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(57) Resumo: ?MICELAS POLIMERICAS CARREGADAS DO FARMACO MILTEFOSINA E PRODUTO PARA O TRATAMENTO
DO CANCER E DOENGCAS INFECCIOSAS?, pertencente ao setor de preparagdes medicinais caracterizadas por método de
produgao de formas fisicas especiais contendo ingredientes ativos organicos e ingredientes ndo ativos de compostos
macromoleculares insaturados carbono-carbono formando agentes antineoplasticos, refere-se a produto de micelas poliméricas
de um copolimero de poliéxido de etileno (PEO) e poliéxido de propileno (PPO), com tamanho de particulas reduzido de
aproximadamente 30 nm, contendo o ativo miltefosina ou outra alquilfosfocolina para tratamentos para os quais a miltefosina ou
outra alquilfosfocolina apresente acgéo terapéutica, permitindo sua administragao intravenosa para tratamento de canceres, como
cancer bronquioalveolar e cancer de colo de Utero, e doencgas infecciosas, como leishmaniose, aumentando a eficacia do
tratamento devido a diminuigéo do efeito hemolitico da miltefosina ou alquilfosfocolina.
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“MICELAS POLIMERICAS CARREGADAS DO FARMACO MILTEFOSINA E
PRODUTO PARA O TRATAMENTO DO CANCER E DOENCAS INFECCIOSAS”

CAMPO DE APLICACAO

[001] A Iinvengdo, pertencente ao setor de preparagbes medicinais
caracterizadas por formas fisicas especiais contendo ingredientes ativos
organicos e ingredientes ndo ativos de compostos macromoleculares insaturados
carbono-carbono formando agentes antineoplasicos, refere-se ao produto micelas
poliméricas de um copolimero de polidoxido de etileno (PEQO) e polioxido de
propileno (PPO), com tamanho de particulas reduzido de aproximadamente 30
nm, contendo o ativo miltefosina para o tratamento de canceres para os quais a
miltefosina ou outra alquilfosfocolina  apresente agdo  terapéutica,
preferencialmente cancer bronquioalveolar e cancer de colo de utero e doengas

infecciosas como leishmaniose.
ESTADO DA TECNICA

[002] Céncer é considerado como um importante problema de saude
publica em todo o mundo sendo que entre 2005 e 2015, segundo os dados da
Agencia de Investigacdo do Cancer (IARC) da Organizagdo Mundial da Saude

(OMS), 84 milhdes de pessoas morreram devido a esta doenga.

[003] Diversas sédo as ferramentas empregadas para o tratamento do
cancer, dentro as quais figuram a radioterapia, cirurgia € quimioterapia. Em
comparagao aos outros tratamentos, a quimioterapia possibilita que os farmacos
alcancem o sitio do tumor e também outros sitios distantes, sendo que os
diversos agentes quimioterapicos exercem seus efeitos através de diversos
mecanismos dependentes do ciclo celular, evitando o crescimento da célula em

fases especificas.

[004] Alguns farmacos atacam células em fases especificas do ciclo (Fase
M ou S) e ndo diferenciam entre células sadias e cancerigenas, ocasionando
efeitos colaterais. A alta toxicidade, portanto € um dos maiores problemas
relacionados ao tratamento quimioterapico do cancer, colocando em risco 6rgéaos

nao afetados pelo tumor. Devido a toxicidade dos quimioterapicos por atuagao
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direta no DNA, uma nova classe de farmacos, os alquilfosfolipideos (APL), surgiu
mais recentemente, e tém sido considerados promissores no tratamento do
cancer pois nao interagem diretamente com o DNA e possuem a habilidade de

induzir apoptose nas células tumorais (OBERLE et al., 2005).

[005] Os alquilfosfolipideos sdo um grupo de lipidios antitumorais
sintéticos subdivididos em dois grandes grupos: O primeiro grupo € composto
pelos alquil éter fosfolipidios antitumorais (APL) e um segundo grupo € formado
pelas alquilfosfocolinas (APC), cujo principal representante €& a
hexadecilfosfocolina (miltefosina). As APC exibem significativa atividade citotdxica
e pro-apoptotica frente a um grande numero de linhagens celulares
(KONSTANTINQV et al.,1998; VAN BLITTERSWIJK e VERHEIJ, 2013); além de
nao serem mielotoxicas e poderem estimular a hematopoese normal (BAGLEY et
al.,, 2011; GEORGIEVA et al., 2002, ZAHARIEVA et al., 2007, YOSIFQV et al.,
2011).

[006] A miltefosina possui alguns efeitos adversos incluindo disturbios
gastrointestinais e toxicidade renal. Afortunadamente, estes sintomas s&o
reversiveis e permitem seu uso via oral para o tratamento de leishmanioses.
Entretanto, as doses necessarias para o tratamento do cancer levam a alta
toxicidade gastrointestinal. Adicionalmente, 0 uso intravenoso n&o € possivel
devido ao efeito hemolitico dessa molécula, assim atualmente a miltefosina tem
sido utilizada na clinica para o tratamento topico de metastases cutaneas de
cancer de mama e no linfoma cutaneo (DUMMER et al., 1993, KHADEMVATAN
et al., 2011).

[007] Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem sido uma area amplamente
promissora por possibilitar o emprego de nanocarreadores capazes de transportar
agentes cancerigenos evitando os seus contatos com os tecidos sadios e
permitindo o acumulo em células tumorais, de maneira a alcangar altas
concentragbes em comparagdo com os farmacos livres (DANHIER et al., 2010;
NORTHFELT et al.,, 1996; IYER et al., 2006). Dentre as diversas alternativas

nanotecnologicas, as micelas poliméricas representam uma das classes mais
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efetivas para diagndéstico e quimioterapia de tumores, e diversos copolimeros e
tipos de micelas vém sendo investigados (ALEXIS et al., 2008; LU e PARK, 2013,
VARVARIGOU et al., 2014; ABDELBARY e MAKHLOUF, 2014).

[008] Micelas poliméricas s&o nanoestruturas compostas de copolimeros
anfifilicos que se agregam espontaneamente quando solubilizados em certos
solventes em concentragdes superiores a concentragdo micelar critica (CMC). Em
ambientes aquosos, blocos hidrofilicos formam a regido mais externa das micelas
e os blocos hidrofébicos formam o centro da micela onde farmacos hidrofébicos
podem ser incorporados (NISHIYAMA e KATAOKA, 2006; OERLEMANS et al.,
2010).

[009] Micelas nao se dissociam imediatamente apds a inje¢&o intravenosa
dentro do organismo devido & baixa concentracdo micelar critica (CMC de 10° a
107 M) e lenta cinética de dissociacdo (PACHIONI et al., 2015). Estes baixos
valores de CMC, na faixa de 1 a 10 ug/mL, sdo menores que 0s observados para
micelas formadas por tensoativos convencionais, e conferem estabilidade
termodindmica aos agregados micelares. QOutra importante propriedade das
micelas poliméricas € seu tamanho, que varia de 5 a 80 nm, e permite incorporar
farmacos e algumas macromoléculas individuais, como por exemplo anticorpos,
com tamanho inferior a 5 nm (RANGEL-YAGUI et al., 2005). Micelas poliméricas
podem incorporar altas quantidades de farmacos hidrofébicos em seu nucleo e
farmacos hidrofilicos na regiao hidrofilica mais externa, desse modo diversos
farmacos utilizados para o tratamento de cancer podem ser solubilizados em
micelas poliméricas. Farmacos como doxorrubicina, ruboxil e paclitaxel tém sido

encapsulados nestas estruturas (HOWARD et al., 2006).

[0010] Micelas poliméricas s&o consideradas seguras em relacdo a
toxicidade crénica e, além disso, o didmetro médio menor que 80 nm e a baixa
distribuicdo de tamanho permitem evadir a filtracdo renal, aumentando sua
circulagéo sistémica sem risco de bloquear os vasos sanguineos (YOKOYAMA,
2011). O tamanho destas nanoestruturas permite seu extravasamento e

acumulagao no local do tumor, mas nao em locais fora do alvo, minimizando
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assim efeitos colaterais em érgéos sadios, fendmeno conhecido como efeito de
permeacéo e retencdo aumentada (EPR) (DRBOHLAVOVA et al., 2013).

[0011] Tumores possuem uma vasculatura anormal, produto da
formagdo de vasos sanguineos novos e irregulares, apresentando um epitélio
descontinuo e carecendo de membrana basal presente nas estruturas vasculares
normais (JAIN e STYLIANOPOULOQS, 2010), gerando fenestras nos capilares que
atingem tamanhos variando de 200 a 2000 nm, dependendo do tipo de tumor,

ambiente e a sua localizagdo (HOBBS et al., 1998).

[0012] Fenestras caracteristicas dos tumores oferecem pouca resisténcia
ao extravasamento para o intersticio do tumor, assim nanoestruturas extravasam
para o tumor e s&o retidas por periodos longos de tempo, quando em comparagéo
com tecidos sadios, devido a formagado de sistema linfatico precario nesses
tecidos (FANG et al., 2011).

[0013] Diversos documentos de patente tratam do assunto, mas nenhum
deles se refere a produto contendo miltefosina ou qualquer alquilfosfocolina para

tratamento do cancer bronquioalveolar e cancer de colo de utero.

[0014] O documento US20150306035 (Pharmaceutical composition
containing conventional liposomes and prolonged-circulation liposomes for the
treatment of visceral leishmaniasis) trata de uma composigédo farmacéutica para o
tratamento de leishmaniose visceral que compreende a associagédo de lipossomas
convencionais e lipossomas de circulagdo prolongada com um sistema de

transporte de farmaco leishmanicida como a miltefosina.

[0015] O documento de patente WO 2011003430 (Liquid pharmaceutical
form of alkylphosphocholine and method of preparing same Liquid pharmaceutical
form of alkylphosphocholine and method of preparing same) trata de uma forma
farmacéutica liquida contendo miltefosina para aplicag&o local. Esta patente relata

0 método de preparagao da formulagao.

[0016] O documento de patente WO 2015034381 (Polymer micelle

containing a photosensitizer) trata do desenvolvimento de micelas poliméricas
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baseados em copolimeros de poliéxido de etileno contendo fotossensitizadores

para terapia fotodinamica.

[0017] O documento de patente WO 2005051353 (Pharmaceutical
formulations comprising voriconazole) relata sobre uma formulagao farmacéutica
de voriconazol e poloxameros de poliéxido de etileno polidxido de propileno para

o tratamento de infec¢des por fungos.

[0018] O documento de patente US 8148338 (Doxorubicin formulations
for anti-cancer use) relata formulagdes de copolimero em bloco de doxorrubicina
para utilizacdo na preparagdo de composi¢des injetaveis para o tratamento de
doentes com cancer contendo lactose para solubilizar a doxorrubicina e
copolimeros em bloco nas referidas formulagdes e metilparabeno para estabilizar
estas formulagdes, bem como um método de preparagdo e utilizagdo destas

composicdes injetaveis.

[0019] O documento de patente CN101732234 (Method for preparing
block polymer micelle freeze-drying preparation carrying docetaxel) revela um
método para preparar uma formulagdo de fixagdo por secagem de micelas de
polimero em bloco que contém docetaxel, utilizando um polimero em bloco de
PEO-PPO-PEO como um transportador de micelas para envolver o docetaxel
dentro da micela e compreende os seguintes passos. (1) dissolugdo do
copolimero PEO-PPO-PEO e o docetaxel em solvente organico para formar o
filme polimérico que depois € hidratado para formar a solugdo de micelas de
PEO-PPO-PEO em agua, contendo o farmaco (2) adicionar um agente protetor de
liofilizagdo na solugdo aquosa de micelas do polimero PEO-PPO-PEQO que
transporta o docetaxel e filtrar, esterilizar e liofilizar a mistura para obter a
preparagao fixada do sistema de micelas transportadoras. A preparagao de
fixagcdo por secagem de micelas de polimero em bloco que contém o docetaxel
pode aumentar a dissolugdo, estabilidade metabdlica e tempo de circulagéo in
vivo do docetaxel, reduzir a toxicidade e melhorar a biodisponibilidade e € mais

adequada para aplicagao clinica.
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[0020] A novidade de incorporacdo da miltefosina em micelas
poliméricas de PEO-PPO-PEO causa o efeito técnico novo de diminuigdo do
efeito hemolitico da miltefosina, permitindo sua administragdo intravenosa para
tratamento de canceres e doengas infecciosas como leishmaniose, aumentando a

eficacia do tratamento.
DESCRICAO DAS FIGURAS

[0021] A FIGURA 1 apresenta grafico do resultado do ensaio de
potencial hemolitico in vitro das micelas poliméricas de PEO-PPO-PEO
carregadas de miltefosina e do farmaco livre a diferentes concentragdes, onde
MTF = miltefosina pura e MTF-PM = micelas poliméricas de PEO-PPO-PEO

carregadas de miltefosina.

[0022] A FIGURA 2 apresenta a citotoxicidade in vitro da miltefosina livre
e (M) incorporada em micelas poliméricas PEO-PPO-PEO (MP) a diferentes
concentragbes de miltefosina (100, 60 ou 30 pM), bem como das micelas
poliméricas vazias (P, 80, 48 e 24 uM) frente a linhagem tumoral HelLa (células

tumorais de colo do utero). Os tempos de incubagdo s&o 24, 48 e 72h.

[0023] A FIGURA 3 apresenta a citotoxicidade in vitro da miltefosina livre
e (M) incorporada em micelas poliméricas PEO-PPO-PEO (MP) a diferentes
concentragbes de miltefosina (100, 60 ou 30 pM), bem como das micelas
poliméricas vazias (P, 80, 48 e 24 uM) frente & células H358 (carcinoma

bronquioalveolar). Os tempos de incubagdo s&o 24, 48 e 72h.

[0024] A FIGURA 4 apresenta o grafico de espalhamento de Iluz
dindmico da preparacdo de micelas poliméricas carregadas do farmaco
miltefosina, sendo Dh o valor do didmetro hidrodindmico médio das particulas
espalhadoras (micelas). Os resultados s&o apresentados em intensidade de
espalhamento, intensidade por volume das particulas espalhadas e intensidade
por numero de particulas espalhadoras. O resultado foi uma formulagdo com

didmetro micelar de 29,1 £ 0,168 nm e indice de polidispers&o IP = 0,105 + 0,005.

DESCRICAO DA INVENCAO
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[0025] “MICELAS POLIMERICAS CARREGADAS DO FARMACO
MILTEFOSINA E PRODUTO PARA O TRATAMENTO DO CANCER E DOENGCAS
INFECCIOSAS” refere-se a micelas poliméricas de polidxido de etileno-polioxido
de propileno-poliéxido de etileno (PEO-PPO-PEQO) de tamanho reduzido contendo
alquilfosfocolinas, preferencialmente  hexadecilfosfocolina (miltefosina), e
ingredientes n&o ativos de compostos macromoleculares insaturados carbono-

carbono formando agentes antineoplasicos.

[0026] A obtencdo de micelas poliméricas (MTF-PM) é realizada pela
formacgao de filme polimérico nas concentragdes de 1 a 20 mM, preferencialmente
9 mM, do farmaco e 3 a 20 mM, preferencialmente 7,2 mM, do copolimero
aplicando-se uma velocidade de evaporagao de 10 a 1000 rpm, preferencialmente
100 rpm, pressao de 100 mBar, temperatura de 25 a 60 °C, preferencialmente 50
°C e tempo de 10 a 90 minutos, preferencialmente 30 minutos. Em seguida,
procede-se a hidratagado do filme polimérico formado pelo copolimero Pluronic®
F127 e o farmaco hexadecilfosfocolina (miltefosina) com &agua ou tampé&o,
preferencialmente tampé&o fosfato pH 7,4, em temperatura de 20 a 40 °C,
preferencialmente 23 °C; velocidade de agitagdo de 100 a 1000 rpm,
preferencialmente 480 rpm e tempo de agitacgdo de 5 a 60 minutos,
preferencialmente 20 minutos. Durante a hidratagdo do filme polimérico séo
formadas as micelas poliméricas uniformes, de tamanho reduzido entre 10 e 80

nm, preferencialmente de 30 nm, por auto-agregagao.
EXEMPLO DE CONCRETIZACAO DA INVENCAO

[0027] O copolimero Pluronic® F127 e o farmaco miltefosina (MTF) foram
dissolvidos em solvente organico cloroformio na raz&do molar 1:1,2 Em seguida, foi
realizada a evaporagao do solvente para a formacgao do filme polimérico e o filme
foi hidratado com solug¢do aquosa de tampao fosfato salino pH 7,4 para a
obten¢&o das micelas. Em seguida, solugdes de micelas poliméricas PEO-PPO-
PEO/MTF foram avaliadas por meio de ensaios in vitro de potencial hemolitico e
citotoxicidade em células tumorais de colo de utero (HelLa) e bronquioalveolares

(H358), cujos resultados obtidos evidenciaram a diminuigdo do potencial
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hemolitico das micelas poliméricas comparativamente ao farmaco livre e a
manutencdo da citotoxicidade do farmaco incorporado nas micelas frente as

linhagens tumorais HelLa e H358.

[0028] Apds a producdo das micelas poliméricas, foram realizadas
analises de diametro hidrodindmico (Dh) e indice de polidisperséo (IP)
empregando-se espalhamento de luz dinédmico (DLS) cujos resultados s&o
apresentados na FIGURA 4.

[0029] Em continuidade as analises, foram realizados ensaios de
potencial hemolitico com sangue de carneiro desfibrinado a 5% em volume e
citotoxicidade in vitro em células tumorais de colo de utero (HelLa) e
bronquioalveolares (H358), cujos resultados séo apresentados nas FIGURAS 1, 2
e 3.

[0030] As analises envolvidas na obtencdo das micelas poliméricas de
PEO-PPO-PEO carregadas de miltefosina mostraram que a formulagdo micelar
promove maior biocompatibilidade, demonstrada pela redugdo do efeito
hemolitico em relagéo ao farmaco livre e também preserva a agéo terapéutica do
farmaco. Tanto a miltefosina pura quanto a micela polimérica carregada de
miltefosina apresentaram a mesma citotoxicidade frente as linhagens tumorais
Hela e H358, ou seja o farmaco n&o perde acgao e poténcia quando incorporado

na micela polimérica.

[0031] Os resultados demonstram que a incorporagédo de miltefosina em
micelas poliméricas de PEO-PPO-PEO, por exemplo Pluronic® F127, é
alternativa para o tratamento intravenoso de canceres como o de colo de utero
(cervical), cancer bronquioalveolar e o tratamento de leishmaniose, haja vista que

o farmaco é aprovado para essa patologia.
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REIVINDICAGOES

1 - “MICELAS POLIMERICAS CARREGADAS DO FARMACO
MILTEFOSINA” caracterizado por as micelas serem produzidas pela formagao de
filme polimérico nas concentragdes de 1 a 20 mM do farmaco alquilfosfocolinas e
3 a 20 mM do copolimero polidéxido de etileno (PEO) e polidéxido de propileno
(PPO) aplicando-se uma velocidade de evaporagao de 10 a 1000 rpm, presséo de
100 mBar, temperatura de 25 a 60 °C e tempo de 10 a 90 minutos; em seguida,
procede-se a hidratacdo do filme polimérico, formado pelo copolimero e o
farmaco, com agua ou tampéo, em temperatura de 20 a 40 °C, velocidade de
agitacao de 100 a 1000 rpm, e tempo de agitagao de 5 a 60 minutos, formando
as micelas poliméricas uniformes, durante a hidratagdo do filme polimérico, de

tamanho reduzido entre 10 e 80 nm por auto-agregacao;

2 - “MICELAS POLIMERICAS CARREGADAS DO FARMACO
MILTEFOSINA”, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por as micelas
serem produzidas pela formacéo de filme polimérico na concentragdo de 9 mM
do farmaco alquilfosfocolina e 7,2 mM, do copolimero poliéxido de etileno (PEO) e
poliéxido de propileno (PPO), aplicando-se uma velocidade de evaporagédo de
100 rpm, presséo de 100 mBar, temperatura de 50 °C e tempo de 30 minutos; em
seguida, procede-se a hidratagéo do filme polimérico com tampéo fosfato pH 7,4,
em temperatura de 23 °C,; velocidade de agitagdo de 480 rpm e tempo de
agitacdo de 20 minutos, formando as micelas poliméricas uniformes, durante a
hidratacdo do filme polimérico, de tamanho reduzido de 30 nm por auto-

agregacao;

3 - “MICELAS POLIMERICAS CARREGADAS DO FARMACO
MILTEFOSINA E PRODUTO PARA O TRATAMENTO DO CANCER E DOENGCAS
INFECCIOSAS”, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, caracterizado por o
produto ser formado por micelas poliméricas de 3 a 20 mM do copolimero - PEO-
PPO-PEO - de polioxido de etileno (PEO) e polidxido de propileno (PPO),
contendo de 1 a 20 mM de alquilfosfocolina com tamanho de particulas de 10 e
80 nm;
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4 - “MICELAS POLIMERICAS CARREGADAS DO FARMACO
MILTEFOSINA E PRODUTO PARA O TRATAMENTO DO CANCER E DOENCAS
INFECCIOSAS”, de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado por conter 7,2
mM do copolimero de poliéxido de etileno (PEO) e polidoxido de propileno (PPO)
Pluronic® F 127; 9 mM da alquilfosfocolina miltefosina e as micelas terem
Diametro Micelar de 29,1 + 0,168 nm e indice de Polidisperséao de 0,105 £ 0,005;

5 - “MICELAS POLIMERICAS CARREGADAS DO FARMACO
MILTEFOSINA E PRODUTO PARA O TRATAMENTO DO CANCER E DOENGCAS
INFECCIOSAS”, de acordo com as reivindicagbes 3 e 4, caracterizado por as
micelas serem usadas para tratamento intravenoso de canceres e tratamento de
infecgdes;

6 - “MICELAS POLIMERICAS CARREGADAS DO FARMACO
MILTEFOSINA E PRODUTO PARA O TRATAMENTO DO CANCER E DOENGCAS
INFECCIOSAS”, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado por as micelas

serem usadas para tratamento intravenoso de canceres de colo de utero

(cervical); cancer bronquioalveolar e para o tratamento de leishmaniose.
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RESUMO

“MICELAS POLIMERICAS CARREGADAS DO FARMACO
MILTEFOSINA E PRODUTO PARA O TRATAMENTO DO CANCER E DOENGCAS
INFECCIOSAS”, pertencente ao setor de prepara¢des medicinais caracterizadas
por método de producgao de formas fisicas especiais contendo ingredientes ativos
organicos e ingredientes nao ativos de compostos macromoleculares insaturados
carbono-carbono formando agentes antineoplasticos, refere-se a produto de
micelas poliméricas de um copolimero de poliéxido de etileno (PEQ) e polidxido
de propileno (PPQ), com tamanho de particulas reduzido de aproximadamente 30
nm, contendo o ativo miltefosina ou outra alquilfosfocolina para tratamentos para
0os quais a miltefosina ou outra alquilfosfocolina apresente acéo terapéutica,
permitindo sua administragdo intravenosa para tratamento de canceres, como
cancer bronquioalveolar e cancer de colo de utero, e doengas infecciosas, como
leishmaniose, aumentando a eficacia do tratamento devido a diminuigao do efeito

hemolitico da miltefosina ou alquilfosfocolina.
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