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(57) Resumo: COMPOSICAO NASAL PARA ENTREGA DE ENZIMA RECOMBINANTE, PROCESSO DE OBTENCAO E USO
DA MESMA. A presente invengao descreve a composicdo de uma formulacéo contendo a isoflavona genisteina como vetor para
a forma recombinante da enzima iduronidase, com tamanho nanométrico (menor 1,0 micrometro) a fim de ser administrado in
vivo para fins de tratamento da mucopolissacaridose tipo I. A presente invengao pertence ao campo da nanotecnologia e consiste
em formulagBes que podem ser utilizadas nas areas farmacéutica e médica.
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Figura 3. Atividade enzimitica de laronidase mensurada nos tecidos cerebrais apos
inis A M I com L ou NG. MPS I

mucopolissacaridose tipo I: MPS I grupo controle MPS 1 ndo-tratado; WT: grupo
controle normal wild type nfo-tratado; L: lipossoma contendo laronidase associada; NG:
nanoemulsio contendo genistefna e laronidase associadas.
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Relatério Descritivo de Patente de Invencéo

COMPOSICAO NASAL PARA ENTREGA DE ENZIMA RECOMBINANTE, PROCESSO DE

OBTENCAO E USO DA MESMA

Campo da Invencao

[0001] A presente invencdo descreve a composicdo de uma formulacéo
contendo a isoflavona genisteina como um mecanismo de entrega da forma
recombinante da enzima iduronidase, com tamanho nanométrico (< 1,0
micrébmetro) a fim de ser administrado in vivo para fins de tratamento da
mucopolissacaridose tipo |. A presente invencdo pertence ao campo da
nanotecnologia e consiste em formulacdes que podem ser utilizadas nas areas

farmacéutica e médica.

Antecedentes da Invencao

[0002] A mucopolissacaridose tipo I (MPS I) é uma doenca de lisossdmica
causada pela deficiéncia da enzima o-L-iduronidase (IDUA, EC 3.2.1.76), que
resulta na auséncia de degradacdo e acumulo dos glicosaminoglicanos (GAG)
sulfato de heparano (SH) e sulfato de dermatano (SD) nas células. As
consequéncias sdo sinais e sintomas multissisttmicos que se apresentam como
opacificacdo da cornea, cardiopatia, perda auditiva, problemas respiratorios,
hepatoesplenomegalia, limitacdo de mobilidade articular e inclusive pode ocorrer
dano nas funcbes cognitivas, 0 que limita significativamente a qualidade e a
expectativa de vida dos pacientes (NEUFELD, E. F. MUENZER J. The
mucopolysaccharidosis. In: Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D, eds. The
Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8th Edition. New York:
McGraw-Hill, 3421-3452. 2001).
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[0003] As manifestacGes clinicas sdo heterogéneas, sendo reconhecidas trés
formas principais: MPS IH ou Sindrome de Hurler (forma grave), MPS IH/S ou
Sindrome de Hurler-Scheie (forma intermediaria) e MPS IS ou Sindrome de
Scheie (forma atenuada). A expectativa de vida é geralmente limitada a infancia
na forma MPS IH e a adolescéncia na forma intermediaria, e pode ser normal na
forma mais branda (NEUFELD; MUENZER, 200 NEUFELD, E. F. MUENZER
J. The mucopolysaccharidosis. In: Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D, eds.
The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8th Edition. New York:
McGraw-Hill, 3421-3452. 2001). A incidéncia mundial estimada da MPS | é de
cerca de 1:100.000 nascidos vivos e entre 50 a 80% dos pacientes tém a forma
mais grave da doenca (MUENZER, J. BECK, M. ENG, C. M. ESCOLAR, M. L.
GIUGLIANI, R. GUFFON, N. H. HARMATZ, P. KAMIN, W. KAMPMANN, C.
KOSEOGLU, S. T. LINK, B. MARTIN, R. A. MOLTER, D. W. ROJAS, M. V.
M. Multidisciplinary management of Hunter syndrome. Pediatrics, 124(6): 1228-
1239. 2009). Ha dois tratamentos disponiveis para a MPS 1, o transplante de
células-tronco hematopoiéticas (TCTH) e a terapia de reposicao enzimética (TRE).
[0004] O TCTH permite que as células transplantadas produzam e distribuam a
enzima aos diferentes érgdos através da reconstituicdo do sistema hematopoiético
(MUENZER, J. BECK, M. ENG, C. M. ESCOLAR, M. L. GIUGLIANI, R.
GUFFON, N. H. HARMATZ, P. KAMIN, W. KAMPMANN, C. KOSEOGLU,
S. T. LINK, B. MARTIN, R. A. MOLTER, D. W. ROJAS, M. V. M.
Multidisciplinary management of Hunter syndrome. Pediatrics, 124(6): 1228-
1239. 2009). Contudo, devido aos riscos associados a terapia (como morbidade e
mortalidade causadas pela doenca do enxerto contra o hospedeiro) este tratamento
é indicado apenas em situacdes especificas, as quais incluem pacientes com a
forma grave da doenca (MPS IH) e com até 2 anos de idade (BONFIM, C.
KOLISKI, A. BITENCOURT, M. SETUBAL, D. FUNKE, V. RUIZ, J.
COUTINHO, E. OLIVEIRA M. MEDEIROS, L. ZANIS-NETO, J. MEDEIROS,
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C. R. CAT, I. PASQUINI, R. Stem cell Transplantation for inborn errors of
metabolism: a single center experience in 20 patients. Acta Bioguim Clin
Latinoam; 1:52. 2007). Outras limitacdes do tratamento sdo a dificuldade de
encontrar doadores compativeis e a auséncia de efeito sobre as deformidades
dsseas e neurologicas ja estabelecidas no momento do transplante (GIUGLIANI,
R. FEDERHEN, A. ROJAS, M. V. M. VIEIRA, T. A. ARTIGALAS, O. PINTO,
L. L. C. AZEVEDO, A. C. ACOSTA, A. X. Terapia de reposi¢do enzimatica para
as mucopolissacaridoses I, Il e VI: recomendagdes de um grupo de especialistas
brasileiros. Rev Assoc Med Bras, 56(3): 257-77. 2010.). A terapia é iniciada apés
0 aparecimento de lesdes Osseas irreversiveis, que ja podem existir antes do
nascimento (MARTIN, J. J. CEUTERICK, C. Prenatal pathology in
mucopolysaccharidoses: a comparison with postnatal cases. Clin Neuropathol
2:122-127, 1983; HINEK, A. WILSON, S. E. Impaired elastogenesis in Hurler
disease: dermatan sulfate accumulation linked to deficiency in elastinbinding
protein and elastic fiber assembly. Am J Pathol 156: 925-938. 2000).

[0005] A TRE para a MPS | é realizada atraves da administracdo intravenosa de
laronidase (Aldurazyme®, Genzyme Corporation), uma proteina analoga a
humana a-L-iduronidase, com um peso molecular de 83 kD, produzida por
tecnologia de DNA recombinante em uma linhagem celular de ovario de hamster.
O objetivo da terapia € fornecer enzimas xenogénicas para a absorcdo dos
lisossomos, assim, aumentar o catabolismo de GAGs e impedir sua formacao nos
tecidos. A captacdo da laronidase pelas células nos lisossomos € provavelmente
mediada pelas cadeias oligossacaridicas terminadas com manose-6-fosfato da
laronidase. A dose recomendada é de 0,58 mg/kg administrada numa base
semanal como uma perfusdo intravenosa (GENZYME THERAPEUTICS.
Aldurazyme® (Enzima Recombinante Laronidase).

www.aldurazyme.com/pdf/az_us_hc_pi.pdf, 2010).
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[0006] As alternativas terapéuticas atuais ndo sdo completamente satisfatorias,
visto que ndo sdo eficazes em tratar todo o quadro clinico da doenga. Assim, tem-
se buscado novas terapias para a MPS |, como a terapia de reducédo de substrato,
que visa a reducgdo da sintese do material acumulado, a fim de prevenir ou limitar
0 armazenamentolisossomal. Essa abordagem foi utilizada com sucesso na doenga
de Gaucher e Niemann — Pick tipo C (HOLLAK, C. E. M. WIJBURG, F. A.
Treatment of lysosomal storage disorders: successes and challenges. J Inherit
Metab Dis 37: 587-598. 2014).

[0007] Nesse contexto, alguns estudos demonstraram que a genisteina poderia
reduzir a expressao de genes que codificam uma ou mais enzimas envolvidas na
sintese de GAG (NIKITOVIC, D. TSATSAKIS, A. M. KARAMANOS, N. K.
TZANAKAKIS, G. N. The effects of genistein on the synthesis and distribution
of glycosaminoglycans/proteoglycans by two osteosarcoma cell lines depends on
tyrosine kinase and the estrogen receptor density. Anticancer Res 23: 459-464,
2003). Estudos anteriores demonstraram que a genisteina inibe a sintese de GAG
em fibroblastos da MPS (JAKOBKIEWICZ- BANECKA et al., 2009;
PIOTROWSKA et al., 2006). Foram testados os efeitos de compostos derivados
da genisteina na reducdo do acimulo de GAG, seis foram descritos tdo efetivos
quanto a genisteina e apenas dois melhores do que o composto de origem. A
passagem pela barreira hematoencefalica destas substancias foi predita por
software computacional (KLOSKA, A. NARAJCZYK, M. JAKOBKIEWICZ-
BANECKA, J. GRYNKIEWICZ, G. SZEJA, W.; GABIG-CIMINSKA, M.
WEGRZYN, G. Synthetic genistein derivatives as modulators of
glycosaminoglycan storage. Journal of Translational Medicine, 10:153, 2012).
[0008] Apesar de muitos estudos demonstrarem a administracdo da genisteina em
sua forma livre, essa possui caracteristicas hidrofébicas, que limitam a sua
biodisponibilidade (BIRT, D F. HENDRICH, S. WANG, W. Dietary agents in

cancer prevention: flavonoids and isoflavonoids. Pharmacology and Therapeutics,
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v. 90,p. 157-177, 2001; ZHANG, H. WANG. L. SUN, Y. B- Ring is the active
center for genistein to Scavenge peroxyl radical: A DTF Study. Bioorganic and
Medicinal Chemistry Letters, v. 13, p. 909-911, 2003). Essa caracteristica remete
a necessidade de utilizar formas de administragdo alternativas que permitam o
aumento da biodistribui¢do desse composto, e os carreadores lipidicos demonstram
as caracteristicas adequadas para incorporar substancias em seu nucleo oleoso.
NanoemulsBes O/A sdo sistemas compostos por um nucleo oleoso estabilizado por
tensoativos formando goticulas dispersas em uma fase externa aquosa (SCHUH,
R. S. BALDO, G. TEIXEIRA, H. F. Nanotechnology applied to treatment of
mucopolysaccharidoses. Journal Expert Opinion on Drug Delivery. Volume 13, -
1709-1718, Issue 12, 2016). Essas nanoestruturas podem carrear compostos
lipofilicos em seu nucleo oleoso, possibilitando a associagcdo da genisteina e sua
protecdo contra degradacdo (ARGENTA, D. F. BIDONE, J. MISTURINI, F. D.
KOESTER, L. S. BASSANI, V. L. SIMOES, C. M. O. TEIXEIRA, H. F. In Vitro
Evaluation of Mucosa Permeation/Retention and Antiherpes Activity of Genistein
from Cationic Nanoemulsions. Journal of Nanoscience and Nanotechnology, Vol.
16, 1282-1290, 2016) de forma segura para administracdo por diversas vias,
inclusive pela via nasal (Fraga M, de Carvalho TG, Diel D, Bruxel F, Kretzmann
Filho NA, Teixeira HF, Matte U. Cationic nanoemulsions as a gene delivery
system: proof of concept in the mucopolysaccharidosis | murine model. J Nanosci
Nanotechnol. 15: 810-816,2015; SCHUH et al., 2018). Estudos anteriores do nosso
grupo de pesquisa demonstraram a incorporacéo eficiente da genisteina (1 mg/mL)
em nanoemulsdes compostas de um nucleo de triglicerideos de cadeia média
estabilizado pela combinacao de fosfolideos e tensoativos ndo idnicos (SILVA, A.
P. C, KOESTER, L. S., MAYORGA, P., BASSANI, V. L., TEIXEIRA, H.
Development and validation of a LC method for determination of genistein in
topical nanoemulsions. Pharmazie, v. 62, p. 732-734, 2007; ARGENTA, D. F.
BIDONE, J. MISTURINI, F. D. KOESTER, L. S. BASSANI, V. L. SIMOES, C.
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M. O. TEIXEIRA, H. F. In Vitro Evaluation of Mucosa Permeation/Retention and
Antiherpes Activity of Genistein from Cationic Nanoemulsions. Journal of
Nanoscience and Nanotechnology, Vol. 16, 1282-1290, 2016). De forma com que
Lyu et al., avaliaram a atividade anti-herpética de alguns flavonoides, incluindo a
genisteina, e relatam que a mesma ofereceu baixa toxicidade frente as células
testadas (LYU et al., 2005).

[0009] A utilizagdo da terapia combinada entre a enzima recombinante
laronidase e a isoflavona genisteina associados em uma nanoemulsdo aumentam
as probabilidades da diminui¢do na producéo de substrato em tecidos afetados pela
MPS |, e consequente aumento da degradacdo de GAGs que ja se encontram
acumulados no organismo, utilizando diferentes vias para agir na reducdo de
substrato que sdo descritos na literatura para 0s compostos citados.

[0010] Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e patentaria,
foram encontrados 0s seguintes documentos que tratam sobre o tema:

[0011] Foi relatada a obtencdo de uma solucéo a fim de administrar pela via
intracerebroventricular (IV) a enzima 2-iduronato sulfatase para tratamento da
MPS 1l (Sindrome de Hunter), tecnologia que estd protegida pelo registro
PCT/KR2016/015060 de 30/12/2015, que difere da tecnologia aqui descrita por
ndo se tratar de uma formulag¢do nanotecnoldgica.

[0012] A tecnologia protegida pelo pedido PCT/US2015/059966,
09/06/2015, descreve o desenvolvimento da obtengdo de um peptideo carreador
para as formas recombinantes das enzimas alfa-L-iduronidase (IDUA), 2-
iduronato sulfatase (IDS) e alfa-galactosidase A (alfa-Gal A) a fim de ser utilizado
no tratamento de doencas genéticas causadas pela insuficiéncia das mesmas, que
difere da presente tecnologia por ndo envolver uma formulacdo nanotecnoldgica.

[0013] A tecnologia protegida pelo numero WO 2005/021064 descreve a
utilizacdo de um meétodo para a administracdo intratecal de uma forma

recombinante da enzima Iduronidase em solu¢do composta por tampdo fosfato e

Petica0 870200033574, de 12/03/2020, pég. 15/49



7129

Tween para o tratamento de doencas com acumulo lisossomal. Entretanto, ndo ha
semelhancas em relacdo a presente descrigdo, visto que a formulagéo descrita nessa
minuta é muito mais elaborada e vislumbra administracdo por via nasal.

[0014] A tecnologia protegida pelo registro PCT/US2018/015910,
30/01/2018 descreve métodos para a obtencdo de uma forma recombinante da
enzima iduronidase e entrega ao sitio de acédo através de uma injecdo no liquido
cefalorraquidiano em um individuo portador de MPS I, diferente do que é descrito
na presente invencao.

[0015] A tecnologia protegida pelo nimero PCT/US2017/018829 descreve
a utilizacdo de vetores virais, como adenovirus associados, capazes de fornecer
uma alternativa de edicdo génica e acarretar o direcionamento de IDUA para a
cdrnea a fim de prevenir cegueira e reduzir a turvacdo dos olhos em pacientes
acometidos pela MPS I, diferindo da via de administracdo e forma de entrega da
presente invengéo.

[0016] A tecnologia protegida pelo numero PCT/CA2013/050453, relata a
incorporacdo e utilizacdo de uma fracdo de dendrimeros no tratamento da MPS 1.
Esses conjugados interagem com a forma recombinante da enzima iduronidase, e
em principio sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica, alem de tratar
sintomas periféricos, entretanto diferem da presente descri¢do pois ndo envolvem
vetores lipidicos em sua composicéao.

[0017] A invengdo PCT/US2016/045715, descreve uma modificacdo em
relacdo a um aminoécido que possa melhorar o desempenho da enzima beta-
glucuronidase humana que age na degradacdo do glicuronato presente nos
glicosaminoglicanos, causando consequente diminuicdo 0s niveis de
glicosaminoglicanos no paciente com Mucopolissacaridose VI, ndo envolvendo
vetores para entrega da enzima.

[0018] A invengdo PCT/US2017/182134 refere-se a administracdo

intratecal da forma recombinante da enzima iduronidase para tratar doengas com
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distarbios lisossdmicos. Entretanto, ndo envolve a producdo de vetores lipidicos,
diferindo da presente invencao.

[0019] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndao foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente
invencdo, de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e atividade
inventiva frente ao estado da técnica.

[0020] Frente ao exposto, a solugéo aqui proposta resolve o problema da
auséncia de um tratamento absolutamente efetivo e seguro para a
mucopolissacaridose tipo I, e ainda trata da obtencédo de carreadores eficientes para
entrega da enzima recombinante por via nasal, tornando possivel a entrega por uma

via de administragdo de ndo-invasiva.

Sumario da Invencédo

[0021] Dessa forma, a presente invencdo difere do estado da técnica,
compreendendo a utilizacdo de formulagdo com particulas em escala nanométrica
produzida por métodos distintos dos mencionados no estado da técnica, contendo
terapia combinada de reducdo de substrato e terapia de reposicdo enzimatica
buscando a utilizacdo da via nasal para administragdo da mesma, a fim de
proporcionar uma adequada vetorizacdo para a isoflavona genisteina e para a
forma recombinante da enzima iduronidase transpondo a limitacdo da barreira
hematoencefalica para a distribui¢do no sistema nervoso central para utilizacéo in
vivo para fins de tratamento da doenca de acimulo lisossomal mucopolissacaridose
tipo 1.

[0022] Em um primeiro objeto, a presente invencdo apresenta uma
composicdo para utilizacdo por via nasal compreendendo ao menos a forma
recombinante da enzima iduronidase, podendo conter a isoflavona genisteina, e
carreadores nanométricos lipidicos, com diametro médio de goticula/particula

compreendido na faixa de 0,01 a 1,0 micrometro.
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[0023] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta um processo
de obtencdo onde a producdo de carreadores lipidicos nanoemulsionados
compreende as etapas de:

(a) dissolver entre 2% p/v e 20% de p/v de fase lipidica em uma solucéo
organica;

(b) adicionar a genisteina em proporc¢éo de 0,01% p/v a 5% pl/v;

(c) dissolver entre 0,1% p/v a 5,0% p/v de agente de tonicidade em uma
solucdo aquosa;

(d) evaporar a solucéo orgénica obtida na etapa (a), para formar um filme;

(e) adicionar a solucdo aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
na etapa (c);

(f) deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 4 a 72 horas em uma
temperatura entre 2°C e 20°C;

(9) sonicar a formulagdo obtida na etapa (e) por 1 a 60 minutos a uma
temperatura entre 25°C e 50°C,;

(h) homogeneizar a formulagéo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressdo ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

(i) adicionar a forma recombinante da enzima iduronidase na concentragédo
de 5% p/v a 50% p/v.
[0024] Em um terceiro objeto, a presente invencao apresenta um processo
de obtencdo onde a producdo de carreadores lipidicos lipossomais compreende as
etapas de:

(@) dissolver entre 2% p/v e 20% de p/v de fase lipidica em uma solugédo
organica;

(b) dissolver entre 0,1% p/v a 5,0% p/v de agente de tonicidade em uma
solugédo aquosa;

(c) evaporar a solucéo organica obtida na etapa (a), para formar um filme;

(d) adicionar a solucéo aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
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na etapa (c);

(e) deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 4 a 72 horas em uma
temperatura entre 2°C e 20°C;

(F) sonicar a formulagdo obtida na etapa (e) por 1 a 60 minutos a uma
temperatura entre 25°C e 50°C,;

(g) homogeneizar a formulacdo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressdo ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

(h) adicionar a forma recombinante da enzima iduronidase na concentragao
de 5% p/v a 50% plv.
[0025] Em um quarto objeto, a presente invencdo apresenta o uso da
composicdo no preparo de um medicamento para o tratamento de doencas
lissossomais. Em uma concretizagdo ideal, o uso da composi¢do seré para preparar
um medicamento para o tratamento de mucopolissacaridose tipo | através da
administracdo nasal.
[0026] Em algumas formas de realizagcdo da seguinte invencao, ela pode ser
administrada desde uma vez ao dia até diversas vezes ao dia durante varios dias.
[0027] Em algumas realizagdes, as composi¢Oes nasais para entrega de uma
forma recombinante da enzima iduronidase para 0 tratamento da
mucopolissacaridose tipo | podem ser administradas como gotas, solucéo,
suspensdo, gel, pomada, liquido de limpeza e/ou por meio de outros veiculos.
[0028] A presente inven¢do também apresenta a incorporacao de uma forma
recombinante da enzima iduronidase sozinha ou juntamente com a isoflavona
genisteina.
[0029] A presente invencdo apresenta como vantagens uma maior
penetrabilidade intracelular devido ao uso de sistemas nanometricos no
carreamento e administracdo da enzima, bem como a possibilidade de
administracdo pela via nasal também é uma vantagem pois é uma via ndo-invasiva

e permite o alcance do sistema nervoso central.
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[0030] Ainda, o conceito inventivo comum a todos os contextos de protecédo
reivindica uma composi¢do nasal para terapia da mucopolissacaridose tipo I,
compreendendo carreadores ndo-virais de tamanho manométrico e a enzima
recombinante, podendo conter a isoflavona genisteina, com didmetro medio de
goticula/particula compreendido na faixa de 0,01 a 1,0 micrémetro.

[0031] Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e seréo

descritos em detalhes suficientes para sua reproducao na descricdo a seguir.

Breve Descricdo das Figuras

[0032] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o conteido do presente
pedido de patente, sdo apresentadas as presentes figuras 1,2 e 3 em anexo ao final
deste documento com os resultados in vitro e in vivo.

[0033] A figura 1 mostra os resultados de atividade enzimatica de laronidase
apos tratamento de fibroblastos de camundongos MPS | tratados durante 24 horas
com lipossoma contendo laronidase (L) ou nanoemulsdo contendo genisteina e
laronidase (NG) (120 pL, sendo 90 pL de formulacdo e 30 pL de enzima) e em
fibroblastos controle de camundongos MPS | ndo-tratados.

[0034] Na figura 2 sdo demonstrados os resultados da atividade enzimatica
dosada nos tecidos dos animais ap0s tratamento com lipossoma contendo
laronidase (L) ou nanoemulsdo contendo genisteina e laronidase (NG) (120 L,
sendo 90 pL de formulacdo e 30 pL de enzima divididas em 6 administragdes de
10 pL, 1x/ dia, 1 dia) por via nasal, em animais controle MPS | e controle normais
(wild type) nédo-tratados.

[0035] Na figura 3 sdo demonstrados os resultados da atividade enzimatica
dosada em diferentes seccdes do cérebro dos animais ap0s tratamento com

lipossoma contendo laronidase (L) ou nanoemulsdo contendo genisteina e
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laronidase (NG) (120 pL, sendo 90 pL de formulacéo e 30 pL de enzima divididas
em 6 administracdes de 10 uL, 1x/ dia, 1 dia) por via nasal, em animais controle
MPS | e controle normais (wild type) ndo-tratados.

[0036]

Descricdo Detalhada da Invencao

[0037] A mucopolissacaridose tipo | (MPS I) € uma doenca de lisossémica
causada pela deficiéncia da enzima a-L-iduronidase (IDUA, EC 3.2.1.76), que
resulta na auséncia de degradacdo e acumulo dos glicosaminoglicanos (GAG)
sulfato de heparano (SH) e sulfato de dermatano (SD) nas células (NEUFELD;
MUENZER, 2001). As consequéncias sdo sinais e sintomas multissistémicos que
se apresentam como opacificacdo da clrnea, cardiopatia, perda auditiva,
problemas respiratorios, hepatoesplenomegalia, limitacdo de mobilidade articular
e inclusive pode ocorrer dano nas fungbes cognitivas, o que limita
significativamente a qualidade e a expectativa de vida dos pacientes (NEUFELD;
MUENZER, 2001).

[0038] Existem dois tipos de tratamentos atualmente disponiveis, entretanto
ambos ndo sdo completamente efetivos, visto que ndo séo eficazes em tratar todo
0 quadro clinico da doenca. Assim, tem-se buscado novas terapias para a MPS I,
como a terapia de reducdo de substrato, que visa a reducdo da sintese do material
acumulado, a fim de prevenir ou limitar o armazenamento lisossomal. Essa
abordagem foi utilizada com sucesso na doenga de Gaucher e Niemann — Pick tipo
C (HOLLAK; WIJBURG, 2014).

[0039] A presente invencdo versa sobre composicGes farmacéuticas
direcionadas para uso no tratamento das manifestacbes heterogéneas e
multissistémicas de doencas de acumulo lisossomal. Mais particularmente, a
presente invencgéo € baseada na descoberta de composicGes para entrega nasal que

compreendem enzimas deficientes ou inexistentes em distirbios de armazenamento
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lisossémico, o que resulta em intervencdo terapéutica clinicamente atil a longo
prazo, sustentada, das manifestacfes do sistema nervoso central dessas doengas.
Assim, a presente invencgdo é direcionada a terapia de reposicdo enzimatica para
tais doengas por via nasal.

[0040] Por conseguinte, em um aspecto da presente invencdo, € fornecida
uma composicdo farmacéutica compreendendo uma enzima que esta deficiente em
uma doenca de armazenamento lisossdomico e compreende ou foi projetada para
compreender uma fracdo que permite que a referida enzima se ligue ao receptor de
manose-6-fosfato (M6P) para uso no tratamento de uma doenca de armazenamento
lisossémico por administracdo nasal a um mamifero sujeito em uma quantidade
eficaz para melhorar os sintomas sistémicos e neuroldgicos da referida doenca.
[0041] Em formas de realizacédo particularmente preferidas, as composicoes
farmacéuticas da presente invencao proporcionam a administracéo nasal da forma
recombinante da enzima iduronidase para efetuar uma intervencgéo terapéutica em
MPS I. Esse tratamento tem eficacia sobre o sujeito pois reduz ou elimina granulos
de armazenamento de glicosaminoglicanos nos tecidos. Além disso, a
administracdo nasal da enzima em individuos neonatais e adultos poderia resultar
em niveis terapéuticos de iduronidase no cérebro e a reducdo ou eliminacdo de
granulos de armazenamento de glicosaminoglicanos no tecido cerebral.

[0042] Em algumas concretizacGes, a enzima recombinante sera entregue
juntamente com a genisteina a fim de contemplar a redu¢édo do substrato bem como

a degradacédo da acumulacdo dos GAGs teciduais.

[0043] Em uma concretizagdo, as nanoestruturas sdo nanoemulsdes ou
lipossomas.
[0044] Em uma concretizacdo, a composicdo para entrega de enzima

recombinante compreende excipientes farmaceuticamente adequados.
[0045] Em uma concretizacdo, a presente invencdo apresenta um processo

de obtencdo de composicéo para entrega de enzima recombinante, onde a obtengéo
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de nanoemulsBes compreendem as etapas de:

(@) dissolver entre 2% p/v e 20% de p/v de fase lipidica em uma solucgéo
organica;

(b) adicionar a genisteina em proporcao de 0,01% p/v a 5% p/v;

(c) dissolver entre 0,1% p/v a 5,0% p/v de agente de tonicidade em uma
solucédo aquosa;

(d) evaporar a solucéo orgénica obtida na etapa (a), para formar um filme;

(e) adicionar a solucdo aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
na etapa (c);

(f) deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 4 a 72 horas em uma
temperatura entre 2°C e 20°C;

(9) sonicar a formulagdo obtida na etapa (e) por 1 a 60 minutos a uma
temperatura entre 25°C e 50°C,;

(h) homogeneizar a formulacéo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressdo ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

(i) adicionar a forma recombinante da enzima iduronidase na concentracéo
de 5% p/v a 50% p/v.
[0046] Em uma concretizacdo, a presente invencao apresenta um processo
de obtencdo onde a producdo de carreadores lipidicos lipossomais compreende as
etapas de:

(@) dissolver entre 2% p/v e 20% de p/v de fase lipidica em uma solucéo
organica;

(b) dissolver entre 0,1% p/v a 5,0% p/v de agente de tonicidade em uma
solucdo aquosa;

(c) evaporar a solugéo orgénica obtida na etapa (a), para formar um filme;

(d) adicionar a solugéo aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
na etapa (c);

(e) deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 4 a 72 horas em uma
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temperatura entre 2°C e 20°C;

(F) sonicar a formulagdo obtida na etapa (e) por 1 a 60 minutos a uma
temperatura entre 25°C e 50°C,;

(g) homogeneizar a formulacdo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressdo ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

(h) adicionar a forma recombinante da enzima iduronidase na concentracéo
de 5% p/v a 50% plv.

[0047] Em uma concretizacdo, a solucdo organica descrita na etapa (a) é um
solvente orgénico apolar.

[0048] Em uma concretizacdo, caso o produto a ser obtido seja o lipossoma,
0 processo pode compreender a etapa adicional:

(h) extrusar a formulagéo obtida na etapa (g) em ao menos uma membrana
com tamanho de poro de 1000 nm a 220 nm e em a0 menos uma membrana com
tamanho de poro de 220 nm a 50 nm.

[0049] Em uma concretizacgéo, a formulacéo é submetida a etapa posterior
de evaporacdo da agua sob pressdo normal ou reduzida entre 0 e 1000 mbar a
uma temperatura entre 10°C e 50 °C.

[0050] Em uma concretizacdo, o solvente organico é escolhido entre o grupo
que compreende solventes organicos polares proticos, apréticos ou apolares e/ou
mistura dos mesmos.

[0051] Em uma concretizacdo, o solvente organico polar prético é o metanol
e o solvente organico apolar é o cloroférmio.

[0052] Em uma concretizacdo, a fase lipidica é escolhida do grupo que
compreende:

a) lipideos liquidos tais como oleato de decila, isohexadecano, ésteres do
acido estearico e/ou oleico, 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, triglicerideos de cadeia longa, palmitatos,
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miristatos e octildodecanol;

b) tensoativos lipofilicos tais como lecitinas e fosfolipideos e/ou mistura
dos mesmos;

c) lipideos neutros;

d) lipideos catidnicos; e

e) lipidios com ramificacdo de PEG (peguilados).
[0053] Em uma concretizacdo, o agente de tonicidade € escolhido do grupo
que compreende sorbitol, etilenoglicol, polietilenoglicol, manitol, glicerol, e/ou
mistura destes.
[0054] Em uma concretizacéo, a fase lipidica e fase aquosa do processo de
obtencéo dos lipossomas compreendem:

fase lipidica:

- DOTAP (0,5% p/v a 5,0% p/v);

- Lecitina de gema de ovo (0,25% p/p a 5,0% p/p);

e

fase aquosa:

- Glicerol (0,1% p/v e 5,0% p/v)

- Enzima recombinante laronidase (5% p/v a 50% p/v).
[0055] Em uma concretizacdo, a fase lipidica e fase aquosa do processo de
obtencdo das nanoemulses compreendem:

fase lipidica:

- TCM (0,5% p/v a 5,0% p/v);

- DOTAP (0,5% p/v a 5,0% p/v);

- Lecitina de gema de ovo (0,25% p/p a 5,0% p/p);

- Isoflavona genisteina (0,01% p/v a 5% p/v);

e

fase aquosa:
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- Glicerol (0,1% p/v e 5,0% p/v)

- Enzima recombinante laronidase (5% p/v a 50% p/v).
[0056] A presente invencdo apresenta como vantagens uma maior
penetrabilidade intracelular devido ao uso de sistemas nanométricos no
carreamento e administracdo de enzimas nanoencapsuladas. Também é uma
vantagem a possibilidade de tratamento de doencas que possam ser causadas por
problemas genéticos que provoquem acumulo lisossomal utilizando os produtos da

presente invencao.

Exemplos - Concretizacoes

[0057] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar
uma das inUmeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo sem limitar, o
escopo da mesma.

Enzima recombinante

[0058] Embora certas modalidades usem a iduronidase como a enzima que
estd sendo substituida, deve-se entender que os métodos da presente invencdo
podem ser utilizados para a intervencao terapéutica de outras doencas que requerem
a administracdo de uma enzima diferente. Por exemplo, a presente invengéo
também contempla a administracdo nasal de betaglucuronidase (MPS VII),
iduronato sulfatase (MPS Il), alfa-N-acetilglucosaminidase (MPS [1IB),
arilsulfatase =~ A (MLD), glucocerebrosidase, p-glucosidase ou  N-
acetilgalactosamina 4-sulfatase.

[0059] Além disso, é contemplado que a presenca na superficie celular das
células de um receptor de alta afinidade para a absor¢do da enzima, mesmo em
baixas concentragdes da enzima produzira um gradiente de concentracdo que
aciona a enzima para atravessar a superficie do cérebro através da interface cérebro-
nariz.

[0060] As composi¢cOes farmacéuticas da presente invencdo podem ser

Peticao 870200033574, de 12/03/2020, pég. 26/49



18/29

usadas no tratamento de qualquer doenca de armazenamento lisossomal que
manifesta um efeito no cérebro ou tecido meningeo e requer que o medicamento
entre no cérebro ou meninges. As composicdes farmacéuticas do presente pedido
atingem um efeito terapéutico cruzando a interface cérebro-nariz e melhoram os
efeitos deletérios de doencas de armazenamento lisossdmico no tecido cerebral. Por
exemplo, tal doenca pode incluir, mas ndo esta limitada a aspartilglucosamindria,
doenca de armazenamento de éster de colesterol, Wolman doenca, cistinose,
leucodistrofia metacromatica, doenca de Danon, doenca de Fabry,
lipogranulomatose de Farber, Farber, fucosidose, galactosialidose tipos | / I,
doenca de Gaucher tipos I / 11 / 111, doenca de Gaucher, leucodistrofia de células
globoides, doenga de Krabbe, doenga de armazenamento de glicogénio 11, doenca
de Pompe, GM1-gangliosidose tipos I / 11 / 111, GM2-gangliosidose tipo I, doenca
de Tay Sachs, GM2-gangliosidose tipo Il, doenca de Sandhoff, GM2-
gangliosidose, o-manosidose tipos | / I, PB-manosidose, leucodistrofia
metacromatica, mucolipidose tipo |, sialidose tipos I / I, mucolipidose, doenca das
células I 11 / 1lIl, polidistrofia pseudo-Hurler da mucolipidose tipo HIC,
mucopolissacaridose tipo I, mucopolissacaridose tipo Il, sindrome de Hunter,
mucopolissacaridose tipo Il1A, sindrome de Sanfilippo, mucopolissacaridose tipo
[11B, mucopolissacaridose tipo 1lIC, mucopolissacaridose tipo IlID,
mucopolissacaridose tipo VA, Morquio, mucopolissacaridose tipo IVB sindrome
de Morquio, mucopolissacaridose tipo VI, mucopolissacaridose tipo VI, sindrome
de Sly, mucopolissacaridose tipo IX, deficiéncia maultipla de sulfatase,
lipofuscinose cerdide neuronal, doenca de CLN1 Batten, doenca de CLN2 Batten,
doenca de Niemann-Pick tipos A / B, doenca de Niemann-Pick, Niemann-Pick
doenca tipo C1, doenca de Niemann-Pick tipo C2, picnodisostose, doenca de
Schindler tipos I / 1l, doenca de Schindler e doencga de armazenamento de acido
sidlico.

[0061] Em modalidades particularmente preferidas, a doenca €
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mucopolissacaridose e, mais preferencialmente, a doenca € mucopolissacaridose I.
Em certas modalidades, o individuo com a doenca de armazenamento lisossémico
tem uma diminuicdo da atividade normal de a-L-iduronidase. A atividade pode ser
diminuida porque a enzima estd mutada ou ausente no sujeito. Numa modalidade
particular, o0 mamifero possui cerca de 50% ou menos de uma atividade normal de
a-L-iduronidase. Em outras modalidades, o sujeito tem 75% ou menos de uma
atividade normal de o-L-iduronidase. Para tratar essa deficiéncia, os métodos da
presente invencdo podem empregar uma composicao farmacéutica que compreende
uma dose de pelo menos cerca de 125.000 unidades ou 0,5 mg/kg de a-L-
iduronidase humana. Outras doses preferidas incluem entre cerca de 0,01 mg/15-
20 kg de peso corporal do sujeito a cerca de 10 mg/15-20 kg de peso corporal do
sujeito. A quantidade pode ser administrada em qualquer dose e em qualquer
intervalo convenientemente espacado, determinado pelo médico que administra o
tratamento. Em certas modalidades, a terapia de reposicdo enzimatica €
administrada semanalmente a um sujeito que sofre de uma deficiéncia de uma
enzima lisossémica.

[0062] Em modalidades especificas, o distdrbio de armazenamento
lisossdbmico é a MPS | e a enzima é a iduronidase recombinante administrada pela
via nasal em uma quantidade de cerca de 0,5 mg a cerca de 20 mg por quilograma
de peso corporal. Em modalidades especificas, a quantidade é de cerca de 1,2 mg
por quilograma de peso corporal. Mais particularmente, € contemplado que a
iduronidase recombinante é administrada em uma dosagem de cerca de 1,0 mg a
100 mg, 2,0 mg a 50 mg ou 10 mg a 100 mg por quilograma de peso corporal. Estas
sdo meras quantidades exemplares de iduronidase e os entendidos na técnica
entenderdo que essas doses podem variar dependendo da idade do sujeito, tamanho
do sujeito, estagio da doenca e similar. Em modalidades preferidas, a iduronidase
recombinante € administrada em uma dosagem de cerca de 1,0 mg a 15 mg, 2,0 mg

a 10 mg ou 10 mg a 5 mg.
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[0063] A enzima para a terapia de substituicdo pode ser preparada a partir
de qualquer fonte comumente usada para a preparagdo dessas enzimas. Em certas
modalidades, a enzima é a iduronidase que € secretada e purificada de células de
mamiferos em cultura e transfectadas com uma sequéncia de DNA que codifica a
iduronidase humana.

Fase lipidica

[0064] A fase lipidica adequada para a presente invencéo é constituida por
tensoativos lipofilicos, 6leos, lipideos solidos e liquidos e/ou mistura desses.
[0065] Os tensoativos lipidicos incluem, mas ndo se limitam a, lecitina e
fosfolipidios. Lecitinas sdo conhecidas como glicerofosfolipidios os quais sdo
formados a partir de acidos graxos, glicerol, acido fosférico e colina por
esterificacdo. As lecitinas sdo frequentemente referenciadas como
fosfatidilcolinas. Os fosfolipidios adequados para 0 uso na presente invencao
incluem, mas ndo se limitam, a fosfolipidios encontrados na gema de ovo e na
soja. Sdo exemplos de fosfolipidios e seus derivados, fosfatidilcolina (PC),
dioleilfosfatidilcolina (DOPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC),
dipalmitoilfosfatidilcolina  (DPPC),  diestearoilfosfatidilcolina  (DSPC),

fosfatidiletanolamina (PE), dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE),
diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE), fosfatidilserina (PS),
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG),
fosfatidilinositol (PD), dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS),

diestearoilfosfatidilserina (DSPS).

[0066] Substancias oleosas adequadas para 0 uso na presente invencgédo
incluem, mas ndo se limitam a, oleato de decila, isohexadecano, ésteres do acido
estearico e/ou oléico, etanolamida de &cido graxo de coco, 60leos naturais, como 0
6leo de milho, amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool graxo, parafina,
triglicerideos de cadeia média, triglicerideos de cadeia longa, palmitatos,

miristatos e octildodecanol.
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[0067] Os lipidios podem ser peguilados, isto é, possuindo uma ramificacédo
de polietilenoglicol (PEG) em sua cadeia, como DSPE-PEG, DMPE-PEG,
colesterol-PEG, DPPE-PEG (dipalmitoilglicerofosfoetanolamina-
polietilenoglicol), DLPE-PEG (dilauroilglicerofosfoetanolamina-

polietilenoglicol), entre outros.

[0068] Os lipidios podem ser catiénicos, como 1,2-di-orto-octadecenil-3-
trimetilamoéniopropano (DOTMA), 1,2-dimiristoleil-sn-glicero-3-etilfosfocolina
(EPC), didodecildimetilamdnio (DDAB), 1, dimetildioctadecilaménio (DODAP),
dioleiltrimetilam6nopropano (DOTAP), dimetilaminoetanocarbamoilcolesterol
(DC-colesterol), entre outros.

[0069] Com maior preferéncia, as composi¢6es da invengdo compreendem,
ainda, um ou Vvarios lipideos neutros. A requerente prevé que a adicdo de um
lipidio neutro permite melhorar a formacéo das particulas lipidicas e, de maneira
surpreendente, favorecer a penetracdo da particula na célula, desestabilizando sua
membrana. De maneira particularmente vantajosa, utilizam-se lipidios naturais ou
sintéticos, zwitteribnicos ou desprovidos de carga ibnica nas condigdes
fisiologicas. Eles podem ser escolhidos mais particularmente entre a
dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), a oleilpalmitoilfosfatidiletanolamina
(POPE), a di-estearoil, - palmitoil, -miristoil fosfatidileta-5 nolamina, assim como
seus derivados N-metilados 1 a 3 vezes; os fosfatidilglicerois, os diacilglicerois,
os glicosildiacilglicerois, o0s cerebrosidios (tais como notadamente 0s
galactocerebrosidios), o0s esfingolipidios (tais como notadamente as
esfingomielinas), ou ainda os asialogangliosidios (tais como notadamente os
asialoGM1 e Glv12).

[0070] Em uma realizagéo preferencial os lipossomas descritos na presente
invencdo compreendem o uso de Lecitina de gema de ovo (0,25% p/p a 5,0% p/p)
e DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p).

[0071] Em uma realizacdo preferencial as nanoemulsdes descritas na
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presente invencdo compreendem o uso de Lecitina de gema de ovo (0,25% p/p a
5,0% p/p), DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p) e triglicerideos de cadeia média (2,0%
p/p a 20,0% p/p).

Agentes de tonicidade

[0072] Os agentes de tonicidade podem ser glicerol, manitol,
propilenoglicol, etilenoglicol, sorbitol, etc. A concentracdo pode estar entre 0,1%
p/p e 5,0% p/p.

Solventes organicos

[0073] Solventes organicos adequados para 0 UsoO na presente invencgéo
incluem, mas ndo se limitam a, solventes organicos polares proticos e aproticos,
como por exemplo etanol, acetona e/ou mistura desses, e solventes organicos
apolares, como por exemplo, cloroférmio.

[0074] Em uma realizacdo preferencial os lipossomas e as nanoemulsdes
da presente invencdo compreendem o uso de cloroférmio para a solubilizacdo dos
componentes da fase lipidica e uma mistura de cloroformio: metanol: agua
(1:2,1:1).

Obtencao das nanoestruturas lipidicas

[0075] Os processos de obtencdo das nanoemulsdes compreendem as etapas
de:

(a) dissolver entre 2% p/v e 20% de p/v de fase lipidica em uma solugéo
organica;

(b) adicionar a genisteina em proporc¢éo de 0,01% p/v a 5% p/v;

(c) dissolver entre 0,1% p/v a 5,0% p/v de agente de tonicidade em uma
solucdo aquosa;

(d) evaporar a solucéo organica obtida na etapa (a), para formar um filme;

(e) adicionar a solucdo aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
na etapa (c);

(F) deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 4 a 72 horas em uma
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temperatura entre 2°C e 20°C;

(9) sonicar a formulagdo obtida na etapa (e) por 1 a 60 minutos a uma
temperatura entre 25°C e 50°C,;

(h) homogeneizar a formulacdo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressdo ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

(i) adicionar a forma recombinante da enzima iduronidase na concentracéo
de 5% p/v a 50% plv.
[0076] Os processos de obtencdo dos lipossomas compreendem as etapas
de:

a) dissolver de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solucéo
organica composta por um solvente organico apolar;

b) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma solucéo
aquosa;

c) evaporar todo o solvente organico do produto obtido na etapa a, obtendo
assim um filme lipidico;

d) adicionar a solucdo aquosa ao filme lipidico e deixar por 12 a 72 horas
em 2°C a 20°C;

e) sonicar a formulagdo por 5 a 60 minutos a uma temperatura entre 25°C e
50°C;

f) homogeneizar a formulacdo em homogeneizador a alta pressdo ou
microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.

Formulacdes compreendendo os carreadores lipidicos

[0077] Os produtos da presente invencdo sdo formulagbes que
compreendem as nanoestruturas lipidicas, associadas a excipientes adequados,
uteis nas areas farmacéutica e medica.

[0078] Os carreadores da presente invencdo podem estar sob a forma de
nanoemulsdes ou lipossomas.

Especificacdo das nanoparticulas lipidicas
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[0079] A formacdo de nanoparticulas foi primeiramente confirmada pela
evidéncia de carater homogéneo (sem separacgdo de fases) e pela ndo ocorréncia
de precipitados. A seguir, as formulac6es foram especificadas de acordo com o
didmetro médio de goticula/vesicula, indice de polidispersdo, potencial zeta, e
capacidade de complexagdo com os &cidos nucleicos.

[0080] Determinacdo do diametro de goticula/particula e do indice de
polidispersdo (IPD):

[0081] As formulacgdes foram especificadas atraves do espalhamento de luz
dindmico pela difusdo de raio laser monocromatico que atravessa a dispersao
coloidal. Essa determinacdo foi realizada observando-se o espalhamento a
173° C apds diluicdo das amostras em agua purificada, previamente filtrada em
membrana de 0,22 um. Os resultados foram expressos como média de trés
determinacdes independentes.

Determinacao do potencial zeta

[0082] O potencial zeta foi determinado através da mobilidade eletroforética
das goticulas/vesiculas. As medidas foram realizadas ap6s calibracdo com uma
solucdo padrdo a —55 mV (latex poliestireno carboxilato). Todas as analises foram
realizadas apds a diluicdo das amostras em agua purificada, previamente filtrada
em membrana nylon de 0,22 um. Os resultados foram expressos como média de
trés determinac@es independentes.

Exemplo 1: Nanocarreador lipidico consistindo de uma nanoemulsdo com

encapsulamento de genisteina e associacdo da enzima recombinante laronidase.

Composicao final:
[0083] Fase lipidica

8% p/v Triglicerideos de cadeia média
1,7% p/v Lecitina de gema de ovo
0,3% p/p DOTAP

0,1% p/v genisteina

o o o ®
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[0084] Fase aquosa
a. 2,25% p/p Glicerol
b. 25% p/v Enzima recombinante laronidase.

Procedimento:

[0085] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados e
dissolvidos em cloroférmio, com agitacdo constante. Os componentes da fase
aquosa foram pesados e dissolvidos em agua purificada, com agitacdo constante.
A fase organica foi rota evaporada a pressdo normal e temperatura ambiente, para
eliminacdo do solvente orgéanico e até a secura total, para formacdo do filme
lipidico. Ao final do processo, a fase aquosa foi vertida sobre o filme lipidico, que
foi mantido a 4°C durante 12 horas. Apds, a formulacdo foi sonicada a 37°C
durante 15 minutos. Apds, entdo, a formulacdo foi homogeneizada em
homogeneizador a alta pressdo por 10 ciclos de 500 bar cada, a fim de manter o
didmetro de goticula da fase oleosa 0 menor possivel e com menor indice de
polidispersdo. Por fim, a enzima foi adicionada a formulacao.

Produto obtido: Nanoemulséo (NEG).

Resultados:
- Tamanho: 213 + 3.29 nm
- IPD: 0.101 £0.01
- Potencial zeta:+ 41.50 £ 0.95 mV
- Taxa de associacdo da genisteina: 97 + 0.89 %

Exemplo 2: Nanocarreador lipidico consistindo de um lipossoma com associacao

da enzima recombinante laronidase.
Composicao:
[0086] Fase lipidica
a. 1,7% p/v Lecitina de gema de ovo
b. 0,3% p/p DOTAP
[0087] Fase aquosa
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a. 2,25% p/p Glicerol
b. 25% p/v Enzima recombinante laronidase.

Procedimento:

[0088] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados e
dissolvidos em cloroférmio, com agitacdo constante. Os componentes da fase
aquosa foram pesados e dissolvidos em agua purificada, com agitacdo constante.
A fase orgénica foi rota evaporada a pressdo normal e temperatura ambiente, para
eliminacdo do solvente orgénico e até a secura total, para formacdo do filme
lipidico. Ao final do processo, a fase aquosa foi vertida sobre o filme lipidico, que
foi mantido a 4°C durante 12 horas. Apds, a formulagdo foi sonicada a 37°C
durante 15 minutos. Apds, entdo, a formulacdo foi homogeneizada em
homogeneizador a alta pressdo por 10 ciclos de 500 bar cada, a fim de manter o
didmetro de vesicula o0 menor possivel e com menor indice de polidispersdo. Por
fim, a enzima foi adicionada a formulacéo.

Produto obtido: Lipossoma (LE).

Resultados:
-Tamanho: 210 £ 1.49 nm
-IPD: 0,276 + 0.01
-Potencial zeta: +40.2 £ 1.22 mV

Administracdo nasal
[0089] Para a entrega dos carreadores lipidicos contendo ao menos um

acido nucleico para fins de terapia génica do sistema nervoso central, a invengéo
proporciona a administracdo nasal in vivo. Esta administracdo pode se dar com
gotas nasais, por spray intranasal ou intratraqueal para entrega pulmonar e/ou
cerebral, por via inalatéria, e/ou por meio de outros veiculos aerossois.

[0090] Para a entrega dos carreadores lipidicos contendo ao menos um
acido nucleico para fins de terapia génica do sistema nervoso central, a invencéo

prioriza 0 uso da via nasal. Muitos farmacos potenciais para o tratamento de
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doencgas neurologicas sdo incapazes de atingir o cérebro em concentracdes
suficientes para serem terapéuticas devido a barreira hematoencefalica. Por outro
lado, a administracdo direta de farmacos ao cérebro proporciona a possibilidade
de uma maior efetividade terapéutica do que com a administracdo sistémica de
um farmaco, exatamente por contornar a barreira hematoencefalica e por
proporcionar o transporte de moléculas de alto peso molecular. A utilizacdo da
administracdo nasal de agentes terapéuticos ao cérebro proporciona um meio de
contornar a barreira hematoencefalica de uma forma ndo invasiva. Nesse
contexto, mostrou-se que os transportadores de farmaco nanométricos melhoram
a administracdo de farmacos ao sistema nervoso central em comparacdo com
solucdes de farmaco equivalentes. As condi¢es neuroldgicas que poderiam se
beneficiar da administracdo nasal para entrega no cérebro incluem dor, epilepsia,
doencas neurodegenerativas e doencas infecciosas (WY, O. et al, Nose-to-brain
drug delivery by nanoparticles in the treatment of neurological disorders, Curr
Med Chem, 2014, 21(37), p. 4247-56).

Exemplos de aplicacdo do produto obtido de acordo com o exemplo 3, acima

descrito:
Modelo murino de MPS |
[0091] Foi utilizado como modelo animal camundongos nocaute para o gene

da ldua (murina). Este modelo foi criado por meio da interrupcédo do éxon 6 do
gene Idua. No meio do éxon foi inserido um gene de resisténcia a neomicina em
sentido inverso. Como resultado foram produzidos camundongos com uma doenca
que mimetiza a Sindrome de Hurler, fendtipo mais grave da MPS |, com aumento
do nivel de glicosaminoglicanos na urina e em diversos tecidos, e atividade
indetectavel de Idua.

[0092] Todos os procedimentos com animais foram realizados na Unidade
de Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre, e seguem as normas de adequacao as diretrizes vigentes
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preditas na Lei 11.794/08 e nas resolucdes normativas numeros 12 (Utilizacdo de
Animais para fins Cientificos e Didaticos) e 30 (Diretrizes da Préatica de Eutanasia
do CONCEA). Os animais sdo mantidos em ambiente controlado (temperatura 20-
24°C, umidade relativa do ar 40-60% e sistemas de exaustdo de ar) com ciclos de
12 horas de luz e 12 horas de escuro e alimentacdo comercial padréo para a espécie
e 4gua ad libitum. Todos os animais utilizados foram genotipados por identificacdo
molecular do transgene.

Tratamento de fibroblastos

[0093] Os fibroblastos de camundongos MPS | nocautes para o gene ldua
foram obtidos por bidpsia e cultura primaria. Nas passagens 3-4 foram semeadas
a5 x 10* células por pogo numa placa de 6 pocos e cultivados em DMEM contendo
soro fetal bovino a 10% e ampicilina / estreptomicina a 1%.0 tratamento foi
realizado incubando as células com 120 uL das formulagdes durante 24 horas.

Atividade enzimatica de laronidase

[0094] Apbs 24 horas, os fibroblastos foram tripsinizados, centrifugados e
suspensos em agua MilliQ®. Apos vortex, as células foram centrifugadas e o
sobrenadante foi utilizado para avaliar a atividade de IDUA. A atividade de IDUA
foi realizada utilizando 4-metilumbeliferil alfa-L-iduronideo (Glycosynth,
Warrington, UK) como substrato. As células foram incubadas a 37 °C durante 1 h
em tampdo de formato de sddio (pH 2,8). A fluorescéncia foi medida com
excitacdo de 365 nm e filtros de emissdo de 450 nm num espectrofotometro de
fluorescéncia (SpectraMax M2, Molecular Devices, Sunnyvale, EUA). Os
resultados foram calculados em nmol / h / mg de proteina. O teor de proteina foi
quantificado utilizando o método descrito por Lowry. Ver Figura 1.

Ensaios in vivo

Tratamento
[0095] Um grupo (n=4) foi utilizado para a administracdo nasal de 60 ul por
narina de formulacdo em seis aplicacdes de 10 pl cada, totalizando 120 pl de
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nanoemulsdo contendo genisteina e enzima. Outro grupo (n=4) foi utilizado para
a administracdo nasal de 60 pL por narina de formulacéo em seis aplicagdes de 10
pL cada, totalizando 120 pL de lipossoma contendo enzima. Como controles
foram utilizados camundongos normais (wild type) que ndo receberam nenhum
tratamento (n=4) e camundongos MPS | que ndo receberam nenhum tratamento
(n=4). Os tratamentos foram realizados uma vez por dia, durante 1 dia.

[0096] A dosagem méxima utilizada para camundongos para administracdo
da via nasal € de 120 pL, portanto este foi 0 volume maximo utilizado no estudo.

Dosagem enzimatica sérica

[0097] O nivel sérico de laronidase € mensurado nos animais tratados e 0s
resultados sdo comparados com animais MPS | E normais (wild type) ndo-tratados.
A atividade enzimatica é avaliada através do ensaio enzimatico por método
fluorimeétrico utilizando o substrato artificial 4-metil-umbeliferil-alfa-L-
iduronideo. A unidade a ser adotada é nmol/ h/ mL de soro. Para isto, o soro é
incubado com o substrato fluorescente 4-metilumbeliferil a-L-iduronideo a 37 °C
por 1 h em tampéo formato de sodio (pH 2,8). A fluorescéncia é medida em 365
nm (excitacdo) e 450 nm (emissdo) utilizando o fluorimetro SpectraMax M2
(Molecular Devices, CA, USA). Neste ensaio, a quantidade de IDUA é medida
pela quantidade de substrato clivado em 1 hora. Ver Figura 3.

Equivalentes

[0098] Diversas modificagdes do invento e muitas outras concretizagdes do
mesmo, em adicao aos representados e descritos aqui, tornar-se-do evidentes para
0s especialistas na técnica do conteudo integral deste documento, incluindo
referéncias a literatura cientifica e de patentes aqui referidas. O assunto presente
contém informagdes importantes, exemplificagdo e orientacdo que pode ser
adaptada a pratica desta invencdo nas suas varias formas de realizacdo e

equivalentes.
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Reivindicacdes

1. Composicdo caracterizada por compreender ao menos uma enzima
recombinante e ao menos um carreador nanométrico, podendo conter uma
isoflavona.
2. Composicao, de acordo a reivindicagdo 1, caracterizada pelas nanoestruturas
serem nanoemulsdes ou lipossomas.
3. Composicdo, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 e 2,
caracterizada por compreender excipientes farmaceuticamente adequados.
4. Processo de obtencdo de composicao nasal para tratamento da MPS | conforme
definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizado pela obtencdo da
composicdo compreender as etapas de:

(a) dissolver entre 2% p/v e 20% de p/v de fase lipidica em uma solucéo
organica;

(b) dissolver entre 0,1% p/v a 5,0% p/v de agente de tonicidade em uma
solugédo aquosa;

(c) evaporar a solugéo organica obtida na etapa (a), para formar um filme;

(d) adicionar a solucdo aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
na etapa (c);

(e) deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 4 a 72 horas em uma
temperatura entre 2°C e 20°C;

(F) sonicar a formulagdo obtida na etapa (e) por 1 a 60 minutos a uma
temperatura entre 25°C e 50°C,;

(g) homogeneizar a formulacao obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressdo ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

(h) adicionar a forma recombinante da enzima iduronidase na concentracéo
de 5% p/v a 50% p/v.

5. Processo de obtencdo de composicdo de acordo com a reivindicacao 4, caso o
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produto a ser obtido seja a nanoemulsdo, caracterizado por compreender a etapa
adicional:

(al) adicionar a genisteina em proporc¢éo de 0,01% p/v a 5% p/v;

6. Processo de obtencdo de composigdo de acordo com a reivindicagdo 7, caso o
produto a ser obtido seja o lipossoma, caracterizado por poder compreender a etapa
adicional:

(i) extrusar a formulacdo obtida na etapa (g) em ao menos uma membrana com
tamanho de poro de 1000 nm a 220 nm e em a0 menos uma membrana com
tamanho de poro de 220 nm a 50 nm.

7. Processo de obtencdo de composicdo, de acordo com a reivindicagdo 6,
caracterizado pela solugédo organica ser um solvente orgéanico escolhido do grupo
que compreende solventes organicos polares préticos, aproticos ou apolares e/ou
mistura dos mesmos.

8. Processo de obtencdo de composicao, de acordo com as reivindicacbes 4 a 7,
caracterizado pela formulacdo ser submetida a etapa posterior de evaporacdo da
agua sob pressao normal ou reduzida entre 0 e 1000 mbar a uma temperatura entre
10°C e 50°C.

9. Processo de obtencdo de composicdo, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado pelo solvente organico polar protico ser metanol, e o solvente
organico apolar ser cloroférmio.

10. Processo de obtencdo de composicado para terapia combinada de reducdo de
substrato e reposi¢do enzimética para entrega no sistema nervoso central, de
acordo com as reivindicacdes 4 a 9 caracterizado pela fase lipidica ser escolhida
do grupo que consiste em:

a) lipideos liquidos tais como oleato de decila, isohexadecano, ésteres do acido
estedrico e/ou oléico, etanolamida de &cido graxo de coco, 6leos naturais, como o
6leo de milho, amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool graxo, parafina,

triglicerideos de cadeia média, triglicerideos de cadeia longa, palmitatos,
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miristatos e octildodecanol;
b) tensoativos lipofilicos tais como lecitinas e fosfolipideos e/ou mistura dos
mesmos;
c) lipideos neutros;
d) lipideos catidnicos; e
e) lipidios com ramificacéo de PEG (peguilados).
11. Processo de obtengdo de composicao, de acordo com as reivindicacgdes 4 a 10,
caracterizado pelo agente de tonicidade ser escolhido do grupo que compreende
sorbitol, etilenoglicol, polietilenoglicol, manitol, glicerol, e/ou mistura destes.
12. Processo de obtencdo de composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 4 a 11, caracterizado pela fase lipidica e fase aquosa do processo de
obtencéo dos lipossomas compreenderem:

fase lipidica:

- DOTAP (0,5% p/v a 5,0% p/v);

- Lecitina de gema de ovo (0,25% p/p a 5,0% p/p);

e

fase aquosa:

- Glicerol (0,1% p/v e 5,0% p/v)

- Enzima recombinante laronidase (5% p/v a 50% p/v).
13. Processo de obtencdo de composi¢do, de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 4 a 11, caracterizado pela fase lipidica e fase aquosa do processo de
obtencdo das nanoemulsGes compreenderem:

fase lipidica:

- TCM (0,5% p/v a 5,0% p/v);

- DOTAP (0,5% p/v a 5,0% p/v);

- Lecitina de gema de ovo (0,25% p/p a 5,0% p/p);

- Isoflavona genisteina (0,01% p/v a 5% p/v);
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e

fase aquosa:

- Glicerol (0,1% p/v e 5,0% p/v)

- Enzima recombinante laronidase (5% p/v a 50% p/v).
14. Processo de obtencdo de composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 4 a 13, caracterizado pela incorporagdo das composi¢des em forma
de solucéo, suspensdo, gel, pd, entre outras formas farmacéuticas.
15. Uso da composicdo conforme definido em qualquer uma das reivindicagoes 1
a 3, caracterizado por ser no preparo de um medicamento para o tratamento de
doencas causadas por deficiéncias enzimaticas ou anomalias genéticas que
possuam acometimento neurolégico.
16. Uso da composicéo de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado por ser no
preparo de um medicamento para o tratamento das doencas lisossémicas de
depdsito, especialmente das mucopolissacaridoses.
17. Uso da composicao para terapia combinada de reducéo de substrato e reposicédo
enzimatica para entrega no sistema nervoso central de acordo com as
reivindicacOes 15 ou 16, caracterizada pela administracdo ser nasal tendo como

alvo o sistema nervoso central.
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Figura 1. Atividade enzimatica da laronidase em fibroblastos MPS | apds
tratamento com L e NG. L: lipossoma contendo laronidase associada; NG: nanoemulsao
contendo genisteina e laronidase associadas; Controle: fibroblastos de camundongos
MPS I; MPS I: mucopolissacaridoses tipo I.

Figura 1
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Figura 2. Atividade enzimatica de laronidase mensurada nos principais tecidos ap6s
administracdo nasal de camundongos MPS | com L ou NG. MPS I:
mucopolissacaridose tipo I; Controle MPS I: grupo controle ndo-tratado; WT: grupo
controle normal wild type n&o-tratado; L: lipossoma contendo laronidase associada; NG:
nanoemulsdo contendo genisteina e laronidase associadas.

Figura 2
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Figura 3. Atividade enzimatica de laronidase mensurada nos tecidos cerebrais ap0s
administracdo nasal de camundongos MPS | com L ou NG. MPS I:
mucopolissacaridose tipo I; MPS I. grupo controle MPS | ndo-tratado; WT: grupo
controle normal wild type n&o-tratado; L: lipossoma contendo laronidase associada; NG:
nanoemulsao contendo genisteina e laronidase associadas.

Figura 3
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Resumo

COMPOSICAO NASAL PARA ENTREGA DE ENZIMA RECOMBINANTE,
PROCESSO DE OBTENGAO E USO DA MESMA

A presente invencdo descreve a composi¢do de uma formulagdo contendo a
isoflavona genisteina como vetor para a forma recombinante da enzima
iduronidase, com tamanho nanométrico (< 1,0 micrémetro) a fim de ser
administrado in vivo para fins de tratamento da mucopolissacaridose tipo I. A
presente invencdo pertence ao campo da nanotecnologia e consiste em

formulagbes que podem ser utilizadas nas areas farmacéutica e médica.
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