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CARREADORES LIPIDICOS DE TAMANHO NANOMETRICO COMPREENDENDO FRAGAO
ENRIQUECIDA DE ISOFLAVONAS AGLICONAS DA SOJA, PROCESSO DE OBTENGAO DOS
MESMOS E FORMULAGOES COMPREENDENDO OS MESMOS

Campo da Invencao

[001]A presente invencdo descreve carreadores lipidicos de tamanho
nanométrico (< 1,0 micrébmetro) compreendendo uma fragdo enriquecida em
isoflavonas agliconas da soja, processos de obtencdo dos mesmos e
formulacbes que compreendem tais carreadores. A tecnologia pertence ao
campo da nanotecnologia e consiste em formulagées aquosas que podem ser

utilizadas na area alimentar, farmacéutica e cosmética.

Antecedentes da Invencao

[002] A soja, Glycine max L. Merr, € uma leguminosa amplamente cultivada
em diversos paises, e apresenta, devido a isso, grande impacto na economia
mundial. O seu cultivo esta voltado principalmente para a producdo de
alimentos, contudo diversas areas industriais tem mostrado interesse crescente
nos subprodutos que seus graos podem originar (CHEN, K.1., et al.; “Soyfoods
and soybean products: from traditional use to modern applications”. Applied
Microbiology and Biotechnology 2012, v. 96, p. 9-22).

[003] As sementes da soja s&o constituidas basicamente por éleo, proteinas,
carboidratos, minerais, e metabodlitos secundarios tais como polifendis,
destacando-se as isoflavonas e saponinas. Dentre as diversas substancias
guimicas encontradas nesta planta, as isoflavonas apresentam amplo interesse
clinico, devido principalmente a semelhanga estrutural com o horménio 17-3-
estradiol (NEMITZ, M.C., et al.; “Bioactive soy isoflavones: extraction and
purification procedures, potential dermal use and nanotechnology-based
delivery systems”. Phytochemistry Reviews (In press), 2014, DOI:
10.1007/s11101-014-9382-0).

[004] As isoflavonas constituem um grupo de fitoestrégenos de amplo
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interesse na area médica e nutricional. Tais compostos sdo encontrados em
maior quantidade nos grdos e produtos de soja, podendo ser obtidos por
processos de extracdo e purificagdo, ou ainda, adquiridos comercialmente nas
suas formas sintéticas.

[005] As agliconas genisteina, daidzeina e gliciteina sdo as formas das
isoflavonas consideradas com maior capacidade de absor¢do tanto no trato
gastro-intestinal quanto na pele, além de apresentarem maior potencial
terapéutico quando comparadas as formas conjugadas. A obtencao destas
substancias pode ser realizada por diferentes maneiras, tais como aquisicao
comercial das suas formas isoladas e sintéticas, ou ainda obtidas a partir de
extratos de materiais vegetais. A extracao de graos seguida de procedimento
de hidrélise e purificacao tem sido a metodologia mais descrita para a obtencao
das principais isoflavonas agliconas a partir da soja (NEMITZ, M.C., et al;
“Bioactive soy isoflavones: extraction and purification procedures, potential
dermal use and nanotechnology-based delivery systems”. Phytochemistry
Reviews (In press), 2014, DOI: 10.1007/s11101-014-9382-0; ROSTAGNO, M.,
et al.; “Sample preparation for the analysis of isoflavones from soybeans and
soy foods”. J Chromatogr A, 2009, v. 12186, p. 2-29).

[006] Produtos das areas alimentar, farmacéutica e cosmética contendo
isoflavonas isoladas, ou ainda extratos de soja, sdo relatados na literatura
cientifica, bem como encontrados no portfolio de industrias da area da saude.
No entanto, estudos apontam que o extrato de soja possui maior capacidade
de inibicdo do crescimento de tumores quando comparado a isoflavonas
isoladas, e que o uso simultaneo das diferentes formas de isoflavonas pode
potencializar a agdo estrogénica e fotoprotetora das mesmas. Desta forma,
extratos de soja e seus derivados, tais como fragbes purificadas contendo
diferentes isoflavonas, sdo altamente promissores para a fabricacao de
produtos da saude (IOVINE, B., et al.; “Synergic effect of genistein and daidzein
on UVB-induced DNA damage: an effective photoprotective combination”.
Journal of Biomedicine and Biotechnology, 2011, v. 2011, p. 1-8; KIM, H-A., et
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al.; “Soy extract is more potent than genistein on tumor growth inhibition”.
Anticancer Research, 2008, v. 28, p. 2837-2842; HSU, A., et al.; “Differential
effects of whole soy extract and soy isoflavones on apoptosis in prostate cancer
cells”. Experimental Biology and Medicine (Maywood), 2010, v. 235, n. 1, p.
90-97; RANDO, G., et al.; “A. Differential effect of pure isoflavones and soymilk
on estrogen receptor activity in mice”. Toxicology and Applied Pharmacology,
2009, v. 237, p. 288-297).

[007] Contudo, quando os extratos apresentam as isoflavonas nas suas
formas de agliconas, alguns desafios podem ser encontrados durante a
fabricacdo de produtos terapéuticos ou alimentares devido a baixa
hidrossolubilidade das isoflavonas agliconas e a alta taxa de amargor das
mesmas (ALDIN, E. et al.; “Bitterness of soy extracts containing isoflavones and
saponins”. Journal of food Science, 2006, v. 71, n. 3, p. S211-5215; LARKIN,
T.A, et al; “The key importance of soy isoflavone bioavailability to
understanding health benefits”. Critical Reviews in Food Science and Nutrition,
2008, v. 48, n. 6, p. 538-552).

[008] Para contornar as limitagbes de incorporacdo de principios ativos de
carater amargo ou hidrofobicos em formulagbes aquosas, algumas alternativas
sdo encontradas. Neste sentido, a nanotecnologia aplicada a ingredientes
vegetais tem experimentado um rapido crescimento, com diversas aplicacoes
inovadoras na area da saude. Dentre algumas vantagens, destaca-se que o
uso de nanocarreadores lipidicos permite a incorporacdo de substancias
hidrofilicas e/ou hidrofébicas em formulacbes aquosas e possibilita o
mascaramento de sabores desagradaveis de certas substancias ativas, além
de aumentar a estabilidade das substancias incorporadas, e potencializar a
permeabilidade dos ativos nas barreiras bioldégicas (FATHIA, M., et al;
“Nanoencapsulation of food ingredients using lipid based delivery systems”.
Trends in Food Science & Technology, 2012, v. 23, p. 13-27).

[009] Desta forma, considerando o sabor amargo e a baixa
hidrossolubilidade das isoflavonas agliconas, juntamente com as vantagens
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do uso de sistemas nanométricos na administracdo de substancias de
origem vegetal, e as potencialidades biolégicas da administracédo
simultanea de genisteina, daidzeina e gliciteina, a presente invencao
refere-se a formulagbes aquosas compreendendo fragdo enriquecida em
isoflavonas agliconas da soja em carreadores lipidicos de diametro médio
de goticula/particula inferior a 1,0 micrémetro. Os nanocarreadores
lipidicos da presente invencado sao caracterizados por compreenderem
nanoemulsodes, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores
lipidicos nanoestruturados. O processo de fabricagdo dos produtos é
caracterizado por compreender uma etapa de homogeneizagdo a alta
pressao, a fim de produzir carreadores lipidicos nanométricos de tamanhos
uniformes e por ndo apresentar em sua formulagao final a presenca de
solventes organicos.

[0010]O uso de nanocarreadores lipidicos contendo isoflavonas agliconas é
descrito na literatura cientifica e em algumas patentes. Porém, conforme
descrito logo abaixo, nenhuma tecnologia se assemelha ao conteludo da
presente invengao.

[0011]A incorporacdo da daidzeina a lipossomas foi realizada por Dwiecki et al.
(2009) pelo método de hidratacdo de filme lipidico (DWIECKI, K., et al;
“‘Antioxidant activity of daidzein, a natural antioxidant, and its spectroscopic
properties in organic solvents and phosphatidylcholine liposomes”. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology, 2009, v. 96, p. 242-248). A
presente invencao emprega um método distinto de preparo dos lipossomas e
incorpora uma fragdo enriquecida em isoflavonas da soja.

[0012]A incorporagédo da genisteina a nanoemulsdes foi realizada por Silva et
al. (2009) e Argenta et al. (2014) pelo método de emulsificacdo espontanea
(SILVA, A.P.C., et al.; “Development of topical nanoemulsions containing the
isoflavone genistein”. Die Pharmazie, 2009, v. 64, p. 32-35; ARGENTA, D. F.,
et al.; “Factorial design applied to the optimization of lipid composition of topical

antiherpetic nanoemulsions containing isoflavone genistein”. International
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Journal of Nanomedicine, 2014, v. 9, p. 4737-4747). A presente invencao
emprega um método distinto de preparo das nanoemulsdes e incorpora uma
fracao enriqguecida em isoflavonas da soja.

[0013]A incorporagao de genisteina a nanopatrticulas lipidicas sélidas (NLS) foi
realizada por Zhang et al. (2013) pelo método de emulsificacdo por fuséo
combinado com a técnica de ultra-sonicacdo, e por Andrade et al. (2014) pelo
método de microemulsdo (ZHANG, W., et al.; “Design, characterization, and in
vitro cellular inhibition and uptake of optimized genistein-loaded NLC for the
prevention of posterior capsular opacification using response surface
methodology”. International Journal of Pharmaceutics, 2013, v. 454, p. 354—
366; ANDRADE, L.M., et al.; “Impact of lipid dynamic behavior on physical
stability, in vitro release and skin permeation of genistein-loaded lipid
nanoparticles”. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics,
2014, v. 88, p. 40-47). A presente invengdo emprega um meétodo distinto de
preparo das NLS e incorpora uma fracao enriquecida em isoflavonas da soja.
[0014]A incorporacao de genisteina em nanocépsulas foi realizada por
Zampieri et al. (2013) pelo método de deposicado interfacial de polimero pré-
formado (ZAMPIERI, A.L.T.C., et al.; “Biodegradable polymeric nanocapsules
based on poly(DL-lactide) for genistein topical delivery: obtention,
characterization and skin permeation studies”. Journal of Biomedical
Nanotechnology, 2013, v. 9, p. 527-534). A presente invencdo nado utiliza
polimeros, diferindo, portanto, de tal documento.

[0015]A incorporacdo de daidzeina em nanocarreadores lipidicos foi
previamente descrita por Zhang et al. (2011), onde a substancia foi complexada
a um fosfolipidio e, apds, o complexo foi encapsulado a NLS pelo processo de
homogeneizacdo de filme (ZHANG, Z., et al.; “Daidzein—phospholipid complex
loaded lipid nanocarriers improved oral absorption: in vitro characteristics and in
vivo behavior in rats”. Nanoscale., 2011, v. 3, n. 4, p. 1780-1787). A presente
invengdo incorpora fracao enriquecida em isoflavonas e néo utiliza uma etapa

de complexacgao, diferindo, portanto, de tal documento.
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[0016]As diferentes tecnologias protegidas pelos nimeros US8551530 (B2),
15/11/2010, “Nanoparticle isoflavone composition & methods of making the
same”, W0O2007000193 (A1), 31/01/2006, “Isoflavone nanoparticles and use
thereof” e CN103211750 (A), 04/01/2013, “Method of preparing soy isoflavone
nanoparticles by precipitation with compressed antisolvent (PCA) using a
supercritical fluid” descrevem nanoparticulas sélidas de genisteina vinculadas
ou nao a veiculos. Contudo, os veiculos apresentados em tais documentos nao
sao compostos por nanocarreadores lipidicos e tensoativos, diferindo da
presente invengao.

[0017]As diferentes tecnologias protegidas pelos pedidos CN102652736 (B),
16/04/2012, “Method for preparing soybean isoflavone sustained-release
microspheres”, CN101947251 (A), 21/09/2010, “Method for preparing chickpea
isoflavone microcapsules”, CN103211769 (A), 04/01/2013, “Method of
preparing a controlled release particle of soy isoflavone with biodegradable
polymer using a supercritical fluid extraction of emulsion (SFEE) process” e
CN103099798 (A), 29/01/2013, “Preparation method of soybean isoflavone-
chitosan slow-release microcapsules”, descrevem a incorporacdo de
isoflavonas a sistemas micro ou nanométricos que contém em suas
formulagdes polimeros ou ciclodextrinas. A presente invencao difere de tais
documentos pelo fato de nao utilizar tais excipientes em seus processos.
[0018]A tecnologia protegida pelo namero CN102258475 (B), 28/05/2010,
“Daidzein solid lipid nanoparticles and preparation method thereof” descreve a
incorporacao de daidzeina a NLS pelo método de dispersao de pelicula fina e
pelo método de dispersao a quente. A presente invencdo emprega um método
distinto de preparo das NLS e incorpora uma fracao enriquecida em isoflavonas
da soja.

[0019]A obtencao de uma fracdo enriquecida em isoflavonas agliconas apds
hidrolise e purificacdo do extrato de soja com posterior incorporagdo a
carreadores nanoestruturados foi descrita em alguns artigos cientificos. A
produgédo de nanoemulsdes contendo fragao de isoflavonas da soja foi descrita
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por Yatsu et al. (2014) e Nemitz et al. (2015), onde os sistemas foram
produzidos pelo método de emulsificacdo espontanea, porém os trabalhos nao
apresentam as caracteristicas quanto ao tamanho das estruturas e o potencial
zeta (YATSU, F.KJ., et al.; "A new simplified and stability indicating liquid
chromatography method for routine analysis of isoflavones aglycones in
different complex matrices”. Food Analytical Methods, 2014, v. 7, p. 1881-1890;
NEMITZ, M.C., et al.; “A versatile,stability-indicating and high-throughput ultra-
fast liquid chromatography method for the determination of isoflavone
aglycones in soybeans, topical formulations, and permeation assays”. Talanta,
2015, v. 134, p. 183-193). Destaca-se que a presente invengdo utiliza um
processo de obtengdo das nanoemulsdes distinto de tais documentos.
[0020]Nanoestruturas lipidicas sélidas contendo fragdao de isoflavonas da soja
foram produzidas por Deshmukh & Amin (2013), onde os sistemas foram
produzidos pelo método de fusdo, inversdo de fases e precipitagdo na agua
gelada (DESHMUKH, K.; AMIN, P. “Formulation and evaluation of solid-lipid
nanoparticle based 0.1% Soy isoflavone dermal gels”. Journal of
Pharmaceutical and BioSciences, 2013, v. 1, p. 7-18). Destaca-se que a
presente invencdo utiliza um processo de obtengédo das nanoparticulas distinto
de tal documento.

[0021]Nanocapsulas contendo extrato de soja foram produzidas pelo método
de mistura de excipientes e posterior secagem por spray-drying (SANSONE, F.,
et al; “Enhanced technological and permeation properties of a
microencapsulated soy isoflavones extract”. Journal of Food Engineering, 2013
v. 115, p. 298-305). A presente invengao difere de tal documento pelo fato de
n&o utilizar polimeros na formulagéo.

[0022]A tecnologia protegida sob o numero US2002160064 (A1), 31/10/2012,
“Cosmetics containing isoflavone aglycones”, propde um produto cosmeético
contendo isoflavonas incorporadas a lipossomas. Tal tecnologia descreve o
preparo dos sistemas pelo método de homogeneizacdo a alta pressdo com
incorporacdo de genisteina e/ou daidzeina. Ao final do processo também é
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descrita a incorporacdo de um extrato de alga de Spirulina platensis.
Alternativamente a tecnologia descreve a utilizacdo de uma fracdo enriquecida
em isoflavonas agliconas obtidos por procedimentos de hidrélise da soja.
Contudo, € importante destacar que tal tecnologia ndo apresenta a etapa de
evaporacdo do solvente organico durante a producdo dos lipossomas,
resultando em um produto final contendo etanol, o que pode causar irritagdo da
pele dos usuarios durante o uso. Diferindo da tecnologia US2002160064 (A1),
a presente invencao compreende a produgdo de quatro diferentes tipos de
carreadores lipidicos nanométricos aquosos, incluindo lipossomas, contendo a
fracdo de isoflavonas agliconas da soja e livres de solventes organicos nos
produtos finais.

[0023]O documento protegido sob o nimero KR100482355 (B1), 07/11/2003,
“Liposome or nanoemulsion containing dipalmitoylhydroxy and soy isoflavones
and production of cosmetic composition containing the same”, descreve uma
tecnologia para incorporar isoflavonas e dipalmitoilhidroxiprolina em lipossomas
e nanoemulsdes para uso em cosméticos. A tecnologia compreende uma
formulagdo composta por 0,01 a 10% de dipalmitoilhidroxiprolina e isoflavonas
da soja, 1 a 5% lecitina, 1 a 5% de tensoativo e 20 a 50% de d6leo TCM,
glicerina e alcool, resultando em nanoemulsdes ou lipossomas contendo alto
teor de solvente organico. Tal tecnologia descreve um produto contendo
simultaneamente isoflavonas e aminoacidos, diferindo da presente invencao
que utiliza fracdo de isoflavonas agliconas da soja. Além disso, a presente
invencao difere do documento anterior por compreender formulacdes aquosas
com auséncia de solvente orgéanico no final do processo, além de utilizar o
homogeneizador a alta presséo para a produgédo de quatro diferentes tipos de
carreadores lipidicos manométricos aquosos.

[0024] O pedido de patente de nimero Pl0805156-9 (A2), 20/11/2008,
“‘Nanoestrutura compreendendo extratos vegetais, processo de producao de
nanoestrutura  compreendendo  extratos  vegetais e  composicoes
compreendendo as mesmas” descreve a obtencdo de nanoparticulas lipidicas
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tais como nanoemulsbes, nanoparticulas, nanoagregados e lipossomas
contendo extratos vegetais, preferencialmente de Achyrocline satureioides. O
processo se da por dissolucdo dos componentes oleosos em uma fase
orgéanica, adicdo desta fase a uma fase aquosa contendo tensoativos, sob
agitacdo, com posterior evaporagdo do solvente organico. Contudo, ndo esta
descrito nas reivindicacées do documento a etapa de homogeneizacéo a alta
pressado durante o processo de fabricacdo das nanoestruturas € nem o uso de
uma fracao enriquecida a partir de um extrato vegetal. Portanto, a presente
invencdo ndo apresenta conflitos de interesse com tal documento.

[0025] Portanto, como pode ser observado, o estado da arte
envolvendo nanotecnologia e isoflavonas nao conflite com a tecnologia
descrita na presente invengéo.

Sumario da invencao

[0026]E um objeto da presente invencdo carreadores lipidicos de diametro
médio de goticula/particula inferior a 1,0 micrébmetro compreendendo fragao
enriquecida de isoflavonas agliconas da soja.
[0027]Em uma realizacdo preferencial, as isoflavonas agliconas da soja séo
enriguecidas em genisteina, gliciteina e daidzeina.
[0028]E um objeto adicional da presente invencdo os processos de obtencio
das nanoemulsdes e lipossomas, caracterizados por:
a) Dissolver em uma solugédo organica composta por etanol, acetona
e/ou mistura etanol:acetona (1:1):
i) de 2,0% p/p a 10,0% p/p de fase lipidica;
i) 1,0% p/p de fracdo de isoflavonas agliconas da soja, em
relagéo a fase lipidica;
b) Dissolver em uma solugcédo aquosa:
i) 1,0% p/p a 5,0% p/p de tensoativo;
c¢) Adicionar a solugao organica na solugao aquosa, sob agitagao;
d) Evaporar o solvente organico;
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e) Homogeneizar a formulacdo em homogeneizador a alta presséao,
com 10 ciclos de 500 a 750 bar cada.
[0029]E um objeto adicional da presente invencdo os processos de obtencéo
das nanoestruturas lipidicas sélidas e carreadores lipidicos nanoestruturados,
caracterizados por:
a) Dissolver a uma temperatura entre 30° C a 80° C:
i) de 2,0% p/p a 10,0% p/p de fase lipidica;
i) 1,0% p/p de fracdo de isoflavonas agliconas da soja, em
relagéo a fase lipidica;
b) Dissolver em uma solugdo aquosa, com temperatura de 30° C a
80° C:
iii) de 1,0% p/p a 5,0% p/p de tensoativo;
c¢) Adicionar a solugé&o aquosa na solucao oleosa, sob agitacdo e com
temperatura de 30° C a 80° C;
d) Agitar no ultra-turrax, sob aquecimento de 30° C a 80° C, durante
periodo compreendido de 30 segundos a 5 minutos;
e) Homogeneizar a formulacdo em homogeneizador a alta presséo,
com 10 ciclos de 500 a 750 bar cada.
[0030]E um objeto adicional da presente invengdo o uso farmacolégico,
terapéutico e tecnoldgico de formulacbes compreendendo as nanoestruturas
lipidicas compreendendo fracdo de isoflavonas agliconas da soja, nas areas
das ciéncias da saude, ciéncias farmacéuticas, da quimica e da fisico-quimica,
como medicamento e/ou suplemento alimentar.
[0031]Em uma realizacdo preferencial, a fracdo foi obtida por extracdo em
meio hidro-etandlico, com posterior hidrolise acida e etapas de purificagdo
(NEMITZ, M.C., et al.; “A new approach for the purification of soybean acid
extract: simultaneous production of an isoflavone aglycone-rich fraction and a
furfural derivative-rich by-product”. Industrial Crops and Products, 2015, v. 67,
p. 414-421).
Descricao Detalhada da Invencao
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[0032]0s exemplos descritos sdo meras concretizagdes preferenciais da
presente invencdo, ndao podendo ser compreendidos como limitantes da
invengdo. Variagbes ou concretizagbes similares devem ser consideradas
dentro do escopo da presente invencgao.
Fracdo de isoflavonas agliconas da soja:

[0033]A fracédo de isoflavonas agliconas da soja para uso na presente invencao
pode ser obtida a partir de qualquer via de obtencdo, ou seja, sintética,
biossintética ou natural. A fracdo deve apresentar majoritariamente as
isoflavonas daidzeina, genisteina e gliciteina.

[0034]Em uma realizacdo especial a presente invengdo compreende uma
fracao de isoflavonas agliconas da soja obtida da seguinte forma:

[0035]As sementes de soja sdo primeiramente moidas. O p6 é
desengordurado através da extracdo em aparelho de Soxhlet com n-hexano
durante 9 horas. O p6 desengordurado € submetido a extracao em aparelho de
Soxhlet utilizando etanol 80% em agua (v/v) durante 4 horas na proporcao
droga-solvente 1:10 (p/v). O extrato hidroetandélico é submetido a processo de
hidrélise com acido cloridrico (1,3 M), durante 2 horas a 80 °C. O solvente
organico € entdo rotaevaporado, e a parte aquosa restante € particionada com
acetato de etila por 4 vezes. A fracdo organica obtida apds particionamento é
submetida a coluna cromatografica de silica gel e a eluicdo € realizada com
solventes de polaridade crescente. A fracdo obtida apds eluicdo com
cloroférmio:acetato de etila 75:25 (v/v) é coletada, rotaevaporada e as
isoflavonas agliconas sao precipitadas com cloroférmio. O pé obtido € recolhido
por filtracdo e posterior secagem. A fracdo final é caracterizada por
compreender um teor total de 92% de isoflavonas agliconas, expressas como
somatoério de genisteina, daidzeina e gliciteina.

[0036]Em especial a fracdo de isoflavonas agliconas da soja esta presente na
formulagdo compreendendo uma faixa de concentragéo de 0,2 a 1,0 mg/mL.

Fase lipidica:
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[0037]A fase lipidica adequada para a presente invencdo é constituida por
tensoativos lipofilicos, dleos, lipideos solidos e/ou mistura desses.

[0038]Os tensoativos lipidicos incluem, mas nao se limitam a, lecitina e
fosfolipideos. Lecitinas sdo conhecidas como glicerofosfolipideos os quais séo
formados a partir de acidos graxos, glicerol, acido fosférico e colina por
esterificacdo. As lecitinas sdo frequentemente referenciadas como fosfatidil
colinas. Fosfolipideos adequados para o0 uso na presente invengao incluem,
mas nao se limitam, a fosfolipideos encontrados na gema de ovo e na soja.
[0039]Substancias oleosas adequadas para o0 uso na presente invengao
incluem, mas nao se limitam a, oleato de decila, isohexadecano, ésteres do
acido estearico e/ou oléico, etanolamida de acido graxo de coco, 6leos
naturais, como o 6leo de milho, amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool
graxo, parafina, triglicerideos de cadeia média, palmitatos, miristatos e
octildodecanol.

[0040]Lipideos soélidos adequados para o uso na presente invencao incluem,
mas nao se limitam a, ftriglicerideos (triestearina, tricaprina, trilaurina,
trimiristina, tripalmitina), acidos graxos (acido estearico), alcoois graxos (alcool
cetilico, alcool estearilico), ceras (mateiga de cacau, cera de carnauba, cera de
abelhas, palmitato de cetila), glicideos parciais (monoestearato de glicerila,
behenato de glicerila, palmitoestearato de glicerila, tripalmitato de glicerila,
trimiristato de glicerila, triestearato de glicerila) e/ou mistura destes.

[0041]Em uma realizagdo preferencial os lipossomas descritos na presente
invencao compreendem o uso de fosfatidilcolina de ovo (2,0% p/p a 10,0% p/p).
[0042]Em uma realizacao preferencial as nanoemulsdes descritas na presente
invengdo compreendem o uso de uma mistura na proporgédo de 1:4 de lecitina
de ovo e triglicerideos de cadeia média (2,0% p/p a 10,0% p/p).

[0043]Em uma realizacdo preferencial as nanoparticulas lipidicas sélidas
descritas na presente invengdo compreendem o0 uso de monoestearato de
glicerila (2,0% p/p a 10,0% p/p).
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[0044]Em uma realizacdo preferencial o0s carreadores lipidicos
nanoestruturados descritos na presente invengao compreendem o0 uso de uma
mistura na proporcdo 7:3 de monoestearato de glicerila e triglicerideos de
cadeia média (2,0% p/p a 10,0% p/p).

Tensoativos hidrofilicos:

[0045]0s tensoativos hidrofilicos adequados para 0 uso na presente invencao
incluem os surfactantes anidnicos, nao anionicos, catibnicos e anféteros.
[0046]Preferencialmente, os surfactantes da presente invencdo podem ser
escolhidos de grupo que compreende, sem, contudo limitar, surfactantes nao
ibnicos como polissorbato 20, polissorbato 40, polissorbato 80, monoestearato
de sorbitano 20, monoestearato de sorbitano 40, monoestearato de sorbitano
60, monoestearato de sorbitano 80, emulsificantes colato de sédio, deoxicolato
de sodio, glicolato de sodio, poloxameros, taurocolato de sddio,
taureodexicolato de sodio, e/ou mistura destes.

[0047]Em uma realizacdo preferencial as formulacbes descritas na presente
invencdo compreendem o uso de polissorbarto 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p).
Solventes orgéanicos:

[0048]Solventes organicos adequados para 0 uso na presente invencao
incluem, mas nao se limitam a, solventes organicos polares proticos e
apréticos, como por exemplo etanol, acetona e/ou mistura desses.

[0049]Em uma realizacdo preferencial os lipossomas e as nanoemulsdes da
presente invencdo compreendem o uso de etanol para a solubilizagcdo dos
componentes da fase lipidica.

Obtencéo das nanoestruturas lipidicas:

[0050]Os processos de obtengdo das nanoemulsbes e lipossomas
compreendem as etapas de:
a) Dissolver, em uma solucdo organica composta por um solvente
organico polar prético, um solvente organico polar aprético e/ou
mistura solvente orgénico polar protico:solvente organico polar

aprético (1:1):
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i) de 2,0% p/p a 10,0% p/p de fase lipidica;
i) 1,0% p/p de fracdo de isoflavonas agliconas da soja, em
relagao a fase lipidica;
b) Dissolver em uma solugao aquosa:
i) 1,0% p/p a 5,0% p/p de tensoativo;
c¢) Adicionar a solug¢ao organica na solucao aquosa, sob agitacéo;
d) Evaporar o solvente organico;
e) Homogeneizar a formulacdo em homogeneizador a alta pressao,
com 10 ciclos de 500 a 750 bar cada.
[0051]O processo de obtencdo das nanoestruturas lipidicas sélidas e
carreadores lipidicos nanoestruturados compreende as etapas de:
a) Dissolver a uma temperatura entre 30° C a 80° C:
i) de 2,0% p/p a 10,0% p/p de fase lipidica;
i) 1,0% p/p de fracdo de isoflavonas agliconas da soja, em
relacao a fase lipidica;
b) Dissolver em uma solugdo aquosa, com temperatura de 30° C a
80° C:
iii) de 1,0% p/p a 5,0% p/p de tensoativo;
¢) Adicionar a solucdo aquosa na solugao oleosa, sob agitacédo e com
temperatura de 30° C a 80° C;
d) Agitar no ultra-turrax, sob aquecimento de 30° C a 80° C, durante
periodo compreendido de 30 segundos a 5 minutos;
e) Homogeneizar a formulacdo em homogeneizador a alta pressao,
com 10 ciclos de 500 a 750 bar cada.

Formulacdes compreendendo os carreadores lipidicos

[0052]As formulagdes da presente invencdo sao formulagbes que
compreendem as nanoestruturas lipidicas, associadas a excipientes
adequados, Uteis nas areas alimentar, farmacéutica e cosmética.



15720

[0053]Os carreadores da presente invencdo podem estar sob a forma de
nanoemulsdes, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas ou carreadores
lipidicos nanoestruturados.

Caracterizacdo das nanoparticulas lipidicas:

[0054]A formagcdo de nanoparticulas foi primeiramente confirmada pela
evidéncia de carater homogéneo (sem separacdo de fases) e pela nao
ocorréncia de precipitados. A seguir, as formulacdes foram caracterizadas de
acordo com o diametro médio de goticula/particula, indice de polidispersao,
potencial zeta, e teor.

[0055]Determinacdo do didmetro de goticula/particula e do indice de
polidispersao (IPD):

[0056]As formulacOes foram caracterizadas através do espalhamento de luz
dindmico pela difusdo de raio laser monocromatico que atravessa a dispersao
coloidal. Essa determinacao foi realizada observando-se o espalhamento a
173° C apos diluicdo das amostras em agua purificada, previamente filtrada em
membrana de 0,22 um. Os resultados foram expressos como média de trés
determinagdes independentes.

Determinag&o do potencial zeta:

[0057]0 potencial zeta foi determinado através da mobilidade eletroforética das
goticulas. As medidas foram realizadas apds calibracdo com uma solucdo
padrdo a — 55 mV (latex poliestireno carboxilato). Todas as andlises foram
realizadas apds a diluicdo das amostras em agua purificada, previamente
filtrada em membrana de 0,22 um. Os resultados foram expressos como média
de trés determinagbes independentes.

Teor e taxa de associacao:

[0058]O teor de isoflavonas agliconas (expressos como somatdrio de
genisteina, gliciteina e daidzeina) foi efetuado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O método utilizado realiza a separagdo das isoflavonas em coluna
cromatografica Phenomenex RP-18 (Synergi fusion 150 x 4,6 mm diametro
interno; tamanho de particula 4 um), conectada a uma pré-coluna C18. A fase
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moével € constituida por uma Fase A (acetonitrila acidificada com acido
trifluroacético 0,01%) e uma Fase B (agua acidificada com &acido trifluroacético
0,1). A eluicao é realizada em um sistema gradiente de: 20 — 25% B (0 — 10
min), 25 —30% B (10 — 15 min), 30 — 35% B (15 — 23 min), 35 — 100% B (23 —
26 min), 20% B (26 — 30 min). O fluxo & mantido a 1,0 mL/min, com volume de
injecdo de 10 pL, detecgcdo a 260 nm e a temperatura da coluna é mantida a
40° C. O método foi validado conforme guias internacionais e apresentou-se
linear na faixa de 0,1 a 10 pg/mL, além de preciso e exato. Todos 0s
componentes das formulacbes foram avaliados para analise de especificidade,
e 0 método mostrou-se especifico para quantificacdo das isoflavonas agliconas
em todas as condi¢Oes avaliadas.

[0059]A taxa de associacao foi realizada através da ultrafiltracao/centrifugacao
das formulagdes e posterior avaliagdo de teor de isoflavonas presente na fase
aquosa inferior do ultrafiltrado. Para tanto uma amostra foi submetida ao
processo de filtracdo em membranas de ultrafiltracdo de 10 kDa durante 30
minutos de centrifugacado a uma for¢a de 5000 g.

Exemplo 1: Nanocarreador lipidico consistindo de uma nanoemulséo.
Composicao final:
[0060]Fase lipidica
a. 8,0% p/p Triglicerideos de cadeia média
b. 2,0% Lecitina de ovo

c. 1,0 mg/mL Fracéo de isoflavonas agliconas da soja

[0061]Fase aquosa
a. 1,0% de Polissorbato 80
Procedimento:

[0062]Primeiramente, os componentes da fase lipidica sdo pesados e
dissolvidos em etanol absoluto, com agitagdo constante. Os componentes da
fase aquosa sao pesados e dissolvidos em agua purificada, com agitacédo
constante. A proporgdo fase aquosa: fase organica deve ser 2:1. A fase
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organica € vertida lentamente com auxilio de uma seringa sobre a fase aquosa,
mantendo-se uma agitagdo constante durante 15 minutos. A formulagcao é rota
evaporada, para eliminacdo do solvente organico e até a reducao ao volume
final desejado. Ao final do processo, a formulacao é entdo homogeneizada em
homogeneizador a alta pressdo com 10 ciclos de 500 bar cada, a fim de manter
os didmetros de particula da fase oleosa o menor possivel e com menor indice
de polidisperséo.

[0063]Produto obtido: Nanoemulsao.

Resultados:

[0064] Tamanho: 166 nm

[0065]IPD: 0,10

[0066]Zeta: -30,1 mV

[0067]Teor: 0,92 mg/mL de isoflavonas agliconas totais, apresentando uma

taxa de associacao de 100%.

Exemplo 2: Nanocarreador lipidico consistindo de um lipossoma.

Composicéo:
[0068]Fase orgéanica

a. 2% p/p Fosfatidilcolina de ovo

b. 0,2 mg/mL Fracgdo de isoflavonas agliconas da soja
[0069]Fase aquosa

a. 1,0% p/p Polissorbato 80
Procedimento:

[0070]Primeiramente, os componentes da fase lipidica sdo pesados e
dissolvidos em etanol absoluto, com agitacdo constante. Os componentes da
fase aquosa sao pesados e dissolvidos em agua purificada, com agitacédo
constante. A proporgdo fase aquosa: fase organica deve ser 2:1. A fase
organica é vertida lentamente com auxilio de uma seringa sobre a fase aquosa,
mantendo-se uma agitagao constante durante 15 minutos. A formulacao é rota
evaporada, para eliminacao do solvente organico e até a redugao ao volume
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final desejado. Ao final do processo, a formulacao é entdo homogeneizada em
homogeneizador a alta pressao com 10 ciclos de 500 bar cada, a fim de manter
os didmetros de particula da fase oleosa o0 menor possivel e com menor indice
de polidispersao.

[0071]Produto obtido: Lipossoma.

Resultados:

[0072] Tamanho: 94 nm

[0073]IPD: 0,017

[0074]Zeta: -4,05 mV

[0075]Teor: 0,156 mg/mL de isoflavonas agliconas totais.

Exemplo 3: Nanocarreador lipidico consistindo de uma nanoparticula

lipidica sdlida.
Composicéo:
[0076]Fase organica

a. 2% p/p Monoestearato de glicerila

b. 0,2 mg/mL Fracdo de isoflavonas agliconas da soja
[0077]Fase aquosa

a. 1,0% p/p Polissorbato 80
Procedimento:

[0078]Primeiramente, os componentes da fase lipidica sdo pesados e
dissolvidos a uma temperatura de 80° C, com agitacdo constante. Os
componentes da fase aquosa sao pesados e dissolvidos para um volume final
de 100 mL de agua purificada, com agitacao constante a uma temperatura de
80° C. A fase aquosa é vertida sobre a fase lipidica, mantendo-se a
temperatura a 80° C e com agitagdo constante durante 15 minutos. A
formulacao é misturada em ultra-turrax durante 1 minuto, a uma velocidade de
13.500 rpm e temperatura de 80° C. Ao final do processo, a formulagao é entao
homogeneizada a quente em homogeneizador a alta pressdo com 10 ciclos de
750 bar cada, a fim de manter os didmetros de particula da fase oleosa o
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menor possivel e com menor indice de polidispersédo. O produto € deixado em
repouso a uma temperatura ambiente por no minimo 10 minutos.

[0079]Produto obtido: Nanoparticula lipidica sélida.

Resultados:

[0080] Tamanho: 396 nm

[0081]IPD: 0,60

[0082]Zeta: -22,20 mV

[0083] Teor: 0,166 mg/mL de isoflavonas agliconas totais.

Exemplo 4: Nanocarreador lipidico consistindo de um carreador lipidico

nanoestruturado.
Composicao:
[0084]Fase organica

a. 1,4% p/p Monoestearato de glicerila

b. 0,6% p/p Triglicerideos de cadeia média

c. 0,2 mg/mL Fracao de isoflavonas agliconas da soja
[0085]Fase aquosa

a. 1,0% p/p Polissorbato 80
Procedimento:

[0086]Primeiramente, os componentes da fase lipidica sdao pesados e
dissolvidos a uma temperatura de 80° C, com agitacdo constante. Os
componentes da fase aquosa séo pesados e dissolvidos para um volume final
de 100 mL de agua purificada, com agitacao constante a uma temperatura de
80° C. A fase aquosa € vertida sobre a fase lipidica, mantendo-se a
temperatura a 80° C e com agitacdo constante durante 15 minutos. A
formulagdo € misturada em ultra-turrax durante 1 minuto, a uma velocidade de
13.500 rpm e temperatura de 80° C. Ao final do processo, a formulagao é entao
homogeneizada a quente em homogeneizador a alta pressdo com 10 ciclos de

750 bar cada, a fim de manter os didmetros de particula da fase oleosa o
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menor possivel e com menor indice de polidispersédo. O produto € deixado em
repouso a uma temperatura ambiente por no minimo 10 minutos.

[0087]Produto obtido: Carreador lipidico nanoestruturado.

Resultados:

[0088] Tamanho: 220 nm

[0089]IPD: 0,451

[0090]Zeta: -13,36 mV

[0091]Teor: 0,156 mg/mL de isoflavonas agliconas totais.
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Reivindicacoes

1. Carreadores lipidicos de tamanho nanométrico caracterizados por
compreenderem uma fracdo enriquecida de isoflavonas agliconas da soja
incorporadas em carreadores lipidicos de tamanho nanométrico.
2. Carreadores lipidicos de acordo com a reivindicacao 1, caracterizados pelo
didametro de goticula/particula médio estar compreendido na faixa que vai de
0,01 a 1,0 micrébmetro.
3. Carreadores lipidicos, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizados pela
fracdo enriquecida de isoflavonas agliconas da soja compreender
majoritariamente daidzeina, genistéina e gliciteina.
4. Carreadores lipidicos, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1
a 3, caracterizados pela fracdo enriquecida de isoflavonas agliconas da soja
ser obtida a partir de extrato de soja com posterior etapas de hidrolise e
purificacao.
5. Carreadores lipidicos, de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes de 1
a 4, caracterizados pela fracdo enriquecida de isoflavonas agliconas da soja
ser obtida comercialmente.
6. Processo de produgdo de carreadores lipidicos caracterizado por
compreender etapas de:
a) Dissolver, em um solvente organico:
i) de 2,0% p/p a 10,0% p/p de fase lipidica;
i) 1,0% p/p de fracdo de isoflavonas agliconas da soja, em relacéo a
fase lipidica;
b) Dissolver, em uma solugcao aquosa,:
i) 1,0% p/p a 5,0% p/p de tensoativo;
c) Adicionar a solugao organica da etapa a) na solugao aquosa da etapa
b), sob agitacéao;
d) Evaporar o solvente organico; e
e) Homogeneizar a formulacdo em homogeneizador a alta presséo, com
10 ciclos de 500 a 750 bar cada.
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7. Processo de producdo de carreadores lipidicos caracterizado por
compreender as etapas de:
a) Dissolver a uma temperatura entre 30° C a 80° C,:
i) de 2,0% p/p a 10,0% p/p de fase lipidica;
ii) 1,0% p/p de fracdo de isoflavonas agliconas da soja, em relacéo a
fase lipidica;
b) Dissolver, em uma solu¢ao aquosa, com temperatura de 30° C a 80° C:
iii) de 1,0% p/p a 5% p/p de tensoativo;
c) Adicionar a solugao aquosa da etapa a) na solucéo oleosa da etapa b),
sob agitacao e com temperatura de 30° C a 80° C;
d) Agitar no ultra-turrax, sob aguecimento de 30° C a 80° C, durante
periodo compreendido de 30 segundos a 5 minutos; e
e) Homogeneizar a formulacdo em homogeneizador a alta pressédo, com
10 ciclos de 500 a 750 bar cada.
8. Processo de producdo, de acordo com as reivindicacbes 6 ou 7,
caracterizado pela fracdo de isoflavonas agliconas da soja compreender
daidzeina, genistéina e gliciteina.
9. Processo de producgéo, de acordo com a reivindicacao 8, caracterizado pela
fracdo de isoflavonas agliconas da soja compreender uma faixa de
concentracéo de 0,2 a 1,0 mg/mL.
10. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado
pela fracdo de isoflavonas agliconas da soja ser obtida a partir de extrato de
soja com posterior etapas de hidrélise e purificagéo.
11. Processo de produgéo, de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado
pela fracao de isoflavonas agliconas da soja ser obtida comercialmente.
12. Processo de producdo, de acordo com as reivindicagcbes 6 ou 7,
caracterizado pelo solvente organico ser escolhido do grupo que compreende
solventes organicos polares préticos, solventes organicos polares apréticos e

mistura dos mesmos.
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13. Processo de producgdo, de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado
pelo solvente organico polar protico ser etanol, e o solvente orgénico polar
aprotico ser acetona.

14. Processo de producdo, de acordo com as reivindicagcbes 6 ou 7,
caracterizado pela fase lipidica compreender de 2,0% p/p a 10,0% p/p de
lipideos solidos, liquidos e/ou mistura dos mesmos

15. Processo de producao, de acordo com a reivindicacao 14, caracterizado
pela fase lipidica ser escolhida do grupo que compreende:

a) lipideos sélidos tais como triestearina, tricaprina, trilaurina, trimiristina,
tripalmitina, acido estearico, alcool cetilico, alcool estearilico, mateiga de cacau,
cera de carnauba, cera de abelhas, palmitato de cetila, monoestearato de
glicerila, behenato de glicerila, palmitoestearato de glicerila, tripalmitato de
glicerila, trimiristato de glicerila, triestearato de glicerila e/ou mistura destes;

b) lipideos liquidos tais como oleato de decila, isohexadecano, ésteres
do &cido estearico e/ou oléico, etanolamida de acido graxo de coco, 6leos
naturais, como o 6leo de milho, amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool
graxo, parafina, triglicerideos de cadeia média, palmitatos, miristatos e
octildodecanol; e

c) tensoativos lipofilicos tais como lecitinas e fosfolipideos e/ou mistura
dos mesmos.

16. Processo de producdo, de acordo com as reivindicagbes 6 ou 7,
caracterizado pela fase aquosa compreender de 1,0% p/p a 5,0% p/p de
tensoativo hidrofilico.

17. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado
pelo tensoativo hidrofilico ser escolhido do grupo que compreende
polissorbatos, monoestearatos de sorbitano, colato de so6dio, deoxicolato de
sodio, glicolato de sddio, poloxameros, taurocolato de soédio, taureodexicolato
de sodio, e/ou mistura destes.

18. Formulagdo compreendendo carreadores lipidicos caracterizada pelo
carreador lipidico ser conforme definido nas reivindicagbes 1 a 5.
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Resumo

CARREADORES LIPIDICOS DE TAMANHO NANOMETRICO COMPREENDENDO FRACAO
ENRIQUECIDA DE ISOFLAVONAS AGLICONAS DA SOJA, PROCESSO DE OBTENGAO DOS
MESMOS E FORMULAGCOES COMPREENDENDO OS MESMOS

A presente invencdo descreve carreadores lipidicos de didmetro médio
de goticula/particula inferior a 1,0 micrémetro compreendendo uma fracao
enriquecida de isoflavonas agliconas da soja para uso alimentar, farmacéutico
e/ou cosmético. A presente invencao também descreve 0s processos de
obtencdo das nanoestruturas por processo de mistura de uma fase organica e
uma fase oleosa sob agitacdo, com posterior evaporagao do solvente organico,
e etapa final de homogeneizacdo a alta pressao. As formulagdes compreendem
tais nanoemulsées, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas ou carreadores
lipidicos nanoestruturados.
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