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RESUMO

Sistemas de liberacdo modificada de drogas sdo preparagdes farmacéuticas com forte apelo
vanguardista em 4rea de fronteira do conhecimento. O trabalho prestou-se a realizar
levantamento bibliografico, busca de anterioridades, desenvolver e caracterizar nanoparticulas
lipossomais padrao. O levantamento e a prospecc¢ao foram realizados em bancos nacionais e
internacionais. Escolheu-se palavras-chave que pudessem ajudar a refinar a pesquisa por
tecnologias relacionadas aos lipossomas. Na preparacdao dos lipossomas foram utilizados
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS) e colesterol (COL). Os
componentes foram dissolvidos em solugdo cloroférmio/metanol. Os solventes foram
evaporados e a preparagdo foi mantida em dessecador overnight. Apds resuspendeu-se o
preparado, formando uma emulsdo. A emulsdo foi submetida ao extrusor para produzir uma
populacdo de lipossomas similar. A determinacdo do tamanho de particula foi realizada a
através de medidas de espalhamento de luz dindmico. A distribui¢do do tamanho de particula
¢ obtida pelo indice de polidispersdao. As medidas do potencial zeta médio das particulas
foram realizadas pela técnica de microeletroforese. Para a quantificacdo do material
encapsulado, utilizou-se cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (UPLC-
QToF-MSE). Constatou-se que nao uma correlagcdo clara entre artigos publicados e patentes
depositadas, embora haja muito mais artigos publicados que patentes depositadas e que o
Brasil ainda possui uma produgdo inconsistente em artigos e patentes sobre lipossomas. A
caracterizacdo mostrou populacdes monodispersas de particulas de pequenas dimensdes de
185.46+3.76 nm, apresentando indice de polidispersdo de 0.48 + 0.01. Os lipossomas
permaneceram com um tamanho médio de 200 nm. O potencial zeta que foi de - 40.9 + 0.96
mV, representa a carga negativa residual sobre a superficie das particulas. Os resultados
obtidos na microscopia de forca atdmica e de varredura corroboraram os ensaios prévios para
atestar o tamanho do lipossoma e permitiu constatar seu formato esférico. A consisténcia dos
resultados obtidos a partir do método estabelecido endossa sua efetividade e eficicia. A
natureza lipofilica e o tamanho dos lipossomas obtidos figuram na mesma escala de tamanho
das macromoléculas bioldgicas - acidos nucléicos, proteinas, etc - permitem uma integracao
entre a nanotecnologia e a biologia, levando a avangos na utilizacdo destes como veiculos de
drug delivery para estratégias passivas e ativas de seletividade.

Palavras-chave: Nanoparticulas, nanotecnologia e lipossomas



ABSTRACT

Modified drug release systems are pharmaceutical preparations with strong avant-garde
appeal in the frontier area of knowledge. The work was carried out to perform bibliographical
research, search for anteriorities, develop and characterize standard liposomal nanoparticles.
The survey and the prospection were carried out in national and international banks.
Keywords were chosen that could help refine the search for liposome-related technologies. In
the  preparation of the liposomes  dipalmitoylphosphatidylcholine  (DPPC),
dipalmitoylphosphatidylserine (DPPS) and cholesterol (COL) were used. The components
were dissolved in chloroform / methanol solution. The solvents were evaporated and the
preparation was kept in an overnight dessicator. After the preparation was resuspended, it
formed an emulsion. The emulsion was subjected to the extruder to produce a similar
population of liposomes. Particle size determination was performed through dynamic light
scattering measurements. The particle size distribution is obtained by the polydispersity index.
The measurements of the mean zeta potential of the particles were performed by the
microelectrophoresis technique. For quantification of the encapsulated material, liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC-QToF-MSE) was used. It has been
found that there is not a clear correlation between published articles and deposited patents,
although there are many more published articles than patents deposited and that Brazil still
has inconsistent production on articles and patents on liposomes. The characterization showed
monodisperse populations of small particles of 185.46 + 3.76 nm, with a polydispersity index
of 0.48 = 0.01. The liposomes remained with an average size of 200 nm. The zeta potential
was - 40.9 £ 0.96 mV, representing the residual negative charge on the surface of the particles.
The results obtained in the atomic force and scanning microscopy corroborated the previous
tests to verify the size of the liposome and allowed to verify its spherical shape. The
consistency of the results obtained from the established method endorses its effectiveness and
effectiveness. The lipophilic nature and size of the liposomes obtained appear in the same size
scale of the biological macromolecules - nucleic acids, proteins, etc. - allow an integration
between nanotechnology and biology, leading to advances in the use of these as drug delivery
vehicles for passive strategies and active selectivity.

Keywords: Nanoparticles, nanotechnology and liposomes
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1. INTRODUCAO
1.1.  Consideracoes Gerais

A medida em que os processos de transi¢io demogrifica e epidemioldgica se
desenvolvem no Brasil e no mundo, as neoplasias vém se tornando rapidamente uma das
principais causas de morbimortalidade. O perfil de morbimortalidade pode ser considerado
um indicador relativo, tendo certo grau de sensibilidade e variabilidade, pois € influenciado
pelas condi¢des de vida e pelo desenvolvimento de cada populagdo, sendo o resultado da
interacdo entre diversos fatores interdependentes. O declinio da fecundidade e a queda da
mortalidade contribuiram para alteracdes na estrutura populacional, com progressivo
envelhecimento da populacdo e aumento na esperanca de vida ao nascer. Os modelos de
producdo econdmica e de reprodu¢do humana se relacionam e assim, determinam a estrutura
demogréfica e econdmica de uma populagdo (taxas de fertilidade, mortalidade e migragdo).
Além dos citados acima, os fatores ambientais e socioculturais deverdo ser considerados na
construcdo deste perfil, sendo impossivel a dissociacdo entre o nivel de mortalidade de sua
estrutura e sua relacdo direta com fatores histdricos, socioecondmicos, demogrificos e

ambientais (PRATA, 1992).

Tais mudangas, geraram queda na mortalidade pelas doengas infecciosas e parasitarias,
ao mesmo tempo em que se verificou um aumento na propor¢dao de mortes atribuidas as
doengas cardiovasculares, causas externas e neoplasias. De acordo com dados da Organizacao
Mundial da Satide (OMS), somente no ano de 2012, 14,1 milhdes pessoas foram
diagnosticadas com cancer e 8,2 milhdes morreram por conta dessa doenca. Em comparacao
ao ano de 2008, houve um aumento em 11,0% e 7,9%, no nimero de novos casos € Obitos,
respectivamente. Os canceres mais comumente diagnosticados em 2012 foram os de pulmao
(1,8 milhao, 12,8% do total), mama (1,7 milhdo, 12,1%) e colorretal (1,4 milhdo, 9,9%).
Ainda segundo a OMS, mais da metade de todos canceres diagnosticados (56,8%) e os 6bitos
por cancer em 2012 (64,9%) ocorreram em regides menos desenvolvidas do mundo, e essas
proporg¢des irdo aumentar ainda mais devido ao crescimento e envelhecimento da populacdo e
aumento da prevaléncia de fatores de risco conhecidos (WHO, 2014). No Brasil, segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA) foram estimados aproximadamente 596 mil casos novos
de cancer até o fim do ano de 2016. Foram 295.200 mil novos casos para o sexo masculino e

300.800 mil para o sexo feminino, sendo o cancer de pele do tipo ndo melanoma o mais
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incidente (175.760 mil casos novos) (INCA, 2016).

Com relagdo a busca de novos compostos de origem sintética para a terapia
antitumoral, a quinoxalina ¢ o nome dado a unidade heterociclica oriunda da fusao de
unidades benzénicas e pirazinicas, de carater aromatico, como consequéncia da deslocalizagao
de um sistema contendo dez elétrons m, com cada atomo da estrutura biciclica colaborando
com um elétron 7 (em orbitais p), e tendo ainda, cada nitrogénio, um par de elétrons livre em
orbitais sp®. Diferente do naftaleno, a presenca de dois 4tomos de nitrogénio no sistema
quinoxalinico induz a um maior carater polar nas ligagoes quimicas, o que torna as interagoes
intermoleculares mais fortes que seus parentes hidrocarbonetos, que, como consequéncia,
fornece estabilidade térmica a seus derivados. Os derivados de quinoxalina desempenham
importante papel em areas de ambitos biologico e tecnologico (VIEIRA et al., 2014). Diversos
estudos constatam a importancia da unidade quinoxalinica para uma série de atividades
biologicas, incluindo atividade anticancer, com exemplos de moléculas efetivas no combate a
células tumorais sendo postuladas como potenciais agentes terapéuticos para o tratamento
desta doenga (WU et al., 2012). Outras atividades relatadas sao anti-HIV, antibacteriana,
antifungica, antituberculose, propriedades anti-inflamatorias e antiprotozoaria também sao

exploradas por atuarem como clivadores do DNA (TOSHIMA et al., 2014).

Sistemas de liberagdo modificada de drogas sdo preparagdes farmacéuticas com forte
apelo vanguardista em &rea de fronteira do conhecimento e com grande potencial para
modificacdo das propriedades farmacoldgicas de farmacos e outros compostos para fins
terapéuticos. Os lipossomas sdo vesiculas esféricas formadas basicamente por substincias
anfifilicas que se associam espontaneamente na forma de bicamadas contendo no centro uma
cavidade aquosa. Geralmente sdo formados por fosfolipides de origem natural, sintética ou
semi-sintética e possuem grande potencialidade para o transporte de substancias hidrofilicas,
lipofilicas e anfifilicas (LASIC et al., 1998). Por serem biodegraddveis, biocompativeis e nao
imunogénicas, per se, sdo estruturas versateis com caracteristicas de reduzir potenciais

toxicidades das substancias (KALYANKAR et al., 2010).

As drogas convencionais usadas no tratamento do cancer sdo distribuidas de um modo
nao-especifico pelo organismo, atingindo tanto as células cancerosas como as células
sauddveis, o que impde um limite para sua dosagem por conta de sua citotoxicidade. Tal

limite, por sua vez, faz com que o tratamento da doenca produza efeitos aquém do que seria



16

desejdvel. Neste contexto, o uso de nanoparticulas orginicas, poliméricas, metédlicas ou
semicondutoras, conjugadas com drogas anticancer, € objeto de intensas pesquisas, nao s6 por
causa de suas propriedades unicas relacionadas com suas dimensdes, mas também por se
situarem na mesma escala de tamanho das macromoléculas bioldgicas (4cidos nucléicos,
proteinas). Tal similaridade permite uma integracdo entre a nanotecnologia e a biologia,
levando a avangos sem precedentes usando estratégias passivas e ativas de seletividade,
podendo aumentar a concentracdo intracelular das drogas no interior das células doentes ao

mesmo tempo evitando a toxicidade nas células normais (MAEDA, 2008).

1.2. Patentes

Patente € uma concessdo publica, conferida pelo estado, que garante ao seu titular a
exclusividade ao explorar comercialmente a sua criacdo. A patente insere-se nos denominados
direitos de Propriedade Industrial, cujos normativos legais sdo, em Portugal, o Cddigo da

Propriedade Industrial, e no Brasil, a Lei da Propriedade Industrial.

Outra modalidade de patente € o modelo de utilidade. O direito de exclusividade garantido
pela patente refere-se ao direito de prevencdo de que outros de fabricarem, usem, vendam,
oferecam ou importem a dita inven¢@o. Em contrapartida, é disponibilizado acesso ao publico
sobre o conhecimento dos pontos essenciais e as reivindicagdes que caracterizam a novidade
no invento. Os registros de patentes, por estarem disponiveis em bancos de dados de livre
acesso, constituem grandes bases de conhecimento tecnoldgico, que podem ser usadas em
pesquisas de diversas dreas (QUONIAM et. al, 2014). Diz-se também patente, mas, no Brasil,
com maior precisdo, carta-patente, o documento legal que representa o conjunto de direitos

exclusivos concedidos pelo Estado a um inventor

1.2.1. Web of Science

O Web of Science, anteriormente conhecida como Web of Knowledge, € um servigo de
indexacdo de citagdes cientificas baseada em assinatura, originalmente produzido pelo
Institute for Scientific Information (ISI), agora mantido pela Clarivate Analytics,
anteriormente o negdcio de Propriedade Intelectual e Ciéncia da Thomson Reuters, que

fornece uma pesquisa abrangente de citacdo. D4 acesso a multiplos bancos de dados que


https://pt.wikipedia.org/wiki/Concess%C3%A3o_p%C3%BAblica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Propriedade_Industrial
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3digo_da_Propriedade_Industrial
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3digo_da_Propriedade_Industrial
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lei_da_Propriedade_Industrial
https://pt.wikipedia.org/wiki/Modelo_de_utilidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
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fazem referéncia a pesquisa interdisciplinar, que permite a exploracdo aprofundada de

subcampos especializados dentro de uma disciplina académica ou cientifica (LANKES, 2004).

Um indice de cita¢des baseia-se no fato de que as citagdes em ciéncia servem como
vinculos entre itens de pesquisa semelhantes e levam a literatura cientifica correspondente ou
relacionada, como artigos de revistas, trabalhos de conferéncias, resumos, etc. Além disso, a
literatura que mostra o maior impacto em um campo particular, ou mais de uma disciplina,
pode ser facilmente localizado através de um indice de citagdes. Por exemplo, a influéncia de
um papel pode ser determinada ligando-se a todos os trabalhos que o citaram. Desta forma, as

tendéncias atuais, os padrdes e os campos de pesquisa emergentes podem ser avaliados.

1.2.2. United States Patent and Trademark Office - USPTO

O Escritério de Patentes e Marcas dos Estados Unidos (USPTO) é uma agéncia do
Departamento de Comércio dos Estados Unidos que emite patentes para inventores e
empresas para suas invencoes e registro de marca registrada para identificacdo de produtos e

propriedade intelectual.

O USPTO ¢ unico entre as agéncias federais porque opera exclusivamente com taxas
cobradas pelos usudrios, € ndo com ddlares dos contribuintes (BOHLE, 2014). Sua estrutura
operacional é como uma empresa, a medida em que recebe pedidos de servigos - aplicacdes
para patentes e registros de marcas registradas, cobra taxas projetadas para cobrir o custo de

executar os servicos que fornece (USPTO, 2014).

O USPTO coopera com o Escritério Europeu de Patentes (EPO) e o Escritério de
Patentes do Japao (JPO) como um dos Escritérios de Patentes Trilaterais. O USPTO também ¢é
um escritério de recepcdo, uma autoridade de pesquisa internacional e uma autoridade de
exame preliminar internacional para pedidos de patentes internacionais arquivados de acordo
com o Tratado de Cooperagdo de Patentes. A missdo do USPTO € manter um registro
histérico permanente e interdisciplinar de todos os pedidos de patentes dos Estados Unidos

para cumprir objetivos delineados na Constituicao dos Estados Unidos (BOHLE, 2014).
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1.2.3. European Patent Office — EPO/ESPACENET

Espacenet (antigamente escrito como esp@cenet) é um servigo on-line gratuito para
pesquisar patentes e pedidos de patentes. A Espacenet foi desenvolvida pelo Escritério
Europeu de Patentes (EPO), juntamente com os Estados-membros da Organizacdo Europeia
de Patentes. A maioria dos Estados membros tem um servico Espacenet em sua lingua
nacional e acesso ao banco de dados mundial do EPO, a maioria dos quais em inglés. Em
2015, o servico mundial Espacenet afirmou ter registros em mais de 90 milhdes de

publicacdes de patentes (WHITE, 2006).

Ao lancar o Espacenet em 1998, o EPO teria revolucionado o acesso publico as
informacdes internacionais de patentes, liberando dados de patentes do papel e mudando
como as patentes sao disseminadas, organizadas, pesquisadas e recuperadas. Em 2004, ou seja,
nos primeiros anos do Espacenet, embora livre, o Espacenet, como o banco de dados dos
Estados Unidos de Patentes e Marcas (USPTO) de patentes dos EUA, ainda tende a ter
motores de busca primitivos e em alguns mecanismos bastante pesados para baixar patentes
(LAMBERT, 2004). Relatou-se que era deliberada, por parte da USPTO e EPO, a forma de
dizer que que ndo desejam competir de forma injusta com os vendedores comerciais. Em 2009,
a Espacenet ofereceu o chamado SmartSearch, que permite que uma consulta seja composta

usando um subconjunto de linguagem de consulta contextual (CQL).

1.2.4. Instituto Nacional de Propriedade Intelectual — INPI

O Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) € uma autarquia federal
brasileira, criada em 1970, vinculada ao Ministério do Desenvolvimento, Indudstria e
Comércio Exterior (MDIC). Localiza-se na cidade do Rio de Janeiro, Brasil. Antecedido

pelo Departamento Nacional da Propriedade Industrial.

Tem por finalidade principal, segundo a Lei 9.279/96 (Lei da Propriedade Industrial),
executar, no ambito nacional, as normas que regulam a Propriedade Industrial, tendo em vista
a sua funcdo social, econdmica, juridica e técnica. E também sua atribuicdo pronunciar-se
quanto a conveniéncia de assinatura, ratificacdo e denuncia

de convengoes, tratados, convénios e acordos sobre propriedade industrial. O INPI €


https://pt.wikipedia.org/wiki/Autarquia
https://pt.wikipedia.org/wiki/1970
https://pt.wikipedia.org/wiki/Minist%C3%A9rio_do_Desenvolvimento,_Ind%C3%BAstria_e_Com%C3%A9rcio_Exterior
https://pt.wikipedia.org/wiki/Minist%C3%A9rio_do_Desenvolvimento,_Ind%C3%BAstria_e_Com%C3%A9rcio_Exterior
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_de_Janeiro_(cidade)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Departamento_Nacional_da_Propriedade_Industrial
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Lei_9.279/96&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Propriedade_Industrial
https://pt.wikipedia.org/wiki/Conven%C3%A7%C3%B5es
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tratado
https://pt.wikipedia.org/wiki/Conv%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Acordo
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responsavel pelo registro e concessio de marcas, patentes, desenho industrial, transferéncia de

tecnologia, indicacdo geografica, programa de computador e topografia de circuito integrado.

1.3. Nanotecnologia

A nanotecnologia consiste na manipulacdo da matéria em uma escala atdmica,
molecular e supramolecular. A descricdo mais antiga e generalizada da nanotecnologia, refere-
se ao objetivo tecnoldgico especifico de manipular precisamente dtomos e moléculas para a
fabricacdo de produtos de escala macromolecular, também conhecidos como nanotecnologia
molecular (DREXLER, 1992). Uma descricdio mais generalizada da nanotecnologia foi
posteriormente estabelecida pela National Nanotechnology Iniative, define a nanotecnologia
como a manipulacdo da matéria com pelo menos uma dimensdo de 1 a 100 nandmetros. Esta
defini¢do reflete o fato de que os efeitos mecanicos quanticos sdo importantes nesta escala do
universo quantico e, portanto, a definicdo mudou de um objetivo tecnolégico particular para
uma categoria de pesquisa, incluindo todos os tipos de pesquisa e tecnologias que lidam com
as propriedades especiais da matéria que ocorrem abaixo do limite de tamanho dado. Por
conseguinte, ¢ comum ver a forma plural "nanotecnologias", bem como "tecnologias de
nanoescala" para se referir a ampla gama de pesquisas e aplica¢des cuja caracteristica comum
¢ o tamanho. Devido a variedade de aplicagcdes potenciais, incluindo industrial e militar, os
governos investiram bilhdes de ddlares em pesquisa em nanotecnologia. Até 2012, através da
National Nanotechnology Iniative, os Estados Unidos investiram US$ 3,7 bilhdes, a Unido

Europeia investiu US $ 1,2 bilhdo e o Japao US$ 750 milhdes (The Daily Star, 2012).

A nanotecnologia, tal como definida pelo tamanho, é naturalmente muito ampla,
incluindo campos de ciéncia tdo diversos como ciéncia da superficie, quimica organica,
biologia molecular, fisica de semicondutores, armazenamento de energia (HUBLER, 2010 e
SHINN, 2012), microfabricacao (LYON et. Al., 2013), engenharia molecular (SAINI et. Al.,
2010), etc. A pesquisa e as aplicacdes associadas sdo igualmente diversas, desde extensdes da
fisica de dispositivos convencionais até abordagens completamente novas baseadas na auto-
organizacdo molecular (BELKIN, et. al., 2015); desde o desenvolvimento de novos materiais
com dimensdes na nanoescala até o controle direto da matéria na escala atdbmica. Os cientistas
atualmente debatem as futuras implicagdes da nanotecnologia. A nanotecnologia poderd criar
muitos novos materiais e dispositivos com uma vasta gama de aplicacdes, como

nanomedicina, nanoeletronica, producio de energia, biomateriais e produtos de consumo. Por


https://pt.wikipedia.org/wiki/Marca_registrada
https://pt.wikipedia.org/wiki/Patente
https://pt.wikipedia.org/wiki/Desenho_industrial
https://pt.wikipedia.org/wiki/Transfer%C3%AAncia_de_tecnologia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Transfer%C3%AAncia_de_tecnologia
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outro lado, a nanotecnologia suscita muitas das mesmas questdes que qualquer nova
tecnologia, incluindo preocupacdes quanto a toxicidade e ao impacto ambiental dos
nanomateriais (BUZEA et. al., 2007) e seus efeitos potenciais sobre a economia global, bem
como a especulacio sobre varios cendrios do dia do juizo final. Essas preocupacoes levaram a
um debate entre grupos de defesa e governos sobre se a regulamentacdo especial da

nanotecnologia € justificada.

1.4. Lipossomas

Os lipossomas podem ser definidos como associagdes coloidais de lipidios anfipaticos,
que se organizam espontaneamente encerrando-se em estruturas esféricas fechadas (SANTOS,
2002). Podem ser preparados a partir de misturas lipidicas naturais extraidas e purificadas, ou
a partir de lipidios sintéticos, disponiveis comercialmente. Os lipossomas podem ser
classificados em termos de tamanho; nimero de lamelas e sua posi¢cdo relativa; constituicao
lipidica, o que também condiciona a sua carga; estabilidade e modo de preparacdo

(LICHTENBERG e BARENHOLZ, 1988).

1.4.1. Estrutura e preparagdo dos lipossomas

A nomenclatura adotada para os lipossomas baseia-se no ndmero de bicamadas
lipidicas e no tamanho (SZOKA JR., 1980). Para muitas das aplicacdes dos lipossomas, torna-
se importante a utilizacdo de um sistema de interpretacdo mais simples e melhor definido em
termos estruturais. Deste modo, em grande parte dos estudos, as vesiculas multilamelares ou
MLV (“multilamelar vesicles”) sdo escolhidas em detrimento de vesiculas unilamelares.
Destes lipossomas, os mais utilizados sdo as vesiculas unilamelares grandes ou LUV ("large
unilamellar vesicles"), de diametro superior a 100 nandmetros, bem como as vesiculas
unilamelares pequenas ou SUV ("small unilamellar vesicles"), com diametro entre 20 e 50
nandmetros (LICHTENBERG e BARENHOLZ, 1988). Além destas vesiculas unilamelares,
devem-se ainda considerar as vesiculas unilamelares gigantes ou GUV ("giant unilamellar
vesicles"), com dimensdes superiores a 1 um, podendo chegar as dezenas de um (LASIC e
NEEDHAM, 1995) tamanho comparavel ao de uma célula eucariota. Alguns autores definem
ainda uma classe de vesiculas unilamelares médias ou MUV ("medium-sized unilamellar

vesicles"), com dimensdes compreendidas entre os SUV e os LUV (LICHTENBERG e
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BARENHOLZ, 1988). De menor importancia, mas também caracterizados (LASIC e
NEEDHAM, 1995), encontram-se os lipossomas multivesiculares ou MVL ("multivesicular
liposomes") e as vesiculas oligolamelares ou OLV ("oligolamellar vesicles") que, a

semelhanca das unilamelares, podem ser subdivididas em pequenas, grandes e gigantes (SOV,

LOV e GOV).
=
/) @ LUV
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D

Figura 1. Representagdo esquemdtica dos vdrios tipos de lipossoma, mostrando a base de sua classificacdo em
termos de tamanho, nimero de lamelas e sua posicdo relativa em: vesiculas multilamelares (MLV); vesiculas
unilamelares pequenas (SUV); vesiculas unilamelares grandes (LUV); vesiculas unilamelares gigantes (GUV);
lipossomas multivesiculares (MVL); vesiculas oligolamelares grandes (LOV) e vesiculas oligolamelares
gigantes (GOV). Cada linha representa uma bicamada lipidica (lamela). Adaptado de TYRRELL et. al., 1976
(SANTOS, 2012).

Para além do tamanho e nimero de lamelas, outro fator essencial para a caracterizacao
de um lipossoma compreende a constituicdo das bicamadas lipidicas. A composi¢cdo
fosfolipidica, a presenca de esterdis, a propor¢do destes componentes € a insercao de outras
moléculas nas bicamadas, vao condicionar varios parametros da membrana e do préprio
lipossoma; nomeadamente, a sua carga, estabilidade, curvatura da(s) bicamada(s), fase da

membrana e formagao de dominios lipidicos (BAGATTOLI, 2000).
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Figura 2. Esquema representativo dos parametros utilizados para caracterizacdo de lipossomas. Adaptado de
LICHTENBERG e BARENHOLZ, 1988. (SANTOS, 2012).

O tipo de lipossoma é, essencialmente, condicionado pelo seu método de preparagdo.
Assim, visto a composi¢cdo quimica, nimero de camadas, distribuicdo de tamanhos, nimero
de lamelas e o volume encapsulado influenciarem consideravelmente qualquer aplicacio dos
lipossomas, o seu método de preparagcdo deverd ser sempre escolhido criteriosamente. De um
modo geral, a preparacdo de vesiculas lipidicas pode ser dividida em trés fases consecutivas:
preparacdo das fases aquosa e lipidica, hidratacdo do lipidio e ainda, para a maioria dos
sistemas, um processamento secunddrio, necessdrio para a obtencdo do produto final

(WOODLE, 1989).
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Figura 3. Representacdo esquemadticas da metodologia de preparagdo dos diferentes tipos de lipossomas.
Adaptado de http://avantilipids.com (SANTOS, 2012).
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1.4.2. Aplicagoes dos lipossomas

Os lipossomas sdo usados como meio de transporte para a entrega de corantes em
téxteis (BARANI e MONTAZER, 2008), pesticidas para plantas, suplementos nutricionais
para alimentos e produtos cosméticos para a pele (MEURE et. al., 2009). Os usos dos
lipossomas tém sido intimamente relacionados com a entrega de medicamentos, até muito
recentemente. Todavia, os lipossomas possuem versatilidade que os permitiram ser
empregados de diversas formas, as habilidades agora estdo sendo descobertas em muitas
outras configuracdes. Com a ajuda de lipossomas, certos alimentos e suplementos nutricionais

agora podem ser entregues na drea visada (SOHIJA e NAKASHIMA, 2004).

A toxicidade das drogas no organismo pode ser prevenida pela inje¢do lipossomas
vazios com gradiente de pH transmembranar. As vesiculas atuardo eliminando os
medicamentos que circulam no sangue (BERTRAND et. al., 2009). Os lipossomas também
sdo usados para a transformacao do DNA em uma célula hospedeira, esse processo € chamado
de lipofeccao (BALAZS e GODBEY, 2011). Além disso, o lipossoma também desempenha
um papel benéfico em nanocosmetologia. Entre os beneficios estdo uma melhor penetragao,
bem como, a difusdo de ingredientes ativos, maior estabilidade de ingredientes ativos,
aumento do tempo de liberacdo e diminuicdo no nimero de complicacdes negativas

(FEINGOLD, 1997) (KULKARNTI et. al., 2011).

Outra propriedade tnica dos lipossomas € a sua capacidade de ter células cancerigenas
como alvo (PERCHE e TORCHILIN, 2013). Células endoteliais encontradas em vasos
sanguineos humanos saudaveis sao mantidos unidos por jungdes apertadas. A presenca dessas
jungdes evita que grandes particulas encontradas no sangue deixem os vasos. Os vasos
tumorais, por outro lado, ndo contem tantas jun¢des como vasos sauddveis e é, portanto,

descrito como vazado. Portanto, lipossomas de tamanhos menores sao capazes de obter acesso

a tumores por meio do sangue e sdo mantidos na corrente sanguinea em vasos saudaveis.

1.4.3. Lipossomas como transportadores de farmacos

O conceito de sistema de lipossomas como transportadores de farmacos foi

estabelecido (GREGORIADIS e RYMAN, 1971) pouco depois da descoberta dos lipossomas

(BANGHAM, 1965) no final anos 60. Desde o inicio, ficou claro que o aprisionamento de
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drogas, tanto hidrofilicas, quanto drogas hidrofébicas, em um interior lipossomal poderia
melhorar a biodistribuicao de drogas in vivo em comparacdo com outros sistemas de delivery
(KIMELBERG et. al., 1976; POSTE e PAPAHADJOPOULOS, 1976; JULIANO e STAMP,
1978). No entanto, os estudos sobre o lipossoma como transportadores de farmacos
encapsulados baseados em lipossomas iniciais, tidos como tradicionais (ALLEN e CULLIS,
2013; MAHLI et. al., 2013)) revelaram uma série de problemas de seu uso in vivo, como: a
dificuldade de encapsulamento de alguns tipos de drogas; vazamento de contetido para fora do
interior do lipossoma; o efeito das proteinas séricas na liberacao do farmaco; a rapida
dispersdo de lipossomas da circulagdo por absorcdo pelo sistema reticuloendotelial (SRE),
predominantemente no figado e no bago; e barreiras celulares e intracelulares para o delivery

dos lipossomas.

O desenvolvimento inicial dos sistemas lipossomais de administracdo de farmacos
visou superar esses obstidculos. Por exemplo, para reduzir um vazamento de lipossomas,
colesterol (MCINTOSH, 1978) e esfingomielina (CULLIS e HOPE, 1980) foram
incorporados numa bicamada lipidica e um fosfolipidio com uma temperatura de transicdao

superior (STORM, 1987) foi utilizada para formar uma bicamada lipidica mais solida.

O encapsulamento e a retencdo da droga nos lipossomas dependem da natureza da
propria droga. Muitas drogas sdo bases fracas e podem ser carregadas em resposta aos
gradientes de pH (DEAMER et. al, 1972; MAYER et. al., 1986; MAYER et. al., 1990;
MADDEN et. al., 1990 e BOLOTIN et. al, 1994). Algumas drogas, como a doxorrubicina,
apresentam boas propriedades de reten¢cdo sob condi¢des que aumentam sua precipitacao
dentro dos lipossomas (MAURER et. al., 1998; DRUMMOND et. al., 2006 e JOHNSTON et.
al., 2008). Retencao de drogas altamente hidrofébicas, como paclitaxel, em lipossomas ainda
¢ um desafio (BARTOLI et. al, 1990 e CABANES et. al. 1998), no entanto, eles podem ser
encapsulados e retidos em lipossomas se forem convertidos em bases fracas (ZHIGALTSEV
et. al., 2010). E 6bvio que, em fornecer uma atividade terapé€utica razodvel no sitio-alvo, a
taxa de retencdo da droga deve ser otimizada em relacdo a taxa de liberacdo de drogas
(LAGINHA et. al., 2015; JOHNSTON et. al., 2006 e CHARROIS et. al. 2004). Pode-se
distinguir dois métodos para desencadear a liberacdo de conteudo lipossomal no sitio-alvo:
indutores remotos como calor e radiagcdo; e indutores locais tais como como enzimas ¢ pH

(BIBI et. al, 2012). E sabido que a taxa de liberacdo dos lipossomas é mais lenta se estes
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forem neutros ou ligeiramente negativos e seu tamanho for de cerca de 100 nm (JULIANO et.
al., 1975 e POSTE et. al, 1982). Além disso, os chamados "stealth liposome" com a circulagdo
prolongada podem ser desenvolvidos pela estabilizacdo dos lipossomas com polimeros

protetores (por exemplo, polietilenoglicol, PEG) (GABIZON et. al, 1994).

Existem trés maneiras de facilitar a administracdo intracelular de farmacos: introduzir
de lipidios fusogénicos ou peptideos ativos de membrana em uma bicamada lipossomal para
melhorar a fusdo ou mesmo a ruptura da membrana da célula ou da organela e, assim,
melhorar a entrega de drogas no citoplasma (WEISSMANN et. al., 1976; OZAWA et. al, 1981;
PARENTE et. al., 1988; BAILEY et. al., 1997 ¢ TORCHILIN et. al.,, 2001); utilizar de
macrofagos para a endocitose natural dos farmacos encapsulados dentro dos lipossomas
(KELLY et. al, 2011); e receptores de endocitose mediados por lipossomas carreadores de
farmacos com ligantes-alvo dispostos em sua superficie para dentro do compartimento

intracelular (TORCHILIN, 2005; ZHAO e RODRIGUEZ, 2013 e ALLEN, 2002).

Os lipossomas tém sido utilizados como transportadores para vdérios tipos de
macromoléculas bioativas como anti-cincer, anti-bacteriana, antifiingicos e antivirais
(KAZAKOV e LEVON, 2006). Os sistemas de administracdo de farmacos lipossomais, que ja
foram aprovados para comercializacdo e que estdo em desenvolvimento clinico estio bem
documentados em revisdes recentes (ALLEN e CULLIS, 2013; DESHPANDE et. al., 2013;
CHANG e YEH, 2012 e TAHOVER et. al, 2015). Os produtos anticancer que utilizam
lipossomas clinicamente mais bem-sucedidos sdo os seguintes: Pegylated liposomal (90 nm)
doxorrubicina (Doxil®/Caelyx®) foi aprovado nos Estados Unidos (Janssen Pharmaceuticals)
em 1995 (sarcoma de Kaposi), em 1999 (cancer de ovario), e em 2003 (cancer de mama)
(BARENHOLZ, 2012). A forma genérica do Doxil (LipoDOX®) foi aprovada em Taiwan em
2002 para o tratamento do sarcoma de Kaposi, cancer de ovdrio e cancer de mama (Sun
Pharmaceuticals, India). Non-pegylated liposomal (180 nm) doxorrubicina em combinacdo
com ciclofosfoamida (Myocet®) foi aprovado na Europa (Cephaton-TEVA, USA) e no
Canada (Sopherion Therapeutics, Israel) em 2000 para o tratamento de cancer de mama
metastdtico. Non-pegylated liposomal (60 nm) daunorrubicina (andlogo da doxorrubicina,
DaunoXome®) foi aprovado na Europa e nos Estados Unidos (1996, Galen, UK) para o
tratamento do sarcoma de Kaposi. A injecdo lipossomal de sulfato de vincristina, uma

formulacdo de vincristina composta de esfingomielina e colesterol (Marqibo®) foi aprovada
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nos Estados Unidos (Talon Therapeutics) em 2012 para o tratamento de leucemia linfoide
aguda (SILVER e DEITCHER, 2013). O primeiro paclitaxel liposomal (Lipusu®) foi
aprovado na China (Luye Pharma Group) em 2006 para o tratamento de tumores s6lidos

(ovario, mama e pulmao) (SHARMA e KUMAR, 2015).

1.5. Quinoxalinas

Quinoxalina (CsHeN2) (CHEESEMAN, 1963), também chamada de 1,4-benzodiazina,
1,4-diazanaftaleno, 1,4-naftiridina, benzoparadiazina, fenotiazina, chinoxalina ou
benzopirazina, ¢ um composto heterociclico, sem anel complexo, de cariter aromatico,
composto por um anel benzénico e um anel pirazinico. A quinoxalina e seus derivados € uma
classe muito importante de compostos heterociclicos que contem nitrogénio. Um sistema
deslocalizado contendo dez elétrons w, em cada atomo da estrutura biciclica colabora com um
elétron m em orbitais p. Os nitrogénios com um par de elétrons livre em orbitais sp?, induz a
um maior carater polar nas ligagdes quimicas, o que torna as interagoes intermoleculares mais

fortes, diferente de seus parentes hidrocarbonetos, fornecendo estabilidade térmica a seus

derivados.
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Figura 4. Estrutura quimica da molécula de quinoxalina

1.5.1. Sintese de quinoxalina e seus derivados

H4 varios métodos sintéticos disponiveis para a sintese de quinoxalina e seus

derivados. O método mais comum € a condensacdo de um aril 1,2-diamina com um composto

de 1,2-dicarbonil em um solvente adequado (KURASAWA e TAKADA, 1985; VOGEL, 1989).
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Figura 5. Sintese de quinoxalina pela condensagdo de um aril 1,2-diamina com um composto 1,2-dicarbonil
(DHANARAIJ et. al., 2014)

Os derivados de quinoxalina também sdo preparados a partir de cinamil em dgua sob

métodos convencionais ou micro-ondas de irradiagado (THIRUMURUGAN et. al., 2009).

H>Oreflux 2,3 hrs or

+ MW 4-7 minut
o H2N minutes

R R
Figura 6. Derivados de quinoxalina preparados a partir de cinamil (DHANARAJ et. al., 2014)

Thakuria et. al. (2006) relataram um método bastante eficiente para a sintese verde de
quinoxalina e seus derivados. A sintese substitui 1,4-dihidroquinoxalina-2,3-dienos em

temperatura ambiente por fenilenodiamina e dcido oxdlico.
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Figura 7. Sintese verde eficiente dos derivados de quinoxalina (DHANARAJ et. al., 2014)

1.5.2. Aplicagoes de quinoxalina e seus derivados

Os derivados de quinoxalina servem como sub-unidades rigidas em receptores
macrociclicos. Os complexos metdlicos de derivados de quinoxalina sdo importantes devido a
suas propriedades fotoquimica, fotofisica, catalitica e bioldgica. Derivados de quinoxalinas
sdo amplamente utilizados como ligantes em complexos homobimetalicos e heterobimetélicos
(DHANARAJ et. al., 2014). Os derivados de quinoxalina desempenham importante papel em
areas de ambitos biologico e tecnologico (VIEIRA et al., 2014). Eles sdo utilizados como

dispositivos optoeletronicos (CHANG et. al., 2012), polimeros de auto-exting¢do e resistentes
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a chamas (MIGHANI et. al. 2010), fluoréforos (ALDAKOV et. al, 2005),
fotosensibilizadores (KOZYREYV et. al., 2000), inibidores de corrosao (ZARROUK et. al.,
2011) transportadores de elétrons (HUANG et. al., 2006) e em energia fotovoltaica
(ZMUJDZIN, 1974). Outras atividades relatadas sdo anti-HIV, antibacteriana, antifungica,
antituberculose, propriedades anti-inflamatorias e antiprotozoaria também sdo exploradas por

atuarem como clivadores do DNA (TOSHIMA et al., 2014).

1.5.3. Atividade anticancer da quinoxalina e seus derivados

Os nicleos de quinoxalina exibem potencial atividade anticancerigena, o que os
torna uma base importante para os farmacos anticancerigenos (HUSAIN & MADHESIA,
2011). Uma nova série de derivados de 2-alquilcarbonila e 2-benzoil-3-
trifluorometilquinoxalina-1,4-di-N-6xido foram sintetizados e avaliados para a actividade
antitumoral in vitro contra um linhagens de 3 tipos de células de linhagens tumorais humanas:
MCF7 (mama), NCIH 460 (pulmdo) e SF-268 (sistema nervoso central). Apds, avaliou-se em
um screening completo de 60 linhagenss de células tumorais humanas, derivadas de nove
tipos de células cancerigenas. Verificou-se que, em geral, a atividade anticancer depende dos
substituintes no grupo carbonila, aumentando a atividade na ordem: etil < isopropil < terc-
butii < fenil. Entre estes, os compostos (Figura 8) 2(3,metilbut-1-en-2-il)-
3(trifluorometil)quinoxalina-1,4-di-N-6xido (composto 1); 2-benzoil-6,7-dicloro-3-
trifluorometilquinoxalina-1,4-di-N-6xido (composto 2); difluorinatados analogos (6,7-difloro-
2-isobutiril-3-trifluormetilquinoxalina-1,4-di-N-6xido e 2-benzoil-6,7-difluoro-3-
trifluorometilquinoxalina-1,4-di-N-6xido ~ (compostos 3 e 4, respectivamente); e 2-(2,2-
dimetilpropanoil)-3-trifluormetilquinoxalina-1.4-di-N-6xido (composto 5) foi o mais ativo,
com maior atividade anticancerigena com valores médios de GlIso, inibi¢do do crescimento, de
1,02, 0,42, 0,52, 0,15 e 0,49 uM, respectivamente (HUSAIN & MADHESIA, 2011;
ZARRANZ et. al., 2004).



29

a
L]
F
M F; r
Compound 1
Q
[:] h
e [
o
H
m ( .
; 4]
L= Fs
o
Compaund 2 Compound &
-]
o |
F
F @ ¥,
<]
Compaund 3

Figura 8. Nucleos quinoxalinicos que apresentam potencial atividade anticancer (PEREIRA et. al., 2015).
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2.  OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Realizar a prospeccdo tecnoldgica, desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas
lipossomais como veiculos de moléculas derivadas de quinoxalinas para posterior avaliacao

da atividade antitumoral in vitro.

2.2. Objetivos Especificos

e Realizar um levantamento bibliogréfico acerca dos artigos cientificos publicados sobre
nanoparticulas lipossomais;

e Realizar busca de anterioridades, em bancos de patentes, nacional (Instituto Nacional
de Propriedade Intelectual - INPI) e internacionais (USPTO — Estados Unidos e
EPO/ESPACENET — Europa), em tecnologias relacionadas a producido de
nanoparticulas lipossomais;

e Realizar uma correlagdo entre o nimero de patentes depositadas e a quantidade de artigos
cientificos publicados no mundo relacionados a producido de nanoparticulas, bem como os
principais autores de artigos e inventores/depositantes de patentes;

e Avaliar como o Brasil se insere no cendrio global como gerador de propriedade
intelectual na area;

e Estabelecer e reproduzir o método de preparacio dos sistemas nanoestruturados;

e Realizar a andlise fisico-quimica dos lipossomas produzidos, buscando avaliar a
estabilidade das formulagdes; e

e Avaliar a eficicia do método de encapsulacdo empregado.
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3. METODOLOGIA

3.1. Levantamento bibliografico

Para analisar a produgdo cientifica relacionada a nanoparticulas lipossomais, fez-se
uso da plataforma Web of Science, a principal plataforma de pesquisa da atualidade. Foram
realizadas buscas utilizando todas as bases de dados, e em especial a Web of Science, fazendo
uso de palavras-chave relacionadas ao tema. Levantou-se o nimero de artigos publicados até
outubro do ano corrente. Toda a pesquisa foi realizada utilizando-se o servidor proxy da
Universidade Federal do Ceard, o qual permite a utilizacdo de servigos restritos ao dominio

ufc.br.

3.1.1. Busca de artigos na plataforma Web of Science

Acessou-se o site oficial da Web of Science (https://wokinfo.com/). Na aba “Product

Acess”, selecionou-se a op¢do “Web of Science”. Foi utilizada a aba All Databases, a fim de
englobar o maximo de dados possiveis. Palavras-chave que pudessem ajudar a refinar a
pesquisa por artigos relacionados as nanoparticulas lipossomais foram intuitivamente
escolhidas e inseridas no campo “Topic” como isca, ou query, para a busca, entre elas:
“lipossom™*” ou “lipossom*”, “nano*”, “terapia” ou “terapia”, e “drug delivery”. Utilizou-se
também combinacdes das iscas previamente citadas, lancando-se mdo dos modificadores de

busca and (e) e or (ou).

ApOs iniciar-se a busca, € possivel refind-la em diversos campos utilizando a
ferramenta “Web of Science Categories”. Visto isso, na se¢@o “Document Types” selecionou-
se a opcdo “Articles”, em seguida a opcdo “Countries/Territories”, para realizar uma busca

pelos paises que realizam producao cientifica acerca de nanoparticulas lipossomais.

Utilizando a ferramenta “Analyse Results”, clicou-se em “Authors” para que fosse
possivel uma busca dos principais autores que publicaram artigos relacionados as palavras-
chaves, previamente utilizadas. A partir dos dados obtidos, criou-se uma tabela e construiu-se

graficos de numero de artigos por ano, no programa Microsoft Excel 2013.
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3.2. Prospeccao Tecnolégica

Para analisar a tendéncia acerca das patentes relacionadas aos lipossomas como
agentes terapéuticos, buscas foram feitas nos principais bancos de dados de patentes
utilizando palavras-chave relacionadas ao tema. Levantou-se o nuimero de patentes
depositadas e/ou concedidas nos escritérios de patentes dos Estados Unidos (USPTO), no
escritério europeu (EPO-ESPACENET), no Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INPI) e no Web of Science. Toda a pesquisa foi realizada utilizando-se o servidor proxy da

Universidade Federal do Ceara.

E importante destacar que esses dados ndo representam os valores absolutos das
patentes depositadas nesse periodo e que podem conter redundancias, uma vez que a mesma
patente pode ser depositada em vérios desses bancos de dados. Esses dados representam

acima de tudo o padrdo de patentes depositadas nesses bancos de patentes.

3.2.1. Busca de patentes no USPTO

Acessou-se o site oficial do escritorio de patentes dos Estados Unidos

(http://www.uspto.gov/). Na aba “Patents”, e na sub-aba selecionou-se a opc¢do “Search for

patente”. Aberta a pagina guia para a pesquisa, optou-se por “USPTO Patent Full-Text and
Image Database (PatFT)” e sub-op¢do “Searching Full Text Patents (Since 1976)”, e
selecionou-se “Advanced Search”. Palavras-chave que pudessem ajudar a refinar a pesquisa
por patentes relacionadas a lipossomas como agentes terapéuticos foram intuitivamente
escolhidas e usadas como iscas, ou query, para a busca, entre elas: “liposome”; “liposome” e
“drug delivery”; “liposome” e “nano*”; “liposome” e “therapy”; e “liposome” e “nano*” e

“therapy”.

Para buscar por palavras que estivessem contidas no resumo ou no titulo da patente,
seguiram-se o0s passos ja mencionados, adicionando-se os codigos “‘abst” e “ttl”,
respectivamente, antes da palavra-chave, dentro do quadro query. Exemplificando: o codigo
“abst/liposome and drug delivery” foi usado para uma busca por patentes que contivessem 0s
termos “liposome” e “drug delivery” dentro do resumo e o cddigo “ttl/liposome and drug
delivery” foi usado para uma busca por patentes que contivessem os termos “liposome” e

“drug delivery” dentro do titulo.
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Para analisar o quadro de patentes relacionadas aos lipossomas em diferentes paises,
usou-se o codigo ICN, referente ao pais do inventor da patente, seguido do cédigo padrio de
duas letras referente a cada pais. Os paises escolhidos para se fazer a busca foram: Estados
Unidos (US), Inglaterra (GB), Brasil (BR), India (IN), Franca (FR), Alemanha (DE), Japao
(JP), Canada (CA), China (CN) e Coréia (KR).

Exemplificando, para uma busca utilizando os termos “liposome” e “drug delivery”
contidos no resumo da patente e selecionando os Estados Unidos como pais do inventor da
patente, o c6digo usado no campo query foi o seguinte: abst/liposome and drug delivery and
(ICN/US).

3.2.2. Busca de patentes no EPO/ESPACENET

Acessou-se o site oficial do escritério de patentes europeu (http://www.epo.org/). Na

aba “Searching for patentes”, selecionou-se a opcdo Espacenet - patent search. Aberta a
pagina, clicou-se em “Open Espacenet”. Apds o redirecionando da pagina, selecionou-se
“Advanced Search”. A colecdo utilizada foi “Worldwide”, tentando-se englobar o miximo de

dados possiveis.

Assim como no USPTO, as palavras-chave que pudessem ajudar a refinar a pesquisa
por patentes relacionadas a lipossomas como agentes terapéuticos foram intuitivamente
escolhidas e usadas como isca, ou query, para a busca, entre elas: “liposom*”; “liposom*” e
“drug delivery”; “liposom*” e “nano*”; “liposom*” e “therapy”; e “liposom*” e “nano*” e

“therapy”. Estes termos foram inseridos nos campos “Title or Abstract”.

3.2.3. Busca de patentes na Web of Science

Acessou-se o site oficial da Web of Science (http://wokinfo.com/). Na aba “Product

access" Web of Science. Foi utilizada a aba “Todas as bases de dados”, tentando-se englobar
o méaximo de dados possiveis. Assim como no USPTO, palavras-chave que pudessem ajudar a
refinar a pesquisa por patentes relacionadas a lipossomas como agentes terapéuticos foram
intuitivamente escolhidas e usadas como isca, ou query, para a busca, entre elas: “liposom*”’;
“liposom™*” e “drug delivery”; “liposom™*” e “nano*”; “liposom*” e “therapy”; e “liposom*” e

“nano*” e “therapy”. que foram inseridos no campo “Topic”. Na sessdo “Timespan”, fez-se
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uso de todos os anos até 2016. Na sessdao “Documents Types”, foi selecionada a opg¢do

“Patent”.

3.2.4. Busca de patentes no INPI

Acessou-se o site oficial do Instituto Nacional de Propriedade Industrial

(http://www.inpi.gov.br/). No canto direito da tela, clicou-se na opc¢ao “Faca uma busca”. A

pagina que se abre solicita um login, porém a op¢do usada foi para continuar fazendo uma
busca no modo andnimo, para isso selecionou-se a opg¢ao “Continuar”, em azul, apés o texto
“Para realizar a pesquisa anonimamente aperte apenas o botao”. Apds o redirecionamento da

pagina, clicou na op¢ao “Patente”.

Entdo aberta a pagina de Consulta a Base de Dados do INPI, selecionou-se a opcao
“Pesquisa em base de patentes” e em seguida selecionou-se a opgao: Consulta por “Pesquisa

avancada”, ap0s tirou-se a selecdo da opcdo nimero e clicando na opg¢ao “Palavra-chave”.

Assim como no USPTO, palavras-chave que pudessem ajudar a refinar a pesquisa por
patentes relacionadas a lipossomas como agentes terapéuticos foram intuitivamente escolhidas
e usadas como isca, ou query, para a busca, entre elas: “lipossom*”; “lipossom*” e “drug
delivery”; “lipossom*” e “nano*”; “lipossom*” e “terapia”; e “lipossom*” e “nano*” e
“terapia”, que foram inseridos no campo “Resumo”. Vale ressaltar que, no INPI, utiliza-se
palavras chaves em portugués, porém quando for utilizar duas palavras elas devem ser

separadas por “and” ou “or”.

A prospeccdo tecnoldgica foi realizada a partir da busca de patentes através dos
bancos de dados: INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial) e EPO (European Patent
Office). As escolhas por esses bancos de dados foram baseadas no fato do primeiro ser
brasileiro e poder oferecer um diagndstico nacional do tema e pelo segundo poder oferecer
uma leitura global das patentes depositadas deste assunto. Escolheu-se palavras-chave que
pudessem ajudar a refinar a pesquisa por patentes relacionadas aos lipossomos foram

escolhidas e usadas como isca, ou guery, para a busca.

As patentes encontradas no INPI foram categorizadas a partir do periodo em que

foram depositadas. Para isto, foi decidido utilizar apenas a palavra-chave: “lipossom*” que
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consegue abranger o maior nimero de patentes possiveis, tornando assim o resultado mais

vélido.

Os resultados obtidos a partir da base de dados do EPO foram analisados a partir dos
seguintes parametros: pais de depdsito, ano de publicacio da patente e a Classificacao
Internacional de Patentes (CIP) quanto a sec@o e subsecdo. As informagdes analisadas foram

organizadas e resumidas através de graficos.
3.3. Moléculas utilizadas no estudo

As moléculas (derivados de quinoxalina, PJOV56) estudadas quanto a atividade
antitumoral e alvo do processo de encapsulamento foram doadas pelo Instituto de Tecnologia
em Imunobiolégicos (Bio Manguinhos) ao Laboratério de Oncologia Experimental (LOE), do
Nicleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), da Universidade Federal

do Ceard (UFC), como atividade de colaboragdo entre projetos de pesquisa conjuntos.
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Figura 9. Representacdo da molécula de PJOV56, derivado de quinoxalina.

3.4. Preparacio dos sistemas nanoestruturados

Na preparacao dos lipossomas, foram utilizados os lipidios dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC), dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS) e colesterol (COL) com >99% de pureza foram
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, Estados Unidos). Os lipidios foram pesados na
proporcao de 5:3:1 de DPPC:COL:DPPS. A quinoxalina (1 mg) foi adicionada ao tubo e os
componentes foram dissolvidos com 1 mL de solu¢do cloroférmio/metanol (1:1), com >99%
de pureza foram obtidos da Dinamica Reagentes (Diadema, Sao Paulo, Brasil). Os solventes
foram evaporados em nitrogénio, obtido da White Martins (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil) formando um filme na parede do tubo, que foi mantido em dessecador overnight (por

18 horas). Apés este periodo, foi adicionado 1 mL de tampao PBS (Phosphate Buffer Saline
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1,0M pH 7,2) e o tubo foi submetido ao vortex e banho-maria (57 °C) repetidas vezes para
ressuspender os lipossomas, formando uma emulsdo. A emulsdo foi submetida a um extrusor
(LiposoFastTM, Avestin) com membranas de policarbonato com poros de 200 nm de diametro,
por 40 vezes, para produzir uma populagdo de lipossomas com tamanho uniforme (BARROS
et al., 2013). Lipossomas sem a incorpora¢cdo do farmaco (placebo) foram utilizados como

controle.

PBS (pH 7,4 1M) 1mL

Filme seco Hidratagdo

‘= o

DPPC:COL:DPPS (5:3:1)
Metanol/Cloroférmio (1:1) ImL

Figura 10. Preparacao dos sistemas nanoestruturados. Elaborado pelo autor.
3.5. Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas de liberacao modificados
3.5.1. Tamanho Vesicular, Indice de Polidispersio e Potencial Zeta Médio

O espalhamento dindmico da luz € utilizado para medir o tamanho hidrodindmico de
particulas. Nesta técnica, a difusdo das particulas (movimento browniano) ¢ medida e
convertida em uma distribui¢io de tamanhos usando a equacdo de Stokes-Einstein Suas
principais aplicagdes incluem a caracterizagdo de tamanho de particulas, proteinas, polimeros

e dispersdes coloidais.

Ja o potencial zeta é medido utilizando-se a técnica de microeletroforese doppler a
laser para medir a mobilidade eletroforética. Uma vez que um campo elétrico € aplicado a
uma dispersao de particulas, estas passam a se mover com uma velocidade relacionada ao seu
potencial zeta. Essa velocidade € medida por uma técnica interferométrica a laser, sendo
possivel calcular a mobilidade eletroforética e, a partir desta, o potencial zeta e a distribuicao
do potencial zeta. Sua principal aplicagdo € no estudo da carga e da variacdo de carga de

particulas e proteinas.
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Na técnica de espalhamento de luz estatico, a intensidade de espalhamento de luz de
uma dada amostra é medida em uma série de concentragdes, em angulos diferentes, e utilizada
para criar um gréafico de Debye A partir dai, € possivel calcular a massa molar média e o
segundo coeficiente virial, que fornece uma medida da solubilidade das moléculas A massa

molar de proteinas e polimeros € medida por espalhamento de luz estatico.

Polarizador
Laser

Material analisado

Y
A4

Analizador

Detector

Figura 11. Esquema do funcionamento de um aparelho Zeta Sizer ZS Malvern, por meio do qual é possivel
medir o tamanho dos lipossomas e a distribuicdo de seu tamanho, ou seja, o indice de polidispersdo (IP), por
meio do espalhamento dindmico da luz (DLS). Também é possivel medir o potencial zeta, a distribui¢do das
cargas sobre a superficie dos lipossomas, por meio de microeletroforese associada a anemometria doppler.

A determinagdo do tamanho de particula foi realizada a 25 °C, utilizando-se dilui¢Oes
seriadas com dgua milliQ nas propor¢des de de 1:10, 1:20, 1:50 e 1:100 através de medidas de
espalhamento de luz dindmico (DLS). A distribui¢do do tamanho de particula foi obtida pelo
indice de polidispersdao (IP). As medidas do potencial zeta médio das particulas foram
realizadas a 25 °C, pela técnica de microeletroforese associada a Anemometria Doppler de
Laser, através da submissdo da amostra a um campo elétrico. As anélises foram realizadas no
equipamento Zetasizer Nano ZS, (Malvern), no Centro de Estudos Farmac€uticos e
Cosméticos (CEFAC) / Laboratério de Farmacognosia, no Departamento de Farmadcia, da

Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.5.2. Microscopia de For¢a Atomica - MFA

A microscopia de for¢a atdmica é uma técnica de andlise que consiste na varredura da

superficie de uma amostra com uma sonda a fim de obter sua imagem topografica com
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resolucdo atOomica, além de mapear certas propriedades mecanicas e fisico-quimicas dos
materiais que as compde. Para tal fim, utiliza-se o microscépio de forca atdmica,
desenvolvido em 1985 pelo Dr. Gerd Binnig et al. Ao desenvolver o aparelho, Binnig visava
medir forgas menores que 1uN entre a ponteira (tip) e a superficie da amostra (BUSHAN,

2004).

A técnica se tornou um excelente artifice para construcio do perfil topografico de uma
superficie e medidor de forca normal em micro e nanoescala. Hoje, as andlises sdo feitas em
areas multidisciplinares como Fisica, Quimica, Biologia, Engenharia de Materiais, Eletronica
e Nanotecnologia. Essa variedade € possivel, porque a técnica pode ser usada em amostras

condutoras ou isolantes, magnéticas ou ndo magnéticas, secas ou em liquidos.

Figura 12. Esquema do funcionamento de um microscépio de forca atdmica, por meio do qual é possivel mapear
a superficie de um analito e imagens topograficas com resolug@o atomica.

A Microscopia de Forca AtOomica (MFA) foi utilizada para confirmar o resultado
obtido previamente pela andlise do tamanho, bem como para determinar a forma e a

morfologia da superficie do lipossoma. A andlise foi realizada com o Nanoscope Illa


https://pt.wikipedia.org/wiki/Microsc%C3%B3pio_de_for%C3%A7a_at%C3%B4mica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gerd_Binnig
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Multimode (Veeco Metrology, Santa Barbara, Califérnia, Estados Unidos). As suspensdes
foram diluidas em 1000 vezes em dgua Milli-Q. Aliquotas (SmL) das dilui¢cdes foram
depositadas em substratos de mica e deixadas até a completa evaporacdo da dgua antes da
andlise por MFA. As amostras analisadas no modo de contato para obter imagens topograficas
usando sondas com uma constante de mola de 42 Nm'!. A velocidade de varrimento utilizada

foide 1 Hz.

3.5.3. Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) utiliza-se de um feixe de
elétrons como fonte de iluminag¢ao sobre uma amostra a ser observada, ao invés de luz visivel
onde € possivel a obten¢do de imagens com resolucdes espaciais da ordem de centenas a
milhares de vezes. Esta incidéncia de elétrons produz diversas interacdes passiveis de serem
coletadas fazendo esta técnica ir muito além da simples obten¢do de imagens. Instrumentos de
microscopia eletronica modernos oferecem um grau detalhado de caracterizacdes estruturais,
espectroscopicas, composicionais e cristalogrificas, em diferentes materiais tais como metais,
ligas metdlicas, ceramicas, semicondutores, vidros, polimeros, madeira, téxteis, concreto,

amostras bioldgicas, etc.

Na técnica de MEV, ocorre a irradiagdo da superficie da amostra, onde os sinais
elétricos produzidos sdo traduzidos na forma de imagem. A coleta dos raios-x caracteristicos
pode ser empregada para se estudar a composi¢do elementar da amostra através do

mapeamento composicional e semi-quantitativo.
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Figura 13. Esquema do funcionamento de um microscépio de eletronico de varredura, por meio do qual é
possivel verificar a careacterizagdo estrutural e composicional de um analito.

A morfologia foi analisada através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), na
Central Analitica da Universidade Federal do Cear4, no Campus do Pici. O microscépio de
varredura FEG Quanta 450, estagio de resfriamento e aquecimento (FEI Company, Hillsboro,
Oregon, Estados Unidos) foi utilizado para a analise da amostra. Para a realizacdo das
medidas 5,0 pL de amostra foram depositados em grids de cobre de 2 mm, o excesso de
amostra foi removido e entdo foi seco por 48 h, a temperatura ambiente. As micrografias de
varredura eletronica foram obtidas usando um campo de emissdo de microscopia eletronica de
varredura de 20.00 kV. A imagem obtida dos lipossomas foi obtida de uma varredura aleatéria

do stub.

3.5.4. Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE)

3.5.4.1. Preparagdo das amostras

3.5.4.1.1. PJOV56 em solugdo

Para a utilizacdo da droga em solu¢do, primeiramente, foi preparada uma solugao-mae
concentrada 1M. Para tal, foi pesado a droga e, em seguida, esta foi solubilizada em DMSO
(dimetil-sulféxido). Para garantir a solubilizagdo integral da droga, esta foi realizada sob

agitacdo térmica. Em utilizacdo posteriores, retirou-se uma aliquota da solucdo-mae
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concentrada, foi feita a agitacdo térmica para garantir a resuspensdo de qualquer eventual
precipitado e para a homogeinizagcdo da solucdo, e completou-se o volume com dgua milliQ
até o volume respectivo para a concentracio desejada. A droga solubilizada pode ser estocada

em temperatura ambiente.
3.5.4.1.2. Rompimento da vesicula lipossomal

Para a determinacdo da concentracdo total de PJOV56 nos lipossomas (2 mg/ml) foi
adicionado Triton X® (3% v/v) a uma aliquota da suspensdo, mantendo em banho-maria a 37
°C por 30 minutos para quebra dos lipossomas. Apds esse periodo, a suspensdo foi
centrifugada para a separacdo das fases e uma aliquota foi coletada da fase aquosa para
diluicdo com fase moével. O farmaco livre foi determinado no sobrenadante apds a
centrifugacao de outra aliquota da suspensado (14.000 rpm, 22.000g 30 minutos) e dilui¢cdo em

fase movel para anélise por CLUE.

3.5.4.2. Condigoes experimentais

A cromatografia liquida/espectrometria de massa por ionizacdo por eletrospray
(LC/ESI-MS) evoluiu para a ferramenta mais adequada e efetiva para a andlise do
metabolismo de farmacos (TOLONEM et. al., 2009). Foi estabelecido que a separagdo
cromatogriafica dos metabolitos dos picos da matriz endégena tem um papel vital na
identificacdo de metabdlitos (CASTRO-PEREZ, 2009). Recentemente, a aplicacdo de
particulas porosas e de medidas menores que 2um ao processo de cromatografia liquida
demonstrou induzir maior eficiéncia com altas taxas de fluxo, resultando em analises mais
rdpidas e melhor sensibilidade com base na curva Van Deemter (MORTISHIRE-SMITH,
2005). A cromatografia liquida de ultra-performance (UPLC), utilizando uma coluna com
particulas porosas de 1,7 pm, mostrou proporcionar melhores separagdes cromatograficas
com sensibilidade e resolu¢cdo aumentadas em um periodo de tempo muito mais rapido do que

anteriormente (CASTRO-PEREZ, 2009).

Os espectrometros de massa de baixa resolucdo, como a armadilha de fons linear (ion
trap) e espectrometros de massa triplo-quadripolares (triplo-quadrupolo), podem ser usados
para identificar metabolitos comuns, que sdo realizados usando uma verificacdo de
espectometria de massas completa. Além disso, técnicas de andlise de cromatografia idnica

extraida, técnicas de varredura de fons precursores (PI) e perda neutra (NL) também podem
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ser realizadas com espectrometros de massa de fons linear (ion trap) e espectrdmetros de
massa triplo-quadripolares (triplo-quadrupolo) ou hibridos (TOLONEM et. al., 2009). No
entanto, é sabido que em baixas concentracdo ou em utilizagdo de metabdlitos incomuns
podem ser ignorados usando esses instrumentos. Os estudos de identificacdo de metabdlitos
foram grandemente melhorados pela disponibilidade de espectrometros de massa modernos
que sdo rotineiramente capazes de fornecer resolucdo e precisdo moderadas. A espectrometria
de massa de resolu¢ao moderada (MRMS), como a captura de ions por tempo de voo (IT-TOF)
e triplo-quadrupolo/tempo de voo (QTOF), pode ser empregada para a determinacdo de
férmulas moleculares de metabdlitos e suas fragmentos de massa precisos para auxiliar na
caracterizacdo estrutural. No entanto, hd uma grande desvantagem para os instrumentos
MRMS, que € a falta de capacidade para realizar andlises verdadeiras de varredura PI ou NL

para detectar metabolitos incomuns (ZHU et. al., 2007).

Recentemente, uma técnica de filtro de defeito de massa, que pode remover ions
interferentes enddgenos das matrizes complexas (ou seja, urina, plasma e bile) foram
utilizadas para detectar metabolitos de farmacos através do processamento pos-aquisicao de
dados LC/ESI-QTOF-MS de resolu¢do moderada (ZHU et. al., 2007 e MORTISHIRE-
SMITH, 2009) Esta técnica revela o verdadeiro poder da resolu¢cdo moderada e massa precisa
para identificacdo de metabdlitos. Além disso, uma abordagem superior, chamada MSE (onde
E representa energia de colisdo), foi aplicada para detectar e identificar metabolitos de drogas
(WRONA et. al., 2005 e BATEMAN et. al., 2007). A fungdo MSE pode adquirir mais
informac¢des com uma Unica injecdo de amostra. A primeira verificagdo dos fons intactos na
amostra usa uma energia de colisdo baixa e a segunda varredura para os fons fragmentos da
varredura anterior usa uma energia de colisdo em rampa, o que € equivalente a um
espectrometro de massa in fandem nao seletivo (MS/MS) (BATEMAN et. al., 2007). O
software estd disponivel para auxiliar a andlise de dados de LC/MS para identificar
metabolitos de drogas (TOLONEM et. al., 2009 e CASTRO-PEREZ, 2009). Metabolynx™ ¢
um software que € capaz de identificar automaticamente metabolitos comuns e incomuns,
comparando LC/ESI-QTOF e dados da espectrometria de massas da amostra e controle.

(CASTRO-PEREZ, 2009; MORTISHIRE-SMITH et. al., 2005 e TILEER et. al., 2008).

Para a quantificacdo efetiva de PJOV56 no sobrenadante, as separagcOes
cromatograficas foram realizadas com uma coluna ACQUITY UPLC™ BEH C18 (tamanho

de particula de 5S0mmx2,1mm, 1,7um, Waters Company, Milford, MA, EUA) utilizando um
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sistema ACQUITY UPLC ™ (Waters Co.) equipado com um sistema bindrio de distribui¢ao
de solvente e um auto-amostrador. A coluna foi mantida a 30 °C. A fase mdvel consistiu em
0,1% de 4cido férmico (CH202) em dgua (H2O) como solvente A e 0,1% de 4acido férmico
(CH202) em acetonitrila (C2H3N) como solvente B. O programa de elui¢do com gradiente foi:
0 - 2,5 minutos, um gradiente linear de 2% a 5% de B; 2,5 - 7,5 minutos, um gradiente linear
para 30% de B; 7,5 - 9,0 minutos, um gradiente linear para 100% de B; 9,0 - 11,5 minutos,
100% de B; 11,5 - 15 minutos, um gradiente linear para 2% de equilibrio de B da coluna a um
vazdo de 0,3 mL.min"!. O volume da amostra de teste injetada foi de 10 pL. Cada ciclo de
lavagem consistiu em 200 pL de solvente de lavagem forte (90% de CoH3N/H»O, 9:1, v/v) e
600 pL de solvente de lavagem fraco (10% de C2H3N/H>O, 1:9, v/v).

O sistema UPLC foi acoplado a um SYNAPT™ HDMS™ hibrido (Waters,
Manchester, Reino Unido) equipado com uma fonte de ionizac¢do por eletropray (ESI) e foi
controlado pelo software MassLynx™ (Versdao 4.1). As condi¢des tipicas da fonte para a
intensidade maxima de {ons precursores foram as seguintes: tensdo capilar, 3,0 kV;
temperatura da fonte, 100 °C; temperatura de dessimulagdo, 300 °C; fluxo de gés cone (N2),
30L/h; taxa de fluxo de dessolvatagcdo (N2), 600L/h. A pressdo do argdnio na célula de colisao
foi de 3,5%107 mbar. A fonte ESI foi operada no modo de ionizagio positiva. Os dados foram
adquiridos de 50 a 2000 Da e centralizados durante a aquisi¢do usando uma referéncia externa
compreendendo uma solu¢do de 1 ng/pul de leucina encefalina infundida a 50 pL/min,
gerando um fon de referéncia no modo ESI* em m/z. As transi¢does MS/MS otimizadas, bem
como tensdes de cone especificas e energias de colis@o. A calibracao foi realizada para obter

um erro de precisdo aceitdvel de + 5 ppm.

3.5.4.3. Validagdo do método analitico

O protocolo de validacdo foi estabelecido de acordo com o método proposto pela
ANVISA (BRASIL, 2003), baseado em valores definidos para os parametros de seletividade,
linearidade, precisdo (intra-dia e inter-dia), repetibilidade, limites de detec¢@o e quantificagdo.
Com o objetivo de monitorar e quantificar a PJOV56 presente em amostra, de maneira precisa

e eficiente, levando em consideragdo todos os paradmetros avaliados.
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3.5.4.3.1. Seletividade

Esse parametro € capaz de determinar de maneira inequivoca a presenga de um analito
e outras substancias que possam interferir na determinacdo. A determinagdo da pureza dos
picos de quinoxalina foi avaliada através da comparacdo dos espectros de ultravioleta obtidos
dos picos cromatograficos, por meio do software Shimadzu LC Solution. Picos com espectros

de ultravioleta (254 a 400 nm) com similaridade maior que 95% foram considerados puros.

3.5.4.3.2. Linearidade

Para determinacio da linearidade foi usado o coeficiente de correlagio (r?) obtido pela
regressdo linear da concentracdo de PJOV56. Para a construcdo da curva analitica foi usado
um padrdo externo, com sete diferentes pontos de concentracao (50; 100; 250; 500; 750; 1000

e 2000 ug.mL! ) em triplicata. Gerando uma equacio da reta:

y=ax+b

Onde, y € a variavel dependente; x a varidvel independente, a o coeficiente angular e b
o coeficiente linear. Foram aplicados os testes estatisticos t-Student e teste F a um nivel de
confian¢a de 95%, para dar maior confiabilidade aos dados da calibra¢do da curva e regressao

linear. Os célculos estatisticos foram conduzidos através das equacdes:

S?y.n
2 -
S4a = D
S%y. Y(x%0)
B i e BT
§%h = D
X(d%i)
3o s et R)
Sy n-—2

Onde, Sa € o desvio padrao do coeficiente angular (a); Sb é o desvio padrio do
coeficiente linear (b); Sy € o desvio padrdo no eixo y; xi € o valor individual de x; n é o
nimero total de pontos na curva; di € o desvio vertical de cada ponto; D é o determinante

dado por:
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X(x%) Xax;
X% n

A partir dos célculos dos diferentes desvios padrdes, foram calculados os valores de

teale(a)s teale) € Feale de acordo com as equagdes:

|1—al
ll:ccrh:'[a] = S
a
|b]
tmic{b] = 5_
b
S}'
4
Feate = E_d
=R
3

Se tealculado > trabelado O parametro € significativo a um nivel de confianca de 95% e deve
permanecer na equagdo da curva, porém Se tecalculado < trabelado O pardmetro ndo possui
significancia e pode ser excluido da equacdo da curva sem nenhum prejuizo. Todavia, o
mesmo procedimento € aplicado ao teste F, onde valores de Fcaculado > Frabelado s30 valores
significativos a um nivel de 95% de confianca para regressdo linear, valores de Fcalculado <
Fiabelado N30 possuem significancia, portanto, ndo existe relacdo linear entre os eixos X e Y,

independente de valores para o coeficiente de correlagio (1?).

3.5.4.3.3. Precisao

Para determinacdo da precisio do método usando padrdo externo, foi avaliada a
reprodutibilidade dos 7 diferentes pontos de concentragdo (50; 100; 250; 500; 750; 1000 e
2000 pg.mL-1). A repetibilidade dos pontos intra-dia foi determinada em triplicata e suas
médias analisadas no mesmo dia e posteriormente analisada em dias diferentes (inter-dia). A
precisao foi obtida em fun¢ao dos desvios padrdes e coeficientes de variacdo, de acordo com

as equacgoes:
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Onde S ¢é o desvio padrao, n o nimero de medidas, x; é a diferenca entre cada valor

medido e x é a média.
3.5.4.3.4. Repetibilidade

A repetibilidade expressa o quio fiel € o método nas mesmas condi¢des operacionais
em curto intervalo de tempo. Um ponto intermedidrio da curva de calibracio, de concentracao
conhecida, foi injetado. Os tempos de retencdo e as dreas obtidas foram usados para calcular o

desvio padrao e os coeficientes de variacdo.

3.5.4.3.5. Limite de Deteccdo e Quantificagdo — LD e LQ

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados de acordo com a
concentracdo minima para cada parametro, segundo as equacdes a seguir. Portanto, para o
limite de deteccao (LOD) foi estabelecida uma concentragdo que consegue diferenciar um
analito de um ruido. Para o limite de quantificacio (LOQ) a concentracio minima

estabelecida € aquela capaz de quantificar com exatiddo e fidelidade um analito.
Sp
LOD =33. —
a
L0Q =10. >
Q=10. —

Onde, Sy € o desvio padrio da intersecdo do eixo Y e a € o coeficiente angular da curva

da calibragdo (RIBANI et al., 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Levantamento bibliografico

Para a busca utilizando apenas o termo “lipossom*” ou “liposom*”” no banco de dados
Web of Science foram encontrados 68.524 artigos publicados entre 1946 e outubro de 2017.
Utilizando a palavras-chave “liposom*” e “drug delivery” ou “lipossom*” e “drug delivery”
foram encontrados 11.515 artigos publicados; para “lipossom*” e “nano*” ou “liposom*” e
“nano” foram encontrados 13.027 artigos. Buscas com outras combinag¢des de palavras-chave,
como “lipossom*” e “terapia” ou “liposom*” e “therapy” foram encontrados 14.306 artigos
publicados e buscando por “lipossom*” e “nano*” e “terapia” ou “liposom*” e “nano*” e
“therapy” foram encontrados 3.991 artigos, todos esses dados estdo demonstrados no Tabela
1. A partir das palavras-chaves “lipossom™*” e “nano*” e “terapia” ou “liposom*” e “nano*” e
“therapy” foram realizadas diversas buscas acerca das areas do conhecimento onde esses

artigos foram publicados, ano de publicagdo, paises e autores.

Palavras-chave N° de artigos
“liposom*” ou “lipossom*”’ 68.524
“liposom™” e “drug delivery” ou “lipossom*” e “drug 11.515
delivery”
“liposom*” e “nano*” ou “lipossom*” e “nano*”’ 13.027
“liposom*” e “therapy” ou “lipossom™*” e “terapia” 14.306
“liposom*” e “nano* e “therapy” ou “lipossom*” e 3.991
“nano*” e “terapia”
TOTAL 111.363

Tabela 1. Resultados do levantamento bibliografico utilizando-se diferentes iscas e combinac¢des destas com o
uso de modificadores de busca. Elaborado pelo autor.

Pode-se inferir a partir da Tabela 1 que apesar de haver muitos artigos publicados
sobre a temdtica de lipossomas, € notéria a pequena quantidade de artigos que relacionam
lipossomas, nanotecnologia e terapia, visto que menos de 4% do total de artigos publicados

abordam tal tema.
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3.991 (4%)

| “liposom*” ou “lipossom™”
14.306 (13%)
= “liposom*" e "drug delivery” ou

“lipossom™*" e "drug delivery”

= “liposom*" e "nano™*” ou “lipossom™* e
"nano*”

“liposom*" e "therapy” ou “lipossom*"
e "terapia”

M “lippsom*" e "nano*" e "therapy” ou
“lipossom*" e "nano*" e "terapia”

Total 111.363 artigos

Griéfico 1. Resultados numéricos e percentuais do levantamento bibliografico utilizando-se diferentes iscas e
combinagdes destas com o uso de modificadores de busca. Elaborado pelo autor.

A ferramenta “Analyze Results” da plataforma Web of Science foi utilizada para
visualizar o ndmero de artigos sobre lipossomas, nanotecnologia e terapia publicados por ano.
Elaborou-se entdo um ranking acerca dos resultados pela categoria “Publication Years” e
obteve-se uma tabela com o nimero de artigos e seu respectivo ano de publicacdo. A partir
desta, foi construida o Grafico 2. Artigos cientificos relacionados a lipossomas t€ém sido
publicados desde 1996, com apenas 3 artigos. Como pode ser observado no Gréfico 2, os
artigos publicados relacionados a lipossomas tiveram um aumento exponencial entre 0s anos
de 2001 e 2017, todavia, antes disso, entre os anos de 1996 e 2001, apresentou oscilacdes de
aumente e diminuicdo no nimero de publicagdes. Nos dltimos 5 anos teve-se uma média de
cerca de 508 artigos publicados a respeito do tema por ano e até outubro de 2017 foram

publicados 547 artigos.
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Grifico 2. Relacdo do nimero de artigos por ano de publicag@o. Elaborado pelo autor.

Para refinar ainda mais as pesquisas, utilizou-se o “Analyze Results” e desta vez foram
selecionadas 10 dreas que mais continham artigos publicados com as palavras chaves

“lipossom*”’ ¢ “nano*” e “terapia” ou “liposom*”’ e “nano*” e “therapy”.

As dreas que mais continham artigos publicados foram: Farmécia e Farmacologia
(1.534 artigos; 24,65%); Quimica (1.087 artigos; 17,47%); Tecnologia em Ciéncias e outros
tépicos (913 artigos, 14,67%); Ciéncia dos Materiais (899 artigos; 14,45%); Pesquisa em
Medicina Experimental (356 artigos; 5,72%); Bioquimica e Biologia Molecular (329 artigos;
5,29%); Engenharia (311 artigos; 5,00%); Oncologia (279 artigos; 4,48%); Fisica (264 artigos;
4,24%) e Biotecnologia aplicada a Microbiologia (250 artigos; 4,02%). Todos esses resultados
estdo demonstrados no Gréfico 3. A partir desses resultados € possivel inferir que as dreas que
mais publicam artigos cientificos contendo as palavras-chave previamente escolhidas sdo
Farmdcia e Farmacologia, visto que essas dreas tem um grande enfoque em medicamentos e
sua administracdo. Pode-se observar também que os lipossomas embora tenham um amplo
espectro de aplicacdo, estes possuem um grande apelo relacionado a saide humana,

constituindo uma trend das ciéncias aplicadas a saude.

BIOQUIMICA MOLECULAR BIOLOGIA
QUIMICA 5,29%
17,47% .

BIOTECNOLOGIA APLICADA MICROBIOLOGIA
4.02%

CIENCIA DOS MATERIAIS
14,45%
PESQUISA EXPERIMENTAL MEDICINA

5,72%
ONCOLOGIA '
4,48%
Fisica

' CIENCIA TECNOLOGIA DUTROS TOPICOS

4,24%
14,67%
ENGENHARIA
FARMACOLOGIA FARMACIA 5.00%
24,65%

Griéfico 3. Relacdo do nimero de artigos publicados sobre lipossomas com dreas do conhecimento. Elaborado
pelo autor.

Buscando-se elaborar um panorama dos paises que mais publicam sobre o tema, foi
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feita uma pesquisa utilizando as mesmas palavras chaves “lipossom*” e “nano*” e “terapia”
ou “liposom*” e “nano*” e “therapy” e desta vez utilizando o “Analyze Results” pela op¢ao
paises. Foram selecionados 20 paises que tiveram mais artigos publicados, para que o Brasil
estivesse dentro do escopo. O resultado encontrado foi de que o pais que mais publica é os
Estados Unidos da América (1.154 artigos), seguido do China (985 artigos), logo apés India
(335 artigos); Japao (275 artigos); Coreia do Norte (173 artigos); Itdlia (167 artigos); Franca
(161 artigos); Alemanha (159 artigos); Inglaterra (140 artigos); Canada (120 artigos); Taiwan
(113 artigos); Holanda (103 artigos); Espanha (99 artigos); Ira (95 artigos); Brasil (86 artigos);
Austrélia (76 artigos); Singapura (65 artigos); Israel (58 artigos); Portugal (50 artigos) e Suica
(44 artigos). Todos esses resultados sdo mostrados no Gréfico 4. A partir desses resultados,
vemos uma grande diferenca entre os Estados Unidos e os outros paises, visto que sozinho o
mesmo tem muito mais que os demais paises analisados. Todavia, a China possui uma
producdo cientifica tdo boa quanto a americana. Haja visto, é possivel constatar também que o
Brasil tem muito a crescer, pois, atualmente ocupa somente a 15° posi¢do dos paises que mais
publicam com o tema, tendo 86 artigos. Por meio do Figura 14 € possivel ver a distribui¢do
mundial dos artigos publicados por meio do grafico de densidade, que mostra no mapa, a

distribuicao mundial dos paises produtores de ciéncia acerca de lipossomas.
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Griéfico 4. Relacdo do niimero de artigos publicados sobre lipossomas por pais. Elaborado pelo autor.
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Figura 14. Densidade do nimero de artigos publicados sobre lipossomas por pais. Elaborado pelo autor.

Ainda sobre a utilizacdo da ferramenta “Analyze Results” foi possivel elaborar um
ranking dos 10 primeiros autores que mais publicaram acerca do tema, e as palavras utilizadas
foram as mesmas “lipossom™*” e “nano*” e “terapia” ou “liposom*” e “nano*” e “therapy”.

Os resultados obtidos constituem a tabela 3 mostrada abaixo.

COLOCACAO AUTOR NACIONALIDADE N° DE ARTIGOS
1° HARASHIMA H. Japonés 60
2° LIUY. Estadunidense 36
3° ZHANGYY. Chinés 34
4° STORM G. Holandés 32
5° ZHANG L. Chinés 32
6° ZHANG Q. Chinés 32
7° HUANG L. Estadunidense 30
8° WANGY. Chinés 29
9° ZHANG X. Chinés 29
10° WANG H. Chinés 28

Tabela 2. Ranking dos autores, nacionalidades e nimero de artigos publicados sobre lipossomas. Elaborado pelo
autor.

Pode-se observar que a diferenca do autor que mais produz para o segundo lugar é
quase o dobro. Contudo, do segundo ao décimo, o niimero de artigos € bastante préximo, nao
demonstrando nenhuma discrepancia. Pode-se notar também que o autor que mais publica,

HARASHIMA H. que € japonés, ndo é do pais que mais publica, que no caso é os Estados
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Unidos. Os demais autores, em sua maioria sdo dos paises que mais publicam, Estados
Unidos e China, sendo que os autores chineses possuem uma representatividade melhor, em
detrimento dos autores estadunidenses. E interessante verificar que o pafs do quarto colocado,
STORM G., a Holanda, ndo figura como um dos primeiros que publicam artigos sobre a

temadtica, todavia, sua producgdo cientifica € substancial na 4rea.

4.2. Prospeccao Tecnoldgica

4.2.1. Busca no USPTO

Para a busca utilizando apenas o termo “liposome” no resumo da patente, foram
encontrados, ao total, 913 patentes concedidas entre 1976 e outubro de 2017. A pesquisa foi
entdo refinada, adicionando-se diferentes conjuntos de palavras-chave de forma a encontrar
patentes relacionados a lipossomas como agentes terapéuticos. Foram encontradas 80 patentes
para os termos “liposome” e “nano”; 508 patentes para “liposome” e “therapy’; 457 patentes
para “liposome” e “drug delivery” e 59 patentes para “liposome” e “nano” e “therapy”. A
Tabela 3 sumariza o resultado da pesquisa, mostrando a representatividade de cada conjunto
de palavras-chave. E importante ressaltar que pode haver sobreposi¢io de patentes contidas

em dois ou mais conjuntos.

PALAVRAS-CHAVES QTD. DE PATENTES ENCONTRADAS
"liposome"' 913
"liposome'' and ''nano"’ 80
"liposome'' and ''therapy"' 508
"liposome'' and '‘drug delivery'' 457
"liposome'' and ''mano'' and "'therapy"' 59

Tabela 3. Numero de patentes depositadas no USPTO, desde 1976. Elaborado pelo autor.

Para comparar-se o nimero de patentes concedidas entre diferentes paises, para cada
termo pesquisado no USPTO, usou-se o cddigo ICN, referente ao pais do inventor da patente,
seguido do cédigo padrao de duas letras referente a cada um dos 10 paises escolhidos, a
escolha foi feita baseando-se nos paises que continham mais artigos publicados, como
mostrado no Gréfico 4. Dentre os paises pesquisados, os Estados Unidos foi o pais lider em

patentes encontradas para o termo pesquisado “lipossom*” e “nano*” e “terapia” ou
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“liposom*” e “nano*” e “therapy” seguido pela China, India, Japao, Coreia do Sul, Itdlia,
Franca, Alemanha, Inglaterra e Canada. Embora o Brasil ndo figure entre os dez primeiros

paises que publiquem acerca da temédtica acima supracitada, resolveu-se inclui-lo na anélise.

O Brasil ndo apresentou nenhuma patente neste banco relacionado a “lipossom*” e
“nano*” e “terapia” ou “liposom*” e “nano*” e “therapy”, o que demonstra que os trabalhos
desenvolvidos no Brasil com essa temdtica ndo sdo patenteados nos Estados Unidos. Os
Estados Unidos, como esperado, assumem a lideranca com uma grande diferenca para os
demais, chegando a ser mais de trés vezes maior que o segundo pais que mais deposita em seu

banco de patentes.

A partir desses resultados, é possivel notar que apenas uma pequena parte do que é
produzido e publicado em formato de artigo cientifico é transformado em patentes. Haja visto
que, os Estados Unidos possuem mais de 1.154 artigos relacionados ao tema e no seu banco
de dados possui apenas 37 patentes, ou seja, representando em torno de 3% do que €
produzido como artigo torna-se patente. Outro fato notdério é a classificacdo dos paises
comparada com o ranque dos paises em relacdo ao nimero de artigos publicados. Pode-se
notar uma grande diferenca, a exemplo da China que € o 2° pais que mais publica, como 985

artigos, e possui apenas 2 patentes concedidas no banco americano.
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Grifico 5. Numero de patentes depositadas no banco USPTO por paises. Elaborado pelo autor.
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Figura 15. Numero de patentes depositadas no banco USPTO por paises. Elaborado pelo autor.

Buscando analisar os resultados obtidos por ano, coletou-se todas as 59 patentes com
as palavras-chaves para “liposome” e “nano” e “therapy”. Em resumo, e fez-se uma lista no
Excel, visto que os 4 primeiros numeros da patente representam o ano da mesma, cortou-se
utilizando a ferramenta “texto para coluna” na aba dados, apos utilizou-se a formula “cont.se”
do mesmo software para contar a quantidade de patentes por ano, como demonstrado na
Grifico 6. Observou-se que ha registro de patentes com o tema pesquisado neste banco
somente a partir do ano de 2002, tendo apenas 1 patente registrada nesse mesmo ano, € a
partir de entdo houve periodo escasso e depositos até 2011. Contudo, a partir do ano de 2012
houve um aumento no nimero de patentes depositadas, embora houvesse periodos de alta e
quedas intercalados até 2015. Apds esse ano, o nimero de patentes voltou a subir ano apds

ano, até 2016.
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Grafico 6. Numero de patentes depositadas no banco USPTO por ano. Elaborado pelo autor.

4.2.2. Busca no EPO/ESPACENET

Para a busca utilizando apenas o termo “liposom*” que estivesse contido no titulo ou
resumo, foram encontrados, ao total, 9.857 patentes concedidas. A pesquisa foi entdo
refinada, adicionando-se diferentes conjuntos de palavras-chaves de forma a encontrar
patentes relacionados a lipossomas como agentes terapéuticos. Foram encontradas 765
patentes para os termos “liposom* e “drug delivery”; 1383 patentes para “liposom*” e
“nano”; 749 patentes para “liposom*” e “therapy; e 78 patentes para “liposom*” e “nano” e
“therapy”. A Tabela 4 sumariza o resultado da pesquisa, mostrando a representatividade de
cada conjunto de palavras-chave. E importante ressaltar que pode haver sobreposicio de

artigos patentes contidas em dois ou mais conjuntos.

PALAVRAS-CHAVES QTD. DE PATENTES ENCONTRADAS
"liposom*" 9.857
"liposom*'" e "therapy"' 765
"liposom*'' e '"'nano" 1.383
"liposom*'" e "'drug delivery" 749
"liposom*'' e '"nano'' e "'therapy" 78

Tabela 4. Numero de patentes depositadas no EPO/ESPACENET por palavra-chave. Elaborado pelo autor.
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Grifico 7. Numero de patentes depositadas no EPO/ESPACENET por palavra-chave. Elaborado pelo autor.

Com o objetivo de analisar com mais detalhes, as patentes que foram encontradas com
os termos “liposom*” e “nano” e “therapy”, clicou-se na opg¢do “Select all”, apés em
“Export”” no formato xls. Apés fazer isso, fez-se um download de um arquivo do Excel com
todos os dados da patente depositadas até dezembro de 2016. A partir dessa tabela,
selecionou-se apenas a data de publicacdo e através da ferramenta texto para coluna, dentro da
aba dados, realizou-se um corte apenas nos anos. Por fim, utilizou-se a férmula cont.se para

contar quantas patentes foram publicadas por ano.

O resultado mostra que, somente apds 2005 o banco de patentes EPO/ESPACENET
comecou a receber patentes que abordam o tema pesquisado. E interessante salientar que o
USPTO também comecou a receber patentes sobre o tema um pouco antes, em 2002. Um
crescimento notdrio no nimero de patentes deu-se a partir de 2009, todavia, houve oscilagdes
nos anos seguintes, com altas e baixas na quantidade de patentes sobre a temdtica pesquisada.
O épice foi no ano de 2014, com 34 patentes, e de 14 para cd, a quantidade de depdsitos vem

decrescendo.



57

40 -
35 -
30 -
o .
w
T
o 25 -
T
=
w3 -
L 20
o i6
E 15 -
3
Z
10 -
5 <
0 _- ; . ; - I
2005 2006 2007 2008 2!3.‘10 2011 2.012 2013 znla 2015 2016

Ano

Grifico 8. Numero de patentes depositadas no EPO/ESPACENET por ano. Elaborado pelo autor.

Para refinar ainda mais as pesquisas, buscou-se pelos paises que patenteavam nesse
banco no assunto abordado. Para isso, utilizou-se a mesma tabela que foi exportada, desta vez
selecionando a coluna nimero de aplicacdo, visto que as duas primeiras letras representam os

paises de aplicac@o da patente, que no caso, todos sdo dos mesmos paises dos inventores.

Nao surpreendentemente, os Estados Unidos ocupa o primeiro lugar em nimero de
patentes no assunto, com 74 patentes concedidas; em segundo lugar, vem a China com 45
patentes; em terceiro, Republica da Coreia com 18 patentes; em seguida, Japdo com 16
patentes; Taiwan com 11 patentes; fndia, Nova Zelandia e Austrédlia com 3 patentes cada; e
por fim, Canadd, Hong-Kong, Eslovénia e Alemanha, com 1 patente cada. Sabe-se que o
investimento e incentivo a pesquisa nos Estados Unidos possui grande importancia, onde
grande parte de suas patentes sdo depositadas por Universidades ou Instituto de Pesquisas, ao
contrario da maioria dos paises onde as patentes costumam ser depositadas por grandes

empresas.
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Grifico 9. Numero de patentes depositadas no EPO/ESPACENET por pais. Elaborado pelo autor.

Nota-se que os Estados Unidos possui um resultado bem representativo nesse banco.
O segundo colocado, a China demonstra um resultado expressivo no EPO/ESPACENET, com
45 patentes, em detrimento do USPTO, onde possui nenhuma patente, demonstrando a
preferéncia chinesa pelo mercado europeu, em vez do mercado americano, visto que a mesma
procura patentear seus produtos nos bancos europeus € nao nos bancos americanos. O Brasil

novamente ndo apresentou nenhuma patente concedida nesse banco.

Além de analisar os depdsitos de patentes por paises e por ano de publicacio, esse
trabalho também avaliou a classificacdo de patentes de acordo com sua aplicacdo, através do
IPC (Classificacao Internacional de Patentes). Os resultados gerados pelo Grafico 10 mostram
que a busca estd distribuida entre 4 sessdes: A — Necessidades Humanas; B - Operacgdes de
Processamento; Transporte; C — Quimica; Metaldrgica; e G - Fisica, no entanto, € possivel
observar que a maior utilizacdo de patentes relacionadas a combinagdo de palavras-chave

feitas neste trabalho estd na drea de necessidades humanas, a qual deteve 87% de aplicacgao.
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Griéfico 10. Distribuic@o de patentes segundo o IPC (International Patent Classification). Elaborado pelo autor

Os depositos da classe A estdo subdivididos em 16 subclasses. Dessas subclasses,
todas os depdsitos encontrados durante a busca estdo alocados na subclasse A61, que versa
acerca de ciéncias médicas, veterindrias; higiene, indicando que a maioria das patentes estd
direcionada para essa drea. Essa subclasse, por sua vez, apresenta uma subdivisdo, que é

mostrada no Gréfico 11.

O maior nimero de patentes encontra-se na subdivisdo A61K, que corresponde a
preparagdes para finalidades médicas, odontoldgicas ou higi€nicas (dispositivos ou métodos,
especialmente adaptados para dar aos produtos farmacéuticos formas fisicas determinadas ou
para sua administragdo; aspectos quimicos de medicamentos, ou uso de materiais para
ataduras, curativos, absorventes ou artigos cirirgicos; composi¢cdes saponaceas, ou seja, essa
subdivisdo essa estd muito relacionada com a administracdo de produtos farmacéuticos e

materiais médico-hospitalares, mostrando que essas patentes estdo direcionadas a essa drea.
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Graéfico 11. Subdivisdo de patentes em uma macro-drea segundo o IPC (International Patent Classification).
Elaborado pelo autor. A61B - Diagnéstico; Cirurgia; Identificagdo; A61C - Odontologia; Aparelhos ou métodos
para higiene oral ou higiene dental; A61D - Instrumentos, implementos, ferramentas ou métodos de veterindria;
AG61F - Filtros implantdveis nos vasos sanguineos; Préteses; Dispositivos que promovem desobstrugdo ou
previnem colapso de estruturas tubulares do corpo; Dispositivos ortopédicos, de enfermagem ou
anticoncepcionais; Fomentag@o; Tratamento ou prote¢do dos olhos ou ouvidos; Ataduras, curativos ou almofadas
absorventes; Estojos para primeiros socorros; A61G - Transporte, pessoal, ou acomodagdo especialmente
adaptada para pacientes ou pessoas deficientes fisicas; mesas ou cadeiras cirtrgicas; cadeiras de dentista;
dispositivos para sepultamento A61H - Aparelhos de fisioterapia; Respiracao artificial; Massagem; Dispositivos
de banho para usos especiais terapéuticos ou de higiene ou partes especificas do corpo; A61J - Recipientes
especialmente adaptados para finalidades médicas ou farmacéuticas; Dispositivos ou métodos especialmente
adaptados para converter os produtos farmacéuticos em formas fisicas especiais ou de administragdo;
Dispositivos para administrar alimentos ou remédios por via oral; Chupetas de crianga; Escarradeiras; A61K -
Preparagbes para finalidades médicas, odontolégicas ou higiénicas; A61L - Métodos ou aparelhos para
esterilizar materiais ou objetos em geral; Desinfec¢do, esterilizacdo ou desodorizacio do ar; Aspectos quimicos
de ataduras, curativos, almofadas absorventes ou artigos cirdrgicos; Materiais para ataduras, curativos,
almofadas absorventes ou artigos cirirgicos; A61M - Dispositivos para introduzir matérias no corpo ou deposita-
las sobre o mesmo; Dispositivos para fazer circular matérias no corpo ou para dele as retirar; Dispositivos para
produzir ou por fim ao sono ou a letargia; A6IN - Eletroterapia; Magnetoterapia; Terapia por radiacdo; terapia
por ultrassom; A61P - Atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou preparagdes medicinais; e
A61Q - Uso especifico de cosméticos ou preparagdes similares para higiene pessoal.

A partir dos dados obtidos pela busca de patentes de lipossomas no banco de dados
europeu EPO/ESPACENET, foi possivel analisar que a maior parte dos inventores das
patentes sdao norte-americanos, com um percentual aproximadamente de 38,5%, seguidos por
coreanos, taiwaneses, canadenses, italianos, alemides e holandeses, como apresentado no

Grafico 12. Em relacdo a nacionalidade dos depositantes observa-se que predominam os

norte-americanos, seguido pelos coreanos, taiwaneses, alemaes, japoneses, canadenses e
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Graéfico 12. Nacionalidade dos Inventores das patentes depositadas no EPO (European Patents Office) até
dezembro de 2016. Elaborado pelo autor. US = Estados Unidos; GB = Gra-Bretanha; CN = China; ES =
Espanha; SG = Singapura; SE = Suécia; DE = Alemanha; NL = Paises baixos; IT = Itdlia; TW = Taiwan; KR =
Reptblica da Coreia; CA = Canada; BR = Brasil; JP = Japao; ZA = Africa do Sul; IL = Israel; IN = [ndia; MY =
Malésia; TH = Tailandia; DK = Dinamarca; TR = Turquia; AT = Austria; NO = Noruega; e MX = México.
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Grifico 13. Nacionalidade dos Depositantes das patentes depositadas no EPO (European Patents Office) até
dezembro de 2016. Elaborado pelo autor. US = Estados Unidos; CN = China; KR = Republica da Coreia; NO =
Noruega; CA = Canadd; DE = Alemanha; DK = Dinamarca; NL = Paises baixos; IT = Itdlia; TW = Taiwan; JP =
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Japdo; IN = India; TH = Tailandia; MY = Maldsia; SG = Singapura; IL = Israel; ZA = Africa do Sul; BR =
Brasil; e GB = Gra-Bretanha.

Apesar do Brasil ndo possuir patentes concedidas no EPO/ESPACENET, ha seis
inventores de nacionalidade brasileira, bem como, dois depositantes também da mesma
nacionalidade. Fazendo uma pesquisa minuciosa, percebeu que os inventores e os
depositantes constituem apenas uma patente, que tem como cédigo US2015306035 e titulo
“Pharmaceutical composition containing conventional liposomes and prolonged-circulation
liposomes for the treatment of visceral leishmaniasis” (Figura 16). Vale ressaltar, que a
patente ndo figura como concedida ao Brasil, uma vez que seu nimero de aplicacdo se inicia
com as letras referentes aos Estados Unidos, figurando como patente inerente a este. Devido a
isso, ndo apareceu nas andlises gerais. Os depositantes constituem a Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e A Fundacao de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG). Ja

os inventores constituem os pesquisadores e alunos da institui¢ao de ensino ja mencionada.
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Figura 16. Patente de responsabilidade da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e da Fundacdo de
Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG).

4.2.3. Busca no Web of Science

Para a busca utilizando apenas o termo “liposom*” foram encontrados, ao total, 11.144
patentes concedidas entre 1975 e 2016. A pesquisa foi entdo refinada, adicionando-se

diferentes conjuntos de palavras-chaves de forma a encontrar patentes relacionados a
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lipossomas como agentes terapéuticos. Foram encontradas 804 patentes para os termos
"liposom*" e "therapy"; 534 patentes para "liposom*" e "nano"; 583 patentes para "liposom*"
e "drug delivery"; e 21 patentes para "liposom*" e "nano" e "therapy". A Tabela 5 sumariza o

resultado da pesquisa, mostrando a representatividade de cada conjunto de palavras-chaves. E

importante ressaltar que pode haver sobreposicdo de patentes contidos em dois ou mais

conjuntos.
PALAVRAS-CHAVES QTD. DE PATENTES ENCONTRADAS
"liposom*"' 11.144
"liposom*" e "'therapy" 804
"liposom*'"' e '"nano"’ 534
"liposom*" e "drug delivery" 583
"liposom*'" e '""nano' e ''therapy" 21

Tabela 5. Numero de patentes depositadas no banco de dados Web of Science utilizando diferentes palavras
chaves. Elaborado pelo autor.

Como as patentes sdo documentos que nio sdo permitidos ranquear pela categoria
Publication Years através da ferramenta Analyze Results, fez-se necessério refinar a busca
para os termos "liposom*" e "nano" e "therapy" para cada ano separadamente, a fim de
visualizar o nimero de patentes sobre a lipossomas como agentes terapéuticos, desde 1975.
Como pode ser observado na Gréfico 14, patentes relacionadas a lipossomas como agentes
terapéuticos, tém sido publicadas desde 1975. Pode-se observar que apenas a partir de 1993,
houve depdsitos de patentes sobre a lipossomas como agentes terapéuticos. A quantidade de
patentes ndo € tdo expressiva se comparada com os demais bancos ja analisados, totalizando

apenas 21, bem como ndo apresenta uma constancia de depdsitos.
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Grifico 14. Numero de patentes depositadas no banco de dados Web of Science por ano. Elaborado pelo autor.

A partir desses resultados pode-se realizar uma comparagdo com o nimero de artigos
publicados por ano e as patentes depositadas. E possivel constatar que, o ndmero de artigos
publicados ndo € diretamente proporcional ao nimero de patentes depositadas. Apesar de 642
artigos publicados no ano de 2016 na plataforma Web of Science acerca de lipossomas como
agentes terapéuticos, apenas trés patentes foram depositadas na mesma plataforma. Pode-se

inferir, portanto, que boa parte dos artigos publicados, ndo chegam a tornar-se patentes.

Buscando comparar os autores que mais publicam artigos cientificos com os que mais
patenteiam no tema, fez-se uma busca dos autores que mais t€m patentes concedidas. Pode-se
observar na Tabela 6 que os autores que mais patenteia sobre o tema tem apenas 2 patentes,
quando comparado com o autor que mais publica artigo (60 artigos publicados), logo, pode-se
inferir que poucos trabalhos que sdo publicados em artigos se tornam em patente. Outro
resultado alarmante € o fato de que nenhum dos 10 primeiros dos que mais publicam artigos
estdo entre os 10 que mais pateteiam, o que demonstra o maior interesse por parte dos

pesquisadores em publicar artigo do que por patetear suas pesquisas.

COLOCACAO AUTORES N° DE PATENTES
1° CHANG C. 2
2° LEET. 2
3° LEET. W. 2
4° YU C. 2
5° YUC. Y. 2
6° COESTER C. 1
7° HSU W. 1
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8° RADIN D. N. 1
9° DAYTON D. 1
10° JANG Y. 1

Tabela 6. Relac@o entre os 10 principais inventores de patentes utilizando as palavras chaves “lipossom” e
“nano” e “therapy” e a quantidade de patentes concedidas. Elaborado pelo autor.

4.2.4. Busca no INPI

Para a busca utilizando apenas o termo “lipossom*” que estivesse contido no resumo,
foram encontrados, ao total, 226 patentes depositadas. Para os termos “lipossom*” e “drug
delivery”, encontrou-se nenhuma patente; para “lipossom*” e “nano*”, encontrou-se 32
patentes; “lipossom™*” e “terapia” 15 patentes e para “lipossom*” e “nano*” e “terapia”

encontrou-se 3 patentes.

PALAVRAS-CHAVES QTD. DE PATENTES ENCONTRADAS
"lipossom*"’ 226
"lipossom*"" and ''terapia"’ 0
"lipossom*'" and ''nano"’ 32
"lipossom*'" and "'drug delivery'' 15
"lipossom*'' and ''nano'' and ''terapia"’ 3

Tabela 7. Nimero de patentes depositadas no INPI por palavra-chave até dezembro de 2016. Elaborado pelo
autor.
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Griéfico 15. Numero de patentes depositadas no INPI por palavra-chave. Elaborado pelo autor.

A Tabela 8 apresenta a quantidade de patentes depositadas no INPI durante vérios
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periodos no decorrer dos anos, utilizando o termo “lipossom*”. Através da busca no banco de
dados foi possivel observar que as primeiras patentes sobre os lipossomas foram depositadas
na década de 1990, onde em 1991 a Chiron Corporation, empresa americana, depositou no
Brasil a patente de uma composicdo de vacina em associacdo com um lipossoma. A partir
desse ano vdrias patentes sobre os processos de producdo de lipossomas foram depositadas e
na década de 2000, o ndmero de patentes depositadas no INPI dobrou, em contrapartida o
numero de patentes encontradas na década de 2010 até o ano de 2016 nao vem acompanhando

os valores crescentes em relacdo aos anos anteriores.

PERIODO NUMERO DE PATENTES DEPOSITADA
01/01/2010 — 01/01/2017 41
01/01/2000 — 01/01/2010 125
01/01/1990 — 01/01/2000 60
Antes de 1990 0

Tabela 8. Numero de patentes depositadas no INPI por periodo de tempo. Elaborado pelo autor.

As patentes encontradas utilizando as palavras-chave “lipossom*" e "nano" e "terapia"
estdo relacionadas na Tabela 9. E possivel constatar que pela classifica¢io internacional de
patentes, estas estdo na mesma sub-classe, A61K, que engloba preparacdes médicas,
odontoldgicas ou higiénicas, o que também pode ser percebido pelos titulos das mesmas. Um
fato intrigante que nem todas as patentes pertencem a brasileiros. A primeira pertence a
companhia alema THERMOSE GMBH, a segunda a Universidade Federal de Minas Gerais e
a terceira a Universidade Estadual da Pensilvania (The Pennsylvania State University), nos
Estados Unidos. Isto revela uma tendéncia de protecdo de patentes em diferentes bancos de

protecdo intelectual que nao sejam apenas de seu pais.

PEDIDO TITULO IPC
BR 112015  Lipideos estereoespecificos para a terapia locorregional com A61K 9/127
031495 3 sistemas nanocarreadores sensiveis a estimulos de circulacdo de

longo prazo

PI 1104409-8 Materiais magnéticos nanoestruturados a base de Fe para o uso em A61K 9/51
biomedicina

PI 0409663-0 Meétodo e sistema para o envio sistémico de compostos bioativos A61K 9/127
derivados de lipideo de detencdo de crescimento

Tabela 9. Patentes depositadas no INPI por periodo de tempo utilizando as palavras chaves “lipossom*" e "nano"
e "terapia". Elaborado pelo autor.


https://gru.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=1362428&SearchParameter=LIPOSSOM*%20NANO*%20TERAPIA%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
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4.3. Tamanho Vesicular, Indice de Polidispersao e Potencial Zeta Médio

Foram preparados em trés lotes dos sistemas nanoestruturados seguindo as
especificagdes prévias. A caracterizagdo e andlise por dispersdao de luz dindmica dos lotes,
feitas em triplicata mostraram populacdes monodispersas de particulas de pequenas
dimensdes para o controle. A Tabela 10 mostra os diametros de 185.46 nm para o controle.
Como esperado, os lipossomas permaneceram com um tamanho médio de didmetro
semelhante ao do tamanho de poro da membrana utilizada na extrusao (200 nm). O potencial
zeta representa a carga negativa residual sobre a superficie das particulas, fornecendo
informacdes sobre estabilidade do sistema e as propriedades superficiais que sdo modificadas
nos processos e formulagdes. Isso endossa o controle da distribui¢cao do tamanho dos sistemas
e a reprodutibilidade do processo A Tabela 10 também mostra os valores das medi¢des do

potencial zeta.

Formulacao Tamanho (nm) = SD PI £SD Potencial Zeta (mV) £ SD
Lipossoma 1:50 185.46 £ 3.76 0.48 £0.01 -40.9 £0.96

Tabela 10. Resultado do tamanho vesicular, quociente de dispersividade e potencial zeta. Elaborado pelo autor.
Tamanho (nm) e o Potencial Zeta (mV) de lipossomas controle. As medi¢des foram realizadas com amostras
diluidas utilizando 4gua como um meio de dispersdo, a 25 ° C. Os valores foram obtidos a partir de triplicatas. PI
= indice de polidispersividade.

4.4. Microscopia de Forca Atomica - MFA

As imagens obtidas a partir de Microscopia de Forca Atomica (MFA) da amostra de
lipossomas em mica sdo mostradas na Figura 4. Conforme descrito em literatura (RUOZI et
al., 2007), a Microscopia de Forca Atdmica nas abordagens de modo de contato permite a
observacdo da morfologia dos lipossomas sem qualquer manipulacdo da amostra, tal como
mancha, marcacdo ou fixacdo (vide Figura 17). Particularmente, o0 movimento de contato
intermitente da ponta elimina as forcas laterais ou de cisalhamento que deformariam ou
raspariam a amostra (ALBRETCH et al., 1991 e ZHONG et al., 1995). A principal vantagem
da técnica € a possibilidade de operar com alta resolu¢do no ar ou no fluido em tempo real em
escala nanométrica. Mas, os lipossomas podem mudar a sua forma uma vez depositados no
suporte de mica também utilizando o modo de contato e operando em solu¢do aquosa (dentro
de 10-15 minutos da deposi¢ao quando os lipossomas ainda estdo hidratados e mergulhados

em 4gua). De fato, a intera¢do entre a amostra e o substrato, bem como o movimento continuo
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da ponta, pode induzir deformacdo (JASS, et al., 2000), dependendo principalmente da
composi¢do da vesicula (RUOZI et al., 2005).

Os resultados experimentais concordam com as hipdteses da literatura, visto que o
lipossoma analisado apresentou um formato esférico, com didmetro médio de 463.86 nm e
altura de 6 nm. A comparagdo entre o diametro e o valor de altura da vesicula enfatizou o
achatamento no suporte apenas alguns minutos apds a deposi¢do. Isto indicou uma
estabilidade moderada dos lipossomas num substrato de mica. De fato, o lipossoma manteve
uma forma esférica, bem definida, embora o didmetro fosse superior a altura relacionada.
Devido a delonga que houve entre a preparacdo da amostra e sua andlise, isso fez com que o
lipossoma aumentasse de tamanho, devido a incorporagdo da soluc¢do na qual estava suspenso.
A MFA foi capaz de identificar também os detalhes importantes das propriedades de
superficie mostrando forma regular com deformidades moderadas em sua superficie.

(KOOPMARSAUDON, et al., 2000) (Figura 5).

Em conclusdo, a possibilidade de obter informagdo local sobre a superficie dos
lipossomas utilizando MFA reforca a versatilidade e a aplicabilidade desta técnica no campo

farmacéutico e médico.
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Figura 17. As imagens de microscopia de for¢a atdmica (AFM) da amostra de lipossomas em mica, mostrando
altura da amostra de 6 nm.



69

lip_0004HeightRetrace

Xa 932.94 nm
" Ya 596.08 nm
Prodiis __,\ Za 397.55 pm
4nm —| J Xb 921.25 nm
| *. Yb 1.06 pm
> ™ || " Zb 513.64 pm
= dx -11.69 nm
e gt e AN i e dy 462.75 nm
V dz 116.09 pm
2 dxy 462.89 nm
oo i R i ) Surface 463.86 nm

pm ' i SurfaceSlope  250.79 ym/m
SurfaceAngle 0.014°

Figura 18. Andlise da superficie de lipossoma da amostra, mostrando deformidades moderadas em sua superficie.

4.5. Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Na Microscopia Eletronica de Varredura, os lipossomas apresentaram estrutura tipica
de sistemas afim, estrutura esférica e ligeiramente achatada, e tamanho médio semelhante a

analise do potencial zeta (< 200 nm), endossando o resultado obtido previamente (Figura 19).

Geralmente, os lipossomas podem sofrer perturbacdes estruturais como resultado das
condi¢des de alto vicuo e do processo de coloragdo requerido por algumas técnicas de
microscopia eletronica. Portanto, a microscopia eletronica de varredura (Scanning Electronic
Microscopic - SEM) é uma técnica de imagem menos frequentemente usada porque a andlise

exige que a amostra seja seca ou fixada antes da imagem.
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Figura 19. Micrografias eletronicas de varredura mostrando lipossomas esféricos, em diferentes magnificacoes.

4.6. Curva de calibracio e taxa de encapsulamento de PJOV56 por CLUE

A curva analitica de PJOV56 em plasma foi construida na faixa de concentracdo de
100 a 1000 ng.ml!, e apresentou coeficiente de correlacio de 0,9986 (Grifico 17). A curva
analitica foi analisada pelo método de regressdo dos minimos quadrados para verificar sua

linearidade e o coeficiente de correlagdo. A equacdo da reta obtida foi y = 0,0417x - 0,04636.
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A equacdo da reta foi utilizada para quantificacdo do farmaco no sobrenadante da amostra que

teve a droga encapsulada.
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Gréfico 16. Curva analitica de PJOV56 em plasma obtida para a faixa de concentragdo de 100 a 1000 ng/ml.

Os resultados obtidos no estudo de precisdo e exatiddo estdo descritos na Tabela 11, e
apresentaram valores adequados de CV (precisdo) demonstrando repetibilidade e
reprodutibilidade satisfatoria para a aplicagdo do método no estudo em farmacocinética, uma

vez que os valores de CV% foram inferiores a 15%.

Concentragdo (ng. mL?) DP CV (%)
100 0,033 0,77
250 0,176 1,51
500 0,574 2,79
750 0,385 1,20
1000 1,162 2,76

Tabela 11. Precisdo e exatiddo no ensaio do método analitico de PJOV56.

Na Tabela 12 e no Grafico 18 estdao apresentados os resultados obtidos para os limites
de deteccdo e quantificacdo da PJOV56 na matriz bioldgica através da aplicacdo do método
analitico desenvolvido neste estudo. O limite de quantificagdo obtido (100 ng/ml) foi
considerado satisfatério para a aplicagdo do método em um futuro protocolo experimental

para estudo em farmacocinética.
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Composto  Equacao da reta R2 Intervalo LD LQO
linear
(ng. mL) (ng. mL")
PJOV 56 y=0417x + 0,9986 100 — 1000 50 100
0,4636

Tabela 12. Limites de detec¢@o e quantificacdo do método de andlise de PJOV56
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Grifico 18. Limite de detec¢do (LD) e Limite inferior de quantificagdo (LIQ) de PTVOV56

A partir dos estudos de linearidade da curva de calibragdo mostrados anteriormente,
pode-se entdo quantificar o material encapsulado, neste caso, PYOV56. Para tal, fez-se uso do
valor de absorbancia obtidos durante a cromatografia (Figura 20) e substitui-se na equacao da

reta da curva de calibracao (Grafico 16).

UPLG-QToF_4100 1: TOF MS ES+
100 8.55 250.11 0.05Da
1717 | 124
’: ) Area
| | \
4 | i 1\
2l | ,l‘ Al
4 1 | | \
I \ | fi}
l \ ’ [ J | l‘.,\_
A} ' & ‘ \\,:\ | % ‘\ r'-": ‘[ “I A
0= — ‘ VA ‘:”‘.". P LMt ‘H Y LA J. — . '\\‘“ Avanfonria == Time
2.00 400 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 16.00



73

UPLC-QToF_4099 1: TOF MS ES+
- 8.56 250.11 0.08Da
100 133

| Area
|

" {1 ol \H““,

‘rf\li | AV kY \."‘J‘.
Load v A i
s At

L /
A AN M .. | = f
— e

200 400 6,00 8O0 1000

[ e

LA
™ .= T

o 1400 1600 1800

Figura 20. Cromatograma representando pico de absorbancia de PJOVS56 (8.55 minutos) detectado no
sobrenadante das vesiculas lipossomais.

Para encontrar a concentracdo de droga no sobrenadante foi necessdrio relacionar o
pico de absorbincia com a equagdo da reta da curva de calibragdo. Todavia, somou-se o pico

de absorbancia do sobrenadante e do precipitado para alcancar um resultado verossimil.

3622 =0.0417x - 0.4636
3622.4636 = 0.0417x
x = 86,869.6307
x =87 ng/mL

Visto que ndo foi utilizado o volume integral de 1 mL, ou 1000 pL, para realizar o

ensaio, mas sim, uma aliquota deste, 400 puL, foi necessdrio fazer a correlagdo para encontrar

a concentracgao.

400 ul  --- 2mg
1000 ul - 5 mg

Uma vez encontrada a concentracdo de lipossoma, foi preciso fazer também a

correlagdo para encontrar a concentra¢do da droga em ng/mL, para 1 mL, ou 1000 pL.

5 mM da droga de PJOV56 (M.M. 249,27 g/mol) = 1.246 ng/mL

Vale ressaltar que para a constru¢do do lipossoma foi utilizado 200 uL de PJOV 56 a

ser encapsulada. Logo, € preciso fazer uma correlacao entre os volumes.

1000 pL --- 1246 ng/mL
200 uL = 249.2 ng/mL
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Em 400 uL, a concentracdo de droga detectada é de 87 ng. Entretanto, é preciso
relacionar o volume de droga detectada e o volume utilizado de solvente para construir os

lipossomas que foi de 1 mL, ou 1000 pL.

400 pL --- 87 ng/mL
1000 uL = 217.5 ng/mL

Por fim, € necessdrio relacionar o volume total da droga com o que foi detectado para

calcular a taxa de encapsulamento da droga em lipossoma.

249. 2 ng/mL --- 100 %
217.5 ng/mL = 87,29%

A taxa de encapsulamento da PJOV56 em lipossoma foi satisfatoria, ja que alcancou
cerca de 87,29% de encapsulamento da droga colocada em solu¢do para o preparo das

vesiculas lipossomais. Logo, isso atesta a eficacia do método empregado.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que apesar da utilizacdo de
lipossomas como veiculos para entrega controlada de moléculas terapéuticas ser uma drea de
pesquisa em ascensdo, ndo hd depdsitos nesta drea no Brasil, que sofre de problemas
sistemadticos relacionado a producao de patentes.

E preciso contornar obstdculos, tais como: a falta de didlogo entre a universidade e as
empresas, para que, de fato, a patente possa virar um produto a servico da populagdo; o
processo burocrdtico e demorado desde o depdsito da patente até a concessdo; a falta de
incentivos aos pesquisadores para o desenvolvimento das patentes, além de um retorno
insatisfatorio da patente, que muitas vezes estd vinculada a Universidade, caso esta vire
produto. Faz-se necessario que o Brasil sobrepuje tais dificuldades para desenvolver patentes,

em geral, e possa figurar em uma posi¢ao mais relevante em protecdo intelectual.

Por outro lado, existe um grande esforco da comunidade cientifica para o
desenvolvimento de projetos de pesquisas, publicacdes e pedidos de patentes utilizando
tecnologias associadas a utilizacdo de lipossomas. Espera-se que, devido a grande demanda
mundial por tratamentos mais assertivos, que causem menos efeitos colaterais tanto quanto
possivel, a tendéncia é que esse numero de depdsitos aumente ao longo dos anos, gerando

beneficios a saide humana.

E possivel constatar também que os Estados Unidos e a China figuram como lideres
mundiais no numero de patentes associadas a lipossomas, segundo nossa pesquisa,
corroborando para sua manutenc¢do na vanguarda da prote¢do intelectual. Por outro lado, o

Brasil ndo possui resultado substancial para tal, figurando com nenhuma patente depositada.

Tendo em conta estas consideracdes e as grandes vantagens da utilizagdo de lipossomas
como veiculos terapéuticos, € preciso que o Brasil trace estratégias politico-cientificas que
fomentem o desenvolvimento dessa tecnologia, a fim de sanar a necessidade de se buscar
tratamentos mais efetivos e eficazes, e que em breve, as formulacdes contendo lipossomas

possam chegar ao mercado para atender a populagdo.
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Os resultados obtidos a partir do método estabelecido para a producdo dos sistemas
nanoestruturados apresentaram 6tima reprodutibilidade. A natureza lipofilica, o tamanho dos
lipossomas e a taxa de encapsulamento do farmaco obtidos sdo indicativos para avangos na
utilizacdo destas formulacdes como veiculos de drug delivery para estratégias passivas e
ativas de seletividade, podendo aumentar a concentracdo intracelular de drogas no interior de
células-alvo e, a0 mesmo tempo, evitando a toxicidade para células sadias, diminuindo assim
os efeitos colaterais sist€émicos das drogas utilizadas atualmente no tratamento do céncer, ao

passo que, aumenta a qualidade de vida do paciente durante o tratamento.
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6. PERSPECTIVAS

. Avaliagdo do efeito antitumoral in vitro

Avaliar a citotoxicidade dos derivados de quinoxalinas nanoencapsulados ou livres em
solugdo serdo utilizadas diferentes linhagens celulares tumorais humanas e normais. As
células serdo cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?®, volume de 250 ml), e
mantidas com os meios RPMI 1640 ou DMEM, suplementados com 10% de soro fetal bovino
e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As células serdo mantidas em incubadoras
com atmosfera de 5% de CO; a 37°C. Diariamente, acompanhar-se-4 o crescimento celular
com a utilizacdo de microscépio de inversdo. O meio serd trocado sempre que o crescimento
celular atingia confluéncia necessdria para renovacdo de nutrientes. O teste colorimétrico
empregando reagente “3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide” (MTT,
Sigma Aldrich) serd utilizado para quantificar a citotoxicidade dos compostos sobre diversas
linhagens celulares, obtendo-se o valor da concentracao inibitéria média (IC50 - concentracdo
capaz de inibir 50% do crescimento celular). As células serdo distribuidas em placas de 96
pocos numa densidade de 0,1-0,3 x 106 células/ml, para células em suspensio, e 0,5 x 10°
células/ml, para células aderidas. Apds 24 h, os compostos nanoencapsulados e livres serao
adicionados aos pogos, utilizando o sistema automatizado HTS (high-throughput screening), e
as placas, incubadas por 48 e 72h. O quimioterdpico doxorrubicina (DOX) serd utilizado
como controle positivo e o controle negativo receberd a mesma quantidade de células. Apos o
periodo de incubacdo, as placas serdao centrifugadas (1500rpm/15min) e o sobrenadante serd
descartado. Cada poco recebera 200ul da solugdo de MTT (0,5 mg/ml) e as placas serdao
reincubadas por 4h em estufa a 37°C e a 5 % COaz. Apds esse periodo, as placas serdo
novamente centrifugadas (3000rpm/10min), o sobrenadante serd desprezado, € o precipitado
serd ressuspenso em 150 pl de DMSO. Para a quantificacdo do sal de formazan reduzido nas
células vivas, as absorbancias serdo lidas com o auxilio do espectrofotdmetro de placa no

comprimento de onda de 595 nm (MOSMANN et al., 1983).

. Dinamica molecular do lipossoma

Realizar simulacdes computacionais sobre o comportamento do lipossoma em
situagdes ideais e fazer modula¢des do mesmo com ligantes de superficie.

. Estudos acerca da estabilidade das formulagdes
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Modular as condi¢cdes para a construgdo dos lipossomas — temperatura, pH,
ressuspensdo com dgua, troca dos fosfolipidios que a compdem os lipossomas, tratamento

prévio dos lipossomas com glutaraldeido ou liofilizagao, etc.

. Expandir a busca de patentes e artigos para mais bancos de dados.

Utilizar outros bancos de dados para expandir os resultados acerca da produgdo de

tecnologia em lipossomas nacional e internacionalmente.
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