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(57) Resumo: SISTEMA QUE COMPREENDE NANOCAPSULAS,
COMPOSICOES FARMACEUTICA E COSMETICA CONTENDO O
SISTEMA E PROCESSO PARA A PREPARACAO DO MESMO. A
invencéo se refere a sistemas de nanocapsulas caracterizados porque
tém alta estabilidade durante longos periodos de tempo. Estes
sistemas sdo Uteis para a liberagdo controlada de ingredientes
cosmeticamente ou farmacologicamente ativos de natureza altamente
lipofilica. O sistema compreende nanocapsulas com um tamanho
médio inferior a 1 um dispersas em um meio aquoso, em que as
nanocapsulas tém uma estrutura compreendendo uma fase lipofilica
contendo um componente fosfolipidico e um ou mais acidos graxos de
cadeia Ci,-C,4 saturada e/ou insaturada ou derivados dos mesmos; e
uma fase hidrofilica que compreende quitosana ou um derivado da
mesma e um composto polioxialquilenado.
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SISTEMA QUE COMPREENDE NANOCAPSULAS, COMPOSIGOES

FARMACEUTICA E COSMETICA CONTENDO O SISTEMA E PROCESSO PARA

A PREPARAGCAO DO MESMO

DESCRIGAO
CAMPO DA INVENGAO

A invencdo se refere a sistemas nanoencapsulados
caracterizados porque tém alta estabilidade durante longos
periodos de tempo. Estes sistemas sao uteis para a
liberacdo controlada de mqléculas cosmeticamente ou
farmacologicamente ativas,v especialmente de natureza
altamente lipofilica. Refere-se especificamente a sistemas
que compreendem nanocdpsulas dispersas em uma fase aquosa,
composicdes cosméticas e farmacéuticas que os compreendem,
assim como a processos para sua preparacgao.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

Os sistemas para a iiberagéo de agentes biologicamente
ativos formam um campo de pesquisés em constante
desenvolvimento. E amplamente conhecido no campo da
medicina galénica que a administragdo de ingredientes
ativos, especialmente aqueles de natureza altamente
lipofilica, por via tépica (transdérmica ou pela mucosa) €
particularmente inadequada, devido ao fato que sua alta
lipofilicidade torna praticamente impossivel sua penetracgdo
através da barreira lipidica epidérmica.

Por esta razdo, nas ultimas duas décadas, diferentes
sistemas tém sido desenvolvidos para a liberagdo deste tipo
de moléculas que permitem aumentar a biodisponibilidade e a
absorcdo destes farmacos por via epitelial depois de sua

aplicacdo. Dentre estes sistemas, € de particular interesse
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a preparacdo de suspensdes coloidais tais como lipossomas,
microemulsdes, nanosferas e nanoparticulas, constituidas
por uma fase oleosa em que o 1ingrediente ativo é
incorporado, disperso em uma fase aquosa em que um oOu
varios agentes tensoativos s&o incorporados.

Assim, Calvo et al. [J. Pharm. Pharmacol., 1996, 48,
1147-52] revelam sistemas coloidais para a liberacdo de
indometacina por via ocular, consistindo de uma fase oleosa
de lecitina e poli-g-caprolactona dispersa em uma fase
aquosa que contém poloxamero como um agente tensoativo.

Por sua parte, o pedido EP 760 237 se refere a
microemulsdes para a liberacgéo de substéancias insoluveis em
dgua, tais como ciclosporina, que contém uma fase dispersa
lipofilica, consistindo de trigliceridios, lecitina e um
tensoativo, e uma fase hidrofilica aquosa que contém
propilenoglicol.

O pedido WO097/22358 revela microemulsbes em dque a
ciclosporina estd dissolvida em um sistema que compreende
uma fase hidrofébica, consistindo de tocoferol ou derivados
do mesmo, e uma série de componentes hidrofilicos tais como
carbonato de propileno e polietilenoglicol, assim como um
tensoativo.

No entanto, o principal inconveniente destes tipos de
sistemas coloidais ¢é que eles tém wuma carga liquida
negativa, de modo que seu contato com certos componentes
bioldégicos de carater catidnico (alguma proteina, ions de
sédio e potéssio) causa a neutralizagcdo da carga
superficial, o rompimento do sistema e, conseqlentemente, a

perda do ingrediente ativo. Por outro lado, estes sistemas
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carregados negativamente também podem sofrer uma repulsao
eletrostatica por parte das membranas bioldgicas uma vez
gque ditas membranas também tém uma carga negativa.

A fim de superar esta limitacgdo, tem sido realizado um
importante trabalho de pesquisa com o propésito de
desenvolver sistemas coloidais que tenham uma carga liquida
positiva e que, portanto, permita que eles sejam absorvidos
em ambientes biolégicos de cardter catidénico e/ou sua
adesdo a membranas biolégicas, tais como mucosa e pele.

O pedido W096/37232 se refere a sistemas baseados em
nanoemulsdes, nanocadpsulas e nanoparticulas consistindo de
um nucleo lipofilico e revestidos com quitosana para a
administracdo de ingredientes ativos por vias diferentes. A
incorporacdo do polimero de quitosana hidrofilico na fase
aquosa confere a carga liquida positiva ao dito sistema.
Desde entdo, tém sido desenvolvido sistemas que incorporam
este polimero ou outros que permitem que se proporcione a
carga positiva desejada.

Assim, Calvo et al. [Colloid. Polim. Sci., 1997, 275,
46-53] revelam os mesmos sistemas coloidais do pedido
mencionado no paragrafo anterior, mas adicionalmente
incorporando poloxdmero como agente tensocativo na fase
aquosa, para liberar moléculas lipofilicas usando diazepam
como modelo. Na mesma linha, a publicacdo cientifica de El-
Shabouri [Intern. J. Pharmac., 2002, 249, 101-8] descreve
um sistema coloidal, em que, além da quitosana, o uso de
glicolato de sdédio ou gelatina-A na fase aquosa e sua

capacidade para liberag¢do de ciclosporina, s&o analisados.
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Do mesmo modo, o artigo de Filipovic-Grcic [J.
Microencap., 2001, 18(l), 3-12] se refere a sistemas
mucoadesivos baseados em um nucleo lipossémico revestido
com quitosana em que um marcador de alto peso molecular é
incorporado (fluoresceina isotiocianato-dextrana),
analisando a estabilidade de dito sistema em um fluido
gastrico simulado como uma fungdo da proporcdo de quitosana
e seu peso molecular.

No entanto, um problema técnico importante associado
ao uso deste tipo de sistemas no campo da medicina e
cosmetologia, estd relacionado a uma instabilidade, tanto
durante a armazenagem como depois de sua administracdo in
vivo. Especificamente, a composic¢do destes sistemas
provoca, durante armazenagem por periodos de tempo mais
longos que um més e a temperaturas superiores a temperatura
ambiente, que o ingrediente ativo seja gradualmente
liberado da fase lipofilica e se mova para a fase aquosa em
que o mesmo é insoluvel, levando a sua precipitagdo e a
formacdo de cristais.

Em vista destes dados, o desenvolvimento de sistemas
de nanocapsulas estaveis ¢é especialmente necessario,
particularmente para a liberagdo de ingredientes ativos
lipofilicos e que tém, além de uma grande capacidade para
uma associacdo de estas moléculas e sua liberagdao no
ambiente bioldégico apropriado, uma estabilidade que ¢
claramente melhorada durante sua armazenagem e transporte,
caracteristicas essenciais do ponto de vista da

aplicabilidade industrial.
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Outro problema técnico é que a maioria destes sistemas
é instavel quando se submetem a processos de esterilizacgao,
tais como autoclavagem ou pasteurizag¢do. Estes processos
envolvem submeter os sistemas a temperaturas superiores a
100°C por curtos periodos de tempo. Em geral, estas
condicdes fisicas fortes mudam drasticamente a solubilidade
dos diferentes componentes e levam ao rompimento de
emulsdes ou particulas, com a formagdo de uma fase oleosa
onde o ingrediente ativo poderia ser encontrado. Portanto
seria altamente desejavel encontrar um sistema para a
liberacdo controlada de ingredientes ativos ou ingredientes
cosméticos com carater lipofilico, que podem ser
administrados topicamente e que sejam estaveis inclusive
quando sdo submetidos e processos de esterilizagao.
BREVE DESCRIGAO DA INVENGAO

Os inventores encontraram gue um sistema de
nanocapsulas  que compreendem um nucleo lipofilico que
compreende um componente fosfolipidico e um 6leo
compreendendo &cidos graxos de cadeia C;;-Cp4 saturada e/ou
insaturada ou derivados dos mesmos, e uma fase hidrofilica
que compreende quitosana e um composto polioxialquilenado,
tem uma alta estabilidade em suspensdo aquosa por periodos
de tempo de mais de dois anos em condigdes de armazenagem
normais, o gue representa um aspecto chave da
exeqiibilidade comercial e industrial destes sistemas.
Adicionalmente permite uma associag¢do eficiente e liberacgao
subseqgiliente de moléculas altamente lipofilicas.

Uma vantagem adicional derivada destes sistemas € sua

capacidade de submeter-se a processo de esterilizagdo a
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altas temperaturas engquanto mantém suas estrutura e
propriedades, tais como tamanho de particula e potencial Z.
Este aspecto é particularmente relevante quando seu uso é
requerido, por exemplo, em aplicag¢les oculares em que a
esterilizacdo é compulséria. Além disso, a possibilidade de
esterilizar estes sistemas permite a redugdo, e em alguns
casos, a eliminagéo da necessidade do uso de conservantes
nas formulagdes finais.

Portanto, um objeto da presente invencgdo consiste de
um sistema que compreende nanocdpsulas com um tamanho médio
inferior a 1 pm dispersas em um meio aquoso, em dJue as
nanocapsulas tém uma estrutura compreendendo

a) uma fase lipofilica compreendendo:

a.l) pelo menos um componente fosfolipidico; e

a.2) um O6leo que compreende um ou mais acidos
graxos de cadeia C;,-Cps saturada e/ou insaturada ou
derivados dos mesmos;

b) uma fase hidrofilica compreendendo:

b.1l) quitosana ou um derivado da mesma; e
b.2) um composto polioxialgquilenado.

Em uma modalidade particular da invengdo, o sistema de
nanocapsulas adicionalmente compreende uma molécula
lipofilica ativa na fase lipofilica da nanocapsula, capaz
de prevenir, aliviar ou curar doengas. Em uma modalidade
preferida, a molécula lipofilica ativa é ciclosporina.

Em uma outra modalidade particular, o sistema de
nanocapsulas adicionalmente compreende uma molécula
biologicamente ativa de cardter hidrofilico adsorvida na

superficie da nanocapsula, selecionada de ©peptideos,
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proteinas, horménios, antigenos/alérgenos, anticorpos,
heparina, DNA, RNA e oligonucleotideos.

Um segundo objeto da invencdo se refere a uma
composicdo farmacéutica compreendendo o sistema definido
previamente.

Outro objeto da invengdo se refere a uma composigdo
cosmética compreendendo o sistema definido previamente. Em
uma modalidade particular da invengdo, dita composicéao
cosmética pode adicionalmente incorporar uma molécula
cosmeticamente ativa.

Um objeto final da invengdo se refere a um processo
para a preparagdo do sistema definido anteriormente
compreendendo:

a) preparacdo da fase lipofilica pela dissolugao do

componente fosfolipidico e o O6leo em um solvente

organico, e opcionalmente uma molécula lipofilica como
ingrediente ativo;

b) preparacdo da fase hidrofilica pela dissolugédo em

dgua da quitosana e do composto polioxialquilenado;

c) aquecimento de ambas as fases até uma temperatura

entre 40 e 60°C;

d) mistura da fase 1lipofilica e hidrofilica com

formacdo espontédnea das nanocapsulas;

e) eliminacdo do solvente organico.

Os sistemas e composigdes da invencéo sdo
especialmente adequados para a administracdo de moléculas
biologicamente ativas com um cardter lipofilico que sao
incorporadas na fase lipofilica das nanocapsulas.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO
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O sistema da presente invengdo compreende nanocapsulas
que estdo dispersas em um meio aquoso, em que ditas
nanocapsulas tém uma estrutura compreendendo uma fase
lipofilica, em que um ingrediente ativo pode ser
incorporado, e uma fase hidrofilica.

O termo “nanocépsula” é entendido como um nucleo de
natureza lipofilica cercado por uma fase hidrofilica que
compreende uma quitosana com carga positiva que “encapsula”
o nicleo. A nanocdpsula estd dispersa em um meio aguoso, em
que dito meio aquoso pode compreender quantidades
adicionais de quitosana e/ou de outros polimeros
hidrofilicos em dissolucdo. A interag¢do idnica resultante
entre os diferentes componentes lipofilicos e hidrofilicos
da nanocéapsula gera entidades fisicas caracteristicas, que
sdo independentes e observaveis, cujo tamanho médio &
inferior a 1 pm, isto é, um tamanho médio entre 1 e 999 nm.

“Tamanho médio” é entendido como o didmetro médio da
populacdo de nanocépsulas, que compreende a fase lipofilica
e a fase hidrofilica, que se movem juntos no meio aquoso. O
tamanho médio destes sistemas pode ser medido usando

procedimentos padrdo conhecidos por um técnico no assunto,

‘e que estdo descritos, por exemplo, na parte experimental a

seguir.

As nanocapsulas do sistema da invencgdo sdo
caracterizadas porque tém um tamanho de particula médio
inferior a 1 um, preferivelmente tém um tamanho médio entre
1 e 999 nm, preferivelmente entre 50 e 800 nm. O tamanho
médio das capsulas ¢é principalmente influenciado pela

gquantidade do componente fosfolipidico (em quantidades
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maiores, o tamanho resultante é menor), pela quantidade e
peso molecular da quitosana (o tamanho aumenta com uma
maior quantidade ou peso molecular), a densidade do O6leo
usado, e pelos pardmetros do processo de preparagao, tais
como a velocidade de agitacdo e a temperatura de ambas as
fases no processo de mistura.

Além disso, as nanocdpsulas podem ter uma carga
superficial (medida pelo potencial Z) atribuida aos grupos
amina da quitosana, cuja magnitude pode variar entre +1 mV
e +70 mV.

Fase lipofilica

A fase lipofilica que estd& presente na nanocapsula
compreende pelo menos um componente fosfolipidico e um &leo
consistindo de um ou varios &cidos graxos (Ci12-Cz4) de
cadeia longa saturada e/ou insaturada, ou derivados dos
mesmos. Sua funcdo ‘é alojar o ingrediente ativo lipofilico
quando este estd presente, tanto se é ativo no sentido
farmacolégico como cosmético, o qual serd liberado mais
tarde em um ambiente bioldédgico adequado.

Componente fosfolipidico

Na presente descrigdo o componente fosfolipidico &
entendido como sendo um tipo de lipidio idnico, que em sua
forma mais simples estd compreendido de um glicerol, ao
qual dois &cidos graxos (1l,2-diacilglicerol) e um grupo
fosfato estdo ligados. Usualmente, o grupo fosfato é ligado
por uma ligacdo fosfodiéster a outro grupo de atomos, que
freqiientemente contém nitrogénio, tais como colina, serina
ou etanolamina e muitas vezes tém uma carga elétrica.

Outros fosfolipidios sdo derivados de aminoalcool
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esfingosina ou dihidroesfingosina (esfingolipidios), e nao
necessariamente de glicerol. O composto resultante tem uma
parte lipofilica para as cadeias dos acidos graxos € uma
parte hidrofilica para o grupo fosfato e a carga elétrica.

No sistema da invencdo o componente fosfolipidico €

preferivelmente selecionado de fosfogliceridios,
esfingolipidios, <cefalina e misturas dos mesmos. Os
fosfogliceridios, tais como fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerina, fosfatidilinositol,

lisofosfatidilcolina e 4&cido fosfatidico, s&o lipidios
formados por &cidos graxos, glicerina, &cido fosfoérico e
4lcool (por exemplo, colina, serina, etanolamina, glicerina
ou inositol). Esfingolipidios tais como esfingomielinas séao
formados por esfingosina, um acido graxo, &cido fosfdérico e
um Aalcool ou aminodlcool. A cefalina ¢é formada de
glicerina, &cido fosférico, dois &cidos graxos e duas bases
alcodlicas (colina e esfingosina).

Em uma modalidade preferida da inveng¢do, o componente
fosfolipidico compreende fosfoglicefidios. Mais
preferivelmente compreende fosfogliceridios selecionados de
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
lisofosfatidilcolina e &cido fosfatidico ou misturas dos
mesmos.

Em outra modalidade preferida, o componente

fosfolipidico é lecitina. Preferivelmente é usada lecitina

de soja disponivel comercialmente, apesar de lecitina de

ovo também poder ser usada.
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A lecitina ¢é wuma mistura complexa de compostos
lipidicos, em gue a maioria deles sdo compostos
fosfolipidicos, especificamente fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e lisofosfatidilcolina. Em geral, as
lecitinas sao ‘denominadas por seu nome comercial e um
numero que indica a percentagem de fosfatidilcolina em sua
composicdo. A percentagem de fosfatidilcolina nas lecitinas
pode variar entre 35% até praticamente 100%, no entanto na
presente invencdo as lecitinas sdo preferivelmente usadas
quando sua percentagem esta entre 35% e 75%,
preferivelmente entre 35% e 55%. O uso de lecitinas com uma
porcentagem muito alta (superior a 80%) ndo é aconselhavel
dado que proporciona o aumento de presenca de 6leo livre na
suspensdo de nanocdpsulas: Com este respeito, existem
varias lecitinas disponiveis no mercado que tém a
caracteristica de uma percentagem de fosfatidilcolina de
nido mais de 80%. Portanto, sdo usadas preferivelmente
Epikuron 135F, Epikuron 145V, Epikuron 170, Lipoid S30,
Lipoid S45 e Lipoid S75.

Do mesmo modo, a razao fosfatidilcolina/
fosfatidiletanolamina influencia a formagdo de nanocapsulas
com propriedades de estabilidade adequadas. Portanto, foi
demonstrado que o uso de Epikuron 135F, em gque a razao
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina ¢é aproximadamente
7/1 e a proporcdo de fosfatidilcolina é superior a 35% na
composicao, proporciona os melhores resultados de
estabilidade.

Oleo
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O 6leo compreendido na fase lipofilica consiste de um
ou varios &cidos graxos de cadeia C;2-C24 insaturados e/ou
saturados ou derivados dos mesmos. Exemplos de ditos acidos
graxos incluem, a pesar de ndo se limitar a, acidos graxos

saturados tais como acido laurico, A&acido miristico, acido

palmitico, acido estedrico, acido acacidico, acido
carnacilico, dcido araquidico, 4dcido Dbehénico, acido
lignocérico ou acido cerdtico; acidos graxos
monoinsaturados tais como acido lauroléico, acido
palmitoléico, acido oléico, acido vaccénico, acido

gadoléico, acido cetoléico, ou acido erdcico; &cidos graxos
poliinsaturados tais como acido linoléico, acido
linolénico, 4&cido gamalinolénico, acido estearidénico,
acido araquiddnico, acido clupanoddnico ou acido
docosahexaendico.

Do mesmo modo, derivados destes A&cidos graxos podem
ser usados, entendendo por esta definig¢do aqueles compostos
com um caradter altamente lipofilico e produzidos como
conseqiiéncia da reag¢do do grupo &cido com alcoois ou
aminas, tais como, por exemplo, os ésteres ou amidas de
ditos 4&cidos graxos. Da mesma maneira, a definigdo de
derivados de &cido graxo inclui aqueles acidos graxos, seus
ésteres ou suas amidas que tém hidroxila, grupos éter ou
grupos alguila como substituintes de sua cadeia de
hidrocarboneto, tais como, por exemplo, acido cerebrdnico,
acido hidroxinervénico, acido ricinoléico, acido
tuberculostedrico ou &cido fitédnico; ou aqueles acidos

graxos que tém a estrutura ciclica na cadeia de
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Hidrocarboneto, tais como &cido lactobacilico ou &cido
chaulmégrico.

Em termos gerais, quaisquer O6leos vegetais podem ser
usados, tais como, por exemplo, 6leo de girassol, 6leo de
milho, &éleo de soja, 6leo de algoddo, 6leo de amendoim,
6leo de onagra, 6leo de borragem, 6leo de oliva, Oleo de
coco, 6leo de palma, 6leo de semente de cénhamo, 6leo de
miolo ou semente de abricd, 6leo de gérmen de trigo, Oleo
de gérmen de milho, ©6leo de manteiga de cacau, O6leo de
macadamia, &leo de améndoa, éleo de abacate, O&éleo de
caléndula, 6leo de semente de uva, 6leo de gergelim, 6leo
de jojoba, 6leo de avela, etc.

Surpreendentemente, foi descoberto que a incorporacgao
deste tipo de 6leo na composigdo das nanocapsulas ¢
particularmente relevante para dar ao sistema alta
estabilidade durante longos periodos de tempo se O mesmo
for comparado com outros 6leos usados no estado da técnica,
tais como os &éleos comercialmente chamados Migliol ou
Labrafac. Em particular, tem sido observado usando ensaios
simulados em condicdes aceleradas que o sistema da invencgao
é estavel durante 5-6 meses, a temperaturas de cerca de
37°C, o que é equivalente a quase dois anos em condigdes de
armazenagem normais a temperatura ambiente. Quando isto €
comparado com os resultados de outros tipos de 6leos tais
como Migliol 840 e Labrafac Lipophile (consistindo de uma
mistura de diésteres ou trigliceridios de &acidos graxos de
cadeia Cg-Cig saturada) tem sido visto que a estabilidade do

sistema aumenta até © vezes.
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Em  uma modalidade preferida da invengado, o O&leo
compreendido na fase lipofilica é 6leo de ricino. Dito Oleo
¢ obtido por prensagem a frio de sementes de Ricinus
Communis L., no entanto, € um produto disponivel
comercialmente. Tem uma composicdo de acidos graxos (Cig-
Ci3) de cadeia longa: 2% (maximo) de acido palmitico, 2,5%
(maximo) de acido estearico, 2,5-6,0% de &cido oléico, 2,5~
7,0% de Aacido linoléico 1% (maximo) de &acido linolénico e
85-92% de acido ricinoléico.

Fase hidrofilica

A fase hidrofilica compreende quitosana ou um derivado
da mesma e um composto polioxialquilenado que atua como
agente tensoativo, além de agua. A funcdo desta fase ¢é
provavelmente recobrir a nanocapsula, além de prové-la com
uma a carga positiva que permite a mesma ser absorvida
através de ambientes bioldégicos de card&ter catidnico ou

absorcido sobre o0s mesmos.

Quitosana

A quitosana é um polimero de origem natural derivado
da quitina (poli-N-acetil-D-glucosamina), em que uma parte
importante dos grupos acetil do N foram eliminados por
hidrélise. O grau de desacetilagdo ¢é preferivelmente
superior a 40%, mais preferivelmente superior a 60%. Em uma
variante estd entre 60-98%. Portanto, tem uma estrutura de
aminopolissacarideo e <cardter catidnico. Compreende a

repeticdo das unidades monoméricas de férmula (I):

B OH ]

HO  NH;+
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(1)

em que n & um numero inteiro, e, além disso, unidades
m em que O grupo amina ¢é acetilado. A soma de n + m
representa o grau de polimerizacdo, isto ¢é, o numero de
unidades monoméricas na cadeia de quitosana.

A quitosana usada para produzir as nanocapsulas da
presente invencdo tem um peso molecular entre 2 e 2000 kDa,
preferivelmente entre 2 e 500 kDa, mais preferivelmente
entre 5 e 150 kDa. Exemplos de quitosanas comerciais que
podem ser usadas sdo UPG 113, UP CL 213 e UP CL113 que
podem ser obtidas de NovaMatrix, Drammen, Noruega.

Como uma alternativa a quitosana, um derivado da mesma
também pode ser usado, entendendo como tal uma quitosana em
gue um ou mais grupos hidroxila e/ou um ou mais grupos
amina foram modificados, com © objetivo de aumentar a
solubilidade da quitosana ou aumentar a natureza adesiva da
mesma. Estes derivados incluem, entre outros, quitosanas
acetiladas, alquiladas ou sulfonadas, derivados tiolados,
tal como ¢é descrito em Roberts, Chitin Chemistry,
Macmillan, 1992, 166. Preferivelmente, quando um derivado é
usado ¢é selecionado de éteres O-alquil, ésteres O-acil,
trimetilquitosana, quitosanas modificadas com
polietilenoglicol, etc. Outros derivados possiveis sao
sais, tais como citrato, nitrato, lactato, fosfato,
glutamato, etc. Em qualquer caso, um técnico no assunto

sabe como identificar as modifica¢des que podem ser feitas
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na quitosana sem afetar a estabilidade e a exequibilidade
comercial da formulacgdo final.

Composto polioxialgquilenado

Por esta parte, composto polioxialquilenado é
entendido como o significado de um polimero hidrofilico
sintético de cardter ndo idénico que tem unidades de Oxido
de alquileno em sua estrutura, sendo preferido o uso de um
polioxietileno (PEO) ou um copolimero oéxido de etileno-—
6xido de propileno (PEO-PPO - ethylene oxide-propylene
oxide). Neste ultimo caso, quando um copolimero de PEO e
PPO é usado, a proporgcdo de PEO no copolimero pode variar
dentre 10% e 80% em peso, o resto (até 100%) sendo PPO.

Estes polimeros sdo comercializados com diferentes
pesos moleculares, no entanto, na presente invencdo o uso
de derivados polioxietilenados que tém pesos moleculares
entre 1000 e 25000 ¢é preferido. Em uma modalidade
preferida, o derivado polioxietilenado é um copolimero de
trés blocos (PEO-PPO-PEQO), tais como, por exemplo, aqueles
denominados comercialmente Poloxdmero. Tém sido obtidos
bons resultados, por exemplo, com Pluronic F68 (Poloxamero
188).

O composto polioxialquilenado é usado como agente
tensoativo no sistema e sua presenga é particularmente
necessaria para conferir estabilidade ao mesmo, dado que de
outra maneira, as nanocdpsulas se agregam durante a
armazenagem. Portanto, em sua auséncia, um aumento no
tamanho de particula tem sido observado depois de duas
semanas a 37°C. Além disso, foi possivel demonstrar que a

incorporacdo deste composto quase ndo afeta o tamanho das
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nanocapsulas formadas, tal como pode ser observado na

tabela TI.
Tabela I: Influéncia da quantidade de poloxamero na

estabilidade da nanocépsula

Tamanho depois

poloxamero Tamanho
de 2 semanas a

(mg) inicial
37°C
0 492 754
125 482 475
205 439 442
500 410 423

Em uma variante da invencdo, o sistema tem uma
proporgao de componente fosfolipidico que esta
preferivelmente entre 0,1% e 10% em peso com respeito ao
peso total do sistema incluindo a agua, preferivelmente
entre 0,5% e 5%, mais preferivelmente entre 1% e 2,5% em
peso. Propor¢des inferiores a 0,1% do componente
fosfolipidico poderiam n&do ser recomendaveis uma vez due
poderia levar a presenca de O6leo livre na suspensdo de
nanocapsulas; por outro lado, uma proporgao superior a 10%
poderia levar a formagdo de particulas e ndo sistemas
encapsulados devido a interacdo da quitosana com componente
lipidico de carga positiva com carga negativa.

Por outro lado, em outra variante da inveng¢do a
proporgcdo de d6leo no sistema varia desde 1%-20%,
preferivelmente desde 2,5% e 10%, em peso com respeito ao

peso total do sistema incluindo a agua. Quantidades menores
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envolvem a reducdo de ingrediente ativo que pode ser
encapsulado, enquanto que quantidades maiores tornam
necessario aumentar a proporc¢do de outros componentes, tais
como o componente fosfolipidico, para evitar a presencga de
6leo livre no sistema.

Em outra variante da invengdo a ©proporgdo de
quitosana, ou de um derivado da mesma, ¢é preferivelmente
entre 0,05% e 10% em peso com respeito ao peso total do
sistema incluindo a &gua, preferivelmente entre 0,1% e 2%,
e mais preferivelmente entre 0,25% e 1%. Proporcgdes maiores
que as mencionadas causam um aumento em viscosidade da
suspensao, o que pode ser vantajoso para algumas
aplicacdes, mas dificultam consideravelmente a fase de
eliminacdo do solvente e concentracdo da férmula.

Por sua parte, a proporgao de composto
polioxialquilenado é preferivelmente entre 0,05% e 10% em
peso, preferivelmente entre 0,1% e 5% em peso, mais
preferivelmente entre 1% e 2,5%.

Em todos os casos, a proporgdo restante corresponde em
boa parte & 4&gua purificada onde as nanocapsulas estao
dispersas. Isto ndo significa que outros ingredientes nao
possam estar presentes, ou nas nanocdpsulas (um ou mais
ingredientes ativos lipofilicos, ingredientes cosméticos,
etc), no meio aquoso onde estdo dispersas (agentes de
viscosidade, conservantes, fragrancias, etc) ou absorvidos
sobre as mesmas (ingredientes ativos hidrofilicos, acido
hialurdnico, etc).

Em uma variante do sistema da invencao, as

nanocapsulas estdo dispersas em um meio aquoso que
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adicionalmente compreende um polimero hidrofilico, cuja
funcdo ¢é dar propriedades de viscosidade ao sistema,
aumentando em boa parte a densidade da mesma. A adigao
deste componente ¢é devido ao sistema de nanocapsulas
dispersas em meio aquoso da invengdo resultando em alguns
casos fluido demais do ponto de vista da sua aplicacgao,
especialmente quando se deseja fabricar composic¢des
cosméticas ou farmacéuticas semi-sélidas tais como géis,'
cremes, pomadas ou balsamos. Entre os polimeros
hidrofilicos com cardter de viscosidade os seguintes podem
ser usados, entre outros, carboidratos e derivados, acidos
carboxilicos, poliglicéis tais como poli(alcool vinilico),
derivados de polivinilpirrolidona, quitosana ou um derivado
da mesma, poloxadmeros, polietilenoglicol, acido hialurdnico
ou misturas dos mesmos.

Outra variante da invencdo incorpora, depois da
formacdo das nanocapsulas, acido hialurdénico ou seus sais
no meio aquoso, devido a suas diferentes propriedades e
funcées. Por um lado, ¢é absorvido sobre as nanocapsulas
variando algumas de suas propriedades tais como a carga.
Por outro lado, tem sido visto que estimula a interagdao com
membranas celulares e mucina (proteina presente na mucosa).
Adicionalmente, dependendo da quantidade usada, pode
permanecer dissolvido no meio aquoso e contribuir para
modular a viscosidade do sistema. Em qualquer caso, tem
sido visto que ndo afeta negativamente as propriedades do
sistema, em particular as medidas de tamanho e potencial Z

do sistema, tal como pode ser visto na tabela II.
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Tabela II. Tamanho e potencial 72 das nanocapsulas

depois da incorporagdo de acido hialurdnico.

gquitosana:
. acido tamanho Potencial

hialurdénico (nm) Z (mV)
(mg)
50:0 330 +61,6
50:10 312 +51,0
50:20 372 +38,1
50:30 481 +29,3

Um das aplicacdes mais interessantes do sistema da
5 invencdo é para a administragdo de moléculas lipofilicas,
especialmente quando sdo compostos farmacologicamente ou
cosmeticamente ativos. Os sistemas descritos na invengao
tém alta capacidade para a associagdo de moléculas
lipofilicas biologicamente ativas dentro das nanocapsulas.
10 Portanto, o sistema de nanocdpsulas da presente
invencdo pode compreender adicionalmente wuma molécula
lipofilica biologicamente ativa na fase lipofilica capaz de
prevenir, aliviar ou curar doengas.
O termo “molécula lipofilica biologicamente ativa” se
15 refere a qualquer substdncia de carater lipofilico que ¢é
usada no tratamento, cura, prevengdo ou diagnéstico de uma
doenca ou que é usada para melhorar o bem estar fisico e
mental de seres humanos e animais. Estas moléculas com
cardter 1lipofilico podem incluir proteinas, peptideos,
20 lipidios, oligonucleotideos modificados (lipofilizados),

corticosterdides, vitaminas lipofilicas, tais como A, D, K
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e E, agentes antifingicos, agentes Dbacteriostéaticos,
agentes de cura, agentes anti-histaminicos, agentes
anestésicos, agentes antipruriginosos, agentes
antibiéticos, agentes antivirais, agentes anti-sépticos,
agentes anti-acne, agentes despigmentantes, agentes anti-
seborréicos, agentes imunossupressores, farmacos
antiinflamatérios nao esterdides (AINE), farmacos
antiinflamatdérios derivados de Capsicum.

Em uma modalidade preferida, a molécula lipofilica
biologicamente ativa é ciclosporina.

Em outra modalidade preferida, a molécula lipofilica
biologicamente ativa é um corticosterdéide tal como, por
exemplo, hidrocortisona, prednisona, fluticasona,
prednisolona, triancinolona, acetonido de triancinolona,
dexametasona, betametasona, beclometasona, dipropionato de
beclometasona.

Em uma variante - preferida, o corticosterdide é
valerato de betametasona.

A proporgcdo de ingrediente ativo encapsulado nas
nanocadpsulas pode ser de até 5% em peso com respeito ao
peso'total do sistema incluindo a &gua; quantidades maiores
poderiam reduzir a estabilidade do sistema e poderia tornar
necessario adicionar uma quantidade maior de componente
fosfolipidico para encapsular todo o ingrediente ativo. No
entanto, a proporcdo adequada dependerd em cada caso do
ingrediente ativo a ser encapsulado.

No caso especifico de encapsular ciclosporina como

ingrediente ativo, a proporgdo da mesma no dito sistema
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deveria estar preferivelmente entre 0,01% e 5% em peso,
mais preferivelmente entre 0,1% e 2%.

Quando valerato de Dbetametasona ¢é incorporado, a
percentagem deste ingrediente que seria incluido no sistema
estarad preferivelmente no intervalo entre 0,01% e 3%, mais
preferivelmente entre 0,05% e 0,5%.

Em outro aspecto da invengdo o sistema que compreende
as nanocapsulas também pode ser usado para a administracao
de ingredientes ativos que ndo tém a natureza altamente
lipofilica. Nesse caso, s&o encapsulados nas nanocapsulas,
mas estdo absorvidos sobre a superficie destas uUltimas.
Esta variante pode ser Util para a preparacdo de sistemas
estaveis para a administra¢cdo de moléculas biologicamente
ativas de carater hidrofilico, tais como peptideos,
proteinas, horménios (insulina, LRH, LD, etc.),
antigenos/alérgenos (toxdéide tetdnico, toxina difteria,
etc.) de acordo com o objetivo é para gerar tolerancia ou
resposta imune, anticorpos, heparina (baixo peso molecular
e nao fracionada), DNA, RNA e oligonucleotideos, entre
outros.

Um segundo objeto da invengdo se refere a composigao
farmacéutica compreendendo o sistema nanoencapsulado tal
como definido anteriormente.

Exemplos de composicgdes farmacéuticas incluem qualquer
composicdo liquida (isto ¢é, suspensdo ou dispersdo de
nanocdpsulas) para sua aplicagdo oral, bucal, sublingual,
tépica, ocular, nasal ou vaginal, ou qualquer composig¢do na
forma de gel, pomada, creme ou balsamo para sua

administracao tépica, ocular, nasal ou vaginal.
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Em um aspecto preferido, a formulagcdo é administrada
via mucosa. A carga superficial positiva das nanocapsulas
proporciona uma melhor absorg¢ao dos farmacos nas
superficies das mucosas por meio de sua interagdo com a
mucosa e as superficies das células epiteliais que sao
negativamente carregadas.

Em outro aspecto preferido, a formulacgédo é
administrada de modo intradérmico ou transdérmico,
entendendo como tal, administracdo através de ou sobre a
pele. Esta forma de administracdo ¢é particularmente
relevante uma vez que o0 sistema da invengdo nao somente
estimula a absorcdo e penetragdo dos farmacos por via
transdérmica, mas também a adesdo do sistema na superficie
dérmica e subseqgiilente liberagdo controlada do componente
ativo (tipo “depdésito”).

Devido a suas boas propriedades para administracgdo
sobre ou através da pele, e devido a suas caracteristicas
de estabilidade a longo prazo, os sistemas de nanocapsulas
da invencdo também sido bastante adequados para aplicagdes
cosméticas.

Portanto, um objeto adicional da presente invengao
consiste de uma composicdo cosmética compreendendo O
sistema de nanocapsulas definido previamente. Estas
composicdes cosméticas incluem qualquer composicdo liquida
(suspensdo ou dispersdo de nanocdpsulas) ou qualquer
composicdo compreendendo o sistema da invencdo e que esta
na forma de gel, creme, pomada ou balsamo para sua
administracdo tépica. Ditas composigdes sdo caracterizadas

porque tém propriedades emolientes, protetoras e de cura
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incluso quando ndo tém qualquer molécula cosmeticamente
ativa associada.

Em uma variante da invencdo, a composicdao cosmética
também pode incorporar moléculas ativas de natureza
lipofilica que, apesar de ndo ter qualquer efeito
terapéutico, tém propriedades como um agente cosmético.
Entre as moléculas ativas que podem ser incorporadas nas
nanocépsulas pode-se citar agentes emolientes,
conservantes, substadncias de fragrdncia, agentes anti-acne,
agentes antifungicos, antioxidantes, desodorantes,
antiperspirantes, agentes anti-caspa, despigmentantes,
agentes anti-seborréicos, corantes, log¢des bronzeadoras,
absorventes de luz UV, enzimas, substéncias de fragrancia,
entre outros.

As composic¢des farmacéuticas e cosméticas podem, além
disso, compreender agentes de controle de pH, tais como,
por exemplo, agentes de tampdo, que evitam que o pH da
composicdo reduza a valores inferiores a 5, agentes
antioxidantes, que inibem a oxidagdo do componente
fosfolipidico e o 6leo, assim como conservantes que evitam
modificacdes estruturais importantes na formulacao.
Portanto, em uma variante, ¢é usado tampdo citrato na fase
lipofilica, que tem uma fungdo dupla que permite controlar
o pH e agir ao mesmo tempo como agente antioxidante, e
parabenos na fase hidrofilica como agentes conservantes.

Dependendo da sua fungdo, estes componentes adicionais
podem estar presentes nas fases que compdem as nanocapsulas
ou no meio aquoso onde as uUltimas estdo dispersas ou

totalmente ou parcialmente absorvidas sobre os mesmos. Um
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técnico no assunto pode determinar gque componentes
adicionais podem ser usados, e se sdo necessarios, muitos
deles sendo de uso comum em composigdes farmacéuticas e
cosméticas.

Um objeto final da invengdo se refere ao processo para
a preparacdo do sistema da invengdo tal como definido
anteriormente, e que compreende nanocdapsulas. Dito processo
compreende, por um lado, a preparacdo da fase lipofilica
pela dissolucdo do componente fosfolipidico e o 6leo em um
solvente organico. A incorporacdo do ingrediente ativo
lipofilico opcional, tanto farmacéutico como cosmético, ¢
realizada pela dissolucdo do mesmo em sua fase lipofilica
junto com o componente fosfolipidico e o éleo, sem importar
a ordem em que os componentes sdo adicionados na solucgéao.

A escolha do solvente orgédnico dependerd em grande
parte do ingrediente ativo incorporado. Embora o uso de
solvente orgdnico farmacéuticamente aceitavel, tais como,
por exemplo, etanol e isopropanol ser preferivel, em alguns
casos, tais como quando se quer encapsular ciclosporina, em
que se recorre ao uso de acetona, uma vez que solventes
tais como etanol ou isopropanol, com alta afinidade pela
ciclosporina, causam a difusdo do ingrediente ativo a fase
aquosa durante a mistura subseqiente da fase aquosa e a
fase lipofilica, tal como pode ser visto na seguinte
tabela.

Tabela III. Influéncia da quantidade de ciclosporina e

tipo de solvente orgdnico na formagdo de nanocapsulas

Carga de solvente
temperatura quitosana resultado

Ciclosporina organico
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etanol agregados
1% isopropanol agregados
acetona nanocapsulas
50°C 100 mg
0,5% acetona nanocapsulas
2% acetona agregados

E preferivel usar a menor quantidade possivel de
solvente orgdnico, uma vez que tém que ser em seguida
totalmente ou parcialmente eliminados durante o resto do
processo.

Em uma modalidade particular, o solvente orgadnico &
adicionado a uma quantidade de componente fosfolipidico
entre 0,005% e 0,015% em peso, uma quantidade de d&leo de
aproximadamente 0,025 % em peso e uma quantidade de
ingrediente ativo entre 0,0025% e 0,005% em peso, todas as
percentagens sendo medidas com respeito ao peso total de
solvente orgénico.

Por outro lado, a fase hidrofilica ¢é preparada
dissolvendo a quitosana e o composto polioxialquilenado em
dgua. Em uma modalidade preferida, entre 0,0005% e 0,002%
em peso de quitosana e entre 0,001% e 0,005% em peso de
composto polioxialquilenado sdo dissolvidos em agua, todas
as pefcentagens sendo medidas com respeito ao peso total de
agua.

Entao, ambas as fases sao agquecidas até uma
temperatura entre 40° e 60°C, preferivelmente até 50°C e
entdo sdo misturadas. Isto é surpreendente, uma vez que nao
é esperado que as nanocdpsulas, e um sistema estavel, sejam
formados neste intervalo de temperaturas. Foi possivel

observar que se forem aquecidas acima deste maximo, as
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preparacdes resultantes poderiam ndo ser adequadas devido a
existéncia de 6leo livre na suspensdo. Ao contrario, se
forem aquecidas abaixo de 40°C se observa o inicio da
solidificacdo dos componentes lipofilicos. Este estagio de
mistura pode ser realizado tanto adicionando a fase aquosa
4 fase organica, como a fase orgénica a fase aquosa, uma
vez que a ordem da adicdo ndo afeta as caracteristicas do
sistema. Ao misturar ambas as fases, as nanocapsulas sdo
formadas espontaneamente por um processo de deslocamento de
solvente, em que quando uma fase é incorporada na outra, O
solvente organico se difunde na fase aquosa, formando
goticulas de lipidio consistindo do componente
fosfolipidico, o 6leo e opcionalmente o ingrediente ativo.
Os ultimos sd3o caracterizados porque sao altamente
negativos, causando a imediata localizagdo da quitosana ao
redor deles, por interagdo 1idénica devido a sua carga
positiva de polimero, que também causa, além disso, que a
carga superficial do sistema também seja positiva.

Uma vez que as nanocadpsulas foram formadas, o solvente
orgadnico usado é eliminado por qualquer método conhecido
por um técnico no assunto. A eliminagcdo do solvente
organico é devido ao fato de que sua presenga ndo ¢
aconselhdvel em formulacgdes farmacéuticas.

Entdo, um dos processos tipicos na preparagdo de
sistemas de nanocdpsulas é a concentragao das mesmas para
aumentar a concentracdo de componente. Na presente invengao
foi observado que o volume inicial pode ser concentrado de

forma imprevista até um volume 17 vezes inferior ao da
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formulacdo de nanocépsulas, abaixo da gqual o sistema
poderia comecar a perder estabilidade.

Depois da eliminag¢do do solvente orgdnico ou depois do
estdgio de concentracgao, agentes adicionais descritos
anteriormente podem ser adicionados (agentes de
viscosidade, &cido hialurdénico ou seus sais, conservantes,
etc).

Se o sistema vai ser usado para a administracdo de
moléculas biologicamente ativas ndo lipofilicas, podem ser
adicionados depois da formacdo das nanocdpsulas ou depois
da eliminacdo do solvente orgénico.

Além disso, foi surpreendentemente observado que o
sistema de nanocépsulas disperso em fase aquosa da presente
invencdo pode ser submetido a processo de esterilizacgdo a
alta temperatura sem afetar sua estabilidade. Dito processo
inclui, por exemplo, um processo de autoclavagemn,
tindalizacdo, HTST (curta duragdo a alta temperatura - high
temperature short time) e UHT (temperatura ultra-alta -
ultra high temperature). Estes processos sdo conhecidos por
técnicos no assunto e sdo realizados com o objetivo de
tornar o sistema da invencdo capaz de ser usado em
aplicagdes que necessitem estar esterilizados como € o caso
de aplicagdo por via ocular. Do mesmd modo, outra vantagem
derivada desta caracteristica ¢é permitir que o uso de
conservantes na fabricacdo de fdérmulas comerciais que
objetivam outras vias seja reduzido consideravelmente.

As condic¢des usadas em geral para esterilizagdo por
alta temperatura podem ocasionar o derretimento das

nanocapsulas e, portanto, a liberacdo do ingrediente ativo.
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No entanto, foi possivel observar que as nanocé&psulas da
presente invencdo mantém seu tamanho e carga superficial
depois do processo de esterilizagdo e, além disso, o
surgimento de cristais de ingrediente ativo no sistema néo
é observado. Isto revela que ndao h& liberagdo de dito
ingrediente ativo das nanocédpsulas para a fase aquosa.’

Como uma caracteristica adicional, ¢é extremamente
importante que os sistemas que foram submetidos ao processo
de esterilizacdo também sejam estaveis durante longos
periodos de tempo, sua estabilidade foi testada em testes
acelerados por pelo menos 4 meses a 37°C, edquivalente a
mais que um ano em condi¢des normais, tal como é mostrado
nos exemplos em anexo a invengdo, portanto confirmando a
exequiibilidade industrial e comercial destes sistemas.

A continuacgéo, alguns exemplos ilustrativos sao
descritos os quais revelam as caracteristicas e vantagens
da invencdo, no entanto, ndo devem ser interpretados como
limitantes do objeto da invencdo tal como é definido nas
reivindicacgdes.

Exemplos

Como processo comum aos exemplos detalhados a
continuacdo, as nanocdpsulas foram caracterizadas do ponto
de vista de tamanho, potencial Z (ou carga superficial),
eficidcia de encapsulamento e presenga de cristais de
ciclosporina A. Se realizaram estudos de estabilidade das
nanocédpsulas em uma estufa Heidolph (Titramax 1000) e os
processos de autoclavagem em uma Presoclave 75 (Selecta).

A distribuicdo de tamanho foi realizada usando

espectroscopia de correlacdo de fé6ton (PCS - photon
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correlation spectroscopy; Zeta Sizer, Nano series, Nano-Z5,
Malvern Instruments, Reino Unido) obtendo valores de
tamanho médio da populagdo de nanoparticula.

O Potencial Z foi medido usando anemometria de laser
Doppler (LDA - Laser Doppler Anemometry; Zeta Sizer, Nano
series, Nano-ZS, Malvern Instruments, Reino Unido). Para
determinar a mobilidade eletrosférica, as amostras foram
diluidas em a&gua Milli-Q.

A liberacdo de Ciclosporina A e Valerato de
betametasona das nanocapsulas de quitosana foi avaliada
visualmente, observando se havia formagdo de cristais na
fase aquosa e quantificando a concentracdo de ciclosporina
por HPLC (solubilidade madxima em fase externa 16 pg/ml) ou
valerato de betametasona (solubilidade méxima em fase
externa 5 ug/ml), de acordo com o ingrediente ativo
encapsulado. Desta maneira, se a quantidade quantificada na
fase externa for igual a solubilidade méxima do ingrediente
ativo é deduzido que existe formagdo de cristal, apesar de
ndo ser visivel.

A quitosana (Protasan UP Cl 113) usada nos exemplos &
de NovaMatrix-FMC Biopolymer, a ciclosporina A de LC
Laboratories, o valerato de betametasona de Guinama, o 4leo
de ricino de Galindo, a fosfatidilcolina de Degussa
(Epikuron 135F), o poloxdmero 188 de BASF Corporation, a
acetona de Vorquimica (ARnalema) e os produtos restantes
usados sdo de Sigma Aldrich, sacarose, glicose e manitol.
Exemplo 1

Estudo de estabilidade de nanocdpsulas de guitosana com

ciclosporina A em suspensdo a 37°C
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As nanocapsulas de quitosana com ciclosporina A sdo
preparadas tal como descrito a continuacgao:

a) Preparacdo da fase oleosa com 250 mg de lecitina,

0,5 ml de 6leo de ricino, 50 ou 100 mg de ciclosporina

A e 25 ml de acetona.

b) Preparacdo da fase aquosa com 50 mg de quitosana,

125 mg de poloxamero 188 e 100 ml de &gua destilada.

c) Ambas as fases sdo aquecidas até 50°C, e entao a

fase organica ¢é adicionada a fase aquosa, as

nanocdpsulas se formam espontaneamente.

Entdo, a acetona é eliminada aplicando calor (37°C) a
vdcuo e o volume restante € entdo concentrado até que
restem 10 ml de &agua.

As nanocapsulas resultantes desta preparacdo tém um
tamanho nanométrico inferior a um micron, e mais
especificamente entre 200-700 nm, potencial Z positivo (+10
mv- +70 mV), uma eficiéncia de encapsulamento de
ciclosporina A de praticamente 100% (isto foi diretamente
quantificado depois da degradacdo e extragdo do composto
ativo, e indiretamente depois da quantificagdo na fase
aquosa externa).

As nanocapsulas foram submetidas a um estudo de
estabilidade durante o qual foram armazenadas a 37°C por 6
meses, medindo o tamanho de particula, o potencial Z e a
presenca de ciclosporina na fase aquosa em intervalos de 1
més. Devido ao fato de que a ciclosporina é insoluvel em
agua, no caso de instabilidade a tendéncia é precipitar e
ocasionar o surgimento de cristais visiveis.

Tabela IV:
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Caracteristicas de nanocédpsulas de quitosana com

ciclosporina A (1%) armazenadas a 37°C (Média * DP).

Presenga de

Tempo a
Tamanho Potencial cristais de
37°C
(nm) Z (mV) ciclosporina
(meses)
A
474 +
0 +42 + 3 N&o
42
541 *
2 +37 = 2 Nao
26

Tal como mostrado na tabela IV, as nanocapsulas com 1%
de ciclosporina, mantém um didmetro inferior a um micron,
um potencial Z positivo, e sdo estaveis por pelo menos 2
meses a 37°C.

Tabela V:

Caracteristicas de nanocdpsulas de quitosana com

ciclosporina A (0,5%) armazenadas a 37°C (Média * DP).

Presenga de Concentragao
Tempo a
tamanho Potencial cristais de na fase
37°C
(nm) Z (mV) ciclosporina aquosa
(meses)
A externa
452 * < 16 pg/ml
0 +36 t 4 Nao
11
601 + < 16 pg/ml
2 +21 + 5 Nao
28
585 + < 16 pg/ml
3 +30 £ 1 N&o
13
4 490 t 4 +28 + 2 Nao < 16 pg/ml
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5 396 + 4 +29 + 5 Nao < 16 pg/ml

Tal como pode ser observado na Tabela 'V, as
nanocapsulas de quitosana incorporando ciclosporina A
(0,5%), sdo estaveis por pelo menos 5 meses a 37°C,
mantendo um didmetro inferior a 1 um, potencial Z positivo
e a auséncia de formacdo de cristal de ciclosporina A,
indicando que a molécula permanece no nucleo oleoso das
nanocapsulas. O sistema é estdvel com respeito ao tamanho e
potencial por um minimo de 6 meses (tempo maximo do
estudo) .

Exemplo 2

Estudo de estabilidade de nanocépsulas de gquitosana com

ciclosporina A ao processo de autoclavagem

As nanocapsulas de quitosana com ciclosporina A foram
preparadas de acordo com o processo descrito no exemplo 1,
e, entdo, uma aliquota foi submetida a um processo de
autoclavagem (120°C por 20 min). O objetivo principal deste
estudo foi avaliar se o tamanho e ©potencial das
nanocapsulas tinham sido modificados durante o processo de
autoclavagem.

Tabela VI:

Caracteristicas de nanocéapsulas de quitosana com

ciclosporina A depois de um processo de autoclavagem (Média

+ DP)

Presenga de Concentragéo
tamanho Potencial cristais de na fase
(nm) Z (mV) ciclosporina aquosa

A externa




10

15

34/38

Antes do < 16 pg/ml
+ 42,1 +
processo de 575 % 5 Nao
0,7
autoclavagem
Depois do < 16 pg/ml
591 + 46,2
processo de N&ao
11 0,8
autoclavagem

Tal como pode ser observado na Tabela VI, depois do
processo de autoclavagem, as nanocapsulas mantém seu
tamanho e carga superficial. Além disso, depois do processo
de autoclavagem, ndo apareciam cristais de ciclosporina A,
o0 que revela que ndo ha liberacgdo significante da molécula
ativa das nanocépsulas para a fase aquosa.

Exemplo 3

Estudo de estabilidade de nanocdpsulas de quitosana com

ciclosporina A submetidas a autoclavagem em suspensdo a

37°C

As nanocapsulas de quitosana com ciclosporina A foram
preparadas de acordo com o processo descrito no exemplo 1,
entdo foram submetidas a autoclavagem seguindo O processo
descrito no exemplo 2, e foram armazenadas a 37°C por 5
meses. Com o objetivo de avaliar a estabilidade de seu
sistema, o tamanho de particula, o potencial Z e a presencga
de cristais de ciclosporina na fase aquosa foram medidos em
intervalos de 1 més.

Tabela VII:

Caracteristicas de - nanocdpsulas de quitosana com
ciclosporina A submetidas a autoclavagem e armazenadas a

37°C (Média % DP).
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Presenga de Concentragédo
Tempo a
tamanho Potencial cristais de na fase
37°cC
(nm) Z (mV) ciclosporina aquosa
(meses)
A externa
591 + < 16 pg/ml
0 + 46 + 1 Nao
11
635 + < 16 pg/ml
2 + 41 £ 1 Nao
15
506 + < 16 pg/ml
3 + 51 + 1 N&o
17
4 485 £+ 9 + 47 £ 1 N&do < 16 pg/ml

As nanocéapsulas com ciclosporina A, revestidas com
guitosana, e submetidas a autoclavagem, sdo estaveis a 37°C
por, pelo menos, 4 meses (tabela VII).

Exemplo 4

Preparacdo de nanocdpsulas de quitosana com valerato de

betametasona

As nanocdpsulas de . quitosana foram preparadas com
valerato de betametasona tal como descrito abaixo:

a) preparacdo da fase oleosa com 250 mg de lecitina,
0,5 ml de &éleo de ricino, 10 mg de valerato de
betametasona e 25 ml de acetona.

b) preparacdo da fase aquosa éom 50 mg de quitosana,
125 mg de poloxamero 188 e 100 ml de &gua destilada.

c) ambas as fases sdo aquecidas até 50°C, e entao a
fase orgédnica é adicionada a fase aquosa, se formam

espontaneamente as capsulas.
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A emulsdo obtida é concentrada (eliminando o solvente
organico) até um volume final de 10 ml, aplicando calor
(37°C) e vacuo.

As nanocdpsulas resultantes dessa preparagdo tém um
tamanho nanométrico inferior a um micron, e mais
especificamente entre 200-600 nm), potencial Z positivo
(+25 mv- +60 mV), uma eficiéncia de encapsulamento de
valerato de betametasona de 99,9% (isto foi quantificado
indiretamente depois da quantificacdo da fase aquosa
externa). Mais especificamente, as caracteristicas fisico-
gquimicas e eficiéncia de encapsulamento das nanocéapsulas
sdo descritas na Tabela VIII.

Tabela VIII:

Caracteristicas fisico-quimicas e eficiéncia de
encapsulamento de nanocépsulas de quitosana com valerato de

betametasona (Média * DP).

Potencial Z Eficiéncia de
Tamanho (nm)
(mV) encapsulamento (%)
+ 46,9
348 + 71 99,94 + 0,01
1,3

Exemplo 5

Estudo de estabilidade de nanocdpsulas de quitosana com

valerato de betametasona em suspensdao a temperatura

ambiente

As nanocdpsulas preparadas tal como indicado no
exemplo 4, foram submetidas a um estudo de estabilidade, em
que foram armazenadas a temperatura ambiente durante 6

meses, medindo o tamanho de particula, o potencial Z e a
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presenca de valerato de betametasona na fase aquosa. Tal
como mostrado na Tabela IX, mantém tamanho nanométrico,
potencial Z positivo, e o valerato de betametasona
permanece nos nucleos lipidicos das nanocapsulas.

Tabela IX:

Caracteristicas de nanocdpsulas de quitosana com

Valerato de betametasona armazenadas a temperatura ambiente

(Média * DP).
Tempo a Concentragao na fase
temp. tamanho Potencial Z aquosa externa
ambiente (nm) (mV)
(meses)
+ 46,9 £ <5 pg/ml (0,6 pg/ml)
0 383 + 41
1,3
+ 48,2 + <5 pg/ml (0,9 pg/ml)
6 413 £ 10
2,6
Exemplo 6

Estudo de estabilidade de nanocépsulas de quitosana com

valerato de betametasona em suspensdo a 37°C

As nanocdpsulas preparadas tal como indicado no
exemplo 4, foram submetidas a um estudolde estabilidade, em
que foram armazenadas a 37°C por 6 meses, medindo o tamanho
de particula, potencial Z e a presenga de valerato de
betametasona na fase aquosa. As nanocdpsulas de quitosana
com valerato de betametasona sdo estdveis tal como mostrado
na tabela X.

Tabela X:
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Caracteristicas de nanocapsulas de quitosana com

valerato de betametasona armazenadas a 37°C (Média % DP).

Tempo a Concentragao na
tamanho Potencial Z
37°C fase aquosa
(nm) ‘ (mV)
(meses) ‘ externa
<5 pg/ml (0,6
0 383 + 41 + 46,9 * 1,3
pg/ml)
<5 pg/ml (1,5
6 465 + 14 + 58,4 + 1,8

pug/ml)
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REIVINDICACOES

1. Sistema que compreende nanocapsulas com um
tamanho médio inferior a 1 um dispersas em um meio aquoso,
caracterizado porque as nanocapsulas tém uma estrutura
compreendendo:

a.uma fase lipofilica compreendendo:

a.l) pelo menos, um componente fosfolipidico; e

a.2) um éleo que compreende um ou mais &cidos graxos de
cadeia C1,-C,4 saturada e/ou insaturada ou derivados dos
mesmos;

b. uma fase hidrofilica compreendendo:

b.1l) guitosana ou um derivado da mesma; e

b.2) um composto polioxialquilenado.

2. Sistema, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado porque o componente fosfolipidico compreende
fosfogliceridios, preferivelmente selecionados de
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
lisofosfatidilcolina, &cido fosfatidico e misturas dos
mesmos.

3. Sistema, de acordo com a reivindicagao 2,
caracterizado porque o componente fosfolipidico compreende
lecitina, preferivelmente lecitina de soja.

4, Sistema, de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado porque a lecitina tem wuma proporgdo de
fosfatidilcolina entre 35% e 75% em peso, preferivelmente
entre 35% e 55%.

5. Sistema, de acordo com quaisquer das
reivindicacdes 1 a 4, caracterizado porque o Oleo

compreende 6leo de ricino.
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6. Sistema, de acordo com gquailsquer das
reivindicacdes 1 a 5, caracterizado porque o composto
polioxialquilenado é um polioxietileno ou um copolimero de
6xido de etileno-déxido de propileno.

7. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 6,
caracterizado porque o composto polioxietilenado compreende
um poloxdmero, preferivelmente poloxdmero 188.

8. Sistema, de acordo com quaisquer das
reivindicacdées 1 a 7, caracterizado porque a proporg¢do de
componente fosfolipidico no sistema estd entre 0,1% e 10%
em peso com respeito ao peso total incluindo a agua,
preferivelmente entre 0,5% e 5%, mais preferivelmente entre
1% e 2,5% em peso.

9. Sistema, de acordo com qQuailsquer das
reivindicacdes 1 a 8, caracterizado porque a proporgdo de
6leo no sistema estéd entre 1% e 20% em peso com respeito ao
peso total incluindo a &gua, preferivelmente entre 2,5% e
10%, mais preferivelmente entre 4,5% e 5,5% em peso.

10. Sistema, de acordo com quaisquer das
reivindicacdes 1 a 9, caracterizado porque a proporgdo de
guitosana no sistema estd entre 0,05% e 10% em peso com
respeito ao peso total incluindo a &gua, preferivelmente
entre 0,1% e 2%, mais preferivelmente entre 0,25% e 1% em
peso.

11. Sistema, de acordo com quaisquer das
reivindicacdes 1 a 10, caracterizado porque a proporgao do
composto polioxialquilenado no sistema esta entre 0,05% e
10% em peso com respeito ao peso total incluindo a a&gua,

preferivelmente entre 0,1% e 5%, mais preferivelmente entre
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12. Sistema, de acordo com quaisquer das
reivindicagdes 1 a 11, caracterizado porque O méio aguoso
adicionalmente compreende um polimero hidrofilico de
viscosidade.

13. Sistema, de acordo com a reivindicacado 12,
caracterizado porque o) polimero de viscosidade é
selecionado de entre poli (4lcool vinilico),
polivinilpirrolidona, quitosana, poloxémeros,
polietilenoglicol e misturas dos mesmos.

14. Sistema, de acordo com quaisquer das
reivindicacdes 1 a 13, caracterizado porque adicionalmente
compreende &cido hialurénico ou quaisquer de seus sais.

15. Sistema, de acordo com quaisquer das
reivindicacdes 1 a 14, caracterizado porque as nanocapsulas
tém um tamanho médio de entre 1 e 999 nm, preferivelmente
entre 50 e 800 nm, mais preferivelmente entre 200 e 700 nm.

16. Sistema, de acordo com guaisquer das
reivindicacdes 1 a 15, caracterizado porque as nanocapsulas
tém uma carga superficial ©positiva, preferivelmente
representada por um potencial Z entre +1 mV e +70 mV.

17. Sistema, de acordo com quaisquer das
reivindicacdes 1 a 16, caracterizado porque adicionalmente
compreende uma molécula lipofilica biologicamente ativa na
fase lipofilica das nanocapsulas.

18. Sistema, de acordo com a reivindicag¢aoc 17,
caracterizado porque as moléculas lipofilicas
biologicamente ativas sido selecionadas do grupo consistindo

de proteinas, peptideos, lipidios, oligonucleotideos
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lipofilizados, corticosterdides, vitaminas lipofilicas,
tais como A, D, K e E, agentes antifungicos, agentes
bacteriostéaticos, agentes de cura, agentes anti-
histaminicos, agentes anestésicos, agentes

antipruriginosos, agentes antibidéticos, agentes antivirais,

agentes anti-sépticos, agentes anti-acne, agentes
despigmentantes, agentes anti-seborréicos, agentes
imunossupressores, farmacos antiinflamatdérios nao
esterdides (AINE) e antiinflamatdérios derivados de
Capsilum.

19. Sistema, de acordo com as reivindicacgdes 17
ou 18, caracterizado porque a proporgdo da molécula
lipofilica biologicamente ativa na nanocdpsula é de até 5%
em peso com respeito ao peso total do sistema incluindo a
agua.

20. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 17,
caracterizado porque a molécula lipofilica é ciclosporina.

21. Sistema, de acordo com a reivindicagado 20,
caracterizado porque a proporgdo de <ciclosporina na
nanocapsula estd entre 0,01 e 2% em peso com respeito ao
peso total do sistema incluindo a éagua.

22. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 17,
caracterizado porque a molécula lipofilica é
hidrocortisona, prednisona, fluticasona, prednisoclona,
triancinolona, acetonido de triancinolona, dexametasona,
betametasona, valerato de Dbetametasona, beclometasona,
dipropionato de beclometasona, preferivelmente valerato de
betametasona.

23. Sistema, de acordo com quaisquer das
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reivindicacdes 1 a 16, caracterizado porque adicionalmente
compreende uma molécula biologicamente ativa de carater
hidrofilico adsorvida na superficie da nanocéapsula,
selecionada de peptideos, proteinas, horménios,
antigenos/alérgenos, anticorpos, heparina, DNA, RNA e
oligonucleotideos.

24. Composigao farmacéutica, caracterizada
porque compreende um sistema tal como aquele definido em
guaisquer das reivindicagdes 1 a 23.

25. Composicdo, de acordo com a reivindicagao
24, caracterizada porque é para administragdo por via oral,
bucal, sublingual, tépica, ocular, nasal ou vaginal.

26. Composicdo cosmética, caracterizada porque
compreende um sistema tal como aquele definido em quaisquer
das reivindicagdes 1 a 19.

27. Composigdo, de acordo com a reivindicacgao
26, caracterizada porque compreende uma molécula lipofilica
cosmeticamente aceitdvel que é selecionada de agentes
emolientes, conservantes, substéncias de fragréncia,
agentes anti-acne, agentes antifungicos, antioxidantes,
desodorantes, antiperspirantes, agentes anti-caspa,
despigmentantes, agentes anti-seborréicos, corantes, logoes
bronzeadoras, absorventes de luz UV, enzimas e substancias
de fragréancia.

28. Composicdo, de acordo com gquaisquer das
reivindicacdes 24 a 27, caracterizada porque adicionalmente
compreende agentes de controle de pH, agentes antioxidantes
ou conservantes.

29. Processo para a preparagdo de um sistema,
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conforme descrito em quaisquer das reivindicagdes 1 a 22,
caracterizado porque compreende:
a. preparagdo da fase lipofilica dissolvendo o
componente fosfolipidico e o 6éleo em um solvente
orgadnico, e opcionalmente uma molécula lipofilica como
ingrediente ativo;
b. preparacdo da fase hidrofilica dissolvendo a
quitosana e o composto polioxialquilenado em &agua;
C. aquecimento de ambas as fases até uma temperatura
entre 40 e 60°C;
d. misturar a fase lipofilica e hidrofilica agitando
com formacdo espontdnea das nanocapsulas; e

e. eliminagdo do solvente organico.
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RESUMO
SISTEMA QUE COMPREENDE NANOCAPSULAS, COMPOSICOES

FARMACEUTICA E COSMETICA CONTENDO O SISTEMA E PROCESSO PARA

A PREPARACAO DO MESMO

A invencgdo se refere a sistemas de nanocépsulas
caracterizados porque tém alta estabilidade durante longos
periodos de tempo. Estes sistemas sdo Gteis para a
liberagdo controlada de ingredientes cosmeticamente ou
farmacologicamente ativos de natureza altamente lipofilica.
O sistema compreende nanocapsulas com um tamanho médio
inferior a 1 pum dispersas em um meio aquoso, em que as
nanocapsulas tém uma estrutura compreendendo uma fase
lipofilica contendo um componente fosfolipidico e um ou
mais &cidos graxos de cadeia C;;-C;4 saturada e/ou
insaturada ou derivados dos mesmos; e uma fase hidrofilica
que compreende quitosana ou um derivado da mesma e um

composto polioxialquilenado.
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