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(57) Resumo: USO DE NANOFORMULACOES
CONTENDO DERIVADOS DE 2-
AMINOTIOFENO COMO AGENTES
ANTIFUNGICOS. A presente patente aborda o
uso de nanoformulacées contendo derivados de
2-amir)otiofeno como agentes antifiingicos, que
foi confirmado através da realizacédo da atividade
antifangica in vitro. A avaliacao in invitrro da
sensibilidade de espécies de leveduras dos
géneros Candida e Cryptoccus, contra
nanoformulacdes solGveis em agua
(nanoesferas e nanocapsulas) de 6CN10 e
6CN10 complexado com 2-hidroxipropil-13-
ciclodextrina (HPBCD-6CNIO). em comparacao
com o farmaco livre, foi realizada pelo método
de microdiluicdo em caldo. Todos os isolados
clinicos de Candida foram sensiveis a droga livre
e foram resistentes a todos as nanotormulacdes
4 base de 6CN 10. No entanto, isolados clinicos
de Cryptoccus neoformans avaliados
apresentaram valores de concentracao inibitéria
minima (CIM) de 0.32-83.33ug.mL' para
nanoformula¢c6es-6CN10 e 0.1-0.2 ug.ml para
nanoformulacdes-6CN10O-HPBCD. sendo até
3.333 vezés mais ativos do que a droga-livre
(CIM = 166~66-333.33~Ag.mL"), além de
apresentar uma atividade superior ao antifiingico
de referéncia Anfotericina B (CIM 0,(...)
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RELATORIO DESCRITIVO

USO DE NANOFORMULACOES CONTENDO DERIVADOS DE 2-AMINOTIOFENO -
COMO AGENTES ANTIFUNGICOS :

01; R A presente patente aborda 0 uso -de nanoformulag:oes oontendo derivados de 2-
ammotlofeno como agentes antlfunglcos _ : '

02. * ", Estudos demonstraram que uma série de cwloalqulhcos denvados de txofeno apresentaram
at1v1dade fung1c1da contra 40-45 isolados- cllmcos de Candida ¢ Crzptococcus ex1bmdo melhor perfil
antlfunglco contra C. neoformans ‘sendo o- mals atlvo a?2-[@- mtrobenzﬂldeno) ammo] -4,5,6,7-tetra-

hidro-4H-benzo b] t10fepo-3-9arb0n1thlo, chamado 6CN10: .

“NO, .

Figura 1. Estrutura quimica do 6CN10.

.03. - Esta patente objetiva. avahar a. at1v1dade antlfunglca in vztm de nanoformulat;oes
contendo 6CN10 e complexo 6CN10/2 hldrox1propyl B cyc odextrma a fim de comparar a sua
eficiéncia contra a droga—hvre (S anfoterlcma B, determmando a concentragao inibitéria mlmma
(CIM) contra espemes de leVeduras patogenlcas de Candzda e Cryptococcus L
" “0'4‘. 6CN10 f01 smtetlzado de acordo com os procedlmentos ‘descritos por Mendon(;a-
Junior et al., em 2011 € sua estrutura qulmlca f01 conﬁrmada atraves do espectro de NMR' H 0
vcomplexo 6CN10 HPBCD foi preparado de acordo com 0 descrlto por Mendonga et al., em’
2013. ) _ ’ :
\ 05_. ‘ Quatro d1ferentes formulag:oes/(Tabela 1) foram preparadas usando o metodo de
nanoprec1p1ta(;ao descrito por FCSSI etal.,em 1989 3 ; :
06 - Para a produgao das nanoesferas 6CN10 puro ou complexado com 2 h1drox1pr0p1l-
Bc1clodextr1na (6CN10 HPBCD) contendo 10-15% de 6CN10 foram ~vertidos em acetona
contendo 0 pohmero poll €- caprolactona Posterlormente esta fase orgamca foi adlclonada gota
.a gota na fase aquosa contendo 0 surfactante (Tween 80) sob agltagao moderada a 20 30°C 0
'solvente orgénico foi ehmlnado por vrotaevaporac;}ao, e o yolume fmal das suspensoes foi

’ _ajustada para 8-12 mL "Para;:_prdduziri as nanocapsulas- Mygﬁol 812, .foi _adiéionada_a fase
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orgamca A quanudade final de 6CN10 nas fonnulagoes f01 doseada espectrofotometrlcamente a
280- 282 nm. As nanoformulac;oes foram armazenados a 2-5°C até a utilizagdo."
07.' ) Qumze isolados de Candzda (cinco Candzda albzcans uma Candzda famata, uma
Candzda glabrata uma Candida guzlhermandu uma Candida krusez c1nco Candida
parapszloszs e uma Candzda tropicalis) obtldos de paaentes com candidemia, quatro isolados de
Cryptococcus neoformans obtxdqs do ﬂUIdO (cerebro-espmal (CSF) de’ -pacientes -
imunocom/pron‘letidés e o padrdo de referéncia C. parapsi?osis ATCC 22019 forafn' avaliados’
~ contra o potencxal antlfunglco de 6CNIO.pur0 complexo de 6CN10 HPBCD € nanoformulac,‘oes
contendo 6CN10. - ‘ o -
0_8. ,As amostras chmcas foram processadas para dxagnostlco mlcologlco usando metodos
padrao ,(exame dlreto e 1solamento em cultura), no Laboratorlo de MlCOlOgla Médica da
- Universidade Federal de Pemambuco, Recife, Brasil. O exame dlretc foi realizado sem
‘ad/iciqnar coloragﬁo‘ ou clareamento de amostras de gangue. As culturas foram preparadas
utilizando- agar Sabouraud Dextfose (SDA) (Difco) com cloranfenicol (40-60 mg mL") e
1ncubadas a 30 e 35°C numa atmosfera aerobica durante 4-7 dias. Culturas puras foram -~
" transferidas pa:ra a superf” icie de SDA para ldenuﬁcag:ao taxonomlca | |
| ‘ 09. Placas de mlcrodﬂuu;ao Referenma contendo droga serlal ou dllulq:oes de
nanoformulagdes foram preparadas segumdo as orlentacoes CLSI M27 A3. (CLSI, 2008).
Foram utilizadas dlspersoes de. nanosferas e nanocapsulas de 6CN10 (contendo 240-260 ug. rnL
1 de 6CN10) ¢ complexo de 6CN10-HPBCD (contendo 80- 120 ug. mL™! de 6CN10). 6CN10
(10 0 mg) puro e complexo de 6CN10—HPBCD contendo 10-15% de 6CNIO ( 10,0 mg), foram~
dlssolv1dos em O 8-1,2 mL de dlmetllsu1f0x1do (DMSO) e diluidos em 8,0- 1 L0 mL de padrio -
RPMI 1640, tqmponado a pH 7,0 com 0,16-0,17M de é&cido mprfol1n0propdnosulfoplco,
- resultando, respec\tivamenté,‘_em solugbes com coﬁcentraqﬁes de 0,8-1,2 mgmL™" e'\130-fl'50
‘u’g.r‘nL". As concentragOes testadas foram de: 0,30-0,32 a 33/0;0()'-334,00 pg.mL! para GCNIO
puro-'de 0,044-0,046 a 45,00-47,00 pgmL" para o complexo 6CN10-HPBCD; de 0,08 a 8333
pg.mL para nanoesfera e nanocapsula de 6CN10; e de 0, 002 0,004 to 3,0-4,0 ug. mL para
nanoesfera e nanocapsulas de complexo 6CN10- HPBCD Anfotencma B foi usada como droga
de referenc1a nas concentragdes de 0, 014 0,016 a 7,0- 9 0 pg. mL. ’
10. A fim de se obter um moculo de levedura contendo 1 0as0x 106 UFC. mL cada
estirpe f01 cultivado em um tubo contendo 15:25 mL de 3-5% de Agar. Sabouraud Dextrose
(SDA; D1f_co) ad1c1pnado de extrato de levedura, a 30-40°C durante.dois dl.as. As suspensdes de

levedﬁras foram preparadas em §o’1u9€10 fisiologica estéril (0,80-0,90%), mantidas a 25-30°C, e,
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~ em seguida, éjustadas paré 90% de tfansmiténgi-a a 528-532 nm. Duas diluigdes em série a'partir de

1:100 e 1:20 foram feitas bara se obter um in(')cul‘o final contendo 1,0 a 5. 0x. 103 UFC. mL'l‘

11. , Para os testes de sensibilidade, foram adicionados 100 pL de cada. soluc;ao (solugdes
| de 6CN10 e complexos de 6CN10- HPBCD nanoformulac;oes contendo 6CN10 e complexo

6CN10- HPBCD, nanoformulag:oes de drogas-livre ‘e de drogas de referenc1a) a0s Pogos da |
‘priméira céluna da Placa de ‘microdilui¢do Referenc1a e em segulda forani reahzadas 10 ,
diluigdes seriadas em pogos de mlcrodllulgao contendo 80- 120 puL de meio padrio RPMI 1640
| tamponado a pH 7,0 com 0,16-0,17-M de MOPS Em seguida, os-pogos foram 1n0culadas com
80-120 uL do 1n0cu10 prev1amente obtido. As mlcroplacas forarn incubadas a 34 36°C em uma
1ncubadora de hvre de CO, e foram avaliados v1sualmente apos 24- 72 horas de in¢ubagdo para
1solados de Candzda e 24-72h apbs a mcubacao para 1solad0 de Cryptococcus As CIMs
corresponderam A d11u1<;ao menor droga que mostrou mlblg:ao de cresmmento em comparagao
com leveduras ndo tratadas ‘Todos os testes: foram reahzados em duphcata e valores de:CIM |
foram eXpressos como medla ar1tmet1ca : '
12.  Para cada experiéncia, 0s controles de 1noculo mostraram cresc1mento claramente-
detectavel apos 0 periodo de incubagdo, indicando que todos 0s 1solados eram vidveis e que as
condu;oes utlllzadas toram adequados para o crescimento ‘dos fungos A CIM da estirpe de |
- referenma f01 0, 4- 0,6 ug. mL para Anfoterlcma B confirmando a reprodutlbllldade do ensaio.
;‘13. A Tabela 1 mostra 0s valores da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) da avaha(;ao
antifingica in vn‘ro de 6CN10 puro (droga-llvre), 6CN]O complexado com 2- h1drox1prop11 B.;
c1clodextr1na (6CN10 HPBCD) e quatro nanoformulagoes (6CNIO-nanocapsula 6CN10- .
HPBCD- nanocapsula 6CN10-nanoesfera e * 6CN10- HPBCD nanoesfera) comparado com
Anfotencma B (AmpB) contra 1s01ados de Cryptococcus neoformans ‘Candida albicans, C.
jamata, C." glabrata, C. guzllzermondzz, C. krusei, C. tropzcalt;, C. parapsz_lqszs (incluindo a.
c;}étirpe' de referéncia C. parapsilosis ATCC 220 19). Nanoformulagdes plalce'Bor (livre de droga)
também foram (uSafdas como cor{troie e ndo mostraram nenhuma afividéde contra os fungos
' patégemos. . | o S c c L
14 . A droga-livre foi capaz de inibir\ o crescimento de todos os fsolados de eétirpes em
diferentes concentrag:oes As cepas de Candida foram llgelramente mais suscetlvels aos valores
de CIM mostrando que variam entre 41, 00- 334 ;00 pg. mL™" enquanto as cepas de Cryptococcus
apresentaram valores de CIM de 165 00 e 334,00 pg. mL™". Complexo 6CN10 HPBCD
apresentaram resultados dlferentes sendo completamente ineficaz ‘para todas as cepas de

Candida [todas as cepas foram re51stentes (R) na malor concentrag:ao testada (44 00- 47 00

~
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;Lg mL™)], e mostrando os. Valores da CIM de 45 00-47,00 pg.mL" contra todas as cepas de
Cryptococcus portanto quatro vezes mais ativo do que a droga—hvre

15. Esta diferenga na sen31b111dade entre as duas especnes (Candzda € Cryptococcus) foi
re;peﬁdo para todos as ne{mofonnulagoesJ avaliadas, sendo todos os isolados de Candida -
resistentes  (nas conceﬁtragée’s mais .elevadas test-adés),; enquanto que as estirpes de
Crliptococcus rﬁos‘tran‘do‘ valores de CIM variando 0, 1-84 00. pg. mL'l portanto, mais _aﬁvo do
que o farmaco livre, e com valores de CIM comparavels a Anfotericina B. -

16. ‘ As nanocapsulas de 6CN10 e complexo 6CN10-HPBCD foram capazes de 1n1b1r 0
, crescimento de estirpes de Cryptococ’cus com valores de CMI de 84,00-86,00 ug.mL e 0,1—0,2
pg.mlL, respectwamente Estes valores mostram que as nanocapsulas de 6CN10 sdo 2 a 4
vezes mais eficaz do que o farmaco livre e que o complexo nanocapsulas de 6CN10-HPBCD é
" 230-470 vezes mais ativo. do que o complexo 6CN10-HPBCD que € ainda mais eﬁmente do que‘
a Anfotencma B (medlcamento de referéncia) para todas as estlrpes Cryptotcoccus . |
17 .. Os melhores resultados’ de inibigdo foram observados com as nanoesferas que
apresentaram-valores de. CIM de 41,00-0,33 pg.mL’ para as nanosferas de puro 6CN10 (4 a |
*1040 vezes mais atives do que 0 farmac? Ilvre) e de O 220, mg. mL”! para a nanoesfera do '
complexo 6CN10-HPBCD, sendo 3-5 vezes mais atlvo do que/o da droga livre e de 2a5vezes
- mais ativo do que’a Anfotericina B (para C. neoformam URM 6895 e URM 6901)

18. Este estudo conﬁrmou 0 poten(nal de dérivados de 2-aminotiofeno como agentes
ant1fung1cos v ) .
19. As nanofonnulaqoes conferiram uma solublhdade aquosa para 6CN1() sem alterar a

estrutura quimica da droga isto fez com que houv’esse a necessidade de uma menor quantidade
de droga para assegurar a at1v1dade antifingica, que certamente mlmmlza a possibilidade de
ocorrenc:la de efeitos secundanos quando forem executados os estudos in vivo.

20. Esses fatos, assoc1ados a0 aumento 51gn1ﬁcat1vo na at1v1dade anti-criptocdcica (mais
de'3000 vezes em comparagio com o farmaco hvre), resultando em valores de CIM inférior ao
medicamento de referéncia Anfotericina B (até 5 vezes mais ativo), leva-nos a crer que, apos a
realizacdio de estudos para garantir a eficécia, o modo de agfo ao nivel molecular e a seguranga,
que alguns destes nandsistégﬁas contendo 6C'N»10 possam ser util‘izadés na medicina clinica

como um tratamento alternativo contra criptococose.
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Tabela 1. Atividade antifingica da droga-livre (6CN10), complexo 6CN10-HPBCD,
nanoformulagdes 4 base de-6CN10 e Anfotericina B contra isolados clinicos de Candida e
Cryptoccocus obtidos de pacien’tés com candidemia e neurocriptococcose, respectivamente, em dois
hospitais piblicos terci4rios de Recife, Brasil, entre Julho de 2012 a Junho de 2013.

Estirpes'

Compostos e Nanoformulag¢des — valores da CIM em pg.mL™

ns -

o " \ Complex
Micro- | %% Nanocapsulas | Nano- Nano- | o Droga-
organismos - numero | Nanocdpsulas | 6CN10- - esfera esfera GCNI 0- liv;ge Anfote-:
| de ‘ de 6CN10 HPBCD 6CN10 6CN10- HPBCD | 6CN10 | Ficina B
pacientes N HPBCD - 7
C. albicans 99 R¥*** R "R R _R 41.66- 0.25
C. albicans 122 R R R R . R 41.66 | 0.25
C. albicans 4451 R R - R - R R . 41.66 1
C. albicans 8299 R R R R R 166.66 2
C. albicans 9925 - R R R R R 166.66 | -2
C. famata 5623 R R R - R 'R 33333 | 2
C. glabrata 8340 R R R R R 166.66 | 0.5
C.. o N - ,
guilliermon | 632" |, R ‘R 'R R R | 83.33 0.5
dii ; , : - ‘ o j B
C. krusei 14206 R R R R R | 33333 1
C | 7866 R R R | R CR| 8333 | 1
tropicalis : . 4 ,
Cj.( . e | ) . N o ' ' » ‘
parapsilosi 290 R R R R R . 7| 8333 1
parapsilosi 7736 R R R . R 'R -83.33 1
s ‘ V ~
parapsilosi | -9968 R R R R R . | 333.33 2
s I L B
parapsilosi 13531 . R R - R "R R | 8333 0.25
parapsilosi 451 'R - R R R .R 83.33 1
C. | atccs - : » | |
parapsilosi 22019 R R R R R 83.33 | 05
}qus.negforma Uggl\;ls 83.33 0.2 0.65 | - 0.1 46.66 | 33333 [ 0.5
}fs'”e"f"rm" ggg‘f’ 83.33 0.1 . 0.32 0.1 | 4666 | 33333 | 025
n'eoforrhans 162101\;1 83.33 0.1 41.66 0.2 46.66 .| 166.66 | 0.125 .
Coneoforma | URML 1 8333 0.1 4166 | 02 | 4666 | 166.66 | 0.125
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*ATCC - American Typical Culture Collection
~ **URM - Colecdo de Cultura URM

¥**R - resistente
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" REIVINDICACOES
1. USO "DE NA‘NOFORMULACOES vCON'll“ENDO DERIVADOS DE 2- |
AMINOTIOFENO‘ COMO AGENTES .AN.TIFI'JNGICOS, caracteriz‘adovpor '
- » iﬁcorl;orar os derivados de ‘2-aﬁ1inotiofeno em diferentes sistemaé de liberagdo
' (complexos com ciclodextrinas, nanoesferas, nanocapsulas e nanoesferas de
_ droga complexada a c1clodextr1na) _ :
. USO DE NANOFORMULACOES C()NTENDO DERIVADOS DE 2-
AMINOTIOFENO COMO AGENTES _ANTIFUNGICOS, de acordo com a
reivindicag:ﬁb 1, 'caractefizado por va'u"imentar‘ a sélUbilidacie dos deriquos de 2-
ﬁamlnotlofeno sem alterac;ao de sua estrutura quimica. o ‘
USO DE NANOFORMULACOES CONTENDO DERIVADOS DE 2-
'AMVINOTI(‘)F ENO COMO AGENTES ANTIF.UNGICOS, de acordo com as
’ reivindi‘cag:ﬁes'l e 2, céracterizadd-por serem administradas . pela' via vaginal
(mtema/extema) e em outras regides’ genitais contammadas pelo virus.
. USO DE NANOFORMULACOES CONTENDO DERIVADOS DE 2-
‘AMINOTIOFENO COMO AGENTES ANTIFUNGICOS‘,V de acordo com as
reivihdiéagﬁ“)es 1"‘ 2 e 3, 'caracteriza'do' por boésibilitar a execugdo de testes i
o antlfunglcos in vivo, através da admlmstra(;ao por Vla mterna (mtravenosa
~1ntraper1tomal e oral por exemplo) visto que o farmaco ag,ora tem maior
: poss1b111dade de ser absorvido e d1<;tr1bu1do pelo orgamsmo perm1t1ndo 0
tratamento de infecgdes funglcas a mve] interno -do orgamsmo 0 farmaco puro
(ndo complexado ou" encapsulado) nfo - seria absorv1do pelo: organlsmo e so
 possibilitaria a admlmstragao in vivo, sob a forma de cremes, pomadas ou seja
s0 poderia_ser utilizado lpara tratamento de 1nfecgoes fungicas superficiais
(cutineas). o | , .
UsSoO DE NANOFORMULACOES CONTENDO DERIVADOS DE 2-
AMINOTIOFENO COMO AGENTES ANTIFUNGICOS, de acordo com as
re1v1nd1cagoes 1,.2, 3,’e 4, caractenzado_ por melhorar a solubilidade (e
consequente alteragio do perﬁl farmacocinético) e facilitar “a execugio dds

ensaios blOlOglCOS e demais andlises qulmlcas o

. USO DE NANOFORMULACOES CONTENDO DERIVADOS DE 2-

'AMINOTIOFENO COMO AGENTES }ANTIFUNGICOS, de acordo com as

A
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rei\?indicagées I, 2, 3, 4 e 5, caractejrizado por permitir que uma menor

' quantidade de ,férr‘naco“fosse éuﬁcientev_pafa resultar n_'umaba_tividade -biolégica
satisfatoria, promoVendo uma éxécerbag;ﬁ'o da atividade em especial frente a
léveduras, capsuladas a exerhplo do gér\leroi Cryptococcus, démonstrado in vitro, .
onde podefser cohétéitada diminliigﬁo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)
\ \erri; éomparag:ﬁo com'a'; rﬁqléculg .'i)ura, chegarido ao ponto de ter- atividade
antiﬁ'lngica comparéavel aos farmacos antifungicos comercialmente disponiv'éis

" como a anfotericina B, -
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RESUMO

USO DE NANOFORMULACOES CONTENDO DERIVADOS DE 2-AMINOTIOFENO
COMO AGENTES ANTIFUNGICOS\ i ’ .

A presente patente qbordao uso c}e naquorxﬁulagﬁﬁes contendo derivados de 2;amin6ti6fehof
‘como agentes éﬁtifﬁngicos que foi confirmado atra'vés\da realizagdo da atiVid'ade antifﬁngica in
vitro. A avalla(;ao in vitro da senSIblhdade de espécies de leveduras dos generos Candida ¢ ’
‘Cryptococcus, contra nanoformulagdes soluvels em agua (nanoesferas e nanocapsulas) de. 6CN10 e
~6CNI10 complexado com 2 hldrox1prop11 B-cmlodexmna (HPBCD-6CN10), em comparagdo com o
farmaco livre,. foi reahzada pelo metodo de microdilui¢do em caldo. Todos os. 1solados clmlcos de
Candzda foram sensiveis a droga livre e foram resistentes a todos as nanofonnu]agoes 4'base de
'6CN10 No entanto 1solados chmcos de Cryptococcus neoformans avahados apresentaram valores
‘ de concentra(;ao inibitéria minima (CIM) de 0,32-83. 33p.g mL para nanoformulagoes 6CN1() e
0,1-0,2 pg.mL"' para nanoformulagoes-tiCNlO-HPBCD, sendo ate.3,333 vezes ma;s ativos do que a )
- droga—livte (CIM = 166 66~333 331:Lg mL™"),” além de apresentar uma atividade superior ao -
“antifingico de referéncia. Anfotemcma B (CIM = 0,5-0:125pg.1 mL’ h.o estudo zn vifro mostrou que

nanoformulac;oes alteraram as propnedades f isico-quimicas da 6CN10 e proporcmnaram aumento

da eficiéncia da droga contra Cryptococcus em comparagéo com a droga-hvre Estes resultados nos - -

permitem vlslumbrar» a pOSSlblhdad_e de nanoformulagdes 4 base de 6CN10 se tornarem uma futura

alternativa para o tratamento da infecgfio fingica criptococose.
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