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de 1 1,12-pirazolminociclina (HPMCCI) - um
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contendo HPMCCI pode ser utilizada
isoladamente ou em associacao com outros
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portadores de dor neuropatica. O composto
HPMCCI ndo apresenta efeito antimicrobiano, o
que, em comparacao a minociclina, pode reduzir
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COMPOSICOES FARMACEUTICAS CONTENDO 11,12-
PIRAZOLMINOCICLINA E USO PARA ALIVIO DE DOR DE ORIGEM
NEUROPATICA

A presente invengao descreve composi¢cdes farmacéuticas contendo o
composto cloridrato de 11,12-pirazolminociclina (HPMCCI) - um derivado da
minociclina (HMCCI) - e excipientes farmaceuticamente aceitaveis, e seu uso
para alivio de dor neuropatica. A composi¢do contendo HPMCCI pode ser
utilizada isoladamente ou em associacdo com outros farmacos para o
tratamento de pacientes portadores de dor neuropatica. O composto HPMCCI
nao apresenta efeito antimicrobiano, o que, em comparagdo a minociclina,
pode reduzir as reagdes adversas, possibilitando maior adesédo dos pacientes

ao tratamento.

As tetraciclinas foram descobertas ao final da década de 1940 e
constituem uma familia de farmacos naturais derivados dos metabdlitos de
diferentes espécies de Streptomyces sp. (clortetraciclina, oxitetraciclina), bem
como de farmacos semissintéticos (metaciclina, doxiciclina, HMCCI,
limeciclina, rolitetraciclina e tigeciclina). A clortetraciclina e a oxitetraciclina séo
farmacos obtidos de Streptomyces aureofaciens e de Streptomyces rimosus,
respectivamente. Outras tetraciclinas foram descobertas posteriormente, entre
as quais a tetraciclina de Streptomyces aureofaciens, Streptomyces rimosus e
Streptomyces viridofaciens e a desmetilclortetraciclina de Streptomyces.
aureofaciens. O membro dessa classe farmacolégica descoberto mais
recentemente foi a tigeciclina, uma tetraciclina de terceira geragéo derivada do
HMCCI que foi aprovada nos Estados Unidos da América (EUA) para
tratamento de pacientes com infecgbes cutaneas e intra-abdominais graves
(CHOPRA, |.; ROBERTS, M. Tetracycline antibiotics: mode of action,
applications, molecular biology, and epidemiology of bacterial resistance.
Microbiol Mol Biol Rev, v. 65, n. 2, p. 232-60, 2001).

As tetraciclinas inibem a sintese proteica bacteriana ao impedir o
acoplamento do aminoacil-RNA transportador ao sitio receptor ribossomico.
Sao farmacos que induzem efeito predominantemente bacteriostatico,

apresentando atividade contra varias bactérias Gram-positivas e Gram-
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negativas e também contra clamidias, micoplasmas, riquétsias e protozoarios.
Além disso, alguns derivados de tetraciclina séo potentes agentes antifingicos.
A doxiciclina foi incluida na lista modelo de medicamentos essenciais proposta
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2010) ndo somente na classe dos
antibacterianos, mas também na classe dos medicamentos usados na
profilaxia da malaria e no tratamento de pacientes portadores dessa doencga
parasitaria. A doxiciclina e o HMCCI, tetraciclinas de segunda geracéo, séo as
mais bem absorvidas (90-100%) apés administracdo oral (LIU, Y. et al. A
chemically modified tetracycline (CMT-3) is a new antifungal agent. Antimicrob
Agents Chemother, v. 46, n. 5, p. 1447-1454, 2002. PEREZ-TRALLERO, E,;
IGLESIAS, L. Tetracyclines, sulfonamides and metronidazole. Enferm Infecc
Microbiol Clin, v. 21, n. 9, p. 520-8, 2003. Organizagdo Mundial da Salde.
(OMS), 2010. Listas de Medicamentos Essenciais
<http://www.who.int/medicines/publications/essentialmedicines/en/index.html>
Acesso em 27/10/2011).

O HMCCI, aprovado para uso desde a década de 1970, é a tetraciclina
cujas atividades nao antimicrobianas sdo mais amplamente estudadas. Entre
essas atividades podem ser citadas as anti-inflamatérias, neuroprotetoras e
antinociceptivas. Estudos publicados na ultima década tém relatado efeitos em
modelos de dor nociceptiva, inflamatéria e neuropéatica (RAGHAVENDRA, V. et
al. Inhibition of microglial activation attenuates the development but not existing
hypersensitivity in a rat model of neuropathy. J Pharmacol Exp Ther, v. 306, n.
2, p. 624-30, 2003. LEDEBOER, A. et al. Minocycline attenuates mechanical
allodynia and proinflammatory cytokine expression in rat models of pain
facilitation. Pain, v. 115, n. 1-2, p. 71-83, 2005. BASTOS, L. F. S. et al. A novel
non-antibacterial, non-chelating hydroxypyrazoline derivative of minocycline
inhibits nociception and oedema in mice. Br J Pharmacol, v. 155, n. 5, p. 714-
21, 2008).

Os efeitos em modelos experimentais de dor tém sido associados com
inibigdo da ativagdo de células microgliais, sendo que o0 mecanismo de
ativagdo glial é considerado um alvo potencial para o desenvolvimento de

farmacos para o tratamento de pacientes com doengas neurodegenerativas e
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condigdes dolorosas crénicas (WATKINS, L. R.; MAIER, S. F. Glia: a novel
drug discovery target for clinical pain. Nat Rev Drug Discov, v. 2, n. 12, p. 973-
85, 2003. MILLIGAN, E. D.; WATKINS, L. R. Pathological and protective roles
of glia in chronic pain. Nat Rev Neurosci, v. 10, n. 1, p. 23-36, 2009).

De fato, estudos clinicos tém sido conduzidos para testar a utilidade do
HMCCI no tratamento de pacientes com esclerose multipla, esclerose lateral
amiotréfica, acidente vascular encefélico, lesdo cerebral traumatica, Huntington
e Parkinson (www.clinicaltrials.com. Acesso em 10/11/2011).

Entretanto, uma limitacdo a sua possivel utilidade no tratamento de
pacientes com condicdes dolorosas cronicas consiste no seu efeito
antimicrobiano. Devido a esse efeito, 0 seu uso prolongado pode gerar
candidiase e distarbios gastrintestinais, o que pode reduzir a adeséo dos
pacientes ao tratamento (GOULDEN, V. et al. Safety of long-term high-dose
minocycline in the treatment of acne. Br J Dermatol, v. 134, n. 4, p. 693-5,
1996).

Além dessas possiveis reagdes adversas, existem aquelas resultantes
da quelagdo de calcio. O HMCCI é contraindicado a gestantes, lactantes e
criangas com idade inferior a oito anos por causa da possibilidade de formagéo
de complexo com calcio, com consequente deposi¢do do composto em 0ssos.
Outra possivel consequéncia da quelagéo de calcio é a ocorréncia de manchas
nos dentes (SANCHEZ, A. R. et al. Tetracycline and other tetracycline-
derivative staining of the teeth and oral cavity. Int J Dermatol, v. 43, n. 10, p.
709-15,2004).

Por essas razdes, as chamadas tetraciclinas quimicamente modificadas
tém sido desenvolvidas. Estudos clinicos tém sido conduzidos para testar a
utilidade da inciclinida - uma tetraciclina quimicamente modificada -, no
tratamento de pacientes com certos tipos de cancer (www.clinicaltrials.com.
Acesso em 13/11/2011). Derivados nao antibacterianos do HMCCI| também
tém sido investigados (LERTVORACHON, J. et al. 1,12-substituted
tetracyclines as antioxidant agents. Bioorg Med Chem, v. 13, n. 15, p. 4627-37,
2005).
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Apesar de existirem varias classes de farmacos Uteis no tratamento de
pacientes com condigdes dolorosas, existe uma grande demanda pela busca
de farmacos com eficacia ou seguranga superiores as dos atualmente
disponiveis para uso clinico. Nesse sentido, existe grande interesse pela busca
de drogas com atividade analgésica que interfiram na transmissao
canabinoidérgica e blogueadores de canais para soédio resistentes a
tetrodotoxina (LA RANA, G. et al. AM404, an anandamide transport inhibitor,
reduces plasma extravasation in a model of neuropathic pain in rat; role for
cannabinoid receptors. Neuropharmacology, v. 54, n. 3, p. 521-9, 2008.
SCANIO, M. J. et al. Discovery and biological evaluation of potent, selective,
orally bioavailable, pyrazine-based blockers of the Na(v)1.8 sodium channel
with efficacy in a model of neuropathic pain. Bioorg Med Chem, v. 18, n. 22, p.
7816-25, 2010).

Além da busca por novos farmacos, tém sido demonstrados novos usos
para farmacos ja disponiveis para uso clinico, tais como os agonistas de o2-
adrenoceptores, os antagonistas de B-adrenoceptores, os anticonvulsivantes e
os antidepressivos, que sao atualmente alternativas terapéuticas menos
convencionais.

Farmacos como o acido acetilsalicilico, ibuprofeno e paracetamol estédo
presentes na lista de medicamentos essenciais proposta pela OMS na classe
de medicamentos anti-inflamatérios néo esteroides, e morfina e codeina foram
incluidos na classe de analgésicos opioides (OMS, 2010). Entretanto, esses
farmacos tém utilidade muito limitada no tratamento de pacientes com
condig¢des dolorosas associadas com neuropatias, condigdes que representam
um grave problema de satde publica mundiaimente, e tém uma prevaléncia
entre 7 e 8% em paises desenvolvidos, onde estudos epidemiolégicos ja foram
conduzidos. Ao invés desses farmacos tradicionais, gabapentina e
pregabalina, farmacos anticonvulsivantes, foram aprovados em alguns paises
para o tratamento de pacientes com dor neuropatica (TORRANCE, N. et al.
The epidemiology of chronic pain of predominantly neuropathic origin. Results
from a general population survey. J Pain, v. 7, n. 4, p. 281-9, 2006.
BOUHASSIRA, D. et al. Prevalence of chronic pain with neuropathic
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characteristics in the general population. Pain, v. 136, n. 3, p. 380-7, 2008.
DRAY, A. Neuropathic pain: emerging treatments. Br J Anaesth, v. 101, n. 1, p.
48-58, 2008. Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 2010. Listas de
Medicamentos Essenciais <http://www.who.int/medicines/publications/ |
essentialmedicines/en/index.html> Acesso em 27/10/2011).

Tetraciclinas quimicamente modificadas despertam grande interesse por
apresentarem segurang¢a potencialmente superior aquela de tetraciclinas
convencionais. Esses farmacos n&o causariam candidiase nem disturbios
gastrintestinais, reagbes adversas associadas com o uso prolongado (duragéo
média de 10,5 meses) do antibiético HMCCI. Além disso, como substituigées
na periferia inferior do HMCCI (Figura 1) prejudicam a capacidade de quelagao
de calcio(ll), outra vantagem potencial das tetraciclinas modificadas em
relagdo ao HMCCI seria a possibilidade reduzida de deposi¢cdo em 0ssos e
indugdo de descoloragéo de dentes (prevaléncia de 3 a 6%), reagdes adversas
atribuidas a formagéo de complexo entre HMCCI e ortofosfato de calcio nesses
tecidos (GOULDEN, V. et al. Safety of long-term high-dose minocycline in the
treatment of acne. Br J Dermatol, v. 134, n. 4, p. 693-5, 1996. SANCHEZ, A. R.
et al. Tetracycline and other tetracycline-derivative staining of the teeth and oral
cavity. Int J Dermatol, v. 43, n. 10, p. 709-15, 2004).

O pedido de patente W09626926 descreve a sintese de derivados
11,12-pirazoltetraciclinas e seu uso como antibioticos, porém n&o ha relatos do
uso desses derivados para o tratamento de dor.

Lertvorachon e colaboradores descreveram a sintese de derivados
hidroxipirazol da tetracicina e HMCClI e suas atividades antioxidantes
(LERTVORACHON, J. et al. 1,12-substituted tetracyclines as antioxidant
agents. Bioorg Med Chem, v. 13, n. 15, p. 4627-37, 2005).

Porém, nao ha relatos no estado da técnica do efeito antinociceptivo
induzido pelo HPMCCI em modelos de dor neuropatica. O uso de HPMCCI no
tratamento de dor neuropatica estd associado a diversas vantagens, uma vez
que os poucos medicamentos disponiveis para o tratamento de pacientes com

doengas dessa natureza nao s&o muito efetivos, associado ao fato de que o
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HPMCCI é potencialmente mais seguro que o HMCCI, uma vez que é

desprovida de atividade antimicrobiana.
DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1: Estrutura quimica do cloridrato de 11,12-pirazolminociclina
(HPMCCI).

Figura 2: Espectro de massas por ESI no modo negativo do cloridrato de
11,12-pirazolminociclina (HPMCCI).

Figura 3: Espectros eletrénicos do cloridrato de minociclina (HMCCI) em
tampao TRIS 7,2 apds adigdes sucessivas de CaCl, em tampéao TRIS 7,2.

Figura 4: Espectros eletrénicos do HPMCCI em tamp&o TRIS 7,2 apés adigdes

sucessivas de CaCl,.

Figura 5: Efeito antinociceptivo induzido pelo HPMCCI, nas doses de 50 e 100
mg/Kg, no modelo de alodinia mecanica desenvolvida 10 dias apoés a
constrigdo do nervo ciatico em ratos. Os valores basais de limiar para retirada
de pata foram determinados antes da cirurgia ou tratamento. No décimo dia
apés a cirurgia, os limiares foram determinados novamente, antes dos
tratamentos.

Figura 6 - Efeito induzido pelo cloridrato de 11,12-pirazolinominociclina (250
mg/kg, per 0s) sobre a alodinia avaliada 10 dias apds a constricdo de nervo
ciatico de ratos. * indica diferenga estatisticamente significativa em relagéo ao
grupo controle (p < 0,05). n=9 |

DESCRICAO DETALHADA

A presente invengdo compreende composi¢des farmacéuticas contendo
o composto cloridrato de 11,12-pirazolminociclina (HPMCCI) - um derivado da
minociclina (HMCCI) - e excipientes farmaceuticamente aceitaveis, e seu uso

para o alivio de dor neuropatica.

Essas composi¢cdes podem ser apresentadas nas formas: sélida, como
comprimidos, drageas, capsulas e supositério; liquida, como solugdes,
suspensdes e xaropes; bem como aerossois, pastas, cremes, unguentos e
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logbes para aplicacdo local ou como dispositivos transdérmicos. Sua
administracdo pode ser realizada pelas vias oral, retal, intravenosa, intratecal,

epidural ou tépica.

O HPMCCI pode ser utilizado isoladamente ou em associagdo com
outros farmacos usualmente empregados no tratamento de pacientes
portadores de dor neuropatica, como os opioides (morfina, codeina, oxicodona,
hidrocodona, tramadol), anti-inflamatérios nao esteroidais (diclofenaco de sédio
ou de potassio, acido acetilsalicilico, paracetamol, ibuprofeno, cetroprofeno,
naproxeno, flurbiprofeno), anticonvulsivantes usados no alivio de dor
(carbamazepina, oxcarbazepina, gabapentina, pregabalina), antidepressivos
usados no alivio de dor (amitriptilina, nortriptilina, fluoxetina, duloxetina) e
medicamentos usados no tratamento de pacientes com artrite reumatoide
(etanercepte, infliximabe, adalimumabe, certolizumabe, golimumabe, anakinra,
rituximabe , abatacepte, tocilizumabe) e medicamentos usados na profilaxia de

enxaqueca (propranolol, atenolol, metoprolol).

A presente invengdo apresenta, como vantagem, a auséncia de
atividade antibacteriana e antifingica, possivelmente diminuindo os efeitos
colaterais em comparagéo com HMCCI.

A presente invengdo pode ser mais bem entendida por meio dos
seguintes exemplos, ndo limitantes, da tecnologia:

Exemplo 1: Preparagéo de HPMCCI

A obtencdo de HPMCCI (Figura 1) foi realizada em duas etapas. Na
primeira etapa foram adicionados 10 mmol de HMCCI e 15 mmol de hidrazina
em 27 mL de uma solugdo metanol-isopropanol (1:9). A solugdo foi mantida
sob agitagdo e refluxo por 3 h. O produto obtido foi filtrado e seco sob presséo
reduzida. Na segunda etapa, o sélido obtido foi recristalizado em 50 mL de
benzeno para remover o isopropanol e favorecer a formagao do anel
pirazolinico, caso o produto nao tivesse sido completamente formado.
Opcionalmente, pode-se utilizar o diclorometano em substituicdo ao benzeno.

A solugéo foi mantida sob agitagdo e aquecimento por 3 h, com reposigéo de
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benzeno quando necessario. O sélido obtido foi filtrado e seco sob presséo
reduzida. O rendimento do produto apés a segunda etapa variou entre 65 e
73%.

Com o objetivo de confirmar a formag¢éo do produto desejado foram
realizados espectros de massas por ionizagdo por eletrospray (ESI) dos
compostos. Na Tabela 1 estdo apresentados os principais picos de m/z obtidos
para o HMCCI e do seu derivado 11,12-pirazolinico, nos modos positivo e
negativo. O espectro de massas por ESI no modo negativo de HPMCCI esta
apresentado na Figura 2.

Tabela 1: Atribuicdo do principal pico de m/z obtidos para cloridrato de

minociclina (HMCCI) e cloridrato de 11,12-pirazolminociclina (HPMCCI) por
ESI, nos modos positivo e negativo (M = molécula).

HMCCI
ESI(+)-MS ESI(-)~-MS
Abundancia Abundancia
fon m/z . fon m/z _
relativa (%) relativa (%)
m-Ccip* 458,41 100,00 [M—CI-2HT 456,39 100,00
HPMCCI
ESI(+)-MS ESI(-)-MS
. Abundéancia Abundancia
fon m/z _ fon m/z _
relativa (%) relativa (%)
m-ci’ 454,39 100,00 [M-CI-2H]" 452,55 100,00

Exemplo 2: Avaliacdo da interacdo dos compostos HMCCI e HPMCCI com
calcio(ll)

A capacidade dos compostos HMCCI e HPMCCI de interagirem com
calcio(ll) foi avaliada por meio da titulagao espectrofotométrica envolvendo 3
mL de uma solugéo aquosa do composto em pH 7,2 (mantido pela solugdo
tampao TRIS) com microadigbes de aliquotas de solugcdo de cloreto de
calcio(ll). O sistema foi mantido a temperatura de 25 °C. Nas figuras 3 e 4

estao representados os espectros eletrénicos obtidos durante o experimento.
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Quando sd@o comparados os espectros de HMCCI com os de HPMCCI
pode-se observar que o deslocamento das bandas de absorgéo dos compostos
para maiores energias, pode ser atribuido a formagdo do anel 11,12-
pirazolinico, que ao ser formado leva a perda da transigdo T—r atribuida a
carbonila conjugada ao anel aromatico D. Para HMCCI foi possivel observar
que ocorreu a interagao com os ions calcio(ll), o que ja foi descrito na literatura
(LERTVORACHON, J. et al. 1,12-substituted tetracyclines as antioxidant
agents. Bioorg Med Chem, v. 13, n. 15, p. 4627-37, 2005).

Exemplo 3: Avaliagdo da atividade antibacteriana

Os primeiros testes de atividade antibacteriana foram realizados
quantitativamente pelo método de macrodiluicdo em série. Os testes de
atividade antibacteriana foram realizados seguindo os padrées do NCCLS
(2002, 2003). Cepas de Staphylococus aureus (ATCC® 6538) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC® 27853) foram inoculadas em caldo Mueller Hinton, sendo
ambas incubadas a 37 °C por 18 a 24 h (PERNAK, J. et al. Synthesis and
antimicrobial activities of new pyridinium and benzimidazolium chlorides. Eur J
Med Chem, v. 36, n. 4, p. 313-20, 2001).

A referéncia para a turbidez do inéculo foi medida pela andlise do seu
espectro de absorgdo na regiao do visivel, nos comprimentos de onda 530 nm
e 625 nm, devendo fornecer um valor de absorbancia entre 0,08 e 0,1, de
forma que a concentragéo do indculo é de 10° unidades formadoras de col6nia
(UFC). Foram retirados 100 pL do inéculo e transferidos para outro tubo
contendo 9,9 mL de caldo Mueller Hinton, de modo que a concentragdo de
indculo neste tubo foi de 10° UFC. Foram acrescentados 200 plL deste inéculo
aos tubos de diluicao contendo 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25,
0,125, 0,062 e 0,031 uyg/mL das substancias testadas, de modo que a
concentragéo de inéculo em cada tubo foi de 10° UFC.

HMCCI foi utilizado como controle positivo nos testes feitos com o
objetivo de avaliar a atividade do seu derivado contra S. aureus e P.
aeruginosa. Apés 20 h de incubagéo em estufa a 37 °C, foram determinadas as
concentragdes inibitérias minimas (CIM) dos compostos.

Os valores para CIM dos compostos estéo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores de CIM encontrados para HMCCI contra S. aureus ATCC®
6538 e P. aeruginosa ATCC® 9027

CIM (pmol/l)
Composto ;
S. aureus P. aeruginosa
HMCCI 0,108 3,35
HPMCCI >1082 >1041

Os valores de CIM estao de acordo com a faixa de valores apresentados
por esse composto frente a cepas de controle de qualidade. O aumento dos
valores de CIM de HPMCCI, quando comparados com aqueles da tetraciclina
de partida, podem ser atribuidos a formagéo do anel pirazélico com a presenga
dos nitrogénios ligados aos carbonos C11 e C12, que levou a perda da
atividade antibacteriana (SAIKALI, Z.; SINGH, G. Doxycycline and other
tetracyclines in the treatment of bone metastasis. Anticancer Drugs, v. 14, n.
10, p. 773-8, 2003).

Uma segunda bateria de testes foi realizada, utilizando-se noventa
amostras clinicas: 30 de Staphylococcus aureus, 30 de Staphylococcus spp.
coagulase-negativa e 30 de Escherichia coli. As linhagens eram sensiveis a
uma ampla faixa de medicamentos antibacterianos, como demonstrado em
teste conduzido de acordo com o método proposto pelo Clinical Laboratories
Standards Institute (CLSI, 2011).

As concentragdes inibitérias minimas (CIM) de minociclina e HPMCCI
foram avaliadas por meio do método de diluicao em agar (CLSI, 2011).
Solucdes estoque das drogas foram adicionadas ao agar Muller-Hinton (BD
DifcoTM, EUA) levando a concentragdes finais de 0,125 a 64 ug/mL. Inéculos
bacterianos foram preparados por suspensao direta da colénia em salina para
obter uma densidade equivalente ao padréao 0,5 McFarland (aproximadamente
1 x 10® unidades formadoras de colénia/mL) e entdo inoculados em &gar
Muller-Hinton com as drogas, usando um replicador Steers (Steers, Foltz et al.,
1959). As linhagens de referéncia de Staphylococcus aureus (ATCC® 25923)
Staphylococcus epidermidis (ATCC® 12228) e Escherichia coli (ATCC® 25922)
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foram incluidos como controle. A CIM foi considerada a concentracdo mais

baixa suficiente para inibir crescimento bacteriano seguindo normas do instituto

CLSI (2011).

Nenhuma das linhagens bacterianas testadas foi sensivel a HPMCCI na

faixa de concentracdo usada. Como esperado, todas as linhagens foram

-sensiveis a minociclina (Tabela 3).

Tabela 3: Concentragbes inibitdrias minimas (ug/mL) da minociclina e de

HPMCCI contra diferentes linhagens bacterianas

Staphylococcus  aureus

(n=30)

Nuamero de linhagens resistentes™®

Concentracgdes (ug/mL)

0,125 0,256 025 1 2 4* 8 16 32 64

HMCCI
Compostos

2 1 0 0 0 O o0 o0 o0 O

HPMCCI

30 30 30 30 30 30 30 30 30 30

Staphylococcus spp.

coagulase negativo Numero de linhagens resistentes™
(n=30)
Concentragdes (pMg/mL) 0,125 0,25 025 1 2 4 8 16 32 64
HMCCI 0 O 0 O 0 O 0O 0 o0 o0
Compostos
HPMCCI 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30

Escherichia coli (n=30)

Numero de linhagens resistentes*

Concentragdes (ug/mL)

0,125 0,26 025 1 2 4 8 16 32 64

HMCCI
Compostos

9 4 0 0 O0 O O O o0 O

HPMCCI

30 30 30 30 30 30 30 30 30 30

*As bactérias testadas s&do consideradas sensiveis ao HMCCI quando apresentam seu

crescimento inibido em concentragéo igual ou inferior a 16 pg/mL, CLSI 2011.

Exemplo 4: Avaliagao da atividade antifingica de HPMCCI
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Onze linhagens de Candida albicans foram incluidas neste estudo.
Todas as amostras foram mantidas em agar Sabouraud dextrose a 4°C. Antes
do teste, as amostras foram transferidas para um novo tubo contendo agar
Sabouraud dextrose a 37 °C por 24 h. As suspensdes de fungos foram
preparadas em solugdo salina (0,85% de cloreto de sbédio, miv) e a
transmitancia foi ajustada para 85% a 530 nm em um espectrofotbmetro. A
suspens3do resultante (1 a 5 X 10° unidades formadoras de colbnia/mL) foi
agitada em um voértex por 15 s e a densidade celular foi ajustada para 1 a 5 X
10° unidades formadoras de coldnia/mL em meio RPMI-1640 (Inlab, Brasil).

O ensaio de microdiluicdo foi conduzido usando meio RPMI-1640
esterilizado e tamponado com acido morfolinopropanossulfénico (0,165 mol/L,
Sigma-Aldrich, EUA) como meio para teste. As solugées contendo cada uma
das drogas testadas foram dissolvidas em agua destilada e esterilizada. Entéo,
foi feita diluicao seriada em RPMI-1640, obtendo-se, finalmente, uma faixa de
concentragdo de 128 a 0,25 ug/mL..

Aliquotas de cada diluigdo (100 pL) foram distribuidas em placas para
microdiluicdo com 96 pogos com fundo plano, e, entdo, foram acrescentados
100 pL de suspensdo dos indculos. Controles foram também conduzidos para
esterilizagdo e crescimento. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Os
testes foram feitas em duplicata para cada uma das diferentes concentragdes.

Os resultados foram expressos em ug/mL, e a CIM foi definida
visualmente como a concentragdo mais baixa capaz de inibir o crescimento
fangico, quando comparado com o grupo controle. Para fluconazol (controle
positivo), a CIM foi aquela capaz de inibir 80% do crescimento fungico (NCCLS,
2002).

Nenhuma das linhagens fungicas testadas foi sensivel a HPMCCI na
faixa de concentragdo usada (até 128 pg/mL). Por outro lado, todas as
linhagens foram sensiveis a minociclina em concentragéo alta (64 a 128 ug/mL)
e ao fluconazol em concentragdo muito baixa (< 8 pg/mL), como esperado para
um medicamento antifingico usado como controle positivo (Tabela 4).
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Tabela 4. Concentragdes inibitérias minimas (ug/mL) de HPMCCI, HMCCI e

fluconazol contra diferentes linhagens flingicas

Candida albicans HPMCCI HMCCI fluconazol
ATCC 18804 >128 64 2
038-SBBO >128 64 1
093-SBBORG >128 128 2
064-CHBOVD >128 64 4
030-CHBOVD >128 64 4
022-CHBOVD >128 64 8
111-CHBOVD >128 64 1
073-CHVGVD >128 64 4
031-CHBOVD >128 64 4
072-CHBOVD >128 64 2
024-CHBOVD >128 64 0,5
MIC 50* >128 64 2
MIC 90** >128 64 4

* CIM que inibiu o crescimento de 50% ou ** 90% das linhagens
testadas.

Exemplo 5: Avaliagdo da alodinia mecéanica induzida pela constrigdo do nervo

ciatico em ratos

Os procedimentos cirdrgicos de constricdo do nervo sdo baseados na
técnica descrita por Bennett e Xie, 1988 (BENNETT, G. J.; XIE, Y. K. A
peripheral mononeuropathy in rat that produces disorders of pain sensation like
those seen in man. Pain, v. 33, n. 1, p. 87-107, 1988).

Os animais foram anestesiados com isoflurano em oxigénio. Apos a
anestesia, por meio de uma inciséo na regido do biceps femoral previamente

tricotomizada e higienizada com iodopolividona 10% m/v, uma porgdo do nervo

ciatico foi exposta. Foram feitas quatro ligaduras com fio catgut cromado 4.0,
com espago de aproximadamente 1 mm entre elas. A forga de constrigao foi

exercida de forma a nao impedir a circulagdo sanguinea pela vasculatura
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superficial epineural. Um grupo controle foi composto por animais submetidos a
uma falsa cirurgia, na qual o nervo nao foi constringido, apenas visualizado. Os
animais falso-operados ou operados foram tratados com o composto ou veiculo
(solugao fisiolégica) no décimo dia ap6s a constricdo do nervo. A avaliagao do
efeito induzido pelo composto foi realizada 2, 4 e 6 h ap6s a administragao.

A alodinia mecanica foi avaliada por meio do uso de um analgesimetro
digital. Esse equipamento permite a determinacgao do limiar para a retirada da
pata e a resposta é expressa em gramas. Uma ponteira de plastico, acoplada a
um brago transdutor (faixa: 0,1 a 1000 g, ou aproximadamente 0,1 a 10 N), é
aplicada sob o centro da superficie plantar da pata posterior direita dos animais
colocados sobre uma grade. Quando a pata é pressionada gradualmente de
baixo para cima, ocorre retirada da pata e o resultado entao aparece no visor
do analgesimetro. O limiar para essa resposta foi determinado cinco vezes,
com intervalo de ao menos 20 s entre as determinagdes, e, entdo, o valor
médio das medidas foi calculado.

Na figura 4 estao apresentadas as curvas de limiar para retirada da pata
direita em fungéo do tempo apdés a administracdo intraperitoneal (i.p.) do
composto HPMCCI ou do seu veiculo em ratos submetidos a cirurgia de
constricdo do nervo ciatico ou a falsa cirurgia.

Observou-se efeito antinocicepivo induzido pelo HPMCCI (50 e 100
mg/Kg) 10 dias apés a constricdo do nervo ciatico em ratos (n= 6 a 7/grupo).
Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média. Foi feita
analise de varidncia de medidas repetidas de duas vias, sendo tempo e
tratamento os efeitos principais. O teste post hoc Bonferroni foi usado. *
estatisticamente significativo com relagéo ao grupo operado e tratado com o
veiculo (p < 0,05).

O composto induziu efeito nesse modelo de dor neuropatica, pois o
limiar para retirada da pata ao estimulo mecanico foi elevado na segunda hora
nos grupos operados tratados com composto (60 e 100 mg/kg) quando
comparado com o grupo tratado com o veiculo. Por outro lado, o grupo de
animais falso-operados tratado com o composto (100 mg/kg) ndo teve o limiar

para retirada de pata alterado em relagédo ao grupo falso-operado tratado com
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o veiculo. Isso indica claramente que o composto inibe dor neuropatica

experimental.

Exemplo 6: Efeito antinociceptivo de HPMCCI administrado per os.

O efeito antinociceptivo de HPMCCI administrado per os é de grande
importancia em um contexto terapéutico, pois a via oral &€ a mais cdmoda para
administracdo de medicamentos.

A Figura 6 apresenta dados relativos ao efeito antialodinico de HPMCCI
administrado per os, 0 que pode ser atingindo aumentando-se em 5 vezes a
dose eficaz administrada por via intraperitoneal (de 50 para 250 mg/kg). A
cirurgia foi realizada como previamente descrito no Exemplo 5, e a droga foi
administrada através de uma gavagem, em volume de 2 mlL/kg, em solugéo
salina contendo 5% de sacarose m/v (Labsynth®, Diadema, Brasil).
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REIVINDICACOES

1. COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA ALiVIO DE DOR DE
ORIGEM NEUROPATICA, caracterizadas por conterem o composto cloridrato

de 11,12-pirazolminociclina e excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

2. COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA ALIVIO DE DOR DE
ORIGEM NEUROPATICA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizadas
por apresentarem auséncia de atividade antibacteriana e antiftingica.

3. COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA ALIVIO DE DOR DE
ORIGEM NEUROPATICA, de acordo com as reivindicagées 1 e 2,
caracterizadas por serem utilizadas individuaimente ou em combinagdo com
outros farmacos usualmente empregados no tratamento de pacientes
portadores de dor neuropética, como os opioides (morfina, codeina, oxicodona,
hidrocodona, tramadol), anti-inflamatérios ndo esteroidais (diclofenaco de sédio
ou de potassio, acido acetilsalicilico, paracetamol, ibuprofeno, cetroprofeno,
naproxeno, flurbiprofeno), anticonvulsivantes usados no alivio de dor
(carbamazepina, oxcarbazepina, gabapentina, pregabalina), antidepressivos
usados no alivio de dor (amitriptilina, nortriptilina, fluoxetina, duloxetina),
medicamentos usados no tratamento de pacientes com artrite reumatoide
(etanercepte, infliximabe, adalimumabe, certolizumabe, golimumabe, anakinra,
rituximabe, abatacepte, tocilizumabe) e medicamentos usados na profilaxia de
enxaqueca (propranolol, atenolol, metoprolol).

4, COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA ALIVIO DE DOR DE
ORIGEM NEUROPATICA, de acordo com as reivindicagbes 1 a 3,
caracterizadas por serem apresentadas nas formas sélida, como
comprimidos, drageas, capsulas e supositério; liquida, como solugdes,
suspensdes e xaropes; bem como aerossoéis, pastas, cremes, unguentos e
locbes para aplicagdo local ou como dispositivos transdérmicos.

5. COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA ALIVIO DE DOR DE
ORIGEM NEUROPATICA, de acordo com as reivindicacbes 1 a 4,
caracterizadas por poderem ser administradas pelas vias oral, retal,

intravenosa, intratecal, epidural ou tépica.
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6. USO DAS COMPOSICOES FARMACEUTICAS, de acordo com as
reivindicagcbes 1 a 5, caracterizado por ser na preparagao de medicamentos
para tratamento de pacientes que apresentam dor de origem neuropatica.
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RESUMO

COMPOSICOES FARMACEUTICAS CONTENDO 11,12-
PIRAZOLMINOCICLINA E USO PARA ALIiVIO DE DOR DE ORIGEM
NEUROPATICA

A presente invengéo descreve composi¢des farmacéuticas contendo o
composto cloridrato de 11,12-pirazolminociclina (HPMCCI) - um derivado da
minociclina (HMCCI) - e excipientes farmaceuticamente aceitaveis, e seu uso
para alivio de dor neuropatica. A composi¢cdao contendo HPMCCI pode ser
utilizada isoladamente ou em associagdo com outros farmacos para o
tratamento de pacientes portadores de dor neuropatica. O composto HPMCCI
ndo apresenta efeito antimicrobiano, o que, em comparagdo a minociclina,
pode reduzir as reagdes adversas, possibilitando maior adeséao dos pacientes
ao tratamento.
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