wvpiososoos3az  INIINIILNINIIE

(22) Data de Depdosito: 31/08/2009 (51) Int.Cl.:
o ) ) (43) Data da Publicacao: 10/05/2011 AB1K 9/127
Repuybll(;:baLFederallwa de Byzztsn' (RP| 2105) A61K 31/7048
sttt 6t Cog;ércio Extarior L A61P 31 110
(54) Titulo: VESICULAS LIPiDICAS DE (57) Resumo: VESICULAS LIPIDICAS DE CAROTENOIDES,
CAROTENOIDES, COMPOSICAO, PROCESSO DE COMPOSIGAO, PROCESSO DE PREPARAGAO DE VESICULAS
PREPARACAO DE VESICULAS LIPIDICAS DE LIPIDICAS DE CAROTENOIDES E USO DE VESICULAS LIPIDICAS

x . : DE CAROTENOIDES. A presente invengdo aplica-se nas areas
CAROTENOID,ESEUSO DE VESICULAS LIPIDICAS farmacéutica, cosmética, veterinaria, biotecnologica, odontolégica,
DE CAROTENOIDES médica, oncoldgica, radiofarmacéutica, agrondmica, de terapia génica,
alimenticia, referindo-se a constituicdo de vesiculas lipidicas de
carotendides em que ditos carotendides representam a maior
proporgédo molar da constituicdo da bicamada vesicular, bem como

. . uma composigdo contendo ditas vesiculas lipidicas de carotendides,
(72) Inventor(es): IRENE SATIKO KIKUCHI, MiRIAM CRISTINA processo de preparagao de vesiculas lipidicas de carotendides e uso.

SAKURAGUI MATUO, RAFAEL TERUITI DE OLIVEIRA TAKAMOTO,
TELMA MARY KANEKO, TEREZINHA DE JESUS ANDREOLI PINTO

(73) Titular(es): Universidade de Sao Paulo - USP



10

15

20

25

30

35

. IIII!‘lﬂlllllilﬁﬂglilﬂlz/ﬂlt!]/m(lﬂlﬂlllﬂ_(l_lllﬂg/lllII |

VESICULAS LIPIDICAS DE CAROTENOIDES, COMPOSIGAO, PROCESSO DE
PREPARAGAO DE VESICULAS LIPIDICAS DE CAROTENOIDES E USO DE
VESICULAS LIPIDICAS DE CAROTENOIDES

A presente invencdo aplica-se nas areas farmacéutica, cosmética, veterinaria,
biotecnolégica, odontolégica, médica, oncoldgica, radiofarmacéutica, agrondémica, de
terapia génica, alimenticia, referindo-se a constituicdo de vesiculas lipidicas de
carotendides em que ditos carotendides representam a maior proporcdo molar da
constituicao da bicamada vesicular.
ESTADO DA TECNICA

Lipossomos sao estruturas esféricas compostas de bicamadas concéntricas

simples ou multiplas, resultantes da auto-associagao de moléculas anfifilicas, tais como
fosfolipidios, em um meio aquoso. Os grupos da cabeca polar sédo localizados na
superficie das membranas, em contato com o meio, enquanto as cadeias de acido graxo
formam o centro hidrofébico das membranas, protegido da agua. Estas vesiculas tém
parte da fase aquosa no seu interior e, conseqiientemente podem capturar e segregar
moléculas polares; além disso, por causa das propriedades fisico-quimicas de seus
constituintes, podem também dissolver moléculas hidrofébicas em suas bicamadas.
Lipossomos podem ser preparados com muitos tamanhos diferentes, variando de
vesiculas unilamelares pequenas (SUV - small unilamellar vesicles), cujo menor
diametro pode ser de cerca de 20 nm, até vesiculas unilamelares gigantes (GUV - giant
unilamellar vesicles) com diametro de dezenas de micrometros. Pertencendo & primeira
geracéao de lipossomos, estdo as vesiculas multilamelares (MLV — multilamellar vesicles)
com varias centenas de nandmetros em diametro (BANGHAM A.D., STANDISH
M.M., WATKINS J.C. Diffusion of univalent ions across lamellae of swollen phospholipids.
J. Mol. Biol. 13(1): 238, 1965), e as mais recentes vesiculas unilamelares grandes (LUV
— large unilamellar vesicles), caracterizadas por volumes de captura alta, com didmetro
ajustavel (100 ou 200 nm) e tamanho reduzido por extrusdo através de membranas
especificas (SCHUBER F., KICHLER A., BOECKLER C., FRISCH B. Liposomes: from
membrane models to gene therapy. Pure & Appl. Chem. 70 (1): 89-96, 1998.).

Em esséncia, os lipossomos sdo estruturas altamente versateis cujas
propriedades podem ser moduladas por mudanga nos parametros tais como tamanho,
lamelaridade, composi¢éo das bicamadas, cargas e propriedades de superficie. A
quimica dos (fosfo) lipidios, que sdo os constituintes de lipossomos, permite planejar
analogos com novas propriedades e derivados a serem ligados & superficie das

vesiculas. Lipossomos tém atraido um enorme interesse:
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i) Na pesquisa basica (Quimica e Biologia) como modelos de membrana, mas
também oferecem atraentes possibilidades para confinamento de reagdes quimicas em
volumes muito pequenos,

ii) Como veiculos para transporte de drogas e, recentemente, para transporte de
genes,

iii) Em biotecnologia, industria farmacéutica (desenvolvimento de formulagoes

antitumorais e vacinas baseadas em lipossomo) e em cosméticos (SCHUBER F.,

'KICHLER A., BOECKLER C., FRISCH B. Liposomes: from membrane models to gene

therapy. Pure & Appl. Chem. 70 (1): 89-96, 1998).

Os lipossomos podem ser planejados racionalmente, resultando em lipossomos
nao reativos (estericamente estabilizados) (SLs), bem como lipossomos polimérficos
(catibnicos fusogénicos). Os SLs podem ser planejados para exibir reatividade
especifica (direcionamento), enquanto lipossomos polimérficos podem exibir alta
reatividade a acidos nucléicos e membranas celulares. Devido a seu reduzido
reconhecimento e ataque pelo sistema imunolégico, estes lipossomos podem ter
utilidade em quimioterapia de cancer. Os lipossomos polimérficos sdo promissores em
terapia génica devido a possibilidade da transfeccdo de DNA. Em paralelo, liberagao
mais eficiente e retencdo de drogas dentro de lipossomos (baseado em acumulo ativo
através de gradientes idnicos) tém contribuido para utilizacdo desta nova geragdo de
lipossomos (LASIC D.D., PAPAHADJOPOULOS D. Liposomes revisited. Science. 267:
1275-1276, 1995).

Lipossomos estericamente estabilizados foram criados quando se soube que
estabilizacdo mecéanica ou eletrostatica ndo poderia formar lipossomos com suficiente
estabilidade em um ambiente biolégico como a circulagéo sistémica. Por isso, em SLs, a
bicamada lipidica contém glicolipidios ou mais recentemente, lipidios conjugados com
etilenoglicol que forma uma barreira estérica externa @ membrana. SLs matem-se no
sangue até 100 vezes mais tempo que lipossomos convencionais e podem, por isso,
aumentar a eficacia farmacolégica dos agentes encapsulados. Além disso, SLs
permitem direcionar lipossomos para células especificas através de ligante, porque sao
muito menos susceptiveis a ataque nao especifico que os convencionais. SLs ligados a
anticorpos ou outros ligantes sao acumulados muito mais prontamente em células alvo
que os lipossomos convencionais (LASIC D.D., PAPAHADJOPOULOS D. Liposomes
revisited. Science. 267: 1275-1276, 1995).

Existem técnicas que provocam profundas mudangcas no comportamento
farmacocinético das SLs (lipossomos nao reativos, mas estericamente estabilizados). A

meia vida dos lipossomos convencionais no sangue, apos inje¢do intravenosa, por
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exemplo, pode variar entre 2 horas e mais de 40 horas em humanos. Foram
descobertos lipossomos de circulagdo longa que sdo capturados mais lentamente por
figado e bago, sendo direcionados passivamente para sitios tumorais, aumentando a
“pbiodisponibilidade” de drogas antitumorais. Por exemplo, em certos tumores foram
encontrados niveis de lipossomos 25 vezes mais altos mesmo apoés varios dias da
injecao. Outra conseqiiéncia deste fendbmeno é o uso de SL para imagens (SCHUBER
F., KICHLER A., BOECKLER C., FRISCH B. Liposomes: from membrane models to
gene therapy. Pure & Appl. Chem. 70 (1): 89-96, 1998).

O tumor sdlido de carcinoma de célon C26 em camundongos é praticamente
insensivel a tratamentos com doxorrubicina livre ou incorporada em lipossomos
convencionais. Contudo, a administragdo de SLs contendo doxorrubicina (SL-Dox)
resultou em completa remissao de tumores em tratamentos precoces e em melhorias
significativas em tratamentos tardios. Em um modelo de tumor de carcinoma mamario
em camundongos, SL-Dox foi bem mais eficiente que lipossomos convencionais e
reduziu a incidéncia de metastases. SL-Dox pdde deter o crescimento de células
tumorais de pulmdo humano em severa imunodeficiéncia combinada (SCID) de
camundongos, enquanto doses equivalentes de doxorrubicina livres ou encapsuladas
em lipossomos convencionais, nao foram eficazes (LASIC D.D., PAPAHADJOPQULOS
D. Liposomes revisited. Science. 267: 1275-1276, 1995).

Lipossomos de bicamada simples sdo geralmente preparados por um dos dois
métodos de sonicagdo: um probe de alta energia € imerso diretamente numa dispersao
aquosa de fosfolipidios ou pela dispersao de fosfolipidio em um frasco de vidro
suspenso em um banho ultrassbnico de baixa energia. Ambos os procedimentos
produzem vesiculas de cerca de 25 nm de diametro, consistindo de uma concha de
bicamada fosfolipidica simples. Contudo, a técnica apresenta varias desvantagens como
a sonicacao em alta energia causar oxidagdo e degradacdo do fosfolipidio, embora
possa ser minimizada por controle rigoroso, € também pode danificar moléculas do
soluto a ser encapsulado. Outra desvantagem é a dificuldade em preparar grandes
quantidades de lipossomos (BATZRI S., KORN E.D. Single bilayer liposomes prepared
without sonication. Biochim. Biophys. Acta. 298: 1015-1019, 1973).

Devido a estas limitagées pelo preparo de lipossomos por sonicagdo, Batzri e
Korn (BATZRI S., KORN E.D. Single bilayer liposomes prepared without sonication.
Biochim. Biophys. Acta. 298: 1015-1019, 1973) desenvolveram um dos mais simples
métodos para obtengao de lipossomos que € o método chamado injegdo etandlica. Esta
técnica permite obter lipossomos com bicamada simples, ndo distinguiveis daqueles

obtidos por sonicagdo. A suspensao diluida pode ser facilmente concentrada por
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ultrafiltragdo, nao levando a degradacéo ou oxidagdo do fosfolipidio utilizado (BATZRI
S., KORN E.D. Single bilayer liposomes prepared without sonication. Biochim. Biophys.
Acta. 298: 1015-1019, 1973).

Quanto a encapsulagao de drogas, compostos dissolvidos no mesmo etanol
como o lipidio, sao relativamente bem encapsulados, enquanto substancias hidrofilicas
apresentam baixa compartimentalizagdo, como ocorreu com carboxifluoresceina no
trabalho de Pons et al (PONS M., FORADADA M., ESTERLRICH J. Liposomes obtained
by the ethanol injection method. Int. J. Pharm. 95: 51-56, 1993). Porém, estes mesmos
autores relataram como vantagem da inje¢ao etandlica, a possibilidade de encapsular
tanto substancias hidrofilicas como lipofilicas.

O peso molecular e raio das vesiculas produzidas pelo método de injegdo pode
depender da velocidade de injecao, concentragao de lipidio no tampao e no alcool, e o
pH e osmolalidade do tampao. Kremer et al (KREMER J.M.H., VANDER ESKER M.W.J.,
PATHMAMANOHARAN C., WIERSEMA P.H. Vesicles of variable diameter prepared by
a modified injection method. Biochemistry. 16: 3032-3935, 1977) mostraram que a
velocidade de inje¢ao nao influenciou o peso molecular ou o raio das particulas lipidicas.

Pons et al (PONS M., FORADADA M., ESTERLRICH J. Liposomes obtained by
the ethanol injection method. Int. J. Pharm. 95: 51-56, 1993) detectaram que a
concentracao de lipidios € o principal fator que influencia o tamanho das vesiculas.
Hauser (HAUSER H. Methods of preparation vesicles: assessment of their suitability for
drug encapsulation. Trends Pharm. Sci. 3: 274-277, 1982) havia estabelecido que a
injecdo de solugdes etandlicas de fosfolipidios originava vesiculas do tipo SUV (com
alguns agregados de SUV), com tamanho variando entre 30 e 60 nm. Porém, Pons et al
(PONS M., FORADADA M., ESTERLRICH J. Liposomes obtained by the ethanol
injection method. Int. J. Pharm. 95: 51-56, 1993) obtiveram ndo apenas SUVs, mas
também vesiculas intermediarias e grandes, dependendo da concentracgéo lipidica. Pons
et al (PONS M., FORADADA M., ESTERLRICH J. Liposomes obtained by the ethanol
injection method. Int. J. Pharm. 95: 51-56, 1993) concluiram que, variando a
concentracdo de lipidio, o método oferece a possibilidade de obter vesiculas de
bicamada simples de diferentes raios de maneira reprodutivel e confiavel.

Lipossomos foram propostos e demonstrados por Gregoriadis e colaboradores
(GREGORIADIS G. Engineering liposomes for drug delivery: progress and problems.
Trends in Biotechnology 13: 527-537, 1995) na década de 1970 por terem capacidade
para carrear drogas e utilizaram enzimas, drogas anticancer e antimicrobianos para tal.

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para sistemas de entrega de drogas devido a
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considerada natureza inécua dos componentes lipossomais (que sao lipidios nao
téxicos, ndo imunogénicos, biodegradaveis), e a versatilidade da estrutura do sistema.

Existem trabalhos que mostram que carotendides podem ser carreados por
sistemas lipossomais tradicionais para melhorar a prépria permeabilidade das vesiculas
carreadoras (SOCACIU C., LAUSCH C., DIEHL H.A. Carotenoids in DPPC vesicles:
membrane dynamics. Spectrochimica Acta Part A 55: 2289-2297, 1999) como trabalhos
demonstrando a utilizagao de carotendides como ingredientes ativos com atividade
antioxidante (SILVA C.R., ANTUNES L.M.G., BIANCHI M.L.P. Antioxidant action of bixin
against cisplatin-induced chromosome aberrations and lipid peroxidation in rats.
Pharmacological Research. 43(6): 561-566, 2001), efeito protetor contra radiagdo e
elementos mutagénicos e inducao de sistema citocromo P450 (De-Oliveira A.C.A.X,,
SILVA 1.B., MANHAES-ROCHA D.A., PAUMGARTEN F.J.R. Induction of liver
monooxygenases by annatto and bixin in female rats. Braz. J. Med. Biol. Res. 36(1):
113-118, 2003).

Bixina (cis-bixina, CAS 6983-79-5) é o principal pigmento soltvel em 6leo das
sementes de Bixa orellana L. E um carotenéide desprovido de atividade de pro-vitamina
A com dois grupos carboxilicos, um dos quais € o metiléster (Figura 1 A). A hidrélise
deste grupo metil éster da um acido dicarboxilico correspondente, a norbixina (Figura 1
B), que é um pigmento do anato soltivel em solugdes aquosas alcalinas. Os extratos de
anato, bem como seus constituintes carotendides principais bixina e norbixina, tém sido
amplamente empregados como aditivos colorificos em alimentos, drogas e cosméticos
(De-Oliveira A.C.AX., SILVA 1.B., MANHAES-ROCHA D.A., PAUMGARTEN F.J.R.
Induction of liver monooxygenases by annatto and bixin in female rats. Braz. J. Med.
Biol. Res. 36(1): 113-118, 2003). No norte e nordeste do Brasil &€ extensivamente
utilizado como um condimento de alimentos, conhecido como ‘colorau’ ou ‘colorifico’
(De-Oliveira A.C.AX., SILVA I.B., MANHAES-ROCHA D.A., PAUMGARTEN F.J.R.
Induction of liver monooxygenases by annatto and bixin in female rats. Braz. J. Med.
Biol. Res. 36(1): 113-118, 2003).

As sementes de B. orellana tém sido utilizadas na medicina popular brasileira
para preparar pogdes afrodisiacas bem como remédios para tratar febres, inflamagoes,
doencas parasiticas e na Jamaica, remédios populares para tratar diabetes mellitus
(PAUMGARTEN F.J.R., DE-CARVALHO R.R., ARAUJO |.B., PINTO F.M., BORGES
0.0., SOUZA C.A.M., KURIYAMA S.N. Evaluation of the developmental toxicity of
annatto in the rat. Food and Chemical Toxicology. 40: 1595-1601, 2002).

Sabe-se que as folhas de B. orellana exibem um efeito inibitério contra Neisseria

gonorrhoea, e os extratos de folha, uma significativa atividade antimicrobiana contra
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linhagens padrdes de bactérias Gram positivas incluindo Bacillus subtilis, Streptococcus
faecalis e Staphylococcus aureus. Um recente estudo de extratos volateis apresentou
varios mono e sesquiterpenos (GALINDO-CUSPINERA V., WESTHOFF D.C., RANKIN
S.A. Antimicrobial properties of commercial annatto extracts against selected
pathogenic, lactic acid, and spoilage microorganisms. J. Food Protection. 66 (6): 1074-
1078, 2003), e outros compostos soluveis em agua (GALINDO-CUSPINERA V.,
RANKIN S.A. Bioautography and chemical characterization of antimicrobial compound(s)
in commercial water-soluble annatto extracts. J. Agric. Food Chem. 53(7): 2524-2529,
2005) com atividades antimicrobianas. Contudo, ndo foram encontrados relatos de
atividade antimicrobiana por compostos isolados de B. orellana devido a dificuldade em
separar 0s componentes dos extratos.

Os corantes obtidos do urucum (Bixa orellana L.) tém sido utilizados ha muitos
anos principalmente nas areas cosmética e alimenticia. Os corantes sdo encontrados
recobrindo a superficie externa das sementes de urucum e sdo constituidos na sua
maioria (cerca de 80%) de a-bixina que € um monometilester do acido carboxilico da a-
norbixina (FERREIRA V.L.P., TEIXEIRA NETO R.O.,, MOURA S.C.S.R,, SILVA M.S.
Cinética da degradacdao da cor de solugdo hidrossolivel comercial de urucum,
submetida a tratamentos térmicos. Ciénc. Tecnol. Aliment. 19(1):37-42, 1999).

Varios paises tém proibido o uso de um numero de corantes alimenticios
sintéticos e a maioria dos corantes naturais além da questdo de aparéncia, tém
importancia na melhoria para a saude, ocorrendo grande demanda por alimentos e
suplementos contendo uma dose eficaz destes corantes (REDDY M.K., ALEXANDER-
LINDO R.L, NAIR M.G. Relative inhibition of lipid peroxidation, cyclooxygenase
enzymes,and human tumor cell proliferation by natural food colors. J. Agric. Food Chem.
53: 9268-9273, 2005). Reddy et al (REDDY M.K., ALEXANDER-LINDO R.L., NAIR M.G.
Relative inhibition of lipid peroxidation, cyclooxygenase enzymes,and human tumor cell
proliferation by natural food colors. J. Agric. Food Chem. 53: 9268-9273, 2005)
demonstraram que bixina em combinagdo com licopeno e B-caroteno n&o tiveram
impacto esperado na melhoria da saude, porém, a inibicdo da peroxidagao lipidica,
enzimas da ciclooxigenase e proliferacdo de células tumorais foi significativa.

A presente invengao tem como objetivo elucidar o baixo custo e a facilidade no
processo de preparacdao de vesiculas lipidicas de carotendides que tem como
componente principal uma matéria prima de baixa toxicidade, mesmo em dosagens
altas, que é bastante abundante no Brasil e de baixo custo. Com isso, o processo torna-

se um incentivo para a industria nacional aprimorar as técnicas de extragéo, purificagéo
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e preparagao do composto como um insumo mais nobre para a industria farmacéutica,
além dos ja aplicados para industria cosmética e de alimentos.
DESCRICAO RESUMIDA

A presente invengao trata de vesiculas lipidicas de carotendides em que ditos
carotendides representam a maior propor¢ao da constituicido da bicamada vesicular. A
invengao trata ainda de composi¢do contendo ditas vesiculas lipidicas de carotendides,
processo de preparagao de vesiculas lipidicas de carotenodides e uso.
DESCRICAO DETALHADA

A presente invengado trata de vesiculas lipidicas de carotendides em que ditos

carotendides representam a maior proporcao da constituicdo da bicamada vesicular, sua
composicao, seu processo de preparagao e uso.

De acordo com a invengdo, os carotendides utilizados nas vesiculas lipidicas
podem ser selecionados entre bixina, zeaxantina, luteina, criptoxantina, alfa-caroteno,
beta-caroteno, sendo preferencialmente bixina. Opcionalmente, ditas vesiculas lipidicas
podem ser constituidas de carotendides isolados e Unicos, misturas de carotenodides,
outros lipidios (carotendides ou nao carotendides), colesterol, sal de colesterol,
fosfolipidios, glicolipidios, lipidios conjugados, outros ligantes.

A norbixina & um tipo de carotendide que pode participar da composicio
estrutural da vesicula, e também possui uma agao farmacolégica sozinha. A norbixina
também forma emulsdes devido a capacidade tensioativa. A vantagem é que a norbixina
é soluvel em agua e pode dispersar compostos insollveis ou pouco sollveis em agua
quando adicionamos estes compostos diretamente na mistura de norbixina em agua.

Nao ha artigos ou patentes que apresentem vesiculas preparadas com mais que
1% de carotendides em relagcdo a vesicula preparada, pois foram utilizadas como
adjuvantes para melhorar estabilidade das vesiculas. De acordo com a presente
invengdo, a vesicula é preparada a partir de carotendides, opcionalmente, pode conter
outro lipidio (carotendide ou nao-carotenéide), com fungdo adjuvante ou para sitio dirigir
para algum tecido especifico do organismo. A vantagem da vesicula ser preparada a
partir de carotendides & que o custo e os efeitos adversos sao muito baixos, e alguns
lipidios sao carissimos, principalmente os sintéticos, como o N-(1-(2,3-
dioleoiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamoniometilsulfato (DOTAP).

As vesiculas lipidicas de carotendides, segundo a presente invencao,
apresentam carotendides na concentracdo de 0,001 a 100 milimolares (mM),
preferencialmente entre 0,01 a 10 mM, mais preferencialmente 0,01 a 1,0mM; e bixina
também na concentragao de 0,001 a 100 milimolares (mM), preferencialmente entre
0,01 a 10 mM, mais preferencialmente 0,01 a 1,0mM. Essas vesiculas caracterizam-se
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por apresentarem-se sob a forma de lipossomos, podendo esses serem unilamelar ou
multilamelar. Esse mesmo lipossomo €& caracterizado por apresentar-se
preferencialmente no tamanho entre 100 e 200 nm, mais preferencialmente 151,9 £ 0,9
nm, podendo variar desde 20 nm a1500nm, conforme as condi¢des de preparagdo como
presenca de eletrélitos, outras estruturas moleculares nao eletroliticas, velocidade de
agitagado, solventes utilizados, temperatura, concentragao dos lipidios, etc.

A estrutura molecular do carotendide bixina (Figura 1 A) mostrou-se muito
similar a alguns lipidios comumente utilizados para preparagido de lipossomos, pois
apresentam regides com carater polar e cadeia longa apolar, por exemplo, o
dioctadecildimetilaménio (DODA), N-(1-(2,3-dioleoiloxi)propil)-N,N,N-
trimetilamoniometilsulfato (DOTAP) . O composto ndo & soluvel em agua, sendo muito
difundida sua solubilizagdo em solventes organicos. Seu carater hidrofobico apresenta
vantagens para interagir com compostos com 0 mesmo carater, sendo uma estrutura
interessante para formar vesiculas. A utilizagdo de bixina como principal composto para
preparar vesiculas lipidicas nunca foi demonstrada talvez devido a dificuldade em
solubilizar em solventes aquosos.

O carotendide bixina tem sido estudado sob aspecto toxicoldgico e néo tem
mostrado efeitos toxicos, apresentando ser muito promissor como carreador de drogas
também por esta caracteristica. Paumgarten et al (PAUMGARTEN F.J.R., DE-
CARVALHO R.R., ARAUJO |.B.,, PINTO F.M., BORGES 0.0., SOUZA C.AM,
KURIYAMA S.N. Evaluation of the developmental toxicity of annatto in the rat. Food and
Chemical Toxicology. 40: 1595-1601, 2002) nao detectaram nenhuma evidéncia de
toxicidade tanto em ratas como em suas proles quando administraram uma quantidade
de 500 mg ou mais de annato (28% de bixina)/ kg de peso/ dia por via oral. Este valor (2
140 mg de bixina/kg de peso/dia) determinado em ratos é pelo menos 2153 vezes o
consumo diario aceitavel preconizado pela Organizagdo Mundial da Satde (0,065 mg de
bixina/kg peso/dia) para humanos. Assim observa-se que o carotenodide, produto natural,
compete em eficiéncia com formulagbes comerciais.

Porém, outro tipo de inovagao encontrado, foi a interacio de vesiculas anibnicas,
pois bixina resulta em vesiculas com potencial de carga negativa e ainda tem potencial
de interagir com células com membranas de carga negativa. Foi demonstrado que deve
existir outro tipo de interacdo que € mais forte que a simples atracdo eletrostatica,
portanto, apesar de casos classicos como relatado, por exemplo, por Campanha et al
(CAMPANHA M.T.N., MAMIZUKA E.M., CARMONA-RIBEIRO A.M. Interactions between
cationic liposomes and bacteria: the physical-chemistry of the bactericidal action. J. Lipid
Res. 40: 1495-1500, 1999), em que vesiculas catibnicas como os de DODAB, que
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interagem com membranas de bactérias com carga negativa por atracdo eletrostatica,
as vesiculas de bixina tém potencial de carga negativa que também interagem com
membranas de bactérias por outro tipo de interagdo, a chamada hidrofébica e que ja foi
demonstrado em outros trabalhos (KIKUCHI 1.S., CARMONA-RIBEIRO A.M. Interactions
between DNA and cationic liposomes. J. Phys. Chem. B. 104: 2829-2835, 2000).

A invengdo aqui descrita atribuiu ao carotendide bixina o papel principal de
componente carreador enquanto no maximo, artigos apresentam seu papel como
coadjuvantes. Hara et al (HARA M., YAMANO Y., SAKAI Y., KODAMA E., HOSHINO T,
ITO M., MIYAKE J. Stabilization of liposomal membranes by carotenoids: zeaxanthin,
zeaxanthinglucoside and thermozeaxanthin. Material Science and Engineering C. 28:
274-279, 2008) demonstraram estabilizacdo de membranas lipossomais por outros
carotendides, a zeaxantina e seus derivados numa mistura com lipidios classicamente
utilizados como dipalmitoil fostatidilcolina (DPPC), enquanto que na presente invengao,
nao foi utilizado qualquer tipo de lipidio ou outro componente com suposta fungao
estabilizadora de membrana.

A aplicagdo de vesiculas de bixina ou outros carotenoides esta intimamente
ligada a incorporagao de componentes como os 6leos essenciais em seu interior, bem
como, a incorporagao de outros adjuvantes de dificil dispersao nas formulagdes, como
farmacos insoluveis em agua como a anfotericina B e miconazol e outros de dificil
manipulagao como antineoplasicos, radiofarmacos, hormonios, vacinas. Em todos os
casos, sdo observados além do custo, a reducdo na dosagem aplicada ao paciente,
uma vez que a entrega da droga ao sitio de agao deve ser mais eficiente, reduzindo
também os possiveis efeitos colaterais inerentes ao farmaco carreado. Os carotendides
prestam-se também ao efeito estético, dando coloracao ou efeito de particulas dispersas
nas formulagdes, conforme tamanho e concentragbes a serem introduzidas nas
formulagbes. A grande vantagem é que elementos como Oleos essenciais podem
permanecer mais tempo nas vesiculas e ter efeito mais duradouro na formulagao devido
a este efeito “protetor”, de confinamento, dificultando evaporagido dos compostos ativos.

As vesiculas de bixina também podem ser utilizadas em formulagdes
“antienvelhecimento” como incorporar compostos considerados antioxidantes, protetores
solares, etc., devido a molécula da bixina poder ser mais avida por radicais livres e ser
“atacada” antes que as substancias incorporadas em seu interior sejam atingidas
também, pois a molécula da presente invengao apresenta caracteristicas que facilitam
sua oxidagao (duplas ligagdes) ou degradagao (por radiagcdo ultravioleta). O fato das
interagdes hidrofébicas serem mais intensas explica também o tipo de interagéo entre o

farmaco anfotericina B, citado como preferencial quando carreado, e as moléculas de



10

16

20

25

10/21

bixina, explicitando que ndo sao apenas particulas positivas que possam interagir com
membranas de carga negativa. Portanto, caracteristica que poderia ser desvantajosa
pode ser utilizada como uma vantagem em certas formulagées.

Nas areas médica e farmacéutica, as formulagdes de bixina e/ou norbixina (com

farmacos incorporados) podem ser mobilizadas nas superficies de equipos médicos.

Dessa forma, de acordo com a presente invengdo, as vesiculas lipidicas de
carotendides apresentam trés fungbes, uma fungao carreadora, na qual a vesicula atua
como carreadora de componentes em seu interior, como por exemplo, 6leos essenciais,
corantes, farmacos, acidos nucléicos, antineoplasicos, radiofarmacos, vacinas,
anticorpos, preferencialmente o farmaco anfotericina B, produzindo uma atividade de
potencializar o efeito seja ele efeito quimico, fisico, biolégico, farmacolégico, etc, do
componente carreado; uma fungao de principio ativo, na qual a vesicula por si tem uma
acao que produz uma atividade como atividade antimicrobiana, preferencialmente sobre
bactérias Gram negativas e Gram positivas, antitumoral, antibiética, antilipidémica,
antioxidante, antiinflamatéria, antiglicemiante; e uma fungéo carreadora e de principio
ativo concomitantemente. As trés fungdes desempenhadas pelas vesiculas sdo muito
importantes, pois artigos citam tais atividades utilizando a bixina solubilizada em
solventes apolares e nao na forma de vesiculas.

A presente invengao trata ainda de uma composi¢ao farmacéutica que emprega
vesiculas lipidicas de carotendides como parte integrante dessa composicdo. As
vesiculas lipidicas de carotendides sado constituidas em maior proporgdo de
carotendides. Esses carotendides sdo selecionados entre bixina, zeaxantina, luteina,
criptoxantina, alfa-caroteno, beta-caroteno, preferencialmente bixina. A composicéo
emprega ainda conservante, fragrancia, umectante, emoliente, espessante, outros
ativos. Essa composicdo compreende a seguinte formula farmacéutica e as faixas

preferenciais, de acordo com a invengo, que estao descritas abaixo na Tabela 1:

Dispersao contendo Bixina lipossomal | 60%
Glicerina 5%
Extratos aquosos vegetais 15%
Oleo de oliva 14%
Estearato de glicerila 4%
Carboximetilcelulose 1,5%
Conservante 0,25%
Fragrancia 0,25%
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TABELA 1

A presente invencdo contempla ainda um processo de preparagao de vesiculas
lipidicas de carotenéides em que ditos carotendides representam a maior proporgio
molar da constituigdo da bicamada vesicular. Esses carotenodides podem ser escolhidos
entre bixina, zeaxantina, luteina, criptoxantina, alfa-caroteno, beta-caroteno, etc., sendo
preferencialmente bixina. As vesiculas lipidicas de carotendides podem se apresentar
como estruturas unilamelares ou multilamelares.

Para o processo de preparagao de estruturas vesiculares de bixina, foi explorada
a sua solubilidade em etanol a temperatura ambiente e posterior adi¢do a agua, gota a
gota, sob agitagdo por turbilhonamento ou com auxilio de barras magnéticas também a
temperatura ambiente, permitindo estabilizagcdo das estruturas pelas interagcdes das
moléculas de agua com porgdo polar das moléculas de bixina. A organizacdo em
formato de vesiculas esféricas € devida também pelas interagdes hidrofébicas entre as
cadeias longas apolares das moléculas da prépria bixina.

O processo emprega também técnicas selecionadas entre sonicacéo, injecdo de
solvente organico, extrusdo, solubilizagdo em solventes apolares com evaporagio,
dispersdo da camada seca com outros solventes hidrossolliveis ou aquosos,
mobilizagdo dos carotendides em superficies de nano particulas, preferencialmente a
técnica de injecao de solvente organico, além de outros métodos conhecidos na area de
preparacao de lipossomos.

O processo basico de preparagao das vesiculas lipidicas apresenta as seguintes
etapas:

a. solubilizagdo do carotendide em solvente organico;
b. adigcdo de solugéo obtida na etapa (a) em agua, gota a gota, sob agitacéo;
c. obtengao da vesicula lipidica de carotendide.

Segundo a presente invengao, o processo mencionado acima pode conter ainda
etapas intermediarias de acordo com a solubilidade dos componentes a serem
carreados. Quando o componente a ser carreado for insolivel em agua, o processo de
preparagao das vesiculas lipidicas apresenta as seguintes etapas:

a. solubilizagcao do carotenéide em solvente organico;

b. solubilizagdo em solvente organico de componentes insollveis em agua a
serem carreados;

c. mistura da solugéo obtida na etapa (a) com a solugao obtida na etapa (b);

d. adicao da solugao obtida na etapa (c) em agua, gota a gota, sob agitacao;

e. obtencao da vesicula lipidica de carotendide.
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Quando o componente a ser carreado for soluvel em agua, o processo de

preparacgao das vesiculas lipidicas apresenta as seguintes etapas:

a. solubilizagao do carotendide em solvente organico;

b. solubilizagcdo em agua ou solvente aquoso de componentes sollveis em
agua a serem carreados;

c. mistura da solugdo obtida na etapa (a), gota a gota, a solugdo obtida na
etapa (b), sob agitacao;

d. obtencao da vesicula lipidica de carotendide.

Os componentes a serem carreados pela vesicula podem ser 6leos essenciais,
corantes, farmacos, acidos nucléicos, anticorpos, antineoplasicos, radiofarmacos,
vacinas e adjuvantes, preferencialmente o farmaco anfotericina B.

De acordo com os processos de preparagao, o solvente organico utilizado foi
selecionado entre cloroférmio, dimetilsulféxido, éter, alcodis como etanol e metanol,
preferencialmente o etanol, na concentracdo preferencial de 20%. O etanol foi o
solvente utilizado para o processo, pois além de ser um solvente barato, possui baixa
toxicidade, e é facilmente eliminado da preparagao por processo dialise ou evaporagao.

A preparacao de bixina da presente invencdo foi baseada na técnica de
preparacao de lipossomos a partir de injecdo em solugbes aquosas de preparagdes
prévias de lipidios em solventes organicos. Todas as operagdes mencionadas no
processo podem ser realizadas a temperatura ambiente e ndo necessitam que o
carotendide atinja o seu ponto de fusao, 198 °C, algo que seria necessario em
preparagdes do tipo vortexagao com subseqilientes passagens por membranas filtrantes
com nanoporos, 0 que encareceria o custo da preparagdo. Possiveis resquicios de
etanol, utilizado na primeira solubilizacdo de bixina, podem ser eliminados por dilise
simples por membranas de celulose, utilizando agua como meio coletor.

Os processos de preparacdo das vesiculas lipidicas de carotendides e a
incorporagao de drogas podem ser realizados em ambiente com controle de
contaminagao. Opcionalmente, o produto final pode passar por processo de
esterilizagcdo por meio de membranas filtrantes esterilizantes de acordo com o tamanho
das vesiculas formadas e de forma seletiva.

A presente invengao trata também do uso de vesiculas lipidicas de carotenéides
nas areas farmacéutica, cosmética, veterinaria, biotecnoldgica, odontoldgica,
oncolégica, radiofarmacéutica, agrondémica, de terapia génica, alimenticia, como
carreadora de Oleos essenciais, corantes, farmacos, acidos nucléicos, anticorpos
antineoplasicos, radiofarmacos, vacinas, e outros adjuvantes e uso “per si” como

principio ativo em composicées farmacéuticas, veterinarias, cosmeéticas,
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biotecnoldgicas, odontoldgicas, médicas, oncologicas, radiofarmacéuticas, agrondmicas,
para terapias génicas.

A seguir, exemplos para melhor ilustrar a invengao, contudo estes ndo possuem
o intuito de restringir a invengao aqui descrita.
EXEMPLOS

O corante bixina obtido do urucum (Bixa orellana L.) foi utilizado para
desenvolvimento de uma preparagao lipossomal e a anfotericina B foi o farmaco modelo
para incorporagao neste sistema. Foram realizados ensaios in vitro para demonstrar
eficacia deste novo sistema a partir de caroteno de origem natural, enquanto lipossomos
tradicionais utilizam lipidios (ndo carotenodides) ora sintéticos ora naturais. Resultados
mostraram eficacia na inibicdo de Candida albicans, bem como, desempenho melhor
que produtos comerciais como Ambisome e Amphocil.
1. Materiais e métodos

Matérias-primas de bixina, norbixina e anfotericina B foram obtidas do mercado e
ensaios para determinagdo de pureza e teor também foram realizados. Demais
reagentes utilizados foram todos de grau analitico. Ambisome® e Amphocil® foram
obtidas do mercado. O microrganismo Candida albicans ATCC 10231 foi obtido da
colecéo do Instituto Adolfo Lutz. Meios de cultura Sabouraud Dextrose Agar e meio n°
19, foram da marca Difco. Todos os materiais foram esterilizados por autoclavacio,
calor seco ou filtragado por membrana esterilizante.

Preparacio de lipossomos de bixina

Quantidade suficiente de bixina foi pesada e solubilizada diretamente em etanol
para preparar solugao a 5 mM (BX-ETOH). Material foi filtrado por papel de filtro e
adicionado, com agitacéo e gota a gota em agua na proporgédo de 1:10 para obtencéo
de dispersao a 0,5 mM.
Preparacéo de anfotericina B

Foi preparada solugdo estoque de anfotericina B pela solubilizagdo direta em
dimetilsulféxido (DMSO), isto &, 10.000 ug de ingrediente ativo/mL (solucdo ANFO-
DMSO) e seguida de diluicao de 10 vezes em etanol (solugdo ANFO-ETOH).

i) Preparo de dispersdo em solucéo tampao B10 (fosfato)

Foram preparadas dispersdes contendo 10 pg/mL e 20 ug/mL de anfotericina B
em solugao tampao n° 10, pela diluicdo da solugdo ANFO-ETOH diretamente em
tampéao. A solugao tampédo n°® 10 corresponde a solucdo de fosfato de potassio 0,2 M,
pH 10,5 e constante na The United States Pharmacopeia 32. United States
Pharmacopeial Convention. Rockville, vol. 1,p. 88, 2009.

if) Preparo de anfotericina lipossomal
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Volumes adequados das solugbes de ANFO-ETOH e BX-ETOH foram
misturados para obtengao de preparagdes 10 vezes mais concentradas que a desejada.
Desta, foram adicionados e sob agitagao, gota a gota em agua na proporgéo de 1:10. A
partir desta ultima preparagdo, pode-se fazer diluicbes seriadas em agua ou outro
diluente aquoso sem perdas das caracteristicas das estruturas obtidas.

Preparacio dos produtos comerciais

Tanto Ambisome como Amphocil foram reconstituidos com agua e
realizadas diluigdes adequadas com o mesmo diluente para obter concentragdes finais
de 10 e 20 pyg/mL de ingrediente ativo.

Preparacao de Candida albicans

Uma algada de cerca de 1 yL do microrganismo foi transferida para superficie de
agar do meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar e deixada em incubagao a 30 °C por
48 horas. No dia do ensaio, a superficie com microrganismos foi lavada com 5 mL de
solugao salina a 0,9% e 1 mL da suspensao foi transferida para 99 mL de meio de
cultura n® 19. Um volume de 8 mL do meio inoculado foi transferido para placas de Petri
e deixadas para solidificar. Templates de aco inox foram transferidos para a superficie
de cada uma destas placas de Petri imediatamente antes de aplicar as amostras.

Em cada orificio dos templates, foram aplicados 50 pyL de cada amostra e
deixados por 2 horas em repouso a temperatura ambiente, antes de submeter a
incubagéo a 30 °C por 24-48 horas e entdo, fazer leitura dos halos de inibigéo.
Estatistica

Para os ensaios, foram utilizados numero de réplicas n=10 e pelo menos 3 testes
independentes. Os valores apresentados sao valores médios e analise estatistica foi
aplicada pela analise de varidncia (ANOVA). Os valores médios foram considerados
significativamente diferentes para P<0,05.

2. Avaliagao de atividade antimicrobiana de bixina e norbixina

Preparacdo de lipossomos de bixina

Dispersdes de bixina foram preparadas conforme descrito anteriormente nas
concentragoes de 0,1 a 1,0 mM, sendo que amostras mais diluidas foram preparadas
por diluicdo em agua a partir da preparag¢ao a 1,0 mM.

Preparacdo de solucdo de norbixina

Solugdes de Norbixina foram preparadas por simples solubilizagdo em agua nas
concentragdes variando de 0,1 a 1,0 mM, sendo que amostras mais diluidas foram
preparadas por diluicao em agua a partir da preparag¢ao a 1,0 mM.

Preparacéao de inéculos de bactérias

Foram desafiados os microrganismos citados na farmacopéia americana (USP
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XXXI): Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.

Uma algada de cerca de 1 pL de cada microrganismo foi transferida para
superficie de agar do meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) e deixada em incubagio a
35 °C por 24 horas. No dia do ensaio, a superficie com microrganismos foi lavada com 5
mL de solugéo salina a 0,9% e 1 mL da suspenséo foi transferida para 99 mL de solugéo
salina a 0,9%. Foi feita contagem de cada suspensao por diluicdes seriadas em tubos
contendo 9 mL de salina (diluicdo até 10-8). Cada 1 mL das 3 ultimas diluicdes foram
plaqueadas em duplicata.

Determinacio da atividade antimicrobiana

Cada preparagdo de bixina e norbixina na quantidade de 9 mL foi deixada em
interagdo com 1 mL de cada indculo por uma hora a temperatura ambiente. Apos este
periodo, 1 mL de cada amostra foi transferida para placa de Petri (em triplicata). Um
volume de 15 mL de meio Tryptic Soy Agar (TSA) foi adicionado para cada uma das
placas e homogeneizado. Apos solidificagdo, cada amostra foi levada a incubagdo a 35
°C e a contagem realizada apds 48 horas.

2. Resultados e discussao

O uso de carotendides tem sido amplamente explorado nas industrias alimenticia
e cosmetica como agentes corantes e em alguns casos, como na Agropecuaria e
Piscicultura, como suplemento alimentar. Devido a natureza apolar de muitos
carotendides, artigos académicos tém explorado o seu transporte por sistemas de
carreamento conhecidos como nanoparticulas, entre os quais, lipossomos e outros
sistemas coloidais. Nao foram encontrados trabalhos utilizando bixina e norbixina, os
carotendides alvos deste trabalho, com a fungdo de carreadores, porém, alguns
trabalhos citam como ingrediente ativo para ser carreado por sistemas tradicionais como
lipossomos (SOCACIU C., LAUSCH C., DIEHL H.A. Carotenoids in DPPC vesicles:
membrane dynamics. Spectrochimica Acta Part A 55: 2289-2297, 1999).

Bixina foi solubilizada em etanol e em seguida, adicionada gota a gota em agua,
produzindo estruturas vesiculares, como pode ser comprovada pelas Figuras 2 (A e B)
e 3 (A e B). Na Figura 2 A observa-se o interior do microscépio onde foram aplicadas
as laminas de silicio com as amostras e na Figura 2 B observa-se as vesiculas de
bixina sobre lamina de silicio. Na Figura 3 observa-se vesiculas de bixina sob
microscopia eletrénica de varredura, onde em A observa-se as vesiculas vazias, e em B
as vesiculas de bixina com o farmaco anfotericina B. Essas sdo imagens obtidas por
microscopia eletrénica de varredura. Uma gota equivalente a um volume de cerca de

100 pL foi aplicada diretamente sobre a superficie de uma lamina de silicio e levada ao
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microscopio e as amostras foram observadas sob vacuo. O tamanho das particulas sem
o farmaco foi medido no aparelho ZetaPlus Zeta_Potential Analyzer (Brookhaven
Instruments Co.), equipado com laser de 570 nm e angulo luminoso de 90° e apresentou
diametro médio de 151,9+ 0,9 nm (Figura 4) e Potencial Zeta de -14,30 + 0,95 mV, um
potencial negativo conforme esperado devido a natureza anidnica do carotendide. A
Figura 4 ilustra a distribuicdo por tamanho das vesiculas de bixina em nandmetros.

Anfotericina B foi o farmaco de escolha para avaliar a capacidade de
incorporagao de drogas nao solliveis em agua nas vesiculas de bixina. A anfotericina B
apresenta comportamento anfifilico devido as porgdes apolar e polar do anel lactdnico e
comportamento anfotérico devido a presencga de grupos carboxila e aminas ionizaveis,
tornando o composto pouco soltvel em solventes aquosos. A carga negativa da bixina
pode interagir com o grupo amino positivo da anfotericina B formando um complexo e a
estabilidade sendo reforgada pelas interagdes hidrofébicas entre as porgdes apolares
dos compostos.

O espectro optico (Figura 5) foi obtido para caracterizar a agregacao da
anfotericina B na formulac¢do de bixina. Foi utilizado espectrofotémetro Thermo Electron,
modelo Nicolet Evolution 100, na regidao de 300 a 450 nm. O espectro foi obtido &
temperatura ambiente (25 °C) no tempo maximo de até 1 hora apds preparacdo das
formulagdes. Na Figura 5§ A, o espectro tipico de anfotericina B solubilizada no seu
melhor solvente, isto €, DMSO e Metanol, enquanto na Figura 5§ B, um espectro
caracteristico do farmaco nas vesiculas lipidicas como aqueles obtidos por Fujii et al
(FUJII G., CHANG J.AE., COLEY T., STEERE B. The formation of Amphotericin B ion
channels in lipid bilayers. Biochemistry. 36:. 4959-4968, 1997) que utilizaram
fosfatidilcolina (HSPC), colesterol (Chol) e diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG).

Diferente do artigo de Silva et al (SILVA C.R., ANTUNES LM.G., BIANCHI
M.L.P. Antioxidant action of bixin against cisplatin-induced chromosome aberrations and
lipid peroxidation in rats. Pharmacological Research. 43(6): 561-566, 2001), néo foi
possivel dissolver bixina em etanol mais agua destilada (1:9), mesmo que
imediatamente antes dos experimentos. Foi constatado que a norbixina, outro composto
da Bixa orellana, € que é passivel de dissolugdo em solventes aquosos e na mistura
citada, apresentando perfis diferentes de formulagdées com bixina.

Enquanto que a maioria dos pesquisadores tem dispersado bixina em solventes
organicos, como DMSO, o que limitaria a aplicagdo em sistemas biologicos, a presente
invengao mostra a possibilidade e vantagens de formulagdes aquosas, desde que na
forma de vesiculas. Apesar da prévia utilizagdo de etanol para solubilizacao da bixina e

posterior mistura em agua, a quantidade deste alcool (etanol até 20%) ndo mostrou
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interferéncia sobre o sistema testado, isto &, nao inibiu crescimento de Candida
albicans.

Os teores de bixina e norbixina foram determinados por espectrofotometria e
comparagao com coeficiente de absor¢ao de 2826 em cloroférmio a 470 nm e 3473 em
KOH 0,5% a 453 nm, respectivamente, conforme artigo de Tocchini e Mercadante
(TOCCHINI L., MERCADANTE A.Z. Extracdo e determinacgdo, por CLAE, de bixina e
norbixina em colorificos. Cién. Tecnol. Aliment. 21(3): 310-313, 2001).

Determinacdo de halo de inibicido para C. albicans e comparacido com formulacdes

comerciais

Foram avaliadas concentragées de 10 a 20 ug/mL de anfotericina B em bixina
0,5 e 1,0 mM. Controles para DMSO e etanol nas proporgbes utilizadas durante a
preparacao das formulagées foram testadas e ndo apresentaram formagio de halo de
inibigdo. Controles para os carotenéides também foram testadas sem adigcdo de farmaco
e também nao apresentaram formagao de halo de inibicdo, demonstrando que bixina
sozinha nao interfere na inibicdo do halo de inibigdo. Porém, conforme Figuras 6 e 7,
bixina potencializa efeito da anfotericina B, uma vez que este farmaco foi testado apés
diluicdo em solvente ideal, no caso, DMSO e metanol, seguido de diluicdo em solugdo
tampao de fosfato, conforme prepara¢ao da Farmacopéia Americana (The United States
Pharmacopeia 32. United States Pharmacopeial Convention. Rockville, vol. 1,p. 88,
2009), onde a Figura 6 ilustra Placa de Petri contendo amostras-com seus halos de
inibicéo, onde A é Anfo 20 ug/mL em B-10, B € Anfo 10 pg/mL em BX 0,5 mM, C é Anfo
20 pg/mL em BX 0,5 mM, D é Anfo 10 pg/mL em B-10, E € Ambisome 20 ug/mL e F é
Ambisome 10 yg/mL, e a Figura 7 ilustra o diametro dos halos de inibicdo em fungao
das amostras de anfotericina B na forma de grafico. De acordo com essa figura (Fig. 7)
observa-se uma comparacdo entre as preparagdes de anfotericina B em solucéo
tampao de fosfato (Anfo B10), em preparagdes lipossomais de bixina (BX) e Ambisome
(Figura 7 A) e Amphocil (Figura 7 B).

Foram realizados pelo menos 3 testes independentes e com nimero de réplicas
ndo menor que 5. Andlises, Tabela 2 (Anexo), mostram que a formulagdo de
anfotericina B e bixina é melhor que anfotericina sozinha (P<0,05) e melhor que as
formulagbes comerciais como Ambisome e Amphocil. Ambisome é a formulagio
comercial lipossomal enquanto Amphocil € um complexo com colesterilsulfato de sodio.
Estas duas ultimas mostraram eficacia na inibicdo de crescimento da C. albicans,
porém, nao foram melhores que anfotericina B sozinha em solugio tamp3o. A Tabela 2
(Anexo) mostra a comparagao entre as preparagdes de anfotericina e sua significancia,
segundo analise estatistica ANOVA.
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Tanto na Figura 6 como na Figura 7, observa-se que a anfotericina na
preparacdo lipossomal de bixina apresenta halo de inibicao melhor que os produtos
comerciais e a anfotericina B sozinha. Observa-se também que apesar da formagao do
halo, a coloragao tipica da bixina (Figura 6) ndo acompanhou o didmetro do halo.
Assim, e notdrio que a anfotericina B difundiu-se das vesiculas para o meio de agar,
enquanto a vesicula permaneceu no local da aplicagdo. E ainda, o halo correspondente
ao tamanho do orificio do template (cerca de 8 mm), apresenta-se translicido como no
padrao, demonstrando que ndo houve crescimento de Candida albicans no local,
enquanto se fosse positivo para crescimento, haveria turvagao no local, como o foi para
o local com aplicagdo apenas da formulagdo com bixina sem o farmaco (dado nao
mostrado). Portanto, as vesiculas de bixina nao se difundiram pelo meio de agar, mas o
farmaco péde ser liberado, o que é esperado numa formulacédo com eficiente sistema de
entrega de droga. .

Campanha et al (CAMPANHA M.T.N., MAMIZUKA E.M., CARMONA-RIBEIRO
A.M. Interactions between cationic vesicles and Candida albicans. Journal of Physical
Chemistry B. 105: 8230-8236, 2001) e Lincopan et al (LINCOPAN N., MAMIZUKA E.M.,
CARMONA-RIBEIRO A.M. In vivo activity of a novel amphotericin B formulation with
synthetic cationic bilayer fragments. J. Antimicrobial Chemotherapy. 52: 412-418, 2003)
tém demonstrado eficacia de formulagdes de anfotericina B em fragmentos de bicamada
catidnica sintética de brometo de dioctadecildimetilaménio (DODAB) e baseado nestas
estruturas, a formulagdo com bixina mostra vantagens por formar vesiculas e ser de
origem natural.

A Figura 8 ilustra a Curva de Candida albicans viaveis em fungdo do tempo de
interagdo com preparagbées contendo anfotericina B, onde UFC/ml significa unidades
formadoras de coldénias por mililitro, (-m-) Anfo_gli que significa anfotericina B em
solugao de glicose 5%, (-O-) BX_anfo que significa anfotericina B em vesiculas de
bixina; (-A-) Ambisome significa dispersao aquosa do produto comercial Ambisome; (-
V-) Amphocil que significa dispersdo aquosa do produto comercial Amphocil. As
concentragbes finais de anfotericina B nas preparagdes foram as seguintes para os
graficos: (a) 5 pg/mL; (b) 2,5 pg/mL; (¢) 1 pg/mL. Nessa figura, observa-se que
Anfotericina B quando disperso em solugdo de glicose a 5% tem a capacidade de
diminuir a carga de C. albicans em 7 logs, assim como a formulagdo do fungicida
incorporado em vesiculas de bixina e num tempo de interacdo de cerca de 2 horas. As
formulagdes comerciais como Ambisome e Amphocil com concentragdes de anfotericina
de 1, 2,5 e 5,0 yg/mL nao conseguiram debelar totalmente as células da levedura,
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ocasionando um aumento crescente de células sobreviventes a partir de 18 horas apés
inicio da interagao fungo-fungicida.

Tem-se como perspectiva que os lipossomos de bixina tornem as formulagdes
mais baratas hoje comercializadas de varios medicamentos, como a anfotericina B que
foi o modelo estudado neste trabalho e cujo custo estimado para o tratamento por dia de
um paciente de 70 kg nos Estados Unidos, era de 790 a 1316 ddlares com Ambisome
(TORRADO J.J., ESPADA R., BALLESTEROS M.P., TORRADO-SANTIGAGO S.
Amphotericin B formulations and drug targeting. Journal of Pharmaceutical Sciences.
97(7): 2405-2425, 2008).

Foi avaliada atividade antimicrobiana de cada um dos compostos isoladamente:
norbixina (Figura 9 A) e bixina (Figura 9 B), onde cada simbolo representa os
microrganismos testados, conforme a seguir: (m) S. aureus, (®) E. coli e (A) P.
aeruginosa. Assim como muitos artigos citam, norbixina que € o composto solivel em
agua, apresentou atividade antimicrobiana quando interagiu com S. aureus, uma
bactéria Gram positiva, enquanto os resultados obtidos com as vesiculas de bixina
foram os mais surpreendentes. Foi demonstrado que este composto na forma de
vesiculas dispersas em agua apresenta atividade antimicrobiana sobre Gram negativos
também, como E. coli e P. aeruginosa, além de ago sobre o S. aureus (Gram positivo),
nas concentragdes testadas entre 1 e 0,5 mM do composto e de forma melhor ainda,
ndo deixando células viaveis, enquanto norbixina deixou células viaveis residuais, o que
deixa possibilidade de proliferagédo ap6és um tempo maior com deplecdo dos principios
ativos.

Observa-se que preparagfes de norbixina em agua ndo conseguem diminuir a
carga de bacterias Gram negativas, como ainda contribuem para crescimento de fungos,
demonstrando inocuidade sobre células eucariéticas devido a presenca de enzimas do
sistema citocromo P450 que permitem a biotransformagdo em metabdlitos in6cuos.
Portanto, bixina age por outro mecanismo que pode ser por interagio das vesiculas de
bixina sobre a membrana das células de bactérias, assim como sugerido por Campanha
et al. (CAMPANHA M.T.N., MAMIZUKA E.M., CARMONA-RIBEIRO A.M. Interactions
between cationic liposomes and bacteria: the physical-chemistry of the bactericidal
action. J. Lipid Res. 40: 1495-1500, 1999), podendo ser por oclusao das purinas ou acdo
sobre as proteinas de transporte das membranas, nao permitindo trocas com o meio
extracelular para depuragéo de metabdlitos e/ou entrada de nutrientes, porém, havendo
formacao de uma camada de vesiculas sobre a superficie das bactérias.

3. Conclusao
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Na presente invencao, bixina mostrou ser capaz de formar vesiculas quando
utilizada técnica de injecdo etandlica em agua, possibilitando incorporar drogas,
inclusive de carater apolar como anfotericina B. Quando submetida isolada em teste in
vitro com Candida albicans, a preparagao lipossomal ndo apresentou formacéo de halo
de inibicdo, porém, em associagdo com anfotericina B, permitiu sua liberacido e
interacdo com a levedura, promovendo halo de inibigado maior (P<0,05) que os produtos
comerciais, como Ambisome e Amphocil, quando foram testadas nas mesmas
concentragdes finais do principio ativo.

As vesiculas de bixina apresentaram carater anionico, porém, podem se ligar
eletrostaticamente em regides catiénicas de outros compostos. Por apresentarem uma
cadeia longa apolar como os lipidios utilizados para preparagdao de lipossomos,
permitem interagdes hidrofébicas com regides apolares de outros compostos, como
principios ativos de carater apolar.

Portanto, o que se pode esperar como alternativa para preparar vesiculas de
bixina ou outros carotendides semelhantes como zeaxantina, luteina, criptoxantina e
outros com estruturas proximas, é a utilizagdo de um solvente organico adequado (de
preferéncia, nao téxico ou que possa ser eliminado posteriormente por técnicas simples
como dialise, evaporagdo ou bombeamento de gas inerte como nitrogénio), e depois,

ser transferido gota a gota para solugdes aquosas.
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REIVINDICACOES

Vesiculas lipidicas de carotenéides, caracterizadas por compreender carotenéides

em que ditos carotendides representam a maior proporgao molar da constituicido da
bicamada vesicular.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagio 1, caracterizadas pelo
fato dos carotendides representarem acima de 10% em proporgdo molar em relagéo
a constituicdo da bicamada vesicular.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagio 1, caracterizadas pelo
fato dos carotendides representarem acima de 50% em propor¢do molar em relagéo
a constituicao da bicamada vesicular.

Vesiculas lipidicas de carotenodides, segundo reivindicagio 1, caracterizadas pelo
fato dos carotendides serem selecionados entre bixina, zeaxantina, luteina,
criptoxantina, alfa-caroteno, beta-caroteno.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagio 4, caracterizadas por
compreender preferencialmente bixina.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagao 1, caracterizadas por
apresentar-se sob a forma de lipossomo.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagao 6, caracterizadas pelo
fato do lipossomo ser unilamelar ou multilamelar.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicacbes 6 ou 7,
caracterizadas pelo fato do lipossomo apresentar-se no tamanho de 20 nm a 1500
nm, preferencialmente entre 100 e 200 nm, mais preferencialmente 151,9 + 0,9 nm.
Vesiculas lipidicas de carotenodides, segundo reivindicagio 1, caracterizadas por
apresentar o carotendide na concentracdo de 0,001 a 100 milimolares (mM),
preferencialmente entre 0,01 a 10 mM, mais preferencialmente entre 0,01 a 1,0 mM
em relagéo a formulacao lipossomal total.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagédo 5, caracterizadas por
apresentar a bixina na concentracdgo de 0,001 a 100 milimolares (mM),
preferencialmente entre 0,01 a 10 mM, mais preferencialmente entre 0,01 a 1,0 mM
em relacao a formulacao lipossomal total.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagdo 1, caracterizadas por
apresentar fungao carreadora de componentes em seu interior.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagédo 1, caracterizadas por
apresentar fungao de principio ativo.

Vesiculas lipidicas de carotenéides, segundo reivindicagdo 1, caracterizadas por

apresentar fungao carreadora e de principio ativo concomitantemente.
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Vesiculas lipidicas de carotendéides, segundo reivindicacdo 11, caracterizadas por
compreender componentes em seu interior como 6leos essenciais, corantes,
farmacos, acidos nucléicos, antineoplasicos, radiofarmacos, vacinas, anticorpos,
adjuvantes, entre outros.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagdo 14, caracterizadas por
compreender preferencialmente, farmacos antimicrobianos como a anfotericina B.
Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicacdo 11, caracterizadas
pelo fato de apresentar atividade potencializadora do efeito biologico, farmacolégico,
quimico, fisico do componente carreado.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagdo 12, caracterizadas
pelo fato de apresentar atividade como atividade antimicrobiana, antitumoral,
antibidtica, antilipidémica, antioxidante, antiinflamatéria, antiglicemiante, entre outros.
Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagdo 17, caracterizadas
pelo fato de apresentar preferencialmente atividade antimicrobiana, mais
preferencialmente sobre bactérias Gram negativas e Gram positivas.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicacdo 13, caracterizadas
pelo fato de apresentar atividade potencializadora do efeito biologico, farmacolégico,
quimico, fisico do componente carreado e atividade antimicrobiana, antitumoral,
antibiética, antilipidémica, antioxidante, antiinflamatoéria, antiglicemiante, entre outros
concomitantemente.

Vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagbes 1 a 19,
caracterizadas por compreender opcionalmente carotendides isolados e Unicos,
misturas de carotendides, outros lipidios (carotendides ou nao carotendides),
colesterol, sal de colesterol, fosfolipidios, glicolipidios, lipidios conjugados, outros
ligantes.

Composicao caracterizada por compreender vesiculas lipidicas de carotendides,
segundo reivindicagoes 1 a 20.

Composig¢ao, segundo reivindicagdo 21, caracterizada pelo fato das vesiculas
lipidicas de carotendides serem compostas por carotendides em que ditos
carotendides representam a maior propor¢do molar em relagdo a constituicdo da
bicamada vesicular.

Composigao, segundo reivindicagdo 22, caracterizada pelo fato dos carotendides
serem selecionados entre bixina, zeaxantina, luteina, criptoxantina, alfa-caroteno,
beta-caroteno.

Composigao, segundo reivindicagao 23, caracterizada pelo fato do carotendide ser

preferencialmente bixina.
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Composicao, segundo reivindicagdo 22, caracterizada por compreender ainda
glicerina, extratos aquosos vegetais, Oleo de oliva, estearato de glicerila,
carboximetilcelulose, conservante e fragrancia.
Processo de preparagdo de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo
reivindicagbes 1 a 20, caracterizado por empregar carotendides em que ditos
carotendides representam a maior propor¢do molar em relagdo a constituicido da
bicamada vesicular.
Processo de preparagdo de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo
reivindicagao 26, caracterizado pelo fato dos carotendides serem selecionados entre
bixina, zeaxantina, luteina, criptoxantina, alfa-caroteno, beta-caroteno,
preferencialmente bixina.
Processo de preparacdo de vesiculas lipidicas de carotenodides, segundo
reivindicagéo 26, caracterizado por empregar técnicas escolhidas entre sonicacio,
inje¢édo de solvente organico, extrusdo, solubilizagdo em solventes apolares com
evaporagao, dispersao da camada seca com outros solventes hidrossoltiveis ou
aquosos, mobilizagdo dos pigmentos lipossoluveis em superficies de nano particulas,
além de outros métodos.
Processo de preparagdo de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo
reivindicagdo 28, caracterizado pelo fato de empregar, preferencialmente a técnica
de injecao de solvente organico.
Processo de preparacdo de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo
reivindicagao 26, caracterizado por compreender as seguintes etapas:
a. solubilizagédo do carotendide em solvente organico;
b. adicdo de solugdo obtida na etapa (a) em agua, gota a gota, sob
agitacao;
c. obtencao da vesicula lipidica de carotenodide.
Processo de preparagcdo de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo
reivindicagdo 30, caracterizado por compreender as seguintes etapas quando o
componente a ser carreado for insoluvel em agua:
a. solubilizagao do carotendide em solvente organico;
b. solubilizagdo de componentes insoluveis em agua a serem carreados em
solvente organico;
c. mistura da solugéo obtida na etapa (a) com a solugao obtida na etapa (b);
d. adicdo da solugcdo obtida na etapa (c) em agua, gota a gota, sob
agitacao;

e. obtencao da vesicula lipidica de carotendide.
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32. Processo de preparacdo de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo
reivindicagado 30, caracterizado por compreender as seguintes etapas quando o

componente a ser carreado for soluvel em agua:
a. solubilizagdo do carotenéide em solvente organico;

b. solubilizagdo de componentes sollveis em agua a serem carreados em

agua ou solvente aquoso;

c. mistura da solugao obtida na etapa (a), gota a gota a solugéo obtida na
etapa (b), sob agitacao;
d. obtengao da vesicula lipidica de carotendide.

33. Processo de preparagdo de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo
reivindicagbes 31 ou 32, caracterizado por compreender componentes a serem
carreados como Oleos essenciais, corantes, farmacos, acidos nucléicos, anticorpos,
antineoplasicos, radiofarmacos, vacinas, e adjuvantes, preferencialmente o farmaco
anfotericina B..

34. Processo de preparagdo de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo
reivindicagdes 30 a 32, caracterizado pelo fato do solvente organico ser cloroformio,

dimetilsulféxido, éter, alcodis como etanol e metanol, preferencialmente o etanol.

35. Processo de preparacdo de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo
reivindicagdo 34, caracterizado por empregar preferencialmente o etanol e na
concentragéo de até 20% da preparagao final, sendo recomendavel elimina-lo por

processo como dialise ou evaporagao destes solventes organicos.

36. Uso de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagbes de 1 a 35,
nas areas farmacéutica, alimenticia, veterinaria, cosmética, de pesquisa basica, de
biotecnologia, odontolégica, oncolégica, radiofarmacéutica, agrondmica, de terapia
génica.

37. Uso de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagbes de 1 a 35,
como carreadora de Oleos essenciais, corantes, farmacos, &cidos nucléicos,

anticorpos, antineoplasicos, radiofarmacos, vacinas e adjuvantes.

38. Uso de vesiculas lipidicas de carotendides, segundo reivindicagbes de 1 a 35,
como principio ativo em formulagbes farmacéuticas, veterinarias, cosméticas,
biotecnoldgicas, odontolégicas, oncoldgicas, radiofarmacéuticas, agrondmicas, de

terapia génica.
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RESUMO
VESICULAS LIPIDICAS DE CAROTENOIDES, COMPOSIGCAO, PROCESSO DE
PREPARAGAO DE VESICULAS LIPIDICAS DE CAROTENOIDES E USO DE
VESICULAS LIPiDICAS DE CAROTENOIDES
A presente invengdo aplica-se nas dareas farmacéutica, cosmeética,
veterinaria, biotecnoldgica, odontolégica, médica, oncoldgica, radiofarmacéutica,
agrondmica, de terapia génica, alimenticia, referindo-se a constituicdo de vesiculas
lipidicas de carotendides em que ditos carotendides representam a maior proporgao
molar da constitui¢do da bicamada vesicular, bem como uma composigao contendo
ditas vesiculas lipidicas de carotenodides, processo de preparagdo de vesiculas
lipidicas de carotendides e uso.
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