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(57) Resumo: NANOCAPSULAS POLIMERICAS DEFORMAVEIS
NO ENCAPSULAMENTO DE BIOATIVOS. A presente invengéo
refere-se a uma nanocépsula deformavel compreendendo uma parede
polimérica de poli (D,L-lactideo) (PLA) e um nucleo oleoso de
palmitado de retinila que compreende um ou mais principios ativos
lipofilicos soltGiveis com caracteristica de deformagéo, baixo indice de
polidispersdo, maior didmetro comparadas com nanoesferas, alto
indice de eficiéncia de encapsulamento, estaveis, elasticas e de baixa
citotoxicidade. Dessa forma, o objeto da presente invengéo pode ser
de grande interesse para sistemas de liberagdo sustentada de
farmacos ou ativos cosméticos por industrias farmacéuticas e
cosmeéticas.
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“NANOCAPSULAS POLIMERICAS DEFORMAVEIS NO )

ENCAPSULAMENTO DE BIOATIVOS” M

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengao trata-se de um sistema de nanocapsulas com
propriedade de deformacao, o que torna esse sistema de grande interesse na
passagem de barreiras biolégicas, por exemplo, a permeagéo transepidermal,
além da possibilidade de formagvéo de filmes uniformes. As nanocapsulas foram
produzidas a partir de um polimero biocompativel e biodegradavel, o poli(D,L-
lactideo) denominado PLA. O nucleo oleoso do dito sistema de nanocapsulas
compreende substancias ativas.

Dessa forma, esse sistema pode ser de grande interesse para sistemas
de liberagdo sustentada de farmacos ou ativos cosméticos por industrias

farmacéuticas e cosmeéticas.

FUNDAMENTOS DA INVENGAO
Nanoparticulas
As nanoparticulas como carreadoras de farmacos tem se destacado nas
ultimas décadas devido a possibilidade da redugéo da toxicidade de drogas,
liberagdo sustentada, aumento da eficacia do medicamento, diminuindo as
quantidades terapéuticas necessarias, além da possibilidade de passagem: por
barreiras biolégicas (Panyman e Labhasetwar, Adv. Drug Del. Rev. 55, 329-
347, 2003; Vauthier, C. e Bouchemal, K. Pharm. Res., 26, 1025-1058, 2009.).
No contexto de permeagdo cutédnea, os nanocarreadores tem se destacado
pela possibilidade de uma maior permeagao do bioativo (Guterres et al., Drug
Target Insights 2, 147-157, 2007; Hoet et al., J. Nanobiotech. 2, 12-26, 2004).
Na tecnologia farmacéutica, as nanoparticulas séo definidas como

. sistemas coloidais submicrométricos, geralmente na faixa de 10 a 1000nm

(Soppimath et al., J. Control. Rel. 70, 1-20, 2001).

A nanotecnologia farmacéutica teve inicio em 1968 com os lipossomas
como carregadores de farmacos hidrofilicos ou lipofilicos (Sessa e Weissman,
J. Lipid Res. 9, 310-315, 1968). No final dos anos 70, surgiram as



10

20

25

30

2/24 R

nanoparticulas poliméricas carreadoras de farmacos lipofilicos (Couvreur et ak;
J. Pharm. Pharmacol.,, 31, 331-332, 1979). Na década de 1990, as™
nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN), lipidios sélidos a temperatura corporal,
foram propostas como carreadores de farmacos e cosméticos (Schwarz et al.,
J. Control. Release, 30, 83-96, 1994), porém apresentaram limitagées quanto a
expulsdo prematura da droga. Este problema foi resolvido através do uso de
uma mistura de lipidios, incluindo lipidios liquidos no sistema, sendo que este
sistema foi denominado carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC) (Muller
et al., Adv. Drug Del. Rev., 54, S131-S155, 2002). Quando comparada aos
lipossomas, as nanoparticulas poliméricas apresentam maior estabilidade em
fluidos biolégicos e no armazenamento, além de sua preparagéo apresentar
uma maior facilidade de escalonamento (Quintar-Guerrero et al., Drug Dev. Ind.
Pharm. 24, 1113-1128, 1998).

Nas nanoparticulas poliméricas, o agente terapéutico pode ficar
encapsulado em um nucleo oleoso (nanocapsulas) ou disperso na matriz
(nanoesferas), além de poder estar adsorvido ou ligado quimicamente na
superficie de nanoparticulas (Schaffazick et al, Quim. Nova 26, 726-737,
2003).

Um dos métodos de preparagdo comumente empregado na obtencéo
desses sistemas € o método de nanoprecipitacdo, patenteado (EP0274961
Process for preparing a colloidal and disperse system in the shape of
nanocapsule, Hatem Fessi, Francis Puisieux and Jean-Philippe Devissaguet,
1987) e posteriormente publicado por Fessi et al. (Int. J. Pharm. 55, R1-R4,
1989). Tal método, na produgcdo de nanocapsulas, consiste em uma fase
organica contendo um solvente miscivel em agua, um éleo, ativo lipofilico e
opcionalmente, um surfactante lipofilico. Essa fase orgénica é adicionada a
uma fase aquosa, que pode conter um surfactante hidrofilico. Posteriormente, o
solvente organico é removido, obtendo a suspensao aquosa de nanoparticulas.
Este método apresenta como vantagens facilidade de escalonamento, o uso de
solventes nao toxicos, além de uma boa reprodutibilidade. Além disso, tem sido

empregada industrialmente, uma vez que a patente de Fessi et al. foi licenciada
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pela L'Oreal para a produgdo de nanocapsulas poliméricas no inicio dos anos:'? !
90 (Guterres et al., Drug Target Insights 2, 147-157, 2007).

Os polimeros comumente empregados na preparagdo das
nanoparticulas poliméricas séo o poli(D,L-lactideo) (PLA), poli(D,L-lactideo-co-
glicolideo) (PLGA) e o poli(e-caprolactona) (PCL), sendo biocompativeis e
biodegradaveis com residuos ndo téxicos (Panyman e Labhasetwar, Adv. Drug
Del. Rev. 55, 329-347, 2003).

Devido ao aumento da area superficial das nanoparticulas poliméricas
pela redugdo dos didmetros ocorre um aumento da tensédo superficial do
sistema o que favorece a coalescéncia das nanoparticulas. Dessa forma, o uso
de tensoativos, tipicamente entre 0,2 e 2,0 % (m/m), € comumente necessario
para aumentar a estabilidade fisica das particulas (Legrand et al., S. T. P.
Pharm. Sci. 9, 411-418, 1999; Quintar-Guerrero et al., Drug Dev. Ind. Pharm.
24, 1113-1128, 1998). Dentre os estabilizantes mais empregados, destaca-se o
alcool polivinilico (PVA) que, no entanto, tem seu uso restrito pela Food and
Drug Administration (FDA), nao podendo ter aplicagdo intravenosa. Os
polaxamers, também conhecidos como Pluronics, sdo amplamente
empregados, pois apresentam baixa citotoxicidade. Os polisorbatos (Tweens e
Spans), permitidos pela FDA, sdo surfactantes ndo idnicos, encontrando-se
nesta classe surfactantes que podem ser solubilizados na fase aquosa ou
organica (Quintar-Guerrero et al., Drug Dev. Ind. Pharm. 24, 1113-1128, 1998).
Nucleos oleosos

As nanocapsulas apresentam como principal vantagem uma maior
quantidade de droga incorporada em relagao as nanoesferas. O nucleo oleoso
é formado por um 6leo solubilizando o ativo geralmente inerte, como o Miglyol
810 ou Miglyol 812® (Guterres et al., Drug Target Insights 2, 147-157, 2007;
Schaffazick et al., Quim. Nova 26, 726-737, 2003). Em principio, outros 6leos
podem ser empregados no nucleo oleoso, desde que o polimero da parede das
nanocapsulas nao seja soluvel em tal éleo.

O éleo palmitato de retinila é a forma mais estavel de armazenamento
de vitamina A que apresenta importante papel na diferenciagdo celular, bem

como prevengao de cancer epitelial (Kurlandsky et al., J. Biol. Chem. 271,
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15346-15352, 1996). Além disso, outros trabalhos relatam a possibilidade de"

uso do palmitato de retinila como fotoprotetor, sendo demonstrada a prevengéo
de eritema, perda de agua transepidermal e queimadura solar em
camundongos sem pelos (Antille et al., J. Invest. Dermatol. 121, 1163-1167,
2003). Dessa forma, o palmitato de retinila apresenta amplo uso | em
formulagées cosméticas, principalmente em cremes anti-rugas. Entretanto, a
aplicacédo do palmitato de retinila ndo se restringe apenas a aplicagdes
cosméticas por apresentar importantes fungdes biolégicas, além de poder atuar
em efeito sinergistico quando em combinagdo com outros bioativos como, por
exemplo, flavonéides. No entanto, este 6leo, o palmitato de retinila, ndo foi
observado em aplicagdo em nanocapsulas empregando o polimero PLA.
Permeag¢ao cutanea

No que se refere a aplicagdo cuténea, a pele em sua camada mais
externa, camada cérnea, apresenta uma estrutura do tipo tijolos-cimento,
aonde os tijolos sdo as células de queratinécitos e o cimento os lipidios que
unem estas células. O mecanismo de permeagdo pode ser, portanto,
intercelular (através do cimento) ou intracelular (através dos tijolos). Outro
mecanismo importante € via apéndices, que é basicamente formado pelos
foliculos pilossebaceos que representam apenas em torno de 1% da superficie
da pele, além de permeacgédo através de poros finos em média de 30 nm,
influenciada por gradiente de pressao transepidérmico, ou seja, sem oclusédo
(Trotta et al., Int. J. Pharm. 2002, 241, 319-327; Wertz e Downing, Stratum
Corneum: biological and biochemistry consideration. In: Hadgraft, J., Guy, R. H.
(Eds), Transdermal Drug Delivery: Development Issues and Research
Initiatives. Marcel Dekker: New York, 1989).

Os mecanismos pelo quais os nanocarreadores aumentam a permeagao
cutanea nao sao totalmente elucidados, poréem algumas propriedades, além do
tamanho, como carga superficial e lipofilicidade sdo importantes no perfil de
permeacao (Hoet et al., J. Nanobiotech. 2, 12-26, 2004). No que se refere a
carga, nanoparticulas de latex positivas, negativas e neutras de tamanhos 50,
100, 200 e 500 nm foram estudadas na permeagédo cutédnea e somente as

nanoparticulas negativamente carregadas de 50 e 500 nm permearam
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13-17, 2004). Os autores sugeriram uma carga limite que deve ser alcangada
para permitir a passagem de particulas através de canais temporais formados
por repulsao entre os lipidios da pele e as particulas, levando a permeagédo. Em
outro estudo de permeacgao por técnica de microscopia de varredura a laser
confocal (CLSM), as imagens revelaram que o corante vermelho do Nilo
encapsulado em PCL (250 nm) alcangou camadas mais profundas da pele
quando comparadas ao corante nao-encapsulado (Alvarez-Roman et al.,
Pharm. Res. 21, 1818-1825, 2004). Em um estudo subsequente, particulas
fluorescentes de poliestireno entre 20 e 200 nm foram empregadas para se
verificar a distribuigcdo na pele, sendo que se observou um acumulo maior das
particulas nos foliculos ao invés de uma permeacéao uniforme. Baseado neste
trabalho os autores sugeriram que em seu trabalho anterior (com corante
vermelho do Nilo) as nanoparticulas ndo permearam a pele e sim permitiram
uma liberagdo uniforme do modelo lipofilico (Alvarez-Roman et al., J. Contr.
Rel. 99, 53-62, 2004). As nanoparticulas poliméricas de poliésteres, em
principio, por nao ter ions nao apresentam carga formal. No entanto, as
nanocapsulas, objeto desta invengdo, assim como os demais poliésteres
relatados na literatura apresentam potencial zeta (carga no raio hidrodindmico
da particula) ligeiramente negativo decorrente de grupos hidrolisados dos -
poliésteres localizados na superficie das nanoparticulas (Ahlin et al., Int. J.
Pharm., 239, 113-120,2002).

Nanoparticulas de PLGA foram investigadas aumentando a permeacao
de acido flufendmico. Somente a droga apresentou maior permeagao, sendo
que as nanoparticulas ficaram retidas na camada mais externa da pele. Além
disso, o pH influenciou no gradiente de concentragdo desta droga a partir das
camadas mais externas (camada cérnea) em diregcao a derme (Luengo et al.,
Skin Pharmacol. Physiol. 9, 190-197, 2006). Dessa forma, os resultados da
literatura indicam que o aumento de permeagdao da droga empregando
nanoparticulas poliméricas ocorre devido a formagao de um filme sobre a pele,

decorrente da retengdo das nanoparticulas, que diminui a perda de agua
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poliméricos, como de PLGA, é uma maior permeagédo em barreiras bioldgicas
devido a capacidade de deformagdo das mesmas. As particulas de PLGA
supracitadas, por exemplo, ndo permeiam a pele e ficam retidas na superficie.
A vantagem das nanocapsulas, objeto desta invencdo e que nao utiliza PLGA,
€ a de maior permeacédo do nanocarreador do ativo, possibilitando a liberagao
em camadas ainda mais profundas da pele.

Outros nanocarredadores, no entanto, como os lipossomas elasticos,
sdo conhecidos por permearem a pele uniformemente permitindo uma
aplicagdo transdérmica (Trotta et al., Int. J. Pharm. 241, 319-327, 2002;
Bouwstra e Honeywell-Nyguyen, Adv. Drug Deliv. Rev. 54, S41-S55, 2002).
Quando comparadas aos lipossomas, as nanocapsulas poliméricas, objeto
desta invengdo, apresentam maior estabilidade em fluidos biolégicos e no
armazenamento, além de sua preparagdo apresentar maior facilidade de
produgéo em larga escala.

Recentemente, polimerossomas (vesiculas de copolimero em bloco
policaprolactona-polietilenoglicol-policaprolactona) foram relatadas para
aumento de permeagdo cutanea, devido a capacidade de deformagdo das
particulas observadas por microscopia eletrénica de transmisséo (TEM), pela
possibilidade de passagem do carreador através de poros da pele (Rastogi et
al., Colloid Surf. B-Biointerfaces, 72, 161-166, 2009). Este sistema apresenta
nucleo aquoso, portanto, mais eficiente no armazenamento de moléculas
hidrofilicas, enquanto que o presente invento tem como proposta o
encapsulamento de moléculas hidrofébicas por compreender nucleo oleoso.

A possibilidade de uso de nanoparticula polimérica em que o carreador
pode apresentar capacidade de deformagédo, similarmente aos lipossomas
elasticos mostra-se de extrema importancia na permeagédo de barreiras
bioldgicas, principalmente no que se refere a aplicagées transdérmicas. Uma
das possiveis vantagens das nanocapsulas poliméricas, ora apresentadas, em
relacdo aos lipossomas elasticos € uma liberagdo mais lenta do ativo. Os

lipossomas por serem sistemas auto-organizados, apresentam reorganizagao
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ativo.

A patente US7498045 (Chang, Thomas M. S.; Yu, Wei-Ping; Powanda,
Douglas. Polymeric nanocapsules and uses thereof. Data de deposito:
28/08/2002) refere-se a nanocapsulas de co-polimero biodegradavel poli(D,L-
lactideo)-polietilenoglicol (PLA-PEG) preparadas encapsulando hemoglobina
como exemplo de macromolécula. A principal proposta desta tecnologia € um
aumento no tempo de circulagéo das nanocapsulas devido a presencga de PEG.
Inclui um método de preparagdo mais complexo que vai desde a sintese do co-
polimero ao posterior aumento do tempo de residéncia da hemoglobina por
adicao de agentes de reticulagdo. As nanocapsulas deste sistema nao sao

deformaveis, utiliza varios materiais de formulagéo distintos dos empregados

na presente invencao, tendo apenas o PLA como reagente comum e nao
propbée uso em aplicagao dérmica. O fato de se utilizar varias etapas e varios
reagentes, além de aumentar o custo do processo, aumenta a possibilidade de
etapas falhas, por exemplo, inativagao do ativo encapsulado devido ao uso de
reagente de reticulagao.

As caracteristicas de deformagédo sao importantes tanto para aumento
de capacidade de formacdo de filmes uniformes quanto para aumento de
permeagao em barreiras bioldgicas, como permeagao cuténea. Caracteristica
elastica em sistemas poliméricos foi observada anteriormente apenas em
micelas de policaprolactona-polietilenoglicol-policaprolactona, as quais diferem
da presente invencado pelo tipo de material empregado e pela estrutura
(sistema auto-organizado), além de nao apresentar nucleo oleoso (Rastogi et
al., Colloid Surf. B-Biointerfaces, 72, 161-166, 2009). Outros sistemas que
apresentam caracteristica elastica sdo alguns lipossomas (Cevic e Blume,
Biochim. Biophys. Acta-Biomembr. 1104, 226-232, 1992) e SLN (Mdiller e col.,
Eur. J. Pharm. Biopharm., 50, 161-177). As nanocapsulas de PLA, objeto
desta invengéo, apresentam caracteristicas de deformacdo, o que lhes
conferem possibilidade de atingir camadas mais profundas da pele e o

carreamento do palmitato de retinila como nucleo oleoso em uma nanocapsula
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O documento EP1342471-1 (Simonnet, Jean-Thierry; Guerin, Gilles.
Nanocapsules based on polyol polyester, and cosmetic and dermatological
compositions containing same. Data de depédsito: 09/10/2003) apresenta
nanocapsulas contendo uma parede polimérica de poliéster-poliol obtido por
policondensagéo para o encapsulamento de retinol ou seus ésteres nas
nanocapsulas para uso cosmético ou dermatolégico. Como nucleo oleoso,
propde o uso de éleos convencionais, como o éleo de jojoba e 6leo de ricino.
Os inventores sugeriram um aumento na permeagdo cutdnea das
nanocapsulas baseados somente no tamanho submicrométrico (menor que 1
um), porém nenhum exemplo de concretizagéo foi realizado demonstrando a
penetragéo na pele e muito menos o aumento de permeacdo. Além disso, as
nanocapsulas néo sdo deformaveis, de maneira que as nanocapsulas da
presente invengcado apresentam-se mais promissoras quanto a permeagao
cutanea.

A patente EP1316301-A (Duranton, Albert; Renault, Beatrice; Mahe,
Yann; Marion, Catherine; Catroux, Philippe. Cosmetic or dermatological
composition containing a retinoid and/or a carotenoid and acexamic acid. Data

de deposito: 04/06/2004) descreve o uso de palmitato de retinila em associagao

com acido acexamico em uma formulagdo cosmética, apresentando como

vantagem melhoria na reepitelizagdo cutanea, no entanto difere da presente
invengdo, pois nao trata-se de nanocarreadores e a formulagdo difere da
composi¢cao da presente invengéo, tendo como componente comum somente o
palmitato de retinila. A formulagdo da presente invengéo apresenta como
principal vantagem em relagéo a este trabalho o direcionamento do palmitato
de retinila a camadas mais profundas da pele, o que significa em um
aumentando da eficacia do palmitato de retinila.

A patente EP0557489 (Ribier, Alain; Richart, Pascal; Handjani, Rose-
Marie. Composition Providing a Lasting Cosmetic and/or Pharmaceutical
Treatment of the Upper Epidermal Layers by Topical Application on the Skin.
Data de depésito: 01/03/1992) emprega um polimero nao-biogradavel na
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liberagdo do farmaco. Entretanto, o perfil de liberagdo pode ser tanto por “<
difusdo quanto por degradagéo e, no geral, a difusdo é mais rapida do que
degradagao, ou seja, tal invengdo nao aumenta o tempo de residéncia de todos

os ativos (devido a difusao) e ainda cria um problema que é a utilizagdo de um
plastico ndo-degradavel que ndo se sabe se e quando ocorrera sua eliminagao
caso absorvido.

Diante de todo estado da técnica a presente invengdo traz
vantajosamente uma proposta de nanocapsulas poliméricas de PLA e nucleo
oleoso de palmitato de retinila com caracteristica de deformacgao, baixo indice
de polidispersao, maior didmetro comparadas com nanoesferas, alto indice de
eficiéncia de encapsulamento, estaveis, elasticas, baixa citotoxicidade entre
outras atribuicdes descritas posteriormente. E um objeto adicional dessa
invengcdo a possibilidade de adicionar um ou mais principios ativos
lipossoluveis em palmitato de retinila, selecionados dentre benzofenoma e
baicaleina, no entanto sem restringir. Dessa forma, as nanocapsulas ora
apresentadas sdo de grande interesse para industrias farmacéuticas e

cosméticas.

BREVE DESCRIGAO DA INVENGAO

Nanocapsulas deformaveis compreendendo uma parede polimérica de
PLA e um nulcleo oleoso de palmitato de retinila contendo uma razao
oleo/polimero que varia preferencialmente entre 2,5/1,0 e 3,5/1,0 m/m, um
nucleo oleoso contendo um ou mais principios ativos lipofilicos aceitaveis,
como, por exemplo benzofenona e baicaleina, em em pelo menos um reagente
selecionado do grupo: solvente organico miscivel em agua, solvente organico
imiscivel em agua, surfactante e mistura entre eles, um indice de polidisperséao
baixo, um didametro médio de particula que varia de 182,7 a 285,8 nm, elastico,
uma faixa aceitavel analiticamente de recuperacao de palmitato de retinila em
relacéo a quantidade inicial, uma eficiéncia de encapsulamento de 99,9% e um

potencial zeta negativo. Dessa forma, o objeto da presente invengéo pode ser
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BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1. apresenta as estruturas quimicas dos principais componentes
do sistema: palmitato de retinila (PR) e poli(D,L-lactideo) (PLA).

Figura 2: apresenta exemplos de concretizagéo da estabilidade normal e
acelerada das nanocapsulas com e sem antioxidantes em funcdo da
porcentagem de palmitato de retinila nanoencapsulado em um tempo
determinado de armazenamento em relagéo ao teor do mesmo principio ativo
no tempo inicial. NC corresponde a nanocapsulas sem estabilizantes; NCEST
corresponde a nanocapsulas com BHT e Tinogard Q.

Figura 3. apresenta o exemplo de concretizagdo da estabilidade das
nanocapsulas em relagcao ao pH do presente invento em fungao do tempo. NC
corresponde a nanocapsulas sem estabilizantes; NCEST corresponde a
nanocapsulas com BHT e Tinogard Q.

Figura 4: apresenta os valores medidos de potencial zeta das
nanocapsulas em fungdo do tempo. NC corresponde a nanocapsulas sem
estabilizantes; NCEST corresponde a nanocapsulas com BHT e Tinogard Q.

Figura 5. apresenta a distribuicdo de didmetros de nanocapsulas de
palmitato de retinila em relagédo ao tempo. NC corresponde a nanocapsulas
sem estabilizantes; NCEST corresponde a nanocapsulas com BHT e Tinogard
Q.

Figura 6: apresenta os ensaios de citotoxicidade das nanocapsulas de
palmitato de retinila em culturas de principais células encontradas na pele:
fibroblastos e queratinécitos. A linhagens celulares utilizadas foram fibroblastos
de embrido de camundongo (BALB/c 3T3) e de queratindcito humano (HaCaT).

Figuras 7A-D: apresentam as imagens de microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM) de: (A) niossomas (Span 60), (B) nanoesferas, (C)

nanoemuls&o em relagao as (D) nanocapsulas do presente invento.
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Figura 8A-B: Apresenta a deformagdo das nanocapsulas (A)

comprovagdo do mecanismo proposto de deformagdo (B-C) através das <% -1

nanocapsulas secas com vizinhanga (B) e secas isoladas (C).

Figura 9: apresenta as curvas de histerese do comportamento reolégico
das nanocapsulas (NC) incorporadas ao gel em comparagéo ao gel sem a
adicao das nanocapsulas.

Figura 10: apresenta testes de permeacéo durante a aplicagédo da
composicdo compreendendo nanocapsulas palmitato de retinila, objeto deste
invento em pele humana abdominal apos 24 h de permeacgéo.

Figura 11: apresenta os resultados da permeacao da BZ3 encapsulada
em nanocapsulas de palmitato de retinila (NC) e nanoesferas (NS) em pele
humana abdominal apds 24 h de permeagéo em célula de difusdo vertical de
Franz.

Figura 12: apresenta um esquema representativo de imagem obtida por
microscopia de varredura a laser confocal (CLSM) em ensaios de permeagao
em pele humana em célula de difusédo vertical de Franz por 4 horas, analisada
em seccionamento éptico do microscépio no eixo de profundidade na pele
(X,Z). Da imagem original, pele corresponde a auséncia de fluorescéncia nas
condicdes empregadas (preto); palmitato de retinila corresponde a imagem
verde; palmitato de retinila mais PLA-azul do Nilo corresponde a verde mais
vermelho, respectivamente corresponde a imagem cor-de-laranja. -

Figura 13: Perfil de liberagdo da benzofenona (BZ3) livre, incorporada
em nanoemulsdes (NEBZ3), nanocapsulas (NCBZ3) e nanoesferas (NSBZ3).

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invengdo refere-se a uma nanocapsula deformavel
compreendendo uma parede polimérica de PLA e um nucleo oleoso de
palmitato de retinila. E um objeto adicional da presente invengdo uma
nanocapsula deformavel conforme descrito anteriormente compreendendo um
nucleo oleoso contendo um ou mais principios ativos lipofilicos soliveis em

palmitato de retinila. Para efeito de concretizagcdo da presente invencgao
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entanto restringir.

O objeto da presente invengdo retrata o uso de nanocapsulas
deformaveis compreendendo uma parede polimérica de PLA e um nucleo
oleoso de palmitato de retinila contendo uma razao 6leo/polimero que varia
preferencialmente entre 2,5/1,0 e 3,5/1,0 m/m, um nucleo oleoso contendo um
ou mais principios ativos lipofilicos aceitaveis em um solvente organico e um
surfactante, um indice de polidisperséo que varia preferencialmente de 0,07 a
0,19, um diametro médio de particula que varia de 182,7 a 285,8 nm, um valor
de elasticidade que compreende 31,8 + 6,8, uma faixa de recuperagéo de
palmitato de retinila em relagdo a quantidade inicial entre 90 e 110 %, uma
eficiéncia de encapsulamento de 99,6 a 99,9% e um potencial zeta que varia
entre-320+44 mVe-72+52mV.

Um objeto adicional da presente invengao retrata o uso de nanocapsulas
deformaveis compreendendo uma parede polimérica de PLA e um nucleo
oleoso de palmitato de retinila contendo benzofenona na preparagédo de um
cosmético para ser aplicado como protetor solar para aplicagao dérmica e uso
de nanocapsulas deformaveis compreendendo uma parede polimérica de PLA
e um nucleo oleoso de palmitato de retinila contendo um principio ativo
selecionado do grupo dos flavondides preferencialmente baicaleina na
preparacdo de um medicamento antiinflamatério e antioxidante para aplicagéao

dérmica ou parenteral.

A Figura 1 apresenta a estrutura quimica da nanocapsula da presente
invengao.

Na presente invengao consideram-se as seguintes defini¢des: poli (D,L-
lactideo) denominado PLA, palmitato de retinila denominado PR, baicaleina
denominado BAI, benzofenona-3 denominado BZ3, nanocapsulas denominado
NC, nanoesferas denominado NS, nanoemulsées denominado NE, 3 ,5-di-terc-
butil-4-hidroxi-tolueno denominado BHT, tampao fosfato salino denominado
PBS, polioxietilenoglicol 8-laurii denominado PEG-8L, linhagem celular de
fibroblastos de embrido de camundongo denominado BALB/c 3T3, linhagem

celular de queratinécitos humano denominado HacaT, vermelho neutro



10

15

20

25

30

13124 e

G Rk
A i,

denominado VN, dicicloexilcarbodiimina denominado DCC, nanopartl’c”@pgs

T M . T TR )
lipidicas soélidas denominado SLN, carreadores lipidicos nanoestruturados:s = 1%

denominado NLC, poli(lactideo-co-glicolideo) denominado PLGA, poli(e-
caprolactona) denominado PCL, alcool polivinilico denominado PVA, Food and
drug administration denominado FDA, ultravioleta denominado UV, microscopia
de varredura a laser confocal denominado CLSM, microscopia eletrénica de
transmissdao denominado TEM, cromatografia liquida de alta eficiéncia
denominado HPLC, espalhamento de luz dinamico denominado DLS, indice de
polidispersdao denominado PDI.

O processo de preparagdo das composi¢ées das nanocapsulas é
conhecido do estado da técnica, solubiliza-se um o6leo, preferencialmente o
palmitato de retinila e opcionalmente, um agente ativo lipofilico aceitavel em um
solvente organico miscivel em agua (acetona), com ou sem a adicdo de um
surfactante. Esta fase organica € adicionada a uma fase aquosa sob agitagéao
magnética, na qual se adiciona um surfactante em concentragao igual ou
superior a 0,2 % (m/V). O solvente organico & posteriormente removido e a
suspensdo aquosa concentrada sob evaporagdo a presséo reduzida. Neste
método, as nanocapsulas sao formadas pela precipitagdo de seus
componentes na forma de nanocapsulas, a partir da insolubilidade alcangada
na difusdo do solvente organico para a fase aquosa. Solventes orgéanicos
imisciveis em agua (como cloroférmio) também podem ser empregados, mas
neste caso utiliza-se outro método de produgdo como emulsificagdo em que
goticulas da fase organica em agua de tamanhos submicrométricos séo
formadas a partir de métodos de alta energia (Utraturrax®, por exemplo),
sendo que as nanocapsulas sao formadas durante a evaporagéo do solvente.

A suspensao final de nanocapsulas pode ser seca por métodos como
spray-drying ou utilizadas diretamente na obtengao da formulagdo final como

semi-solidos para uso topico.

Exemplos
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limitativos de sua concretizagao preferida.

Exemplo 1: Nanocapsula deformavel compreendendo uma_parede polimérica

de PLA e um nucleo oleoso de palmitato de retinila.

A preparagdo das composicdes de nanocapsulas deformaveis
compreendendo uma parede polimérica de PLA e um nucleo oleoso de
palmitato de retinila foi realizada através de técnicas convencionais relatadas

acima.

Exemplo 2: Nanocapsula deformavel compreendendo uma parede polimérica

de PLA e um nucleo oleoso de palmitato de retinila contendo benzofenona.

O fitro UV benzofenona-3 (BZ3) foi encapsulado no sistema de
nanocapsulas deformaveis através da solubilizagdo do bioativo na fase

organica na preparagao das nanocapsulas conforme descrito anteriormente.

Exemplo 3: Nanocapsula deformavel compreendendo uma parede polimérica

de PLA e um nucleo oleoso de palmitato de retinila contendo baicaleina.

O flavonodide baicaleina (BAIl) foi encapsulado no sistema de
nanocapsulas deformaveis através da solubilizacdo do bioativo na fase

organica na preparagao das nanocapsulas conforme descrito anteriormente.

Caracterizacao fisico-quimica das composicdes das nanocapsulas

Na preparagdo de nanocapsulas do presente invento, testaram-se
formulagbes com razao éleo/polimero entre 2,5/1,0 e 3,5/1,0 (m/m). Em todos
os sistemas ocorreu a formagao de nanocapsulas, a qual é indicada pelo baixo
indice de polidisperséo (P.D.l. < 0,2), além do maior diametro em relagéo as

nanoesferas (Tabela 1, medidas por espalhamento de luz dinamico, DLS).
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Desta forma optou-se por uma formulagédo intermediaria para prosseguiw

Tabela 1. Didmetros médios de particulas (d) e polidispersidades (P.D.l.) das
preparagées NS, NC1, NC2 e NC3.

o
- .
. Lilh]
b AL, T PRI
9s ~
PN  fu

oty 'uc/u
exemplos (6leo/polimero = 3,0/1,0 m/m). Ey .

Preparagdes Diametros

d/nm P.D.I.
NS Nanoesferas (sem adicao de 6leo) 125,7 0,154
NCA1 Nanocapsulas 2,5/1,0 238,3 0,112
NC2 (6leo/polimero  3,0/1,0 261,5 0,104
Nc3 M) 3,5/1,0 265,9 0,075

Os resultados da Tabela 1 sdo referentes a matéria prima de mesmo
lote. Quando se varia o lote de polimero, por exemplo, tém-se modificagées
nos didmetros e potenciais zeta, sendo que, nesses casos foram encontradas
amostras NC com didmetros de 182,7 nm a 2858 nm, indices de
polidispersidades entre 0,07 e 0,19 e potencial zeta entre -32,0 t44mVe-72+

52mV.
A eficiéncia de encapsulamento para esta formulagéo foi determinada

por método de centrifugagao/fitracdo em membrana Millipore Microcon 100
kDa. O filtrado foi injetado em método analitico por HPLC, quantificando-se o
ativo “livre” (ndo encapsulado). A quantidade total de palmitato de retinila na
formulacdo foi determinada apds dissolugdo de 100 puL de suspensdo em 10
mL de acetonitrila. A quantidade de palmitato de retinila foi determinada entre
90 e 110 % da quantidade inicial (faixa de recuperagéo aceitavel pelo método
analitico), indicando que ndo ocorrem perdas do ativo durante a preparagdo. A
eficiéncia de encapsulamento foi determinada pela quantidade de ativo livre/
quantidade de ativo total (x100). A eficiéncia de encapsulamento foi de 99,9%.
O potencial zeta (medida da carga na superficie de cisalhamento da
particula no raio hidrodinamico) foi determinado através de medida da
mobilidade eletroforética em equipamento ZetaSizer NanoZs. Obteve-se
potencial zeta aproximadamente de -20 mV. O potencial zeta negativo refere-
se a carga formada por hidrélise do polimero PLA (poliéster) que gera grupos

carboxilicos. Os surfactantes empregados (ndo iénicos), Polaxamer 188 ou
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Polissorbato 80, nao influenciam significativamente para valores negatwos
sendo que o principal mecanismo de estabilizagdo das nanocapsulas, nesie
caso, além de estabilizagcao por carga, é por efeitos estéricos (efeito osmético)
e camada de hidratagdo (aumento da distancia entre as particulas), conferida
pelos estabilizantes.

O tipo de surfactante empregado, nao influenciou significativamente na
distribuicdo de diametros das particulas, obtendo-se didmetros efetivos de
219,7 nm e 219,6 nm, utilizando polissorbato 80 ou polaxamer 188 (1 % m/v),
respectivamente. Além disso, a obtengdo de nanocapsulas com mesma
distribuicdo de didmetros foi possivel sem a adicdo de surfactante
hidrossoluvel. No entanto, essa suspensao coalesce aproximadamente uma
hora apés o preparo. Na verdade, a presenga de tensoativos ndao € um fator
primordial na formacdo dos sistemas coloidais. Eles conferem maior
estabilidade, prevenindo a agregagcdo com o passar do tempo (estabilidade
cinética).

Quanto a estabilidade quimica (Figura 2) avaliada por HPLC observou-
se que, mesmo encapsulado, o palmitato de retinila apresenta uma degradagao
rapida em funcéo do tempo. Foi possivel, no entanto, estabilizar as suspensdes
formadas através da adicdo de um estabilizante lipossolavel, di-terc-butil-4-
hidroxi-tolueno (BHT), e um filtro solar, Tinogard Q (citrato de tris(tetrametil-
hidropiperidinol, o qual reduz o potencial para reagdo de degradagdo por
minimizar a vida media dos estados excitados intermediarios), ambos a 0,1%
(m/V). Somente na avaliagdo de estabilidade “acelerada”, ou seja, a 42°C
observou-se perda de palmitato em um més, sendo equivalente a 25% da
quantidade inicial. Em 3 meses (120 dias), observa-se uma quantidade menor
do que 10% de palmitato de retinila no ensaio a 42 °C.

Com relagdo ao pH das suspensdes (Figura 3), observa-se que o
estabilizante hidrofilico eleva o pH das suspensdes inicialmente e protege a
suspensdo. Sem estabilizante ocorre uma diminuicdo do pH das suspensdes e
com temperatura mais elevada ocorre degradagdo. No sistema de
nanocapsulas Mygliol 810 em PLA também se observou o decréscimo do pH

'1'4 Ormara
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em funcdo do tempo pela degradagdo do polimero (Guterres e col., Int. J. thf,g_

Pharma. 113, 57-63, 1995).

A estabilidade fisica das particulas foi avaliada quanto aos didmetros
médios e potencial zeta. Os dados de potencial zeta apresentam um
decréscimo em fungéo do tempo no primeiro més (Figura 4), o que indica a
presenca de acidos carboxilicos gerados na superficie das nanoparticulas
induzindo carga negativa na superficie de cisalhamento (raio hidrodinamico).

Com relagdo aos didmetros médios (Figura 5), observa-se que com o
passar do tempo pelo menos até 1 més de analise ndao ocorre grandes
variagdes nos tamanhos com excegcdo das amostras armazenadas em
geladeira, sendo que as nanocapsulas sem estabilizantes aumentam de
tamanho ja nos tempos iniciais. Tais medidas foram realizadas para as
amostras contendo polaxamer 188. Cabe mencionar que para amostras
contendo Tween 80, os didmetros se mantém constantes por pelo menos 4
meses da preparagao.

Citotoxicidade

A Figura 6 apresenta os resultados de ensaios de citotoxicidade
realizados linhagens de queratinécitos humanos HaCaT e fibroblastos de
embrides de camundongos BALB/c 3T3. As células foram semeadas em placas
de 96 pogos e uma concentragéo de 3,0 x105 células/mL e incubadas a 37 °C
sob atmosfera umida contendo 5% de CO, durante 24 h. Apés 24 h de
incubagdo, as células foram tratadas com diferentes concentragées dos
surfactantes e incubadas por 24 h. A seguir, a proliferagao celular foi avaliada
através da captacdo de vermelho neutro (VN: cloridrato de 3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazina). Os resultados foram expressos em relagdo ao
controle (100%) e representam média + desvio padrdao de 2 experimentos
independentes realizados em sextuplicata. As formulagdes de nanocapsulas
apresentaram citotoxicidade (46 % de viabilidade celular) apenas na
concentragéo mais alta testada (1140 pmol L") em linhagem de queratindcitos.
Uma vez que as linhagens testadas apresentam boa correlagdo com os
queratindcitos e fibroblastos presentes na pele humana, pode-se sugerir que as

nanocapsulas apresentam-se seguras para a aplicagéo dérmica.
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Caracterizagio morfologica b},

Para efeito de comparagdo das nanocapsulas com demais estruturas,
preparou-se também nanoesferas, niossomas e nanoemulsdo pelo mesmo
meétodo de preparacao, sendo que as nanoesferas sdo obtidas pela omissao do
6leo, na nanoemulsédo nao se utiliza o polimero, e nos niossomas omite-se o
6leo e o polimero, tendo-se apenas estruturas formadas a partir de -
surfactantes.

A Figura 7 apresenta a imagem de microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM) das nanoesferas de PLA (branco sem 6leo), da
nanoemulsdo (sem polimero), niossomas (sem polimero e 6leo) e das
nanocapsulas obtidas. Nesse caso, o mecanismo de deformacdo é
comprovado na Figura 8, na qual se observa que somente as particulas secas
na vizinhanga (Figura 8-A) apresentam deformacgdo enquanto que esferas
secas isoladas permanecem esféricas (Figura 8-B). Observa-se que ao
contrario das nanoesferas e da nanoemulsdo, as nanocapsulas apresentam
caracteristica de deformagédo, sendo que ao secar sobre o porta-amostras, o
efeito de adesao capilar, segundo a equagao de Young-Laplace, permite que
elas se deformem sem que ocorra coalescéncia das particulas (Adamson,
Physical chemistry of surfaces, 6th ed.; John Wiley & Sons: New York, 1997).
Passagem por membranas sintéticas de policarbonato

A pele humana possui poros de didmetros médios de 30 nm, com uma
pressao externa de 2,5 atm. Dessa forma, na literatura, a elasticidade de
lipossomas elasticos foi determinada através da mimetizagao de passagem por
poros da pele (Trotta e col., Int. J. Pharm. 241, 319-327, 2002; Bouwstra e
Honeywell-Nyguyen, Adv. Drug Deliv. Rev. 54, S41-S55, 2002). O método
consiste na extrusdo das particulas em duas membranas de policarbonato
sobrepostas sob pressdo transepidérmica. Utilizaram-se duas membranas
sobrepostas de policarbonato (50 nm de didmetro, Osmonics Inc.) para
simulagdo da tortuosidade da pele em duas pressdes diferentes 2,5 e 6,0 atm
gerada por Nzg). As nanocapsulas, embora deformaveis (conforme observado
nas imagens de TEM das Figuras 7 e 8), ndo passaram pela membrana. Para

aumentar a molhabilidade deste sistema, utilizou-se polioxietilenoglicol 8-lauril
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(PEG-8L) a (0,2 % m/V), o qual € comumente empregado na produgéc{i?igéu :Tjt‘“"'m i

Desta forma, a passagem das nanocéapsulas foi possivel, sendo que os
resultados de particulas que permearam as membranas (extrudado) em
relacdo as suspensdes iniciais e ao que ficou retido nas membranas séo
apresentados na Tabela 2. Ambos os experimentos, sob 2,5 atm e 6,0 atm,
resultaram no mesmo perfil de permeacdo com fluxos de 20 g/h/cm? e 38
g/h/cm?, respectivamente. O valor de elasticidade compreende 31,8 + 6,8.

Tabela 2. Dados de didametros e polidispersidades (P.D.l.) em estudo de
permeagéo em membranas sintéticas.

Didmetros médios / nm (P.D.l.)

Suspensdes extrudado Retido nas

iniciais membranas

NC 227,0,12)  (nao-determinavel) 231,6(0,16)

NC + PEG-8L 2,5 atm 220,0 (0,11) 296,0 (0,54) 604,3(0,61)
NC + PEG-8L 6,0 atm  215,7 (0,07) 295,7 (0,27) 608,1(0,55)

Cabe mencionar que o PEG-8L, apesar de ser empregado acima de sua
concentragéo micelar critica ndo é detectado por DLS quando filtrado devido a
diluicdo posterior do filtrado para analise, ou seja, as particulas medidas na
suspensdo sdo de fato as nanocapsulas. Apesar da elasticidade das
nanocapsulas, ha a necessidade de uso do PEG-8L para passagem em poros
sintéticos, a qual possivelmente pode estar relacionada com fendmenos de
repulsdo capilar devido a baixa molhabilidade das particulas para passagem
pelos poros de menores tamanhos na auséncia desse surfactante.

Os dados das Figuras 7 e 8 e Tabela 2 permitem sugerir que o sistema
nanocapsulas pode ser classificado como elastico, tendo em vista que a
diferenca de presséo originada pela diminuicdo das gotas durante o processo
de secagem das particulas sobre o porta-amostra (forcas de ades&o capilar,
AP), além da presséo transepidérmica nos ensaios em membranas, é suficiente
para deformar as particulas.

Incorporagdo em formulagéo semi-sélida
Testou-se também a possibilidade de se empregar as suspensdes em

formulagdes semi-sélidas. As curvas de histerese do comportamento reoldgico

'~

lipossomas elasticos (Cevc e col., BBA-Biomembranes, 1564, 21-30, 2002).>

i
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das formulagdes semi-sélidas sdo apresentadas na Figura 9, sendo qué;bUﬁ e
incorporagdo das nanoparticulas nado alterou significativamente as et
caracteristicas reologicas do sistema. O gel de Carbopol 940 empregado
apresentou comportamento de viscosidade do tipo tixotropico, ou seja,
aumentando o torque empregado, ocorre uma diminui¢do da viscosidade (P. M.

Alves e col., Pharmazie 60, 900-904, 2005). Esse comportamento reoldgico &

de grande importancia para produtos durante a aplicagéo tdpica, podendo ser
classificado como de facil aplicagao.

Utilizacdo das nanocapsulas para o encapsulamento de bioativos

Dois bioativos modelos foram encapsulados no sistema de
nanocapsulas deformaveis: o fitro UV benzofenona-3 (BZ3) e o flavonédide
baicaleina (BAl). O método de preparacdo das nanocapsulas consistiu na
solubilizagao do bioativo na fase orgénica na preparagéo das nanocapsulas.

A Tabela 3 mostra as principais caracteristicas fisico-quimicas do
sistema (tamanho e potencial zeta) e a incorporagdo de bioativos com alta
eficiéncia de encapsulamento.

As nanocapsulas apresentam como principal vantagem uma maior
incorporagdo da droga em relagdo as nanoesferas. A incorporagdo da droga
nao alterou significativamente os diametros de particulas e potencial zeta.
Tabela 3. Eficiéncia de encapsulamento, Distribuicdo de didmetros e potencial
zeta para os sistemas de nanoesferas (NS) e nanocapsulas (NC) de palmitato

de retinila incorporando bioativos baicaleina (BAl) e benzofenona-3 (BZ3).

Quantidade Eficiéncia de Diametros das .

. Potencial

Amostra incorporada / % Encapsulamento | suspensdes /
Zeta/ mV

(Mativo/Mpoiimero*100) % nm (PDI)

NCBZ3 10 99,7 210,7 (0,057) |-17,0£1,0
NSBZ3 1 99,8 112,2 (0,045) |-27,5+2,1
NCBAI 10 99,6 226,2 (0,143) |-26,7+6,6
NSBAI 1 95,6 154,7 (0,041) | -11,1£5,1

Tais resultados mostram que o sistema de nanocapsulas é bastante
eficiente como sistema reservatério de bioativos. Uma vantagem adicional do
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sistema de nanocapsulas em relagdo ao de nanoesferas (sem o 6leo) é a3

possibilidade de uma maior quantidade de droga incorporada.

Ensaios de permeacéo em pele humana abdominal

Os experimentos de permeagdo em membrana biolégica foram
realizados em pele humana abdominal doada de cirurgia plastica em célula de
difusao vertical de Franz. Os tecidos adiposos foram removidos imediatamente
apos a cirurgia e a pele foi armazenada a -20 °C por até 3 meses antes do uso.
A célula de difusdo de Franz empregada tem uma area de 2,01 cm? e
capacidade do compartimento receptor de 7 mL. A epiderme foi exposta a
célula doadora, enquanto que a derme foi mantida em contato com tampao
fosfato (PBS), pH 7,4, contendo 5 % de Tween 80 na célula receptora. Na
célula doadora, empregou-se o gel de Carbopol 940 ® a 0,5 % (m/m) com as
nanoparticulas. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética na célula
receptora, a 37 °C por 24 h. Apés o periodo de incubagéo. A superficie da pele
foi cuidadosamente lavada com agua destilada e seca com algodao. Realizou-
se a quantificagcdo do ativo na camada coérnea, removendo-a através da técnica
de aplicagdo de sucessivas fitas adesivas. A extracdo do ativo foi realizada a
40 °C em 5 mL de metanol, alternando-se entre Vortex e ultrassom por 30
minutos. Realizou-se a extragéo do ativo do restante da epiderme e da derme
pelo mesmo procedimento de extragao. As amostras foram filtradas em filtro de
0,45 ym e analisadas por HPLC. Os resultados representam média + desvio
padréo de 6 células de Franz para cada formulagao.

A Figura 10 apresenta os resultados dos estudos de permeagdo em
célula de difusdo vertical de Franz das nanocapsulas incorporadas em gel de
Carbopol ap6s 24 h de experimento. As nanocapsulas atingem em alta
concentragao a epiderme viavel e derme, além da solugao receptora, indicando
que as nanocapsulas apresentam permeacgao cutanea muito eficiente.

A pele é uma barreira bastante efetiva frente a permeacéao de diversas
substancias, sendo que a camada cérnea (células anucleadas de
queratindcitos) apresenta-se como a principal barreira quanto a permeagéo de
ativos (ABURJAI e NATSHET, Phytother. Res., 17, 987-1000, 2003). Uma vez

que se atingem camadas mais profundas da epiderme ou derme, o ativo pode
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receptora). Quando a permeag&o é uniforme e o ativo nao-toxico, a quantidade™ e

em que se atinge a corrente sanguinea pode ser desprezivel. Além disso,
dependendo da agdo desejada dos produtos dermatolégicos ou cosmeéticos,
faz-se necessario que o ativo atinja as células viaveis da pele (queratinécitos
na epiderme e/ou fibroblastos na derme).

A permeacdo de ativos no sistema de nanocapsulas de palmitato de
retinila foi avaliada empregando-se a BZ3 como molécula modelo tanto no
sistema de nanoesferas quanto de nanocapsulas, objeto ora apresentado. A
Figura 11 apresenta o resultado das analises. Observa-se que as
nanocapsulas permitem uma maior permeacdao do ativo em relagédo a
nanoesferas, o que pode ser devido a uma maior permeagédo do carreador
(devido a flexibilidade das nanocapsulas) conforme os dados observados por
TEM. Cabe mencionar que a BZ3 nao foi detectada na célula receptora devido
a baixa concentragéo utilizada. No caso do palmitato e retinila (Figura 10), péde
ser detectado na célula receptora por encontrar-se em uma concentragéo maior
na formulagédo (15 vezes em massa).

Avaliagdo da permeacéo em pele humana abdominal por CLSM

Na visualizagdo da profundidade das particulas em pele, os
experimentos de permeagéo foram analisados por microscopia de varredura a
laser confocal (CLSM). O experimento consistiu na adicdo da formulagcdo da
suspenséao de particulas na célula doadora. Na solugdo receptora, empregou-
se tampao fosfato (PBS) pH 7,4. Manteve-se o sistema sob agitacdo magnética
na solugao receptora a 37 °C por 4 h. Apds este periodo as suspensdes foram
removidas e a pele lavada com PBS pH 7,4 e seca com algodéao.

O palmitato de retinila apresenta fluorescéncia verde quando excitado no
UV. Para visualizagdo do polimero PLA, realizou-se uma funcionalizagdo nas
terminagdes de cadeias poliméricas com o corante azul do Nilo. A reagao de
funcionalizagdo foi realizada através da ativagdo dos grupos carboxilicos
terminais poliméricos com dicicloexilcarbodiimina (DCC), no qual ocorre reagao
entre os grupos amina do corante e carboxilicos do polimero, tendo-se uma

ligagdo covalente do tipo amida (Pearson e Roush (editors), Handbook of

.t
)
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Wiley & Sons, Chichester, UK, 2000). Apos purificagdo do polimero, realizou-
se sua caracterizagdo por espectroscopia de fluorescéncia, observando-se
excitagcao e emissao no vermelho.

A Figura 12 mostra a imagem CLSM das nanocapsulas (emisséo
vermelha e verde, com excitagdo em 543 nm e 360 nm, respectivamente). O
palmitato de retinila (PR) permeia a camada cérnea, corroborando com o
resultado obtido por HPLC. Cabe destacar que nao foi possivel observar
colocalizagéo do verde e vermelho, sendo que o palmitato de retinila (verde)
forma o nucleo das nanocapsulas e o PLA-azul do Nilo (vermelho), a parede
polimérica. Nas condi¢des experimentais usadas o palmitato esta presente em
alta concentragdo, apresentando o fendmeno de supressdo (“quenching”).
Sendo assim, pode-se atribuir a marcagdo em verde principalmente ao
palmitato livre (0,1% nao-encapsulado). Desta forma, as nanocapsulas séo
melhores caracterizadas pela permeagéo do vermelho. Observa-se que parte
do palmitato de retinila, possivelmente ‘livre”’, permanece na superficie,
enquanto que as nanocapsulas (com palmitato de retinila encapsulado e
possivelmente livre, proveniente de liberagdo), permeiam em camadas mais
profundas, sendo nesse caso, caracterizadas pelo vermelho da parede
polimérica. Isso indica que parte do palmitato livre (talvez por liberagéo) ou
encapsulado permeia juntamente com o polimero, pode-se sugerir que 0O
principal mecanismo de permeagéo das nanocapsulas é por via intercelular e
através de finos poros da pele, pois a permeagdo apresenta-se bastante
uniforme.

Os resultados apresentados mostram que este sistema € de grande
interesse para se carrear bioativos ou mesmo como forma de armazenamento
de vitamina lipossoluvel para liberagcdo sustentada. Sua principal
potencialidade, sugerida através dos ensaios realizados, € em aplicagao
transcutdnea em que se deseja ter uma permeagédo uniforme do carreador.
Além disso, essas particulas mostram uma capacidade superior na formagéao
de filmes em comparagéo a particulas rigidas.

Liberacéo in vitro

.
4~

o .
v 8
b



24124 |
v s, _ M&D B

2\ Rui's:m(f‘; - -53
Além da possibilidade de associagdo com outros ativos, investigou-se:,
também uma vantagem adicional das nanocapsulas em relagdo as e
nanoemulsdes que consiste, supostamente, em uma liberagdo mais lenta do
ativo nas nanocapsulas devido a presenga da parede polimérica. O perfil de
liberagdo in vitro (através de membrana de didlise de celulose regenerada 3,5
kDa SpectraPor®) em condicdes de nao saturagdo do ativo no meio é
apresentado na Figura 13. As nanocapsulas apresentam o perfil de liberagéo
mais lento enquanto que as nanoesferas apresentam perfil lento no inicio, mas
ao final do periodo a liberagéo se acentua aproximadamente 100% do ativo.
A liberagdo mais lenta do ativo nas nanocapsulas em relagdo as
nanoemulsdes pode ser devida a presenga da parede polimérica. Em relagéo
as nanoesferas, atribui-se as diferengas observadas a diferentes interagées

ativo-éleo e ativo-polimero.
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REIVINDICAGOES :

1. Nanocapsulas deformaveis caracterizadas por compreender ur%a\
parede polimérica de PLA e um nucleo oleoso de palmitato de retinila.

2. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizadas pelo fato de que a razdo O6leo/polimero varia entre 1,0/10 e
4,0/1,0 m/m.

3. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizadas pelo fato de que a razéao éleo/polimero varia preferencialmente
entre 2,5/1,0 e 3,5/1,0 m/m.

4. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagdao 2,
caracterizadas pelo fato de que o nucleo oleoso contém um ou mais principios
ativos lipofilicos sollveis.

5. Nanocéapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagdo 4,
caracterizadas pelo fato de que o dito principio ativo ser soluvel em pelo
menos um reagente selecionado do grupo: solvente organico miscivel em
agua, solvente organico imiscivel em agua, surfactante e mistura entre eles.

6. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagdo 5,
caracterizadas pelo fato de que o dito principio ativo ser soltivel em acetona e
polissorbato.

7. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagdo 2 ou 4,
caracterizadas por compreender um indice de polidispersao igual ou inferior a
0,2.

8. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizadas pelo fato de que o indice de polidispersédo varia

preferencialmente de 0,07 a 0,19.

9. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizadas pelo fato de compreender um didametro médio de particula que

varia de 182,7 a 285,8 nm.

10. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagdo 9,
caracterizadas pelo fato de que o valor de elasticidade compreende 31,8 +
6,8.
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11. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com qualquer uma da%

recuperacao de palmitato de retinila em relagdo a quantidade inicial entre 90 e
110 %.

12. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagédo 11,
caracterizadas pelo fato de compreender uma eficiéncia de encapsulamento
de 99,6 a 99,9%.

13. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com as reivindicagées 3, 6, 8 e
12, caracterizadas pelo fato de compreender um potencial zeta que varia entre
32,044 mVe-72+52mV.

14. Nanocapsulas deformaveis, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizadas por compreender uma citotoxicidade
de 46% de viabilidade celular a uma concentragdo de 1140 umol L™ em 24

horas de incubagéo.

15. Uso de nanocéapsulas deformaveis caracterizadas por compreender
uma parede polimérica de PLA e um nucleo oleoso de palmitato de retinila
contendo uma razao 6leo/polimero que varia preferencialmente entre 2,5/1,0 e
3,5/1,0 m/m, um ndcleo oleoso contendo um ou mais principios ativos lipofilicos
aceitaveis em um solvente organico e um surfactante, um indice de
polidisperséo que varia preferencialmente de 0,07 a 0,19, um diametro médio
de particula que varia de 182,7 a 285,8 nm, um valor de elasticidade que
compreende 31,8 + 6,8, uma faixa de recuperagédo de palmitato de retinila em
relagdo a quantidade inicial entre 90 e 110 %, uma eficiéncia de
encapsulamento de 99,6 a 99,9% e um potencial zeta que varia entre -32,0 +
44mVe-72+52mV.

16. Uso de nanocapsulas deformaveis caracterizadas por compreender
uma parede polimérica de PLA e um nlcleo oleoso de palmitato de retinila
contendo benzofenona na preparagédo de um cosmético para ser aplicado como

protetor solar.
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reivindicagbes anteriores, caracterizadas por compreender uma faixa de ™= -
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17. Uso de nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagéo 16, - _
[EO ORI

caracterizadas por compreender aplicagao dérmica.

18. Uso de nanocapsulas deformaveis caracterizadas por compreender
uma parede polimérica de PLA e um nlcleo oleoso de palmitato de retinila
contendo um principio ativo selecionado do grupo dos flavonéides
preferencialmente baicaleina na preparagdo de um medicamento

antiinflamatorio e antioxidante.

19. Uso de nanocapsulas deformaveis, de acordo com a reivindicagao 18,

caracterizadas por compreender aplicagdo dérmica ou parenteral.
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RESUMO
“NANOCAPSULAS POLIMERICAS DEFORMAVEIS NO
ENCAPSULAMENTO DE BIOATIVOS”

A presente invengado refere-se a uma nanocapsula deformavel

compreendendo uma parede polimérica de poli (D,L-lactideo) (PLA) e um
nucleo oleoso de palmitato de retinila que compreende um ou mais principios
ativos lipofilicos solluveis com caracteristica de deformacao, baixo indice de
polidispersdo, maior didmetro comparadas com nanoesferas, alto indice de
eficiéncia de encapsulamento, estaveis, elasticas e de baixa citotoxicidade.
Dessa forma, o objeto da presente invengao pode ser de grande interesse para
sistemas de liberagdo sustentada de farmacos ou ativos cosméticos por

industrias farmacéuticas e cosméticas.
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