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PROCESSO DE OBTENGAO DE NANOESTRUTURAS LIPIDICAS,
NANOESTRUTURAS LIPIDICAS OBTIDAS E USO DAS MESMAS

Campo da invencao:

[001] A presente invencdo se aplica no campo da
ciéncia médica, de forma mals especifica na A&rea de
nanotecnologia farmacéutica e faz referéncia a um processo
de obtencdo de nanoestruturas lipidicas compreendendo
compostos cobre-isoniazida.

[002] Adicionalmente, a presente invencéao se
refere as nanoestruturas lipidicas compreendendo compostos
cobre-isoniazida obtidas conforme o processo aqui descrito,
bem como seus usos no preparo de medicamentos para combate
a micobactérias em geral.

[003] Em uma modalidade preferida, a 1invencédo
proposta se refere ao uso das nanoestruturas lipidicas
compreendendo compostos cobre-isoniazida obtidas conforme o
processo aquil descrito, preferencialmente a MEB-I3 e MEB-
I1, para o preparo de medicamentos para tratamento de
tuberculose ativa e latente, respectivamente.

Fundamentos da invencdo:

[004] A tuberculose (TB), causada pela
micobactéria aerdbica Mycobacterium tuberculosis (MTB), & a
principal doenca infecciosa de origem bacteriana no mundo.
A MTB é& uma bactéria de crescimento lento, com intervalo de
tempo de duplicacdo de 18-48 horas, dependendo da
gquantidade de 0, fornecido, pH e nutrientes disponiveis no
meio onde elas se encontram.

[005] Quando a micobactéria é corada pela técnica
de Ziehl Neelsen, ela ndo se deixa descorar pela solucgdo de

alcool e acido, sendo classificada, portanto, como bacilo
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dlcool~acido-resistente. Esta caracteristica se deve a sua
espessa parede celular, rica em lipidios com alto contetdo
de acidos micdlicos (cadeia longa de acidos graxos ligados
a parede celular), os guals desempenham papel importante na
viruléncia do MTB.

[006] A resisténcia natural do MTB aocos farmacos
hidrofilicos e a desidratacdo é também exemplo da acéo
protetora dos acidos micdlicos presentes na parede celular.

[007] Outra consideracdo importante é o fato de o
agente etioldgico ter habilidade em permanecer por longo
periodo de tempo no interior dos macrdéfagos do hospedeiro
no estado denominado laténcia ou dorméncia sem causar
doenca.

[008] Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), cerca de um terco da populacdo mundial apresenta a
infeccdo por M. tuberculosis e estima-se gue um em cada dez
individuos contaminados iré& desenvolver a doenga. OQutros
60-90%, apesar de terem sido infectados, mantém a infeccgéo
sob controle, pois desenvolvem uma resposta imune eficaz.
Nestes, as células dendriticas, mondcitos e macrdfagos,
responsaveis pela imunidade celular, envolvem os bacilos,
dando origem aos granulomas.

[009] No interior dos granulomas, devido a baixa
oxigenacdo e escassez de nutrientes, o¢s bacilos ndo se
reproduzem e entram em estado de laténcia. Nesta fase, o0s
pacientes estdo infectados e ndo apresentam o quadro da
doenca. Os bacilos dormentes aguardam por uma situacdo de
debilidade do hospedeiro, fato que possibilita o rompimento
dos granulomas e sua reativacdo.

[010] Embora o maior numerc de casocos se’ja da forma
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pulmonar, existe a possibilidade do desenvolvimento do
quadro de TB extrapulmonar, gque pode coexistir com o
primeiro. Neste caso, a micobactéria pode infectar
diferentes tecidos humanos podendo, inclusive, levar a
disseminag¢do generalizada, a qual é chamada de tuberculose
miliar, gque & extremamente grave.

[011] O tratamento da TB & longo, com efeitos
adversos, e demanda disciplina do paciente. Como ha uma
melhora significativa logo no inicio do tratamento, €& comum
o0 paciente abandond-lo antes do periodo recomendado, o gue
estimula o desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos
farmacos wutilizados. A atual terapia recomendada pelo
Ministério da Satde no Brasil preconiza dois esguemas de
tratamentos: o regime basico e o regime TB-MDR e TB-XDR
(tuberculose multi-droga-resistente e tuberculose
extensivamente resistente, respectivamente).

[012] 0O regime béasico é destinado aos pacientes
diagnosticados com 1infecgdo sensivel aos féarmacos de
primeira-linha {isoniazida (INH), rifampicina (RMP) ,
pirazinamida (PZA)Y, estreptomicina (EST) e etambutol
(EMB) }. Considera-se como TBR-MDR o paciente com infeccgédo
resistente pelo menos aos farmacos INH e RMP. J& a TB-XDR
refere-se a infeccdo resistente a INH, RMP como também as
fluoroquinolonas {moxifloxacina (MFX), gatifloxacina (GTX),
levofloxacina (LVFX), ofloxacina (OFX) e ciprofloxacina
(CIPRO)} e a um dos farmacos injetaveils de segunda-linha
{capreomicina (CP), canamicina (CM) e amicacina (AM)}.

[013] Fatores citados anteriormente propiciaram o
surgimento de MIB-MDR e MTB-XDR. Semelhantemente, 0

tratamento disponivel para a TB latente, presente em pelo
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menos dois bilhdes de individuos espalhados pelo mundo, é
inadequado. Diante dessas circunsténcias, essa doenca
tornou-se um dos maiores desafios da medicina moderna.

[014] Reconhece-se que ha urgéncia de novos
farmacos para tratar TB. A expectativa é de gque o0s novos
farmacos possam encurtar regimes de tratamento, pois o0s
agentes atuais tem duracdo de no minimo 6 meses. Ainda,
espera-se gue 0s novos Ifarmacos possam ser empregados no
tratamento de TB-MDR e de TB latente e compativeis com
teraplia antiretroviral.

[015] A pesqguisa de novos farmacos tem recebido
especial atencdo da gquimica medicinal, inclusive em se
tratando de compostos inorgénicos, representados
principalmente pelos metalofarmacos, gque tém apresentado
potencial acdo contra M. tuberculosis. E sabido que muitas
substéncias orgdnicas ndo possuem um modo de acdo puramente
organico em se tratando de atividade antimicobacteriana:
algumas sdo ativadas ou biomodificadas por ions metédlicos,
incluindo metaloenzimas, enguanto outras tém um efeito
direto ou indireto sobre o metabolismo do ion metédlico no
organismo.

[016] Além disso, a relacdo estrutura-atividade
(REA) ndo apenas evidencia que a complexacdo com o metal
pode aumentar a atividade antimicobacteriana do ligante,
principalmente se este j& for um farmaco, mas também indica
gque o metal desempenha um papel relevante por si sb.

[017] O cobre (Cu) & o terceiro elemento de
transicdo mais abundante no corpo humano (80-120 mg) e esta
presente no sitio ativo de enzimas que participam de

reacdes oxidativas, como a citocromo oxidase ou a
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superdxido dismutase.

[018] O ion Cu(IIl) possul uma tendéncia para
formar complexos com outros ions ou moléculas, envolvendo
ligacdes covalentes entre os mesmos e, assim, formando um
composto de coordenagcdo gque consiste, sobretudo, em um
dtomo central, rodeado por um certo numero de outros
adtomos, ions ou moléculas, gque tém a propriedade de doar
elétrons ao atomo central, e sdo chamados ligantes.

[019] As propriedades bioldgicas do cobre
estimularam o desenvolvimento de numerosos complexos de
Cu(II) compreendendo ligantes biologicamente ativos, com
aplicabilidades nas &areas de tratamento do céncer e doencgas
cardiovasculares, anti-inflamatdérios e antimicrobianos.
Recentemente, tem-se observado grande potencial da Quimica
Inorgédnica Medicinal como ferramenta para o desenvolvimento
de possiveis farmacos tuberculostaticos.

[020] Entretanto, a grande dificuldade dos
compostos inorganicos, em particular, 0s complexos
metdlicos, estd relacionada a baixa solubilidade desses
compostos em agua, o que inviabiliza os estudos da
atividade bioldgica em animais.

[021] Dessa forma, as estratégias tecnoldgicas que
apresentam a capacidade de compartimentalizar, de maneira
eficiente, diversos grupos de principios ativos e de
modificar suas propriedades e comportamento em meio
bioldgico, sdo promissoras para veliculacgdo desses complexos
metélicos.

[022] Assim, o desenvolvimento de sistemas de
liberacgdo para estes principios ativos é uma alternativa.

[023] Diante disso, a nanotecnologia farmacéutica
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¢ uma ferramenta gque vem sendo muito utilizada, pois os
sistemas terapéuticos estudados por ela sdo capazes de
melhorar a solubilidade de substlncias hidrofilica e
lipofilica e melhorar a biodisponibilidade.

[024] Em vista disso, a presente invencdo se
refere a um processo de obtencdo de nanoestruturas
lipidicas compreendendo compostos cobre-isoniazida, assim
como as nanoestruturas lipidicas obtidas e seu uso no
preparo de medicamentos para combate a micobactérias em
geral, preferencialmente Mycobacterium tuberculosis (MTB),
para tratamento de tuberculose.

Estado da técnica:

[025] Alguns documentos do estado da técnica
descrevem os detalhes da interacdo isoniazida-cobre no
combate ao M. tuberculosis.

[026] Em “The binding characteristics of isoniazid
with copper—zinc superoxide dismutase and 1its effect on
enzymatic activity” de Nana Du et al. (2013), é relatado
que as pontes de hidrogénio e as forgcas de van der Waals
desempenham um papel importante na estabilizacdo do
complexo 1:1 INH-SOD. Ainda, é comprovado que apds a adicdo
de INH durante o intervalo do experimento, a conformacdo e
o microambiente de Cu/Zn-SOD sdo alterados, mas a atividade
de Cu/Zn-SOD né&o.

[027] 0 artigo “Studies on isoniazid-copper
interaction” de M. Rieber e G. Bemski descreve que o
complexo isoniazida-cobre possui considerado elevado
combate ao M. tuberculosis ao comparar com o efeito desses
compostos sozinhos na referida micobactéria MTB.

[028] Deste modo, é evidente que o© uso desse tipo
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de composto contra micobactérias é amplamente conhecido no
estado da técnica. No entanto, ndo foram encontrados
documentos que relatam a associacao dos compostos
isoniazida-cobre com nanocestruturas lipidicas tal como
proposto pela presente invengdo.

[029] Ainda, diferentemente dos documentos
citados, a presente invencdo demonstra que a associacdo dos
compostos de isoniazida-cobre com nanoestruturas lipidicas
possui aumento significativo no efeito antimicobacteriano
frente a acdo dos compostos isolados.

[030] Outro diferencial é o fato das referidas
nanoestruturas lipidicas compreendendo compostos cobre-
isoniazida ndo serem tdéxicas frente a células eucaridticas,
propondo assim, o uso dessas formulacdes para o preparoc de
medicamentos para tratamento de micobactérias em geral,
preferencialmente Mycobacterium tuberculosis (MTB), para
tratamento de tuberculose.

Breve descrigdo da invencdo:

[031] A presente invencdo faz referéncia a um
processo de obtencao de nanoestruturas lipidicas
compreendendo compostos cobre-isoniazida.

[032] Adicionalmente, a presente invencéao se
refere as nanocestruturas lipidicas compreendendo compostos
cobre-isoniazida obtidas conforme o processo aqui descrito,
bem como seus uUsos no preparo de medicamentos para combate
a micobactérias em geral.

[031] Fm uma modalidade preferida, a invencéo
proposta se refere ao uso das nanoestruturas lipidicas
compreendendo compostos cobre-isoniazida obtidas conforme o

processo agul descrito, preferencialmente a MEB-I3 e MEBR-
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I1, para o preparo de medicamentos para tratamento de
tuberculose ativa e latente, respectivamente.

Breve descricdo das figuras:

[033] Para obter uma total e completa visualizacéao
do objeto desta invencgdo, sdo apresentadas as figuras as
quais se fazem referéncias, conforme se segue.

[034] A Figura 1 representa graficamente oS
espectros vibracionais no IV do ligante livre INH e dos
complexos I1-I3.

[035] A Figura 2 representa o diagrama de fases
segundo regides observadas no sistema MEB.

[036] A Figura 3 representa o diagrama de fases
segundo regides observadas no sistema MEC.

[037] A Figura 4 representa a estrutura guimica da

fosfatidilcolina de soja.

[038] A Figura 5 representa a estrutura do oleato
de sddio.

[039] A Figura 6 representa a estrutura quimica do
colesterol.

[040] A Figura 7 representa a fotomicrografia da

MEB com aumento de 40X.

[041] As Figuras 8A~C representam as
fotomicrografias das amostras MEB com aumento 40X, em gue
(A) é& MEB-I1, (B) é& MEB-I2 e (C) é& MEB-I3.

[042] A Figura 9 representa graficamente o
reograma das formulacdes MEB, MEB-I1, MER-I1, MEB-I2 e MEB-
I3.

[043] A Figura 10 representa graficamente a
variagdo do médulo de armazenagem G’ (simbolo cheios) e de

perda G’’ (simbolos wvazios) em funcgdo da frequéncia para
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MEBR, MER-I1, MEB-I2 e MEB-I3.

Descricdo detalhada da invencdo:

[044] A presente invencdo se refere ao processo de
obtencdo de nanoestruturas lipidicas compreendendo

compostos cobre-isoniazida, o qual compreende as etapas de:

a) Sintese dos compostos de Cu(II),

b) Sintese dos sistemas lipidicos nanoestruturados,
e

c) Incorporacdo dos compostos de Cu(II) nos sistemas

lipidicos nanoestruturados;
em que:

Ww

a etapa “a” compreende as subetapas de:

a.l) Dissolucdo do cloreto de cobre dihidratado em
metanol,

a.2) Gotejamento da solucdo metandlica compreendendo o
ligante isoniazida, sob agitacdo magnética e temperatura
ambiente;

a.3) Filtracdo, lavagem e secagem dos compostos;

a etapa “b” compreende as subetapas de:

b.1l) Mistura da fase oleosa (FO) e do sistema
tenscativo (T),

b.2) Titulacdo com a fase aquosa (FA),

b.3) Sonicacdo da solucdo com banho de gelo seguida de
centrifugacdo; e

Ww

a etapa “c¢” compreende as subetapas de:

c.l) Adicdo do composto de Cu(II) na ME lipidica para
obter uma concentracdo de 10 mg/mL; e

c.2) Homogeneizacgdo da mistura, com banho de gelo.

A seguir, as etapas e subetapas do processo descrito

sdo mals bem explicadas e detalhadas.
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- Sintese dos compostos de Cu(II):

[032] Na subetapa “a.l”, a concentracdo de cloreto
de cobre dihidratado (CuCl, 2H;0) que deve ser dissolvido
em metanol é 0,05 g (0,293 mmols), em gue a concentracdo de
metanol varia de 10 a 20 mL, preferencialmente 15 mL.

[033] Na subetapa “a.2”, ¢é gotejada uma solucgdo
metandlica compreendendo o ligante isoniazida (INH) em uma
concentracdo de 0,0804 g (0,586 mmols), para a sintese do
composto [CuCl,(INH).,] H,O (I1l) e de 0,161 g (1,17 mmols),
para a sintese dos complexos [Cu(NCS),(INH);]*5H,O0 (I2) e
[Cu(NCO), (INH),]*4H,O (I3).

[034] Este processo €& realizado sob agitacéo
magnética que varia de 200 a 600 rpm, com duragdo de tempo
de 3 horas, em temperatura ambiente, conduzindo, assim, a
formacdo de uma suspensdo de cor verde clara.

[035] Para os complexos (I2) e (I3), é gotejada
uma concentracdo que varia de 2 a 10 mL, preferencialmente
5,0 mlL, de uma solugdo aguosa compreendendo 0,0475 g
(0,0586 mmols), de tiocianato de sédio e 00,0476 g (00,0587
mmols), de cianeto de sédio, respectivamente.

[036] Na subetapa “a.3”, para a formacdo dos
compostos (I1), (I2) e (I3), os referidos compostos obtidos
na subetapa “a.2” sdo isolados por filtracdo, lavados com
metanol e secos sob vacuo.

[037] Assim, os compostos de cobre obtidos foram
nomeados da seguinte maneira: [CuCl, (INH),] *H,0 (I1),
[Cu(NCS),(INH)27*5H,0 (I2) e [Cu(NCO),(INH),]+4H,O0 (I3).

- Sintese dos sistemas lipidicos nanoestruturados:

[038] Na subetapa “b.l1”, a fase oleosa (FO) é

selecionada do grupo gque consiste em colesterol, &cido
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micdlico ou a mistura dos dois, preferencialmente
colesterol.
[039] O sistema tensocativo (T) é selecionado do

grupo que consiste em polioxietileno 20 cetil éter,
fosfatidilcolina de soja, ©&éleo de ricino polioxil-40-
hidrogenado, oleato de sdédio, polieoxietileno 20 oleil éter
ou a mistura desses em diversas razdes, conforme descrito
na Tabela 1.

[040] Em uma modalidade preferida, utiliza-se uma
mistura de oleato de sdédio, fosfatidilcolina de soja e 6leo
de ricino polioxil-40-hidrogenado na proporgdo de 2:1:2,7;
e uma mistura de polioxietileno 20 oleil éter e
fosfatidilcolina de soja na proporcdo de 2:1.

Tabela 1 - Constituintes dos sistemas lipidicos

nanoestruturados desenvolvidos.

Constituintes
Tensoativo Fase aquosa Fase oleosa
Sistema
- tampdo fosfato | colesterol : acido
MEA1 e
Brijoe pH 7,4 micélico (9:1)
MEA2 Brij®58 : Epikuron® | tampdo fosfato | colesterol : Acido
200 (1:1) pH 7,4 micdlico (9:1)
MEA3 Brij®58 : Epikuron® | tampioc fosfato | colesterol : Acido
200 (1:2) pH 7,4 micdlico (9:1)
MEA4 Brij®58 : Epikuron® | tampdo fosfato | colesterol : Acido
200 (2:1) pH 7,4 micélico (9:1)
Oleato de sédio
Epikuron® 200 : tampio fosfato
MEB Eumulgin® HRE 40 pH 7,4 colesterol
(2:1:2,7)
tampdo fosfato
pH 7,4
Brij®98 : Epikuron® dispersao
MEC
200 (2:1) polimérica de colesterol
poloxamer 407
a 5% (9:1)
Em que: Brij®58 = polioxietileno 20 cetil éter;
Epikuron® 200 = fosfatidilcolina de soja;
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Eumulgin® HRE 40 = 6leo de ricino polioxil-40-hidrogenado; e
Brij®98 = polioxietileno 20-oleil éter

[041] Na subetapa “b.27, a fase aquosa =
selecionada do grupo gue consiste em tampdo fosfato pH 7,4,
dispersao polimétrica de poxamer 407 a 5%, ou a mistura dos
dois em uma razdo de 9:1, preferencialmente solucdo em
tampdo fosfato pH 7,4.

[042] Na subetapa “b.3”, a sonicacdo da mistura é
realizada por sonicador de haste com poténcia de 700 watts,
amplitude de 15%, modo descontinuo, por 8 a 10 minutos com
intervalo de 30 segundos a cada dois minutos, com banho de
gelo durante todo o processo.

[043] Deste modo, apods a sonicacéo, as
microemulsdes foram centrifugadas a forga centrifuga de
11.180 (x g) ©por tempo gue varia de 15 a 25 min,
preferencialmente 15 minutos, para eliminar os residuos de
titdnio liberados pela haste do sonicador. Todas as regides
dos sistemas foram classificadas visualmente como sistemas
viscosos ou liguidos opticamente transparentes, viscosos ou
liguidos opacos ou, ainda, separacdo de fases.

[044] Assim, foli possivel delimitar as diferentes
regides no diagrama de fases, em que 0s sistemas lipidicos
nanoestruturados escolhidos para incorporar o0s compostos

A\

obtidos na etapa “a” foram os sistemas B (MEB) e C (MEC),
em que o tamanho das suas particulas varia de 168,6 a
170,3nm e de 123,6 a 127,5 nm, respectivamente.

- Incorporacdo dos compostos de Cu(II) nos sistemas

lipidicos nanoestruturados:

[045] Na subetapa “c.1”, adicionou-se 0,02 g de
compostos de Cu(II) em 2 mL da ME lipidica, a fim de se

obter uma concentracdo de 10 mg/mL.



13/41

[046] Desse modo, na subetapa “c¢.2”, essa mistura
é homogeneizada através de sonicacdo durante 2 minutos,
amplitude de 15% em modo descontinuo, com banho de gelo,
para gue ocorra a incorporacdo do material na microemulsédo
lipidica na concentracdo de 10 mg/mL, em gue o tamanho das
nanoestruturas lipidicas compreendendo cobre-isoniazida
varia de 10 a 250 nm, preferencialmente 190 nm, o indice de
polidispersidade wvaria de 0,1 a 0,3, e o potencial zeta
varia de -0,0069 a -8,430 mV.

[047] Cabe ressaltar gue, apds a incorporacdo dos
compostos ao sistema, €& possivel observar gque as amostras
ficam mais viscosas.

[048] Em wvista disso, o©s compostos obtidos na
etapa “a” foram incorporados nos sistemas lipidicos
nanoestruturados obtidos na etapa “b” (sistemas MEB e MEC),
e, portanto, as nanoestruturas lipidicas compreendendo
compostos cobre-isoniazida obtidas conforme o processo agui
descrito foram nomeadas da seguinte maneira:
[CuCl, (INH),] ‘H,O, MEB-I1 e MEC-I1, [Cu(NCS), (INH),] -5H,0,
MEB-I2 e MEC-I2, e [Cu(NCO),(INH),] -4H,0, MEB-I3 e MEC-I3,
respectivamente.

[049] Adicionalmente, a presente invencéao se
refere as nanoestruturas lipidicas compreendendo compostos
cobre-isoniazida obtidas conforme o processo aqui descrito,
em que:

-~ MEB~-I1 compreende 0,02 g de [CuCl,(INH),] H,O0 na

mistura constituida:

- 10% de colesterol como fase oleosa;
- 10% da mistura de oleato de sdédio (0S),

fosfatidilcolina de soja e 6leo de ricino polioxil-40-
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hidrogenado na proporcdo de 2:1:2,7 como tensoativo; e

- 80% de solucdo tampdo-fosfato 50 mmol L™* pH
7,4 como fase aguosa.

- MEB-I2 compreende 0,02 g de [Cu(NCS),(INH).] ‘5H,0 na
mistura constituida:

- 10% de colesterol como fase oleosa;

- 10% da mistura de oleato de sédio (08),
fosfatidilcolina de soja e 6leo de ricino polioxil-40-
hidrogenado na proporcdo de 2:1:2,7 como tensoativo; e

- 80% de solucdo tampdo-fosfato 50 mmol L' pH
7,4 como fase aquosa.

- MEB-I3 compreende 0,02 g de [Cu(NCO),(INH).] -4H,O na
mistura constituida:

- 10% de colesterol como fase oleosa;

- 10% da mistura de oleato de sdédio (0S),
fosfatidilcolina de soja e 6leo de ricino polioxil-40-
hidrogenado na proporcdo de 2:1:2,7 como tensoativo; e

- 80% de solucdo tampdo-fosfato 50 mmol L' pH
7,4 como fase aquosa.

- MEC~I1 compreende 0,02 g de [CuCl,(INH),] H,O na
mistura constituida:

- 10

o°

de colestercl como fase oleosa;

- 10% da mistura de polioxietileno 20-oleil éter
e fosfatidilcolina de soja na proporcdo de 2:1 como
tensoativo; e

~ 80% de solucdo compreendendo tampdo-fosfato 50
mmol L' pH 7,4 e dispersdo polimérica de poloxamer
407 5% na proporcdo de 9:1 como fase aqgquosa.
- MEC-I2 compreende 0,02 g de [Cu(NCS),(INH).] ‘5H,0 na

mistura constituida:
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- 10% de colesterol como fase oleosa;
- 10% da mistura de polioxietileno 20-oleil éter

e fosfatidilcolina de soja na proporcdo de 2:1 como

tensoativo; e

- 80% de solucdo compreendendo tampao-fosfato 50
mmol L' pH 7,4 e dispersdo polimérica de poloxamer

407 5% na proporcgdo de 9:1 como fase aguosa.

- MEC-I3 compreende 0,02 g de [Cu(NCO),(INH).] ‘4H,0 na
mistura constituida:

- 10% de colesterol como fase oleosa;
- 10% da mistura de polioxietileno 20-oleil éter

e fosfatidilcolina de soja na proporcdo de 2:1 como

tensoativo; e

- 80% de solucdo compreendendo tampdo-fosfato 50
mmol L' pH 7,4 e dispersdo polimérica de poloxamer

407 5% na proporcao de 9:1 como fase aquosa.

[050] Ainda, cabe ressaltar que as referidas
nanoestruturas lipidicas possuem tamanho das particulas que
variam de 10 a 250 nm e indice de polidispersdo gque varia
de 0,1 a 0,3.

[051] Além disso, salienta-se gque a massa dos
compostos cobre-isoniazida depende do volume da ME, ou
seja, a porcentagem de massa ira variar de acordo com ©
volume requerido, conforme ja& dito anteriormente.

[052] Adicionalmente, a presente invencao se
refere ao uso das referidas nanoestruturas lipidicas
compreendendo compostos cobre-isoniazida para o preparo de
medicamentos para combate a micobactérias em geral.

[053] Em wuma modalidade preferida, a invencéo

proposta se refere ao uso das nanoestruturas lipidicas
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compreendendo compostos cobre-isoniazida obtidas conforme o
processo aqui descrito, preferencialmente a MEB-I3 e MEB-
I1, para o preparo de medicamentos para tratamento de
tuberculose ativa e latente, respectivamente.

[054] Os testes fisico-quimicos das referidas
nanoestruturas lipidicas compreendendo compostos cobre-
isoniazida se encontram a seguir, assim como o0s testes
referentes ao uso das mesmas para o tratamento de
tuberculose.

- Testes Realizados:

- Espectroscopia vibracional na regido do

infravermelho:

[045] A Figura 1 apresenta 0s espectros
vibracionais no IV do ligante livre isoniazida (INH) e dos
complexos [CuCl2 (INH) 2] H20 (I1), [CU(NCS)2(INH)2]5H20
(I2) e [Cu(NCO)2(INH)2]+4H20 (I3) cujas fregquéncias e
atribuicdes estdo contidas na Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncias vibracionais no IV (cm-1) referente

ao ligante livre e os complexos I1-I3 e suas respectivas

atribuicdes.
Composto Atribuicédo
INH 11 I2 13
- 3437 m 3434 m 3449 f VOH
3306 ?; 3213 3222 F 3241 F 3236 £ V.. NH,
3112 F 3098 F 3101 om 3108 f v, NH,
3035 n;n 3014 3048 b;n 3019 2057 om 32&7@?, o
_ _ - 2212 F Vas NCO
- - 2130 F - VN-CS
1667 F 1653 m 1606 f 1615 m vC=0
1635 m 1648 F 1648 m 1655 om Scissoring
NH,
1603 m 1590 F 1603 F 1589 om Vaner + 8CH

+&HOH




17/41

1556 F 1547 F 1554 m 1537 m Voo
1492 f 1494 f 1498 £ 1499 f 8CH + vanel +
SNH
1412 m 1415 m 1415 m 1416 m SCH + Vanoy
_ _ _ 1317 f V.NCO
1335 F 1332 m - - Rocking NH,
- 1284 f 1268 f 1283 £ Vaner
oot 1225 m, 1202 1233 £, 1208 oeo 1 son + v
F f ane
141 n 19 m 1131 £, 1098 1131 £, 1103 OCH + v, +
f f vCN
1060 1065 1058 m 1058 Vanel 5+ SCH +
anel
996 m 996 £ 988 £ 987 om Varer + Bures
VvNN +
943 £ - 941 £, 919 £ 945 £, 924 f twisting NH,
+ VNH,
888 £, 845 m 200 I, 881 876 f 868 om YCH + yC-CO-
£, 858 m NH-NH2
747 £ 761 F 755 f 775 £, 756 £ VCH T Taner F
yCO +v NC-8
- 712 m 715 m 719 f Taner T YCO
yCH
675 F - 690 m 692 f Baner + VC-CO-
NH-NH,
659 F - 664 om 658 £ S.... + OCH
_ _ - 620 £ SNCO

THNNH + yNH +
504 f 538 f 504 f 501 om SNCC + 8C-CO-
NH-NH2 + 80CC

YNH + THNNH +
436 f 463 f 466 £, 430 f 420 f YCH + Tapey +
SNCS

V.s=estiramento assimétrico, v,=estiramento simétrico, ¢=respiracdo do
anel, p=deformacdo no plano, das=deformacdo angular assimétrica no

plano, 7= deformacdo fora do plano. Intensidades: F = forte, m = média,
f = fraca, om=ombro
[046] A molécula de isoniazida (INH) pode se

coordenar pelos atomos de nitrogénio do grupo -NH2 e/ou do

anel piridinico bem como através do oxigénio da carbonila.
[047] A espectroscopia no IV  permite obter

informagcdes valiosas no que diz respeito & participacio

destes grupos na coordenacdo. Quando o nitrogénio do grupo
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-NH2 esta envolvido na coordenacéo, observa-se um
deslocamento negativo do modo VNH (A= Viigante — Vcomplexo) - Ja

a coordenacdo via oxigénio do grupo carbonila é sugerida

pelo deslocamento positivo do modo v(C=0) (A = Viigante
Veomplexo) - Algumas vibracdes do anel da piridina observadas
no intervalo de 1600-1400 cm ! sofrem pequenos

deslocamentos para frequéncias mais altas apds a formacgdo
do complexo.

[048] A analise dos espectros no IV do ligante
livre e dos compostos I1-I3 permitiu obter informacdes
relevantes a respeito da coordenacdo do ligante isoniazida
(INH) ao centro metdlico.

[049] No espectro no IV do complexo Il observa-se
que a banda VNH apresentou um deslocamento de 3213 para
3222 cm™t (Av=—9 cm™?) . Essa alteracdo ¢é tipica da
coordenacdo do metal ao nitrogénio do grupo —-NH2.

[050] As absorgdes no IV relacionadas as vibracdes
associadas ao anel piridinico da isoniazida (Tabela 2) né&o
sofrem deslocamentos significativos para fregquéncias mais
altas apds a coordenacdo, sugerindo a ndo participacdo do
adtomo de nitrogénio heterociclico na coordenacdo. Observa-
se, ainda, um deslocamento da banda vC=0 para frequéncias
mais baixas, de 1667 (ligante livre) para 1653 cmﬂ,
sugerindo a coordenacgdc também pelo atomo de oxigénio da
carbonila. Cabe mencionar gque a presenca de &agua de
hidratacdo no composto 3 foi confirmada pelo aparecimento
de uma banda larga em 3437 cm™t (VOH) .

[051] No espectro no IV do complexo I2, no gue diz
respeito ao grupo -NHZ, nota-se que a banda VNH apresentou

um deslocamento de 3213 para 3241 cm™t (Av=-28 cm’'). Essa
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alteracdo & tipica da coordenagdo do metal ao nitrogénio do
grupo —-NHZ2.

[052] A banda referente ao modo vibracional vanel
(1554 cmﬂd ndo sofre deslocamento significativo qguando
comparada a do ligante livre (1556 cm™?), sugerindo que o
nitrogénio piridinico da isoniazida ndo participa da
coordenacdo. Nota-se ainda que a banda vC=0 (1606 cm™?)
sofre um deslocamento significativo para frequéncias mais
baixas quando comparada a do ligante livre (1667 cm'),
sugerindo que a carbonila participa da coordenacdo do
ligante ao centro metalico.

[053] A  Dbanda v, NCS, caracteristica do grupo
tiocianato, foil observada em 2130 cm™l e encontra-se no
intervalo espectral tipico da coordenacdo terminal pelo
d&tomo de enxofre. A banda VOH em 3434 cm' junto da banda
em 1603 cm™* (8HOH) indica a presenca de moléculas de &gua
de hidratacéo.

[054] No espectro no IV do complexo I3, observa-se
que a banda VNH apresentou um deslocamento de 3213 para
3236 cm’t (Av=-23 cm). Essa alteracdo é tipica da
coordenacgdo do metal ao nitrogénio do grupo —-NH2.

[055] A Dbanda referente aos modos vibracionais
vanel + O8CH + &anel (1060 cm™) ndo sofre deslocamento
significativo para frequéncias mais altas qgquando comparada
a do ligante livre (1058 cm™), sugerindo que o nitrogénio
piridinico da isoniazida ndo participa da coordenacido. A
banda vC=0 (1615 cm™!) sofre um deslocamento significativo
para frequéncias mais baixas quando comparada a do ligante
livre (1667 cm™?), sugerindo que a carbonila participa da

coordenagdo do ligante ao centro metalico. O deslocamento



20/41

das bandas do grupo cianato referente aos modos
vibracionais v.s; (CN), Vvs(CO) e &(NCO) para 2212, 1317 e 620
cm™t, respectivamente, confirma a coordenacdo do pseudo-
haleto de forma terminal, via atomo de nitrogénio. A banda
VOH em 3449 cm™* junto da banda em 1589 cm ' (8HOH) indica a
presenca de moléculas de agua de hidratacéo.

[056] Conforme, a andlise dos espectros no IV dos
complexos I1-I3, pode-se concluir que houve a formacdo dos
compostos de Cu(ll) esperados.

- Detalhamento dos sistemas lipidicos nanocestruturados

(MEs: MEB e MEC) :

[057] Para o desenvolvimento do sistema MEA,
testou-se um tensoativo (polioxietileno 20 cetil éter
(Brij® 58)) e guatro misturas de tensocativos (Brij® 58 e
fosfatidilcolina de soja (FS - Epikuron® 200)) wvariando a
proporcdes, além do tempo de sonicacdo e amplitude.

[058] Neste sistema, empregou-se como fase oleosa
uma mistura de colesterol e acido micélico (9:1). Em
nenhuma das tentativas foi possivel obter um sistema
liquido transparente para ser utilizado na técnica de
microdiluicdo. Diante disso e do alto custo do éacido
micdélico, ndo foram realizados ensaios de caracterizacéo
para este sistema.

[059] O sistema MEB foi desenvolvido utilizando os
componentes: O6leo (colesterol), Aagua (tampdo fosfato pH
7,4) e a mistura de tensoativo (35,3% de oleato de sédio,
17,6% de fosfatidilcolina de soja e 47,1% do 6leo de ricino
polioxil-40-hidrogenado) em diferentes concentracdes.

[060] Foram obtidos pontos com diferentes

caracteristicas estruturais de acordo com a variacdo do
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6leo e é&agua. 0O diagrama de fases (Figura 2) mostra as
caracteristicas de pontos com SLT (azul), SVT (amarelo), SF
(rosa) e SVO (verde).

[061] Observaram-se regides chamadas SLT
(Sistemas Ligquido-Transparentes), onde héa baixa
concentracdo de o6leo (10%) e tensocativo (10-30%), SVT
(Sistemas Viscosos Transparentes) com a concentracdo de
tensocativo entre 20 a 65% e a fase de 6leo com 10-40%, SVO
(Sistemas Viscosos e Opacos) encontrados na regido inferior
e central do diagrama com baixa concentracdo de 6leo de
(20-50%), tensocativo (10-20%), e SF (Separacdo de Fases) em
concentracdes baixas de &dgua (10-30%) e independente da
concentracdo do tensocativo nas formulacgfes.

[062] O ponto escolhido para o estudo foi a
formulacdo F1 (destacada com um circulo vermelho, Figura
2), que é composta de 10% de colesterol, 10% de tensocativo
e 80% de fase aquosa. Essa formulacdo foi escolhida para a
incorporacdo dos compostos de coordenacdo devido ser a mais
liquido-transparente, ou seja, a mails adequada para a
presente invencéo.

[063] Outro sistema desenvolvido foi o MEC,
utilizando os componentes: colesterol como fase oleosa,
tampdo fosfato pH 7,4 com dispersdo polimérica de poloxamer
407 a 5% na proporcdo 9:1 como fase aguosa e a mistura de
tensoativo (Brij98® e fosfatidilcolina na proporcdo 2:1) em
diferentes concentracdes. Foram obtidos pontos com
diferentes caracteristicas estruturais de acordo com a
variacdo do déleo e agua. O diagrama de fases (Figura 3)
mostra as caracteristicas de pontos com SLT (azul), SLO

(roxo), SVT (amarelo), SVO (verde) e SF (rosa).
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[064] Observaram-se regides chamadas SLT (Sistema
Liguido-Transparente), onde ha baixa concentracido de o6leo
(10%) e tensoativo (10%), SLO (Sistema ligquido opaco), com
baixa concentracdo de d6leo (10%) e tensocativo entre 20-30%,
SVT (Sistema Viscoso Transparente) com a concentracgdo de
tensoativo de 60% e a fase de 6leo em 10%, SVO (Sistema
Viscoso e Opaco) encontrado na maior regido do diagrama de
fases com concentracido de dleo entre 20-60% e independente
da concentracdo de tensocativo e SF (Separacdo de Fases)
encontrados em duas regides distintas do diagrama de fases,
a primeira com concentracdes de O6leo entre 60-80% e
tensoativo entre 10-30%, e a segunda regifdo de SF com baixa
concentracdo de od6leo (10-30%) e alta concentracdo de
tenscativo (50-70%) nas formulacdes.

[065] O ponto escolhido para a presente invencédo
também foi a formulacdo F1l, sistema liquido transparente
(Figura 3), que & composta de 10% de fase oleosa, 10% de
tensoativo e 80% de fase aquosa. Essa formulacdo foi
escolhida para a incorporacdo dos compostos de coordenacgdo
devido ser a mais liquido-transparente, ou seja, a mais
adequada para a invencgdo proposta, entretanto, mais viscosa
que a Fl do sistema MEB.

- Caracterizagcdo dos sistemas lipidicos

nanoestruturados (MEs: MEB e MEC) :

- Dispersdo de luz dindmica:

[066] A determinacdo do didmetro das goticulas foi
realizada através da correlacédo de fétons, usando
equipamento de espalhamento dindmico de radiacgdo laser.

[067] Deste modo, a Tabela 3 apresenta os valores

das médias e desvio-padrdo dos tamanhos das particulas e o
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indice de polidispersidade (IPD) para os sistemas lipidicos
nanoestruturados, MEB (sistema B) e MEC (sistema C), bem
como para os compostos de coordenacdo incorporados nos
respectivos sistemas: [CuCl2 (INH)Z2]eH20, MER-I1 e MEC-I1,
[Cu(NCS)2(INH)2]5H20, MEB-I2 e MEC-I2, e
[Cu(NCO)2(INH)2]*4H20, MEB-1I3 e MEC-I3, respectivamente.

[068] O IPD mede a homogeneidade entre a média dos
tamanhos das particulas em relacdo ao desvio-padrao, onde
guanto menor for o IPD maior é a uniformidade apresentada
pelas particulas.

Tabela 3 - Valores das médias e desvio-padrdo dos tamanhos
das particulas e IPD para os sistemas lipidicos
nanoestruturados, MEB e MEC, bem como para os compostos de
coordenacdo incorporados nos respectivos sistemas:
[CuCl2 (INH) 2] *H20, MEB-I1 e MEC-I1, [Cu(NCS)2(INH)Z2]e5H20,

MEB-IZ2 e MEC-I2, e [Cu(NCO)2(INH)Z2]*4H20, MEB-I3 e MEC-I3.

Tamanho das Particulas

Formulacgé&o (nm) indice de Polidisperséao
MEB 169,5 + 0,7095 0,135 £ 0,013
MEB-I1 211,1 + 0,8963 0,200 £ 0,009
MEB-I2 205,5 £ 1,652 0,226 £ 0,015
MEB-I3 209,8 + 0,8083 0,236 + 0,001
MEC 125,6 £ 1,804 0,246 £ 0,008
MEC-I1 158,0 £ 1,060 0,228 £ 0,011
MEC-I2 212,6 + 1,539 0,284 + 0,034
MEC-I3 171,7 £ 1,947 0,218 + 0,007
[069] De acordo com a Tabela 3, o tamanho das

particulas da microemulsdo (ME) dos sistemas B e C foi
169,5 £ 00,7095 e 125,6 £ 1,804, respectivamente.

[070] A incorporacdo dos compostos de coordenacédo
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em ambos 0s sistemas causou uma pequena variacgdo no tamanho
das particulas, sem excecdo, variando de 158,0 £ 1,060 a
212,6 £ 1,539. Todos os valores obtidos estdo na faixa de
10-250 nm (100-2500 A), intervalo ideal para MEs.

[071] Quando se compara as MEs bases (MEB e MEC) e
as formulacdes compreendendo os compostos de coordenacado
nos respectivos sistemas, observa-se um pequeno aumento no
tamanho das particulas, sendo esse um forte indicio de que
realmente ocorreu a incorporacdo dos respectivos compostos
no sistema lipidico.

[072] O indice de polidispersidade (IPD) & o
indice qgue mostra a homogeneidade relativa entre o0s
tamanhos das particulas distribuidos na amostra medida. Os
valores de IPD variaram entre (0,135 £ 0,013 e 0,284 £ (0,034
apresentandc uma média faixa de variacdo entre a base e as

formulacdes com os compostos 1incorporados, esses dados

permite inferir que as amostras apresentam certa
homogeneidade.
[073] A formulacdo Fl1 do sistema MEC apresentou

maior viscosidade em relacdo a formulacdo F1 do sistema
MER, o que dificultou a pipetagem da amostra; portanto, a
caracterizacdo para esse sistema foli realizada apenas por
dispersdo de luz dinémica.

- Andlise do potencial zeta:

[074] O potencial zeta foili determinado a partir da
mobilidade eletroforética, utilizando equipamento Zetasizer
Nano NS, sendo gue as anadlises foram realizadas 24 horas
apds o preparo das formulacgdes.

[075] As amostras foram previamente diluidas (10

uL/mL) com solucdo aquosa de KCl para manter uma constante



25/41

de forca idbnica durante a analise. As amostras foram
colocadas na célula eletroforética e foram realizadas, para
cada amostra, 3 determinacdes do potencial de superficie,
calculando-se a média e o desvio padréo.

[076] A Tabela 4 apresenta a média e desvio padréo
do pontecial zeta da microemulsdoc base do sistema B (MEB)
bem como das formulagdes compreendendo o0s compostos de
coordenacdo incorporados nesse sistema, [CuCl2(INH)2]<H20
(MEB-I1), [Cu(NCS) 2 (INH) 2] *5H20 (MEB-I2) e
[CuU(NCO) 2 (INH)2]+4H20 (MEB-I3).

Tabela 4 - Média e desvio-padrdo do potencial zeta da
microemulsdo base do sistema B (MEB) e das formulacgdes
compreendendo os compostos de coordenacdo incorporados

nesse sistema.

Formulacédo Potencial Zeta (mV)
MEB - 0,100 £ 0,103
MEB-I1 - 00,0433 £ 0,214
MEB-I2 - 0,0069 + 00,0896
MEB-I3 - 8,430 £ 1,630
[077] Analisando a Tabela 4, observa-se gue o0s

resultados das amostras para o potencial =zeta wvariaram
entre os valores de -0,0069 £ 0,08%0 mV a -8,430 = 1,630

mV. Esta carga negativa é proveniente dos componentes das

formulacdes.
[078] A fosfatidilcolina de soja (Figura 4) possui
grupamentos ésteres livre [-0-C=0-] gue contribuem para a

carga negativa do sistema, Dbem como o oleato de sdédio
(Figura 5) gue também possuli o grupo éster associado ao
dtomo de sdédio gque se dissocia [-0-C=0-] e o colesterol

(Figura 6) que em sua estrutura possuili um grupamento
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hidroxila livre [OH-].

- Microscopia de luz polarizada:

[079] Uma pequena guantidade das formulacdes foi
colocada sobre laminas de vidro, cobertas com laminula e
analisadas com auxilico de microscédépio de luz polarizada.
Analisou-se a homogeneidade das dispersdes e, com auxilio
de polarizacdo, observou a presenca de area de anisotropia.

[080] O ponto 1 do diagrama de fases do sistema B
(MEB), bem como as formulacdes com o0s compostos de Cu(ll)
incorporados: [CuCl2 (INH) 2] *H20 (MEB-I1),

[CuU(NCS3) 2 (INH)2]+5H20 (MEB-I2) e [Cu(NCO) 2 (INH)2]+4H20

(MEB-I3) foram analisados por microscopia de luz
polarizada.
[081] A Figura 7 mostra a fotomicrografia do ponto

1 do diagrama, formulacgdo sistema liquido transparente
(SLT), sistema MEB.

[082] Nota-se qgue a amostra (Figura 7) que
apresenta 10% de fase olecosa um comportamento isotrdpico
(campo escuro), ou seja, sob o plano de luz polarizada, néao
desvia luz sugerindo a formacdo de sistema microemulsionado
uma vez gue a viscosidade aparente da fase cubica é
extremamente elevada.

[083] As Figuras 8A-C apresentam as
fotomicrografias das amostras compreendendo os compostos
incorporados na MEB, em que a (A) é& a MEB-I1, (B) & a MEB-
I2 e (C) é& a MEB-I3.

[084] Analisando as Figuras 8A-C gue apresentam as
fotomicrografias apds a incorporacdo dos compostos I1, I2 e
I3 na MEB, observa-se campo escuro em ambas as amostras, ou

seija, as microemulsdes compreendendo o0s compostos de
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coordenacdo mantém caracteristica de sistema
microemulsionado, entretanto, ¢é possivel verificar certa
anisotropia nessas amostras, ou seja, o desvio da luz
polarizada, resultando no aparecimento de cristais,
caracteristico de estrutura de uma fase cristalina.

[085] A anisotropia observada pode estar
relacionada com © grau de cristalinidade apresentada pelos
complexos metdlicos, que consequentemente interferiu na
estruturacdo das fases do sistema, o0 gue pode inclusive ter
influenciado no aumento da viscosidade dessas amostras.

- Andlise reoldgica continua:

[086] Uma pequena amostra das formulacdes foi
colocada, cuidadosamente, na placa inferior do redmetro, e
esperou-se o tempo de repouso de 3 minutos para o inicio da
anadlise. A taxa de cisalhamento utilizada foi de 0 a 100 s~
! para a curva ascendente e de 100 a 0 s-1 para a curva
descendente, durante 120 segundos cada.

[087] Os reogramas das formulagdes estdo dispostos
na Figura 9, na qual a relacdo entre a tensdo de
cisalhamento (Pa) e taxa de cisalhamento (1/s) evidencia
que todas as formulacdes se comportaram como fluidos néo
newtonianos do tipo pseudopléstico.

[088] A partir dos dados obtidos através da
Equacdo 2 e mostrados na Tabela 5, confirma-se que essas
formulacdes se comportaram como fluidos pseudoplastico, uma
vez que o0s valores de n foram menores que a unidade (n<l).

Equacdo 2 — 1= k.y"

em gue: T é a taxa de cisalhamento, k é o indice de

consisténcia, vy é a tensdo de cisalhamento e n é o

comportamento de fluxo.
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Tabela 5 - Comportamento de fluxo (n) e indice de

consisténcia (K) dos sistemas.

Formulagdes n K
MEB 0,45 1,09
MEB-I1 0,20 9,41
MEB-I2 0,37 4,73
MEB-I3 0,20 9,57
[089] Neste modelo, n>1 representa um fluido

dilatante, n<l representa um fluido pseudoplédstico e n=1
representa um fluido newtoniano. Além disso, o grau de
“pseudoplasticidade” pode ser medido pelo comportamento de
fluxo (n), que aumenta com a diminuicao da
pseudoplasticidade. Ja a viscosidade dindmica das
formulagdes pode ser avaliada com o indice de consisténcia
(K) gue aumenta com o aumento da viscosidade da formulacdo.

[090] Desse modo, o comportamento pseudoplastico
pode ser devido a guebra de estruturas organizadas quando
se aplica uma tensido, o gque afinard o fluxo, facilitando a
administracdo do sistema, o que & desejavel para
formulacdes.

[091] Através da Equagdo 2 também foli possivel
obter os wvalores de K, mostrados na Tabela 5. Observa-se
gque a incorporacdo dos compostos de Cu(II) na MER aumentou
o indice de consisténcia das formulacgdes, sobretudo nas
formulacdes MEB-I1 e MER-I3, o gue pode ser devido a
interacdo desses complexos metdlicos com os componentes da
MEB.

[092] Pode-se sugerir que o ion metdlico presente
na esfera de coordenacaoc desses compostos possa sofrer

alguma interacdo com o0s componentes da formulacdo, e
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conseguentemente formar uma estrutura secundaria,
entretanto, para se discutir com maiores propriedades essa
alteracdo de consisténcia, outros estudos serdo realizados.

[093] A tixotropia das formulacdes também foi
investigada. Observa-se através dos reogramas da Figura 9
gue as formulacdes MEB-T1, MEB-I2 e MEB-I3 sao
tixotrobopicas, uma vez gque a curva de 1da ndo se sobrepde
com a curva de volta, diferentemente da MEB que as duas
curvas se sobrepuseram.

[094] Esse dado demonstra novamente a influéncia
dos compostos de cobre(II) na MEB, uma vez que a presenca
dos diferentes complexos na MEB favoreceu a formacdo de
novas estruturas quando se aumentou a taxa de cisalhamento,
0 gue resulta na necessidade de um tempo maior para as
formulacdes voltarem a sua estrutura inicial.

- Andlise reoldgica oscilatdria:

[095] Primeiramente, foli realizado o teste de
varredura de tensado para determinacéo da regido
viscoelastica. Para esse teste foi utilizada uma faixa de
tensdo de cisalhamento de 0 a 50 Pa e frequéncia de 1 Hz.
Apds a determinacdo da tensdo de 1 Pa da regido
viscoeléstica, realizou-se o) teste de varredura de
frequéncia para determinacdo do médulo elastico (G') e
moédulo viscoso (G''). Para esse teste foi utilizada a faixa
de frequéncia de 0 a 10 Hz, a tensdo de 1 Pa.

[096] A andlise oscilatdéria das formulacdes estéd
ilustrada na Figura 10.

[097] Observa-se que o mbéddulo de armazenamento das
formulagdes MEB-I1, MEB-I2 e MEB-I3 é superior que o mddulo

de perda (G'>G"), demonstrando que a essas formulacdes tem
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caradter elastico. Ja a formulagdo MEB apresentou G” maior
que G’ revelando uma ME com carater viscoso.

[098] Esses dados corroboram os dados obtidos pela
andlise reoldgica continua, uma vez gue demonstram que a
presenca dos complexos metédlicos influencia a estrutura da
MEB, formando MEB com estruturas mais organizadas.

[099] Além disso, observa-se também através da
Figura 10 que a formulacdo MEB-I3 e MEB-IZ apresentam
valores maiores para G’, demonstrando gque os compostos de
Cu{(Il) presentes nessas formulacdes aumentam a elasticidade
da formulacao, sugerindo gue tais formulagdes estéo
estruturadas por ligac¢bes quimicas secundarias mais fortes.

- Ensaios de estabilidade fisico-quimica para os

sistemas obtidos:

- Avaliacdo visual:

[0100] A avaliacdo visual das MEBs (MEB, MEB-I1,
MEB-I2 e MEB-I3) foram feitas ©periodicamente em um
intervalo de 1 més, visando a verificacdo de instabilidade
nas formulac¢des preparadas, mostraram-se estaveis frente ao
tempo, pois ndo foram constatados precipitacdes dos
compostos, separacgdes de fases e contaminagdes por fungos
durante o periodo observado.

- Determinagcdo do pH das formulagdes envolvidas na

presente invengdo:

[0101] A determinacdo do pH das MEBs (MEB, MEB-I1,
MEB~I2 e MEB-I3) foi realizada, diluindo-se as formulacdes
a 5% em &gua MiliQ. Todas as formulacgbes apresentaram pH
préximo a 7,0.

- Ensaios biolégicos frente ao Mycobacterium

tuberculosis (MTB)para as amostras da MEB:
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- Ensaios in vitro:

- Determinacdo da CIM dos compostos utilizando REMA,

da citotoxicidade (ICsy) em células Vero (ATCC CCL8l) e o

indice de seletividade (IS):

[0102] Os resultados da CIM dos compostos de Cu(II)
em dimetilsulfdéxido (DMSO) a 10000 ug/mL e incorporados na
MEB, frente a cepa de MTB HysRv, da citotoxicidade (ICsp)
sobre células epiteliais normais - Vero (ATCC CCL81) e o
valor do IS da razdo entre esses dois resultados, estéo
sumarizados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados da CIM contra o MTB HssRv, da
citotoxicidade (ICsg) sobre células Vero e o valor do IS da
razdo entre esses dois resultados dos compostos de Cu(II)

em DMSO e incorporados na MEB.

Composto Rema (ug/mL) ICso (pg/mL) is
Il 20,406 109,5 5,35
I2 5,913 314,3 53,15
I3 1,459 325,3 223
MEB > 12,5 62,6 5,00
MEB-TI1 0,397 367,6 831,2
MEB-I2 0,219 > 500 1639
MEB-I3 0,313 > 500 1597

INH 0,00348 > 500 143.678

RMP < 0,004 145,2 36.300
[0103] Inicialmente foi determinada a CIM de cada

composto, frente ao MTB Hi;Rv ATCC 27294 wutilizando a
técnica de Rezasurin Microtiter Assay (REMA). Os compostos
I2 e I3 em DMSO foram <considerados ativos, pois,

apresentaram atividade anti-MTB < 10 ug/mL. Entretanto,
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guando os complexos de Cu(II) foram incorporados na MEB, a
atividade foi melhor. A CIM do complexo Il foi de 20,46
para 0,397 pg/mL, do I2 de 5,913 para 0,219 pg/mL e do I3
de 1,459 para 0,313 pg/mL. Logo, a atividade foi
potencializada em 52, 27 e 4,7 vezes para esses compostos,
respectivamente.

[0104] Cabe mencionar que a MEB ndo apresentou
atividade frente ao MTB, ou seja, ndo inibiu o crescimento
antimicobacteriano, garantindo dessa forma que a atividade
apresentada tenha sido exclusivamente exibida pelos
compostos de coordenagdo e ndo por qualsquer outras
interferéncias, como pelos componentes que constituem o
sistema nanoestruturado.

[0105] No que diz respeito ao indice de
citotoxicidade, o© composto Il em DMSO apresentou um ICsg
menor em relacdo aos demais complexos de cobre(II), ou
seja, foi um pouco mais téxico. Entretanto, apds a
incorporacgdo na MEB, todos 0os complexos tiveram ICsg
maiores, ou seja, foram menos tdxicos.

[0106] A seguranca terapéutica dos complexos foi
calculada através da determinacdo do indice de seletividade
(IS) que consistiu na razdo entre o ICs; e a CIM. Compostos
que apresentam IS 210 podem ser aplicados na concentracéo
de 10 ou mais vezes acima do valor de CIM sem apresentar
citotoxicidade.

[0107] Quando o calculo foi realizado para os
compostos em DMSO, apenas os compostos 12 e I3 tiveram IS >
10, enqguanto, apds a incorporacdo, todos os complexos
apresentaram a seguranca terapéutica, como pode ser

observado na Tabela 6.
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[0108] Esses resultados mostraram que o© sistema
lipidico nanoestruturado (MER) foli <capaz de reduzir a
citotoxicidade dos complexos, além de melhorar a atividade
antimicobacteriana. Essas melhoras podem ser explicadas
pela presenga do colesterol na microemulsdo, gque pode
promover a 1interacdo com a membrana celular, que ¢é
constituida por uma bicamada fosfolipidica.

- Determinacdo da CIM frente aos 5 isolados clinicos

sensiveis, mono e MDR a INH e RMP com perfil fenotipico e

genotipico de resisténcia determinados:

[0109] A CIM dos compostos frente aos 1isolados
clinicos foi determinada empregando a metodologia do REMA e
substituindo a cepa padrdo HizyRv por um painel de isolados

clinicos sensiveils e MDR (Tabela 7).



Tabela 7 - Painel de isolados clinicos com perfil de resisténcia fenotipica determinada pela

metodologia do REMA e resisténcia genotipica através do sequenciamento de genes detectados

inicialmente pelo polimorfismo no DNA PCR-SSCP

(PCR-Single Strand Conformation Polymorphism).

BACTEC MGIT PERFIL p
960 FENOTIPICO PERFIL GENOTIPICO
ISOLADOS INH RMP REMA ISONIAZIDA RIFAMPICINA
(ng/mL) inhA katG ahpC rpoB
0,1 1,0 INH RMP Nucl. cédon aa Nucl. cédon aa Nucl. cédon aa Nucl. cédon aa
pg/mL  pg/mL
R R > Ser His
46 v v 50 >Y5O n.d. ¢ >cC 315 > n.d. CZ;; 526 >
Y Thr Cys
S S > < Ser
100 X X 50 0,195 n.d n.d n.d. cC>G 531 >
Y X Trp
R R > 0.4 Ser
110 Y Y 50 ! n.d n.d n.d. cC>T 531 >
X
Y Leu
R R >
158 y y 50 >Y5O n.d n.d n.d. n.d.
Y
R R > Tyr Hys Ser
> >
169 Y y 50 YSO c>T 15 Asrtgo > A 337 > o> 81 > ¢c>T 531 >
Y P Asn Tyr Leu
INH: Isoniazida; RMP: Rifampicina; Nucl.: nucleotideo; aa: aminodcido; n.d. ndo detectado; X: sensivel; Y:

resistente

Iv/v¢e
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[0110] Os valores da CIM dos compostos de Cu(II) em
DMSO e incorporados na MEB frente ao painel de isolados
clinicos sensiveis, e resistentes a i1soniazida (INH) e
rifampicina (RMP) estdoc apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Concentracgdo Inibitdéria Minima (CIM) para
amicacina (AM), capreomicina (CP), gatifloxacina (GTX),
isoniazida (INH), canamicina (CM), moxifloxacina (MFX),

ofloxacina (OFX) e rifampicina(RMP) e dos compostos Il, I2 e
I3 em DMSO e incorporados na MEB, e a MEB, utilizando como
metodologia o REMA (Resazurin Microtiter Plate Assay)
frente aos isolados clinicos de MTB sensiveis e resistentes

a INH e RMP.

Composto 46 100 110 158 169

(ng/mL) (ng/mL) (pg/mL) (ng/mL) (pg/mL)

11 > 12,5 > 12,5 > 12,5 > 12,5 > 12,5

12 > 12,5 > 12,5 > 12,5 > 12,5 > 12,5

I3 > 12,5 > 12,5 > 12,5 > 12,5 > 12,5

MEB > 12,5 > 12,5 > 12,5 > 12,5 > 12,5
MEB-I1 > 12,5 12,2 > 12,5 > 12,5 12,3

MEB~-I2 > 12,5 5,9 > 12,5 > 12,5 > 12,5
MEB-I3 > 12,5 0,10 > 12,5 > 12,5 12,4
Amicacina 0,9 0,7 0,5 0,6 0,06
Capreomicina 2,2 5,8 3,0 1,7 1,4
Gatifloxacina 1,4 0,5 < 0,049 0,2 1,2
Isoniazida > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
Canamicina 4,3 7,8 2,8 2,8 1,5
Moxifloxacina 2,1 0,4 < 0,049 0,2 1,6
Ofloxacina 3,8 0,9 0,3 0,7 11,5

Rifampicina > 50 < 0,195 0,4 > 50 > 50
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[0111] Dentre os 80 isolados de M. tuberculosis que
compdem o painel, 5 foram selecionados e utilizados para
andlise. Assim, 1 isolado era sensivel a INH e RMP, e 4 TB-
MDR, segundo a técnica do BACTEC™ MGIT™ 960.

[0112] A avaliagdo de compostos frente a isolados
clinicos resistentes pode fornecer dados sobre a possivel
resisténcia cruzada dos novos compostos com os farmacos. Os
compostos com atividade inferior ou igual a 10 ug/mlL, sé&o
considerados potenciais agentes anti-TR.

[0113] Os resultados da atividade dos compostos de
Cu(IIl) em DMSO e incorporados na MEB, frente as
micobactérias do painel, foram:

[0114] Para Il1, 1I2, I3 e MEB nado apresentaram
atividade promissora sobre os isolados c¢linicos, pois,
apresentaram CIM acima de 10 npg/mL. Para todos os isolados
apresentaram CIM > 12,5 ug/mL.

[0115] Para MEB-I1 ndo apresentou atividade
promissora sobre 5 isolados (CIM > 10 ug/mL), entretanto,
para os isolados 100 e 159, gue sdo resistentes a INH e
RMP, apresentou MIC de 12,2 e 12,3 ug/mL, respectivamente.

[0116] Para MEB-I2 apresentou atividade promissora
sobre 1 isolado (CIM £ 10 pg/mL), 1 sensivel com CIM de 5,9
pg/mL. Para todos os demais isolados apresentou CIM > 12,5
pg/mL.

[0117] Para MEB-I3 apresentou atividade promissora
sobre 1 isolado (CIM £ 10 ug/mL), 1 sensivel com CIM de
0,10 pg/mL. Para os isolados 46, 110 e 158, resistentes a
INH e RMP apresentou CIM 12,5 ug/mL e para o 169 que também
é resistente as duas drogas, teve uma CIM = 12,4 pg/mL.

[0118] Deste modo, o0s compostos de Cu(II), guando
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incorporados no sistema MEB, demonstraram uma melhor
atividade frente aos isolados clinicos testados,
principalmente os complexos MEB-IZ2 e MEB-I3, quando
comparada a atividade dos mesmos em DMSO.

[0119] O composto MEB-I2 apresentou uma CIM de 5,9
pg/ml. para o 1isolado 100, atividade comparavel a da
capreomicina (5,8 ug/mL) e melhor que a da kanamicina (7,8
png/mL) farmacos injetaveis de segunda linha.

[0120] A incorporacdoc do composto I3 no sistema
lipidico nanoestruturado (MEB-I3), melhorou em 125 vezes a
sua atividade frente ao isolado 100 analisado gquando
comparado com a sua CIM em DMSO. Quando se compara a CIM do
MEB-I3 (0,10 mng/mL) com a dos farmacos padrdes também
analisados, pode-se observar que o complexo metdlico de
Cu(II) é mais ativo que todos, exceto para rifampicina.

[0121] Analisando os resultados frente ao isolado
100 dos compostos 1I1, I2 e 13, wverifica-se que ha
resisténcia cruzada com o farmaco INH. Entretanto, apds a
incorporacdo no sistema MEB, os compostos MEB-I2 e MEB-I3
ndo apresentaram essa resisténcia cruzada com a isoniazida,
podendo sugerir que o mecanismo de acdo/ ou alvos desses
compostos sdo diferentes do farmaco quando se faz uso da
nanotecnologia.

- Avaliacdo da atividade dos compostos incorporados em

microemulsdo lipidica, sistema B (MEB), frente ao MTB

persistente sem replicacdo, empregando MTB recombinante

HyyRv (pFCA-1uxAB) e ensaio de recuperacdao com baixa

oxigenacdo (LORA-Low Oxygen Recovery Assay) :

[0122] Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados

da CIM dos compostos de Cu(II) incorporados no sistema MER
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e dos farmacos padrdo INH e RMP frente ao MTB Hi3;Rv (pFCA-
luxAB) em estado de laténcia.

Tabela 9 - CIM dos compostos de Cu(Il) incorporados no
sistema MEB, e dos farmacos padrdo INH e RMP frente ao MTB
Hs7Rv (pFCA-1uxAB) em estagio de persistente sem replicacdo

fase II (PSR II).

Composto LORA (pg/mL)
MEB-I1 5,750
MEB-I2 20,01
MEB-I3 22,60
INH 15,74
RMP 3,120
SM 0,528
PA-824 0,388
[0123] H4 ampla evidéncia circunstancial a partir

da observagdo da histdéria natural da TB em humanos e
animais experimentails que MTB ¢é capaz de se adaptar a
periodos prolongados de dorméncia nos tecidos, e que estes
bacilos latentes sdo responsaveis pela laténcia da doenca
em si. Além disso, os bacilos dormentes sdo resistentes a
morte por agentes antimicobacterianos, o que dificulta o
controle e a erradicacdo da TB.

[0124] MTB que requer abunddncia de 0, ©para
multiplicacdo ativa se torna microrganismo persistente sem
replicacdo (PSR) quando submetido a uma deplecdo gradual e
controlada das condicgbes de 0O,. A mudanca de crescimento
ativo aerdbio (CAA) para PSR, durante a deplecdo controlada
de O, ocorre em 2 fases discretas, gue inicia com
microaerofilia fase I (PSR I) e finaliza com a fase

anaerdbia II (PSR II).
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[0125] 0O entendimento do estado fisioldgico no MTB
em estado de laténcia ¢é importante porque possibilita
sugerir estratégias para desenvolvimento de novos
guimioterdpicos em erradicar tails infeccdes j& que ha uma
caréncia de farmacos ativos contra bactérias latentes na
terapéutica atual. Alguns compostos novos atualmente na
fase clinica, Ccomo por exemplo, TMC-207 e PA-824
apresentaram atividade in vitro, sobre infeccdo latente.

[0126] Desta forma, os compostos de Cu(IIl)
incorporados no sistema MEB, como observado na Tabela 8,
apresentaram atividade in vitro em bactérias PSR II pelo
modelo do LORA, mais especificamente, o composto MEB-I1 que
apresentou uma atividade melhor gque um dos farmacos
utilizados atualmente na terapia, a INH, podendo ser um
possivel candidato a farmaco no tratamento da TB da
infeccdo latente.

- Avaliacdo da toxicidade aguda dos compostos de

Cu(II) em DMSO frente a Artemia salina L. (Artemiidae):

[0127] Os dados de concentracdo letal mediana

{CLsg) dos compostos de Cu(II) solubilizados em DMSO frente

a Artemia salina L. (Artemiidae) estdo apresentados na
Tabela 10.
Tabela 10 - Concentracdo letal mediana (CLsy) dos compostos

de Cu(II) em DMSO frente & Artemia salina L. (Artemiidae).

Composto CLs, (pg/mL)
11 17,1
I2 7,80
I3 244,1
Solvente DMSO 2% > 1500

[0128] Artemia salina L. (Artemiidae), o camardo de
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dgua salgada, €& um componente invertebrado da fauna dos
ecossistemas aquaticos e marinhos salinos. Ela desempenha
um papel importante no fluxo de energia da cadela alimentar
e pode ser utilizado em Dbiocensaio de laboratdrio para
determinar a toxicidade através da concentracdo letal
mediana (CLsg) .

[0129] Analisando a Tabela 10 observa-se dque o
composto I3 fol o menos téxico frente a Artemia salina L.,
gue estd de acordo com os resultados obtidos para células
epiteliais Vero.

-~ Ensaios in vivo:

- Coleta do plasma para a avaliagdo da

biodisponibilidade oral, através do screening

farmacocinético em camundongos BALB/cC:

[0130] Os animais com idade entre 4-8 semanas foram
divididos em grupos de 4 animais cada e receberam uma dose
oral por gavagem de cada composto incorporado ou ndo na
MEB, 300 mg/Kg.

[0131] Os compostos I1, 12 e I3 quando néo
incorporados na MEB foram administrados solubilizados em
6leo de girassol, pois o mesmo ndo apresenta toxicidade. Os
compostos foram administrados de acordo com a Tabela 11.

Tabela 11 - Grupos dos camundongos utilizados para a

avaliacgdo da biodisponibilidade.

Grupo Composto
1 I1
2 I2
3 I3
4 Oleo de girassol

5 MEB-I1
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6 MEB-1I2
7 MEB-I3
8 MEB
[0132] Observou-se gue 24 horas apods a

administragdo do composto I1 solubilizado em &leo de
girassol, todos os camundongos desse grupo morreram,
enquanto gue para 0s grupos gue receberam apenas o &leo de
girassol e o composto I1 incorporado na MER, ndo houve
perda de nenhum animal.

[0133] Os versados na arte valorizardo 0s
conhecimentos aqui apresentados e poderdo reproduzir a
invenc¢do nas modalidades apresentadas e em outras

variantes, abrangidas no escopo das reivindicacdes anexas.
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REIVINDICAGOES

1. Processo de obtencdo de nanoestruturas lipidicas

caracterizado por compreender as etapas de:

a) Sintese dos compostos de Cu(IIl),

b) Sintese dos sistemas lipidicos nanoestruturados,
e

c) Incorporagdo dos compostos de Cu(II) nos sistemas

lipidicos nanoestruturados;

em gue:

A\ 144

a etapa “a” compreende as subetapas de:

a.l) Dissolucdo do cloreto de cobre dihidratado em
metanol,

a.2) Gotejamento da solugdo metandlica compreendendo o
ligante isoniazida, sob agitacdo magnética e temperatura
ambiente, e

a.3) Filtracdo, lavagem e secagem dos compostos;

a etapa “b” compreende as subetapas de:

b.1l) Mistura da fase olecosa (FO) e do sistema
tensoativo (T),

b.2) Titulac&o com a fase aqguosa (FA),

b.3) Sonicacgdo da solucdo com banho de gelo seguida de

centrifugacdo; e

Ww 44

a etapa “c¢” compreende as subetapas de:

c.l) Adicdo do composto de Cu(II) na ME lipidica para
obter uma concentracdo de 10 mg/mL; e

c.2) Homogeneizacgdo da mistura, com banho de gelo.

2. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado por, na subetapa “a.l”, a concentracado de

cloreto de cobre dihidratado (CuCl, Z2H;0) ser 0,05 g (0,293

mmols), em gue a concentracdo de metanol wvaria de 10 a 20
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mlL, preferencialmente 15 mL.
3. Processo, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado por, na subetapa “a.2”, a solucdo metandlica

compreendendo 0 ligante isoniazida (INH) ser em
concentracdo de 0,0804 g (0,586 mmols), para a sintese do
composto [CuCl,(INH),] H,O (Il), e de 0,161 g (1,17 mmols),
para a sintese dos complexos [Cu(NCS),(INH),]*5H,0 (I2) e
[Cu(NCO), (INH),]*4H,0 (I3).

4, Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 3,

caracterizado por, ainda na subetapa “a.2”, a agitacéo

magnética variar de 200 a 600 rpm, com duracdc de tempo de
3 horas, em temperatura ambiente.
5. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, 3 ou

4, caracterizado por, ainda na subetapa “a.2”, para os

complexos (I2) e (I3), ser gotejada uma concentracdo gue
varia de 2 a 10 mL, preferencialmente 5,0 mL, de uma
solucdo aquosa compreendendo 0,0475 g (00,0586 mmols), de
tiocianato de sédio e 0,0476 g (0,0587 mmols), de cianeto
de sbébdio, respectivamente.

6. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado por, na subetapa “a.3”, os compostos obtidos

na subetapa anterior serem isoladas por filtracdo, lavados
com metanol e secos sob vacuo.
7. Processo, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizado por, na subetapa “b.l1”, a fase oleosa (FO)

ser selecionada do grupo que consiste em colesterol, acido

micdlico ou a mistura dos dois, preferencialmente
colesterol.
8. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 7,

caracterizado por, na subetapa “b.l”, o sistema tensoativo
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(T) selecionado do grupo que consiste em polioxietileno 20
cetil éter, fosfatidilcolina de soja, 6leo de ricino
polioxil-40-hidrogenado, oleato de sbé6dio, polieoxietileno
20 oleil éter, ou mistura desses, preferencialmente a
mistura de oleato de sédio, fosfatidilcolina de soja e d6leo
de ricino polioxil-40-hidrogenado na proporg¢do de 2:1:2,7;
e mistura de polioxietileno 20 oleil éter e
fosfatidilcolina de soja na proporcdo de 2:1.

9. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, 7 ou

8, caracterizado por, na subetapa “b.2”, a fase agquosa ser

selecionada do grupo gue consiste em tampdo fosfato pH 7,4,
dispersdo polimérica de poloxamer 407 a 5%, ou a mistura
dos dois em uma razédo de 9:1, preferencialmente solucdo em
tampdo fosfato pH 7,4.

10. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado por, na subetapa “b.3”, a sonicacdo da

mistura ser realizada por sonicador de haste com poténcia
de 700 watts, amplitude de 15%, modo descontinuo, por 8 a
10 minutos com intervalo de 30 segundos a cada dois
minutos, com banho de gelo durante todo o processo.

11. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 10,

caracterizado por as microemulsbes serem centrifugadas a

forca centrifuga de 11.180 (x g) por tempo que varia de 15
a 25 min, preferencialmente 15 minutos.
12. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, 7, 8, 9,

10 ou 11, caracterizado por, preferencialmente, o sistema

lipidico ser constituido de colesterol como fase oleosa,
mistura de oleato de sdédio, fosfatidilcolina de soja e 6leo
de ricino polioxil-40-hidrogenado na proporcgdo de 2:1:2,7

como tensoativo e tampdo-fosfato 50 mmol L' pH 7,4 como
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fase aquosa (sistema MEB); e colesterol como fase oleosa,
mistura de polioxietileno 20-oleil éter e fosfatidilcolina
de soja na proporcdo de 2:1 como tensoativo e solucgédo
compreendendo tampdo-fosfato 50 mmol L™ pH 7,4 e disperséao
polimérica de poloxamer 407 5% na proporgdo de 9:1 como
fase aquosa (sistema MEC) .

13. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado por, na subetapa “c.2”, a homogeneizacdo ser

através de sonicacdo durante 2 minutos, amplitude de 15%,
em modo descontinuo, com banho de gelo.
14. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 13,

caracterizado por a incorporacéo do material na

microemulsdo lipidica ser na concentracdo de 10 mg/mL, em
gue o tamanho das nanoestruturas lipidicas compreendendo
cobre-isoniazida varia de 10 a 250 nm, preferencialmente
190 nm, o indice de polidispersidade varia de 0,1 a 0,3, e
o potencial zeta varia de -0,006% a -8,430 mV.

15. Nanoestruturas lipidicas obtidas conforme o)
processo definido em qualguer uma das reivindicacges 1 a

14, caracterizadas por compreender compostos cobre-

isoniazidas selecionadas dentre [CuCl, (INH),] ‘H,0 (I1),
[Cu(NCS), (INH),] ‘5H0 (I2) e [Cu (NCO),(INH),] -4H,0 (I13),
incorporadas nos sistemas MEB e MEC.

16. Nanoestruturas lipidicas, de acordo com a

reivindicacdo 15, <caracterizadas pelo fato da MEB-I1

compreender 0,02 g de [CuCl, (INH),] *H,O na mistura
constituida:

- 10% de colesterol como fase oleosa;

- 10% da mistura de oleato de sdédio (0S),

fosfatidilcolina de soja e 6leo de ricino polioxil-40-
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hidrogenado na proporcdo de 2:1:2,7 como tensoativo; e
- 80% de solucdo tampdo-fosfato 50 mmol L™* pH

7,4 como fase aguosa.

17. Nanoestruturas lipidicas, de acordo com a

reivindicagdo 15, caracterizadas pelo fato da MEB-I2

compreender 0,02 g de [Cu(NCS),(INH).]  -5H,O0 na mistura
constituida:

- 10% de colesterol como fase oleosa;

- 10% da mistura de oleato de sdédio (08),
fosfatidilcolina de soja e 6leo de ricino polioxil-40-
hidrogenado na proporcdo de 2:1:2,7 como tensoativo; e

- 80% de solucdo tampdo-fosfato 50 mmol L' pH
7,4 como fase aquosa.

18. Nanoestruturas lipidicas, de acordo com a

reivindicacdo 15, caracterizadas pelo fato da MEB-I3

compreender 0,02 g de [Cu(NCO);(INH).] 4H,O0 na mistura
constituida:

- 10% de colesterol como fase oleosa;

- 10% da mistura de oleato de sdédio (0S),
fosfatidilcolina de soja e 6leo de ricino polioxil-40-
hidrogenado na proporcdo de 2:1:2,7 como tensoativo; e

- 80% de solucdo tampao-fosfato 50 mmol L™° pH
7,4 como fase aquosa.

19. Nanoestruturas lipidicas, de acordo com a

reivindicacdo 15, <caracterizadas pelo fato da MEC-I1

compreender 0,02 g de [CuCl, (INH),] *H,O na mistura
constituida:

- 10

o°

de colesterol como fase oleosa;
- 10% da mistura de polioxietileno 20-oleil éter

e fosfatidilcolina de soja na proporcdo de 2:1 como
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tensoativo; e

- 80% de solucdo compreendendo tampdo-fosfato 50
mmol L' pH 7,4 e dispersdo polimérica de poloxamer
407 5% na proporcdo de 9:1 como fase aqgquosa.
20. Nanoestruturas lipidicas, de acordo com a

reivindicacgdo 15, <caracterizadas pelo fato da MEC-I2

compreender 0,02 g de [Cu(NCS),(INH),] -5H,0 na mistura
constituida:
- 10% de colesterol como fase oleosa;
- 10% da mistura de polioxietileno 20-oleil éter
e fosfatidilcolina de soja na proporcdo de 2:1 como
tensoativo; e
- 80% de solucdo compreendendo tampdo-fosfato 50
mmol L' pH 7,4 e dispersdo polimérica de poloxamer
407 5% na proporcdo de 9:1 como fase aquosa.

21. Nanoestruturas lipidicas, de acordo com a

reivindicagcdo 15, caracterizadas pelo fato da MEC-I3

compreender 0,02 g de [Cu(NCO),(INH).]  -4H,0 na mistura
constituida:
- 10% de colesterol como fase oleosa;
- 10% da mistura de polioxietileno 20-oleil éter
e fosfatidilcolina de soja na proporcdo de 2:1 como
tensoativo; e
- 80% de solucdo compreendendo tampdo-fosfato 50
mmol L' pH 7,4 e dispersdo polimérica de poloxamer
407 5% na proporcdo de 9:1 como fase agquosa.
22 . Nanoestruturas lipidicas, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 15 a 21, caracterizadas por o

tamanho das particulas variar de 10 a 250 nm e o indice de

polidispersdo variar de 0,1 a 0, 3.
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23. Uso das nanoestruturas lipidicas, conforme
definidas em qualgquer wuma das reivindicacdes 15 a 22,

caracterizado por ser no preparo de um medicamento para

combate a micobactérias.
24. Uso das nanoestruturas lipidicas, de acordo com a

reivindicacdo 23, caracterizado por ser no preparo de um

medicamento para o tratamento da tuberculose,

preferencialmente a tuberculose ativa e latente.
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RESUMO

PROCESSO DE OBTENCAO DE NANOESTRUTURAS LIPIDICAS,

NANOESTRUTURAS LIPIDICAS OBTIDAS E USO DAS MESMAS

A presente invencdo faz referéncia a um processo de
obtencéo de nanoestruturas lipidicas compreendendo
compostos cobre-isoniazida.

Adicionalmente, a presente invencdo se refere as
nanoestruturas lipidicas compreendendo compostos cobre-
isoniazida obtidas conforme o processo aqui descrito, bem
como Seu uso no preparo de medicamentos para combate a
micobactérias em geral.

Em uma modalidade preferida, a invencdo proposta se
refere ao uso das nanocestruturas lipidicas compreendendo
compostos cobre-isoniazida obtidas conforme o processo aqui
descrito, preferencialmente a MEB-I3 e MEB-I1, para o
preparo de medicamentos para tratamento de tuberculose

ativa e latente, respectivamente.
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