (Sigma
Aldrich) em &gua destilada. O material foi armazenado em ultra freezer
por 48 horas a temperatura de — 80°C e liofilizado (L101, Liotop, Brasil)
por 48 horas. Depois de seco o material permaneceu em desumidificador
sob protecéo da luz até ser utilizado.

ANALISE MORFOLOGICA E SUPERFICIAL

[0029]0 diametro de particula e o indice de polidispersao foram
determinados pela técnica de espalhamento de luz dindmica (DLS do
inglés dynamic light scattering) (Nanosizer, Malvern Instruments, U.K). A
carga superficial das nanoparticulas em suspensao foi verificado pela
medida do potencial zeta (Zetasizer, Malvern Instruments, U.K.). As
analises foram realizadas logo apé6s a preparacdo das nanomaterial e
verificacdo do pH através da diluicdo de 3 gotas de formulacdo em 2 ml
de agua destilada. Depois do processo de liofilizacdo os mesmos
parametros foram verificados apos redispersar as nanoparticulas em
agua destilada, realizando 0 mesmo procedimento descrito
anteriormente. As analises foram feitas em triplicata e os dados séao
apresentados como a média seguido pelo desvio padréao.

[0030]Com o intuito de verificar a morfologia, as nanoparticulas

lipidicas solidas foram submetidas a microscopia eletrbnica de
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transmisséo (TEM do inglés transmission electron microscopy) (TEM100
kV — JEM-1011) utilizando o equipamento que se encontra alocado no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica — LCME, da Universidade
Federal de Santa Catarina — UFSC. Para esta andlise uma aliquota da
disperséo foi diluida de acordo com seu teor de solidos até alcancar
0,5% e uma solucdo 5% de acetato de uranila foi adicionada na razao
20:1. Apo6s 15 min uma gota da amostra preparada foi pingada sob a
grade de cobre recoberta por um filme de carbono que permaneceu
secando a temperatura ambiente por 48 horas até analise.
EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

[0031]Para fazer a medida de eficiéncia de encapsulacéo
(EE%) dos farmacos pelo processo de dupla emulsédo foi utilizado um
método de filtracdo no qual as nanoparticulas sdo separas do meio
aguoso e é possivel determinar a concentracdo de farmaco que nao foi
internalizada no nanomaterial. Tal procedimento foi realizado
centrifugando 0,5 ml da formulacé&o final em filtros centrifugos Amicon®
Ultra (Millipore, 100 kDa) por 30 min. Apds, o sobrenadante foi recolhido
e diluido 11x para andlise em espectrofotdbmetro UV/Vis (U-1900,
Hitachi). =~ As concentracbes de  4-nitrochalcona (4NC) e
dietilditiocarbamato de sodio (DETC) foram determinadas nos
comprimentos de onde de 324 e 281 nm, respectivamente. Curvas de
calibracdo foram previamente estabelecidas utilizando diferentes
concentracOes de DETC (0,5-18 pg/ml) e 4NC (0,1-9 pg/ml) permitindo
relacionar as absorbancias obtidas em 324 e 281 com a concentracao de
ANC e DETC, respectivamente.

[0032]A EE% foi calculada utilizando a equacdo EE%=((C:-
Cs)/C1)x100, na qual C1 é concentracéo inicial de farmaco na formulacao

e Cs é a concentracdo de farmaco no sobrenadante. As analises foram
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feitas em triplicata e os dados sao apresentados como a média seguida
pelo desvio padréo.
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

[0033]A microscopia de fluorescéncia foi realizada utilizando o
equipamento Microscopio Optico Olympus BX41 com camera CCD foi
utilizada para verificar a encapsulacdo simultanea de compostos
hidrofilicos e lipofilicos nas SNLs. Para realizacdo deste ensaio 0s
compostos DETC e 4NC foram substituidos pelos marcadores
fluorescentes Doxorrubicina e 6-Cumarin respectivamente. Para o
preparo das amostras 500 pl da suspensdo de nanoparticulas foram
centrifugados com filtro centrifugo Amicon® Ultra (Millipore, 100 kDa) a
13300 rpm por 30 min. Apés a separacdo, as SLN foram ressuspensas
em agua destilada e pingadas em laminas de vidro. As SLN foram
observadas com lentes objetivas de 100 x usando filtros vermelho (U-
MGW?2) e verde (U-MWB2) para identificar a Doxorrubicina e o 6-
Cumarin, respectivamente.
ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA
DE FOURIER

[0034]A espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR do inglés Fourier transform infrared spectroscopy) (FTIR,
IRPrestige-21, Shimadzu) foi utilizada para corroborar os dados
referentes a encapsulacdo dos farmacos nas nanoparticulas lipidicas
sélidas. As analises foram realizadas a partir das nanoparticulas
liofilizadas bem como dos farmacos puros e da cera de abelha, em
pastilhas de KBr na faixa 4400 —350 cm™, resolucdo de 4 cm™ e 32
varreduras. A amostra da mistura fisica dos farmacos e cera de abelha
foi preparada utilizando a mesma propor¢cdo entre 0S compostos

presentes nas SLN.
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ESTUDOS IN VITRO

[0035]Para os ensaios de viabilidade celular a linhagem celular
B16, representativa de melanoma de camundongo, adquirida do banco
de células americano denominado ATCC (American Type Culture
Colection). As ceélulas foram cultivadas em meio Dulbeco’s Modified
Eagle Medium (Meio de Eagle modificado por Dulbecos - DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
penicilina/estreptomicina (100 U/ml). Adicionalmente, as culturas foram
mantidas em uma estufa para cultura celular com temperatura regulada a
37 °C, umidade do ar a 95% e 5% de CO.. Para os ensaios de
citotoxicidade, 1x10* células foram plagueadas em placas de 96 pocos e
incubadas por 24h (37 °C — 5% CO>). Apoés, as células foram tratadas
com diferentes concentracdes de nanoparticulas contendo DETC+4NC
(0,9/0,5; 2,3/1,2 e 5,3/3 pg/mL). As concentracbes dos farmacos
combinados também tiveram sua citotoxicidade avaliada sob a forma
livre. Em seguida, as células foram incubadas novamente por 24h.
Células néo tratadas foram utilizadas como grupo controle. Apos o
periodo de incubacado as células foram lavadas com PBS e a viabilidade
células foi avaliada pelo método do MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
yl)-2,5-difeniltetrazolium). 100 pL da solucdo de MTT (0,5mg-ml?t) foram
adicionados em cada poco e as células incubadas por 3h. Na sequéncia,
0os cristais de Formazam, produto da reacdo de Oxido-reducdo
mitocondrial das células viaveis, foram dissolvidos em 100 pL de alcool
isopropilico, e a intensidade de coloragdo foi determinada por
espectrometria, 540nm (Loccus LM-96 microplate).
ANALISE ESTATISTICA

[0036]O efeito sinérgico sobre células B16-F10 obtido a partir

das diferentes concentracbes de 4NC e DETC nas nanoparticulas e na
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forma livre foram avaliados por meio de andlise de variancia (ANOVA)
utilizando pés teste de Tukey, com intervalo de confianga de 95 % (p <
0,05).

RESULTADOS

ANALISE MORFOLOGICA E SUPERFICIAL

[0037]A Tabela 1 apresenta os dados de tamanho médio,
indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas lipidicas
sélidas contendo DETC e 4NC antes e apds o0 processo de secagem por
liofilizacdo. O método de dupla emulsdo agua/éleo/agua sem o uso de
solvente se mostrou eficiente na producdo de nanoparticulas lipidicas
sélidas. O nanomaterial apresentou um tamanho médio desejavel
visando sua internalizagdo celular (GANESAN; NARAYANASAMY,
2017), o aumento no didmetro média observado apds a liofilizacdo néo
compromete a aplicacdo farmacologica do nanomaterial uma vez que
particulas <500 nm sdo capazes de permear 0S vasos sanguineos que
suprem células tumorais (LINCE et al., 2011).

[0038]O indice de polidispersdo se mostrou aceitavel antes e
apos o processamento do material. A permanéncia do potencial zeta
acima do valor absoluto de 30 mV indica uma elevada carga superficial
no nanomaterial de forma que as forcas de repulsédo entre as
nanoparticulas evitam sua agregacéo, as nanoparticulas lipidicas solidas
se mostram estaveis antes e apo6s a liofilizagdo (Honary and Zahir 2013).
A manutencdo das caracteristicas superficiais e morfolégicas das
nanoparticulas lipidicas soélidas apos a liofilizacdo € de vital importancia
para garantir a viabilidade do nanomaterial por um periodo de tempo
mais longo, garantindo que a concentracdes de farmaco em seu interior
sejam preservadas até o momento da sua aplicacéo.

[0039]A Figura 1 permite observar as nanoparticulas
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produzidas por dupla emulsdo agua/éleo/agua. A utilizacdo do acetato de
uranila destacou o contraste entre as fases organica e aquosa,
evidenciando a morfologia semiesférica das nanoparticulas. O tamanho
observado na microscopia eletronica de transmissdo concorda com 0s
dados obtidos no DLS.
EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO

[0040]A utilizacdo da técnica de dupla emulsdo agua/dleo/agua
se mostrou extremamente eficiente na encapsulacdo simultanea de
farmacos. A solubilizacdo de cada um dos farmacos separadamente no
meio de maior afinidade permitiu atingir uma alta eficiéncia de
encapsulacdo dos ativos durante o processo de producdo das
nanoparticulas lipidicas sdlidas. Para o farmaco hidrofilico,
dietilditiocarbamato de sddio, foi possivel alcancar uma EE% de
86,3+2,8%; a encapsulacdo do ativo lipofilico, 4-nitrocahlcona, se
mostrou igualmente elevada chegando a EE% de 98,7+1%.
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

[0041]A Figura 2a apresenta as nanoparticulas lipidicas solidas
sob lentes objetivas de 100x e filtro verde (U-MWB2) enquanto a Figura
2b mostra as SLN sob lentes objetivas de 100x e filtro vermelho (U-
MGW?2). Como pode ser observado, as figuras apresentam estruturas
esféricas correspondentes em dimensdo e posicdo; desta forma é
possivel dizer que ambos os marcadores fluorescentes se fazem
presentes nas estruturas. O método de dupla emulséo agua/éleo/agua se
mostra capaz de encapsular simultaneamente compostos hidrofilicos e
lipofilico s. As estruturas observadas apresentaram diametro de
aproximadamente 10 ym, o acréscimo na dimensao das nanoparticulas,
em relacédo aos dados da Tabela 1, pode ser explicado pela formacao de

aglomerados apos o processo de centrifugacéo utilizando filtros. Todavia,
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a agregacdo das nanoparticulas se mostrou benéfica para identificacdo
dos marcadores fluorescentes nas fases aquosa e oleosa uma vez que 0
aumento de 100x do microscoOpio Otico permite observar no maximo
particulas com diametro de 1um.
ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA
DE FOURIER

[0042]A analise de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier foi realizada a fim de verificar a possiblidade de
interagcbes quimicas entre os farmacos e a matriz lipidica do
nanomaterial, além de corroborar os dados referentes e eficiéncia de
encapsulacdo. Como pode ser visualizado na Figura 3 a 4NC pura
apresenta picos caracteristicos em 2918, 2848 cm (estiramento C-H),
3075 cm! (estiramento C-H assimétricos), 1659 cm™ (estiramento C=0),
1607, 1594, 157 cm™ (estiramento C=C), 1512 cm (estiramento N-O>),
1409, 144 cm? (deformagdo C-H), 1337 cm™ (estiramento C=C-NO,),
1221,1106 (C-C estrutural), 1013 cm? e inferiores (deformagdo C-H
aromaticos) (CHEMISTRY, 2014; MERCK/SIGMA-ALDRICH, [s.d.];
PATIL et al., 2006; SILVERSTEIN et al., 2005). No DETC puro por sua
vez foram observados picos em 1423 cm™ (N-CS;) 1070, 2104 cm™
(C=S) e 837, 909, 985 cm™ (C-S) (GAO et al., 2017; LI et al., 2012; YAN
et al., 2016). A cera de abelha possui picos em 2922, 2848 cm
(estiramento C-H), 1736 cm™ (estiramento dos grupamentos carbonila de
ésteres), 1467 cm™ (C-H) e 1300 a 728 cm™ relacionados aos grupos
esteres (LUO et al., 2012; MAKLED; NAFEE; BORAIE, 2017). Ao realizar
a encapsulacéo das biomoléculas na cera de abelha apenas os picos da
matriz lipidica sdo observados, indicando que n&o houve interagéo
quimica entre os farmacos e/ou alteragdo na estrutura quimica do

nanomaterial, mantendo as caracteristicas de biocompatibilidade e
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biodegradabilidade da matriz lipidica (OMWOYO et al., 2014; REIS

ANTUNES JUNIOR et al.,, 2017; ROMPICHARLA et al., 2017; YASIR;

SARA, 2014).

ESTUDOS IN VITRO

[0043]O efeito das SLN contendo DETC+4NC teve seu efeito
citotoxico sob a viabilidade de células de melanoma B16F10 avaliado nas
concentragdes 0,9/0,5; 2,3/1,2 e 5,3/3 pg/ml (DETC+4NC) e comparado
com as mesmas concentracdes dos farmacos livres e células nao
tratadas (grupo controle).

[0044]A combinacgao entre DETC e 4NC foi capaz de diminuir a
viabilidade celular em todas as concentracbes testadas. A co-
encapsulacdo da droga foi capaz de melhorar o efeito terapéutico
sinérgico sobre as células de melanoma observado aplicando-as de
forma livre. Os tratamentos com SLN contendo 2,3PETC / 1 24NC g 5 3DETC
3%NC foram capazes de diminuir significativamente a viabilidade celular
em relacdo ao grupo controle. Além disso, o ensaio com SLN contendo
5,3PETC/ 34NC gpresentou o maior decréscimo na viabilidade celular
(64%). Os farmacos livres ndo foram capazes de superar os resultados
obtidos utilizando as SLN como vetor.
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REIVINDICACOES

1- NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS DE CERA DE
ABELHA COM ENCAPSULACAO SIMULTANEA DE FARMACO
HIDROFILICO E FARMACO LIPOFILICO VIA DUPLA EMULSAO LIVRE
DE SOLVENTE, COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA O
TRATAMENTO SINERGICO DE MELANOMA CUTANEO E PROCESSO
DE OBTENCAO, caracterizado por uma nanoparticula que compreende
pelo menos um farmaco hidrofilico, pelo menos um farmaco lipofilico e
pelo menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel, associados a um
processo de dupla emulsdo sem a utilizacdo de solvente organico
visando a encapsulacédo simultdanea de ambos os farmacos.

2- FARMACO HIDROFILICO E FARMACO LIPOFILICO, de
acordo com a reivindicacdo 1 e caracterizado pelo veiculo
farmaceuticamente aceitavel ser escolhido do grupo que compreende
excipientes e carreadores farmaceuticamente aceitaveis, doses e
tratamentos convenientes para uso em composi¢cdes particulares que
podem ser descritas em uma série de vias de tratamento, incluindo oral,
parenteral, intravenoso, intranasal, intramuscular, intracerebral,
intracerebroventricular e intraocular.

3- PROCESSO de obtencado das nanoparticulas de acordo com
a reivindicacao 1 e caracterizado pelas seguintes etapas:

a) - na primeira etapa, em um frasco de 15 ml, adiciona-se

0,45 g de cera de abelha branca e 0,045 g de lecitina de soja,

sendo o recipiente colocado em um banho de agua sobre uma

chapa de agquecimento com agitacédo a 70°C, onde um agitador
magnético é adicionado ao frasco e sua intensidade é regulada
para 50 rpm, apos a fusdo e homogeneizacdo da cera de

abelha com a lecitina adiciona-se 0,42ml de uma solucéao de 4-
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nitrochalcona em Crodamol GTCC (10 mg/ml) a mistura,
formando a matriz lipidica da nanoparticulas;

b) - na segunda etapa do processo ocorre a adicdo de
0,40 ml da fase aquosa, composta por uma solucdo contendo
dietilditiocarbamato de sédio em agua (20 mg/ml), ao frasco
contento a mistura descrita na primeira etapa, sendo que a
mistura permanece sob aquecimento apenas o0 tempo
necessario para homogeneizacdo (30s) e entdo a mesma é
submetida a disperséo ultrassénica com sonda por 15s com
amplitude de 45%;

c) - imediatamente apds a segunda etapa, uma solucdo
contento polissorbato 80 em agua (90 mg/ml) é adicionada ao
frasco contento a mistura das etapas “a” e “b” e esta é entéo
mantida no banho de agua sob de aquecimento a 70°C por 10
min sob agitacdo magnética de 400 rpm, sendo que, decorrido
o periodo de 10 min o material € novamente submetido a
disperséo ultrassénica com sonda por 1 min (pulsos de 15 s on
e 10 s off) com amplitude de 70%, onde, imediatamente apo6s o
término da disperséo ultrassénica o material contido no frasco
€ transferido para um béquer de 100 ml contendo 35 ml de
agua a 7°C sob agitacdo magnética de 400 rpm e permanece
por 5 min até a completa solidificacdo das nanoparticulas

lipidicas.
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FIG. O1
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TABELA 01

Tamanho médio Potencial

4NC + DETC SLN (nm) PDI Zeta (mV)
Pré - liofilizacéo 192,3+1,2 0,2 +<0,1 -52,6 +0,7
Pos - liofilizagao 2129 +136 0,3+=<01 -496+4.38
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RESUMO

NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS DE CERA DE
ABELHA COM ENCAPSULACAO SIMULTANEA DE FARMACO
HIDROFILICO E FARMACO LIPOFILICO VIA DUPLA EMULSAO LIVRE
DE SOLVENTE, COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA O
TRATAMENTO SINERGICO DE MELANOMA CUTANEO E PROCESSO
DE OBTENCAO

A presente invencdo refere-se a uma nanoparticula lipidica
sélida de cera de abelha preparada pelo processo de dupla emulsdo
agua/oleo/agua, sem utilizacdo de solvente organico, contendo
simultaneamente na mesma nanoestrutura um farmaco hidrofilico e um
farmaco lipofilico para tratamento terapéutico sinérgico de melanoma
cutaneo, associados a um processo de dupla emulsdo sem a utilizagao
de solvente organico visando a encapsulacdo simultanea de ambos os

farmacos.
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