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(57) Abstract: The present invention describes a simple, quick, economical and sustainable production process for producing lipid
nanoparticles using amicrowave reactor. The technology of the present invention allows one-pot production of said particles, in one or
two steps and in aclosed system. Said technology does not use organic solvents or large volumes of water. Said technology allows lipid
nanoparticles to be produced for medicina (therapeutic and/or diagnostic), cosmetic and nutritional purposes. By adjusting the main
criticai factors of the process, such astime, temperature and stirring efficiency (which are dependent on the dimensions of the magnetic
bar, stirring speed and total volume of the formulation), it ispossible to produce lipid nanoparticles with the intended features, such as:
average size comprised between 30 and 900 nm, preferably between 60 and 300 nm; polydispersion between 0.05 and 0.5, preferably

(Continua napagina seguinte)



WO 2018/109690 Al [l bl o Dl TRl 2l 00l o

Da Uporto Rua De Jorge, Viterbo Ferreira 228, 4050-3 13
Porto (PT).

(74) Mandatério: PEREIRA DA CRUZ, Jodo; JPerdéira Da
Cruz, SA., Rua Vitor Cordon, 14, 1249-103 Lisboa (PT).

(81) Estados Designados (sem indicagéo contréria, para todos
ostipos deprotecdo nacional existentes): AE, AG, AL, AM,
AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DJ, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN,
HR, HU, ID, IL, IN, IR, IS, JO, JP, KE, KG, KH, KN, KP,
KR, KW, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LU, LY, MA, MD, ME,
MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ,
OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, SA,
SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM, TN,
TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

(84) Estados Designados (sem indicagéo contréria, para todos
os tipos deprotegdo regional existentes): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, ST, SZ, TZ,
UG, ZM, ZW), Eurasidico (AM, AZ, BY, KG, KZ, RU, TJ,
TM), Europeu (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV,
MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, S|, SK, SM,
TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN, GQ, GW,
KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publicado:

— comrelatério depesquisa internacional (Art. 21(3))

— antes da expiragdo do prazo para modificar as
reivindicagdes e a republicar na eventualidade de rececéo
de tais modificagBes (Regra 48.2(h))

— em preto e branco; o pedido internacional tal como
depositado contém cores ou niveis de cinza e pode ser
baixado no PATENTSCOPE

between 0.1 and 0.3; and modular zeta potential value between 10 and 50 mV, preferably between 20 and 40 mV.

(57) Resumo: A presente invengdo descreve um processo produtivo simples, répido, econdmico e sustentdvel de obtengdo de nanopar-
ticulas lipidicas através de reator de microondas. A tecnologia da presente invencdo permite o fabrico one-pot das referidas particulas,
numa ou duas etapas, e sistema fechado. N&o utiliza solventes organicos, nem grandes volumes de&gua. Permite aobtencdo de nanopar-
ticulas lipidicas para fins medicinais (terapéutica e/ou diagnéstico), cosméticos e alimenticios. Através de agjustes nos principais fatores
criticos do processo - como tempo, temperatura e eficiéncia de agitagdo (dependentes das dimensdes dabarra magnética, velocidade de
agitacdo e volume total daformulagdio) - é possivel obter nanoparticulas lipidicas com as caracteristicas pretendidas, como: tamanho
médio compreendido entre 30 e 900 nm, preferencialmente  entre 60 e 300 nm; polidispersio entre 0,05 e 0,5, preferencialmente  entre
0,1 e0,3; eo potencial zeta num valor modular entre 10 e 50 mV, preferencidmente  entre 20 e 40 mV.
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DESCRICAO

PRODUGAO DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS MEDIANTE
SINTESE POR MICROONDAS

Dominio da invencao

A presente invencdo insere-se na area da nanotecnologia, especificamente na tecnologia
de producdo de nanoparticulas lipidicas, para fins medicinais (terapéutica e/ou diagndstico),
cosméticos e alimentares. Diz respeito a um processo simples, rapido e econémico de obtencao
de nanoparticulas lipidicas, através de um novo método de preparacdo por microondas.

Antecedentes da invencao

Nas Ultimas décadas, muitos sistemas coloidais tém sido desenvolvidos e estudados para
melhorar a administracdo de farmacos, por forma a aumentar a entrega nos tecidos alvo e a
diminuir  os efeitos secundarios. Estes veiculos incluem micelas, nanoemulsdes,
nanosuspensdes, nanoparticulas  poliméricas e lipossomas. Para a maioria desses
transportadores, um método de producdo de baixo custo em grande escala ndo existe. As
nanoparticulas  lipidicas (LNPs) surgiram com o potencial de superar esta limitacdo,
apresentando ainda outras vantagens.

As nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) surgiram no inicio dos anos 90 (H. Muller et al.,

2011). Desde ai que varios grupos se dedicaram ao seu estudo e modificagbes com o intuito
de melhorarem assuas propriedades a partir do conceito original, criando assim sistemas mais
complexos, tais como os carregadores lipidicos nanoestruturados (NLC) e os conjugados
lipido- farmaco (Kriti Soni, 2015). Todos eles se baseiam no uso de materiais lipidicos para
formar um veiculo transportador, 0 que se apresenta muito vantajoso sobre outros tipos de
materiais. Todas as LNPs sdo geralmente compostas por uma matriz de lipidos fisiol6gicos ou
fisiologicamente relacionados e caracterizados pela sua versatilidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade (Das and Chaudhury, 2011, Battaglia and Gallarate, 2012, Pardeike et al.,
2009). Os lipidos sdo materiais que podem ser degradados por processos naturais, tais como
a atividade enzimatica. Devido a estes processos, lipidos complexos sdo facilmente e
completamente  degradados no corpo humano. Por conseguinte, 0s excipientes que
compdem a matriz de LNPS sdo geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) (Severino
et al., 2012, Pardeike et al., 2009). Os lipidos utilizados podem ser triglicéridos (exemplo: tri-
estearina), glicéridos parciais (exemplo: Imwitor), acidos gordos (exemplos: acido estearico e
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acido palmitico), esteroides (exemplo: colesterol) e ceras (exemplo: palmitato de cetilo)
(Mukherjee et al,, 2009). Véarios agentes emulsionantes e suas combinagdes tém sido
utilizados para estabilizar as dispersbes de lipidos. As LNPS apresentam outras vantagens em
circulagdo quando comparadas com outros sistemas de entrega de farmacos coloidais,
incluindo a melhoria da estabilidade cinética, libertacdo de farmaco controlada, baixa
toxicidade, elevada carga util de farmaco e a capacidade de encapsular farmacos lipofilicos e
hidrofilicos (Das and Chaudhury,

2011).

Atualmente, mais de 40 grupos de pesquisa em todo o mundo, trabalham de uma forma
sistematica com LNPs, tendo sido publicados mais de 2000 artigos com arbitragem cientifica
desde 1995. Isto prova o interesse crescente no campo das nanoparticulas lipidicas. As LNPs
tém sido investigadas para varias aplicacdes farmacéuticas e contemplando varios tipos de
administragdo, como por exemplo: parentérica (Bondi et al., 2007, Brioschi et al., 2007,
Wissing et al.,, 2004) (Blasi et al. 2007), perorai (Muller et al., 2006, Martins et al., 2007,
Sarmento et al., 2007, Yuan et al., 2007), por via cutanea (Muller et al., 2002) (Priano et al.
2007), ocular (Attama and Muller-Goymann, 2008, Ugazio et al., 2002) e pulmonar (Xiang et
al. 2007; Liu et al. 2008). Adicionalmente, e uma vez que tém sido bastante estudadas para
aplicacdo dérmica, as nanoparticulas lipidicas tornaram-se muito atrativas para a indUstria
cosmética (Pardeike et al., 2009).

Existem varias técnicas relatadas para a producao de nanoparticulas lipidicas, cada qual com
suas vantagens e desvantagens e por isso apropriadas a realidades distintas (LIner and Yener,
2007, Marcato, 2009). Em seguida sdo apresentadas de forma sucinta os métodos de
preparacdo existentes:

Homogeneizacdo a alta pressédo a quente e a frio: Na homogeneizacdo a alta pressdo uma
dispersdo de particulas € impulsionada com alta pressdo (100-2000 bar) através de uma
cavidade estreita (poucos micrdmetros), e acelerada numa curta distdncia, com alta velocidade
(cerca de 100 km/h) ao encontro de uma barreira. A colisdo com a barreira possibilita a
formagdo de nanoparticulas com reduzido didmetro (Mehnert and Mader, 2001).
Desvantagens - homogeneizacdo quente: Inducdo da degradacdo do farmaco pela
temperatura; efeito de particionamento; complexidade da cristalizacdo. Desvantagens -
homogeneizacdo fria: Tamanhos de particulas grandes e distribuicdo de tamanho mais amplo;
ndo evita exposicdo térmica, mas minimiza.

Homogeneizacdo de alto corte e ultrassonicagdo (High Shear Homogenization): Este método
inclui a fusdo dos lipidos e formacdao de uma emulsdo recorrendo a ultra-turrax e/ou
sonicacao. Varios parametros influenciam o tamanho da particula obtido, tais como o tempo
de emulsificacdo, velocidade de agitacdo e de arrefecimento. Desvantagens: Potencial
contaminagdo por metais; distribuicdo de tamanho de particula mais amplo; instabilidade
fisica como de crescimento das particulas sob armazenamento.

Técnica microemulsdo: Preparacdo por agitacdo de uma mistura opticamente transparente a
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65 - 70 °C, composta por: um acido gordo de baixo ponto de fusdo, emulsionante, co-
emulsificante e 4gua. Esta microemulsdo quente é imediatamente dispersa em agua fria (2-4
8c) sob agitacdo. Desvantagens: Necessidade de remocdo do excesso de agua (por
ultracentrifugacéo, liofilizacdo ou dialise); uso de altas concentracdes de surfactantes e co-
surfactantes.

Técnica microemulsdo assistida por microondas: Similar a técnica convencional de
microemulsdo. A diferenca € que a etapa de aquecimento é realizada em aparelho microondas
e ja com todos os constituintes da formulagdo. A microemulsdo formada é imediatamente

dispersa em agua fria (2-4°C) sob agitacdo para formacdo das nanoparticulas. Desvantagens:
Necessidade de remover do excesso de agua (por ultracentrifugacdo, liofilizagdo ou dialise);
uso de altas concentracbes de surfactantes e co-surfactantes.

Evaporacdo de solvente: Os lipidos sdo dissolvidos num solvente organico imiscivel (por
exemplo: cloroférmio) e a solu¢cdo sera emulsificada numa fase aquosa com co-solvente.
Depois da evaporagdo do solvente orgénico, o lipido precipitara formando as nanoparticulas.

Desvantagens: Solvente organico residual; dispersdes muito diluidas; produz microparticulas

e ndo nanoparticulas.

Difusdo de solvente: Os lipidos sdo dissolvidos num solvente orgénico miscivel (por
exemplo: acetona) e a solu¢do sera misturada numa fase aquosa com surfactante. Depois 0
solvente orgéanico serd evaporado. Desvantagens: Solvente organico residual; dificuldade de
produzir as particulas em larga escala.

Dupla emulsdo: Uma solucdo aquosa € emulsificada num lipido ou mistura de lipidos
previamente derretidos, por forma a produzir uma emulsdo primaria w/o, sendo estabilizada
por surfactantes adicionados na fase aquosa. Seguidamente a emulsdo primaria sera dispersa
numa segunda solugdo de surfactante sob constante agitacdo, formando uma dupla emulsédo
w/o/w. Desvantagens: Baixo contetdo lipidico; dificil estabilidade; processo demorado e em
mdltiplas etapas.

Injecdo de solvente (deslocamento): O lipido ou mistura de lipidos sdo solubilizados num
solvente semi-polar e solivel em agua. A fase orgéanica € rapidamente injectada, sob agitacdo
constante na fase aquosa que contém o surfactante. Assim as nanopaticulas lipidicas
precipitam devido a distribuicdo do solvente afase aquosa. Desvantagens: Dificil remocédo de
solvente; necessidade de uso de processos de liofilizagdo ou evaporacdo a pressdo reduzida;
baixo conteddo lipidico.

Membrana de contato: Uma fase lipido/éleo é difundida através dos poros de uma membrana
para uma fase aquosa em fluxo tangencial, formando goticulas. As goticulas de O6leo
cristalizam, formando particulas lipidicas. Desvantagens: Satura¢do dos poros da membrana,
gue levam & sua obstrugdo; procedimento de limpeza e substituicio de membranas
frequente.

Extracdo de emulsdes por fluidos supercriticos: Processo simultdneo de extracdo por fluidos
supercriticos (difusdo) dos solventes orgénicos da emulsdo e dissolucdo lipidica. A expanséo
da fase organica leva a cristalizacdo lipidica. Desvantagens: Uso de grandes quantidades
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de solventes organicos. Necessidade de equipamento sofisticado.

Técnica de coacervacao: As nanoparticulas lipidicas sdo formadas a partir de uma solucdo
micelar de sais alcalinos na presenca de um agente polimérico estabilizante. A acidificacao,
por uma solucéo coacervente leva a descida do pH, causando troca de protdes e consequente
precipitacdo do lipido. Desvantagens: Método nado adequado para encapsulacao de farmacos
sensiveis ao pH.

Técnica "Phase inversion temperature™: Inversao espontdnea de uma emulsdo o/w para uma
do tipo wi/o, provocado  por tratamento térmico (através de ciclos de
aquecimento/arrefecimento). A cristalizacdo dos lipidos resulta da quebra da emulsdo devido
ao choque irreversivel provocado pelo arrefecimento rapido. Desvantagens: Agregacao das
particulas; instabilidade das emulsées; diferentes excipientes influenciam o comportamento

de inversdo de fase.

"Spray Drier": O lipido e o farmaco sédo dissolvidos num solvente orgénico (por exemplo:
cloroférmio). Em seguida, a solucéo é aspergida num aparelho, no qual o fluxo continuo de ar
guente evapora rapidamente o solvente das gotas aspergidas obtendo particulas secas. Para
evitar a agregacdo das particulas e para aumentar as propriedades de fluxo, utiliza-se, por
exemplo, lecitina juntamente com o lipido. Existe a variacdo da técnica sray-congealing.
Desvantagens: Aplicado para obter microparticulas e ndo nanoparticulas.

Quanto a propriedade intelectual relacionada com tecnologia de producédo de nanoparticulas:

- O documento US20060024374A1 (Gasco et al., 2006a, Gasco et al., 2006b) descreve
formulacdes de nanoparticulas de lipidicas sélidas para o tratamento de doencas oftalmicas,
adequadas para administracdo tdépica ocular e para a administracdo sistémica, com diametro
médio compreendido entre 50 e 400 nm. Estas nanoparticulas sendo obtidas pela técnica da
microemulséo.

- Odocumento EP2413918A1 (Padois et al., 2012) refere-se a suspensdo de nanoparticulas de
lipidos solidos numa fase aquosa, com o farmaco minoxidil encapsulado, preparada por
técnica de homogeneizacdo a alta presséo a quente.

- O documento US20110171308A1 (zZhang et al., 2011b, Zhang et al.,, 201la) relata um
composto solido sensivel ao pH utilizado para preparacdes orais e um método de preparacao
destes. EpH sensivel, podendo aumentar a absor¢do de farmacos no trato gastrointestinal ou
melhorar outros desempenhos. O método de preparacdo € relatado como novo e utiliza
solvente para dissolucdo do polimero pH sensivel e do farmaco com posterior remocgéao do
solvente.

- O documento CN102151250A (&I EK, 2011) descreve um novo método de preparacdo de

nanoparticulas lipidicas caracterizado por 5 etapas: (1) dissolu¢cdo de componentes lipidicos,
farmaco e pode ser incluso o tensoativo, em solvente organico miscivel em agua,
correspondendo entdo afase oleosa; (2) os compostos hidrofilicos dissolvido em agua para
formar uma fase aquosa; (3) depois procede-se a injecdo, numa proporcdo de volume
adequada, da fase oleosa na fase aquosa sob agitacdo, para obter uma dispersdo soélida de
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nanoparticulas; (4) a dispersao ¢ liofilizada para remover o solvente e entregar um produto

seco; (5) Por fim, é hidratado para obter as nanoparticulas lipidicas.
- O documento CN1490055A (A& B, 2004) relata um método para a preparacdo de um

nanoestruturas lipidicas, caracterizado por 6 etapas: (1) 6leo vegetal e um acido gordo em
proporcdo adequada sdo misturados formando afase oleosa; (2) é adicionado afase oleosa o
emulsionante Span em propor¢cdo adequada; (3) essa mistura € aquecida entre 60-80 ° C, e
adicionada um farmaco lipossolivel, e a agua em mesma temperatura com posterior
utilizagcdo do homogeneizador a alto cisalhamento; (4) o emulsionante polissorbato dissolvido
em agua e aquecido, € adicionado sob agitac@o; (5) a preparagdo € submetida a ultra-som; (6)
por fim, freeze-drying.

- O documento UA81093 (U) (Yevheniivna; et al., 2013) descreve um método para a producéo
de nanoparticulas soélidas compreendida de reagao entre acidos gordos e o ingrediente ativo,
em propor¢do adequada, no meio de solvente (cloroférmio) sob aquecimento. O solvente é
finalmente evaporado, e o filme de lipidos € obtido.

- O documento US20130035279A1 (Venkataraman and Pawar, 2013) relata um método e um
sistema de producdo de nanoparticulas termolabeis, constituidas  de materiais
biocompativeis como lipidos e biopolimeros. Um sistema aerossol prototipo é descrito para
producdo em etapa Unica destas nanoparticulas.

- O documento BR1020140173161A2 (Rigon; et al., 2016) descreve um processo de obtencdo
de nanoparticulas lipidicas soélidas com trans-resveratrol (RES) por sonicagdo, utilizando lipido
peguilado, bem como as nanoparticulas obtidas e seu uso na terapia antitumoral do

melanoma.
- O documento CN101890170A (?3&1; et al.,, 2010) refere-se atecnologia de formulacdo de

nanoparticulas  lipidicas com lectina, sua aplicacdo e método de preparagdo por
homogeneizacdo a alta pressdo a quente.
Além destes, varios outros documentos, como: CN1278682C, US8715736B2, CN102846552B (

S$E258 and &6, 2014), RO128703A2 (Lacatusu loana et al., 2013), US8709487B1 (Kinnan and
Schreuder-Gibson, 2014) e US6551619B1 (Penkler et al., 2003) descrevem formulacbes e

métodos de obtencdo de nanoparticulas, porém n&do relacionadas com a técnica proposta
nessa invencao.

A vasta investigacdo no campo de obtengdo das particulas lipidicas, assim como os varios
métodos desenvolvidos até agora para a sua produgcdo, atestam das suas enormes
potencialidades e interesse comercial. No entanto, a grande maioria dos métodos
desenvolvidos até agora apresentam dificuldades para serem transferidos para a escala
industrial, o que representa um grande impedimento para que este tipo de particula possa
efetivamente ter sucesso quer como transportadores de farmacos, quer em aplicacdes
cosméticas ou diagnostica. O novo método de obtencdo de nanoparticulas lipidicas
apresentado neste documento, por microondas, € distinto de todos os até agora

implementados. Na verdade, etal como descrito anteriormente, jaexiste um método em que
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usa 0 microondas, porém apenas com a finalidade de aquecimento dos constituintes da
formulacdo em proposta de substituicdo da técnica tradicional por "banho térmico". Assim
como especificado pelos préprios autores. Ou seja, 0 método em si € a microemulsdo, em que
utiliza o microondas apenas para prévio aguecimento dos componentes da formulacdo em
substituicdo ao "banho térmico".

O método aqui apresentado possibilita a obtencdo de particulas lipidicas do tipo SLN e NLC
utilizando unicamente o reator microondas, sendo possivel produzir particulas lipidicas num
tempo muito curto (preferencialmente de 5-20 minutos). O método é robusto, reprodutivel e
permite controlar as caracteristicas das particulas, tal como o tamanho das particulas, pelo
ajuste de alguns fatores, como: o tempo do processo, atemperatura e a poténcia aplicada.

SUMARIO DA INVENCAO EVANTAGENS

A presente invencdo consiste no processo de obtencdo de nanoparticulas lipidicas,
especialmente do tipo NLC (carregadores lipidicos nanoestruturados), através de técnica one-
pot realizada unicamente por equipamento microondas.

A técnica é caracterizada sumariamente por:

Num tubo de microondas sdo acrescentados todos os constituintes: o lipido ou mistura
de lipidos, surfactante(s), se aplicavel, co-sufactante(s), solu¢cdo aquosa e 0 composto(s)
ativo(s) para fins terapéuticos e/ou preventivos e/ou nutricionais e/ou cosméticos e/ou
diagndstico, e submetido ao aquecimento em temperatura igual ou superior atemperatura
de fusdo dos constituintes lipidicos por um determinado tempo (1 a 60 minutos) e agitacao
(baixa, média ou alta). Ou ainda, num primeiro momento s&o acrescentados ao tubo de
microondas os constituintes lipidicos, surfactante(s) e, se aplicavel, co-surfactante(s) e
composto(s) ativo(s); este tubo de microondas € submetido ao aquecimento em temperatura
igual ou superior a temperatura de fusdo dos constituintes lipidicos por um determinado
tempo (1 a 60 minutos) e agitacdo (baixa, média ou alta). A posteriori € adicionada a fase
aquosa no mesmo tubo que entdo € novamente submetido ao aquecimento em temperatura
igual ou superior a temperatura de fusdo dos constituintes lipidicos por um determinado
tempo (1 a 60 minutos) e agitacdo (baixa, média ou alta).

No final do processo realizado séo j& obtidas as nanoemuls@es, bastando deixar arrefecer -
com ou sem agitacdo, com ou sem choque térmico - até atingir atemperatura ambiente para
a solidificacdo da matriz lipidica, com a consequente formac¢édo das nanoparticulas lipidicas em

Si.

PROBLEMAS TECNICOS RESOLVIDOS

Por ser um processo em one-pot esta associado a economia de tempo e de recursos, além
de maior rendimento, praticidade e reprodutibilidade quando comparado com as demais
técnicas que necessitam de vdrias etapas distintas, de transferéncias e de controles
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diferenciados em cada etapa do processo (ICH, 2005, ICH, 2009a, Broadwater et al., 2005).

Além disso, ainvencdo tem como caracteristica ser um sistema fechado, o que significa menor
manipulacdo humana - o manuseamento de substancias perigosas € minimizado, menor
passividade a erros e assim maior reprodutibilidade. Como processos descontinuos tém
associados riscos inerentes de variacdo entre lotes, assim, exigindo procedimentos e controles
cuidadosos e complexos, processos continuos sao tipicamente preferidos na industria
farmacéutica e quimica em detrimento a processos descontinuos. Os processos continuos
podem diminuir o custo de producdo por necessitarem de menos espago, trabalho e de
recursos, assim como por proporcionar uma elevada eficacia e uma melhor qualidade do
produto desejado, em comparacdo com um processo descontinuo. Como tal, seria desejavel
proporcionar um processo continuo para a formulagdo de nanoparticulas (ICH, 2000, ICH,
2009a, ICH, 2009b).

Trata-se de um processo rapido (geralmente de 5 a 20 minutos), econémico (para a producao
apenas € necessario o equipamento microondas e seus utensilios proprios), mais controlavel
e mensuravel, com menor manipulagdo humana, maior uniformidade de distribuicdo do
aquecimento, controle da fusdo dos constituintes da formulacdo e controle da energia
aplicada necessaria a formacdo das nanoparticulas. Mais ainda, trata-se de uma técnica
ecolégica (sem necessidade de solventes organicos) e escalavel para producgfes industriais.

A presente invengdo contorna ainda outros inconvenientes, como degradagdo de compostos
ativos sensiveis a energia de sonicagdo e desprendimento de tithnio da ponta de sonicacao
inerentes a técnica de Homogeneizacdo de alto corte (High Shear Homogenization).

Adicionalmente, torna possivel evitar a etapa isolada de aquecimento convencional datécnica
atras mencionada e da Homogeneizacdo de alta pressdo a quente (High Pressure Hot
Homogenization), bem como, contorna problemas como elevado stress da amostra, o0 baixo
rendimento, osvolumes de amostra relativamente altas exigidas e a necessidade de know-
how especial.

A utilizacdo de solventes orgénicos nédo € ecologicamente amigavel, pois sdo potencialmente

toxicos e devem passar por etapa de remogdo da formulagdo (Wissing et al., 2004), mesmo
assim, ainda com o risco de existir quantidades residuais nas preparacdes feitas por técnicas
como: "Evaporacdo de solvente" e "Difusdo de solvente".

Evita ainda etapas adicionais (diluicdes, remoc¢do do solvente aquoso por técnicas, como
diafiltracdo) e aparelhagem adicional o que deixa 0 processo mais complexo, mais caro e
passivel a maiores controles de qualidade como nos processos “"técnica microemulsao” e
"técnica microemulsdo assistida por microondas".

As nanoparticulas lipidicas produzidas pelo processo da presente invengdo estdo dentro da
escala manométrica, possuem potenciais zeta moderados, e polidispersdo em faixa aceitaveis.
A magnitude do potencial zeta, em todos os casos, é suficientemente elevada para
proporcionar uma boa estabilidade fisica dos sistemas estabilizados por tensoativos nao
iénicos, tais como utilizados nesta invencgéo.



WO 2018/109690 PCT/IB2017/057900

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Para obter uma com pleta visualizacdo do objeto desta invencgdo, sao apresentadas as figu ras

as quais se fazem referéncias, conforme se segue:

FIGURA 1: Processo de producdo de nanoparticulas lipidicas em etapa Unica podendo ou nao
ter choque térmico e agitacao.
FIGURA |A: Esquema dainvencdo em etapa Unica.

FIG URA 1B: Fluxograma da invengdo em etapa Unica.

FIGURA 2: Processo de producdo de nanoparticulas lipidicas em duas etapas podendo ou nao
ter choque térmico e agitacao.
FIGURA 2A: Esqguema da invencdo em duas etapas.

FIG URA 2B: Fluxograma da invencdo em duas etapas.

FIGURA 3: Diagrama de Ishikawa para selecdo dos fatores mais criticos considerados
desenvolvi mento do novo processo de obtencdo das nanopa rticu las lipidicas por microondas
- em negrito osfatores mais relevantes.

FIG URA 4: Gréficos de pareto dos efeitos padronizados para as respostas (4A) capacidade de
carga, (4B) polidispersao "PI" e (4C) tamanho médio de particula "size". Desenvolvi mento
otimizado da formu lacdo com zidovudina .

FIGURA 5: superficies de Resposta para cada uma trés respostas consideradas no estudo de
desenvolvi mento da form ulacdo com zidovudina . Resposta capacidade de carga (5A),
polidispersdo (5B) e tama nho médio de particula (sc).

FIGURA 6: Gréaficos de pareto para a resposta polidispersao "PI" (6A) e tamanho médio de
particula "Size" (6B).

FIGURA 7: Imagens TEM da form ulacéo selecionada da zidovudi na e da nevirapina - sendo a
figura 7A com o farmaco zidovudi na e afigura 7B com o farmaco nevirapina.

FIGURA 8: Grafico do estudo de libertacdo in vitro da form ulagdes otimizada com o farmaco
zidovudina .

FIGURA 8A: Perfil de libertagdo da Zidovudina in vitro da formu lagdo "exem plo 14"
simulando o meio gastrico e tem peratu ra corporal (pH 1.2 a 37°C). Os dados correspondem a
média e desvio padrdo para n=2.

FIG URA 8B: Perfil de libertacdo da Zidovudi na in vitro a form ulacdo "exem plo 14" simulando
0 meio fisiol6gico e temperatu ra corpora l (pH 7.4 a 37°C). Os dados correspondem a média e
desvio padrdo para n=2.

FIGURA 9: Grafico do estudo de estabilidade das form ulagdes. As barras representa m o
tamanho médio das particulas em nm e o marcadores circulares representa m o potencia | zeta
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em mv. Nesse estudo as formu lagdes foram armazenadas como suspencdes aquosas, a 4°C e
protegidas da luz.

FIG URA 9A: Estudo de estabilidade do "exem plo 14", farmaco zidovudi na.
FIG URA 9B: Estudo de estabilidade do "exem plo 15", farmaco nevirapina.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a um processo one-pot de sintese por micro-o ndas de
nanoparticu las lipidicas solidas com dia metro médio de 30 a 900 nm, mais preferencialmente
de 60 a 300 nm caracterizado por a sintese das nanoparticulas ser realizada por aquecimento
com micro-ondas a uma temperatu ra inferior a 90°C com agitacdo simultanea contin ua,
seguida de arrefecimento.

Num modo preferencia | de realizagdo da invencao, o processo € caraterizado por asintese das
nanoparticulas lipidicas com preender:

i) colocacdo do lipido ou mistura de lipidios, surfacta ntes e, opciona Imente, co-sufacta ntes,
solucdo aquosa e com postos ativos num tubo de micro-ondas;

i) aquecimento da mistura com energia de micro-ondas, com agitacao simulténea;

iii) arrefeci mento até ser ati ngida a tem peratura ambiente.

Num outro modo preferencia |l de realizacdo da invencdo, o processo de acordo com a
reivindicacdo n” caraterizado por a sintese das nanoparticulas lipidicas com preender:

i) colocacdo do lipido ou mistura de lipidios, surfacta ntes e, opciona Imente, co-sufacta ntes e
com postos ativos num tubo de micro-ondas;

i) aguecimento da mistura com energia de micro-ondas, com agitacdo simultanea;

iii) adicdo de solucdo aquosa;

iv) aquecimento da mistura com energia de micro-ondas, com agitacdo simultanea;

v) arrefecimento até ser atingida atemperatura ambiente.

Num modo ainda mais preferencia | de realizacdo da invengdo, 0 processo € caracterizado
pelo aguecimento ser efetuado a umatem peratura igual ou superior atem peratura de fuséo
dos constituintes lipidicos, durante 1 a 60 min utos.

Num outro modo ainda mais preferencia | de realizacdo da invencdo, 0 processo tem um so
passo de aquecimento e é caracterizado pelo aquecimento ser efetuado a uma tem peratura

de 5 a 20°C superior atem peratura defusao dos constitui ntes lipidicos, dura nte 5 a 20 minutos.

Num outro modo ainda mais preferencia | de realizacdo da invencdo, o processo tem dois
passos de aqueci mento e € caracterizado aqueci mento ser efetuado a umatemperatura deb

a 15°C superior atemperatu ra de fusdo dos constituintes lipidicos, durante 5 a 15 minutos.
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Num outro modo ainda mais preferencial de realizacdo da invencdo, 0 processo €
caraterizado por o arrefecimento ser realizado sem agitagcdo constante; com agitacao
constante até atingir atemperatura ambiente; ou através de agitacdo constante com choque
térmico, para um arrefecimento parcial ou até atingir a temperatura ambiente, através de
arrefecimento programado pelo préprio aparelho micro-ondas, por banho de gelo ou ainda
uma combinacdo destes.

Num outro modo ainda mais preferencial de realizacdo da invengdo, 0 processo €
caracterizado por a agitacdo ser de intensidade moderada a vigorosa, preferencialmente de
900 rpm. Num modo de realizacdo ainda mais preferencial, a agitacdo é efetuada por adicdo
de barra magnética ao tubo de microondas, com uma dimensao o maior possivel de forma a
permitir uma maior homogeneidade e agitacdo mais vigorosa.

Num outro modo ainda mais preferencial de realizacdo da invengdo, 0 processo €
caracterizado pelo volume final dos constituintes inseridos no tubo de microondas ser
preferencialmente de 1/7 a 1/2 do volume do tubo, para garantir uma completa e controlada
homogeneizacdo durante o processo de agitacao.

Num outro modo ainda mais preferencial de realizacdo da invencdo, 0 processo €
caracterizado por o constituinte lipidico consistir num ou mais componentes selecionados
de entre o0 grupo de acidos gordos, esterdides, ceras, monoglicerideos, diglicerideos,
triglicerideos e, opcionalmente, fosfolipidos.

Num outro modo ainda mais preferencial de realizacdo da invengdo, 0 processo €
caracterizado por o surfactante ou conjunto de surfactantes ser do tipo néo idnico.

Num outro modo ainda mais preferencial de realizacdo da invengdo, 0 processo €
caracterizado por o co-surfactante consistir num ou mais componentes selecionados do grupo
butanol, hexanodiol, propilenoglicol, hexanol, acido butirico e hexandico, ésteres de &cido
fosforico, alcool benzilico.

Num outro modo ainda mais preferencial de realizacdo da invencdo, 0 processo €
caracterizado por a solucao aquosa ter um pH apropriado, preferencialmente entre 5 e 7,
ajustavel com solucdes tampao, e conter opcionalmente sais, conservantes, antioxidantes,
estabilizantes e marcadores.

Num outro modo ainda mais preferencial de realizacdo da invencdo, 0 processo €
caracterizado por o lipido ou conjunto de lipidos estarem compreendidos numa proporcao
entre 1 e 20%, preferencialmente de 1,5 a 8%, do peso total; solucdo aquosa entre 70 e 96%,
preferencialmente de 80 a 95,5%, do peso total; surfactantes de 1 a 20%, preferencialmente
de 2 a 15%, do peso total; co-surfactantes entre 0 e 15%, preferencialmente de 0 a 10%, do
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peso total; e, oscompostos ativos entre 0 a 50% dos constituintes lipidicos, preferencialmente
de 1 a 15%.

Num outro modo ainda mais preferencial de realizagcdo da invencdo, o0 processo €
caracterizado pela incorporacdo de ligantes ou marcadores, especificos a cada formulagédo, na
superficie das nanoparticulas lipidicas.

Num outro modo ainda mais preferencial de realizagcdo da invengcdo, o0 processo €
caracterizado por serem obtidas nanoparticulas lipidicas sélidas com um didametro médio de
30 a 900nm, preferencialmente de 60 a 300nm, com polidispersdo de 0,05 a 0,5,
preferencialmente de 0,1 a 0,3, e potencial zeta de 10 a 70 mv, preferencialmente de 20 a
40mv.

A invencdo refere-se ainda a nanoparticulas lipidicas obtidas pelo processo descrito acima,
preferencialmente  nanoparticulas lipidicas com um diametro médio de 30 a 900 nm,
preferencialmente de 60 a 300 nm, com polidispersdo de 0,05 a 0,5, preferencialmente de 0,1
a 0,3, e potencial zeta de 10 a 70 mV, preferencialmente de 20 a40 mV.

O processo da invencdo tem provado ser uma técnica surpreendentemente simples para
a producdo de nanoparticulas lipidicas, o qual contém composto(s) ativo(s) que tem pelo
menos um efeito fisiolégico e/ ou de diagnéstico eficaz.

Em particular, a tecnologia da presente invencdo permite o fabrico one-pot das referidas
particulas numa ou duas etapas - mas no mesmo tubo reacional e mesmo equipamento - e,
se desejado, com composto(s) ativo(s) carregado(s) por essas nanoestruturas. Esta técnica
permite o fabrico de pequenas, como também grandes quantidades, ou seja, é escalavel.
Contrariamente ao estado da arte de nanotecnologia, a técnica pode ser realizada de uma
maneira muito simples e rapida, viabilizando a manufatura por pessoas sem know-how na
area, bem como, é solucionado o problema da manipulacdo de substancias perigosas.
Substancias instaveis (por exemplo, as substancias sensiveis a energia de sonicacdo ou a
solventes organicos), bem como, substancias com distinta propriedade fisico-quimica podem
ser inseridas em nanoparticulas a base de lipidos.

Através de ajustes nos principais fatores criticos do processo - como tempo, temperatura e
eficiéncia de agitacdo (caracteristicas da barra magnética, velocidade de agitacdo, volume
total da formulacdo) - €& possivel obter nanoparticulas lipidicas com as caracteristicas

desejadas.

A barra magnética adicionada ao tubo de microondas, em que os constituintes da preparacao
estao contidos, deve preferencialmente ser de tamanho o maior possivel face ao didametro do
tubo de microondas, de forma que permita uma maior homogeneidade e agitagdo mais
vigorosa, conduzindo a melhores valores de polidispersdo e tamanhos de particulas mais
reduzidos das nanoemulsdes e consequentemente das nanoparticulas.

O volume final dos constituintes inseridos no tubo de microondas deve ser controlado e
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suficiente, preferencialmente de © a %, para garantir uma completa e controlada
homogeneizacdo durante o processo de agitacdo. Volumes muito grandes ou muito pequenos
comprometem a homogeneizacdo e consequentemente os pardmetros de qualidade das
nanoparticulas lipidicas.

Observa-se que, em geral, as nanoparticulas obtidas por esta invencdo apresentam tamanhos
médios compreendidos entre 30 e 900 nm, preferencialmente entre 60 e 300 nm; uma
polidispersédo de entre 0, 05 e 0,5, de preferéncia entre 0,1 eo,3; e 0 potencial zeta thum valor
modular entre 10 e 70 mv, de preferéncia entre 20 e 40 mv. A eficiéncia de encapsulacdo e
capacidade de carga, andlise da microscopica de imagem, estudo de libertacdo in vitro e
estabilidade se mostraram muito similares atécnica tradicional "Homogenizacdo aquente por
ultrassonicacao”, através da realizacdo de um comparativo. Sendo que em alguns aspectos o
processo desta invencdo entregou perfis superiores aos da técnica tradicional. Estes aspectos
dependem muito de formulacdo para formulacdo - excipientes pré-selecionados, composto a
ser encapsulado, e ajustes dos fatores criticos do processo aqui apresentado visando a
otimizacdo para cada formulacao.

Relativamente a métodos que recorrem a aquecimento por micro-ondas existentes na
literatura, o método descrito na presente invencdo apresenta mdltiplas vantagens.

Por exemplo, em comparacdo com o método descrito por Dunn et al. 2017, o presente método
possibilita a produ¢do de nanoparticulas num range de tamanhos maior, entre 30 e 900 nm,
0 que para sistemas de entrega de farmacos é muito mais interessante. Para além disso o
método descrito por Dunn et al. 2017 exige primeiro a formagdo de um filme lipidico nas
pareces do tubo, com adicdo posterior da agua, necessita de usar solventes orgéanicos,
cloroformio, algo que o nosso método ndo usa. Adicionalmente pressupbe o0 uso de
temperaturas elevadissimas, mais de 200 ~c, 0 que num ambiente aquoso, s6 é possivel com
baixa presséo, para que a agua ndo entre em ebulicdo, logo o consumo energético € muito
maior. Adicionalmente, a presente metodologia permite também a obtencdo de NLC.

Por sua vez, em relagdo ao método de Shah et al. 2016, a principal diferenca de nossa
metodologia é que quando o processo de micro-ondas termina, as nanoparticulas estdo
prontas; ndo havendo necessidade de dispersar em agua. Este passo é demorado e dilui muito
a suspensdo. Um aumento da quantidade de agua diminui o niumero de particulas por mL, o
gue para um processo industrial ndo € recomendado, pois pode aumentar o nimero de etapas
para eliminar as maiores quantidades de agua. Adicionalmente, a presente metodologia
permite também a obtencdo de NLC.

A preparacdo das nanoparticulas mencionadas na invenc¢ao pode ocorrer numa etapa
Unica, de forma preferencial, ou em duas etapas, para alguns casos, por exemplo, de
compostos ativos muito lipofilicos.

Preparacdo em etapa Unica: num tubo de microondas apropriado sdo acrescentados o lipido

ou mistura de lipidos, surfactante(s) e, opcionalmente, co-sufactante(s), solu¢do aquosa (com
pH apropriado e ououtro constituinte necessario), e pode ainda conter o composto(s) ativo(s)
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para fins terapéuticos e/ou preventivos e/ou nutricionais e/ou cosméticos e/ou diagndstico
que podem ter caracteristicas lipofilicas ou hidrofilicas. E inserida uma barra magnética e
depois € vedado com atampa especifica do tubo de microondas. Em seguida, este tubo com a
preparacdo é colocado no reator de microondas (CEM Discover sP®) e submetido a uma
temperatura igual ou superior a temperatura de fusdo dos constituintes lipidicos,
preferencialmente de 5 a 20 eC superior atemperatura de fusdo dos constituintes lipidicos, e
a uma agitacdo magnética baixa, média ou alta, preferencialmente alta (aproximadamente
900 rmp), e aum tempo entre 1a 60 minutos, preferencialmente 5 a 20 minutos.

Preparacdo em 2 etapas: Num tubo de microondas apropriado sdo colocados o lipido ou

mistura de lipidos, surfactante(s) e, opcionalmente, co-sufactante(s), e pode ainda conter o
composto(s) ativo(s). E inserida uma barra magnética e depois é vedado com a tampa
especifica do tubo de microondas. Em seguida, este tubo com a preparacdo é colocado no
reator de micro-ondas (CEM Discover sp®) e submetido a uma temperatura igual ou superior
atemperatura de fusdo dos constituintes lipidicos, preferencialmente de 5 a 15 2c superior a
temperatura de fusdo dos constituintes lipidicos, e a uma agitacdo magnética baixa, média ou
alta, preferencialmente alta (aproximadamente 900 rmp), e aumtempo entre 1a 60 minutos,
preferencialmente 5 a 15 minutos. Depois desta etapa uma solucdo aquosa (com pH
apropriado e ou outro constituinte necessario) € adicionada ao mesmo tubo de microondas e
submetido a uma temperatura igual ou superior a temperatura de fusdo dos constituintes
lipidicos, preferencialmente de 5 a 15 2c superior a temperatura de fusdo dos constituintes
lipidicos, e a uma agitacdo magnética baixa, média ou alta, preferencialmente alta
(aproximadamente 900 rmp), e a um tempo entre 1 a 60 minutos, preferencialmente 5 a 15
minutos.

Opcionalmente, o que varia com aotimizacdo de cada caso, as nanoemulsdes formadas podem
ser ou ndo submetidas aimediato choque térmico e podem ser ou ndo submetidas a agitacéo
até atingir a temperatura ambiente com a consequente formacdo das nanoparticulas em si.
Para tanto existem algumas opcdes de arrefecimento, dentre elas:

- submeter imediatamente a choque térmico, que pode ser parcial ou até atingir a
temperatura ambiente. O choque térmico pode se dar por mecanismo de resfriamento
programado pelo proprio aparelho microondas ou por banho de gelo ou ainda uma
combinacdo destes. A agitacdo deve ser constante até atingir atemperatura ambiente;

- submeter apenas a agitacdo constante até atingir atemperatura ambiente;

- ndo submeter nem a choque térmico nem a agitacdo e progressivamente a temperatura
ambiente ser atingida.

Os componentes lipidicos utilizados no processo da presente invengdo podem ser do grupo
dos acidos gordos, esteroides, ceras, monoglicerideos, diglicerideos e triglicerideos. Pode-se
ainda juntar fosfolipidos.

Os agentes tensoativos podem ser selecionados entre o grupo dos nao iénicos.
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Os co-agentes tensioativos, quando aplicavel, sdo selecionados, porém nao se restringindo,
entre o grupo que compreende: alcoois de baixo peso molecular ou glicéis, tais como por
exemplo, butanol, hexanol, hexanodiol, propilenoglicol; &cidos gordos de baixo peso
molecular, tais como o acido butirico, acido hexandico, ésteres de acido fosférico e éalcool
benzilico, dentre outros.

Quanto a composicdo da formulacdo, esta pode ser: componentes lipidicos, entre 1 e 20%,
preferencialmente 15 e 8% (por massa total); solugdo aquosa, entre 70 e 96%,
preferencialmente 80 e 95.5% (por massa total); surfactantes, 1e 20%, preferencialmente 2e
15% (por massa total); co-surfactantes 0 e 15%, preferencialmente 0 e 10% (por massa total).
O processo da presente invencdo apresenta, em relacdo ao estado da arte, numerosas
vantagens, entre as quais, por exemplo: melhor controle do processo, operacdo
consideravelmente simplificada, rapida, escalavel, sustentavel, operacdo segura e econdmica,
processo todo fechado, one-pot, e utilizando necessariamente apenas um equipamento. O
processo da ndo invencdo nao requer utilizacdo de nenhum solvente organico, nem energia
de sonicacdo, nem contaminacdo de metal pesado, ou técnica agressiva e apresenta risco
minimo de contaminacao cruzada.

As nanoparticulas lipidicas, de acordo com a presente invencdo, tém um didmetro médio
compreendido entre 30 e 900 nm, preferencialmente entre 60 e 300 nm; uma polidispersao
de entre 0,05 e 0,5, de preferéncia entre 0,1 e 0,3; e o potencial zeta thum valor modular
entre 10 e 70 mv, de preferéncia entre 20 e 40 mv. Parametros esses ajustaveis de acordo
com cada objetivo. Assim, podem ser empregues com sucesso como veiculos para compostos
ativos que tém, pelo menos, um efeito fisiolégico e/ ou de diagndstico eficaz.

Para ilustrar a invengdo os seguintes exemplos sdo apresentados de forma sumarizada na
tabela 1 e de forma detalhada abaixo:
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Tabela 1: Tabela geral com todas as formula¢des utilizadas como exemplos da Invencao (1-a) e
resultados das andlises (1-b).

Tabela 1-a
Variagbes das Condicdes Experimentais
Exemplos n° etapas Tempo Temp.! 187 LL™ IS:LL" L:T-80" L: S.A'6 pHSA.' 7 Farmaco Arref.”®
1 1 15mia’®® 90°C compritol migliol 41 115 110 74 na'* TA™
2 1 15mia 90°C compritol migliol 31 11,5 120 74 na CTit +AG*15
3 1 15mia 90°C compritol migliol 31 11,5 120 74 na T.A. +AG* 16
: 1 15mia 90°C compritol migliol 31 11,5 130 74 na CTt+AG
6 1 15mia 90°C compritol migliol 31 11,5 130 74 na TA.+AG
- 1 15mia 90°C compritol migliol 31 11,5 140 74 na CT.t+AG
3 1 15mia 90°C compritol migliol 31 11,5 140 74 na TA.+AG
0 1 15mia 90°C precirol migliol 51 1:1,5 1:40 55 na TA.+AG
10 1 15mia 90°C precirol migliol 31 1:1,5 1:40 55 na TA.+AG
1 1 15mia 90°C precirol migliol 41 115 150 55 na TA.+AG
12 1 20mia 90°C precirol migliol 21 120 150 55 na TA.+AG
3 1 20mia 90°C precirol migliol 21 110 150 55 na TA.+AG
14 1 10mia 90°C precirol migliol 51 120 150 55 na TA.+AG
15 1 10mia 90°C precirol migliol 31 1:158 1550 55 AZT*!® CT.p +AG+"7
16 2 10 mialetapa 90°C compritol migliol 31 1:1,5 150 87 NVP*" CT.p +AG
17 1 20mia 120°C compritol migliol 31 1:15 150 87 NVP CTp +AG
18 2 |Omialetapa 90°C precirol &cido obico 31 1:15 150 87 NVP CTp+AG
19 1 20mia 120°C precirol &cido oleico 3:1 1:1,5 150 87 NVP CTp+AG
20 2 10 mialetapa 90°C compritdl na na 11,5 150 87 na CTp+AG
1 10mia 90°C precirol na na 1158 150 55 na CT.p+AG
Tabela 1-b
Respostas Analisadas
Exemplos Tamanhokg e Zetam ez
1 853 nm 0376 na na
2 703 nm 0356 na na
3 716 nm 0361 na na
4 233 n€m 0278 na na
5 183 ntm 0298 na na
6 93mim 0218 na na
7 95 mm 0205 na na
8 759 nm 0398 na na
9 121 nm 0309 na na
10 162n€ém 0231 na na
11 219 nm 0390 na na
12 902 nm 0,395 na na
13 288 nm 0374 na na
14 113nm 0216 (-)21mv  1,40%
15 69nm 0263 () 22mv 0,20%
16 73nm 0261 (-) 21mv  0,02%
17 459 nm 0371 na na
18 579 nm 0381 na na
19 67nm 0,198 (-) 19mv na
20 118 nm 0,234 (-) 15mv na

Legenda da tabela 1: *1: temperatura; *2: lipido soélido; *3: lipido liquido; *4: proporcdo de
lipido solido por lipido liquido; *5: propor¢do de lipidos por surfactante Tween 80; *6:
proporcao de lipidos por solucdo aquosa; *7: pH da solu¢do aquosa; *8: arrefecimento utilizado;
*9: tamanho das nanoparticulas em nm (nandmetro); *10: polidispercdo das nanoparticulas;
*11: potencial zeta em mv (milivolts); *12: capacidade de carga do farmaco pela matriz lipidica.
*13: ndo aplica-se; *14: arrefecimento em temperatura ambiente (sem agitacdo nem choque
térmico); *15: arrefecimento com choque térmico até atingir a temperatura ambiente e com
agitacao constante. *16: arrefecimento em temperatura ambiente e com agitacdo constante.
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*17: arrefecimento com choque térmico parcial (até 70 a 60°C) e agitacdo constante e depois
completa o arrefecimento em temperatura ambiente; *18: AZT: zidovidina. Tem lopP em cerca
de 0.05; *19: NVP: nevirapina. Tem logP em cerca de 2.5; *20: tempo em minuto.

EXEMPLO 1
(placebo)
Num tubo de microondas foi adicionado 400 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido s6lido),

100 mg de Mygliol 812 (lipido liquido), 750 mg de Tween 80, 5mL de solugdo aquosa em pH 7,4
(tampdo Hepes mais ajuste com NaCl 1M) e uma barra magnética com tamanho maior possivel
gue caiba no tubo de microondas.

Proporcdo fase lipidica / fase aquosa: 1/10

Proporcdo fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporcéo lipido sdlido / lipido liquido: 4/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 15 minutos a 90"C.

No final do tempo programado, o tubo de microondas com nanoemulsdes obtidas foram
deixadas arrefecer a temperatura ambiente sem agitacdo magnética por pelo menos 10
minutos.

As nanoformulagbes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de de 853nm e
polidispersdo de 0.376.

EXEMPLO 2

(placebo)

Num tubo de microondas foi adicionado 187.5 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido sélido), 62.5
mg de Mygliol 812 (lipido liquido), 312.5 mg de Tween 80, 5mL de solu¢do aquosa em pH 7,4
(tampdo Hepes mais ajuste com NaCl 1M) e uma barra magnética com tamanho maior possivel
gue caiba no tubo de microondas.

Proporcdo fase lipidica / fase aquosa: 1/20

Proporcdo fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporcéo lipido sélido / lipido liquido: 3/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 15 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsdes obtidas foram
inseridos em banho de gelo (choque térmico) com agitacdo magnética constante por 10
minutos. Tempo necessario para aformulacdo atingir atemperatura ambiente.

As nanoformulagfes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 703 nm e
polidispersdo de 0.356.
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EXEMPLO 3

(placebo)

Num tubo de microondas foi adicionado 187.5 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido sélido), 65.5
mg de Mygliol (lipido liquido), 312.5 mg de Tween 80, 5mL de solu¢cdo aquosa em pH 7,4
(tampdo Hepes mais ajuste com NaCl IM) e uma barra magnética com tamanho maior possivel
gue caiba no tubo de microondas.

Proporcao fase lipidica / fase aquosa: 1/20

Proporcao fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporcao lipido sélido / lipido liquido: 3/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 15 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsdes obtidas foram
deixadas arrefecer atemperatura ambiente com agitacdo magnética por ao menos 10 minutos.
As nanoformulagfes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 716 nm e
polidispersdo de 0.361.

EXEMPLO 4

(placebo)

Num um tubo de microondas foi adicionado 125.25 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido
sélido), 41.75 mgde Mygliol 812 (lipido liquido), 250.5 mg de Tween 80, 5mLde solu¢do aquosa
em pH 7,4 (tampdo Hepes mais ajuste com NaCl IM) e uma barra magnética com tamanho
maior possivel que caiba no tubo de microondas.

Proporcao fase lipidica / fase aquosa: 1/30

Proporcao fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporcao lipido solido / lipido liquido: 3/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 15 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsdes obtidas foram
inseridos em banho de gelo (choque térmico) com agitacdo magnética constante por 10
minutos. Tempo necessario para aformulacdo atingir atemperatura ambiente.

As nanoformulagfes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 233 nm e
polidispersdo de 0.278.

EXEMPLO 5

(placebo)

Num tubo de microondas foi adicionado 125.25 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido sdlido),
41.75 mg de Mygliol 812 (lipido ligquido), 250.5 mg de Tween 80, 5mL de solugdo aquosa em
pH 7,4 (tampdo Hepes mais ajuste com NaCl IM) e uma barra magnética com tamanho maior
possivel que caiba no tubo de microondas.

Proporcao fase lipidica / fase aquosa: 1/30

Proporcao fase lipidica / surfactante: 1/1.5
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Proporgéo lipido sdlido / lipido liquido: 3/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 15 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsdes obtidas foram
deixadas arrefecer atemperatura ambiente com agitagdo magnética por ao menos 10 minutos.
As nanoformulacdes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 183 nm e
polidispersdo de 0.298.

EXEMPLO 6
(placebo)
Num tubo de microondas foi adicionado 93.75 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido sélido),

31.25 mg de Mygliol 812 (lipido liquido), 18.75mg de Tween 80, 5mL de solu¢do aquosa em pH
7,4 (tampao Hepes mais ajuste com NaCl 1M) e uma barra magnética com tamanho maior
possivel que caiba no tubo de microondas.

Proporcéo fase lipidica / fase aquosa: 1/40

Proporcéo fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporgéo lipido sdlido / lipido liquido: 3/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 15 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsdes obtidas foram
inseridos em banho de gelo (choque térmico) com agitagdo magnética constante por 10
minutos. Tempo necessario para a formulagdo atingir atemperatura ambiente.

As nanoformulacdes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 93 nm e
polidispersdo de 0.218.

EXEMPLO 7

(placebo)

Num tubo de microondas foi adicionado 93.75 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido solido), 31.25
mg de Mygliol 812 (lipido liquido), 18.75mg de Tween 80, 5mL de solugcdo aquosa em pH 7,4
(tampdo Hepes mais ajuste com NaCl 1M) e uma barra magnética com tamanho maior possivel
gue caiba no tubo de microondas.

Proporcéo fase lipidica / fase aquosa: 1/40

Proporcéo fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporgéo lipido sdlido / lipido liquido: 3/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 15 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsdes obtidas foram
deixadas arrefecer atemperatura ambiente com agitacdo magnética por ao menos 10 minutos.
As nanoformulacdes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 95 nm e
polidispersdo de 0.205.
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EXEMPLO 8

(placebo)

Num tubo de microondas foi adicionado 104 mg de Precirol® ATO 5 (lipido solido), 20.8 mg de
Mygliol 812 (lipido liquido), 187.5 mg de Tween 80, 5mL de solugdo aquosa (Agua ultrapura
MiliQ) e uma barra magnética com tamanho maior possivel que caiba no tubo de microondas.
Proporcéo fase lipidica / fase aquosa: 1/40

Propor¢éo fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporc¢éo lipido sélido / lipido liquido: 5/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 15 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsGes obtidas foram
deixadas arrefecer atemperatura ambiente com agitacdo magnética por ao menos 10 minutos.
As nanoformulac¢des lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 759.5 nm e
polidispersdo de 0.398.

EXEMPLO 9

(placebo)

Num tubo de microondas foi adicionado 93.75 mg de Precirol® ATO 5 (lipido solido), 31.25
mg de Mygliol 812 (lipido liquido), 187.5 mg de Tween 80, 5mL de solucdo aquosa (agua
ultrapura MiliQ) e uma barra magnética com tamanho maior possivel que caiba no tubo de
microondas.

Proporcéo fase lipidica / fase aquosa: 1/40

Proporcéo fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporc¢éo lipido sélido / lipido liquido: 3/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 15 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsGes obtidas foram
deixadas arrefecer atemperatura ambiente com agitacdo magnética por ao menos 10 minutos.
As nanoformulagbes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 121 nm e
polidispersdo de 0.309.

EXEMPLO 10

(placebo)

Num tubo de microondas foi adicionado 96 mg de Precirol® ATO 5 (lipido sélido), 24 mg de
Mygliol 812 (lipido liquido), 180 mg de Tween 80, 6mLde solu¢do aquosa (agua ultrapura MiliQ)
e uma barra magnética com tamanho maior possivel que caiba no tubo de microondas.
Proporcéo fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcéo fase lipidica / surfactante: 1/1.5
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Proporcéo lipido sélido / lipido liquido: 4/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 15 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsdes obtidas foram
deixadas arrefecer atemperatura ambiente com agitacdo magnética por ao menos 10 minutos.
As nanoformulacdes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 162 nm e
polidispersdo de 0.231.

EXEMPLO 11

(placebo)

Num tubo de microondas foi adicionado 66.6 mg de Precirol® ATO 5 (lipido sélido), 33.3 mg de
Mygliol 812 (lipido liquido), 200 mg de Tween 80, 5mL de solu¢do aquosa (agua ultrapura MiliQ)
e uma barra magnética com tamanho maior possivel que caiba no tubo de microondas.
Proporcéo fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcéo fase lipidica / surfactante: 1/2

Proporc¢éo lipido sélido / lipido liquido: 2/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 20 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsBes obtidas foram
deixadas arrefecer atemperatura ambiente com agitacdo magnética por ao menos 10 minutos.
As nanoformulagdes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 219 nm e
polidispersdo de 0.390.

EXEMPLO 12

(placebo)

Num tubo de microondas foi adicionado 66.6 mg de Precirol® ATO 5 (lipido sélido), 33.3 mg de
Mygliol 812 (lipido liquido), 200 mg de Tween 80, 5mLde solug¢do aquosa (Agua ultrapura MiliQ)
e uma barra magnética com tamanho maior possivel que caiba no tubo de microondas.
Proporgéo fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcao fase lipidica / surfactante: 1/1

Proporc¢ao lipido sélido / lipido liquido: 2/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 20 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsBes obtidas foram
deixadas arrefecer atemperatura ambiente com agitacdo magnética por ao menos 10 minutos.
As nanoformulagdes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 902 nm e
polidispersdo de 0.395.

EXEMPLO 13
(placebo)
Num tubo de microondas foi adicionado 83.3 mg de Precirol® ATO 5 (lipido sélido), 16.7 mg de
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Mygliol 812 (lipido liquido), 200 mg de Tween 80, 5mL.de solucdo aquosa (agua ultrapura MiliQ)
e uma barra magnética com tamanho maior possivel que caiba no tubo de microondas.
Proporcéo fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcdo fase lipidica / surfactante: 2/1

Proporcédo lipido sdlido / lipido liquido: 5/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 10 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsdes obtidas foram
deixadas arrefecer atemperatura ambiente com agitacdo magnética por ao menos 10 minutos.
As nanoformulagBes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 288 nm e
polidispersdo de 0.374.

EXEMPLO 14

(com o farmaco Zidovudina)

Num tubo de microondas foi adicionado 75 mg de Precirol ® ATO 5 (lipido soélido), 25 mg de
Mygliol 812 (lipido liquido), 150 mg de Tween 80, 15 mg de zidovudina (farmaco), 5mL de
solucdo aquosa (agua ultrapura MiliQ) e uma barra magnética com tamanho maior possivel que
caiba no tubo de microondas.

Proporcéo fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcéo fase lipidica / surfactante: 1/1.58

Proporcéo lipido sélido / lipido liquido: 3/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 10 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsdes passou
imediatamente ao programa de arrefecimento do microondas indo para os 70°C. ApOs esse
programa o tubo de microondas com a formulagdo foi retirado do equipamento e deixado
completar o arrefecimento naturalmente até atingir a temperatura ambiente com a
consequente formagdo das NLC.

As nanoformula¢des lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 113 nm,
polidispersdo de 0.216, potencial zeta de -21 mv, analise TEM comprovou o tamanho
destas nanoparticulas e mostrou que essas tém forma esférica (figura 7A). Eficiéncia de
encapsulacdo de 23%, capacidade de carga de 1.4%. Ensaio de libertacdo do farmaco mostrou
em meio géastrico mais de 50% do farmaco permanece na nanoparticula sem ser libertado e ao
menos 24 horas sdo necessérias para libertar 100% do farmaco em meio fisiolégico desta
nanoformulagdo (figura 8 - 8A e 8B).

Quanto a estabilidade fisica da formulacdo, observou-se que se manteve estavel pelo tempo
total avaliado de 45 dias, contudo, com apenas 22 dias j& evidenciou alto decaimento (superior
a 50%) para a resposta capacidade de carga (figura 9A).

A abordagem do desenvolvimento desta formulacdo com o farmaco zidovudina é detalhada em

seguida.
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- Previamente foi realizado um estudo de pré-formulacdo que consistiu das seguintes etapas: a.
Teste de degradacdo do farmaco zidovudina submetida a reator de microondas, nas
condicdes: 20 mg de zidovudina foi colocado no tubo de microondas, solubilizado com 5 mLde
dgua ultrapura e submetido a 90°C por 10 minutos em microondas. Posteriormente a
zidovudina foi quantificada por espectrofotometro e o valor do doseamento foi equivalente a
guantidade pesada, ou seja, ndo evidenciou degradacao.

b. Foi feita uma otimizacdo da metodologia, ndo sendo necessario o choque térmico da
formulacdo ao sair do microondas. Pois a melhoria de tamanho de particula e ou polidispersao
era insignificante, enquanto que havia perda capacidade de carga das nanoparticulas avaliadas
sugerindo que o choque térmico estava contribuindo para parcial libertacdo do farmaco da
matriz lipidica.

c. Com base em estudos preliminares de desenvolvimento de nanoparticula lipidica tipo NLC
por técnica tradicional de homogeneizacdo a quente por ultrasonicacdo, com finalidade
comparativa, € que fixamos a escolha qualitativa do lipido solido, liquido, surfactante e pH da
solucdo aquosa.

d. Através de testes preliminares fizemos uma avaliacdo da propor¢cdo de lipidos : solugéo
aquosa de 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 e 1:50. Observamos que para a composicdo de lipidos e
surfactante utilizados nesse estudo a melhor proporcédo de lipido :solugdo aquosa era ade 1:50.
Sendo esse fator enté@o fixado.

- Construcéo da Superficie de Resposta e selecdo daformulacdo otimizado.

a. Foi feito um design composto central e delineamento da superficie resposta para assim
identificar a condicdo experimental o6tima que satisfaca simultaneamente a trés importantes
respostas

- capacidade de carga (LC), polidispersao (Pl) e tamanho médio das particulas. Alguns
parametros foram fixados previamente, resultado do estudo de pré-formulacdo. Sendo
selecionadas para continuacdo desse estudo apenas duas varidveis quantitativas, séo elas:
proporcdo de LL: Ls (lipido liquido e lipido sélido) num intervalo de 36.7 mg LL para 63.3 mg SL
e 13.3 mg LL para 86.7 mg sL, e quantidade do surfactante Tween 80, num intervalo de 79.3 a
220.7 mg. A tabela 2 apresenta a matrix das condicbes experimentais com as combinacdes dos
niveis inferior (-1) e superior (+1), pontos axiais e replicacdo do ponto central, resultando no
total de 13 experimentos com afinalidade de analise da influéncia das variaveis desse estudo.

Tabela 2: Desenho experimental realizado para o desenvolvimento otimizado da formulacao
com zidovudina pela metodologia da invencéo.
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Varidveis lixlqendentes

Ensaios  (uandidade Proporgéo
det-80 (1) {.1:55. (mg)
1 -1(100) -1(33,3:66:7}
2 -1 000} 1 {%,7% 3i
3 +1 {200) -i (33,3:66.7)
4 +14{200) w1 (« 2% )3
3 % (79,37 0 (25:7%)
6 2 (220,7) {1 (25:75)
7 0 (150) ~7 (36,243 ,3)
% {j ((50) V2 (13,3:86,7)
Ea 0 (150) 0 (25:75)
10* 0(150) {1 (25:75)
1+ 0 (150) 0 (25:75)
n* 0(150) {1 (25:75)
n* N{E50 0 (25:75)

* Replicagdes do ponto central

b. O diagra ma de Pareto mostrado na figura 4 (4A, 4B, 4C) ilustra os efeitos dos fatores

individuais e as suas interag6es. O com primento de cada barra é proporciona |ao valor absoluto

do coeficiente de regressdo associado ou efeito estimado. Os efeitos de todos os
pardmetros e asinteracBes fora m padronizadas (cada efeito foi dividido pelo seu erro padréo).
A ordem na qual as barras sdo exibidas corresponde a ordem do tamanho do efeito. O grafico
inclui uma linha vertica | que indica o limite de significa ncia estatistica de 95%. Um efeito foi
significativo, por consegu inte, se a barra correspondente cruzado esta linha vertica |.

c. Foram construidos graficos da Superficie de Resposta bidi mensiona | (curvas de contorno)

ajustados aos dados experimentais para cada resposta (figura 5:5A, 5B, sC) para identifica r as
condicdes 6timas para a andlise.

d. Um modelo quadratico estatistica mente significativo, correspondendo a 95%, 93% e 68% da
variancia para respostas L.C., Pl e tamanho médio de particula, respectiva mente, foi ajustada
aos dados, descrevendo a relagdo entre as respostas maxi mas e as condigbes experimentais

otimas. O modelo de regressédo quad ratica obtida sdo os seguintes:

Capacidade de carga (L.C.) =-45.91882 + 0.08973x - 0.00024x2 + 1.11304y - 0.00741y2 -

0,00020x0079

Polidispersdo (PI) = 6.02791 - 0.00751x + 0.00003x2 - 0.14017y + 0.00095y2 - O.00O0OIxy
Tamanho médio de particula = 12861.01158 - 27.19887x + 0.13332x2 - 282.37724y +
2.21025y2 - 0.26229xy

Onde X e Y sdo quantidade de Tween 80 e propor¢do de LL:SL, respectivamente. Das
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superficies obtidas, os valores criticos encontrados foram 158 mg T-80 e 27 mg LL: 73 mg SL
para resposta L.C. Para a resposta Pl os valores criticos foram 150mg T-80 e 25mg LL: 75 mg
SL. E175mg T-80 e 26mg LL: 74mg SL para a resposta tamanho médio de particula.

e. A partir da andlise da metodologia de superficie de resposta, foi possivel determinar as
condicdes do processo para otimizar simultaneamente todas as respostas de interesse no
presente estudo, uma vez que os valores criticos para cada resposta foram semelhantes. Desta
forma, a quantidade de T-80 foi fixada em 158 mg e a propor¢do de LL: SL foi fixada em 25mg
LL: 75mg SL para a formulacdo desenvolvida.

EXEMPLO 15

(com o farmaco Nevirapina)

Processo em 2 etapas.

Etapa 1. Num tubo de microondas foi adicionado 75 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido solido),
25 mg de Mygliol 812 (lipido liquido), 150 mg de Tween 80, 2 mg de nevirapina (farmaco) e uma
barra magnética com tamanho maior possivel que caiba no tubo de microondas. O tubo de
microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido no
equipamento microondas por 10 minutos a 90”C.

Etapa 2. Ao tubo de microondas foi adicionado 5mL de solugdo aquosa em pH 8,7 (tampdao
Hepes mais ajuste com NaCl 1M). O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa
hermética apropriada e inserido no equipamento microondas por 10 minutos a 90”C.
Proporcao fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcao fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporcao lipido sélido / lipido liquido: 3/1

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsbes passou
imediatamente ao programa de arrefecimento do microondas indo para os 70°C. Apés esse
programa o tubo com a formulacdo foi retirado do equipamento e deixado completar o
arrefecimento naturalmente até atingir atemperatura ambiente com a consequente formacao
das NLC.

As nanoformulacdes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 69 nm,
polidispersdo de 0.263, potencial zeta de -22 mv, analise TEM comprovou o tamanho
destas nanoparticulas e mostrou que essas tém forma esférica (figura 7B). Eficiéncia de
encapsulacdo de 42%, capacidade de carga de 0.2%. Estabilidade fisica desta formulacdo foi
observada por 30 dias para todos os parametros avaliados. Tempo este em que o estudo de
estabilidade foi conduzido (figura 9B).

A abordagem do desenvolvimento desta formulagdo com o fAirmaco nevirapina € detalhada em
seguida.
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- Previamentefoi realizado um estudo de pré-formulagcdo que consistiu das seguintes etapas: a.
Teste de degradacdo do farmaco nevirapina submetida a reator de microondas, nas condi¢cdes:
2 mg de nevirapina foi colocado no tubo de microondas, solubilizado com 5 mL de agua
ultrapura e submetido a i0O~C por 10 minutos em microondas. Posteriormente a nevirapina
foi quantificada por espectrofotometro e o valor do doseamento foi equivalente a quantidade
pesada.

b. Foi feito um estudo de solubilidade da nevirapina frente avarios lipidos sodlidos e liquidos -
conforme pode ser visualizado na tabela 3. Destes, foram pré-selecionados para
permanecerem no estudo os lipidos solidos: Compritol ® ATO 888, Precitol ® ATO 5, Acido
Esteérico e Superpolystrate e os lipidos liquidos: Miglyol 812 e Acido oleico.

Tabela 3: Teste de solubilidade do fdrmaco nevirapina frente a variados lipidos.

Acido estearico soltvel soluvel
Precirol ato 5 ndo soltvel ndo soluvel
Cetyl Palmitate Pellets néo soltvel ndo solavel
Dynasan 116 nao solGvel nao solavel
Apifil nao soluvel soluvel soltvel
Witepsol E76 ndo soluvel
Witepsol S58 soluvel
Witepsol 551
Softisan 100 1:100 NVPiipido
Compritol 888 ato
Superpolystrate Miglyol
812

c. O pH escolhido foi 0 8.7, por ser correspondente ao ponto isoelétrico do farmaco nevirapina,
visando contribuir para a maior preferéncia e retencdo daforma molecular da nevirapina pela
matriz lipidica na formulagdo. Assim, a fase aquosa é composta por tampdo Hepes ajustada
com NaCl 1M. Nesse estagio o lipido sélido Acido Esteérico foi eliminado do estudo por ser
incompativel com meio alcalino. Os lipidos sélidos que escolhidos a permanecer nesse estudo
foram: Compritol ® ATO 888, Precitol ® ATO 5.

d. A quantidade de NVP foi fixada em 2mg por ser um valor médio em que j& se evidencia
saturacdo na fase lipidica. E a o meio de adicdo da NVP era na fase lipidica devido a alta
lipofilicidade desta droga.

e. Alguns fatores qualitativos foram fixados. O surfactante foi fixado no Tween 80 por suas
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carateristicas de ser um surfactante estérico e ndo ser toxico. Sendo este adicionado a fase
lipidica da preparagéo.

f. Fatores quantitativos também foram fixados tomando como base varios testes e
conhecimento  prévio adquirido, visando satisfazer a esta variedade de lipidos desta
investigacdo, nessa invencdo demonstrados em alguns exemplos - figura 4. Por isso, a
propor¢do de massa lipidica : solugdo aquosa foi fixada em 1:50 (w/w). Enquanto de a
propor¢céo lipido sélido : lipido liquido foi fixado em 3:1 (75mg:25mg) e a propor¢do de massa
lipidica total :surfactante foi fixado em 1:1,5 (100mg:150mg).

g. Foi feito um teste usando os parametros de 90°C de temperatura por 10 minutos em agitacao
alta no reator de microondas. Contudo, a nevirapina ficou praticamente toda precipitada, parte
floculada e com vérias particulas grosseiras de lipidos na preparagdo final. A nevirapina é um
farmaco muito hidrofébico. Assim, foram feitas otimizacbes e variacdes da metodologia da
invengdo, através do ajuste de fatores criticos do processo, como tempo e temperatura na
aplicacdo da metodologia em etapa Unica e em duas etapas, 0 que permitira avaliar qual destas
seria a mais adequada ao desenvolvimento desta formulacgéo.

h. O arrefecimento foi fixado, sendo um arrefecimento parcial sob agitacdo para formulacao
atingir rapidamente 70°C (programado no proprio reator microondas) e conclusdao do
arrefecimento em temperatura ambiente sem agitacao.

- Planeamento fatorial empregado no desenvolvimento daformulagdo apés os estudos depré-
formulacéo:

a. Foi feito um planeamento fatorial 23 completo deste estudo (tabela 4) para otimizacdo das

respostas: capacidade de carga (LC), tamanho de particula (SIZE) e polidispersédo (Pl). Os trés
fatores criticos selecionados para essa otimizacdo foram os fatores qualitativos lipido sélido,
lipido liquido e processo de producdo - porém, no fator processo de producdo, que indicard se
0 processo deve ser em etapa Unica ou em 2 etapas, estdo contidos 2 fatores quantitativos que
sdo tempo e temperatura. Os demais fatores foram fixados na etapa de pré-formulacgéo.

Tabela 4: Planeamento Fatorial realizado para o desenvolvimento da formulagdo com
nevirapina pela metodologia da invencgéo
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variaveis Bxlzpendeniss

Edisats Ve ey . Y R Processo de
Liprgl® solids Lipidio Liguice o
p felica
i, 1 ({Con prited - (Mighod -1 (u» i etapii)
2 41 (Preciol -1 OMdighal) -1 D elapag
3 -1 (Cotypritd 1 (ACKro 0g¥o) -1{nm etapa)
4 “| {Prectir +i {Acido ofcdco) -i (mm etapi)
3 -i (CotpHio) -1 {m ighon +1 (dias etapas)
6 +5(Previral ~ i (Migivel} +1idws etapas)
7 -1 (@ ovnprig) +1 (Acido ©kaco) 1 (cltis etapas)
S + 1 (Prigirol) +\ (Acido ORICN)  +1 (duas «tapas)

b. Para a resposta "PI" o fator lipido liquido e lipido solido foram estatisticamente significativos
(ver Grafico Pareto da figura 6A), indicando que para menores respostas de polidispersao o
lipido liquido a ser selecionado é o Miglyol 812, e o lipido solido a ser selecionado é o
Compritol ® ATO 888. Para a resposta "SIZE" apenas o fator lipido liquido foi estatisticamente

significativo (p = 0.05), indicando o nivel (-) do fator lipido liquido, ou seja, as formulagdes com
Miglyol 812 como as formulagdes que entregaram valores de tamanho de particulas menores
que 400 nm (ver Grafico Pareto da figura 6B). Para a resposta "LC" foram avaliadas apenas as
formulagcbes que entregaram valores proximos dos aceitaveis para as respostas "SIZE" e "PI".
Através desses resultados ficou evidente que o processo de producdo de uma etapa deveria ser
eliminado do desenvolvimento desta formulagdo, nas condi¢Bes investigadas.

c. Assim, os fatores qualitativos do planeamento fatorial conduzido foram fixados e a
formulagdo otimizada da nevirapina foi selecionada.

EXEMPLO 16

(com o farmaco Nevirapine)

Num tubo de microondas foi adicionado 75 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido soélido), 25 mg
de Mygliol 812 (lipido liquido), 150 mg de Tween 80, 15 mg de nevirapina (farmaco), 5mL de
solucdo aquosa em pH 8,7 (tampdo Hepes mais ajuste com NaCl 1M) e uma barra magnética
com tamanho maior possivel que caiba no tubo de microondas.

Proporcéo fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcéo fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Propor¢éo lipido sélido / lipido liquido: 3/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 20 minutos a 120"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nhanoemulsdes passou
imediatamente ao programa de arrefecimento do microondas indo para os 70"C. Apos esse
programa o tubo de microondas com a formulacdo foi retirado do equipamento e deixado
completar o arrefecimento naturalmente até atingir a temperatura ambiente com a
consequente formacédo das NLC.

As nanoformulacbes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 73 nm,
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polidispersdo de 0.261, potencial zeta de -21 mv. Eficiéncia de encapsulacdo de 2.75%,
capacidade de carga de 0.02%.

EXEMPLO 17

(com o farmaco Nevirapina)

Processo em 2 etapas.

Etapa 1. Num tubo de microondas foi adicionado 75 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido solido),
25 mg de acido oleico (lipido liquido), 150 mg de Tween 80, 2 mg de nevirapina (farmaco) e
uma barra magnética com tamanho maior possivel que caiba no tubo de microondas. O tubo
de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido no
equipamento microondas por 10 minutos a 90"C.

Etapa 2. Ao tubo de microondas foi adicionado 5mL de solugdo aquosa em pH 8,7 (tampdao
Hepes mais ajuste com NaCl 1M). O tubo foi devidamente fechado com tampa hermética
apropriada e inserido no equipamento microondas por 10 minutos a 90"C.

Proporcao fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcao fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporcao lipido solido / lipido liquido: 3/1

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsbes passou
imediatamente ao programa de arrefecimento do microondas indo para os 70°C. Apds esse
programa o tubo com a formulacdo foi retirado do equipamento e deixado completar o
arrefecimento naturalmente até atingir atemperatura ambiente com a consequente formacao
das NLC.

As nanoformulacdes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 459 nm e
polidispersdo de 0.371.

EXEMPLO 18

(com o farmaco Nevirapina)

Num tubo de microondas foi adicionado 75 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido sdlido), 25 mg
de acido oleico (lipido liquido), 150 mg de Tween 80, 15 mg de nevirapina (farmaco), 5mL de
solugcdo aquosa em pH 8,7 (tampdo Hepes mais ajuste com NaCl 1M) e uma barra magnética
com tamanho maior possivel que caiba no tubo de microondas.

Proporcao fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcao fase lipidica / surfactante: 1/1.5

Proporcao lipido sélido / lipido liquido: 3/1

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 20 minutos a 120"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsdes passou
imediatamente ao programa de arrefecimento do microondas indo para os 70°C. Apés esse
programa o tubo com a formulacdo foi retirado do equipamento e deixado completar o
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arrefecimento naturalmente até atingir atemperatura ambiente com a consequente formacéo
das NLC.

As nanoformulacfes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 579 nm e
polidispersédo de 0.381.

EXEMPLO 19

(placebo)

Processo em 2 etapas.

Etapa 1. Num tubo de microondas foi adicionado 75 mg de Compritol ® ATO 888 (lipido sdlido),
150 mg de Tween 80 e uma barra magnética com tamanho maior possivel que caiba no tubo
de microondas. O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética
apropriada e inserido no equipamento microondas por 10 minutos a 90"C.

Etapa 2. Ao tubo de microondas foi adicionado 5mL de solugdo aquosa em pH 8,7 (tampdao
Hepes mais ajuste com NaCl 1M). O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa
hermética apropriada e inserido no equipamento microondas por 10 minutos a 90"C.
Proporcao fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcao fase lipidica / surfactante: 1/1.5

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsbes passou
imediatamente ao programa de arrefecimento do microondas indo para os 70"C. ApGs esse
programa o tubo com a formulagdo foi retirado do equipamento e deixado completar o
arrefecimento naturalmente até atingir atemperatura ambiente com a consequente formacéo
das SLN.

As nanoformulacfes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 67 nm,
polidispersédo de 0.198 e potencial zeta de -19mv.

EXEMPLO 20

(placebo)

Num tubo de microondas foi adicionado 75 mg de Precirol ® ATO 5 (lipido sélido), 150 mg de
Tween 80 e 5mL de solugdo aquosa (agua ultrapura MiliQ) e uma barra magnética com
tamanho maior possivel que caiba no tubo de microondas.

Proporcao fase lipidica / fase aquosa: 1/50

Proporcao fase lipidica / surfactante: 1/1.58

O tubo de microondas foi devidamente fechado com tampa hermética apropriada e inserido
no equipamento microondas por 10 minutos a 90"C.

No final do tempo programado o tubo de microondas com nanoemulsbes passou
imediatamente ao programa de arrefecimento do microondas indo para os 70°C. ApOs esse
programa o tubo de microondas com a formulacdo foi retirado do equipamento e deixado
completar o arrefecimento naturalmente até atingir a temperatura ambiente com a
consequente formagdo das SLN.
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As nanoformulagBes lipidicas obtidas tiveram - através de n.6 - tamanho médio de 118 nm,
polidispersdo de 0.234 e potencial zeta de -15mv.

APLICACAO INDUSTRIAL

As nanoparticulas lipidicas tém cada vez mais suscitado muito interesse por parte da industria,
particularmente farmacéutica (Kuchler et al., 2009, Wissing et al., 2004), cosmética (Wissing
and Muller, 2003, Wissing et al., 2004) alimentar (Jee et al., 2006, Weiss et al., 2008) e téxtil.

A presente invengdo insere-se na area da nanotecnologia, especificamente a tecnologia de
producdo de nanoparticulas lipidicas, para fins de obtencdo de produtos medicinais
(terapéutica e/ou diagnéstico), cosméticos e alimenticios. Sendo possivel o encapsulamento de
um ou mais composto ativo lipossollivel, mastambém hidrossollvel. As nanoparticulas lipidicas
podem ou nao ser pegladas e ou terem marcadores especificos, e apresentam as possibilidades
de vantagens proprias de nanoparticulas lipidicas, como: possibilidade de aumento da
biodisponibilidade e estabilidade de ativos muito instaveis, incremento da solubilidade de
compostos ativos lipofilicos, liberagdo controlada do composto ativo, reducdo da variabilidade
de absorcdo, reducdo da toxicidade, aumento da eficAcia e melhoria das caracteristicas
organolépticas (Llner and Yener, 2007, Severino et al., 2012, Muchow et al., 2008). Para além
disso podem ser usadas por administracdo intravenosa, intramuscular, oral, retal, ocular ou
dérmica, tal como jafoi referido acima no documento.

As nanoparticulas lipidicas sdo também consideradas portadores promissores de ingredientes
ativos com fins cosméticos, uma vez que permitem: protecdo dos compostos instaveis contra
a degradacdo quimica, por exemplo, retindides (Volkhard Jenning, 2001); libertacdo do
ingrediente ativo de uma forma controlada; funcionar como complexos de oclusédo; serem
usados como bloqueadores de UV, capazes de funcionar por si s6 como protetores solares ou
em combinacdo com outras substancias (Wissing and Muller, 2003).

As novas dietas emergentes relacionadas com o intuito de melhorar a salde, de forma a
prevenir/combater doencas do sistema circulatério, a obesidade, a hipertensdo ou o cancro
levaram a incorporacdo de compostos bioativos na indlstria alimentar. De facto, ensaios
clinicos confirmaram ja os beneficios para a saude de incluir componentes bioativos na dieta
diaria (Alissa and Ferns, 2012, Ellwood et al., 2014). No entanto, muitos desses componentes
benéficos séo altamente lipofilicos, possunuma baixa absorcdo, limitada biodisponibilidade no
organismo humano e sdo muito instaveis. Isto, verifica-se em varias classes de componentes
bioativos, tais como os carotendides, que sdo praticamente insollveis em agua. Neste sentido,
a inclusdo deste tipo de composto em produtos alimentares apresenta-se como um desafio
que pode ser ultrapassado pela incorporacdo destes compostos em particulas lipidicas (Weiss
et al., 2008).
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Tém-se verificado, nos dltimos anos, atendéncia de incorporaar compostos bioativos também
em tecidos, havendo muitos que chegaram mesmo ja ser comercializados, tais como
compostos e anti-celuliticos em calgcas de ganga. Também nesta area a incorporacdo deste tipo
de compostos em nanoparticulas lipidicas pode prevenir a sua degradagdo e aumentar a
permeabilidade através da pele. De fato, uma investigacdo muito recente demonstrou o
potencial das particulas lipidicas para serem usadas como "patches" para direcionamento

seletivo e morte de células cancerigenas (Sempkowski et al., 2016), tendo como potencial

aplicacdo futura, a sus incorporacdo em téxteis.
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REIVINDICACOES

Processo one-pot de sintese por micro-ondas de nanoparticulas lipidicas com diametro
médio de 30 a 900 nm, mais preferencialmente de 60 a 300 nm caracterizado por a sintese
das nanoparticulas ser realizada por aquecimento com micro-ondas a uma temperatura

inferior a 90°C com agitacdo simultanea continua, seguida de arrefecimento.

Processo de acordo com a reivindicacdo n”l caraterizado por a sintese das nanoparticulas
lipidicas compreender:

i) colocacéo do lipido ou mistura de lipidios, surfactantes e, opcionalmente, co-sufactantes,
solucdo aquosa e compostos ativos num tubo de micro-ondas;

ii) aquecimento da mistura com energia de micro-ondas, com agitacdo simultanea;

iii) arrefecimento até ser atingida a temperatura ambiente.

Processo de acordo com a reivindicacdo n”l caraterizado por a sintese das nanoparticulas
lipidicas compreender:

i) colocacao do lipido ou mistura de lipidios, surfactantes e, opcionalmente, co-sufactantes
e compostos ativos num tubo de micro-ondas;

ii) aquecimento da mistura com energia de micro-ondas, com agitacdo simultanea;

iii) adicdo de solucdo aquosa;

iv) aguecimento da mistura com energia de micro-ondas, com agitacao simultanea;

v) arrefecimento até ser atingida atemperatura ambiente.

Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores caracterizado pelo
aguecimento ser efetuado a uma temperatura igual ou superior a temperatura de fusdo
dos constituintes lipidicos, durante 1 a 60 minutos.

Processo de acordo com a reivindicagdo n”2 caracterizado pelo aquecimento ser efetuado
a uma temperatura de 5 a 20°C superior atemperatura de fusdo dos constituintes lipidicos,
durante 5 a 20 minutos.

Processo de acordo com a reivindicagdo n"3 caracterizado pelo aquecimento ser efetuado
a uma temperatura de 5 a 15°C superior atemperatura de fusdo dos constituintes lipidicos,
durante 5 a 15 minutos.

Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores caraterizado por o
arrefecimento ser realizado sem agitacdo; com agitacdo constante até atingir atemperatura
ambiente; ou com agitacdo constante e choque térmico, para rrefecimento parcial ou até
atingir a temperatura ambiente, através de arrefecimento programado pelo préprio
aparelho micro-ondas, por banho de gelo ou combinacéo destes.
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Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes anteriores caracterizado por a
agitacdo ser de intensidade moderada avigorosa, preferencialmente de 900rpm.

Processo de acordo com a reivindicacdo anterior caracterizado por a agitacdo ser efetuada
por adicdo de barra magnética ao tubo de microondas, com uma dimensao o maior possivel
de forma a permitir uma maior homogeneidade e agitacdo mais vigorosa.

Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacbes anteriores caracterizado pelo
volume final dos constituintes inseridos no tubo de microondas ser preferencialmente de
1/7 a 1/2 do volume do tubo, para garantir uma completa e controlada homogeneizagéo
durante o processo de agitacao.

Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores caracterizado por o
constituinte lipidico consistir num ou mais componentes selecionados de entre o grupo de
acidos gordos, esterdides, ceras, monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos e,
opcionalmente, fosfolipidos.

Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores caracterizado por o
surfactante ou conjunto de surfactantes ser do tipo nao iénico.

Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores caracterizado por o
co-surfactante consistir num ou mais componentes selecionados do grupo butanol,
hexanodiol, propilenoglicol, hexanol, acido butirico e hexandico, ésteres de acido fosférico,
alcool benzilico.

Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes anteriores caracterizado por a
solucdo aquosa ter um pH apropriado, preferencialmente entre 5 e 7, ajustavel com
solucbes tampao, e conter opcionalmente sais, conservantes, antioxidantes, estabilizantes
e marcadores.

Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores caracterizado por o
lipido ou conjunto de lipidos estarem compreendidos numa propor¢cdo entre 1 e 20%,
preferencialmente de 1,5 a 8%, do peso total; solucdo aquosa entre 70 e 96%,
preferencialmente de 80 a 95,5%, do peso total; surfactantes de 1a20%, preferencialmente
de 2 a 15%, do peso total; co-surfactantes entre 0 e 15%, preferencialmente de 0 a 10%, do
peso total; e, os compostos ativos entre 0 a 50% dos constituintes lipidicos,
preferencialmente de 1a 15%.

Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores caracterizado pela
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incorporacdo de ligantes ou marcadores, especificos a cada formulagdo, na superficie das

nanoparticulas lipidicas.

Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes anteriores caracterizado por
serem obtidas nanoparticulas lipidicas com um didmetro médio de 30 a 900 nm,
preferencialmente de 60 a 300 nm, com polidispersdo de 0,05 a 0,5, preferencialmente de
0,1 a 0,3, e potencial zeta de 10 a 70 mV, preferencialmente de 20 a 40 mV.

Nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) ou carregadores lipidicos nanoestruturados (NLC)

obtidas pelo processo descrito nas reivindicacbes n”l a 17.

Nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) ou carregadores lipidicos nanoestruturados (NLC) de
acordo com a reivindicagdo anterior caraterizadas por terem um didmetro médio de 30 a
900 nm, preferencialmente de 60 a 300 nm, com polidisperséo de 0,05 a 0,5,
preferencialmente de 0,1 a 0,3, e potencial zeta de 10 a 70 mV, preferencialmente de 20 a

40 mV.
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