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USO. A presente invenc¢do descreve uma composi¢céo polimérica nanoestruturada a base de poli(acido
latico-coacido glicdlico) (PLGA) contendo fingolimode (FTY720) e sua aplicagdo no tratamento da
COVID-19. A composicédo é preparada através de um protocolo de emulsé@o simples, na presenca do
tensoativo Pluronic® 127. Por conta da sua composi¢cdo inédita, compreendendo PLGA 15:85 e
Pluronic® 127, a composicao polimérica nanoestruturada aqui descrita apresenta um perfil de liberacéo
do fingolimode que é minimizado em pH fisioldgico e acelerado em pH acidificado, o que tende a
favorecer a liberacdo do farmaco em tecidos inflamados (portanto, tecidos alvo). Adicionalmente, a
composicdo nanoestruturada ora descrita ressalta significativamente um efeito anti-SARS-CoV-2 do
fingolimode.
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COMPOSIGAO POLIMERICA NANOESTRUTURADA CONTENDO FINGOLIMODE
E USO

CAMPO DA INVENCAO

[1] A presente 1invencdo pertence ao campo das
ciéncias farmacéuticas e da nanotecnologia, posto que se
refere ao desenvolvimento de uma composicdo nanoestruturada
polimérica que contém o féarmaco fingolimode  (FTY720)
encapsulado para entrega e aumento da atividade contra a
COVID-19. Além da composicdo nanoestruturada polimérica
contendo fingolimode, o uso de tal composicdo no tratamento

de Covid-19 também é aqui descrito.

FUNDAMENTOS DA INVENGCAO

[2] Terapias baseadas em sistemas nanoestruturados
sdo estratégias promissoras capazes de superar diversas
limitacdes impostas pelos sistemas bioldgicos aos farmacos.
Algumas propriedades fisico-quimicas dos féarmacos, como
baixa solubilidade e baixa biodisponibilidade, podem ser
melhoradas através da nanoencapsulacdo. A modulacdo das
propriedades fisico-quimicas e do perfil de liberacdo dessas
moléculas deve melhorar sua performance no sistema bioldgico,
bem como suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas (Chauhan et al. 2020).

[3] Os nanocarreadores, por seu tamanho, podem ainda
permanecer na circulacdo sistémica por periodos prolongados,
contornar a captacdo por moléculas do sistema imunoldgico
e/ou escapar da depuracdo renal e hepatica. As reduzidas
dimensdes dos sistemas contribuem para o aumento no tempo de
retencdo e acumulo do farmaco no local de acgdo ou absorcéao,
além de influenciar os perfis de distribuicdo, destino
bioldbgico, toxicidade, e na capacidade de direcionamento

para alvos especificos. Todas essas caracteristicas
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associadas a capacidade de vetorizacdo sitio-especifica do
farmaco e o controle das suas taxas de liberacdo e degradacéo
melhoram a performance do farmaco e reduzem os efeitos
colaterais sistémicos (Luo et al. 2014, Kumari et al. 2015).
[4] As nanoparticulas poliméricas ocupam uma posicao
de destaque entre os sistemas de liberacdo de farmacos
atualmente disponiveis, devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade, em condicdes

biolégicas (Banerjee et al., 2017).

[5] Atualmente, existe ampla variedade de polimeros
naturais e sintéticos utilizados na producéao de
nanocarreadores para a entrega de farmacos. Dentre os
polimeros sintéticos, o poli (dcido latico-co-acido
glicélico) (PLGA), aprovado pela FDA, tem sido amplamente

utilizado para aplicacdes (bio)médicas (Kamaly et al. 2016).
[6] Fingolimod (FTY720), um fdrmaco imunossupressor
comercializado sob a marca comercial Gilenya® (Novartis), é
um andlogo de esfingosina 1 fosfato (S1P, do inglés
sphingosine 1 phosphate), que Jj& possul uso bem estabelecido
na terapia imunoldbgica da esclerose multipla. 0
imunomodulador atua ligando-se aos receptores S1P nos
linfbécitos, que promove a internalizagcdo e retencdo de
linfécitos nos 6brgdos linfoides, desencadeando uma
linfopenia no compartimento de células T do sangue periférico.
[7] As implicagdes do FTY720 na COVID-19 tém sido
bastante satisfatérias. Foerch et al. (2020) relataram que
o FTY720 tem demonstrado uma melhora na integridade das
células endoteliais do pulmdo de pacientes portadores da
doenca, além de atuar no controle da liberacdo exacerbada de
citocinas (Foerch et al., 2020). Gomez-Mayordomo et al.
(2021) relataram que a retirada de FTY720 de paciente com
sintomas leves de COVID-19, em tratamento continuo, resultou

em sintomas exacerbados, o que sugere o potencial do farmaco
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em reduzir os efeitos desta doenca (Gomez-Mayordomo et al.,
2021) .

[8] Recentemente, Risner et al. (2020) demonstraram
através de estudos em células VeroCCL81l infectadas com o
virus causador da COVID-19, SARS-COV-2, que o tratamento com
FTY720 levou a reducdo da replicacédo viral, reforcando mais
uma vez o potencial deste farmaco ndo apenas contra os
sintomas da doenca, mas também contra seu agente etioldgico
(Risner et al., 2020). Tais resultados sugerem que o FTY720
pode contribuir significativamente para a reducdo da
mortalidade decorrente da COVID-19.

[9] Neste contexto, a presente invencdo teve como
avanco a unido entre a terapia convencional e a
nanotecnologia, para a obtencao de um sistema
nanoestruturado de entrega de fadrmaco. Esse sistema foi
sintetizado através da técnica de emulsdo simples seguida de
evaporacdo de solvente.

[10] Técnicas de caracterizacdo indicaram que as
nanoplataformas produzidas apresentam cerca de 150 nm de
diémetro e uma alta eficiéncia de encapsulacdo de FTY720 (=
90%) . Ensaios in vitro mostraram que o sistema foli capaz de
ser internalizado por células VeroCCL81 e Calu-3
apresentando ainda excelente atividade anti-SARS-COV-2

quando comparado a atividade exercida pelo FTY720 livre.

ESTADO DA TECNICA

[11] Outros grupos de pesquisa Jja desenvolveram
diferentes tipos de sistemas nanocestruturados contendo
FTY720. As nanoparticulas destes sistemas s&o compostas por
diferentes materiais, dentre eles: lipossomos, silica,
grafeno, selénio e poliméricas (De Mendoza et al., 2015;
Masoudipour et al., 2018; Niemela et al., 2020; J. Wang et
al., 2015; Zou et al., 2021).
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[12] Dentre as particulas poliméricas, foram
encontrados Sistemas nanoestruturados compostos por
quitosana, policaprolactona, poli(adcido 3 hidroxibutirico)

e PLGA (Alshaker et al., 2017; Puhl et al., 2020; Rezaie
Shirmard et al., 2020; Sardoiwala et al., 2021; J. Wang et
al., 2015). Alshaker et al. (2017) desenvolveram um sistema
nanoestruturado polimérico gque consiste em particulas de
PLGA funcionalizadas com FTY720 e o quimioteréapico docetaxel,
para o tratamento de céncer de mama (Alshaker et al., 2017).

Neste trabalho, os autores inicialmente funcionalizaram os
farmacos covalentemente as cadeias de PLGA e, posteriormente,
sintetizaram as particulas poliméricas contendo os farmacos
pela técnica de emulsdo simples seguida de evaporacdo de
solvente. Andlises bioldégicas in vivo mostraram que O sistema
desenvolvido apresenta vantagens COomo maior
biocompatibilidade e reduzidos efeitos adversos induzidos
pelo FTY720.

[13] Wang et al. (2017) desenvolveram um sistema
polimérico hibrido, composto de PLGA e lipideo, para entrega
de FTY720 e docetaxel, no tratamento de céncer de prébstata
(Q. Wang et al., 2017). Neste sistema, o FTY720 foi
incorporado a um filme lipidico e, posteriormente, extrusado
com nanoparticulas de PLGA contendo docetaxel. Os dados
reportados pelos autores reforgcam que as nanoestruturas
aumentam a seguranca e eficadcia do FTY720 comparado com a
administracdo da sua forma livre.

[14] Recentemente, Zeraatpisheh et al. (2021)

desenvolveram um sistema nanoestruturado polimérico para
entrega de FTY720 para o tratamento de lesdes da medula
espinhal (Zeraatpisheh et al., 2021). Neste trabalho,

nanoparticulas contendo FTY720 encapsulado com PLGA 50:50
foram sintetizados pela técnica de emulsdo simples seguida
de evaporacdo de solvente, na presenca do tensoativo

polivinil &lcool (PVA).
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[15] As nanoparticulas de Zeraatpisheh et al. (2021)
apresentaram tamanhos médios de aproximadamente 220 nm e
potencial zeta de 2 mV. Os autores reportaram uma eficiéncia
de encapsulamento de FTY720 nas particulas de PLGA de 90% e
liberacdo de aproximadamente 40% do farmaco apds 24 horas em
pH 7,4. A administracdo do sistema nanoestruturado em modelo
animal foi realizada via injecdo intratraqueal, e para isso,
as nanoparticulas foram incorporadas a um hidrogel. O sistema
se mostrou muito promissor para o avanco no tratamento de
lesdes na medula espinhal.

[16] No entanto, a composicdo da presente invencéo,
genericamente referida por NP@FTY720, apresenta perfil de
liberacdo do FTY720 e atividade bioldégica antiviral inéditas
perante as nanoparticulas contendo FTY720 j& descritas. A
composicdo nanoestruturada ora descrita, a base de PLGA 15:85
e preparada na presenca do tensocativo Pluronic® F127, libera
o FTY720 de maneira mais lenta em pH 7,4 (20% do féarmaco
apds 24 horas) e mais acelerada em ambientes acidificados
(100% do farmaco apds 24 horas em pH 5,0).

[17] O perfil de liberacdo do FTY720 a partir da
composicdo NP@FTY720, que é dependente de pH, proporciona
maior disponibilidade do farmaco em compartimentos
bioldégicos que sofrem de uma inflamacdo (e.g. por infeccéo
de SARS-CoV2) - mails &cidos - favorecendo a eficacia e
reduzindo a acdo indesejada do farmaco em tecidos sadios
(geralmente em pH prédximo de 7,4).

[18] Adicionalmente, a composigdao de NPEFTY720
propicia ao FTY720 um efeito antiviral contra SARS-CoV2,
demonstrado aqui de maneira inédita. Desta feita, a presente
invencdo fornece um perfil de liberacdo do FTY720 mais
direcionado a tecidos alvo e favorece um efeito anti- SARS-
CoV2 do féarmaco; caracteristicas que, tomadas em conjunto,

resultam numa acdo sinérgica no tratamento da COVID-19.
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Tabela 1: Comparacdo das

principais

caracteristicas

das

NP@FTY720 com as nanoparticulas dos documentos do estado da

técnica.
Atividade
Ref Formulacio Diametro | Potencial Estudo anti-
. ¢ (nm) zeta (mV) | liberacdo |SARS-CoV-
2
100% de
PLGA [15:85] liberacao
e apds 24 h
Polivinil (pH 5) ICe, =
NP@FTY720 4lcool (PVA) |149 + 11 |+14 P~ 50
. 20 % de| 0.05 uM
Pluronic 127 . -
Fingolimod liberacdo
g apds 24h
(pH 7.4)
PLGA [50:30] +40%  de
Zeraatpisheh Polivinil liberacéao
5 . + . -
et al., 2021 | 3tco0l (PVA) |225.5 2 apés 24h
(1%) (pH 7.4)
Fingolimod
PLGA
Polivinil 100% de
Q. Wang et | &lcool (PVA) 88.4 ] 299 liberacéao _
al., 2017 Fosfolipidios [ 1.7 ’ apbés 192
Fingolimod h (pH 5)
Docetaxel
iifﬁvinil 525 de
Alshaker et ilcool (PVA) 91.51 +| _ 14 .0 liberacéo :
al., 2017 , . 1.37 : apbdés 24 h
Fingolimod (pH 5)
Docetaxel P
BREVE DESCRICAO DA INVENCAO
[19] A presente invencdo fornece uma composicédo
polimérica nanoestruturada contendo fingolimode (FTY720),

encapsulado em particulas de

glicdélico) (PLGA)

de Pluronic® 127.

compreende 5 a 15 mg de PLGA 15:85,

poli (Acido

Em uma modalidade preferida,

127 e 1 mg de cloridrato de fingolimode.

[20] Em modalidades

particulares

da

nanoestruturada polimérica contendo fingolimode,

latico-co-acido
preparadas por emulsdo simples na presenca
a composigdao

20 a 40 mg de Pluronic®

composigdo

o tamanho

médio de particulas da composicdo estd entre 100 e 200 nm,

com um indice de polidisperséo
[21]
da descrita

ora composicao
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contendo fingolimode na produgcdo de um medicamento para
tratamento da infecc¢do causada pelo virus SARS-CoVZ2,
conhecida por COVID-19.

[22] Finalmente, uma outra modalidade da invencéo
compreende um método de tratar COVID-19 através da
administracdo de uma quantidade eficaz da composicédo
nanoestruturada polimérica contendo fingolimode a um

individuo infectado com SARS-CoV2.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[23] Para auxiliar na identificacdo das principais
caracteristicas da presente invencdo, sdo apresentadas as
seguintes figuras:

[24] A Figura 1 ilustra a caracterizacgéo da
nanoplataforma NP@FTY720. Caracterizacdo morfoldégica de
NP@FTY720 e NP vazia por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) .

[25] A Figqgura 2 ilustra a estabilidade a longo prazo
dos nanossistemas desenvolvidos em termos de tamanho (nm),
PDI e ZP (mV). A) NPs vazias e (B) NPQFTY720. As diferencas
ao longo do tempo foram consideradas estatisticamente
significativas P < 0,05 (**).

[26] A Figura 3 ilustra a liberacdo de FTY720 do

sistema de nanoestrutura. Perfil de liberacdo de FTY720 de

NPQ@FTY720 em um tampdo de fosfato com pH = 7,4 e um meio
acetato com pH = 5,0. Os dados mostram a média de trés
medidas independentes (n = 3) * DP.

[27] A Figura 4 ilustra o perfil de citotoxicidade de

FTY720, NPQ@FTY720 e NPs vazias. A) células HepaRG apds 24h
de incubacdo. B) células HepaRG apds 48h de incubacédo. C)
células A549 apdbds 24h de incubacdo. D) células A549 apds 48h
de incubacdo. Média + DP de trés experimentos independentes
em triplicata. Os asteriscos indicam uma diferenca em relacéo

ao controle (*P < 0,5 e ***p < (0,001).
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[28] A Figura 5 ilustra os perfis de citotoxicidade
de FTY720, NP@FTY720 e NPs vazias em células VeroCCL81l. A)
24, B) 48 e C) 72h. Média + DP de trés experimentos
independentes em triplicata. Os asteriscos indicam uma
diferenca em relacdo ao controle (*P < 0,5 e ***p < (0,001).
[29] A Figura o ilustra a internalizacéo de
NP@FTY720-Di0O em células VeroCCL81 por citometria de fluxo
e microscopia confocal. A) Cinética de internalizacdo de
5x10° particulas/mL em células VeroCCL81. As células foram
incubadas por diferentes tempos e processadas para
citometria de fluxo pela qual a intensidade fluorescente de
NP@FTY720-DiO foi obtida. Os resultados expressam a média
geométrica da intensidade de fluorescéncia e representam a
média + DP de trés réplicas independentes. B) As células
VeroCCL81 foram tratadas com diferentes inibidores
farmacoldgicos da endocitose antes da incubacdo com 5x10°
particulas/mL por 4h na presenca dos 1inibidores. Os
resultados expressam a média geométrica da intensidade de
fluorescéncia e representam a média * DP de trés réplicas
independentes. C) Imagens adquiridas com um microscdpio
confocal a laser e Coeficiente de Pearson (PCC) mostrando a

colocalizacdo intracelular de NPQEFTY720-DiO com lisossomos

apos células VeroCCL81 serem incubadas com 5x10°
particulas/mL por 4h. Barra de escala = 50 nm.
[30] A Figura 7 ilustra a atividade antiviral de

NP@FTY720. A) Producdo de RNA viral de SARS-CoV-2 em células
VeroCCL81. Os titulos virais foram quantificados via RT-gPCR
72h pdés-infecgcdo na presenca de diluicdes seriadas duplas de
FTY720, NPE@FTY720 ou NP vazias. Dados representam médias =
DP de quatro replicatas independentes em dois experimentos
bioldgicos. B) Efeitos de FTY720, NPWEFTY720 ou atividade de
NP wvazia no efeito citopatico induzido por SARS-CoV-2 em
células VeroCCL81l. A inibicdo de CPE foi avaliada 72h apés

a infeccdo na presenca de diluigcbes em série de FTY720,
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NPEFTY720, ou NP wvazias, wusando CellTiter-Glo. Os dados
individuais representam a média * DP de trés réplicas

independentes em dois experimentos bioldgicos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[31] A menos que especificado de maneira distinta, os
termos usados ao longo deste relatdério descritivo tém seus
significados comuns na técnica, dentro do contexto da
divulgacdo e no contexto especifico em que cada termo é usado.
Certos termos que sdo usados para descrever a divulgacdo sédo
discutidos abaixo, ou em outro lugar na especificac¢do, para
fornecer orientacdo adicional ao profissional em relacido a
descricdo da divulgacdo. As publicacdes aqui citadas e o
material para o qual sdo citados sdo especificamente
incorporados por referéncia em sua totalidade.

[32] Serd apreciado que a mesma coisa pode ser dita
de maneiras distintas. Consequentemente, linguagem
alternativa e sindnimos podem ser usados para qualguer um ou
mais dos termos aqui discutidos. Nenhum significado especial
deve ser colocado sobre se um termo é elaborado ou discutido
aqui. Sinbnimos para certos termos sdo fornecidos, mas a
exemplificacdo de alguns sindnimos ndo exclui o potencial
uso de outros porventura ndo listados aqui.

[33] A invencdo fornece uma composicdo polimérica
nanoestruturada compreendendo fingolimode (2-amino-2-[2-(4-
octilfenil)etil]propano-1,3-dio) (FTY720) encapsulado por
uma camada composta do polimero poli(dcido latico-co-acido
glicdlico) (PLGA) na presenca do tensocativo ndo 1dénico
Pluronic® 127 (2-[2-(2-hidroxietoxi)propoxi]etanol. Tal
composicdo serd genericamente referida por NPEFTY720.

[34] Conforme empregado nesta invencdo, as expressdes
“composicdo polimérica nancestruturada” ou “plataforma
polimérica nanoestruturada” denotam particulas poliméricas
de estrutura formada por um ou mais polimeros

farmaceuticamente aceitédveis, naturais ou sintéticos, na
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presengca de um ou mails tensoativos farmaceuticamente
aceitaveis, cujo diédmetro particular médio é inferior a 1000
nanbémetros (nm), conforme medido por técnicas convencionais
de medigcdo de tamanho de particula bem conhecidas daqueles
versados na técnica, como, por exemplo, difracdo a laser ou
espalhamento dindmico de luz.

[35] Em algumas modalidades da invencdo, a NP@FTY720
tem tamanho de particula médio, denotado pelo dié&metro
hidrodindmico médio (DMH), medido por espalhamento dindmico
de luz, igual ou inferior a cerca de 200 nm. Em formas de
realizacdo da invencdo, o DHM é de cerca de 100 a cerca de
199 nm. Em uma forma preferencial da invencédo, o DHM do
NP@FTY720 é de cerca de 150 nm.

[36] Conforme aqui wutilizado, o termo “tensoativo
farmaceuticamente aceitéavel” denota uma substancia
farmaceuticamente aceitdvel, ou uma combinacdo das mesmas,
que reduz a tensdo superficial de um liquido e diminui a
tensdo interfacial entre dois 1liquidos. Tensoativos sé&o
geralmente compostos orgédnicos que sdo anfipaticos, o que
significa que eles contém grupos hidrofdbicos (suas
"caudas") e grupos hidrofilicos (suas "cabecas"). Portanto,
eles sdo tipicamente moderadamente solUveis em solventes
orgdnicos e &agua.

[37] Um tensoativo pode ser classificado pela
presenca ou auséncia de grupos formalmente carregados em sua
cabeca. Um tensoativo ndo i1énico ndo possuli grupos de carga
em sua cabeca. A cabeca de um tensoativo idnico carrega uma
carga ligquida, se a carga for negativa, o tensoativo &
anidénico; se a carga for positiva, é catidnica, se contiver
uma cabeca com dois grupos de cargas opostas, é zwitteridnica
[38] Tensoativos aplicaveis no contexto da invencéo
incluem Pluronic® 127, monooleato de polioxietileno

sorbitano (polissorbato 40 ou Tween 40), Tween 80 Pluronic®
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F68 e alcool polivinilico (PVA) . Um tensoativo
particularmente relevante a invencdo é Pluronic® 127.

[39] A composicdo NP@FTY720 pode ser preparada, por
exemplo, através de um método de emulsionamento simples,

conforme ja estabelecido por Ferreira et al (2020). Neste
protocolo, uma fase orgédnica, contendo o polimero PLGA e o
farmaco fingolimode, é adicionada a uma fase aquosa, contendo
O tensoativo ndo ibénico Plurdnic® 127, e a mistura é
posteriormente emulsionada.

[40] A fase orgdnica pode ser preparada pela mistura
de 5 a 15 mg de PLGA e de 1 mg de Fingolimod, previamente
solubilizado em um solvente orgédnico farmaceuticamente
aceitavel (e.g. etanol), em diclorometano. A fase aquosa
pode ser obtida pela dissolucdo de 20 a 40 mg de Pluronic®
127 em agua purificada.

[41] A preparacéo da composicéao polimérica
nanoestruturada é finalizada pela exposicdo da fase orgénica,
dentro da fase aquosa, a pulsos de ultrassom, seguida de
agitacdo magnética para evaporacdo dos solventes organicos.

[42] Em uma modalidade, a invencdo prevé composicdes
farmacéuticas compreendendo  NP@FTY720 e um ou mais
excipientes farmaceuticamente aceitaveis. Tais composicdes
podem ser preparadas e formuladas empregando métodos e
excipientes convencionais, tais como divulgados, por exemplo,
nas Farmacopeias Britdnica, Europeia e dos Estados Unidos,

Remington's Pharmaceutical Sciences (REMINGTON; GENNARO,

1990), Martindale: The Extra Pharmacopoeia (MARTINDALE;

RAYNOLDS, 1996) e em Prista's Pharmaceutical technology
(PRISTA et al., 1996).

[43] Em uma modalidade adicional, a invencdo fornece
0 uso do NPQ@FTY720 para preparar medicamento para tratar uma
infeccdo causada por SARS-CoV-2, também conhecida por COVID-
19.
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[44] Conforme aqui empregado, o termo "tratar" inclui
extinguir, inibir substancialmente, retardar ou reverter a
progresséo de uma doenca ou disturbio, melhorar
substancialmente os sintomas c¢linicos de uma doenca ou
disttirbio ou prevenir substancialmente o aparecimento de
sintomas clinicos de uma doenca ou disturbio.

[45] Em outra modalidade da invencédo, é fornecido um
método de tratamento de um mamifero compreendendo a
administracdo ao mamifero com necessidade de tratamento de
uma quantidade terapeuticamente eficaz do NP@E@FTY720 ou da
composicdo farmacéutica que o compreende, conforme descritos
acima. Em modalidades preferenciais, o mamifero é um paciente
humano que necessita de tratamento para uma infeccdo por
SARS-CoV-2.

[46] Conforme empregado aqui, o) termo
"terapeuticamente eficaz" denota a uma quantidade eficaz de
um principio ativo (e.g. fingolimode) para alcancar um efeito
clinico desejado. Uma quantidade terapeuticamente eficaz
varia com a natureza da condigdo a ser tratada, o periodo de
tempo em que a atividade é desejada e a idade e a condicéao
do sujeito e, em Ultima andlise, ¢é determinada pelo
profissional de saude.

[47] Os exemplos a seguir pretendem ser puramente
exemplificativos da invencdo. S3do apresentados de modo a
fornecer ao técnico no assunto descrigcdo completa de como
sdo preparados, avaliados e empregados o SLN desta invencdo.
Um técnico no assunto, a luz da presente divulgacéao,
reconhecerd que muitas alteracdes podem ser feitas nas
modalidades especificas que sdo divulgadas e, ainda assim,
obter um resultado semelhante ou equivalente sem se afastar

do espirito e do escopo da invencdo.

EXEMPLOS DE CONCRETIZACOES
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Exemplo 1: Preparo e caracterizagdo de NPQ@FTY720 -

Desenvolvimento e otimizacéo

Desenvolvimento e otimizacdo de uma composigcdo polimérica

nanoestruturada contendo Fingolimode (FTY720)

[48] A condicdo 1 de nanoprecipitacdo testada foi:
Fase orgdnica - 1 mL acetona, PLGA (85:15) 15 mg, FTY720 2
mg; Fase aquosa: tensoativo ndo ibnico Pluronic® 127 (que
possui EHL préximo ao PVA) - 25 mg, agua purificada 2 mL.
[49] O gotejamento da fase orgdnica na aquosa foi
realizado utilizando seringa de 3 mL acoplada a agulha
hipodérmica BD 1,60x40, 1000 rpm de agitacdo magnética,
temperatura de 40°C. O resultado foi a formacdo parcial de
nanoparticulas e de precipitado de polimero no fundo do
frasco.

[50] Posteriormente, na condicéao 2 de
nanoprecipitacdo os mesmos parametros da condicdo 1 foram
testados, com um PLGA menos hidrofdébico (PLGA 50:50). O
resultado foi a formacdo de um grande precipitado de polimero
no fundo do frasco.

[51] Para condigdo 3 de nanoprecipitacdo, retornaram-
se as condicdes testadas inicialmente (condicéo 1)
aumentando agora a concentracdo de tensoativo de 25 mg para
50 mg (aumento 2x). O resultado foi novamente a formacgdo
parcial de nanoparticulas e de um pequeno precipitado de
polimero no fundo do frasco.

[52] Considerando os resultados obtidos até o}
presente momento, tentou-se sintetizar a particula branca
(sem a ©presenca do FTY720) em todas as condicgdes
anteriormente testadas e observou-se a manutencdo da
formacdo de precipitado o que levou a conclusdo de que o
PLGA utilizado ou o tenscativo selecionado poderiam ser o

problema.
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[53] Na condicdo 4 de nanoprecipitacdo, foi testada
Fase orgdnica - 1 mL acetona, PLGA (85:15) 10 mg
(concentracéao reduzida), FTY720 1 mg (metade da

concentracédo); Fase aquosa: Pluronic® 127 (que possui EHL
préximo ao PVA) - 30 mg, &gua purificada 2 mL. Todas as
demais condig¢des iguais a condicdo inicial. Como resultado
observou-se que a precipitacdo de polimero parecia ter
diminuido.

[54] A  sequir, foi avaliada a manutencdo dos
pardmetros acima, variando a aplicacdo de diferentes
tensocativos: PVA (EHL 18), Tween 80 (EHL 15), Pluronic® F68
(EHL 29), Tween 40 (EHL 15.6). Todas as condicdes testadas
resultaram na formacdo de polimero precipitado e com esse
dado, sendo concluido que possivelmente o) uso de
nanoprecipitagdo para o preparo desses nanossistemas ndao
seria possivel. Passou-se entdo para a possibilidade do uso
de emulsdo simples.

[55] Para a condicdo 1 de emulsdo, testou-se Fase
orgédnica — 900 pL de diclorometano DCM (para este caso existe
a necessidade de um solvente orgdnico ndo miscivel com a
agua), PLGA (85:15) 10 mg previamente solubilizado em 100 uL
de etanol, FTY720 1 mg; Fase aquosa: Pluronic® 127 25 mg,
dgua purificada 2 mL. E a emulsdo de fase orgdnica em fase
aquosa foil realizada em sonicador, amplitude de 20W, tempo
de processo de 1:30 min sendo sonicacgdo no modo pulso (1 min
de sonicacdo com descanso de 30 segundos), sob banho de gelo.
Para essa condig¢do, ndo observamos a formacdo de precipitado.
[56] O refinamento da formulacdo foi feito utilizando
planejamento fatorial. Foram testadas 3 diferentes varidveis
em 3 niveis (Surfactantes: Tween 80, Pluronic® 127 e
Pluronic® F68; Concentracdo de PLGA: 5, 10 e 15 mg e a razéo
entre fase aquosa e fase orgénica: 1,33, 2 ou 4. Os

resultados foram avaliados em termos de tamanho das
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nanoparticulas, polidispersidade dos sistemas e potencial
zeta (Tabela 1).

Tabela 1: Condicgdes avaliadas para o desenvolvimento
otimizado de NPW@FTY720 utilizando a ferramenta estatistica

planejamento fatorial.

Variaveis codificadas Resultados
EHL Surfactante [] PLGA Rafé’ , o’;ase Ta:‘l‘lamn)m PDI ;ZE:“‘;;;‘,}
1 1,00000 1,00000 1,00000 171,14 0,132 13,1
2 -1,00000 -1,00000 -1,00000 152 0,314 9,78
3 0,00000 -1,00000 1,00000 142,7 0,188 17,4
4 1,00000 -1,00000 0,00000 156,3 0,179 14,2
5 -1,00000 1,00000 0,00000 162,7 0,156 32
6 0,00000 0,00000 0,00000 193,7 0,201 5,07
7 0,00000 1,00000 -1,00000 217,1 0,3 23,5
8 -1,00000 0,00000 1,00000 132,7 0,194 27,2
9 1,00000 0,00000 -1,00000 177,8 0,211 14
[57] O tratamento dos dados utilizando o software

STATISTICA 10, mostrou que dentre as varidveis selecionadas,
nenhuma delas foi significativa para a resposta tamanho, PDI
e potencial zeta (Figura 1). Desta maneira, analisando os
dados obtidos na tabela 1 de maneira empirica, selecionamos
a condicdo 4 como a melhor opgdo para o desenvolvimento de
NPAFTY720. Portanto, a condig¢do final de preparo do sistema

estd descrita abaixo de maneira detalhada.

Sintese de NPE@FTY720

[58] Preparo da fase orgénica: PLGA 15:85 (5-10 mg),

Fingolimod 1 mg previamente solubilizado em 100 pL de etanol,
diclorometano (DCM) 1400 uL. Para solubilizar o PLGA em DCM
utilizamos equipamento vértex.

[59] Preparo da fase aquosa: tensoativo ndo idénico

Pluronic® 127 - 30 mg, &gua purificada 2 mL.

[60] Para o preparo da emulséo, utilizamos a
sonicacdo da fase orgénica dentro da fase aquosa utilizando
uma seringa (5 mL) acoplada a uma agulha BD® 0,70 x 30 mm.

A emulsificacdo foi realizada por 1,5 min de sonicacéo
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(Branson Digital Sonifier, México) aplicando o modo de pulso
de 1 min ligado e 30 s desligado, amplitude de 20% em banho
de gelo. A emulsdo resultante foi evaporada sob agitacédo
magnética para remover o solvente orgadnico. Em seguida, as
NPQ@FTY720 foram lavadas com Amicon® 100-kDa cut off e
armazenadas para posterior caracterizacdo. NP vazias (sem
FTY720) foram produzidas seguindo o procedimento descrito
acima para fins comparativos.

[61] Para os estudos de internalizacdo, 2 mg/mL de
solucdo de perclorato de 3,3'-dioctadeciloxcarbocianina (DiO,
Sigma-Aldrich) em etanol (10 uL) foram adicionados a fase
orgénica antes do procedimento de sonicacdo. Depois, a
formulacdo foi centrifugada a 10.000 g, 10 min (Eppendorf
Centrifuge 5804R, Alemanha). As NP foram ainda redispersas
em PBS 1 x e dialisadas 24 h usando tubos de dialise de

celulose com poros de 12 kDa (Sigma Aldrich, EUA).
Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo

[62] A eficiéncia de encapsulacdo percentual (EE%)
foi realizada através de um método indireto considerando a
quantidade de FTY720 ndo encapsulado (livre no sobrenadante)
de acordo com a eq 1.

[ IFTY720 adicionado — [ |FTY720 nio encapsulado

Eql:EE% = 100
q % [ JFTY720 adicionado X

[63] Para tanto, NPQRFTY720 foi colocado em um Amicon
100 kDa cut off e centrifugado (5000 rpm a 25° C, 10 min),
e a solucdo depositada no compartimento inferior foi usada
para avaliacdo de EE%.

[64] A confirmacdo de EE % também foi realizada
colocando uma quantidade conhecida de NP@FTY720 em
acetonitrila para ruptura de nanoestrutura apds filtracdo e

injecdo em um sistema de cromatografia liquida de alta

performance (HPLC). As anélises cromatograficas foram
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realizadas utilizando a metodologia descrita anteriormente
(Ghediya et al., 2016).

[65] O sistema cromatografico de HPLC foi um
equipamento Waters Alliance com bomba quaternaria, aplicando
uma coluna Gemini NX-C18 (250 cm x 4,6 mm, 5 um, 110 A,
Phenomenex) com a fase mdével acetonitrila (35:65, v/v) e
trietilamina em &agua 0,1% (ajustado para pH 3,0 £ 0,05 com
adcido ortofosfdérico) a uma vazdo de 0,9 mL/min e um detector
de UV a 220 nm. A curva analitica padrdo foi determinada
pela adigdo de FTY720 (10-100 pg/mL) a fase mdével e usando
a equacdo y = 26701lx - 8300,5 (r2 = 0,999). Os resultados
sdo apresentados como a média de trés determinacdes

independentes e seus desvios padrédo (DP).

Caracterizacdo fisico-quimica de NPEFTY720

[66] O tamanho de particula e o) indice de
polidispersidade (PDI) foram medidos por espalhamento
dinémico de 1luz (DLS) e espectroscopia de correlacdo de
fétons a um comprimento de onda de 633 nm a 25°C e um angulo
de deteccdo de 90°. O potencial zeta (ZP) foi registrado
pela mobilidade eletroforética a 25°C. As analises foram
realizadas em equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Malvern, Reino Unido).

[67] As amostras (10 uL) foram diluidas em 1 mL de
dgua purificada. Para fins de estabilidade, NPE@FTY720 foi
armazenada em geladeira (8°C) e periodicamente (pelo menos
uma vez por semanha) analisada quanto ao tamanho, PDI e ZP.
Os resultados s&o apresentados como a média de trés medidas
independentes (n = 3) e seus DP. Uma nanoemulsdo de controle,
sem o fdrmaco também foi caracterizada para fins comparativo.
[68] Os nanossistemas foram adicionalmente
caracterizados quanto a sua concentracdo e distribuicdo de
tamanho por anadlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

em um NanoSight NS300 (Malvern Instruments, Worcestershire,
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Reino Unido) equipado com uma cémara de amostra, um laser de
532 nm, nivel de cémera 11/12, e 77 + 25 particulas por
quadro.

[69] As amostras foram diluidas 50x e 400x usando agua
purificada e injetadas na cdmara de amostra com uma seringa
estéril de 1 mL. O software NTA 2.3 foi utilizado para
capturar as 1imagens e analisar os dados. Os videos foram
gravados com uma camera EMCCD 215S. Para estudos de
internalizacdo, um filtro de fluorescéncia foi aplicado para
aquisicdo de dados. Todas as medidas foram realizadas em
triplicata, aplicando amostras independentes em duplicata,
a temperatura ambiente.

[70] Anédlises de microscopia eletrdnica de varredura
por emissdo de campo (FEG-SEM) foram conduzidas para NPs
vazias e NPWUFTY720 para analisar tamanho e morfologia. As
amostras foram diluidas (2:100 v/v) em A&gua ultrapura,
colocadas em suporte metdlico e deixadas secar a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram revestidas com
carbono e fotomicrografias foram feitas em diferentes
ampliacdes usando um JEOL-JSM-7500F acoplado ao Joel Pc-100
ver.2.1.0.3.

[71] Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)
revelou que NPQ@FTY720 é composta por particulas esféricas
com um tamanho de ~400 e ~190 nm para NPs vazias e NPQFTY720,
respectivamente (Figura 1). Além disso, as fotomicrografias
expdem uma concentracdo menor de particulas para NPs vazias
em vez de NPQFTY720.

[72] As caracterizacdes de tamanho, indice de
polidispersdo (PDI), potencial zeta (ZP) e concentragdo de
NPQ@FTY720, NPs vazias e NPE@FTY720-Di0O s&o mostradas na Tabela
1. As medigdbes de tamanho de particula da anédlise DLS
mostraram valores de aproximadamente 460 nm para NPs vazias

e 150 nm para NP@FTY720.
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[73] Os dados de PDI revelaram maior dispersdo para
NPs vazias em comparacdo com NP@FTY720 (P 2 0,05). Além disso,
0s valores de ZP revelaram cargas potenciais com alteracdo
significativa na presenca (NPEFTY720) e auséncia do farmaco
(NP wvazio) (P =2 0,05). Os dados de NTA reforcaram uma
diferenca significativa nas NPs considerando a presenca e
auséncia do farmaco em termos de tamanho e concentracéo
(Tabela 1). NPQEFTY720-DiO tem um 1indice de tamanho e

concentracdo semelhante ao encontrado para NPWFTY720.

Tabela 2. Caracterizacdo das Nanoestruturas Desenvolvidas

Espalhamento dinédmico de Andlise de rastreamento de
luz (DLS) nanoparticulas (NTA)
Tam. Pot. L oqs ~
Amostra Médio PDI veta Tam. Médio Conqentragao
(nm) (particulas/mL)
(nm) (mv7)
NP vazia 460+30 0,45+0,02 -17+4 294410 6.1010+£4.10°
NPQRFTY720 149411 0,13£0,02 1442 181+44 7.10M11+£6.1010
I:I]?SSTY72O n/d n/d n/d 170430 5.101+£3.10°

Estabilidade de Armazenamento de NPEFTY720 in vitro

[74] A estabilidade de armazenamento de NPs pode
limitar a aplicagcdo de sistemas nanoestruturados e sua
atividade Dbioldbgica na pratica clinica. A previsdo da
estabilidade coloidal de NPs ao longo do tempo pode antecipar
mudancas fisico-quimicas dos nanossistemas e estar associada
ao desempenho bioldégico in vitro. Assim, NPs vazias e
NP@FTY720 foram monitoradas por um periodo de 3 meses em que
tamanho, PDI, e Potencial Zeta foram medidos semanalmente.

[75] Os resultados nao mostraram mudancas
significativas no tamanho, PDI e Potencial Zeta de NPs vazias
durante o periodo analisado (Figura 2A). Além disso,
alteracdes insignificantes foram registradas para NPERFTY720
no periodo de 90 dias em termos de tamanho (Figura 2B). No
entanto, apdés 90 dias de andlise, pequenas alteracdes no PDI
também foram acompanhadas por uma ligeira diminuicdo nos

valores de Potencial Zeta. Portanto, ndo foram detectadas
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alteracdes significativas para ambas as NPs (NP@FTY720 e NPs

vazias) nas anadlises realizadas in vitro por 2 meses.
Estudo de Liberacdo In Vitro

[76] Estudos de liberacdo de FTY720 livre e NP@FTY720
foram realizados de acordo com uma metodologia previamente
proposta com modificacdes (Ferreira et al. 2019; Sardoiwala
et al. 2020). Uma gquantidade conhecida de FTY720, solucdo e
NPQ@FTY720 foi adicionada a um tubo de 2 mL contendo tampédo
fosfato em pH 7,4 com 0,2 % de lauril sulfato de sédio (LSS)
e meio de acetato a pH 5,0 a 37 + 0,5°C com agitacdo de 300
rpm. A solubilidade do farmaco FTY720 em ambos o0s meios
receptores selecionados foi previamente avaliada ©para
assegurar condicdes estabelecidas pelo ensaio de liberacéo.
[77] Em seguida, em tempos pré-determinados (0,5, 2,
4, 8 e 24 h), o contetdo foi filtrado (Amicon Ultra 30K)
para 1isolar o farmaco liberado e a quantificacdo foi
realizada wutilizando o sistema HPLC com curva analitica
padrdo FTY720 (10- 100 pg/mL) tampdo fosfato pH 7,4 com 0,2%
LSS (y = 4196,6x + 81 754) e meio acetato pH 5,0 (y = 2158, 7x
+ 163 173). Modelagem matematica com diferentes modelos
cinéticos (Korsmeyer—Peppas, Higuchi, primeira ordem,
Hixson-Crowell, Baker-Lonsdale e Weibull) foi realizada para
entender melhor a cinética de liberacdo do FTY720 de NPs
usando o software SigmaPlot 10.0.

[78] A liberacdo de FTY720 do sistema nanoestruturado
depende do pH. A liberacdo do farmaco foi estimada pela
aplicacdo de um meio selecionado (tampdo fosfato pH 7,4, com
0,2% de LSS e tampdo acetato pH 5,0) para imitar o ambiente
in vivo e prever o comportamento esperado do farmaco e o
perfil de liberacdo.

[79] Esses dados importantes devem ser
correlacionados com o desempenho bioldgico. A Figura 3

representa os perfis FTY720 de NPQ@FTY720 e o farmaco livre
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em pH 7,4 e 5,0. Os resultados mostraram que o farmaco livre
atingiu 100% de dissolugdo do farmaco em 0,5 h,
independentemente do valor de pH. Por outro lado, NPQFTY720
exibiu uma liberacdo inicial de aproximadamente 10% nas
primeiras 2 h do ensaio para ambos os valores de pH.

[80] A liberacdo inicial estd normalmente associada
a difusdo e deposicdo da camada superficial das moléculas do
farmaco. Assim, esses dados reforgcaram o indice de
encapsulamento de aproximadamente 90% dos dados registrados
anteriormente. Portanto, apdés 8 h, a liberacdo do farmaco
foi préxima de 80% em pH 5,0 e ainda aproximadamente 10% em
PH 7,4. Apbs 24 h, a liberacdo do farmaco atingiu 100% em pH
5,0, enquanto apenas 20% foram registrados em pH 7,4, o que
é quase cinco vezes menor que os dados registrados em pH 5,0.
[81] Este perfil de liberagdo mostrou a dependéncia
do pH da liberacdo do farmaco. Tal comportamento enfatiza
que na circulacdo sistémica a liberacdo do farmaco pode ser
preservada e a internalizacdo celular contribui para a
efetiva liberacdo e desempenho terapéutico. As baixas taxas
de liberacdo de FTY720 de sistemas nanoestruturados em pH
7,4 foram demonstradas anteriormente. Além disso, a
dependéncia do pH da liberacdo de FTY720 comparando oOS
valores de pH investigados de 5,0 e 7,4 de sistemas baseados
em PLGA também ja foi relatada. Para uma compreensdo mais
profunda dos mecanismos de liberacdo de farmacos a partir de
matrizes de nanoestruturas poliméricas, perfis de liberacdo
foram ajustados a varios modelos matematicos empiricos e
semiempiricos comumente usados que descrevem O processo de
liberacdo de dissolugdo (Figura 3). Os coeficientes de
determinacdo (r?) registrados dos diferentes modelos estédo

resumidos na Tabela 3.

Tabela 3: Modelos matematicos aplicados aos perfis de

liberacédo: coeficientes obtidos pelos modelos de Baker e
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Lonsdale, Higuchi, Korsmeyer—-Peppas, Primeira Ordem,

Hixson—-Crowell e Weibull.

. NP@FTY720
Model

odelos matematicos DH 5.0 oH 7.4
Kk 0.012 0.0005

Baker and Lonsdale 2 0.91 0.64

. . Kk 20.76 5.31

Higuchi 2 0.91 0.63

r? 0.89 0.79

Korsmeyer-Peppas n 0.48 0.17
Kk 21.65 13.11

Primeira ordem r 0.95 0.42

Kk 0.15 0.013

. r? 0.96 0.42
Hixson-Crowell K 0.04 0.004

. r? 0.98 0.80

Weibull b 16.2 11.0

[82] Os resultados exibidos na Tabela 3 mostram que

a liberacdo de FTY720 de NPQ@FTY720 em pH 5,0 e pH 7,4 se
correlaciona melhor com o modelo Weibull (r?2 0,98 e 0,88,
respectivamente) . O modelo matematico, proposto pela
primeira vez por Weibull em 1951, descreve a quantidade
cumulativa de farmaco no meio em um determinado momento, que
pode ser ajustada a diferentes perfis de dissolucdo de acordo

com a eqg 3 abaixo.

—(t— 1;)'"|

a

m=1— exp{
eq. 3

em que m representa o fdrmaco acumulado, a é o parédmetro de
escala que define a escala de tempo do processo (dependéncia
do tempo), Ti representa o tempo de atraso antes do inicio
do processo de dissolucdo/liberacdo e b descreve a forma da
progressdo da curva de dissolucdo. Portanto, o expoente b
indica o principal mecanismo que impulsiona o transporte de

farmacos de uma matriz polimérica, como PLGA. Para valores
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de b maiores que 1 (b > 1), o transporte do farmaco é
governado por um mecanismo complexo.

[83] Como o PLGA é considerado uma matriz
intumescivel, processos fisicos e quimicos devem estar
relacionados a liberacdes complexas de farmacos. Nos
estdgios iniciais, esse fendmeno pode estar relacionado a
entrada de liquido na rede polimérica, hidratacdo do polimero
e 1ntumescimento. Tal evento ¢é seguido pela difusdo do
farmaco por toda a matriz intumescida ou mesmo pela eroséo
da matriz. Sabe-se que varios perfis de liberacdo de NP
baseados em PLGA do farmaco sdo adequados para o modelo

Weibull.

Exemplo 2: Atividade bioldgica de NP@FTY720 in vitro

[84] As linhagens celulares utilizadas neste estudo
foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil.
Hepatécitos humanos imortalizados (HepaRG), adenocarcinoma
alveolar humano (A549) e células epiteliais do rim de um
macaco verde africano (VeroCCL81) foram usados para
investigar o potencial citotéxico de FTY720 e NPEFTY720.

[85] As células VeroCCL81 foram ainda usadas para
acessar o0s mecanismos de 1internalizacdo e o potencial
antiviral de FTY720 e NP@FTY720. As células foram cultivadas
em monocamada usando meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino em uma
incubadora umidificada a 37°C com 5% de atmosfera de CO:.
Para os experimentos, as células foram semeadas em placas de
96 (ensaio de citotoxicidade e inibigdo de CPE) ou 12 pocos
(ensaio de internalizacdo de NP), em DMEM fresco com 10% de
FBS e deixadas aderir por 24 h a 37°C com 5% de CO,. Trés
experimentos independentes (com trés replicatas cada, para

citotoxicidade e o ensaio CPE) foram realizados.

Perfil de Citotoxicidade
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[86] Para investigar o perfil citotdxico de FTY720,
NP@FTY720 e NPs vazias, as células foram primeiro incubadas
com diferentes concentragdes do farmaco e NPs por 24 e 48 h
em DMEM fresco com 2,5% de FBS. As células VeroCCL81 também
foram incubadas com os compostos de teste por 72 h,
considerando os experimentos com o virus SARS-CoV-2, que
foram realizados por 72 h. Os seguintes grupos de controle
foram mantidos em paralelo: células incubadas apenas com
meio completo e células incubadas com quantidades
equivalentes de etanol ou adgua presentes nos grupos de teste
FTY720 e NP@FTY720, respectivamente. No final de cada periodo
de exposicdo, o meio de cultura foi substituido por um meio
completo fresco contendo brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazdélio (MTT, Sigma-Aldrich) a 0,5 mg/ mL.
As células foram incubadas por 1 h e lavadas com PBS, e o
formazan foi solubilizado com dimetilsulféxido (200 uL). A
absorbédncia foi medida a 570 m usando um espectrofotdmetro
de microplaca, SpectraMax M2E (Molecular Device, Inc.).

[87] A viabilidade das linhagens celulares humanas,
HepaRG e A549, apds tratamento com FTY720, NPEFTY720 e NPs
vazias foram analisadas pelo ensaio de MTT. Para ambas as
linhagens celulares, FTY720 livre e encapsulado induziu uma
diminui¢do significativa na viabilidade celular de uma
maneira concentracdo-dependente (Figura 4). Além disso, NPs
vazias nao causaram citotoxicidade em nenhuma das
concentracdes testadas ou pontos de tempo de incubacgdo.

[88] Para células HepaRG, NPW@FTY720 foi menos tdxico
que FTY720 em 24 e 48 h (Figura 4A, 4B). A concentracdao
inibitéria que produz metade do efeito madximo (ICso) apds 24
h de exposicdo foi de 8,8 uM para FTY720 e 15,6 uM para
NPQRFTY720; apds 48 h, os valores de ICsp foram 6,8 e 15 uM,
respectivamente.

[89] Em ambos os tempos de exposicdo, os valores de

ICso de NPWUFTY720 foram aproximadamente duas vezes maiores
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que os valores registrados para o farmaco livre. Portanto,
o efeito protetor atribuido ao encapsulamento de FTY720
dentro de NPs PLGA foi confirmado.

[90] Os perfis citotdéxicos de FTY720 e NPRFTY720 em
células A549 foram semelhantes em ambos os pontos de tempo
de incubacdo. Os valores de ICso apds 24 h de exposicdo a
FTY720 e NPW@FTY720 foram 11 e 14,7 uM, respectivamente
(Figura 4C). Apbdés 48 h, esses valores foram de 11 uM para
FTY720 e 12,2 uM para NP@FTY720 (Figura 4D).

[91] Os dados indicam que o FTY720 diminui a
viabilidade celular de forma dependente da concentracdo, o
que é consistente com os resultados obtidos neste estudo.
Investigagdes de citotoxicidade também foram realizadas para
diferentes tipos de NPs FTY720, incluindo NPs a base de 6xido
de grafeno, lipossomal e fosfato de cédlcio. No estado da
técnica, também é relatado que a viabilidade celular diminuiu
de maneira dependente da concentracdo apdés a incubacdo com
NPs FTY720.

[92] Testes de viabilidade celular também foram
realizados em células VeroCCL81, pois essas células foram
usadas para estudar a atividade antiviral de FTY720 e
NPQFTY720 contra SARS-CoV-2. Além de 24 e 48 h, as células
foram incubadas por 72 h seguindo o protocolo de infeccgdo
viral (Figura 5). Conforme observado para células humanas,
FTY720 e NPW@FTY720 induziram uma redug¢do dependente da
concentracdo na viabilidade celular em células VeroCCLS81.
[93] Recentemente, Risner e colaboradores descreveram
um resultado semelhante para VeroCCL81 incubado com FTY720
por 24 h (Risner et al., 2020). No presente caso, a
toxicidade de FTY720 livre foil aproximadamente duas vezes
maior do que a de NPWEFTY720 para células VeroCCL81 apds 24
e 48 h de incubacdo (Figura 5A e 5B). No entanto, essa
diferenca foi equalizada apds 72 h de incubacdo; assim, os

valores de ICsg apds 72 h foram 3,2 uM para FTY720 livre e
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5,2 uM para NPQ@FTY720 (Figura 5C). A partir desses resultados,
concluimos que concentragdes abaixo de 1,4 uM de FTY720 livre
e NPAFTY720 n&o sédo citotdxicas para células VeroCCL81 e séo
adequadas para estudar sua atividade antiviral contra SARS-

CoV-2.
Estudo de internalizacdo de NP@FTY720 in vitro

[94] Para avaliar a cinética de internalizacdo de
NPQ@FTY720, as células VeroCCL81 foram incubadas com
NP@FTY720-Di0O a 5 x 10° particulas/mL por 0,5, 1, 2 e 4 h.
Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com tampdo
PBS a 4°C, colhidas (0,25% de tripsina, 0,02% de EDTA em PBS,
PH 7,2) e peletizadas em um meio de cultura completo (1000
g, 5 min). Subsequentemente, o0s pellets foram ressuspensos
e lavados duas vezes por centrifugacdo (500 por 10 min,
4°C) com uma solucdo de BSA-Isoton a 0,5%.

[95] A intensidade de fluorescéncia de NPQEFTY720-DiO
foi qgquantificada em cada amostra por citometria de fluxo
usando FACS Calibur (BD Biosciences). Células em meio
completo e células com adicdo de NP@FTY720 ndo fluorescente
foram wusadas como controles. Trés replicatas Dbioldgicas
independentes foram realizadas, os dados foram processados

usando o software FlowJo e a andlise estatistica foi
realizada wusando o software GraphPad Prism versdo 8.0
(GraphPad Software Inc.).

[96] A internalizacdo de NP@FTY720-Di0O em células
VeroCCL81 foil ainda confirmada por microscopia confocal. As
células foram cultivadas em laminulas em placas de 12 pogos
e incubadas com 5 x 10° particulas/mL por 4 h. 30 minutos
antes de terminar o tratamento, 1 uM da sonda fluorescente
LysoTracker (Thermo Fisher) foi adicionado aos pocos para
corar os lisossomos. No final do periodo de incubacédo, as
células foram lavadas trés vezes com PBS, fixadas com

paraformaldeido a 3,7% por 10 min e lavadas trés vezes com
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PBS. Apds bloqueio com BSA 3% por 1 h, as células foram
lavadas novamente com PBS, os nuUcleos foram corados com
4',6'-diamino-2-fenil-indol (1 ug/mL) e as laminulas foram
montadas com meio Fluoroshield. As células foram
fotografadas em secdes z de 1,47 um de espessura usando um
microscépio confocal de varredura a laser Zeiss LSM900

(Alemanha) . Para estudos de colocalizacdo, as secgdes z de 10

células foram analisadas individualmente wusando o plugin
JACoP no software Fiji, e o coeficiente de Pearson foi
avaliado.

[97] Para investigar as vias de endocitose envolvidas

na captacdo de NP@FTY720, células VeroCCL81 foram cultivadas
em placas de 12 pocos e incubadas com diferentes inibidores

farmacoldgicos de endocitose por 30 min a 37°C e 5% de CO2
(amilorida 100 pug/mL, nistatina 40 ug/mL , nocodazol 5 ug/mL,

dinasore 100 upg/mL e dansil-cadaverina 100 ug/mL). Esses

inibidores foram escolhidos devido a sua capacidade de inibir
seletivamente diferentes vias de endocitose, a saber:

amiloride bloqueia a macropinocitose, a nistatina inibe a
endocitose mediada por cavéolas, o nocodazol interfere na
captacdo dependente de microttbulos, hidroxildinasore inibe
a endocitose mediada por dinamina e a cadaverina bloqueia a
internalizacdo celular dependente de clatrina/dinamina.

[98] Apbds o pré-tratamento, as células foram
incubadas com os inibidores e NPQEFTY720-DiO a 5 x 10°
particulas/mL por 4 h. Em seguida, as células foram
culidadosamente lavadas com PBS (trés vezes), colhidas (0,25%
de tripsina, 0,02% de EDTA em PBS, pH 7,2) e peletizadas em
meio de cultura completo (1000 g por 5 min). Subsequentemente,
as amostras foram processadas para andlise de citometria de
fluxo conforme descrito anteriormente.

[99] Foi observado que a captacdo de NP ocorreu
significativamente 4 h apds a incubacdo, em comparacdo com

os controles (células ndo expostas a NPs e células expostas
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a NPs né&o fluorescentes) (Figura ©6A). Com base nesses
resultados, novos experimentos foram ©projetados para
investigar os mecanismos de internalizacgdo de particulas.
[100] Os mecanismos pelos quais NPWEFTY720-Di0O sé&o
internalizados pelas células foram abordados por meio de
tratamento com inibidores farmacoldbdgicos de diferentes vias
endociticas antes da incubacdo por 4 h. Conforme mostrado na
Figura 6B, NP@FTY720-Di0O  foi internalizado por uma
combinacdo de diferentes wvias de captacdo (caveolina,
macropinocitose, dinamina e endocitose mediada por
microtibulos). Os resultados foram indicados pela reducdo da
intensidade de fluorescéncia em células VeroCCL81 apds pré-
tratamento com inibidores farmacoldbégicos (nistatina,
amilorida, hidroxi-dinasore e nocodazol, respectivamente).
[101] A absorcdo de NPERFTY720-DiO em células pré-
incubadas com dinasore foi quase 80% menor do que no grupo
controle (Figura 6B), indicando que a dinamina é uma proteina
essencial para a internalizacdo de NPQ@FTY720. Esta GTPase é
um dos principais reguladores da endocitose da célula porque
é necessaria para a fagocitose, endocitose mediada por
clatrina e caveolina (CVME), bem como algumas vias de
captacdo independentes de clatrina e caveolinina. Assim,
seria esperada forte inibig¢do da concentracdo intracelular
de NPWEFTY720-DiO apdbds pré-tratamento com dinasore.

[102] A endocitose mediada por clatrina é um processo
dependente de dinamina e uma das vias de captacdo mais
representativas para NPs de 100-200 nm. No entanto, a pré-
incubacdo de células VeroCCL81 com cadaverina ndo reduziu
significativamente a captacdo de NP@FTY720-DiO (Figura 6B),
O que sugere que 0s mecanismos de captacdo de NP ocorreram
principalmente de maneira independente da clatrina.

[103] A CVME é uma das vias de endocitose independentes
de clatrina e dependentes de dinamina mais bem caracterizadas.

Aqui, o pré-tratamento com nistatina, um inibidor de CVME,
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levou a uma reducdo significativa na captagdo de NPQ@FTY720-
DiO (quase 40%) (Figura 6B). Embora a CVME seja caracterizada
como uma invaginag¢do de membrana em forma de frasco, com
aproximadamente 50-80 nm de tamanho, ja foi relatado no
estado da técnica que NPs esféricas de PLGA de 100-200 nm
podem ser internalizadas por essa via endocitica. Nesses
estudos, as NPs poliméricas também foram internalizadas via
endocitose mediada por clatrina e/ou macropinocitose.

[104] A macropinocitose também pode ocorrer no
processo de captagdo de NP@FTY720-DiO, pois a concentracgédo
intracelular de NP diminuiu significativamente (~30%) em
células pré-tratadas com amilorida (Figura ©6B). Este
mecanismo de internalizacdo ¢é independente de <clatrina,
caveolina e dinamina e ocorre através da formacdo de
saliéncias de membrana acionadas por actina de maneira néao
seletiva. Devido a sua ndo especificidade e capacidade de
englobar particulas de tamanho micro, a macropinocitose de
NPs poliméricas comumente ocorrem em conjunto com outros
tipos de vias de captacdo, como endocitose mediada por
clatrina e caveolina.

[105] Uma vez que o estudo de liberacd&o do féarmaco
indicou uma dependéncia do pH para a liberacdo de FTY720 da
NP, e os ensaios de MTT revelaram gue ocorre um efeito
citotdéxico apds a exposicdo do NP@E@FTY720, é mais provavel
que o NP@FTY720-DiO seja transportado para organelas acidas
apds a internalizacédo celular, onde pode ocorrer a liberacéo
do farmaco.

[106] Por microscopia confocal, foi confirmado que
ap6és 4 h de incubac&o, NPQ@FTY720-DiO colocaliza com os
lisossomos marcados com LysoTracker de células VeroCCL81,
com coeficiente de correlacdo de Pearson (PCC) acima de 0,5
(Figura 6C); a colocalizacdo de NP@FTY720-DiO e lisossomos
pode ser vista como um sinal de fluorescéncia amarelo na

imagem mesclada. Este resultado reforca dque apds a
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internalizacédo celular, NP@FTY720-DiO segue a via endocitica
clédssica em que as vesiculas endocitadas sdo transportadas
para endossomos precoces e tardios e terminam nos lisossomos.
[107] Em conjunto, os resultados obtidos nos ensaios
de captacdo indicaram que NPQ@FTY720-DiO foi ativamente
internalizada pelas células VeroCCL81 principalmente através
de um mecanismo dependente de dinamina, sendo CVME e
macropinocitose as vias de captacdo mais representativas.
Além disso, NP@FTY720 foi transportada para lisossomos, onde
FTY720 foil rapidamente liberado do nanossistema em organelas
de baixo pH, fato previamente evidenciado em estudos de

liberacdo in vitro (Figura 3).

Avaliacdo da atividade anti-SARS-CoV-2 in vitro

[108] As células VeroCCL81 semeadas em placas de 96
pocos foram pré-tratadas com diluicdes em série de FTY720,
NP@FTY720 ou nanoparticulas vazias em DMEM fresco com 2,5%
de FBS. Apdés 4 h de incubacdo, a cepa SARS-CoV-231 foi
diluida em DMEM com 2,5% de FBS e as células foram inoculadas
com o virus em uma multiplicidade de infecc¢cdo de 0,1 para
permitir a absorg¢do por 1 h. O indéculo viral foi removido e
DMEM fresco com 2,5% de FBS contendo diluicdes em série
duplas de FTY720, NP@FTY720 ou nanoparticulas vazias foram
adicionados de volta aos pogos. As células foram incubadas
por mais 72 h apbdés a infecgdo para avaliar o efeito
citopatico (CPE) mediado pela infecgcdo viral através do
ensaio CellTiter-Glo (CTG) ou para andlise de RNA viral.

[109] Quando o CPE ocorre devido a infeccédo viral, a
deplecdo de ATP pode ser medida e correlacionada com a carga
viral. A inibicdo do CPE apds 72 h pds-infeccdo na presenca
de FTY720, NPQFTY720 ou NPs vazias foi determinada via o
ensaio de viabilidade celular luminescente CTG (Promega),
seguindo as instrucdes do fabricante. Um sinal luminescente

foi registrado usando um leitor de microplacas multimodo
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CLARIOstar (BMG LABTECH, Alemanha). A porcentagem de

inibicdo de CPE foi definida como:

[ (sinal do composto de teste - sinal do controle de
virus)/ (sinal do controle de célula - sinal do controle de
virus)] x 100.

[110] Para avaliar a producdo de RNA viral, foi

utilizado o kit de isolamento de acido nucleico
viral/patbébgeno MagMAX (Thermo Fisher Scientific). As
amostras foram processadas em uma plataforma semiautomética
NucliSens easyMAG (bioMérieux, Lyon, Franca), seguindo as
instrucdes do fabricante. A deteccdo do RNA viral foi
realizada em um sistema QuantStudio 3 Real-Time PCR (Thermo
Fisher Scientific) usando o kit AgPath-ID One-step RT-PCR
(Thermo Fisher Scientific) e uma sequéncia de primers e sonda
para o gene E.

[111] Os titulos virais foram calculados usando uma
curva padrdo gerada com diluig¢des seriadas de um modelo de
concentracdo conhecida e expressos em uma dose infecciosa de
cultura de tecidos (TCID50)/mL. Os valores de ICsy foram
calculados por analise de regressdo ndo linear usando
GraphPad Prism versdo 8.00 (GraphPad Software Inc). Os dados
foram obtidos a partir de quatro repetigdes (n = 4) em dois
experimentos bioldgicos. Amostras consideradas falhas
técnicas ou outliers foram removidos.

[112] Para estudar o efeito de FTY720, NPEFTY720 e NPs
vazias na proliferacdo de SARS-CoV-2, foram realizados
ensaios de RT-gPCR e CTG. Diluicbdes em série de FTY720,
NP@FTY720 ou NPs vazias foram aplicadas as células VeroCCL81
infectadas para analisar o efeito de NP@FTY720 na sintese de
RNA wviral (vRNA). Embora o valor ICsp de FTY720 contra a
linhagem celular hospedeira tenha sido de 5,3 uM (Figura 5C),
o0 respectivo valor ICsg de NPRFTY720 na proliferacdo do virus

foi determinado como sendo cerca de 100 vezes mais potente

Petic&io 870220080052, de 02/09/2022, péag. 55/70



32/37

(valor IC50 = 0,05 uM) (Figura 7A) que demonstra claramente
0 carater ndo citotdxico do farmaco nanoencapsulado. Ademais,
a nanoencapsulacgdo de FTY720 melhorou significativamente
(cerca de 70 vezes) a atividade antiviral contra SARS-CoV-
2, como mostrado claramente pelo valor ICsp de 3,3 uM de
FTY720 na proliferacdo do virus (Figura 7A).

[113] No ensaio de inibicdo de CTG, a incubacdo de
células com NP@FTY720 mostrou inibicdo da producdo de
particulas virais infecciosas > 50% em niveis ndo citotdxicos
(valor ICsqg = 0,7 uM), enquanto FTY720 ndo foi capaz de inibir
CPE abaixo dos niveis de concentracdo citotdxica (Figura 7B).

[114] Esses resultados demonstram que a producdo de
VRNA do SARS-CoV-2 foi substancialmente mais sensivel ao
NPQ@FTY720, indicando sua atividade antiviral contra o SARS-
CoV-2 com maior poténcia do que o FTY720 livre. Ademais, a
NP vazia ndo influenciou a sintese de RNA viral ou CPE, o
que demonstrou que a atividade anti-SARS-CoV-2 observada
para NPQ@FTY720 foi induzida pela combinacd&o do farmaco e do
nanossistema desenvolvido.

[115] Uma das vantagens dos sistemas de liberacdo de
farmacos de NP é a possibilidade de melhorar a
farmacocinética e propriedades farmacodinédmicas do farmaco,

modulando sua solubilidade, perfil de liberacdo do farmaco,

difusividade e biodisponibilidade. No caso do FTY720, foi
demonstrado que sua encapsulacdo em sistemas

nanoparticulados resulta em melhor eficdcia terapéutica e
propriedades farmacocinéticas melhoradas em comparacdo com
farmacos livres.

[116] Foi observado que a nanoencapsulacédo foi
essencial para aumentar a poténcia da atividade antiviral de
FTY720 contra SARSCoV-2 abaixo da concentracdo citotdxica,

pois o valor de ICso de NPQFTY720 para inibir a producédo de
particulas virais foi 70 vezes menor do que o observado para

FTY720 livre. Este resultado corrobora um estudo recente que
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mostrou que 5 uM de FTY720 pode inibir a producdo de SARS-
CoV-2 em células infectadas com VeroCCL81l. Ha um aumento em
sua biodisponibilidade e degradacédo reduzida, uma vez que O
FTY720 ¢é pouco soltvel e instavel em tampdes aquosos.
Consequentemente, mesmo em baixas concentracgcdes, o NPEFTY720
do presente pedido alcancou o efeito desejado.

[117] Em conjunto, 0os resultados demonstram o)
potencial do NP@EFTY720 para melhorar a segurangca e a
atividade anti-SARS-CoV-2 do FTY720. Além de melhorar a
eficidcia terapéutica dos medicamentos, as NPs também podem
reduzir os efeitos colaterais adversos. Isso é
particularmente importante para o FTY720, pois sua
administracdo estéd frequentemente associada a varios efeitos
colaterais, como dor de cabeca, fadiga, reducdo da frequéncia
cardiaca na primeira dose, edema macular, enzimas hepaticas
alteradas e risco de desenvolvimento de céncer de pele. O
aprisionamento de farmacos em nanossistemas poliméricos pode

oferecer uma opcgdo de tratamento mais segura.
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REIVINDICACOES
1. Composicdo polimérica nanoestruturada contendo

fingolimode caracterizada pelo fato de gque compreende:

a) 5 a 15 mg de poli(adcido léatico-co-acido glicdlico)
15:85;

b) 20 a 40 mg de tensoativo n&o idnico (2-[2-(2-
hidroxietoxi)propoxiletanol (Pluronic® 127); e

c) 1 mg de cloridrato de fingolimode (2-amino-2-[2-(4-
octilfenil)etil]propano-1,3-diocl).

2. Composicéo polimérica nanoestruturada
contendo fingolimode, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizada pelo fato de que compreende 10 mg poli (acido

latico-co-acido glicdélico) 15:85, 15 mg de tensoativo ndo
iénico (2-[2-(2-hidroxietoxi)propoxi]letanol (Pluronic® 127)
e 1 mg de cloridrato de fingolimode (2-amino-2-[2-(4-
octilfenil)etil]propano-1,3-diocl).

3. Composicdo polimérica nanoestruturada contendo
fingolimode, de acordo <com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizada pelo fato de que o tamanho médio das particulas

da composicdo, medido por espalhamento dindmico de luz, esté
entre 100 e 200 nm, com um indice de polidispersédo entre
0,05 e 0,20.

4. Uso da composigcdo nanoestruturada polimérica
contendo fingolimode, conforme definida em qualquer uma das

reivindicagcdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de ser para

preparar um medicamento para tratar Covid-19.
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RESUMO
COMPOSICAO POLIMERICA NANOESTRUTURADA CONTENDO FINGOLIMODE
E USO
A presente invencdo descreve uma composicdo
polimérica nanoestruturada a base de poli(acido latico-co-
acido glicdélico) (PLGA) contendo fingolimode (FTY720) e sua
aplicacdo no tratamento da COVID-19. A composicdo é preparada
através de um protocolo de emulsdo simples, na presenca do
tensoativo Pluronic® 127. Por conta da sua composicdo inédita,
compreendendo PLGA 15:85 e Pluronic® 127, a composicéo
polimérica nanoestruturada aqui descrita apresenta um perfil
de liberacdo do fingolimode que ¢é minimizado em pH
fisioldgico e acelerado em pH acidificado, o que tende a
favorecer a liberacdo do fadrmaco em tecidos inflamados
(portanto, tecidos alvo). Adicionalmente, a composicédo
nanoestruturada ora descrita ressalta significativamente um

efeito anti-SARS-CoV-2 do fingolimode.
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