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RESUMO

MAGNE, Tais Monteiro. Producao, caracterizacéo e avaliacéo bioldgica de

nanoparticulas carregadas com metotrexato e hidroxicloroquina para o tratamento da
Artrite Reumatoide. 2023. 108 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca multissistémica, imunomediada e cronica que
se localiza, principalmente, nas articulacdes. E a doenca reumatica mais comum, afetando
cerca de 1% da populagcdo mundial. A AR é uma doenca multifatorial, com uma complexa
interacdo entre o0 hospedeiro e o ambiente, determinando o risco geral de suscetibilidade,
persisténcia e gravidade da doenca. A progressdo da doenca estd associada a incapacidade de
realizar atividades diarias, manifestacdes extra-articulares, morte precoce e custos
socioecondmicos. A AR é caracterizada por inflamacdo sinovial e hiperplasia, producéo de
autoanticorpos, destruicdo de cartilagem e o0sso e manifestacGes sistémicas, como
envolvimento pulmonar, cardiovascular e neurolégico. As abordagens terapéuticas atuais para
o tratamento da AR visam a reducdo do dano articular e a remissdo precoce e persistente da
doenca. Contudo, apesar dos avancos no diagnostico e adocdo gradual de novas terapias,
ainda ha uma lacuna substancial no manejo da doenca, com muitos pacientes falhando em
obter respostas clinicas consideraveis e sustentadas, demonstrando resultados modestos em
longo prazo. Atualmente, as drogas antirreumaticas modificadoras de doenca (DMARDS)
convencionais, representam a primeira linha de terapia recomendada, em especial o
metotrexato (MTX) e a hidroxicloroquina (HCQ). Apesar do potencial terapéutico, baixo
custo e perfil de segurancga e toxicidade bem estabelecidos, 0s DMARDs induzem efeitos
colaterais consideraveis que variam de acordo com o paciente, tempo do tratamento e dose
administrada. Nesse estudo, foi desenvolvido um novo sistema de entrega de farmacos com
nanoparticulas de Pluronic® F-127 carregadas com HCQ e MTX, e os efeitos avaliadas em
um modelo de artrite antigénica induzida em camundongos. Os resultados obtidos mostram
gue o nanossistema foi capaz de modular o processo inflamatério da AR e reduzir a
osteoclastogénese, o edema e a migracao celular na articulacdo. No geral, as nanoparticulas
carregadas com farmacos tém um efeito terapéutico duas vezes superior em comparacao aos
farmacos livres. Esses achados sugerem a possibilidade de desenvolvimento de um
nanosistema de entrega de farmacos capaz de atingir eficacias terapéuticas observadas na
pratica clinica, porém com reducdo da dose administrada, e assim obter um perfil de
seguranca superior.

Palavras-chave:  Nanoterapia. Tratamento da artrite  reumatoide. = Metotrexato.

Hidroxicloroquina.



ABSTRACT

MAGNE, Tais Monteiro. Production, characterization and biological evaluation of
nanoparticles loaded with methotrexate and hydroxychloroquine for the treatment of
Rheumatoid Arthritis. 2023. 108 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic immune-mediated multisystemic disease that is
mainly located in the joints. It is the most common systemic inflammatory rheumatic disease,
affecting approximately 1% of the world's population. Although a precise etiology has yet to
be determined, RA is a multifactorial disease, with a complex interaction between the host
and the environment determining the overall risk of disease susceptibility, persistence and
severity Disease progression is associated with inability to perform activities costs, systemic
complications, early death and socioeconomic costs. RA is characterized by synovial
inflammation and hyperplasia, autoantibody production, cartilage and bone destruction, and
systemic manifestations such as pulmonary, cardiovascular, and neurological involvement.
Current therapeutic approaches for the treatment of RA aim at reducing joint damage and at
early and persistent remission of the disease. However, despite advances in diagnosis and
gradual adoption of new drugs, there is still a substantial gap in disease management, with
many patients failing to achieve considerable and sustained clinical responses, demonstrating
modest long-term results. Currently, conventional disease-modifying anti-rheumatic drugs
(DMARDs) are the recommended first-line therapy, in particular methotrexate (MTX) and
(HCQ). Despite their therapeutic potential, low cost and well-established safety and toxicity
profile, DMARDSs induce considerable side effects that vary according to the patient, time of
treatment and administered dose. In this study, we developed a new drug delivery system with
Pluronic® F-127 nanoparticles co-loaded with HCQ and MTX and the effects evaluated in a
model of antigenic induced arthritis in mice. The results obtained show that nanoparticles
loaded with drugs were able to modulate the inflammatory process of RA and reduce
osteoclastogenesis, edema and cell migration to the joint. Overall, drug-loaded nanoparticles
showed a 2-fold greater therapeutic effect compared to free drugs. These findings suggest the
possibility of developing a drug delivery nanosystem capable of achieving therapeutic
efficiencies observed in clinical practice, but with a reduction in the administered dose.

Keywords: Nanotherapy. Rheumatoid arthritis treatment. Methotrexate. Hydroxychloroquine
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INTRODUCAO
A epidemiologia da AR

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatdria crénica, sistémica e autoimune,
caracterizada por articulacGes dolorosas e edemaciadas que podem prejudicar, gravemente, a
funcdo fisica e a qualidade de vida (1). Os sintomas como dor musculoesquelética, inchaco e
rigidez sdo comuns na pratica clinica, portanto, a familiaridade com o diagnostico e 0 manejo
da AR é crucial (2).

A prevaléncia da AR na populacdo mundial varia de 0,4% a 1,3%, sendo a frequéncia
de novos diagndsticos de AR comum entre as idades de 50 a 60 anos. As mulheres séo
afetadas duas a trés vezes mais do que 0os homens e a incidéncia da doenca é maior nas areas
urbanas do que nas rurais (3). Variacbes geograficas sdo amplamente observadas na taxa de
prevaléncia da AR, possivelmente, devido a combinacdo de apresentacGes comportamental,

climatica, ambiental, genética e clinica da doenga (4) (figura 1).

Figura 1 — Epidemiologia global da artrite reumatoide.
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Legenda: Incidéncia da artrite reumatoide ao redor do mundo.
Fonte: Finckh e colab., 2022
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A ocorréncia da AR € maior nos paises da América Latina, com 1,25% da populagédo
atingida (6) e menor nos paises do sul da Europa (7) e nas Antilhas Francesas (Martinica) (8).
A prevaléncia na América do Sul é de cerca de 0,5% da populacéo, variando de 0,22% no
Brasil a 2,40% no Paraguai. Em varios paises, as populacdes indigenas apresentam maior
prevaléncia de AR, com estimativas variando de 2 a 6 vezes mais que as populagdes ndo
indigenas (4). Além disso, a populacdo indigena compartilha semelhancas nas dificuldades de
acesso a cobertura de salde, o que pode influenciar os desfechos clinicos (9).

E importante mencionar, que, a prevaléncia relatada de AR em todo o mundo varia
amplamente e ndo esté claro se isso se deve a inconsisténcias na definicdo de populaces, as
metodologias usadas para identificar pacientes com AR ou aos critérios de classificacdo da
AR empregados (10,11). Em contrapartida, essa variacdo pode ser um reflexo verdadeiro do
efeito de diferentes fatores de risco ao longo do tempo e entre jurisdi¢des, incluindo idade,
sexo, diferengas socioeconémicas, diferengas etnogenéticas ou exposicao a outros fatores de
risco (11,12).

Taxas de mortalidade mais altas em pacientes com AR em comparacdo com a
populacdo sem AR, foram descritas pela primeira vez em um estudo observacional
longitudinal ha mais de 65 anos (13). As taxas de mortalidade em individuos com AR s&o
cerca de 1,5 vezes maiores do que na populacdo em geral, com padrdes semelhantes nos
ultimos 50 anos (14). As principais causas de morte identificadas entre os pacientes com AR
sd0 0 aumento da incidéncia de doencas do sistema circulatorio, cancer e doencas
respiratorias (15).

Apesar do progndstico a longo prazo ter melhorado nos ultimos anos, em especial,
devido ao diagnostico precoce e aos novos tratamentos farmacolédgicos (1), estudos atuais

demonstram que a AR ainda esta associada a maior risco de mortalidade (1,16-18).

O desenvolvimento da AR

Etiologia da AR

A AR ¢é uma doenca heterogénea com etiologia, parcialmente, desconhecida. O
entendimento atual é que a AR é uma doenca multifatorial, em que interacbes complexas

entre o hospedeiro e fatores ambientais determinam o risco geral de suscetibilidade,
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persisténcia e gravidade da doenca (11,19). Fatores de risco relacionados ao hospedeiro séo
agrupados em: genéticos, epigenéticos; hormonal, reprodutiva e neuroenddcrina; e fatores
comorbidos do hospedeiro. J& os fatores relacionados ao ambiente incluem: tabagismo e
outras exposicOes aereas; microbiota e agentes infecciosos; dieta; e fatores socioecondémicos
(20-23).

A forma como os fatores de risco contribuem para a doenca ndo é, totalmente,
compreendida e, provavelmente, as vias envolvidas no dano sdo heterogéneas e incluem
mecanismos distintos entre individuos (5). No entanto, é provavel que o estabelecimento
inicial da AR exija dois eventos separados: (1) predisposi¢do genética do respectivo paciente,
resultando na geracdo de células T e B autorreativas e, (2) um evento desencadeante, como
infeccBes virais e bacterianas ou lesdo tecidual, estimulando células apresentadoras de
antigenos (APCs) para ativacdo dos linfécitos autorreativos gerados anteriormente, resultando
em toleréancia interrompida e subsequente destruicéo tecidual (3).

Embora a AR seja uma doenca sistémica e uma variedade de eventos imunolégicos
ocorra em superficies mucosas e tecidos linfoides primarios, as articulacdes sdo o alvo central
(24). Uma articulacdo sinovial, como a articulacdo do joelho, conecta dois 0ssos com uma
capsula articular fibrosa que é continua a camada externa de ambos o0s 0ssos. A cépsula
fibrosa é revestida por uma membrana sinovial, ou sindvia, que possui células que produzem
liquido sinovial e removem detritos, além de vasos sanguineos e linfaticos circundantes.
Juntas, a membrana sinovial e a cartilagem articular formam o revestimento interno do espaco
articular (25) (figura 2).
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Figura 2 — Estruturas bésicas de uma articulacdo sinovial.
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Legenda: Articulagdo sinovial sauddvel composta por suas estrturas basicas: 0sso, cartilagem articular,
membrana sinovial, capsula articular e cavidade articular contendo o fluido sinovial.

Fonte: Adaptada de TeachMe Series, 1995. Disponivel em: https://teachmeanatomy.info/the-basics/joints-
basic/synovial-joint/.

Uma sindvia saudavel é uma estrutura bastante delicada com uma camada sinovial
intima composta por sinovidcitos semelhantes a macréfagos (SSM) e sinovidcitos
semelhantes a fibroblastos (SSF) e uma camada sinovial subintima composta por fibroblastos,
adipdcitos, vasos sanguineos e células imunes dispersas. A camada sinovial intima é
permeavel, possibilitando o trafego de células e proteinas para o liquido sinovial (26-28). A
sindvia desempenha fungbes importantes, como a producéo de lubrificantes que permitem que
as superficies da cartilagem operem em um ambiente de baixo atrito e fornecimento de
nutrientes para a cartilagem, que ndo tem seu proprio suprimento sanguineo (24).

Duas alteragbes patogenéticas principais na sindvia sdo evidentes na AR: (1) a
expansdo da camada sinovial intima devido ao aumento e ativagdo de SSM e SSF e (2) a
infiltracdo de células imunes adaptativas na camada sinovial subintima (24,29-31). Tais
alteracbes geram uma inflamacdo articular crénica e consequente angiogénese ao redor da
articulacdo, o que permite a chegada de um nimero ainda maior de células inflamatorias (25).
O grau de hiperplasia sinovial correlaciona-se com a gravidade das erosdes da cartilagem,
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resultando na formacdo de pannus inflamatorio, que se liga e invade a cartilagem articular,
enquanto a ativacdo dos osteoclastos, leva a destruicdo Ossea paralela (figura 3) (19). Os
osteoclastos desempenham papel fundamental na progressdo da AR (3,32,33), suas

caracteristicas e funcdes serdo discutidas mais adiante.
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Figura 3 — Visdo esquematica de uma articulacdo normal e suas alteracdes na AR.
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Legenda: Principais alteracGes patogenéticas evidentes na AR: a expansdo da camada sinovial intima devido ao
aumento e ativagdo de sinoviocitos semelhantes a macrofagos (SSM) e sinovidcitos semelhantes a fibroblastos
(SSF) e a infiltragcdo de células imunes adaptativas na camada sinovial sub-intima. O grau de hiperplasia sinovial
esta correlaciona com a gravidade das erosdes da cartilagem, resultando na formagéo de pannus inflamatorio,
que se liga e invade a cartilagem articular, enquanto a ativacéo dos osteoclastos, leva a destruigdo 0ssea paralela.

Fonte: Adaptada de Smolen e Steiner, 2003.
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Fisiopatologia da AR

Na maioria dos pacientes, a AR comeca anos antes que 0s sintomas clinicos sejam
evidentes. Embora os mecanismos fisiopatologicos da AR nédo estejam totalmente elucidados,
varias hipoteses tém sido postuladas envolvendo interacGes entre células e mediadores do
sistema imunoldgico inato e adaptativo (30,35). Sabe-se que a patogénese da AR envolve uma
complexa rede de citocinas, quimiocinas, metaloproteinases de matriz (MMPs) e células
imunes que desencadeiam a proliferacdo de células sinoviais, culminando na destruicdo
progressiva das estruturas articulares, geralmente acompanhada de manifestacOes extra-
articulares (30,31,36).

Estudos demonstram que os agentes causadores da AR, como agentes infecciosos,
dieta e tabagismo, podem atuar nas células das mucosas e promover a conversao pés-
traducional do aminoécido arginina em citrulina em uma variedade de proteinas, incluindo
proteinas intracelulares (como histonas) e proteinas de matriz (por exemplo, fibronectina,
colageno, fibrinogénio, enolase e vimentina) via inducdo de peptidil arginina e deiminases em
um processo chamado citrulinacdo (também conhecido como deiminacdo da arginina) (24)
(Figura 4a).

Apos a citrulinacdo ou outras modificacfes pos-traducionais, os peptideos alterados se
ligam aos heterodimeros da proteina Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do
inglés Major Histocompatibility Complex), levando a apresentacdo do antigeno as células T,
que por sua vez estimulam as células B a sintetizar uma variedade de autoanticorpos,
incluindo o Fator Reumatoide (FR) e os Anticorpos Antiproteinas Citrulinadas (ACPAS) (36)
(Figura 4b).

A presenca de autoanticorpos é uma caracteristica da AR que precede o inicio das
manifestacdes da doenca e prediz a progressdo para o tipo soropositivo classico. A presenca
de ACPAs e FR esta associada a um curso mais agressivo da doenga (19). No entanto, é
importante ressaltar que a presenca isolada de ACPAs ou FR ndo é suficiente para causar
sinovite, um estimulo adicional (por exemplo, formacdo de complexo imune, ativagdo do
complemento ou insulto microvascular) é necessario para iniciar a sinovite clinica
caracterizada por aumento da permeabilidade vascular e influxo de células inflamatorias na
sindvia (24).

Uma vez que os autoantigenos especificos da RA presentes, ndo podem ser

completamente eliminados, a ativagdo continua de células imunes resulta em um estado
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inflamatorio crénico e autoperpetuante na articulacéo (3). Os SSM produzem uma variedade
de citocinas pro-inflamatodrias, incluindo interleucina (IL)-1p, IL-6 e fator de necrose tumoral
(TNF)-a, enquanto os SSF produzem, principalmente, grandes quantidades de MMPs ¢
mediadores de prostaglandinas e leucotrienos (figura 4c). Ndo obstante, SSF assumem um
fendtipo invasivo, sendo responsavel por danos a cartilagem e potencial migratério de uma

articulacdo para outra, favorecendo a propagacéo da doenga (figura 4d) (24,37).
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Figura 4 — Mecanismos envolvidos na iniciacdo e progresséo da AR.

(Fatores de riscoe suscetibilidadej

'

N
( Citrulinag&o e gerac¢éo de neoepitopos )

Peptidil arginina m/\- m Peptidil citrulina
Ativagédo celular

APC
Mucosa (na i} @\ ’
boca, pulméo Macréfago

e intestino)
( Carga e migragdo de antigeno ]
‘ b Sua T att
) % Felula T ativada
PG Célula T Y @
W e\ TCR
7 SN MHC
i O
] \\ Autoanticorpos Célula B
¥ X (por exemplo,
ACPAs e RF)
Tecidos Recrutamento de leucécitos e
linfoides respostas inflamatérias
secundarios
C Sinévia ~

Autoanti- IL-6
corpos MMPs
IL-6 Prostaglandinas
Leucotrienos
miRNAs
RANKL
d Q\lSegundo “g0lpe” oo/
Articulagido Destrui¢éo da cartilagem
Destruigéo 6ssea

(Danos articulares

Legenda: (a) Modificagbes pds-transcricionais na mucosa podem criar neoepitopos que podem ser reconhecidos
pelo sistema imunoldgico adaptativo; (b) Peptideos modificados sdo apresentados por APCs; (c) Ativagdo de
células SSF, APCs e macrofagos; (d) As acdes paracrinas e autocrinas das citocinas, juntamente com respostas
imunes adaptativas persistentes, perpetuam a doenca e levam a destruicdo da cartilagem e do o0sso. APC: Célula
Apresentadora de Antigeno; TCR: Receptor de Célula T; MHC: Complexo Principal de Histocompatibilidade;
APCAs: Anticorpos Anti-proteina Citrulinada; FR: Fator Reumatoide; CCL: Ligante de Quimiocina; TNF: Fator
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Fonte: Adaptada de Smolen e colab., 2018.
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O papel das células imunes na patogénese da AR vém sendo validada. Os neutréfilos
sdo as primeiras células a atingir a sindvia e 0s leucdcitos mais abundantes nas articulaces
inflamadas (38). Na sindvia, os neutréfilos induzem intensa producéo de espécies reativas de
oxigénio (39,40), estimulam a citrulinacéo da arginina devido a expressdo da enzima arginina
peptidil deiminase 4 (PADI4) (41,42) e amplificam a liberacéo de citocinas pro-inflamatorias
acentuando a inflamagdo local (43,44). Além disso, neutrofilos ativados na sindvia secretam
“armadilhas”, ou redes, extracelulares de neutréfilos (NETs), contendo histonas citrulinadas
que podem ser reconhecidas como autoantigenos por ACPAs (43,45,46).

Os mondcitos e macrofagos também desempenham um papel central no inicio e
desenvolvimento do quadro patolégico da AR, principalmente devido a producédo de citocinas
pré-inflamatorias, quimiocinas, fatores de crescimento e radicais livres, e a liberacdo de
MMPs que levam a inflamac&o e destruicdo articular (47-49). Além disso, acredita-se que 0s
macrdfagos e produtos de sua atividade estejam envolvidos na angiogénese sinovial (50).

Em especial, células linfoides inatas (ILCs) s&o as principais células contribuintes para
a patogénese da AR. Existem trés grupos diferentes de linfécitos inatos (ILCs): ILC1, ILC2,
ILC3 (51). Células natural killer (NKs), um tipo de ILC1, se acumulam na membrana
sinovial inflamada da AR e contribuem para a destruigéo articular via aumento da expressao
de granzima B. A granzima B atua na promogdo da autoimunidade, gerando novos epitopos e
induzindo danos diretos a cartilagem (52,53). Ademais, as células NKs CD56+, quando
ativadas com IL-12, IL-15 ou IL-18, estimulam a produgdo de TNF-a por monocitos CD14+
(54). Subpopulac@es de células NK podem ser usadas como biomarcadores para progressao,
diagnostico e alvos terapéuticos no tratamento da AR (49).

Até 0 momento, um numero limitado de estudos investigam o papel de outras ILCs na
patogénese da AR. Os achados indicam que, antes do desenvolvimento e durante as fases
iniciais da AR, a distribui¢do de ILCs nos linfonodos muda de um perfil homeostatico para
um mais inflamatério (55). Células ILC3 CCR6+ contribuem para a inflamac&o da AR através
da producéo excessiva de IL-17 e IL-22 (56). Em contraste com a ILC1 e a ILC3, os niveis de
ILC2 diminuem na sindvia dos pacientes com AR, enquanto seu numero é maior nas
articulacGes/circulacdo quando os pacientes com AR estdo em remissdo. Aumento da
inflamacédo e erosdo dssea, devido a inativacdo de células T reguladoras, sdo observados na
auséncia de proliferagdo de ILC2 (57).

Por fim, as células dendriticas (DCs) também estdo envolvidas na patogénese da AR.
No tecido sinovial inflamado, a maioria das APCs sd@o DCs totalmente diferenciadas que

expressam altos niveis de MHC de classe | e Il e moléculas coestimuladoras de células T
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(49,58). Os subconjuntos de DCs diferem consideravelmente em localizagdo, secregdo de
citocinas e fungdes imunoldgicas. O acimulo de sinais de perigo no tecido inflamado estimula
as DCs a perfis imunogénicos ou tolerogénicos que contribuem para a progressdo da doenca.
Na AR, CDs ativadas desempenham fun¢des imunogénicas secretando quantidades elevadas
de citocinas, com TNF-a, IL-1, IL-12, IL-6, IFNs, bem como de fatores de diferenciagéo,
incluindo o fator estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF) e o fator de crescimento de
fibroblastos (FGF). Por outro lado, CDs podem desempenhar um papel tolerogénico
controlando a diferenciacdo de células T reguladoras (49,59).

Os papéis relevantes das células imunes inatas na patogénese da AR estdo sintetizados

na imagem abaixo (figura 5)

Figura 5 — Contribuicdo de células imunes inatas para a patogénese da AR.
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Legenda: Contribuicdo de células imunes inatas para a patogénese da AR. Mondcitos, macrofagos, células
dendriticas, neutrdfilos, células natural killer e células linfdides inatas desempenham papéis fundamentais nas
fases iniciais da doenca, bem como na progressdo da AR. MMP: Metaloproteinases da Matriz; ROS: Espécies
Reativas de Oxigénio; PADI: Peptidilarginina Deiminase; NET: Armadilhas Extracelulares de Neutréfilos; TNF:
Fator de Necrose Tumoral; IL: Interleucina.
Fonte: Adaptada de Edilova e colab., 2021.

O papel dos osteoclastos na AR
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O esqueleto é um 6rgdo metabolicamente ativo que sofre remodelagéo continua ao
longo da vida (60). A remodelacéo 6ssea adapta a arquitetura 6ssea para atender as
necessidades mecanicas em constantes mudancas e repara microdanos na matriz 0ssea,
evitando o acimulo de osso velho. O remodelamento 6sseo envolve a remocao do 0SSO
mineralizado pelos osteoclastos, seguido pela formacdo de matriz 6ssea através dos
osteoblastos que posteriormente se tornam mineralizados (33,61). Uma perda de equilibrio
entre osteoblastos e osteoclastos contribui para a maioria das doengas 6sseas em adultos,
incluindo a AR (32,62,63).

As erosdes Osseas caracteristicas da AR sdo, em grande parte, devido a maturacdo e
ativacdo de osteoclastos que aderem a superficie 0ssea e secretam enzimas acidas e liticas que
degradam a matriz (32). Os osteoclastos sdo células que se diferenciam de precursores da
linhagem hematopoiética de mondcitos/macréfagos CD14+ em osteoclastos mononucleares
que se fundem para formar grandes células multinucleados (32,64).

O processo de diferenciacdo dos osteoclastos é chamado de osteoclastogénese, e duas
citocinas desempenham papéis fundamentais, o M-CSF e o Ligante do receptor ativador de
fator nuclear kappa B (RANKL). A ligacdo do M-CSF ao receptor do fator 1 estimulador de
colénias (c-Fms) fornece sinais necessarios para a proliferacdo e sobrevivéncia de células
precursoras de osteoclastos, enquanto a ligagdo de RANKL ao receptor ativador nuclear
kappa B (RANK) estimula os sinais necessarios para a diferenciagdao dos osteoclastos, bem
como a funcdo reabsortiva e a sobrevivéncia dos osteoclastos maduros (3,32,33,65).

Os SSF e as células imunes infiltradas na sindvia inflamada da AR secretam citocinas
pré-inflamatérias e induzem a osteoclastogénese (3). Em particular, as células T e células B
produzem RANKL, enquanto as células T e macrofagos secretam M-CSF (32,33,60). Além
disso, em conjunto com os SSF, os monadcitos e macrofagos produzem TNF-a, IL-1, IL-6
IL-17 que regulam ainda mais a secrecdo local de RANKL (62,66-68) (figura 6). Os altos
niveis de M-CSF e RANKL na sindvia inflamada levam a superfuncdo dos osteoclastos e a
destruicdo 0ssea na AR, resultando em incapacidade e deformidade articular (3,32,33).
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Figura 6 — A osteoclastogénese e o impacto da atividade de osteoclastos nas articulagdes
artriticas reumatoides.
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Legenda: A inflamag&o persistente na articulacdo artritica gera uma variedade de fatores, incluindo quimiocinas,
citocinas pré-inflamatdrias, como 0 TNF-a, e as citocinas que impulsionam a diferenciagdo de osteoclastos (M-
CSF e RANKL). As quimiocinas recrutam células CD14+ do sangue periférico que sdo induzidas por M-CSF e
RANKL a se diferenciarem em osteoclastos multinucleados maduros, que aderem ao 0sso e causam destruicéo
Ossea local. CD14: grupo de diferenciacdo 14; M-CSF: fator estimulador de colénia de macréfagos; RANKL:
Ligante do Receptor Ativador de Fator Nuclear kappa; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa.

Fonte: Adaptada de Kim, Gyeong Min e colab., 2022.

ManifestacOes extra-articulares da AR

Devido a inflamagdo grave e persistente, manifestagBes sistémicas extra-articulares
podem ser observadas em pacientes com AR (25,69-72). As caracteristicas bioquimicas
lipidicas estdo, intimamente, relacionadas a inflamagdo, a fim de garantir uma defesa
metabolicamente eficiente ao hospedeiro. Niveis séricos reduzidos de colesterol total, HDL e
LDL sdo observados em pacientes com AR. A exacerbacdo das citocinas inflamatorias nos
pacientes com AR torna os tecidos musculares e adiposos resistentes a insulina, favorecendo o
quadro de sindromes metabdlicas. (70,73,74). Os vasos sanguineos também sdo afetados, uma
vez que as paredes vasculares inflamadas resultam em diferentes formas de vasculite,

tornando-as propensas ao desenvolvimento de placas ateromatosas ou fibrogordurosas (25).
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De fato, estudos demonstram a associacdo da AR com taxas aumentadas de doencas
cardiovasculares, incluindo infarto do miocardio, eventos cerebrovasculares e insuficiéncia
cardiaca. Vale ressaltar que a incidéncia dessas manifestacdes sistémicas em pacientes com a
doenca ndo estdo relacionadas a fatores de risco tradicionais, uso de glicocorticoides ou anti-
inflamatorios ndo esteroides ou caracteristicas genéticas compartilhadas (69,75,76).

Ainda, a inflamagdo na AR afeta o cérebro (fadiga e redugdoda funcdo cognitiva)
(71), induz depressdo (77), prejudica o figado (resposta de fase aguda elevada e anemia
crénica) (78), os pulmdes (inflamacdo e doenca fibrotica) (72), as glandulas exdcrinas
(sindrome de Sjogren secundaria) (79), os musculos (sarcopenia) (80) e 0s 0Ss0S
(osteoporose) (81,82) (figura 7). O tratamento anti-inflamatério eficaz retarda a perda 6ssea e

suprime a alta taxa de reabsorcao dssea sistémica (83).

Figura 7 — Mecanismos que contribuem para complicagdes clinicamente observadas a longo
prazo em pacientes com AR.
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Legenda: Mediadores inflamatérios, incluindo citocinas, complexos imunes e metabolismo lipidico alterado,
circulam para promover vérias condi¢cdes coexistentes em pacientes com artrite reumatoide. PCR: proteina C-
reativa, IL: interleucina, TNF: fator de necrose tumoral, RNAKL: ligante do receptor ativador de fator nuclear
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Fonte: Adaptada de Mcinnes e Schett, 2011.
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Para mais, o estado inflamatorio persistente em individuos com AR aumenta o risco de
desenvolvimento de tumores, como linfoma e cancer de pulm&o. A associagdo pode estar
relacionada a selecdo clonal de células B, vigilancia imune deficiente devido a atividade
prejudicada de células T reguladoras e fungédo prejudicada de células NK (84).

A incidéncia de 2 a 6 vezes mais elevada de cancer de pulméo entre pacientes com AR
pode ser explicada, em parte, pela associagdo com o tabagismo (85). No entanto, a inflamacéo
crbnica por si sO, aumenta o risco de cancer de pulméo, independentemente, do tabagismo,
possivelmente, devido as manifestacGes extra-articulares da AR na remodelacéo fibrética do
tecido pulmonar intersticial (25).

Pacientes com manifestacGes ou complicacOes sistémicas da AR devem ser tratados e
monitorados de forma mais agressiva para reduzir o risco de mortalidade. Apesar dos avancos
da inddstria farmacéutica em relacdo aos resultados terapéuticos da doenca, 0 manejo das
manifestacdes e complicagdes sistémicas permanece um desafio. Ainda, novas complicagdes
surgiram devido as muitas terapias direcionadas (86). Por fim, a COVID-19 trouxe mais um

fator de complicacéo e estudo aos eventos extra-articulares da AR (87).

Tratamento da AR

Uma vez que a AR € diagnosticada em um paciente, o objetivo geral do tratamento é
atingir a remissdo completa ou, pelo menos, reduzir, significativamente, a atividade da
doenca, a fim de prevenir danos articulares, incapacidade e manifestagdes sistémicas da AR
(88).

Até o inicio da década de 1990, a estratégia comum de tratamento da AR baseava-se
em uma piramide de tratamento que consistia em repouso no leito e administracdo de anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AINES), se esses tratamentos falhassem iniciava-se a terapia
com drogas antirreumaticas modificadoras de doenca (DMARDs). No entanto, a eficacia
dessa estratégia de tratamento foi limitada e, em poucos anos, 0s pacientes apresentavam
destruicdo articular, incapacidade de trabalhar e aumento da mortalidade (3,89). Entre os
medicamentos mais utilizados, encontravam-se: acido acetilsalicilico, sais de ouro parenterais,
sulfassalazina (SSZ) , cloroquina, hidroxicloroquina (HCQ), metotrexato (MTX), D-

penicilamina, ciclosporina, azatioprina e outros (90,91).
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Nos ultimos anos o repertério de medicamentos e estratégias terapéuticas com
beneficios para o tratamento da AR tem crescido de forma constante e complementado por
tratamento ndo farmacologico, que inclui fisioterapia, medicina tradicional chinesa, entre
outros, de modo a retardar a progressao da doenca (92,93).

AINEs, glicocorticoides imunossupressores e DMARDs continuam sendo as classes
de medicamentos mais utilizadas no tratamento da AR, no entanto com protocolos
terapéuticos diferenciados (94,95). Os AINES, embora reduzam a dor e a rigidez e melhorem
a funcdo articular, ndo sdo capazes de modificarem o curso da doenca e, consequentemente,
prevenir o dano articular. Os glicocorticoides, apesar de serem anti-inflamatdrios altamente
potentes que possibilitam efeitos sintomaticos rapidos e retardam a progresséo radiologica em
estagios iniciais, estdo associados a efeitos colaterais multissisttmicos graves de longo prazo,
como sangramento gastrointestinal, osteoporose e formacéo de Ulceras (3,96,97).

Por sua vez, os DMARDs sé&o agentes imunossupressores e imunomoduladores e séo
classificados como DMARDs convencionais ou DMARDs bioldgicos. Ambas as classes de
DMARD:s visam a reducdo da inflamacéo reumatoide e controle da progressdo da doenca, por
consequéncia interferem nos sinais e sintomas da AR, melhoram a funcéo fisica e inibem a
progressdo do dano articular estrutural (92,98). DMARDs convencionais comumente
utilizados incluem MTX, HCQ e SSZ.

Os DMARD:s biolégicos foram introduzidos no inicio da década de 1990 e geralmente
sdo prescritos apos o fracasso da terapia com DMARDs convencionais. Alguns agentes
bioldgicos incluem infliximabe, adalimumabe, etanercepte, rituximabe, abatacepte,
rituximabe, tocilizumabe, tofacitinibe, entre outros. Os DMARDs biolégicos sdo altamente
especificos e ttm como alvo uma via especifica do sistema imunolégico. Alguns desses
farmacos séo anticorpos monoclonais de fusfes quiméricas humanizadas, enquanto outras sdo
receptores que foram fundidos a uma parte da imunoglobulina humana ou a pequenas
moléculas, como os inibidores da Janus Quinase (JAK) (92).

Atualmente, as etapas e linhas terapéuticas preconizadas pelo Ministério da Saude para
o0 tratamento medicamentoso da AR sdo (figura 8) (BRASIL, 2020):

12 Etapa: DMARD:S sintéticos convencionais — uso do MTX em monoterapia deve ser
a primeira escolha terapéutica. Em casos de intolerancia ao MTX oral, deve-se tentar dividir a
administracdo por via oral ou empregar o MTX injetavel. Na impossibilidade de uso do MTX
por toxicidade, deve-se usar outro DMARD sintético convencional em monoterapia. Em caso

de falha da monoterapia inicial, ap6s 3 meses de tratamento otimizado (dose maxima tolerada
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e adesdo adequada), passa-se para a terapia com a combinacdo dupla ou tripla de DMARDs
sintéticos convencionais. A associacdo de MTX com HCQ esté entre as mais recomendadas.

2% Etapa: DMARDs biologicos ou DMARD:s sintéticos alvo especifico — ap6s 0 uso
de, pelo menos, dois esquemas terapéuticos na primeira etapa por no minimo 3 meses cada
um e havendo persisténcia da atividade da doenga, utiliza-se um DMARD biol6gico, ou
DMARD sintético alvo especifico. Esses devem ser usados em associacdo com o MTX,
exceto no caso de contraindicacdo. Neste caso, pode ser considerada a associagdo com outro
DMARD sintético convencional.

3% Etapa: DMARDs bioldgicos ou DMARDs sintéticos alvo especifico — ap6s pelo
menos 3 meses da segunda etapa terapéutica, e havendo persisténcia da atividade da doenca,
ou toxicidade inaceitavel ao medicamento utilizado nessa etapa, pode-se prescrever outro
DMARDs biolégicos ou DMARDs sintéticos alvo especifico, desde que o medicamento
selecionado ndo tenha sido usado anteriormente. Se possivel, 0 medicamento selecionado
deve ser associado a um DMARD sintético convencional (preferencialmente o MTX).

Figura 8 — Algoritmo de deciséo terapéutica da AR.
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Legenda: Etapas e linhas terapéuticas para o tratamento medicamentoso da AR preconizados pelo Ministério da
Saude. MTX: metotrexato, TNF: fator de necrose tumoral.
Fonte: Brasil, 2020.
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Apesar do potencial terapéutico no tratamento da AR, os DMARDs ndo apresentam
eficcia universal e o tempo de medicagdo ineficiente pode levar a destruicdo continua das
articulacbes e reducdo da expectativa de vida (SIDDIQUI e colab., 2021). Ainda, a
descontinuacdo do tratamento € observada por uma propor¢do significativa de pacientes
devido aos efeitos colaterais consideraveis (97). Para DMARDSs sintéticos convencionais, 0
perfil de efeitos colaterais é bem caracterizado, incluindo erupcdo cutanea, baixa
tolerabilidade (com néausea, fadiga, perda de cabelo e estomatite), bem como, doenca
pulmonar intersticial e danos hepaticos (caracterizados por niveis elevados das transaminases)
(88,97). Ademais, os pacientes podem apresentar infeccdes frequentes, niveis elevados de
colesterol, citopenia (linfopenia ou neutropenia) e efeitos colaterais gastrointestinais (figura 9)
(88,96).

Figura 9 — Efeitos colaterais comuns dos DMARDSs disponiveis.
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Legenda: Os efeitos colaterais sdo subdivididos nas trés classes de DMARDs: (1) sintético convencional, (2)
sintético direcionado e (3) bioldgico.
Fonte: Adaptada de Lin e colab., 2020.

Tal fato, evidencia a necessidade de novas abordagens para o tratamento da AR.
Considerando os efeitos terapéuticos potenciais dos DMARDSs convencionais, em especial o
MTX e a HCQ, bem como sua ampla utilizagdo na clinica, baixo custo e perfil de seguranca e

toxicidade bem estabelecido, o desenvolvimento de um novo sistema de entrega capaz de
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direcionar o sitio de atuacdo do farmaco, aumentar a sua eficacia e minimizar os efeitos

adversos, poderia trazer beneficios significativos a terapéutica da AR.

Metotrexato (MTX)

O metotrexato (MTX), acido 4-amino-10 metil félico, € um agente antineoplasico e
imunossupressor amplamente utilizado na terapia de leucemia, linfoma, tumores sdlidos,
psoriase e AR (100). Estruturalmente, o MTX é um analogo do acido félico (figura 10) que
interfere na atividade da enzima diidrofolato redutase. Ao entrar na celula, 0 MTX ¢
poliglutamado, liga-se a diidrofolato redutase com uma afinidade 1.000 vezes maior que 0
folato e inibe competitivamente a conversdo do diidrofolato em tetraidrofolato. O
tetrahidrofolato é essencial para a biossintese de timidina e purinas e, consequentemente, para
a sintese de DNA e RNA. Assim, o bloqueio da sintese do tetrahidrofolato causa a
incapacidade das células de se dividir e sintetizar proteinas (100-103). O MTX também exibe
atividade imunossupressora potente, embora 0s mecanismos de a¢do nédo estejam totalmente
elucidados (104).

Figura 10 — Estruturas quimicas do Metotrexato e do Acido félico.
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Legenda: As principais diferencas entre o metrotrexato e o acido félico estdo mostradas em vermelho.
Fonte: Adaptada de Rudin e colab., 2017.
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Em adultos, a absorcdo oral de MTX parece ser dependente da dose. O MTX tem uma
biodisponibilidade de 64-90%, embora essa diminua em doses orais acima de 25 mg,
possivelmente devido a saturacdo do transporte mediado por carreadores do farmaco (24,104).
Os niveis séricos maximos sdo atingidos dentro de uma a duas horas e a distribui¢cdo do MTX
envolve uma variedade de tecidos, incluindo figado, rim e liquido sinovial. O MTX é > 80%
excretado como farmaco inalterado e aproximadamente 3% como o metabdlito 7-hidroxilado.
A excrecdo ocorre principalmente na urina, com 8,7-26% de uma dose intravenosa
aparecendo na bile (100,102,104).

Atualmente, existe uma série de mecanismos farmacoldgicos sugeridos de agdo do
MTX, incluindo: (1) supressdo das reacdes de transmetilacdo com acimulo de poliaminas, (2)
inibicdo da sintese de purinas e pirimidinas, (3) promocao da liberacdo de adenosina com
supressdo da inflamacdo mediada por adenosina e (4) reducdo da proliferacdo de células T
dependentes de antigeno (figura 11). Estudos apontam que os efeitos anti-inflamatdrios do
MTX podem ser uma combinagéo de todos esses mecanismos (101,106,107).

Figura 11 — lustracdo esquematica do mecanismo do MTX na inflamacéo.
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Legenda: Mecanismo de acdo do MTX na inflamagdo. MTX: Metotrexato; RCF1: Transportador de Folato
Reduzido 1; MTXPGs: Metotrexato poliglutamato; ADA: adenosina desaminase; ENT1: Transportador
extracelular de nucleosideos 1; ARs: Receptores de adenosina; IL: Interleucina.

Fonte: Adaptada de Katturajan e colab., 2021.
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O MTX ¢ a terapia predominante para AR ha mais de 20 anos e, ap6s o diagnostico, é
a primeira linha de terapia recomendada. Além de sua alta eficécia, o perfil de seguranca e
toxicidade do MTX é bem conhecido, e 0s custos do tratamento sdo baixos, quando
comparados a terapia com DMARDs sintéticos direcionados ou bioldgicos (92,107). No
tratamento da AR, as vias oral e intramuscular sdo as mais comuns, com uma dose usual
variando de 7,5 mg a 25 mg semanalmente (106).

Embora 0 MTX seja a primeira escolha para o tratamento da AR, os efeitos colaterais
também devem ser amplamente considerados. Os riscos de efeitos colaterais podem ser,
ligeiramente, maiores durante os primeiros seis meses de administracdo do MTX, mas o
monitoramento a longo prazo € necessario, uma vez que os riscos de efeitos colaterais podem
permanecer (106). Problemas gastrointestinais, hepatotoxicidade, toxicidade pulmonar,
toxicidade hematoldgica e toxicidade renal sdo os principais efeitos colaterais observados
(101,108). As complicagGes decorrentes da MTX sdo mais prevalentes e graves em pacientes
com disfuncdes renais, uma vez que cerca de 80% do farmaco é excretado por via renal (97).

Ainda, é importante mencionar que o0 MTX é um substrato da proteina de resisténcia
multipla a drogas 1 (MRP1) e, portanto, a atividade funcional da MRP1 pode ter um impacto
clinico na eficécia terapéutica do MTX na AR (108-113).

Por fim, apesar dos efeitos secundarios e surgimento de diferentes medicamentos
inovadores direcionados para pacientes com AR, é inegavel que o MTX ainda é amplamente
preferido devido ao seu efeito terapéutico potencial. Assim, seria de grande relevancia clinica
0 desenvolvimento de novas formulagbes de MTX, capazes de manter a mesma eficacia

clinica, porém com a administragdo de doses reduzidas.

Hidroxicloroguina (HCQ)

A hidroxicloroquina (HCQ) pertence a classe dos compostos 4-aminoquinolina,
sintetizada em 1946 por modificacdo da estrutura molecular da cloroguina com um dos grupos
N-etila hidroxilado na posicdo 2 (BROWNING, 2014) (figura 12). Foi inicialmente
comercializada como um medicamento antimaldrico, precocemente substituido por
medicamentos mais eficazes. Anos mais tarde, foi identificado como um DMARD
convencional com agdes moduladoras do sistema imunologico e, desde entdo, utilizado para

tratar doengas autoimunes, incluindo a AR (115).
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Figura 12 — Estruturas quimicas da Cloroquina e Hidroxicloroquina.
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Legenda: Cloroquina e hidroxicloroquina séo bases anfifilicas fracas baseadas em dois anéis aromaticos fundidos
com ligagBes duplas conjugadas, o nlcleo 4-aminoquinolina. As principais diferengas estdo mostradas em
vermelho

Fonte: Adaptada de Browning, 2014.

A HCQ esta atualmente disponivel como comprimido de 200 mg, na forma de sal de
sulfato, equivalente a 155 mg de base, para administracdo por via oral (116). Apds absorcéo,
as enzimas CYP catalisam a desalquilacdo da HCQ em dois principais metabolitos
farmacologicamente ativos: desetilcloroquina e bisdesetilclorogquina. Em individuos
saudaveis, as concentracdes maximas de HCQ sdo observadas dentro de 3-5 h (117,118).

A HCQ, assim como 0s outros 4-aminoquinolina, apresenta um grande volume de
distribuicdo devido ao extenso sequestro do farmaco pelos tecidos, concentrando-se bastante
nos pulmdes, rins, figado e baco (116,117,119). A disposi¢cdo medicamentosa prossegue em
trés fases — distribuicdo do sangue para os tecidos, equilibrio entre sangue e tecidos e
liberacdo dos tecidos de volta ao sangue. Essas fases tém meias-vidas de 3-8 horas, 40-216
horas e 30-60 dias, respectivamente (118,120).

A excrecdo da HCQ ocorre, principalmente, por vias renal e hepatica.
Aproximadamente 40-60% é excretado como farmaco inalterado ou metabolizado através dos
rins, 8-25% é excretado de forma inalterada ou alterada nas fezes, 5% é descartado atraves da

pele e 25-45% é armazenado a longo prazo nos tecidos magros do corpo (118,119,121-124).
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A disfuncéo renal ou hepética diminui a excre¢do da HQC e leva a uma maior retencdo do
farmaco e maior risco de retinopatia (116,117,122).

Os efeitos terapéuticos da HCQ na AR, possivelmente sdo mediados por propriedades
anti-inflamatorias via inibicdo da degradacédo lisossomal do antigeno e subsequente reducéo
da apresentacdo de complexos peptideo—-MHC Il na superficie de APCs. Juntos, esses efeitos
da HCQ podem impedir a ativacdo de células T autorreativas e subsequentes respostas
inflamatdrias (125,126). Além disso, a HCQ também inibe a producdo de anticorpos RF e
reagentes de fase aguda, bem como algumas enzimas, como a colagenase e a proteases,
envolvidas diretamente na degradacéo da cartilagem (115,125,127).

A dose inicial para o tratamento da AR € de 200 mg (4-5 mg/kg/d). No tratamento da
AR, a HCQ tende a ter menos efeitos colaterais quando comparada com o MTX, no entanto
apresenta menor eficacia terapéutica e efeitos limitados sobre o dano articular (115). Os
efeitos adversos estdo predominantemente relacionados ao trato gastrointestinal, como
diarreia, nausea e retinopatia. Sendo a toxicidade oftdlmica o efeito colateral de maior

destaque ap06s o inicio do tratamento (92,96,128).

Terapia combinada

Combinacdes de DMARDs estdo sendo cada vez mais utilizadas em pacientes com
AR em estagios iniciais quando os resultados da monoterapia sequencial de DMARD a longo
prazo sao ineficazes. Os resultados demonstram que terapias combinadas de DMARDs podem
ser mais eficazes do que a monoterapia, sem eventos adversos adicionais de curto prazo (129).

A terapia tripla com MTX, SSZ e HCQ foi um dos pilares da terapia da AR antes que
0s DMARDs biolégicos ou DMARD:s sintéticos alvo especifico estivessem disponiveis (130).
O principio por trés da terapia combinada é associar farmacos com diferentes mecanismos de
acdo para aumentar a eficacia, mantendo um perfil favordvel de efeitos colaterais/toxicidade.
Em geral, se o "farmaco A" é combinada com o "farmaco B", espera-se a intensificagdo dos
efeitos favoraveis ou a reducgéo dos efeitos adversos do farmaco B (131).

Como mencionado anteriormente, a abordagem tradicional tem sido o uso de
monoterapia com DMARDs sintéticos convencionais, com substituicdo de um DMARD
alternativo quando héa resposta inadequada ou toxicidade ao anterior BRASIL, 2020). Embora

a evolucdo da doenca seja retardada até certo ponto com essa abordagem, os danos estruturais
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e funcionais das articulages progridem enquanto o farmaco "correto™ é procurado (106,129).

Assim, as utilizagdes de terapias combinadas tém sido priorizadas nos ultimos anos.

Nanomedicina

A nanociéncia e a nanotecnologia representam uma area de pesquisa em expansao, que
envolvem estruturas, dispositivos e sistemas com novas propriedades e fungdes devido ao
arranjo de seus atomos na escala de 1 a 100 nm. Nos ultimos anos, as nanotecnologias tém
sido aplicadas a salide humana com resultados promissores, especialmente, no campo do
tratamento de patologias, incluindo a AR (132).

Lipossomas, micelas, nanoparticulas metélicas e nanoparticulas poliméricas sdo 0s
sistemas carreadores nanoparticulados mais comumente utilizados para administracdo de
farmacos. Diversas nanoparticulas exibem uma ampla variedade de propriedades fisicas e
guimicas, como tamanho, area de superficie em relacdo a massa e carga de superficie que
podem afetar significativamente seu potencial biomédico e propiciar melhores resultados
terapéuticos (133-135).

Para maximizar a eficacia terapéutica dos agentes encapsulados, os nanocarreadores
devem atender, in vivo, a alguns requisitos fundamentais quando administrados por via
intravenosa: (1) Permanecer estavel na circulacdo e evitar dispersao antes de atingir os locais
inflamados; (2) Evitar a endocitose mediada pelo sistema reticuloendotelial; (3) Se direcionar
preferencialmente para regides inflamadas; e (4) Manter a liberacdo sustentada do farmaco em
locais-alvo ou internalizacéo eficientes dos nanocarreados pelas células-alvo (136).

Ao alterar as caracteristicas biofarmacéuticas e farmacocinéticas de medicamentos, 0s
sistemas de nanofarmacos podem ser uma abordagem promissora para a obtencdo de novas
propriedades medicamentosas. Demonstrou-se que 0s nanocarreadores podem aumentar a
solubilidade, prolongar o tempo de circulagdo, reduzir a depuracéo e entregar os farmacos aos
locais-alvo de forma controlada (133,136-140). Mais recentemente, nanocarreadores
multifuncionais emergentes com sofisticadas propriedades de direcionamento e liberacdo de
farmacos foram projetados para alcancar a entrega inteligente de medicamentos e promover a
eficicia terapéutica (141,142).

Como destacado ao decorrer desse trabalho, apesar dos avangos no diagndstico e

adocdo gradual de novas abordagens terapéuticas para a AR, o tratamento eficiente para a
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doenca ainda enfrenta desafios considerdveis. Atualmente, ndo ha cura para a AR e as
estratégias terapéuticas clinicas existentes sofrem dos problemas de baixa eficacia, efeitos
colaterais graves, baixa capacidade de resposta e auséncia de remissdo sustentada (136). Para
superar os problemas associados a terapia da AR convencional, a nanotecnologia representa
uma ferramenta promissora.

O aumento da permeabilidade vascular e a infiltracdo de leucdcitos sdo as principais
caracteristicas patolégicas da AR, que fornecem condicdes favoraveis e células-alvo para
sistemas de liberacdo de nanofarmacos. A inflamacao persistente aumenta a permeabilidade
vascular, o que permite que o nanocarreador acumule e libere os farmacos seletivamente no
tecido sinovial por meio do efeito “ELVIS” (extravasamento através da vasculatura e
subsequente sequestro mediado por células inflamatorias), que é semelhante ao aumento da
permeabilidade e efeito de retencdo observados no tratamento de tumores (143).

Conforme mostrado na figura 13, os agentes terapéuticos podem ser entregues
seletivamente e se acumular nos locais inflamados por meio de direcionamento passivo ou
ativo de nanoveiculos ap6s administracdo sistémica (144). Por um lado, os danos a outros
orgdos causados pela distribuicdo fora do alvo sdo notavelmente reduzidos. Por outro lado, os
nanoveiculos que encapsulam os agentes terapéuticos os protegem contra a biodegradacéo,
levando a liberacdo sustentada do farmaco e a cinética de circulacdo prolongada. Portanto, o
sistema de administracdo de farmacos em nanoescala aumenta a solubilidade e a
biodisponibilidade de farmacos especificos, possibilitando a reducdo da dose administrada e,

consequentemente, os efeitos adversos (133,143-147).
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Figura 13 — Nanossistemas de entrega direcionada de farmacos para o tratamento da AR.
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Legenda: llustragdo esquematica do sistema de entrega de direcionamento passivo e ativo de diferentes drogas
antirreumaticas encapsuladas por nanocarreados para gerenciamento da AR. DMARD: drogas antirreumaticas
modificadoras de doenca; GC: Glicocorticoides; NSAID: drogas anti-inflamatérias ndo esteroides; AR: Artrite
reumatoide.

Fonte: Adaptada de Yang e colab., 2017.

Pluronics® como nanocarreadores para a entrega de fairmacos

No campo da nanomedicina, as nanoparticulas feitas de polimeros sdo de particular
interesse. Existem diversas propriedades fundamentais dos polimeros Uteis na resolucdo de
problemas de administracdo de farmacos, como: (1) possibilidade de combinagdes, por meio
de ligagBes covalentes ou ndo covalentes, com farmacos para superar problemas de
solubilidade, estabilidade, permeabilidade e outros (148,149); (2) possibilidade de
direcionamento dos farmacos para locais especificos do corpo (150,151); (3) desenvolvimento
de materiais responsivos a estimulos ambientais, permitindo a liberacdo controlada e

sustentada do farmaco no local da acdo (152,153); e (4) capacidade de interacdo e
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modificacdo da atividade de vérios sistemas enddgenos de transporte de farmacos no
organismo, afetando a entrega de farmacos (154,155).

Entre os muitos nanossistemas organicos e inorganicos investigados, 0s nanoveiculos
derivados de copolimeros de blocos anfifilicos (ABCs) sintéticos tém atraido particular
atencdo. Devido ao baixo peso molecular, os polimeros anfifilicos associam-se em &gua para
formar “micelas poliméricas”, acima de uma certa concentracdao, designada concentragdo
micelar critica (149,150,156).

O uso de copolimeros de blocos anfifilicos Pluronics tem sido descrito hd muitos anos
em aplicacbes farmacéuticas e clinicas. Atualmente, sdo utilizados em uma variedade de
produtos cosméticos ou como excipientes em formulagdes farmacéuticas devido as suas
propriedades como surfactantes e agentes solubilizantes e emulsificantes (148,157,158).

Os Pluronics sdo copolimeros triblocos ndo idnicos compostos por um nucleo central
hidrofébico de poli(6xido de propileno) (PPO) flanqueado por cadeias hidrofilicas de
poli(6xido de etileno) (PEO) com uma estrutura geral PEOn-PPOm-PEON, onde n e m
denominam o nimero médio de unidades PEO e PPO no copolimero em bloco (figura 14)
(159). Eles estdo disponiveis comercialmente sob o nome Pluronics em uma ampla gama de
pesos moleculares e comprimentos e proporcdes de cadeia PPO/PEO que, por sua vez, séo
responsaveis por suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas Unicas. Dentre eles, estd o
Pluronic® F-127, aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso farmacéutico

e investigado para diferentes aplicacGes terapéuticas (150,160-163).

Figura 14 — Estrutura geral do Pluronic.
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Legenda: O nucleo hidrofébico central de poli(6xido de propileno) (PPO) é flanqueado por cadeias hidrofilicas
de poli(oxido de etileno) (PEO) com uma estrutura geral de PEOn PPOm-PEON.
Fonte: Adaptada de Jarak e colab., 2020.
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As cadeias de Pluronic tendem a se autoagregar em uma variedade de estruturas
supramoleculares termodinamicamente estaveis em solucdo que € controlada ndo apenas pela
composicao de Pluronics, mas também por uma série de fatores externos. As condi¢fes como
temperatura, concentracdo e composic¢do, na qual as micelas sdo montadas, afetam a forma de
agregacao de Pluronics e dispersdo no meio (159,164,165).

As micelas poliméricas formadas, consistem em nanossistemas constituidas por um
nucleo interno hidrofobico rodeado por uma camada externa hidrofilica. O interior
hidrofobico apresenta elevada capacidade para encapsular compostos hidrofébicos,
melhorando a solubilidade aquosa dos mesmos, enquanto o exterior hidrofilico serve como
interface estabilizante entre o nicleo hidrofébico e 0 ambiente externo aquoso (159,166,167).

Essa capacidade do Pluronics de se automontar sob as diferentes condi¢Ges descritas,
foi identificada como uma estratégia atraente para resolver a problematica de baixa
solubilidade em &gua de muitos compostos hidrofébicos farmacologicamente ativos, que
apresentam uma farmacocinetica indesejavel devido a instabilidade e insolubilidade em meio
fisioldgico (159,168). A dispersdo sélida com Pluronic F127 foi proposta como abordagem
alternativa para modificar as propriedades farmacologicamente relevantes do MTX
(149,169,170).

Considerando os dados mencionados ao decorrer desse trabalho, no presente estudo
foram desenvolvidas e caracterizadas nanoparticulas de Pluronic® F-127 carregadas com
MTX e HCQ. Os efeitos desse nanossistema foram investigados in vitro e in vivo, em um
modelo de artrite antigénica induzida em camundongos. Em busca de melhorias das terapias
atuais para a AR, a osteoclastogénese, mecanismo de resisténcia a drogas e parametros
inflamatorios ap6s o tratamento com as nanoparticulas carregadas com os farmacos

antirreumaticos MTX e HCQ foram avaliados.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar nanoparticulas de Pluronic® F-127 carregadas com MTX e

HCQ como tratamento da Artrite Reumatoide.

1.2 Objetivos especificos

Produzir e caracterizar (tamanho e indice de polidispersdo) de nanoparticulas de
Pluronic® F-127 carregadas com MTX e HCQ;

e Avaliar, in vitro, o perfil de liberacdo de MTX e HCQ incorporadas em nanoparticulas
de Pluronic® F-127,;

e Avaliar, in vitro, os efeitos das nanoparticulas de Pluronic® F-127 carregadas com
MTX e HCQ na osteoclastogénese;

e Investigar, in vivo, parametros inflamat6rios do tratamento com nanoparticulas de
Pluronic® F-127 carregadas com MTX e HCQ em modelo de artrite induzida por

antigeno.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes

Tamp&o fosfato-salino (PBS), PBS/Acido etilenodiamino tetra-acético (PBS/EDTA),
co) (10 mM) solucdo recem-preparada, Albumina de soro bovino (BSA), BSA metilada
(mBSA), Adjuvante completo de Freund, Reagente Histopaque, Pluronic F127, Kit de
coloragédo TRACP, Dulbecco's MEM (DMEM) alta glicose, Soro fetal bovino (FBS), Fator de
estimulacdo de col6nia de macrofagos (M-CSF), Ligante do receptor ativador do fator nuclear
kappa B (RANK-L), doxorrubicina, poli-D-lisina, glicose, Tampdo HEPES, célcio e
magnésio foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os corantes
MayGrinwald e Giemsa foram adquiridos da Merck (Alemanha). O pentabarbital sodico a
3% (Hypnol®) foi adquirido da Syntec (Brasil). O Tevameto (MTX injetavel 25 mg/mL) foi
adquirido da Teva Farmacéutica Ltda (Brasil) e a HCQ foi adquirida da Sigma Aldrich.

2.2 Preparo das Nanomicelas

Uma concentragéo de 0,3 mg/mL de HCQ e 0,6 mg/mL de MTX foram adicionados na
dispersdo micelar de Pluronic F127. O sistema foi agitado suavemente usando uma barra
magnética (Agitador Magnético, IKA, C-MAG HS-7) e posteriormente processado por 5 min
usando um processador ultrassénico (UP100H, Hielscher, Poténcia: 100%, Ciclo: 1) sob
banho de gelo a 10°C.

2.3 Tamanho de particula e potencial zeta

O tamanho de particula, distribuicdo de tamanho e indice de polidispersdo (PDI) do
nanossistema foram determinados por espalhamento dinamico de luz (DLS) usando o

equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido). As medidas foram
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realizadas em triplicata a 25 °C e 0 &ngulo de incidéncia do laser em relagdo & amostra foi de
173° utilizando uma cubeta de quartzo de 12 mm?. A média * desvio padrdo (DP) foi
avaliada. O potencial zeta de cada nanossistema foi realizado usando um Litesizer 500 (Anton
Paar, Alemanha). As medidas foram realizadas a 20°C e o angulo de incidéncia do laser em
relagdo a amostra foi de 15°, utilizando uma cubeta em formato Omega. Todos os dados séo
uma média de 1000 execucoes.

2.4 Microscopia de forca atdomica (AFM)

A analise AFM foi realizada usando um microscopio Multimode 8 (Bruker, Santa Barbara,
CA). Duas analises principais foram realizadas na amostra (nanomicelas 127-Pluronic-HCQ-
MTX): (1) morfologia e topografia das nanomicelas, comparando os tamanhos observados
nas imagens AFM com os resultados DLS; (2) mapas nanomecanicos das micelas obtidos
através da aquisicdo de aproximadamente 65.000 curvas de forca sobre cada area de
escaneamento. Para essas medicdes, foram utilizadas sondas Scanasyst Air, com constante de
mola nominal de 0,4 N/m, porém, a constante de mola real de cada sonda foi calibrada pelo
método de ruido térmico. Uma gota da solucdo de nanomicelas foi depositada em mica recém-
clivada para formar o filme de nanomicelas. O modo de varredura utilizado foi o Peak Force
Tapping Quantitative Nanomechanics (QNM), com resolucdo de 256 x 256 linhas por

varredura e frequéncia de varredura de 0,5 Hz.

2.5 Liberacao de farmacos in vitro

Os perfis de liberagdo de farmacos das nanomicelas 127-Pluronic-HCQ-MTX foram
estudados por um método de diélise bem estabelecido [15,16]. Resumidamente, 400 uL das
nanomicelas foram colocados na bolsa de dialise (MWCO 12000-14000 Da). A bolsa de
dialise foi suspensa e agitada em 30 mL de PBS contendo 0,1% de Tween 80 a 37 °C para
simular a “condi¢do de afundamento”. Foram coletados 300 uL do meio nos pontos de tempo
programados ao longo de 24 h. A HCQ e o MTX liberados foram quantificados pelo leitor de

microplacas nos comprimentos de onda de 340 nm e 310 nm, respectivamente.
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2.6 Ensaio de osteoclastogénese

Mondcitos foram isolados do sangue periférico de voluntarios sadios por meio de
centrifugacdo em gradiente de densidade. Resumidamente, o sangue foi coletado em tubos
contendo o anticoagulante heparina, estratificado 1:1 no reagente Histopaque (Sigma Aldrich)
e centrifugado durante 30 min a 400 RCF sem interrupcdo e aceleracdo. Apds, as células
foram lavadas duas vezes e semeadas, com densidade de 2,4 x 10° células/cm?, em atmosfera
imida controlada a 37°C 5% CO?. Ap6s 3 h, o meio de cultura foi substituido por DMEM de
alta glicose suplementado com 10% de FBS e 20 ng/mL de M-CSF para induzir a proliferacdo
de mondcitos.

Apds 3 dias, as células foram tratadas com DMEM de alta glicose suplementado com
10% de FBS e 20 ng/mL de M-CSF e 30 ng/mL de RANK-L, com ou sem nanomicelas, com
uma concentragdo de 20 ug/mL HCQ e 0,74 ng/mL MTX ou 70 ug/mL HCQ e 2,6 ng/mL
MTX, respectivamente. O tratamento foi substituido a cada 3 dias durante 14 dias. As células
seguintes foram fixadas e coradas com o kit de coloracdo TRACP (Sigma Aldrich) e o niUmero

de osteoclastos (células multinucleadas positivas para TRAcP) foi quantificado.

2.7 Modelo de artrite reumatoide

2.7.1 Animais

Camundongos machos C57BL/6 (20-30 g) (n = 30) foram mantidos em um ciclo de
12 horas claro/escuro com temperatura controlada com comida e agua ad libitum. O estudo
animal foi conduzido de acordo com as diretrizes éticas da Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor e aprovado pelo Comissdo de Etica de Uso de Animais (licenca nimero CEUA
LW-43/14).

2.7.2 Avaliacdo do peso corporal
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O peso corporal de todos os animais foi aferido por meio de balanca no inicio e no final do

tratamento.

2.7.3 Inducdo de artrite antigénica

Camundongos C57BL/6 foram imunizados por injecdo subcutanea (s.c.) no dia 0 usando 500
pug de mBSA em 0,2 mL de uma emulsdo contendo: 0,1 mL de solugdo salina e 0,1 mL de
adjuvante completo de Freund. Os camundongos foram reforcados com a mesma solucéo no
dia 07. Camundongos sham (falsamente imunizados) receberam injecdes semelhantes no dia 0
e no dia 07, mas sem o antigeno (MBSA). No 21° dia ap6s a injecdo inicial, a artrite foi
induzida nos animais imunizados por injecéo intra-articular (i.a.) de mBSA (30 pg/cavidade;
25 pL). Os camundongos simulados receberam solug¢do salina. A partir desse periodo, os
animais foram tratados diariamente, por meio de injecBes intraperitoneais (i.p., 100
pulL/animal), por 7 dias, e no 25° dia foi realizada uma reinjegdo com antigeno (30
pg/cavidade). No dia 28, os camundongos foram eutanasiados com excesso de anestésico

(pentobarbital sddico 3% - Hypnol) para analises posteriores.

Esquema 1 — Representagdo esquematica do protocolo experimental de artrite induzida por antigeno.

Treatment (i.p.) for 7 consecutive days:
HCQ+MTX and Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles

7 days 21 days 25 days 28 days

Day 0 Day7 J Day 25 Day 28
Immunization (s.c.) Reinforcement(s.c.) Challenge Euthanasia
500 pg mBSA 500 pg mBSA Day 21 reinjection (i.a.)
Challenge (i.a.) 30 pug mBSA/cav.

30 pg mBSA/cav.
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2.7.4 Grupos

O tratamento foi avaliado em 7 grupos experimentais, compostos por 5 animais
(camundongos C57BL/6) em cada grupo. Os grupos foram divididos em: (1) falsa
imunizacdo: sham; (2) grupo controle: salina; (3) imunizados: mBSA,; (4) grupo veiculo: 127-
Pluronic; (5) grupo de tratamento padrdo: HCQ + MTX (2 mg/Kg e 1 mg/Kg,
respectivamente); (6) grupo intervencdo 1: nanomicelas 127-Pluronic-HCQ-MTX (2 mg/kg e
1 mg/kg, respectivamente); (7) grupo de intervencdo 2: Nanomicelas 127-Pluronic-HCQ-

MTX (1 mg/kg e 0,5 mg/kg, respetivamente).

2.7.5 Tratamento

O tratamento padrdao de HCQ + MTX (2 mg/kg e 1 mg/kg, respectivamente) foi administrado
por via i.p. (100 pL/animal). Os animais do grupo de intervengdo 1 foram administrados por
via 1.p. (100 pL/animal) com nanomicelas carregadas com HCQ + MTX na mesma dose do
tratamento padrdo (nanomicelas 127-Pluronic-HCQ-MTX, 2 mg/kg e 1 mg/kg,
respectivamente), enquanto os animais do grupo intervencdo 2 receberam via i.p. (100
pL/animal) com nanomicelas carregadas de HCQ + MTX na metade da dose do tratamento
padrdo (nanomicelas 127-Pluronic-HCQ-MTX, 1 mg/kg e 0,5 mg/kg, respectivamente).

Os animais do grupo controle (salina) e do grupo imunizado (mBSA) receberam 100
uL de solugdo salina estéril por via i.p. Os animais do grupo veiculo foram administrados por

via i.p. com 100 pL de Pluronic F127 10% solubilizado em solugao salina estéril (Tabela 1).
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Tabela 1 — Tratamentos administrados a diferentes grupos apo6s inducdo de artrite

experimental.

Grupo Tratamento

Sham Salina estéril

Salina Salina estéril

mBSA Salina estéril

Pluronic Pluronic 10%

HCQ+MTX HCQ: 2 mg/kg + MTX: 1 mg/kg
Pluronic-HCQ-MTX nanomicelas 1 HCQ: 2 mg/kg + MTX: 1 mg/kg
Pluronic-HCQ-MTX nanomicelas 2 HCQ: 1 mg/kg + MTX: 0,5 mg/kg

2.7.6 Parametros

Todos os grupos foram eutanasiados com excesso de anestésico (pentobarbital sédico 3%
Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japao). A espessura da articulacdo do joelho foi avaliada e
expressa em milimetros (mm). As cavidades sinoviais do joelho foram lavadas com 300 pL de
PBS/EDTA (10 mM) e foram realizadas contagens de leucécitos (Coulter Z2, Beckman
Coulter Inc., Brea, CA, EUA).

2.8 Atividade da proteina transportadora de efluxo (MRP1)

O efeito de nanomicelas (nanomicelas 127-Pluroni-HCQ-MTX) no efluxo de calceina-
AM mediado por MRP1 foi verificado usando citometria de fluxo. Células MRP1
superexpressando HEK 293 foram preparadas em meio sem soro a uma densidade de 7 x 10°
células/mL e tratadas com vérias concentra¢bes (0,1%, 0,25%, 0,5% e 1%) de nanomicelas
127-Pluronic-HCQ-MTX para 10 minutos a 37°C. As células foram entdo tratadas com
calceina-AM (0,25uM) por 30 min. A concentragdo final de DMSO foi mantida em menos de
1% (v/v). A atividade de efluxo mediada por MRP1 foi interrompida usando tampao PBS

gelado (3 mL). As células foram coletadas, lavadas duas vezes com PBS e ressuspensas em
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um tampdo PBS frio contendo 1% de paraformaldeido. A fluorescéncia intracelular de
calceina-AM foi detectada usando o citdmetro de fluxo BD Accuri C6 (BD Biosciences, San
Jose, CA) com excitacdo e emissdo a 480 nm e 533/30 nm, respectivamente. A intensidade
fluorescente foi determinada como uma meédia de 10.000 eventos. Os tratamentos foram feitos

em triplicata e repetidos em dois experimentos independentes.

2.9 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e analisados
estatisticamente por meio do teste de andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de
Newman-Keuls-Student ou Tukey para comparagdo entre mais de dois grupos. O teste “t” de
Student foi usado para comparar dois grupos experimentais. Todos os testes foram realizados
usando GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA). Valores de p

menores ou iguais (<) a 0,05 foram considerados significativos (*; +).
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3 RESULTADOS

3.1 Artigo principal (publicado)

RHEUMATOID ARTHRITIS TREATMENT USING HYDROXYCHLOROQUINE AND
METHOTREXATE CO-LOADED NANOMICELLES: IN VIVO RESULTS

Tais Monteiro Magne, Edward Helal-Neto, Luana Barbosa Correa, Luciana Magalhaes,
Rebelo Alencar, Sara Gemini Piperni, Surtaj H. Iram, Prapanna Bhattarai, Lin Zhu,
Eduardo Ricci-Junior, Maria das Gracas Muller de Oliveira Henrigues, Elaine Cruz

Rosas, Ralph Santos-Oliveira
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common inflammatory rheumatic disease, affecting
almost 1% of the world population. It is a long-lasting autoimmune disease, which mainly
affects the joints causing inflammation and swelling of the synovial joint. RA has a
significant impact on the ability to perform daily activities including simple work and
household chores. Nonetheless, due to the long periods of pain and the continuous use of anti-
inflammatory drugs, RA can debilitate the quality of life and increases mortality. Current
therapeutic approaches to treat RA aim to achieve prolonged activity and early and persistent
remission of the disease, with the gradual adoption of different drugs available. In this study,
we developed a novel hydroxychloroguine and methotrexate co-loaded Pluronic® F-127
nanomicelle and evaluated its therapeutic effects against RA. Our results showed that drug-
loaded nanomicelles were capable of modulating the inflammatory process of RA and
reducing osteoclastogenesis, edema, and cell migration to the joint. Overall, compared to the

free drugs, the drug-loaded nanomicelles showed a 2-fold higher therapeutic effect.
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1 INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic autoimmune disease of unknown etiology,
characterized by a complex interaction between immune mediators (cytokines and effector
cells) responsible for joint damage that begins in the synovial membrane [1]. The
pathophysiology of RA is complex and involves the proliferation of synovial cells and
fibrosis, formation of pannus, with erosion of cartilage and bone [2]. In the long term, the
pathophysiological process of RA results in joint degradation associated with pain, stiffness,
loss of function and systemic comorbidities, reducing life expectancy and quality of life [3,4].

Despite advances in recent decades regarding the pathophysiology of RA and the
development of new target therapies, there is still a considerable need to develop more
effective therapies since complete remission is not maintained without continuous treatment.
Current therapies for RA are limited by low drug bioavailability, high drug clearance, and
dose-limiting adverse effects [5]. A promising strategy is to increase the effectiveness of
existing RA drugs through drug delivery systems, such as nanoparticles [1,6-9].

Nanomicelles are one of the most widely used nanoparticles to improve the blood
circulation time, bioavailability, and specificity of various therapeutic agents. Therapeutic
agents (properly loaded into the nanocarrier) can be selectively accumulated in the inflamed
sites through passive or active targeting after systemic administration [5]. In this way, the
damage to other organs is remarkably reduced. In addition, the nanocarriers can protect the
encapsulated therapeutic agents against biodegradation and provide the sustained drug release,
leading to the increased drug efficacy [1,5,10,11].

The College of Rheumatology and the European League Against Rheumatism (ACR /
EULAR) recommend methotrexate (MTX) at the beginning of RA as (part of) the first
treatment due to its favorable balance in efficacy, safety profile and costs [12,13]. When MTX
is used as a single agent, the benefits are quickly realized, but tend to stabilize after about 6
months of treatment [14]. The literature shows that the combined use of MTX with other
disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDs) makes therapy more effective. Among the
combined therapies for the treatment of RA, the use of MTX with the antimalarial drug
Hydroxychloroquine (MTX + HCQ) has been showing good results in clinic. However,
studies on the effectiveness of the combined use of these drugs and the mechanisms of action
were not investigated.

In this study, we prepared and characterized Pluronic® F-127 nanomicelles co-loaded
with HCQ and MTX (127-Pluronic-HCQ-MTX) and evaluated in vitro and in vivo efficacy
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against RA. We demonstrated that 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles loaded with 50 %
of the recommended doses used in the clinic significantly reduced osteoclastogenesis, edema,
and cell migration to the joint in the antigen-induced arthritis animal model. In addition, the
127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles could improve the accumulation of HCQ and MTX in
the cells by modulating MRP1.

2 METHODOLOGY

2.1 Reagents

Phosphate buffered saline (PBS), PBS/EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) (10 mM)
freshly prepared solution, bovine serum albumin (BSA), methylated bovine serum albumin
(mBSA), Freund’s complete adjuvant, Histopaque reagent, Pluronic F127, TRACP staining
kit, DMEM high glucose, Bovine fetal serum, M-CSF, RANK-L, Doxorubicin, Poly-D-
lysine, Glucose, HEPES, Calcium and Magnesium were purchased from Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA). MayGriinwald and Giemsa dyes were purchased from Merck (Germany).
3% sodium pentabarbital (Hypnol®) was purchased from Syntec (Brazil). Tevametho
(injectable methotrexate 25 mg/mL) was purchased from Teva Farm-acéutica Ltda (Brazil)

and Hydroxychloroquine was purchased from Sigma Aldrich.

2.2 Preparation of the nanomicelles

A concentration of 0,3 mg/mL of hydroxychloroquine and 0,6 mg/mL of methotrexate were
added in the micellar dispersion of Pluronic F127. The system was gently stirred using a
magnetic bar (Magnetic Stirrer, IKA, C-MAG HS-7) and then processed for 5 min using an
ultrasonic processor (UP100H, Hielscher, Power: 100%, Cycle: 1) under ice bath at 10 °C.

2.3 Particle size and zeta potential

The particle size, size distribution, and polydispersity index (PDI) of nanosystem were
determined by dynamic light scattering (DLS) using the equipment Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, UK). Measurements were performed in triplicate at 25 °C and the laser
incidence angle in relation to the sample was 173° using a 12 mm? quartz cuvette. The mean +

standard deviation (SD) was assessed. The zeta potential from each nanosystem has been
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performed using a Litesizer 500 (Anton Paar, Germany). Measurements were performed at 20
°C and the laser incidence angle in relation to sample was 15°, using an Omega shaped

cuvette. All data is a mean of 1000 runs.

2.4 Atomic force microscopy (AFM)

The AFM analysis has been performed using a Multimode 8 microscope (Bruker, Santa
Barbara, CA). Two main analyses have been conducted in the sample (127-Pluronic-HCQ-
MTX-nanomicelles): First, the morphology and topography of the nanomicelles were
analyzed, comparing the sizes observed in the AFM images with the DLS results. In addition,
nanomechanics maps of the micelles were obtained by acquiring approximately 65,000 force
curves over each scanning area. For these measurements, Scanasyst Air probes were used,
with a nominal spring constant of 0.4 N/m, however, the actual spring constant of each probe
was calibrated by the thermal noise method. A drop of the nanomicelles solution was
deposited in freshly cleaved mica to form the nanomicelles film. The scanning mode used was
Peak Force Tapping Quantitative Nanomechanics (QNM), with a resolution of 256 x 256

lines per scan and scan frequency of 0.5 Hz.

2.5 Invitro drug release

The drug release profiles of the 127-Pluronic-HCQ-MTX-nanomicelles were studied by a
well-established dialysis method [15,16]. Briefly, 400 uL of the nanomicelles were placed in
the dialysis bag (MWCO 12000-14000 Da). The dialysis bag was suspended and stirred in 30
mL of PBS containing 0.1% Tween 80 at 37 °C to simulate the “sink condition”. 300 pL of
the outside medium were collected at the scheduled time points over 24 h. The released HCQ
and MTX were quantified by the microplate reader at the wavelengths of 340 nm and 310 nm,

respectively.

2.6 Osteoclastogenesis assay

Cell isolation: monocytes were isolated from peripheric blood of volunteers through density
gradient centrifugation. Briefly, blood is stratified 1:1 on Histopaque reagent (Sigma Aldrich)
and centrifuged during 30 min at 400 RCF with no break and acceleration. After, cells were

washed twice and seeded with density of 2,4 x 108 cells/cm? 3 h in controlled humified
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atmosphere at 37 °C 5% CQ? After 3 h medium culture was replaced with DMEM high
glucose supplemented with 10% bovine fetal serum and 20 ng/mL M-CSF during 3 days to
induce monocyte proliferation. 127-Pluronic-HCQ-MTX-nanomicelles exposition: After 3
days cells were treated with in DMEM high glucose supplemented with 10 % bovine fetal
serum and 20 ng/mL M-CSF and 30 ng/mL RANK-L with or without nanomicelles with a
concentration of 20 pg/mL HCQ — 0.74 ng/mL MTX or 70 pg/mL HCQ — 2,6 ng/mL MTX
nanomicelles respectively. Treatment was replaced each 3 days during 14 days. Following
cells were fixed and stained with TRAcP kit staining (Sigma Aldrich) and numbers of

osteoclasts (multinucleated TRACP positive cells) were quantified.

2.7 Rheumatoid arthritis model

2.7.1 Animals

Male C57BL/6 mice (20-30 g) (n = 30) were maintained on a 12 h-light/dark cycle with
controlled temperature with food and water ad libitum. The animal study was conducted in
accordance with the ethical guidelines of the International Association for the Study of Pain
and approved by Animal Use Ethics Committee (license number CEUA LW-43/14).

2.7.2 Body weight assessment

The body weight of all animals in all groups of this study were evaluated and assessed. Thus,

the animals were weighted in the begging and end of the treatment.

2.7.3 Induction of antigen arthritis

C57BL/6 mice were immunized by subcutaneous injection (sc) on day 0 using 500 pg of
methylated bovine serum albumin (mBSA) in 0.2 mL of an emulsion containing: 0.1 mL of
saline and 0.1 mL of Freund’s full adjuvant. The mice were boosted with the same solution on
day 07. Sham mice (fake immunized) received similar injections on day 0 and day 07, but
without the antigen (MBSA). On the 21 day after the initial injection, arthritis was induced in
the immunized animals by intra-articular (i.a.) injection of mBSA (30 ug/cavity; 25 uL). The
sham mice received saline. From that period, the animals were treated daily, through

intraperitoneal injections (100 pL/animal), for 7 days, and on the 25 day a reinjection was
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performed using antigen (30 pg/cavity). On day 28 mice were euthanized using excess of
anesthetic (sodium pentobarbital 3% - Hypnol) for further analyzes.

2.7.4 Groups

The treatment was evaluated in 7 experimental groups, composed of 5 animals (mice
C57BI/6) in each group. The groups were divided into: i) false immunized: sham; ii) control
group: saline; iii) immunized: mBSA; iv) vehicle group: 127-Pluronic; v) standard treatment
group: Hydroxychloroquine (HCQ) plus Methotrexate (MTX) (2 mg/kg and 1 mg/kg,
respectively); vi) intervention group 1: 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles (2 mg/kg and
1 mg/kg, respectively); vii) intervention group 2: 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles (1
mg/kg and 0.5 mg/kg, respectively).

2.7.5 Treatment

The standard treatment of HCQ plus MTX (2 mg/kg and 1 mg/kg, respectively) was
administered intraperitoneally (i.p., 100 pL/animal). The animals in intervention group 1 were
administered intraperitoneally (100 pL/animal) with nanomicelles loaded with HCQ and
MTX at the same dose as the standard treatment (127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles, 2
mg/kg and 1 mg/kg, respectively), while the animals in intervention group 2 were
administered intraperitoneally (100 pL/animal) with HCQ and MTX-loaded nanomicelles in
the half dose of the standard treatment (127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles, 1 mg/kg and
0.5 mg/kg, respectively). The animals in the control group (saline) and in the immunized
group (mBSA) were administered intraperitoneally with 100 pL of sterile saline. The animals
in the vehicle group were intraperitoneally administered with 100 uL of Pluronic F127 10%

solubilized in sterile saline (Table 1).
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Tabela 1 — Treatments administered to different groups after induction of experimental

arthritis.
Group Treatment
Sham Sterile saline
Saline Sterile saline
mBSA Sterile saline
Pluronic Pluronic 10%
HCQ+MTX HCQ: 2 mg/kg + MTX: 1 mg/kg
Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles 1 HCQ: 2 mg/kg + MTX: 1 mg/kg
Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles 2 HCQ: 1 mg/kg + MTX: 0,5 mg/kg

2.8 Parameters

All groups were euthanized using excess of anesthetic (sodium pentobarbital 3% Mitutoyo
Corporation, Kanagawa, Japan). Knee joint thickness were evaluated and expressed in
millimeters (mm). The knee synovial cavities were washed out using 300 uL of PBS/EDTA
(10 mM) and leukocyte counts were performed (Coulter Z2, Beckman Coulter Inc., Brea, CA,
USA). Finally, using optical microscopy, smears of cytospin (Cytospin 3, Shandon Inc.,
Pittsburgh, PA, USA) from cells previously stained by the May-Grunwald-Giemsa method

were differentially counted and reported as numbers of cells per cavity (x10°).

2.9 MRP1 efflux transporter protein activity

Efflux transport activity of MRP1 was measured using doxorubicin accumulation assay. This
assay was performed using confocal microscopy. Sterilized cover glasses were placed in 6-
well plate and covered with 0.1 mg/mL of poly-D-lysine for 10 min prior to washing with
phosphate buffered saline (PBS). HEK293 T cells were plated on poly-D-lysine-coated cover
glass at a density of 5 x 10° cells/well in 2 mL culture medium. Cells were transiently
transfected with 2 ng of an MRP1-GFP expression vector after 24 h using 4 pg of jet PRIME
Transfection Reagent with 200 uL of Transfection buffer (Polyplus-transfection SA, Illkirch,
France). After 48 h, cells were pre-treated with 0.1% wi/v, 0.25% w/v, 0.5% wi/v and 1% w/v
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of 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles for 30 min, before incubation with doxorubicin (10
uM) for 1 h. Cells were maintained in buffer (4.5% glucose, 10 mM HEPES, PBS containing
Ca?* and Mg?") as intracellular fluorescence was visualized using an iMIC digital microscope
(TILL Photonics GmbH, Gréafelfing, Germany) equipped with a 1.35 numerical aperture 60x
oil-immersion objective. Excitation was done at 488 nm for GFP and doxorubicin, with
emission bands of 475/42 and 605/64 nm, respectively. Images were processed using ImageJ
(NIH, Bethesda, MD).

2.10 Flow cytometry-based Calcein-AM accumulation assay

The effect of nanomicelle (127-Pluroni-HCQ-MTX nanomicelles) on MRP1 mediated efflux
of calcein-AM was ascertained using flow cytometry. HEK 293 overexpressing MRP1 cells
were prepared in serum-free medium at a density of 7 x 10° cells/mL and treated with various
concentrations (0.1%, 0.25%, 0.5% and 1%) of 127-Pluronic—HCQ-MTX nanomicelle for 10
min at 37 °C. Cells were then treated with calcein-AM (0.25uM) for 30 min. Final DMSO
concentration was maintained at less than 1% (v/v). MRP1 mediated efflux activity was
stopped using ice-cold PBS buffer (3 mL). Cells were collected, washed twice with PBS, and
re-suspended in a cold PBS buffer containing 1% paraformaldehyde. Intracellular calcein-AM
fluorescence was detected using BD Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences, San Jose,
CA) with excitation and emission at 480 nm and 533/30 nm respectively. Fluorescent
intensity was determined as a mean of 10,000 events. Treatments were done in triplicates and

repeated in two independent experiments.

2.11 Statistical analysis

The results were expressed as the mean + standard error of the mean (EPM) and analyzed
statistically through the analysis of variance test (ANOVA), followed by the Newman-Keuls-
Student or Tukey test for comparison between more than two groups. Student’s “t” test was
used to compare two experimental groups. All tests were performed using GraphPad Prism
5.00 (GraphPad Software, La Jolla, California, USA). P values less than or equal (<) to 0.05

were considered significant (*; +).
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3 RESULTS

3.1 Average size determination by dynamic light scattering and zeta potential

The hydrodynamic diameter of the nanosystem was 48,323 nm (SD 4842 nm). The PDI value
was 0256 (SD 196) and zeta potential was 059 mV (SD 008 mV). The PDI value of the
nanomicelle is very near of the limit of a monodispersive behavior PDI (0,3). However, for
pharmaceutical purposes we assumed the limit of 0.3 and for that reason the nanomicelle
showed a monodispersive behavior. The zeta potential analysis showed a mean zeta potential
of 059 mV, with a conductivity of 391 mS/cm and electrophoretic mobility of 005 um.cm/Vs
(Table 2).

Tabela 2 — Values referring to the average size by dynamic light scattering and zeta potential
of the nanomicelles loaded with HCQ plus MTX.

Parameter Value

Hydrodynamic diameter 48,323 nm (SD 4,842 nm)

PDI 0,256 (SD 196)

Zeta potential 0,59 mV (SD 0,08 mV)
Conductivity 3,91 mS/cm (SD 0,09 mS/cm)
Electrophoretic mobility 0,05 pm.cm/Vs (SD 0,01 pm.cm/Vs)

3.2 Atomic force microscopy maps

The Fig. 1 shows the results of topography (peak force error - Fig. 1la and d), Young’s
modulus (Fig. 1b and e) and adhesion (Fig. 1c and f). Topographic images reveal micelles
with diameters of 1.41 pm and 1.06 pum, respectively. The Young’s modulus maps show two
very distinct elastic characteristics: in the center of the micelle, a region with greater Young’s
modulus (lighter region), and around that region, a shell with a lower E value, indicating
composite materials, in this case, the drug core and the polymeric shell (127-Pluronic). The

adhesion images show the same characteristic of heterogeneous material, in this case, the core
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has higher adhesion force values, and the polymer has lower adhesion values. This is
interesting because loaded micelles have a greater adhesion strength, improving adhesion in

the drug delivery target.
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Fig. 1. Topography images (Peak Force Error — Figures A and D), Young’s modulus maps (Figures B and E) and

adhesion force maps (Figures C and F) of individual 127—Pluronic-HCQ-MTX-nanomicelles.

3.3 Invitro drug release

The in vitro drug release profile is showed in Fig. 2.
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Fig. 2. In vitro accumulative drug release from the Pluronic-HCQ-MTX-nanomicelles. The samples were
dialyzed (MWCO 12,000-14,000 Da) against PBS containing 0.1% Tween 80 at 37°C, to simulate the “sink

condition”.

4.4 Osteoclastogenesis assay

In this study, osteoclastogenesis assay was conducted exposing monocyte from human
peripheral blood to nanomicelles formed by combination of Methotrexate and
Hydroxychloroquine  (127-Pluronic-HCQ-MTX  nanomicelles) in  two  different
concentrations, 20 ug/mL HCQ with 074 ng/mL MTX and 70 ug/mL HCQ with 2,6 ng/mL
MTX. Four nanomicelles dilutions were tested (1:10, 1:100, 1:1000 and 1:2000) with the
purpose of studying the more effective concentration to use in RA treatment. Our results
showed a dose dependent decrease of osteoclastogenesis in both concentrations tested

compared to control (Fig. 3 A and B).
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Fig. 3. Evaluation of osteoclastogenesis after in vitro treatment with HCQ + MTX-loaded nanomicelles in two
concentrations: 20 ug/mL HCQ + 0.74 ng/mL MTX and 70 ug/mL HCQ +2.6 ng/mL MTX), in different
dilutions. 3B: Representative graph of the number of osteoclasts after in vitro treatment with HCQ + MTX-
loaded nanomicelles in two concentrations: 20 ug/mL HCQ + 0.74 ng/mL MTX and 70 ug/mL HCQ + 2.6
ng/mL MTX), in different dilutions.
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4.5 MRP1 efflux transporter protein activity

Our results showed approximately 40-50% MRP1 inhibition, meaning the nanomicelle can
improve the drug accumulation in the cell further supporting our overall findings. We tested
four different concentrations (0.1%, 0.25%, 0.5% and 1%) and interestingly 0.1% (the lowest
of the tested concentrations) produced the highest MRP1 inhibition (Fig. 4).
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Fig. 4. Effect of 127-Pluronic-HCQ-MTX Nanomicelle on MRP1 mediated efflux activity. HEK293/MRP1 cells
were treated with various concentration (0.1%, 0.25%, 0.5% and 1% all % w/v) of the test compound, and 50uM
of MK571 (positive control) for 10 min at 37 °C before treatment with 0.25 pM calcein-AM for 30 min. Flow
cytometric measurements of intracellular calcein-AM was conducted at 488 nm and 533/30 nm for excitation
and emission wavelengths, respectively. Experiments were done as triplicates in two independent experiments

and presented as mean + S.E.M. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 compared to control.
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4.6 Rheumatoid arthritis model

4.6.1 Body weight assessment

In order to make sure that the treatment under study does not change body weight, the animals
were weighed at the beginning and at the end of the treatment. As seen in Fig. 5, treatments
with HCQ + MTX, 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles 1 and 127-Pluronic-HCQ-MTX

nanomicelles 2 did not promote weight loss (Fig. 5A).
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Fig. 5. A: Body weight assessment. Twenty-one days after antigen induction of RA, the animals were treated
daily with HCQ + MTX, 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles 1 or 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles 2
via i.p. for seven days. The animals in the control group (sham) and in the immunized group (mBSA) were
administered intraperitoneally with sterile saline. The animals in the vehicle group were administered
intraperitoneally with Pluronic 10%. The results are presented as the mean of the differences between pre-
treatment and post-treatment weight (A) + SEM of five mice per group. 5B:127-Pluronic-HCQ-MTX
nanomicelles reduces antigen-induced edema. Knee joint edema was assessed by measuring the transverse
diameter of thefemur-tibial joint with the aid of a digital caliper (Digmatic caliper, Mitutoyo Corp. Kanagawa,
Japan). The edema values were expressed by the difference (A) between the diameters measured before
(baseline) and after £ SEM treatment and were represented in millimeters (mm). *** p < 0.001 compared to sham

group; *** p < 0.001 compared to mMBSA group.

4.6.2 Antigen-Induced Arthritis (AlA)
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In the antigen-induced arthritis (AIA) model, mice were previously immunized and
challenged with mBSA via i.a. The antigen injected i.a. binds to cartilage and activates the
local immune response, causing edema and progressive synovitis. In the present study, after
RA induction and intraperitoneal treatment, the measurements of the transverse diameter of
the femur-tibial joint of the animals were evaluated. The results obtained demonstrate that the
challenge with mBSA induced a strong joint edema in animals previously immunized and
untreated (mBSA) compared to the group of false-immunized (sham). The animals treated
with HCQ + MTX, 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles 1 and 127-Pluronic-HCQ-MTX
nanomicelles 2 for seven days showed significant inhibition of the formation of joint edema
induced by the antigen compared to the mBSA group. In addition, animals administered with
a vehicle (Pluronic) did not show a significant reduction in edema compared to the mBSA

group (Fig. 5B).

4.6.3 Analysis of the influx of cells to the joint and number of circulating leukocytes

The activation of the local immune response due to the binding of the antigen to the cartilage,
promotes increased vascular permeability and cell migration. We observed that animals
immunized and challenged with mBSA (mBSA group) showed a significant increase in the
number of leukocytes in the synovial cavity compared to the control group (saline). The
animals treated with HCQ + MTX, 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles 1 and 127-
Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles 2 showed significant inhibition of cell migration to the
joint cavity. It was also observed that the administration of mMBSA in false immunized animals
(sham) was not able to promote a significant migration of cells to the joint cavity and that the
administration of the vehicle (pluronic) was not able to significantly reduce the number of
leukocytes in the synovial cavity compared to the mBSA group (Fig. 6A). However, as shown
in Fig. 6B, AR induction by antigen and treatments did not change the number of total

circulating leukocytes.
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Fig. 6. 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles inhibits inflow of cells into the joint cavity. (A) The number of
leukocytes present in the femurtibial joint was assessed by counting the total number of leukocytes present in the
synovial lavage and the analysis performed using an automatic microparticle counter (Z1; Beckman-Coulter,
USA). The results were presented as number of cells x10° + SEM. ++ p < 0.01 compared to saline group. ** p <
0.01 compared to mBSA group. (B) The number of total circulating leukocytes was evaluated in the blood
supernatant after centrifugation and the analysis was carried out using the automatic microparticle counter. The

results were presented as number of cells x10® + SEM.

5 Discussion

The size of 48,323 nm is the expected range. For instance, Rollet et al. [17] used folic
acid-functionalized nanocapsules with a size range of 443 nm for the treatment of RA, with
success. The size of micellar nanosystems can vary substantially. For instance, Zhang et al.
[18] developed Pluronic F127 nanomicelles with sizes varying from 45 and 160 nm.
Additionally, Zhang et al. [19] developed nanomicelles using Pluronic F68 with a size of
94.38 £ 2.68 nm. Chen et al. [20] developed Pluronic P123 nanomicelles with size lower than
200 nm. Finally, Ahmad et al. [21] stated that nanomicelles can be formed of particles with
size varying from 10 nm to 200 nm.

Also, is important to consider that Pluronic nanomicelles, developed in this study were
prepared at lower temperatures. Recent advances in nanomicelle delivery systems have

observed that pluronic F127 nanomicelles can increase in size according to the physical
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properties of the medium, such as pH and temperature [22]. Basak et al. [23] demonstrated
that the hydrodynamic radii of nanomicelles increase with decreasing temperature. According
to the authors, the increase in micellar sizes due to the decrease in temperature is
accompanied by an increase in the hydration of the micellar core, while the increase in
temperature results in more compact micelles by excluding the solvent from the micellar core
due to the hydrophobic characteristics of the core.

Regarding the entrapment efficacy, we assumed a 100 % encapsulation since we have
used the bulk of nanomicelle without any further treatment [24-27]. Is important to notice
however, that several techniques can be used to purify as dry the solely nanomicelle as a
powder ready-to-use. For example: Masoumi et al. [28]; Arbain et al. [29]; Feng et al. [30]
and Jyotshna et al. [31], centrifuged the nanomicelle in order to obtain the powder. On the
other hand, several studies have used the bulk of nanomicelle, considering the encapsulation
as 100 %. For instance, Carvalho et al. [24], Raval et al. [25], Meng et al. [26] and Jaiswal et
al. [27] assumed that nanomicelles have 100 % of encapsulation, when the nanomicelle in
solution without any further step, as a bulk. Finally, is important to notice that nanomicellar
dispersions are kinetically stable and homogeneous and there is a technical limitation to
separate the nanomicelles from aqueous external medium or dispersing medium. Regarding
the PDI, according to Danaei et al. [32] demonstrated that a dispersion with polydispersity
index (PDI) value varying from 0.1 to 0.5, for pharmaceutical products, may be considered a
monodisperse system. Also, according to Han and Jiang [33] a PDI value higher than 0.1 but
lower than 0.3, can be defined as monodispersive. Thus, we considered a monodisperse
nanosystem. The nanoparticle presented a zeta potential of 059 mV. According to Frohlich
[34] the charge is essential for the nanosystem penetration. Positively charged nanosystems
seems to have a facilitate traffic into the cell while negatively charged nanosystem shows a
more difficult cell-trafficking. Thus, the charge seems adequate for the purposed use of the
nanosystem developed.

The 127-Pluronic nanomicelles (127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles) prolonged
the release of both HCQ and MTX, compared to the free drugs. The results corroborated the
functionality of pluronic nanomicelles as controlled release nanosystems for drug delivery
[35-39]. The Pluronic-HCQ-MTX-nanomicelles showed the initial “burst drug” release,
probably due to the unentrapped drugs in the micelle suspension [40].

Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune disease defined by bone and cartilage

degradation, caused by a continuous inflammation of the synovium, which leads to the
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swelling of the joints. Depending on the gravity of this disease, it may evolve and develop
cardiovascular, skeletal and pulmonary disorders [41].

Our results show a reduction in osteoclasts formation directly proportional with
Methotrexate-Hydroxychloroquine nanomicelle concentration. Concentration of 20 ug/mL
HCQ with 074 ng/mL MTX and 70 ug/mL HCQ with 2,6 ng/mL MTX. And its dilution of
1:10 didn’t allow the formation of osteoclasts at all, while following dilution of 1:100, 1:1000
and 1:2000 showed a dose response reduction in osteoclasts number. This supposedly will
prevent this cell to degrade the bone tissue, providing a delay in RA evolution.

Methotrexate is considered a first line drug used for treating this disease, being used in
adults, children or elderly patients, having its dose balanced according to the age, weight and
particularities of each individual [41]. It was developed by Yellapregada Subbarao for the
treatment of cancer, being used since 1947 [41] at high doses for leukemia, from 15 to 30 mg.
Years later, it was found that when prescribed in lower doses, from 7,5 to 10 mg, it was
efficient in patients with Rheumatoid Arthritis [42]. It is usually prescribed in an early
diagnosis, but according to published papers, the effects of this medication should be
supervised because the optimal dose of 25 mg [43], may cause some severe side effects in
some patients such as hair loss, hepatotoxicity and nausea [44]. For a dual therapy,
Methotrexate is often combined with some biological agents that work as second-line drugs,
such as tumor necrosis factor inhibitors.

Literatures show that Disease Modifying Anti-Rheumatic Drugs (DMARDs) are more
effective than the Methotrexate when used alone, despite this medication still being largely
used by many rheumatologists [45]. Hydroxychloroquine is an antimalarial drug that was
accidentally found to be effective against rheumatic diseases. Despite not undergoing the
conventional method of drug development, it has become a common treatment for various
diseases, one of them being RA [46]. However, more recent studies have explored the
combination of Methotrexate with Hydroxychloroquine (MTX + HCQ), which have proven to
be more effective than a monotherapy by Methotrexate alone. There’s a lack of studies being
carried about the efficiency of this mix of medications and to elucidate its mechanism of
action. However, a study showed that 25 mg/week MTX, plus HCQ 400 mg/day, reaching
maximum dose within 4-8 weeks improved RA prognostics in human patients [47]. Our
results showed how a significant lower dose in vitro is sufficient to inhibit osteoclastogenesis,
when the two drugs are combined in nanomicelle. These results open new prospective to
reduce drugs concentration with this new nanomicelle formulation, enhancing curative

efficiency with lower rate adverse effects.
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Interestingly, we observed that the lowest of the tested concentrations of 127-
Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles (0.1 %) was the one that promoted the greatest inhibition
of protein 1 related to multiple drug resistance (MRP)-1. MRP-1 is a well-established member
of the super-family of ATP Binding Cassette (ABC) transporters that function as efflux
pumps responsible for the MDR (multidrug resistance) phenotype [48]. According to their
broad substrate specificity, these carriers can interfere with the absorption and distribution of
many therapeutic agents, influencing serum concentration and changing the efficiency of
different treatments.

MTX enters cells through the reduced folate transporter (RFC) and is effluxed by
several transmembrane proteins, including MRPs [49]. It is hypothesized that the
overexpression of these transporters may be a cause of suboptimal response to MTX, since the
clinical efficacy depends, in part, on the intracellular retention of the drug. From the results
obtained, we believe that this new formulation of 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles, in
addition to enabling the reduction of the treatment dose, may also favor the inhibition of drug
resistance mechanisms, via inhibition of MRP-1, increasing efficiency therapy.

Considering the complexity of the pathophysiological process of RA, we investigated
the effects of 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles in an in vivo model of antigen-induced
arthritis (AlA). The experimental model consists of immunizing mice with mBSA in potent
adjuvants, followed by intra-articular injection of mMBSA in saline. First, we investigated the
effect of 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles on the animals’ body weight, since studies
indicate that anti-rheumatic treatments promote unwanted weight loss [50,51]. The results
obtained demonstrate that the mice with induced arthritis and treated for seven days with
nanomicelles loaded with HCQ and MTX did not present a reduction in body weight in the
evaluated concentrations.

Then, we evaluated the effects of 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles on the
inflammatory process of induced arthritis. AIA is a well-established and reproducible model
that exhibits several characteristics similar to those seen in human RA, including edema and
infiltration of immune cells into the joint [52]. The regulation of factors such as vascular
permeability and cell migration in the rheumatic process is extremely important, as persistent
inflammation in the joint cavity leads to the formation of pannus, along with erosion of
cartilage and bone [2].

We demonstrated that nanomicelles loaded with MTX + HCQ (127-Pluronic-HCQ-
MTX nanomicelles) are able to reduce the inflammatory process present in induced arthritis,

significantly inhibiting edema and the influx of cells to the joint. The most interesting finding
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is that nanomicelles loaded with 50 % of the reference dose used in the clinic promoted the
same inhibitory effects. From these results, we propose that the new formulation of MTX +
HCQ in nanomicelles has similar effects to therapy with free MTX + HCQ, with the
possibility of significantly reducing the dose used. It is worth mentioning that the treatment
with 127-Pluronic-HCQ-MTX nanomicelles did not change the number of total circulating
leukocytes, suggesting that its effects are local.

In addition to local effects, uncontrolled inflammation can lead to increased immune
cells in the circulation [53]. These activated immune cells determine inflammatory mediators,
including chemokines and cytokines, which further induce immune cell activation and
proliferation and a subsequent synthesis of more inflammatory mediators that cause various
inflammatory responses in target cells and tissues. In RA, this persistent inflammatory

signaling perpetuates disease progression [54].

6 Conclusion

Our data showed the potential use of 127-Pluronic nanomicelles composed of HCQ
and MTX for the treatment of RA. The results corroborated the drug release profile as a dose-
response behavior. Also, the results showed that lower doses of the nanosystem showed
superior anti-inflammatory results than the traditional HCQ and MTX associated as current
drug, corroborating the higher efficacy of the nanosystem. Finally, the data showed a higher
inhibition on MPR1 substrate avoiding drug resistance mechanism and improving the use for

longer time of the nanomicelle when compared with the current treatment.
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4 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, uma maior compreensdao da fisiopatologia de doencas
inflamatdrias cronicas, como a AR, possibilitou o desenvolvimento de novas terapias-alvo e
regimes terapéuticos. No entanto, a resposta inadequada as terapias atuais em uma proporcao
de pacientes, a toxicidade sisttmica acompanhada de administragdo a longo prazo ou
distribuicdo em locais ndo-alvo e a eficicia reduzida causada por biodisponibilidade
indesejavel, ainda sdo problemas nédo resolvidos que permeiam a remissdo completa da AR
(171,172).

As limitacOes existentes nas terapias atuais da doenga, inspiraram estudos sobre a
aplicabilidade da nanomedicina para o tratamento da AR. Uma variedade de nanoparticulas
carreadoras de agentes terapéuticos, com propriedades fisico-quimicas controlaveis, padrdo de
liberacdo de drogas adaptavel e/ou capacidade de direcionamento ativo foram desenvolvidas
na tentativa de trazer melhorias para os tratamentos antirreumaticos atuais (147,171,172).

Em microambientes inflamados, a vasculatura anormal e a drenagem linfética
prejudicada facilitam a penetracdo passiva e 0 acuimulo de materiais de tamanho manométrico
no local (173). Assim, os nanocarreadores aproveitam as vantagens da nanotecnologia para
entregar os medicamentos de forma direcionada aos tecidos, células ou compartimentos
subcelulares (138,142,143). A propriedade de nanoescala da estrutura automontada permite
facil absorcdo celular, enquanto a estrutura quimica detalhada do copolimero e a morfologia
dos nanoconjuntos formados em solucdo definem a capacidade de carregamento de drogas e a
capacidade de nanoestruturas poliméricas (173).

No presente estudo foram desenvolvidas nanomicelas poliméricas carregadas com
MTX e HCQ com valores de diametro médio, indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta,
morfologia e topografia dentro de parametros adequados e funcionais. As caracterizacdes por
dispersdo de luz dindmica (DLS) e microscopia de forca atbmica (AFM) demonstram que as
nanomicelas apresentam morfologia esférica de revestimento integro e baixa polidispersidade,
de tamanho médio de 48 nm. De fato, em meio aquoso, os copolimeros de bloco anfifilico se
auto-montam, para formar estruturas e morfologias micelares ndcleo-coroa, com uma faixa de
tamanho na ordem de 10-100 nm (174).

Os sistemas de entrega de nanomicelas de Pluronic F127 podem aumentar de tamanho
de acordo com as propriedades fisicas do meio, como pH e temperatura (175). Rahdar e

colaboradores (2021) desenvolveram nanomicelas funcionais de Pluronic F127 carregadas de
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quercetina de diametro hidrodinamico médio de 8,5 nm (176). Enquanto o grupo de pesquisa
de Wang (2022) desenvolveram nanomicelas de Pluronic F127 carregadas com crisofanol
com tamanho médio de 152,8 nm (177). Nasehi e colaboradores (2018) desenvolveram
particulas de Pluronic F127 conjugado com &cido litocolico e carregadas com sorafenibe
ainda maiores, apresentando diametro médio de 319.36 nm. Por fim, Noshi e colaboradores
(2022) desenvolveram nanomicelas mistas de Pluronic F127, Pluronic P123 e Soluplus®
como uma plataforma de entrega estavel e bem-sucedida para o medicamento antifungico
miconazol com didmetro médio similar ao encontrado nesse estudo, 44,39 nm % 2,68 nm
(178).

Em relacdo a eficacia do aprisionamento, assumimos um encapsulamento de 100%,
pois utilizamos as nanomicelas de Pluronic-F127-HCQ-MTX sem nenhum tratamento
adicional. Diversos estudos utilizaram o bulk de nanomicelas, considerando o encapsulamento
como 100%. Por exemplo, Carvalho e colaboradores (179), Raval e colaboradores (180),
Meng e colaboradores (181) e Jaiswal e colaboradores (182) assumiram que as nanomicelas
tém 100% de encapsulamento, quando estdo em solucdo sem nenhuma etapa adicional, como
um bulk. Finalmente, é importante notar que as dispersdes nanomicelares sdo cineticamente
estaveis e homogéneas e ha uma limitacdo técnica para separar as nanomicelas do meio
aquoso externo ou meio dispersante. Como as nanomicelas de Pluronic-F127-HCQ-MTX
apresentaram PDI de 0,256 (SD 0,196), considerados o nanossistema desenvolvido como
monodisperso (183,184).

Durante o desenvolvimento de nanossistemas de liberacdo de farmacos, a carga da
superficie exerce um fator importante. A interacdo nanomateriais-célula, a absorcéo celular e
os efeitos resultantes sdo influenciados pela carga de superficie das nanoformulacGes
(185,186). A carga superficial de nanoparticulas é, geralmente, expressa como valores de
potencial zeta (187). De acordo com os resultados aqui apresentados, a nanomicelas de
Pluronic-F127-HCQ-MTX apresentou potencial zeta de +059 mV. Nanossistemas carregados
positivamente parecem facilitar a internalizacéo celular (186). Essa internalizagéo preferencial
pode ser devida a interagGes eletrostaticas positivas-negativas favoraveis, pois as membranas
celulares sdo carregadas negativamente (188).

Em um estudo muito interessante, Hiihn e colaboradores (2013) avaliaram a influéncia
das cargas superficiais nas interacbes de nanoparticulas com componentes de meios
biologicos e subsequente internalizagdo celular. Nanoparticulas de ouro coloidal foram
modificadas com polimeros anfifilicos para obtencdo de nanoparticulas com propriedades

fisicas idénticas, exceto pela carga superficial (negativa/positiva). O grupo observou que as
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nanoparticulas carregadas positivamente foram incorporadas pelas células em maior extenséo
do que as carregadas negativamente. Além disso, os ensaios de citotoxicidade revelaram uma
maior citotoxicidade para as nanoparticulas carregadas positivamente, associada a sua
captacdo aumentada (189).

E sabido que, ao entrar em contato com as células, os nanomateriais podem causar a
deformacdo das membranas lipidicas resultando na sua internalizacdo, desorganizar a
bicamada fosfolipidica e/ou gerar “buracos” nas membranas celulares (186). Os nanomateriais
com carga liquida positiva sdo muito mais propensos a criar tais distorcdes de membrana do
que aqueles com cargas liquidas negativas e neutras (190,191). No entanto, existem varios
outros fatores, como tamanho, forma e agregacéao, que também podem desempenhar um papel
significativo na absorcdo de nanoparticulas carregadas, e isso pode ser uma das razdes para
resultados contrastantes em relacdo ao efeito da carga na absorcdo celular (192).

Os nanoveiculos que encapsulam o0s agentes terapéuticos 0s protegem contra a
biodegradacgdo, levando a liberacdo sustentada de medicamentos e cinética de circulagdo
prolongada (144). De fato, observamos que as nanomicelas de Pluronic-F127-HCQ-MTX
prolongaram o tempo de liberacdo de HCQ e MTX, em comparacdo com as drogas livres. Os
resultados corroboraram a funcionalidade de nanomicelas plurénicas como nanossistemas de
liberacdo controlada para entrega de farmacos (193-196). Prasanthan & Kishore (2021)
avaliaram os efeitos de micelas plurdnicas na entrega dos farmacos antitumorais citarabina,
gemcitabina e hidroxiureia. Os autores observaram perfis de ligacdo bem definidos e
prolongamento da liberacdo dos farmacos quando administradas a partir de micelas de
Pluronic-F127 ou Pluronic-F68 (151). Shaikh e colaboradores (2021) desenvolveram
nanomicelas de Pluronic-P123 carregadas com Curcumina, quercetina e lamotrigina e
observaram aumento do tempo de liberacdo e maior biodisponibilidade ap6s administracdo
oral em comparagdo com os farmacos livres (197). Mais recentemente, Kaur e colaboradores
(2022) desenvolveram micelas de Pluronic-P84 carregadas com curcumina ou quercetina e
observaram, in vitro, 0 mesmo perfil de liberag&o sustentado (198).

Aumentar o tempo de liberacdo de farmacos € uma estratégia interessante para manter
o efeito terapéutico por um periodo prolongado. Tal fato, possibilita a simplificacdo dos
regimes de dosagem, a reducdo da dose administrada e a reducdo das flutuacdes das
concentracdes séricas do farmaco, com consequente reducdo do risco de efeitos adversos
(199). E importante destacar que 0 MTX é rapidamente eliminado do corpo humano através
da via renal. Os valores médios geralmente relatados para a meia-vida de eliminacdo e a

depuracéo corporal total sdo de 5 a 8 horas e 4,8 a 7,8 L/h, respectivamente (200,201).
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E bem estabelecida na literatura o papel critico desempenhado pelos osteoclastos na
patogénese da AR (3,32,33). No entanto, ainda pouco se sabe sobre os efeitos do MTX e da
HCQ na osteoclastogénese durante o curso da doenca. Interessantemente, as nanomicelas de
Pluronic-F127-HCQ-MTX reduziram, in vitro, o niumero de osteoclastos. Alguns estudos
elucidam possiveis mecanismos de acdo envolvidos com o evento observado. Por exemplo,
Kanagawa e colaboradores (2016) demonstraram que a formacdo de osteoclastos, e a
expressdo de genes osteoclasticos como NFATcl e DC-STAMP, que sdo induzidos pela
citocina RANKL, séo significativamente inibidos pelo MTX (202).

Por sua vez, Perpétuo e colaboradores (2017) demonstraram que baixas doses de MTX
e prednisolona regulam negativamente a diferenciacdo de osteoclastos, diminuindo a
expressdao de RANK em mondcitos de pacientes com AR inicial (203). Sun e colaboradores
(2014) observaram, in vivo, que a terapia combinada de MTX e Sinomenine diminuiu a
inflamacdo e os danos articulares na artrite induzida por coldgeno modulando citocinas
relacionadas a diferenciacdo de osteoclastos e a expressao de RANKL e osteoprotegerina em
SSF (204). Ainda, o envolvimento HCQ na osteoclastogénese foi relatado por Both e
colaboradores (2018). O grupo observou que a HCQ inibe a formacdo de osteoclastos
multinucleares e, consequentemente, reduz a reabsorc¢ao éssea (205).

Durante o desenvolvimento de sistemas de entregas de farmacos, diversos fatores
biolégicos devem ser considerados para garantir a sua eficicia terapéutica. Recentemente, a
resisténcia aos medicamentos para a AR com tratamento convencional tornou-se um
problema. MutacGes no gene supressor tumoral p53 e superexpressao de transportadores
ABCB1/MDR-1/P-gp podem contribuir para a resisténcia a medicamentos antirreumaticos na
AR (113). O MRP-1 é um membro bem estabelecido da superfamilia de transportadores ATP
Binding Cassette (ABC) que funcionam como bombas de efluxo responsaveis pelo fenotipo
MDR (resisténcia a multiplas drogas) (109). De acordo com sua ampla especificidade de
substrato, esses carreadores podem interferir na absorcdo e distribuicdo de muitos agentes
terapéuticos, incluindo o MTX (108,109,206) e a HCQ (207-209).

Hipotetiza-se que a superexpressdo de MRP-1 possa ser uma causa de resposta
subdtima aos DMARDs, uma vez que a eficacia clinica depende, em parte, da retencéo
intracelular dos farmacos (210). Em 2015, Micsik e colaboradores observaram que a atividade
funcional de MRP1 parece ndo afetar a taxa de resposta a terapia com MTX de pacientes com
AR, mas pode ser util na predigdo de efeitos colaterais ao farmaco. Mais recentemente, Toldi
e colaboradores (2019), demonstraram que pacientes com AR que apresentam maior atividade

funcional de MRP1 em linfocitos periféricos CD3+ no inicio da terapia com DMARD
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provavelmente ndo demonstrara resposta terapéutica suficiente (206). No entanto, ha poucos
estudos na literatura sobre MRP1, MTX e HCQ na AR, e os resultados observados ainda séo
inconsistentes.

Aqui, observamos que as nanomicelas de Pluronic-F127-HCQ-MTX inibiram a
atividade funcional de MRP-1. Curiosamente, a menor das concentragédo testadas (0,1% de
nanomicelas Pluronic-127-MTX-HCQ) foi a que promoveu a maior inibigdo de MRP-1. De
fato, estudos apontam que copolimeros de Pluronic sdo capazes de modular diversos
mecanismos envolvidos na resisténcia a multiplos medicamentos (MDR), como: (1) a
deplecdo intracelular de ATP e (2) a inibi¢do da atividade da ATPase de proteinas de efluxo
de drogas. (211,212).

Em 1999, Miller e colaboradores demonstraram pela primeira vez que os copolimeros
em bloco Pluronic inibem MRP. Os estudos examinaram o acimulo e efluxo de fluoresceina
(FLU) em monocamadas de células de adenocarcinoma pancreatico humano (Panc-1) com e
sem Pluronic P85 (P85), Pluronic L81 (L81) e Pluronic F108 (F108). Os resultados obtidos
pelo grupo demonstram que a inibi¢do do transporte de FLU mediado por MRP dependia da
composicdo do Pluronic: o copolimero mais hidrofébico apresentou o maior efeito na
captacdo de FLU nas monocamadas de Panc-1 (L81 > P85 > F108) (213).

Mais recentemente, a nanotecnologia plurdonica para superar a resisténcia a
medicamentos vem sendo amplamente estudada para a eficacia terapéutica no tratamento
clinico de tumores. Cheng e colaboradores (2020) desenvolveram micelas poliméricas
hibridas de pluronic F127 e pluronic P123 enxertado com éster fenilborénico (PHE) para
fornecer eficientemente doxorrubicina (DOX) e reverter MDR. Como resultado, as micelas
F127/PHE-DOX apresentaram maior capacidade de induzir a apoptose de células MDR por
aumento da concentracdo intracelular do farmaco. In vivo, a avaliacdo indicou que F127/PHE-
DOX acumula em regies tumorais e apresenta a mais forte inibicdo do crescimento tumoral,
em comparagcdo com 0s outros grupos avaliados, acompanhada de baixos efeitos colaterais
(214).

Considerando a complexidade do processo fisiopatoldgico da AR, investigamos 0s
efeitos das nanomicelas de Pluronic-127-MTX-HCQ em um modelo in vivo de artrite
induzida por antigeno (AlA). Comumente, tratamentos antirreumaticos promovem perda de
peso indesejada aos pacientes (215). De acordo com 0s nossos resultados, o tratamento com o
nanossitema desenvolvido ndo reduziu o peso corporal dos animais nas doses avaliadas.

AIlA é um modelo bem estabelecido e reprodutivel que exibe véarias caracteristicas

semelhantes as observadas na AR humana, incluindo edema e infiltragdo de células imunes na
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articulacdo (216). A regulacdo de fatores como permeabilidade vascular e migracao celular no
processo reumatico é extremamente importante, pois a inflamacéo persistente na cavidade
articular leva a formacéo de pannus, juntamente com a erosdo da cartilagem e do 0sso (217).

O MTX é a terapia predominante para AR ha mais de 20 anos e, apds o diagnostico, é
a primeira linha de terapia recomendada. A eficacia do MTX na AR é o resultado de maltiplos
mecanismos farmacolégicos, incluindo: o antagonismo do folato, a promogéo do acumulo de
adenosina, a regulacdo das vias de sinalizacdo inflamatoria, a protecdo 06ssea e a manutencéo
da funcdo do sistema imunoldgico. Exercendo, por meio desses, efeitos antiproliferativos,
anti-metabdlicos e anti-inflamatérios Unicos, sendo capaz de reduzir significativamente o
nivel de citocinas pré-inflamatdrias através da modulacdo da infiltracdo de uma grande
quantidade de células imunes e inflamatdrias na sinévia da AR (218).

Por sua vez, a HCQ também apresenta efeitos terapéuticos antirreumaticas. Suas
propriedades anti-inflamatorias foram demonstradas via inibicdo da degradacédo lisossomal do
antigeno, com consequente diminuigdo da apresentacdo de complexos peptideo-MHC Il na
superficie de APCs (ABARIENTOS e colab., 2011; FOX, 1993). Ademais, a HCQ também
inibe a producdo de anticorpos RF, reagentes de fase aguda e enzimas envolvidas na
degradacéo da cartilagem (ABARIENTOS e colab., 2011; KIM, Man Lyang e colab., 2021;
NAZIR e colab., 2021).

Fundamentando os mecanismos farmacolégicos no MTX e HCQ, observamos reducéo
de parametros inflamatérios como, edema e influxo de células para a articulacdo, apés o
tratamento com as nanomicelas de Pluronic-127-MTX-HCQ. O achado mais interessante é
que as nanomicelas carregadas com 50% da dose de referéncia utilizada na clinica
promoveram 0s mesmos efeitos inibitérios. De fato, aumentar a solubilidade e
biodisponibilidade de farmacos é uma das grandes vantagens das nanoformulacbes
poliméricas (145-147).

Visando melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade do agente terapéutico insoltvel
apigenina (AP), o grupo de pesquisa de Zhang (2017) desenvolveu um nanossistema de
micelas mistas composto por dois copolimeros biocompativeis: Soluplus e Pluronic F127. Foi
demonstrado, in vivo, um aumento da biodisponibilidade oral de 4,03 vezes da AP em
nanoformulagdo quando comparada & AP livre. Corroborando com esses achados, Fares e
colaboradores (2018) desenvolveram micelas polimeéricas mistas de Pluronic P123/F127
carregadas com lacidipina e observaram, in vivo, melhorias na solubilidade e
biodisponibilidade oral. De acordo com os resultados obtidos pelos autores, a avaliagédo em

coelhos albinos machos saudaveis, revelou um aumento de 6,85 vezes na biodisponibilidade
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das micelas poliméricas de lacidipina em comparac¢do com a suspensdo oral de lacidipina livre
(219).

Efeitos semelhantes foram apresentadas por Shaker e colaboradores (2020), ao
desenvolverem um nanossistema de entrega atorvastatina (TA) Pluronic F127 e Pluronic F68.
A partir das investigagBes in vitro e in vivo, os autores concluiram que a formulagdo de TA
com Pluronics melhora consideravelmente o comportamento de solubilizagdo e absorcéo de
TA e pode ser uma ferramental Gtil para melhorar a sua eficacia terapéutica e clinica (220).

Acreditamos que os efeitos inibitdrios observados com metade da dose de referéncia
utilizada na clinica, decorrem por meio de diferentes mecanismos como: melhora da
solubilidade, aumento da biodisponibilidade e inibicdo de MRP-1. A reducdo da dose
utilizada, em especial, do MTX, é um parametro extremamente importante para a terapéutica
da AR. Uma vez que, os efeitos colaterais observados estdo, em grande parte, associados a
dose e ao tempo de tratamento (101,106,108). Por fim, vale ressaltar que o tratamento com
nanomicelas Pluronic-127-MTX-HCQ néo alterou o nimero de leucdcitos circulantes totais,

sugerindo que seus efeitos sdo locais.
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CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados aqui apresentados demonstram efeitos positivos
das nanoparticulas de Pluronic® F-127 carregadas com MTX e HCQ no modelo de artrite
induzida por antigeno em camundongos. O nanossistema de entrega de farmacos
desenvolvidos no presente estudo, mostra propriedades fisico-quimicas interessantes. O
tamanho, a eficacia de encapsulamento das drogas, a dispersdo estavel e homogénea e a carga
das nanoparticulas estdo de acordo com os padrdes esperados e favorecem sua aplicabilidade
como produtos farmacéuticos.

A funcionalidade das nanoparticulas é observada pelo aumento do tempo de liberagédo
do MTX e HCQ. Os nanossistemas de entrega de drogas possibilitam um melhor
aproveitamento do farmaco pelo organismo devido a liberacdo prolongada, quando
comparados as formas farmacéuticas convencionais. Tais sistemas sdo bastante interessantes
uma vez que sdo capazes de influenciar o perfil farmacocinético, a velocidade de liberagéo, o
local e a duracdo de acdo do farmaco, exercendo, inclusive, influéncia sobre os efeitos
adversos decorrentes de seu uso.

Os resultados obtidos mostram a capacidade das nanoparticulas carregadas com 0s
farmacos antirreumaticas de reduzir a formacéo de osteoclastos — células responsaveis pela
degradacdo da matriz 6ssea nas articulagbes. Tal fato depde a favor do uso do sistema de
nanoparticulas carregadas com MTX e HCQ, uma vez que a degradacdo do tecido 4sseo é
uma manifestacao presente que impacta significativamente a qualidade de vida do pacientes.

Uma das vantagens do emprego dos nanossistemas de entrega de drogas é a
possibilidade de utilizacdo de doses mais baixas do agente terapéutico devido ao aumento da
sua biodisponibilidade. De fato, observamos que uma dose significativamente menor é
suficiente para inibir a osteoclastogénese, quando o0 MTX e a HCQ foram combinadas em
nanoparticulas de Pluronic. Ainda, a utilizacdo de doses reduzidas promoveu maior inibi¢do
de MRP-1, o que favorece maior absorcao, distribuicdo e retencéo intracelular do fa&rmaco.

O resultado mencionado acima fundamenta os achados subsequentes de efeitos
inibitérios similares na modulacdo da inflamagdo com doses significativamente reduzidas.
Interessantemente, demonstramos que as nanoparticulas carregadas com MTX e HCQ sdo
capazes de inibir localmente o edema e o influxo de células imunes para a articulagdo com

metade da dose de referéncia utilizada na clinica, sem alterar os leucécitos totais circulantes.
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Em suma, os resultados apresentados abrem novas perspectivas para reducdo da
concentracdo dos farmacos antirreumaticas MTX e HCQ com o nanossistema de entrega de
drogas desenvolvido. Acreditamos que essa nova nanoformulacdo possibilita a eficacia atual
observada na terapia com MTX e HCQ livres, porém com menores taxas de efeitos adversos
devido a redugdo da dose administrada, contornando uma das maiores probleméticas atual dos
tratamentos para AR. No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliacdo da eficécia e

seguranca terapéutica.
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Abstract

Over the past few years, there has been a growing potential use of graphene and its derivatives in several biomedical areas,
such as drug delivery systems, biosensors, and imaging systems, especially for having excellent optical, electronic, thermal,
and mechanical properties. Therefore, nanomaterials in the graphene family have shown promising results in several areas
of science. The different physicochemical properties of graphene and its derivatives guide its biocompatibility and toxic-

ity. Hence, further studies to explain the interactions of these nanomaterials with biological systems are fundamental. This
review has shown the applicability of the graphene family in several biomedical modalities, with particular attention for

cancer therapy and diagnosis, as a potent theranostic. This ability is derivative from the considerable number of forms that
the graphene family can assume. The graphene-based materials biodistribution profile, clearance, toxicity, and cytotoxicity,
interacting with biological systems, are discussed here, focusing on its synthesis methodology, physicochemical properties,
and production quality. Despite the growing increase in the bioavailability and toxicity studies of graphene and its deriva-
tives, there is still much to be unveiled to develop safe and effective formulations.

Graphic abstract

Drug Delivery
applications

Keywords Graphene - Nanomaterials - Carbon - Nanoparticles - Nanomedicine
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Abstract

Lycopene is a carotenoid containing provitamin A, with a potent antioxidant, anti-
inflammatory, and antitumor effect. The use of oy lycopene as a nutraceutical has
increased in the last few years, especially due to its anti-inflammatory and antitumor
properties. These properties rely on inhibiting several endogenous interleukins and the
activation of several antitumor mechanisms like the inhibition of the production of nitic
oxide and inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor alpha; interleukins of the

families 1, 6, and 8; and interferon gamma. In this review, the main mechanisms involved

in both anti-inflammatory and antitumor properties of lycopene are summarized to

consider its applications as an anticancer agent using the advantages of nanotechnology.
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Abstract: Zika virus (ZIKV) is an arthropod-borne virus {arbovirus) from Flavivirus. In 2015, Brazil
and other Latin American countries experienced an outbreak of ZIKV infections associated with severe
neurological disorders such as Guillain-Barre syndrome (GBS), encephalopathy, and encephalitis.

EE;::&J.O‘I‘ Here, a complete mechanical and structural analysis of the ZIKV has been performed using Atomic
Citation: de Araujo Dormeles, ML Force Microscopy (AFM). AFM analysis corroborated the virus mean size (~50 nm) and icosahedral
Cardoso-Lima, R Souza, PEN; geometry and revealed high mechanical resistance of both: the viral surface parlicle (~200 kPa)
Santoro Rosa, D.; Magne, TM; and its intermnal content {(~800 kPa). The analysis demonstrated the detailed organization of the
Santos-Ollvelra, B.; Alencar, LMR. nucleocapsid structure (such as ENA strips). An interesting finding was the discovery that ZTKV

Zika Virus (ZIKV): A New

has no surface self-assembling property. These results can contribute to the development of future
Perspective on the Nanomechanical

. treatment candidates and circumscribe the magnitude of viral transmission.
and Structural Properties. Viruses

2022, 14, 1727, https-/ fdod.org/

103390/ 14081727 Keywords: ZIKV; physical virology; ultrastructure; AFM; arbovirus
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Abstract

The use of nanotechnological products is increasing steadily. In this scenario, the application of nanotechnology in food sci-
ence and as a technological platform is a reality. Among the several applications, the main use of this technology is for the
development of foods and nutraceuticals with higher bioavailability, lower toxicity, and better sustainability. In the health
field, nano-nutraceuticals are being used as supplementary products to treat an increasing number of diseases. This review
summarizes the main concepts and applications of nano-nutraceuticals for health, with special focus on treating cancer and
inflammation.

Keywords Cancer - Drug - Food science - Inflammation - Nanoparticles - Nanotechnology



