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MICROVESICULAS DE NUCLEO GASOSO COMPOSTAS POR FOSFOLIPIDEOS
E BIOPOLIMEROS

[001] A presente invencdo refere-se ao desenvolvimento de
microvesiculas contendo um nuUcleo gasoso composto por gases
fluorados, como decafluorobutano e octafluoropropano, estabilizado
por camadas de fosfolipideos contendo polissacarideos. Através de
técnicas de revestimento, como emulsificacdo, deposicdo de camada-
por-camada ou adsor¢do in situ, uma subestrutura de origem natural ou
sintética, a qual pode ser constituida de um ou mais polissacarideos, é
incorporada ao material. O produto resultante apresenta potencial
como agente de contraste para imagens biomédicas (por exemplo,
para resson@ncia magnética e ultrassonografia), assim como veiculo de
liberacdo controlada de fadrmacos para terapias regenerativas de
tecidos e érgdos de mamiferos.

Fundamentos da Invencdo e Estado da Técnica

[002] Os agentes de contraste ultrassénicos (ACU) ou
microvesiculas sdo particulas gasosas estabilizadas por biomateriais tais
como proteinas, lipideos ou polimeros que apresentam diGmetro entre
2-10 um (FERRARA,BORDEN e ZHANG 2009);(BORRELLI, O'BRIEN, BERNOCK
et al., 2011).

[003] Quando estas particulas estdo suspensas em um meio
liguido podem ser utilizadas como contraste intravascular devido &
capacidade de expansdo e compressdo de seus componentes quando
submetidos a um campo ultrassénico (RAISINGHANI, RAFTER, PHILLIPS et
al.,, 2004). A oscilacdo gerada produz sinais que sdo utilizados na
formacdo de imagens Uteis ao diagndstico clinico de diversas doencas,
disfuncdoes e lesdes (por exemplo, infarto agudo do miocdrdio e
deteccdo de tecidos cancerigenos) (FERRARA,BORDEN et al., 2009). A

utilizacdo destes materiais € imprescindivel em pacientes com
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obesidade e doencas pulmonares, as quais impedem a formacdo de
imagens satisfatdrias para um diagndstico confidvel. Os ACU devem ser
administrados pela via intfravenosa e atravessam os capilares
sanguineos antes de atingirem o coracgdo e os érgdos internos, aonde a
imagem é obtida (KABALNOV, KLEIN, PELURA et al., 1998). A sua
remogado da circulagdo sistémica é rdpida, apresentando um tempo de
meia-vida inferior a 15 minutos (SCHNEIDER e DECHER 2008). A escolha
dos materiais para a composicdo dos ACU é de grande importancia
para a estabilidade do sistema e definird o comportamento que o
confraste assumird in vivo, afetando a qualidade de formacdo de
imagens e influindo no resultado final do exame ultrassénico (BHATIA e
SENIOR 2008). J& as propriedades fisico-quimicas do gds e do agente
encapsulante determinardo o grau ecogénico, longevidade na
circulagdo e capacidade de absorcdo de energia de ondas
ultrassénicas da microvesicula (MARSHALL,SYKES,BERRY et al., 2011).
Diversas composicées de ACU foram estudadas ao longo do tempo,
avancando de forma gradativa em qualidade. Os primeiros ACU
utiizavam o ar ambiente como nucleo particular, e foram
progressivamente substituidos por gases com baixa difusibilidade
sanguinea. O mesmo ocorreu com 0s agentes presentes na interface
que, inicialmente, foram compostos por estruturas proteicas, e evoluiram
para materiais mais estaveis, como os fosfolipideos. Entretanto, as atuais
formulacdes carecem de maior estabilidade tanto in vitro quanto in
vivo. Os polissacarideos, dentre outros biopolimeros, sdo largamente
explorados na induUstria, especialmente devido das suas propriedades
estabilizantes e complexantes. Recentemente, alguns biopolimeros,
como a quitosana e a galactomanana apresentaram a capacidade
de estabilizar formulacdes contendo fosfolipideos, reduzindo a

floculacdo e os efeitos toxicos dos mesmos (QUEMENEUR,RINAUDO e
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PEPIN-DONAT 2008). Além disso, a utilizacdo de tais materiais se provou
efetiva em aumentar o tempo de meia-vida in vivo de diversas
formulagdes de uso intravenoso (SHENG, LIU, YUAN et al., 2009). A
presenca de biopolimeros como materiais interfaciais confere a
capacidade & diversos materiais (por exemplo, microparticulas,
nanoparticulas e fimes bidimensionais) de serem modificados
quimicamente afravés de processos brandos, como conjugacdo com
anficorpos, proteinas e outros polimeros (DIAZ-LOPEZ,TSAPIS e FATTAL
2010), apresentando multifuncionalidades e diversas aplicagcdes na drea
biomédica como um sistema de liberacdo responsivel ao campo
ultrassdnico ou magnético.

Descricdo da abordagem do problema técnico

[004] A dificuldade no preparo de ACU reside na estabilizacdo
dos componentes de interface com o gds de preferéncia. O efeito de
contraste deve ser satisfatério para todos os pacientes na dose
apresentada e para as diferentes técnicas empregadas. Portanto, o
desenvolvimento de ACU para atender a demanda de novos
procedimentos e garantir seguranca ao paciente é relevante na darea
diagnéstica. Os agentes de contraste ultrassdnicos utilizados nos exames
(por exemplo, ecocardiografia e ressoné@ncia magnética) apresentam
baixa estabilidade em solu¢cdo aquosa e salina devido a alta difusdo do
componente gasoso para o meio liquido (DRESSAIRE, STONE, BEE et al.,
2008). A eliminacdo do gds de forma precoce dificulta a avaliagcdo
clinica devido ao baixo nUmero de particulas refratdarias ao ultrassom e
exige nova administracdo do produto, gerando riscos ao paciente,
além de elevar o custo do processo. A instabilidade destes sistemas
repercute também na dilvicdo efetuada em meio salino, como é
rotineiro em aplicacdes infravenosas. Aléem disso, o elevado potencial

hidrofébico dos gases utilizados dificulta a mistura dos ACU em solugoes
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aquosas durante o processo de diluicdo e administracdo no paciente,
exigindo agita¢do da bomba de infusdo para que a dose aplicada seja
constante. A utilizacdo de lipideos zwitteribnicos poderia acarretar
ainda maior estabilidade, funcionalidade e facilidade no preparo de
sistemas de diagndstico interno, uma vez que estes compreendem
cadeias apolares extensas e uma extremidade polar, promovendo alta
interacdo com o meio aquoso e dificultando a difusdo do gds. Além
disso, a camada de lipideos € passivel de sofrer expansdo e
compressdo de sua drea durante a aplicagcdo de um campo
ultrassénico devido as fracas forcas de interacdo que a mantém unida.
Portanto, a utilizacdo de lipideos como um molde para o revestimento
molecular com biopolimeros (RINAUDO,AUZELY,VALLIN et al., 2005) é
possivel, podendo gerar uma acdo sinérgica entre os componentes
propostos, gerando uma maior estabilidade e, assim, promovendo
caracteristicas ultrassénicas favordveis, além de facil preparo,
qualidades que os ACU atualmente ndo apresentam.

[005] O documento de patente Gas-filled microvesicles with
polymer-modified lipids - IN1243/CHENP/2009 (De W0O2008028917 Al)
descreve agentes de contraste com reforco imagem para utilizagdo em
métodos de diagndstico e / ou terapéuticos, em particular sob a forma
de microvesiculas cheias com um gds, com uma estabilidade
melhorada. As microvesiculas sdo cheias de gds estabilizado por uma
camada de material anfiflico e compreendem de 0,15% a 1,0% em
moles de um lipideo tendo um polimero hidrofilico. O lipideo tendo um
polimero hidrofilico é preferencialmente um fosfolipideo ligado a
polietilenoglicol.

[006] O revestimento molecular com polieletrélitos e biopolimeros
visa diminuir a dissolu¢cdo do nucleo gasoso e aumentar a sensibilidade

do sistema & iradiacdo de campos ultrassénicos e magnéticos de baixa
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intensidade. Para tal, a utilizacdo de polieletrdlitos e biopolimeros de
baixo custo, com alta biocompatibilidade e baixa toxicidade podem
ser empregadas. A maior estabilidade gerada por um sistema
microvesicular revestido por biopolimeros possibilitard o maior tempo do
efeito ultrassénico pelo sistema in vivo e facilidade de transferéncia,
centrifugacdo, filtracdo e diluicdo do sistema, facilitando assim a
administracdo da dose correta ao paciente e garantindo maior
efetividade do sistema. Além disso, as caracteristicas ultrassénicas dos
componentes, como o gds, os fosfolipideos e os biopolimeros, permitirdo
a obtencdo de imagens de maior qualidade em amplitudes mais baixas
de ultrassom ou campo magnético, facilitando o diagndstico clinico e
diminuindo a exposicdo do paciente a elevados campos ultrassénicos
ou magnéticos.

[007] A Figura 1 mostra — Microfotografia de microscopia éptica
com ampliacdo de 400X das microvesiculas preparadas com quitosana.
A barra de erro representa uma variagdo de 10 um.

[008] A Figura 2 mostra — Microfotografia de microscopia de
fluorescéncia com ampliacdo de 630X em dleo para as microvesiculas
preparadas com quitosana conjugada a isotiocianato de fluoresceina.
A barra de erro representa uma variagcdo de 10 um.

[009] A Figura 3 mostra - Perfil térmico comparativo de
microvesiculas sem revestimento (linha preta) e contendo revestimento
de quitosana (linha azul).

[010] A Figura 4 mostra — Espectros de ressondncia magnética de
19F analisados em funcdo do tempo (de 30 minutos até 48 horas) para a
amostra comercial e a amostra contendo o revestimento.

[011] O biopolimero tal como quitosana, €& previamente
solubilizado em dacido acético 0,5 mol/L, ou no caso de alginato ou

galactomanana em dgua ultra-pura, em concentragoes superiores a |
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mg/mL, por um tempo superior a é horas. O fosfolipideo 1,2-Distearoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DSPC) deve ser solubilizado em volume superior a 5
mL de cloroférmio na concentracdo de 10 - 50 mg/mL, e & mistura sdo
adicionados 0,5 -— 2 mL da solugcdo de quitosana, ou alginato ou
galactomanana) sob constante agitacdo. A suspensdo entdo é
submetida a uma etapa de evaporacdo dos solventes, através
rotaevaporador com temperatura acima de 20°C e 100 rom durante
periodos superiores A 1 hora. Em seguida, o material € hidratado com
tampdo fosfato 0,1 mol/L pH 7,4 contendo 10% v/v de dlicerol e
propilenoglicol sob constante agitacdo a 80°C por um tempo superior a
1 hora e entdo sonicado com sonicador de sonda de 1 - 10% de
amplitude, durante intervalos superiores @ 1 minuto. O gd&s fluorado
decafluorobutano ou octafluoropropano € adicionado & solucdo em
volumes superiores a 3 mL e, entdo, o material € sonicado na interface
liguido-gds com 20 - 40% de amplitude por 10 - 60 segundos. O frasco é
imediatamente fechado e resfriado & temperatura de 22°C.

EXEMPLO

[012] O biopolimero quitosana (Purifarma) foi previamente
solubilizado em acido acético 0,5 mol/L na concenfragcdo de 1 mg/mL
por 18 horas. O fosfolipideo 1,2-Distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC -
Lipid GmHb) foi solubilizado em 5 mL de cloroférmio na concentragdo
de 20 mg/mL, e & mistura foram adicionados 0,5 mL da solu¢cdo de
quitosana sob constante agitagcdo. A suspensdo entdo foi submetida a
uma etapa de evaporacdo dos solventes, através de rotaevaporador
com temperatura acima de 20°C e 100 rom durante 2 horas. Em
seguida, o material foi hidratado com tampdo fosfato 0,1 mol/L pH 7,4
contendo 10% v/v de glicerol e propilenoglicol, sob constante agitagdo
a 80°C por 3 horas; e, entdo, sonicado com sonicador de sonda

(Misonix) de 10% de amplitude durante 3 ciclos de 30 segundos com
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intervalos de 30 segundos. O gd&s fluorado decafluorobutano (Synquest)
foi adicionado & solucdo em um volume de 10 mL e, entdo, o material
foi sonicado na interface liquido-gds com 40% de amplitude por 10
segundos. O frasco foi imediatamente fechado e resfriado &
temperatura de 22°C.
[013] O processo formou microparticulas com tamanhos de 2 a
10 ym como observado em microscopia Optica (Figura 1). O
revestimento biopolimérico foi avaliado através de microscopia de
fluorescéncia (Figura 2), que comprovou a presenca da quitosana -
marcada com fluorescéncia verde - depositada na interface das
microvesiculas. Ensaios de interacdo entre os materiais de interface -
DSPC e a quitosana - foram efetuados através de andlises de tensdo
superficial (tensidmetro Dataphysics OCA 15+) e microbalanca de cristal
de quartzo (Stanford Research Systems), estes resultados estdo descritos
na Tabela 1.
[014] Tabela 1: Valores para o excesso superficial (The), Grea
minima (amin) € variagcdo de frequéncia (Af) para o DSPC e a mistura

DSPC com quitosana.

Amostra Tnax (Mol/m2) Qmin (A2) Af (-Hz)
DSPC 3.420.1x10¢ 48.2+0.2 950+30
DSPC + Quitosana 3.1+0.1x10%¢ 53.1+0.1 10515

[015] Observa-se que a presenca de quitosana provoca uma
reducdo do excesso superficial, que € seguido por um aumento da area
minima, assim comprovando a interacdo entre o DSPC e a quitosana. O
grau de adsor¢cdo foi verificado pela alteragdo de frequéncia,
evidenciando uma queda abrupta de 100 Hz de quitosana a cada 950
Hz de DSPC depositado sobre a microbalangca de cristal de quartzo. A

inclusdo do biopolimero altera consideravelmente o perfil térmico do
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material avaliado em microcalorimetro (Micro DSC Il Setaram) (Figura 3)
de forma a estabilizad-lo frente ao incremento da temperatura quando
comparado a um ACU utilizado atualmente. Estes resultados
evidenciam a propriedade do biopolimero em revestir e assim promover
uma estabilizacdo superior as microvesiculas.
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REIVINDICACOES

1 — MICROVESICULAS DE NUCLEO GASOSO COMPOSTAS POR

FOSFOLIPIDEOS E BIOPOLIMEROS, caracterizadas por um nucleo gasoso,

ser estabilizado por uma camada constituida de fosfolipideos 1,2-

Distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) e quitosana obtidas pelo

processo compreendido por:

Solubilizar o biopolimero quitosana em dcido acético 0,5 mol/L em
concentracdes superiores a 1 mg/mL por um tempo superior a é
horas;

O fosfolipideo 1,2-Distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) ser
solubilizado em volume superior a 5 mL de cloroférmio na
concentracdo de 10 - 50 mg/mL;

Misturar e acondicionar 0,5 - 2 mL da solucdo de quitosana sob
constante agitacdo;

Submeter a suspensdo a uma etapa de evaporacdo dos
solventes, através de rotaevaporador com temperatura acima de
20°C e 100 rpm durante periodos superiores a 1 horag;

Hidratar o material com tampdo fosfato 0,1 mol/L pH 7.4
contendo 10% v/v de glicerol e propilenoglicol, sob constante
agitacdo a 80°C por um tempo superior a 1 hora;

Ser sonicado com sonicador de sonda de 1 - 10% de amplitude
durante intervalos superiores a 1 minuto;

Adicionar o gés fluorado decafluorobutano ou octafluoropropano
a solucdo em volumes superiores a 3 mL;

Sonicar o material na interface liquido-gds com 20 - 40% de
amplitude por 10 - 60 segundos;

Fechar o frasco imediatamente e resfriar a temperatura de 22°C.
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2 - MICROVESICULAS DE NUCLEO GASOSO COMPOSTAS POR
FOSFOLIPIDEOS E BIOPOLIMEROS, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizadas pela inclusdo, durante a etapa de misturar e
acondicionar, de compostos bioativos, compreendendo antibidticos,
antifingicos, antissépticos, anticncer, fatores de crescimento celular,
emolientes e/ou nanoparticulas.

3 - MICROVESICULAS DE NUCLEO GASOSO COMPOSTAS POR
FOSFOLIPIDEOS E BIOPOLIMEROS, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizadas pela deposicdo superficial de compostos bioativos na
superficie de filmes ou membranas ser pelo processo de dipping,
compreendendo imersdo em solucdo do composto bioativo, seguido

de imersdo por uma ou mais vezes em banho de lavagem.
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Desenho 2
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