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“FORMA FARMACEUTICA, PROCESSO DE OBTENGAO DE FORMA
FARMACEUTICA E USO.”

[001] A presente invencdo trata de formas farmacéuticas contendo
microesferas biodegradaveis que contém prostaglandina E; e outros mediadores
lipidicos na imunomodulacdo da liberagdo ou inducédo de citocinas e quimiocinas em
processos inflamatdérios, infecciosos e doencgas 6sseas degenerativas.

Estado da Técnica

[002] Prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas, entre outros, sdo metabdlitos do
acido araquiddnico e produzidos por varios tipos celulares que, além de mediadores de
processos inflamatérios sdo importantes imunomoduladores da liberacéo de citocinas e
quimiocinas, nas respostas imune inata e adquirida. Embora estes mediadores
apresentem potencial para serem utilizados como adjuvantes e/ou imunomoduladores
das respostas imunes, eles sao altamente instaveis em solugéo, o que dificulta seu uso
in vivo.

[003] O invento trata-se de uma técnica para micro-encapsulamento de
mediadores lipidicos, em especial o eicosandide Prostaglandina E, (PGE;). Dados da
literatura revelam tanto efeitos pré-inflamatérios quanto antiinflamatérios exercidos
pelas prostaglandinas, dependendo do padrdo da resposta imune montada pelo
hospedeiro contra o agente da infec¢éo ou inflamag&o. Além disto, as microesferas
preservam a integridade biolégica da molécula encapsulada e permitem uma liberagéo
lenta e gradual da mesma, minimizando os efeitos da sua metabolizagdo no ambiente
externo e possibilitando menor nimero de administragdes de reposicéo.

[004] Inimeras terapias existentes no mercado utilizam inibidores da sintese
de precursores intracelulares da producdo da PGE; ou antagonistas de seus receptores
celulares. O emprego destes compostos tem como objetivo inibir a atividade biologica
da molécula de PGE. nos diferentes tipos celulares envolvidos nos processos
inflamatérios e/ou infecciosos. Pouco se conhece sobre terapias que abordem a
administracdo direta desta molécula e de outros mediadores lipidicos nestes processos
com a finalidade de modular a liberacdo de citocinas e quimiocinas, ou ainda, diminuir
a producédo daquelas com acao deletéria para o organismo.

[005] Varios métodos de obtencdo de microparticulas sédo descritos,
dependendo das caracteristicas moleculares dos compostos alvos do processo de
encapsulamento. Alguns inventores, por exemplo, ja desenvolveram métodos e
equipamentos para a obtencdo de microparticulas de tamanhos uniformes, como no
documento US 2001008874, US 2005129946, US 2005158547, US 2005196457, US
2007172426.
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[006] Uma liberacdo gradual e sustentada do mediador € de grande
importancia, uma vez que dados da literatura demonstram que a administracao
sistémica de PGE; em solucdo pode provocar perda de funcdo renal (STUART I.
MYERS, MD, LI WANG, BS, DANIEL J. MYERS, RICHMOND, VA, CHATTANOOGA,
TENN. Loss of renal function and microvascular blood flow after suprarenal aortic
clamping and reperfusion (SPACR) above the superior mesenteric artery is greatly
augmented compared with SPACR above the renal arteries. Journal of Vascular
Surgery, 45(2): 357-366, 2007), formacdo de trombos (GROSS, S., TILLY, P.,
HENTSCH, D., VONESCH, J.L., FABRE, J.E. Vascullar wall-produced prostaglandin E2
exarcebates arterial thrombosis and atherothrombosis through platelet EP3 receptors.
The Journal of Experimental Medicine, 204(2): 311-320, 2007), hipotensdo severa,
dentre outros efeitos colaterais.

[007] As microesferas podem ser utilizadas como tratamento de processos
inflamatérios ou infecciosos, localizados ou sistémicos, como por exemplo: artrite
reumatoéide, peritonite, choques endotoxémicos, doencas autoimunes, vasoconstricao
periférica, dependendo da progressdo da resposta imune, avaliada através de
parametros fisioldgicos e niveis de citocinas e quimiocinas produzidas pelas células
envolvidas.

[008] Ap6s a administracdo, as microesferas sdo lentamente degradadas,
através dos fendmenos de erosao e difusdo pelos poros do polimero. Tais fenbmenos
fazem com que o principio ativo seja liberado no ambiente externo e possa
gradualmente, conforme a quantidade liberada, exercer suas acdes bioldgicas.

[009] O invento traz como vantagens um sistema micro-particulado que permite
a preservacao do ativo encapsulado, bem como sua gradual liberacdo para o meio
externo. A formulacdo proposta podera modular a resposta inflamatoria, infecciosa ou
processos degenerativos no organismo alvo da terapia, diminuindo os efeitos deletérios
iniciais da resposta imune ou da inflamag&o nos tecidos ou 6rgaos afetados. Além disto,
em quadros de doengas Osseas degenerativas, a PGE: liberada do interior das
microesferas podera favorecer o0 aumento da massa 0ssea e atuar como uma terapia
associada com outros farmacos, possibilitando a resolugao da doenca.

[010] As microesferas poderdo ser administradas por diferentes vias
(intranasal, subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, etc.), apés reconstituicdo em um
veiculo aquoso apropriado, como agua para injetaveis ou solucao fisiolégica estéril.
Descricdo Resumida da Invencéao

[011] A presente invengdo trata de formas farmacéuticas contendo
microesferas biodegradaveis que contém mediadores lipidicos, seu processo de

obtencédo e seu uso.

Peticaio 870200122374, de 28/09/2020, pag. 13/19



3/5

Descri¢cdo Detalhada da Invencéo

[012] A presente invencdo trata de formas farmacéuticas contendo
microesferas biodegradaveis que contém mediadores lipidicos. As microesferas séo
constituidas de acidos lactico, glicélico, hialurbnico, poliacrilatos, poliamidas,
poliésteres, poliuretanos, poliacrilamidas, polietileno, trietanolamina, extratos glicélicos
de plantas, resinas, fibras naturais, quitosana; preferencialmente, emprega-se os acidos
lactico e glicélico. A proporcao entre os acidos pode variar entre 20 e 80% de cada acido
e a quantidade dos &cidos pode variar entre 10 e 500 mg.

[013] As microesferas compreendem mediadores lipidicos que podem ser
leucotrienos, prostaglandinas, lipoxinas e outros derivados do acido araquiddnico;
preferencialmente, a prostaglandina E,. A quantidade do mediador lipidico pode estar
entre 0,1 a1 mL.

[014] As microesferas possuem diametro variando em fungéo de sua via de
administracdo e/ou da possibilidade de interagcdo com as células do sistema imune.
Quando administradas pelas vias endovenosa, intratraqueal ou intranasal, podem
apresentar diametro entre 5 e 6 um.

[015] A invengéo trata ainda do processo de obtencdo das microesferas que
possui as etapas:

(a) dissolugéo dos é&cidos organicos e do mediador lipidico em um solvente

organico;

(b) adicédo da fase (a) em uma fase aquosa externa, contendo um tensoativo;

(c) eliminacdo do solvente e do tensoativo

(d) lavagem e liofilizacéo

[016] O solvente organico citado pode ser diclorometano, cloroférmio, hexano
e qualquer outro solvente conhecido do homem da técnica e sua quantidade pode variar
de 5mL a 20 mL.

[017] O processo também utiliza um tensoativo que pode ser preferencialmente
o PVA (alcool polivinilico). Podem ser utilizados também outros compostos como o
poloxamer ou outros surfactantes especificos. A concentracdo do tensoativo pode variar
de 0,1% a 5% (m/v). O processo € realizado a uma temperatura que pode variar de 20
a 25°C.

[018] A eliminacdo do solvente descrito na etapa (c) ocorre por meio de
extracdo-evaporacgao, inativacdo do gas solvente por outros produtos quimicos ou
sistemas a vacuo; preferencialmente, emprega-se extracdo-evaporagao.

[019] A invencéo contempla, ainda, microesferas obtidas no processo descrito

acima.
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[020] As microesferas, segundo a invencdo, podem ser empregadas em
processos inflamatérios ou infecciosos, localizados ou sistémicos e contra artrite
reumatoide, peritonite, choques endotoxémicos, vasoconstricdo periférica e doencas
autoimunes e degenerativas.

[021] A seguir, exemplos para melhor ilustrar a invencéo, contudo, este ndo
possui o intuito de restringir a invencao aqui descrita.

Exemplo 1: Obtenc¢éo das microesferas

[022] Nos ensaios foram obtidas microesferas pelo método da emulsdo e
evaporacado do solvente: fase organica contendo os mediadores e o polimero PLGA
50:50 (50 mg PLGA + 10 mL de diclorometano + 0,3 mL de PGE. 1mg/mL) e fase aquosa
contendo tensoativo (40 mL de PVA 3g/100 mL de &gua). Como controle foram
utilizadas microesferas sem a incorporacdo dos mediadores.

[023] A Figura 1 apresenta um esquema da obtencdo de microesferas pelo
método de evaporacao do solvente, sendo que A: emulsificacdo do solvente + polimero
(fase interna) e agua + tensoativo (fase externa); B: eliminacao do solvente por agitacao;
C: solvente e tensoativo sdo totalmente eliminados, formando a microesfera.

[024] As microesferas obtidas apresentam diametro entre 5 e 6 um. A Figura
2 mostra a microfotografia eletrdnica de varredura das microesferas de PGEy; 2,00 K;
EHT 10,00 kV.

Exemplo 2: Efeito antiinflamatério exercido pelas microesferas de PGE-.

[025] Os resultados revelaram que as mesmas foram capazes de diminuir os
niveis da citocina TNF-a produzida por macrofagos peritoneais murinos em cultura
estimulados com lipopolissacarideo (LPS) (Figura 3). A figura 3 mostra o efeito das
microesferas de PLGA contendo PGE: na inibicdo da liberacdo de TNF-oa por
macrofagos peritoneais murinos estimulados com LPS (0,5 pg/mL). Macréfagos foram
incubados com 2 mg de microesferas vazias ou contendo PGE; e PGE; em solucéo, em
meio RPMI completo durante 1 h. Ap6s estimulo com LPS por 2 h em temperatura
humidificada (37°C, 5% COy), foram coletados os sobrenadantes celulares. Os niveis
de TNF-a (pg/mL) foram determinados por ELISA. Resultados expressos como Média
+ EPM de 3 experimentos diferentes (n = 3); ** P<0,01, valores relativos ao grupo
controle (meio). # P<0,05 e ## P<0,01, relativos as células estimuladas com LPS. Além
disto, demonstramos também que as microesferas de PGE; foram capazes de diminuir
a fagocitose delas proprias por macrofagos peritoneais murinos em cultura (Figura 4).
Os resultados revelaram que o mediador encapsulado e liberado para o meio externo
foi capaz de exercer sua atividade biol6gica durante o ensaio. A Figura 4 apresenta

macroéfagos peritoneais murinos que fagocitaram (A) microesferas controle de PLGA ou
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(B) microesferas de PGE,. Células identificadas por coloracao pandptica e visualizadas
por microscopia Optica, aumento de 1000x. As setas negras mostram as particulas que
foram fagocitadas.

[026] Outro resultado importante proveniente dos estudos envolvendo a
administracdo das microesferas em modelos de inflamacdo e infeccdo in vivo foi o
aumento da sobrevida dos animais submetidos ao quadro de sepse aguda (Figura 5).
A figura 5 mostra que as microesferas de PGE, aumentam a sobrevivéncia de
camundongos submetidos a CLP. A, animal CLP (controle), CLP injetado com
microesferas vazias, CLP injetado com microesferas de PGE; 1 h antes do
procedimento e CLP + PGE; em solu¢do. B, animal CLP (controle), CLP injetado com
microesferas vazias, CLP injetado com microesferas de PGE; 48 h ap6s o procedimento
e CLP + PGE; em solugdo. Animais (n = 7, por grupo) submetidos a cirurgia foram
acompanhados durante 7 dias e os resultados foram expressos como % de
sobrevivéncia.

[027] Neste ensaio, foi realizada a cirurgia de ligacao e ruptura do ceco (CLP),
0 que provocou um quadro de sepse aguda nos animais avaliados. Nestes casos de
choque endotoxémico induzido pela CLP ha uma grande liberagdo de mediadores
inflamatdérios, dentre estes a citocina TNF-a, responsavel pelo agravamento do quadro
inflamatorio e infeccioso. A formulagéo foi capaz de controlar a evolu¢cdo da sepse nos
estagios iniciais e aumentar a sobrevida dos animais avaliados, principalmente quando
as microesferas foram administradas nas primeiras horas apés a inducéo da sepse (1h),

conforme demonstrado pelos dados de sobrevivéncia (%) dos animais (Figura 5A).
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REIVINDICACOES

1. Forma farmacéutica para tratar processos inflamatérios ou infecciosos,

localizados ou sistémicos, caracterizada pelo fato de consistir de acidos lactico e

glicélico em proporc¢ao entre 20 e 80% de cada acido, em quantidades de 10 mg a

500 mg em microesferas biodegradaveis contendo o mediador lipidico

prostaglandina E> em quantidade entre 0,1 mL e 1 mL

2. Forma farmacéutica de acordo com reivindicacao 1, caracterizada pelo fato de o
didmetro das microesferas variar entre 5 e 6 um, em funcdo de sua via de
administracao e/ou da possibilidade de interagdo com as células do sistema imune.

3. Processo de obtencao de forma farmacéutica, definida nas reivindicagées 1 a
2, caracterizado por consistir nas etapas:

(a) dissolucao dos acidos organicos e do mediador lipidico em o solvente organico
diclorometano na propor¢ao 50:50;

(b) adicdo da fase obtida na etapa (a) em uma fase aquosa externa contendo o
tensoativo alcool polivinilico (PVA) sendo diluido em 40 mL de PVA 3g/100 mL
de agua;

(c) eliminacdo do solvente e do tensoativo por meio de extragdo-evaporagéo,
inativacdo do gas solvente por outros produtos quimicos ou sistemas a vacuo;

(d) lavagem e liofilizagao.

4. Processo de obtencao de forma farmacéutica de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizado pelo fato de o solvente organico poder ser escolhido entre
diclorometano, cloroférmio, hexano e qualquer outro solvente conhecido do homem
da técnica.

5. Processo de obtencdo de forma farmacéutica de acordo com a reivindicacao 4,
caracterizado pelo fato de a quantidade do solvente orgénico estar entre 5 mL a 20
mL.

6. Processo de obtengdo de forma farmacéutica de acordo com a reivindicagao 3,
caracterizado pelo fato de a concentracéo do tensoativo estar entre 1% a 5% (m/v).

7. Processo de obtengdo de forma farmacéutica de acordo com a reivindicagao 3,
caracterizado pelo fato de ser desenvolvido em temperatura entre 20 e 25°C.

8. Processo de obtencao de forma farmacéutica de acordo com a reivindicagao 3,
caracterizado pelo fato de a eliminagdo do solvente descrito na etapa (c) ocorrer

por extragao-evaporagao.
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