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Relatério Descritivo de Patente de Invencéo

SELENOCIANATO ALILICO, PROCESSO DE OBTENCAO E Us0s DO MESMO E

COMPOSICAO DE ENXAGUATORIO BUCAL

Campo da Invencao

[0001] A presente invencdo descreve novos selenocianatos alilicos
derivados de (Z)-2-(bromometil)alcenoatos (reagentes oriundos dos adutos de
Morita-Baylis-Hillman), assim como seu processo de obtencdo. Estes
compostos possuem atividade antimicrobiana, mais especificamente sobre
células fungicas leveduriformes e filamentosas. Também é descrito o uso
destes compostos em formulacbes de enxaguatorios bucais. A presente
invencdo se situa nos campos da quimica medicinal, quimica de compostos
organocalcogénio, mais especificamente da quimica de compostos organicos

contendo selénio.

Antecedentes da Invencao

[0002] A constante evolucdo da resisténcia fungica e bacteriana,
podendo ser intrinseca ou adquirida, frente a varios farmacos antimicrobianos,
€ considerada atualmente um dos principais problemas de saude publica
(Srinivasan et al., 2014). As espécies fungicas relacionadas com micoses
superficiais e invasivas ha pouco tempo eram facilmente controladas pelos
poucos farmacos antifingicos disponiveis, sem a necessidade de avaliar o
perfil de susceptibilidade desses isolados. Entretanto, em cerca de duas
décadas, um novo panorama tornou-se evidenciado, com espécies até entdo
consideradas ndo patogénicas infectando tecidos e 6rgdos até entdo nao
susceptiveis, associado a necessidade de doses terapéuticas maiores e por
tempo mais prolongado. As consequéncias desse perfil sdo os relatos
crescentes de patdgenos multirresistentes, algumas vezes insensiveis as
terapéuticas antimicrobianas disponiveis (Antinori et al., 2016). Em vista disso,

a necessidade de implementacdo de novos farmacos capazes de controlar
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esses patdgenos emergentes tornou-se urgente, seja para uso farmacoldgico
ou como um antisséptico de controle de ambientes (Kacem et al., 2016).

[0003] As infeccdes nos tecidos da cavidade oral devido ao uso continuo
de préteses removiveis, conhecidas como estomatite protética, sdo geralmente
associadas ao género Candida (Pellizzaro et al. 2012). A inflamacao ocorre na
mucosa do palato em contato com a superficie da protese e varia de irritacdo
petequial a irritacdo generalizada com hiperplasia papilar (Millsap et al. 1999;
Hahnel et al. 2012; Pellizzaro et al. 2012). As causas que podem contribuir para
o desenvolvimento destas doencas séo disturbios sistémicos e falta de higiene
bucal. Além disso, préteses com superficie hidrofébica e rugosa podem
contribuir para o desenvolvimento de microrganismos, resultando na formacao
de biofilme (Budtz- Jorgensen et al. 1978; Tylenda et al. 1989; Paranhos et al.
1991; Raab et al. 1991; Kulak et al. 1994; Wilson et al. 1998; Lewis et al. 2001;
Lazarin et al. 2012).

[0004] Considerando que a protese esta em contato direto com a
mucosa bucal e seus microrganismos naturais, o biofilme formado em sua
superficie apresenta complexidade e variedade microbiana semelhante a
mucosa subjacente (Brusca et al. 2013). Embora o género Candida,
especialmente C. albicans, seja predominante e mais patogénico, outras
espécies como C. tropicalis e C. glabrata também podem ser encontradas
nestes biofilmes (West et al. 2004; He et al. 2006; de Freitas Fernandes et al.
2011; Gomes et al. 2011).

[0005] Candidiase € uma preocupacao clinica bem conhecida no
ambiente médico-dental. Observa-se uma associacdo de candidiase a
pacientes que recebem prétese total (estomatite protética). Pode ocorrer
infeccdo na cavidade oral, justificando o uso de antimicrobianos quimicos para
controlar rapido crescimento microbiano. Classes de farmaco de
antimicrobianos, tais como polienos e azdis sdo comumente usados para tratar

Candida spp. Porém, a resisténcia a estes tratamentos surge em longo prazo
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ou em tratamentos profilacticos de pacientes imunossuprimidos (Goldman,
2004; Wingeter et al. 2007).

[0006] Agentes antifungicos de uso topico e sistémico sdo geralmente
usados no tratamento de estomatite. Porém, o tratamento de estomatite
protética é mais complexo (Dhir et al. 2007), considerando o desenvolvimento
de resisténcia, especialmente do C. albicans, aos antifungicos azéis. Este
fendbmeno também pode levar selecdo de outros microrganismos, favorecendo
a ocorréncia de infeccbes por espécies de Candida nao-albicans.
Consequentemente, € necessario identificar novos compostos que apresentam
propriedades antibiofiimes, capazes de inibir a formacdo de biofilme na
superficie da proétese.

[0007] Parte dos inventores vem no ultimo triénio prospectando atividade
antifangica de amplo espectro em diferentes classes de moléculas inéditas,
sempre com o intuito de identificar alternativas mais ativas e menos toxicas que
as classes atualmente disponiveis na clinica médica (Ribas et al., 2016; Dalla
Lana et al., 2015; Casanova et al., 2015; Rosa et al., 2015).

[0008] Por sua vez, derivados alilicos de (Z)-2-(bromometil)alcenoatos,
reagentes oriundos dos adutos de Morita-Baylis-Hillman (Basavaiah et al.,
2010, Ferreira et al., 2009), tém apresentado expressiva atividade biologica
como agentes antitumorais e antimicrobianos (Cisilotto et al., 2015; S& et al.,
2014). Particular atengdo vem sendo dada aos derivados alilicos sulfurados,
incluindo tiocianatos alilicos com atividade antimicobacteriana (Silveira et al.,
2012), os quais sao preparados a partir da reacdo entre (2)-2-
(bromometil)alcenoatos e NaSCN como nucledfilo (S& et al., 2008). De maneira
correlata aos compostos derivados de enxofre, diversos analogos contendo
selénio vém sendo estudados devido as suas propriedades biolégicas
(Nogueira et al., 2004). A literatura especializada descreve a sintese de
selenocianatos alilicos ndo substituidos ou com substituintes alquila a partir de

cianoselenacgéo eletrofilica de silanos alilicos com KSeCN.2CuBr, (Guram et
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al., 1993) ou ainda a utilizacdo de selenocianato como nucledfilo frente a
halogenetos de alila (Riague et al., 2002).

[0009] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo 0s ensinamentos da
presente invencédo, de forma que a solucdo aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

[0010] Um problema constante do estado da técnica € a resisténcia de
microrganismos aos agentes antimicrobianos atualmente utilizados. Deste
modo, se faz necessario o desenvolvimento de novos compostos com acao

antimicrobiana.

Sumario da Invencao

[0011] Dessa forma, a presente invencao tem por objetivo resolver os
problemas constantes no estado da técnica a partir de novos selenocianatos
alilicos (Férmula 1) com potencial aplicacdo farmacologica como agentes
antifingicos, seu processo para a obtencao, e adicionalmente, composicdo de
enxaguatorio bucal compreendendo estes novos compostos, com atividade
antibiofilme.

[0012] A preparacdo de selenocianatos alilicos derivados de (2)-2-
(bromometil)alcenoatos ainda nao foi descrita na literatura. Os selenocianatos
alilicos descritos nesta invencdo apresentam elevada poténcia e seletiva acao
antifangica.

[0013] Antifungicos sdo conhecidos como agentes capazes de inibir o
crescimento de fungos ou até mesmo mata-los, dependendo do seu
mecanismo de acao frente a exposicdo do microrganismo a essas substancias.
Os antifungicos podem ter aplicacdo farmacologica (de uso sistémico ou
topico), aplicacdo sanitaria (desinfetante de superficies, conservante na
industria alimenticia) ou aplicacdo agron6mica (fungicidas agricolas). O
espectro de acao exibido pelos selenocianatos alilicos permite uma ampla

utilizacao, em todo o segmento de aplicabilidade de um agente antifingico.
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[0014] O processo para a obtengdo dos compostos da Formula 1consiste

na reacao entre brometos alilicos (Férmula 2) e selenocianato de potassio.
o) 0

R“\ﬁkocH3 + KSeCN ——» R“\kaCHs
2 Br 1 SeCN
[0015] Os selenocianatos alilicos obtidos através do processo descrito

apresentam atividade frente a diversas espécies de fungos, relacionados a
processos patogénicos superficiais e invasivos, e como contaminantes de
alimentos processados e in natura, com eficacia equivalente aos principais
farmacos e conservantes atualmente disponiveis para uso. As concentracdes
minimas capazes de inibir as espécies fungicas testadas foram extremamente
baixas, alcancado concentracdes préximas a nanograma por microlitro.

[0016] Foi identificada a atividade dos selenocianatos alilicos contra
Candida sp, e foram desenvolvidas formulacdes de enxaguatérios bucais
antibiofilme compreendendo selenocianatos alilicos como principio ativo.

[0017] Em um primeiro objeto, a presente invengdo apresenta

selenocianato alilico apresentando a Formula geral 1:
0

R/\kaCm
SeCN
1

onde o substituinte R € um selecionado do grupo que consiste em: H, (C1-
C6)alquila, (C1-C6)alcoxi, ciano, (C3-C7)cicloalquila, (C3-C7)heterocicloalquila,
-(C1-C6)-S(O)mRa, -(C1-C6)-S(O)mNRyRc, -(C1-C6)-NRyRc, -(C1-C6)-
C(=O)NRpR¢, -(C1-C6)-C(=0)Ras, S(O)mRa, S(O)mNRpR:, NRpR¢, (C=0)NRyR,
C(=0O)R,, arila ou heteroarila,

onde (C1-C6)alquila, (C3-C7)cicloalquila ou (C3-C7)heterocicloalquila é,
opcionalmente, parcialmente insaturado, e

(C1-C6)alquila, (C3-C7)cicloalquila ou (C3-C7)heterocicloalquila, arila ou

heteroarila €, opcionalmente, substituido com arila, ariloxi, heteroarila,
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heteroariloxi, hidroxi, nitro, halo, ciano, (C1-C6)alquila, (C1-C6)alcanoila, (C1-
C6)alcoxicarbonila, (C1-C6)alcanoiloxi, S(O)nmRa, S(O)mNRpR:, NRpRe,
C(=0O)NRpR¢, C(=0)R,,

ondemélou?2e

Ra, Rp, € R¢ sdo, independentemente: H, (C1-C6)alquila, (C3-C7)cicloalquila,
(C3-C6)heterocicloalquila, heteroarila ou arila.

[0018] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta um
processo de obtencao de selenocianato alilico, compreendendo a reacéo de:

- selenocianato de potéssio e brometo alilico em uma proporgéo na faixa de 1:0
az20;e

- solvente organico, selecionado do grupo que consiste em: tetraidrofurano,
dimetilformamida, dimetilsulféxido, etanol, acetona ou uma mistura destes com
agua em qualquer proporc¢ao;

em que a temperatura € na faixa entre —20 °C e 30 °C; e

em que o tempo de reacao é na faixa entre 5 e 60 minutos.

[0019] Em um terceiro objeto, a presente invencao apresenta o uso dos
selenocianatos alilicos no preparo de um medicamento para o tratamento de
doencas causadas por microrganismos.

[0020] Em um quarto objeto, a presente invencdo apresenta uma
composicao de enxaguatorio bucal, compreendendo:

- principio ativo que consiste em selenocianato alilico;

- veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[0021] Ainda, o0 conceito inventivo comum a todos os contextos de
protecdo reivindicados sdo as novas moléculas, os selenocianatos alilicosl,
sendo descrito sua obtencéo, atividade e seus usos.

[0022] Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente
valorizados pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no
segmento, e serdo descritos em detalhes suficientes para sua reproducdo na
descrigcédo a seguir.

Breve Descricdo das Figuras
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[0023] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o conteudo do
presente pedido de patente sdo apresentadas as presentes figuras:

[0024] A Figura 1 mostra a atividade antibiofilme de C. tropicalis 72A, C.
glabrata RL22 e C. albicans ATCC18804 com base no dano de le, 1f e 1g (F1,
F2 e F3) contendo: principio ativo (0,015% de le, 1f elg dissolvida em DMSO),
aromatizante (0,3% de esséncia hidroetanodlica de horteld-pimenta - Delaware,
Porto Alegre, Brasil), edulcorante (0,05% de sacarina sodica - Dinamica, Sao
Paulo, Brasil), corretor de pH (0,05% de acido latico - Dinamica, Sédo Paulo,
Brasil), agente conservante (0,1% desorbato de potassio - Dindmica, S&o
Paulo, Brasil) e agua (quantité suffisante pour - gsp para 100 mL) e formulacdo
com os adjuvantes e DMSO (2%) (FAD) em comparacdo com o controle
caracterizado por uma formulacdo apenas com os adjuvantes (FA). Valores
significativamente diferentes foram detectados por ANOVA de um fator,
seguido pelo teste Tukey. ?p<0,05 em comparacéo com o controle.

[0025] A Figura 2 mostra a atividade antibiofilme de C. tropicalis 72A, C.
glabrata RL22 e C. albicans ATCC18804 com base no dano de trés
formulacbes de selenocinatos alilicos 1e, 1f e 1g (F1*, F2*, F3*) quando todas
as formulagbes (F1*, F2* e F3*) foram preparadas com 0S mesmos
componentes, porém sem sorbato de potassio e formulacdo com os adjuvantes
e DMSO (2%) (FAD*) em comparagcdo com o controle (FA*). Valores
significativamente diferentes foram detectados por ANOVA de um fator,
seqguido por teste Tukey. ®p<0,05 em comparagdo com o controle.

[0026] A Figura 3 mostra a atividade antibiofilme de C. tropicalis 72A e C.
albicans ATCC18804 com base no dano de F2, F3 e F3* em comparag&do com
Listerine®.

[0027] A Figura 4 mostra a relacao dose-resposta para os selenocianatos

alilicos na concentracdo de 50 pyg/mL 1a (*), 1b (e), 1c (A),1d (0), 1e (+), 1f (-),
1g (x), 0,9% NaCl (controle negativo, ¢) e 0,1M NaOH (controle positivo, m).
Cada ponto representa um experimento com N de trés ovos. As concentracoes

foram transformadas logaritmicamente: —1,4 a 3,0.
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Descricdo Detalhada da Invencéao

[0028] A presente invencdo apresenta um processo para a preparacao
de novos selenocianatos alilicos (Férmula 1) através da reacdo entre (Z)-2-
(bromometil)alcenoatos (reagentes oriundos dos adutos de Morita-Baylis-

Hillman - Férmula 2) e selenocianato de potéassio.

O Acetona: O
H20 (80%)
RYJ\OCH:& + KSeCN ——— R/\fkocm
15 min, 5 °C
2 Br 1 SeCN
[0029] No composto da formula 2 R pode ser H, (C1-C6)alquila, (C1-

C6)alcoxi, ciano, (C3-C7)cicloalquila, (C3-C7)heterocicloalquila, -(C1-C6)-
S(O)mRa, -(C1-C6)-S(O)mNRyR¢, -(C1-C6)-NRyR¢, -(C1-C6)-C(=O)NRpR¢, -(C1-
C6)-C(=0)Ra, S(O)mRa, S(O)mNRpRc, NRyR., (C=0)NRyR., C(=O)R,, arila ou
heteroarila, onde (C1-C6)alquila, (C3-C7)cicloalquila ou
(C3C7)heterocicloalquila €, opcionalmente, parcialmente insaturado e (C1-
C6)alquila, (C3-C7)cicloalquila ou (C3C7)heterocicloalquila, arila ou heteroarila
€, opcionalmente, substituido com arila, ariloxi, heteroarila, heteroariloxi,
hidroxi, nitro, halo, ciano, (C1l-C6)alquila, (C1l-C6)alcanoila, (C1-
C6)alcoxicarbonila, (Cl1l-C6)alcanoiloxi, S(O)mRa, S(O)wNRpR:, NRpRc,
C(=O)NRpR;, C(=O)R,, onde m é 1 ou 2, e R Ry, e R¢ sdo,
independentemente, H, (C1-C6)alquila, (C3-C7)cicloalquila, (C3-
C6)heterocicloalquila, heteroarila ou arila. Mais especificamente, sem limitar o

escopo, R pode ser arila ou arila substituida.

Petico 870170049351, de 14/07/2017, pég. 17/51



9/31

Tabela 1. Exemplos de preparacdo de selenocianatos alilicos

Entrada Exemplo R Rendimento (%)
1 la ©/ g 03
2 1b /@ 89

cl Cl
3 1c @ 78

Br
4 1d ©/ 70
OCHj,

5 le OO * 90
6 1f /O/%“ 83
7 1g /©/ 82

Br
[0030] A quantidade de selenocianato de potassio utilizada na reacéo

pode variar, sem implicar qualquer limitagcdo, entre 1,0 e 2,0 equivalentes.
Preferencialmente séo utilizados 1,2 equivalentes do composto de Férmula
KSeCN. O solvente utilizado para conduzir o processo pode ser, sem implicar
qualquer Ilimitacdo, um solvente organico como tetraidrofurano,
dimetilformamida, dimetilsulféxido ou etanol. Preferencialmente o processo é
conduzido em acetona aquosa (80%). A temperatura utilizada para conduzir o
processo pode variar, sem implicar qualquer limitacdo, entre —20 °C e 30 °C,
preferencialmente a reacdo é conduzida a 5 °C. O tempo reacional pode variar
entre 5 e60 minutos, preferencialmente o processo € conduzido durante 15
minutos. Apds a reacdo se completar, a mistura reacional € diluida em um

solvente organico, preferencialmente acetato de etila. A solugdo organica é
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lavada com agua, seca e evaporada. O residuo obtido desta maneira é
purificado através de uma técnica cromatografica se necessario,
preferencialmente através de cromatografia em coluna de silica gel.

[0031] Em um procedimento tipico, o brometo alilico é solubilizado em
acetona aquosa e resfriado a 5 °C, entdo o selenocianato de potassio €
adicionado e a mistura reacional é agitada por 15 minutos nesta temperatura.
Ao final a reacdo é diluida com acetato de etila e a fase organica resultante é
lavada com agua, seca e evaporada. O residuo € purificado através de
cromatografia em coluna de silica gel.

[0032] Conforme demonstrado na Tabela 1, a presente invencéo
apresenta um bom escopo e grande tolerancia em relagéo a grupos funcionais.
A Tabela 1 indica rendimentos superiores para 0s substratos substituidos nas
posicdes para em relacdo as demais posicdes do anel aromatico, com uma boa
tolerabilidade em relacdo a grupos funcionais. Bons rendimentos sao obtidos
na maioria dos exemplos apresentados.

[0033] Foram desenvolvidas formulacdes de enxaguatorios bucais,
utilizando como principio ativo as moléculas da presente invengdo. Os
selenocianatos alilicos 1e, 1f e 1g mostraram uma expressiva atividade
antibiofilme contra Candida albicans, C. glabrata e C. tropicalis, de acorco com
o método de cristal violeta (150 pg/mL, Tabela 6), permitindo o
desenvolvimento das formulacdes de enxaguatério bucal, compreendendo 150
pg/mL (0,015%) destes compostos como principio.

[0034] Foi realizado o teste de HET-CAM para verificagcdo do potencial
alérgico dos compostos. O teste mostrou potencial alérgico para as moléculas
la (score de 9,71) e 1lb (score de 7,63) as demais moléculas néo
demonstracao irritacdo de acordo com a metodologia utilizada. A Figura 4
demonstra os resultados, onde o score de irritagdo € determinado como néo
irritante resultados de 0-4,9 e irritante os resultados com valores de 5,0-21.
[0035] De acordo com este ensaio, le, 1f e 1g ndo sao irritantes em

mucosa embrionéria.
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[0036] O exaguatério bucal Listerine® apresenta capacidade de reduzir a
viabilidade do biofilme fangico de Candida spp (Meiller et al. 2001; Nogueira
Filho, 2005; Lamfon et al, 2004), porém resultados obtidos para formulagédo 1e
(F1), 1f (F2) e 1g acrescida de sorbato de potassio na formulacdo (F3*) séo
relacionados aos resultados apresentados pelo Listerine® (Figura 3). E
observado que a concentracdo dos selenocianatos alilicos nas formulacdes
desenvolvidas na presente invencdo € menor (0,015%) do que as
concentracdes dos principios ativos de Listerine® (principios ativos: eucaliptol
(0,092% vlv), timol (0,064% v/v ), Salicilato de metila (0,060% v/v), mentol
(0,042% viv) e etanol (26,9% v/v) (Ramage et al. 2011; Ful et al. 2014), sendo
necessarios cinco principios ativos para preparar Listerine®, enquanto as
formulacdes obtidas necessitam somente de um principio ativo, demonstrando
melhoria no processo de produgcao em relagao ao produto comumente utilizado,
proporcionando um processo de menor custo.

[0037] Em um primeiro objeto, a presente invencdo apresenta

selenocianato alilico apresentando a Formula geral 1:
0

R/\kaCH;;
SeCN
1

onde o substituinte R é um selecionado do grupo que consiste em: H,
(C1-Ce6)alquila, (C1-Ce6)alcoxi, ciano, (C3-C7)cicloalquila, (C3-
C7)heterocicloalquila, -(C1-C6)-S(O)mRa, -(C1-C6)-S(O)mNRpR., -(C1-C6)-
NRpR:, -(C1l-C6)-C(=O)NRyR., -(C1-C6)-C(=0)Ra, S(O)mRa, S(O)mNRuR,
NRpR¢, (C=0)NRyR¢, C(=0)R,, arila ou heteroarila,

onde (C1-Cé6)alquila, (C3-C7)cicloalquila ou (C3-C7)heterocicloalquila é,
opcionalmente, parcialmente insaturado, e

(C1-Ce6)alquila, (C3-C7)cicloalquila ou (C3-C7)heterocicloalquila, arila ou
heteroarila €, opcionalmente, substituido com arila, ariloxi, heteroarila,

heteroariloxi, hidroxi, nitro, halo, ciano, (C1-C6)alquila, (C1-C6)alcanoila, (C1-
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C6)alcoxicarbonila, (C1-C6)alcanoiloxi, S(O)nmRa, S(O)mNRpRe, NRpRe,
C(=O)NRpR¢, C(=0)R,,

ondemélou?2e

Ra, Rpn, e R¢ sédo, independentemente: H, (C1-C6)alquila, (C3-
C7)cicloalquila, (C3-C6)heterocicloalquila, heteroarila ou arila.
[0038] Em uma concretizagcdo, o substituinte R é um selecionado do
grupo que consiste em: fenila, 2,4-diclorofenila, 2-bromofenila, 3-metoxifenila,
naftalen-2-ila, 4-tolila e 4-bromofenila.
[0039] Em uma concretizagdo, o substituinte R do selenocianato alilico é
um selecionado do grupo que consiste em: naftalen-2-ila, 4-tolila e 4-
bromofenila.
[0040] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta um
processo de obtencado de selenocianato alilico, compreendendo a reagéo de:

- selenocianato de potassio e brometo alilico em uma propor¢éo na faixa
de 1.0 a 2:0; e

- solvente organico, selecionado do grupo que consiste em:
tetraidrofurano, dimetilformamida, dimetilsulféxido, etanol, acetona ou uma
mistura destes com agua, em qualquer proporcao;

em que a temperatura € na faixa entre —20 °C e 30 °C; e

em que o tempo de reacdo € na faixa entre 5 e60 minutos.
[0041] Em uma concretizacdo, o processo de obtencdo de selenocianato
alilico, compreende:

- selenocianato de potassio e brometo alilico na propor¢éo de 1,2:1;

- acetona aquosa (80%);

em que a temperatura de reacédo € de 5 °C; e

em que o tempo de reacao é de 15 minutos.
[0042] Em uma concretizacdo, o processo de obtencdo de selenocianato
alilico compreende as etapas de:

i. solubilizar o brometo alilico precursor em acetona (80%);

il. manter temperatura do meio reacional em 5°C;
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iii. adicionar selenocianato de potassio ao produto obtido na etapa i, na
proporcao selenocianato de potassio:brometo alilico de 1,2:1;

iv. adicionar agua ao produto obtido na etapa iii;

v. agitar o produto obtido na etapa iv por 15 minutos;

vi. adicionar acetato de etila ao produto obtido na etapa v;

vii. lavar fase organica formada na etapa vi com 4gua e salmoura;

viii. secar produto obtido na etapa vii com MgSO, anidro; e

ix. evaporar fase organica obtida na etapa viii;
[0043] Em uma concretizacdo, o processo de obtencdo de selenocianato
alilico compreende uma etapa adicional de purificacdo do selenocianato alilico
obtido na etapa ixporcromatografia em coluna de silica gel.
[0044] Em um terceiro objeto, a presente invencao apresenta o uso dos
selenocianatos alilicos no preparo de um medicamento para o tratamento de
doencas causadas por microrganismos.
[0045] Em uma concretizacdo, o microrganismo € fungo.
[0046] Em uma concretizacdo, o fungo € do género Fusarium sp.,
Microsporum sp., Trichophyton sp. ou Candida sp.
[0047] Em uma concretizacdo, o fungo €é Fusarium petroliphilum,
Fusarium keratoplasticum, Fusarium falciforme, Fusarium xysporum, Fusarium
solani, Candida albicans, Candida krusei, Candida glabrata, Candida tropicalis,
Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes ou

Trichophyton rubrum,

[0048] Em uma concretizagdo, fungo é C. tropicalis, C. glabrata ou C.
albicans.

[0049] Em uma concretizacdo, a doenca é estomatite protética.

[0050] Em um quarto objeto, a presente invencdo apresenta uma

composicdo de enxaguatorio bucal, compreendendo:
- principio ativo que consiste em selenocianato alilico;

- veiculo farmaceuticamente aceitavel.
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[0051] Em uma concretizacdo, o veiculo farmaceuticamente aceitavel
compreende:
- pelo menos um aromatizante;
- pelo menos um edulcorante; e
- pelo menos um agente conservante.
[0052] Em uma concretizacdo, a quantidade de:
- principio ativo € 0,015%v/v;
- aromatizante é 0,3% v/v;
-edulcorante é 0,05% v/v; e
- 0 agente conservante sorbato de potassio € 0,1% v/v.
[0053] Em uma concretizacéo:
- 0 aromatizante é esséncia hidroetandlica de hortela-pimenta;
- 0 edulcorante € sacarina sodica; e
- 0 agente conservante é sorbato de potassio.
[0054] Em uma concretizacdo, o principio ativo € dissolvido em DMSO.

Exemplos - Concretizacdes

[0055] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de
exemplificar uma das inUmeras maneiras de se realizar a invencdo, contudo
sem limitar o escopo da mesma.

Preparacdo dos compostos

[0056] Em um baldo, munido de barra magnética de agitacdo, €
solubilizado o brometo alilico (Férmula 2) (0,25 mmol) em acetona (3 mL). O
meio reacional é resfriado sobre banho de gelo até 5°C. E entfo adicionado ao
meio reacional KSeCN (0,3 mmol) seguido de agua (1 mL). A mistura reacional
€ agitada a 5°C por 15 minutos. Apés este periodo é adicionado acetato de
etila ao meio reacional e a fase organica formada é lavada com agua e
salmoura e seca com MgSO, anidro. Apoés filtrar o agente secante, a fase
organica é evaporada e o residuo resultante é purificado através de
cromatografia em coluna de silica gel (se necessario) para obtencdo do

selenocianato alilico (Férmula 1).
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0] 0O

R/\fkocm + KSeCN ——> R/\fkocm

2 Br 1 SeCN

[0057] Para a identificacdo dos compostos obtidos (1a — 1g), foram
realizadas anélises de Ressonancia Magnética Nuclear (*H RMN e *C RMN),
Infravermelho (IV) e Espectrometria de Massa de Alta Resolucdo (EMAR). Séo
apresentados abaixo os resultados das analises.

Tabela 2. Andlises’H RMN, **C RMN, IV e EMAR dos selenocianatos alilicos

obtidos
(2)-3-fenil-2-(selenocianatometil)acrilato de metila
IV (KBr) vmad/cm™: 3057, 3027, 2951, 2845, 2148, 1713,
o 1626, 1436, 1273, 1203, 773, 702. *H RMN (200 MHz,
1a @/\6\0(}'3 CDCl3): 6 = 3,86 (s, 3H); 4,17 (s, 2H); 7,43 (s, 5H); 7,88
(s, 1H). *C RMN (50 MHz, CDCly): & = 25,6; 52,5; 102,4;
SeCN 127,0; 128,9; 129,2; 129,6; 133,7; 143,0; 166,9. EMAR

(APPI) m/z calculado para C1,H11NO,Se [M+NH,]
299,0294; encontrado 299,0291.

(2)-3-(2,4-diclorofenil)-2-(selenocianatometil)acrilato
de metila

o o IV (KBr) vinadCm'™ 3088, 2951, 2845, 2150, 1715, 1630,
1583, 1436, 1287, 763. 'H RMN (200 MHz, CDCls): & =
1b MO% 3,90 (s, 3H); 3,98 (s, 2H); 7,39 (s, 2H); 7,50 (s, 1H); 7,86
al secn | (s, 1H). *C RMN (50 MHz, CDCly): & = 25,4; 53,0; 102,4;
127,7; 130,0; 130,1; 130,8; 131,1; 135,0; 136,2; 138,8;

166,4. EMAR (APPI) m/z calculado para C;,HyCl,NO,Se
[M+NH,4] 366,9509; encontrado 366,9505.

(2)-3-(2-bromofenil)-2-(selenocianatometil)acrilato de

metila
IV (KBr) Vmax/cm™: 3059, 3031, 2923, 2851, 2150, 1677,
Br O 1632, 1585, 1438, 1295, 1089, 759. *H RMN (200 MHz,
N CDClI5): 6 = 3,90 (s, 3H); 3,99 (s, 2H); 7,23-7,49 (m, 3H);
1c OCHg I3
7,66(d, J = 8,2 Hz, 1H); 7,88 (s, 1H). *C RMN (50 MHz,
SeCN CDCly): 6 = 25,5; 52,9; 102,6; 124,0; 127,9; 129,2; 130,0;

130,9; 133,2; 134,5; 142,1; 166,7. EMAR (APPI) m/z
calculado para C;,H;BrNO,Se [M+NH,] 376,9395;
encontrado 376,9391.
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1d

S

s
OCH;

OCH;

eCN

(2)-3-(3-metoxifenil)2-(selenocianatometil)acrilato de
metila

IV (KBr) vmaxlcm'lz 3002, 2953, 2837, 2148, 1713, 1626,
1597, 1577, 1436, 1250, 1154, 789. *H RMN (200 MHz,
CDCl3): 6 = 3,85 (s, 3H); 3,88 (s, 3H); 4,20 (s, 2H); 6,94-
7,02 (m, 3H); 7,27-7,39 (m, 1H); 7,87 (s, 1H). **C RMN
(50 MHz, CDCl,): & = 25,8; 52,8; 55,5; 102,5; 114 ,4;
115,7; 121,6; 127,3; 130,2; 135,2; 143,3; 160,0; 167,0.
EMAR (APPI) m/z calculado para Ci3H13NO3sSe [M+NH,]
329,0399; encontrado 329,0403.

le

oA
SeCN

OCH,

(2)-3-(naftalen-2-il)-2-(selenocianatometil)acrilato de
metila

IV (KBr) vima/cm™: 3059, 3002, 2925, 2853, 2142, 1707,
1617, 1589, 1434, 1254, 1152, 814, 755. *H RMN (200
MHz, CDCl3): & = 3,88 (s, 3H); 4,25 (s, 2H); 7,46-7,55
(m, 3H); 7,81-8,01 (m, 5H). *C RMN (50 MHz, CDCl5): &
= 26,0; 52,8; 102,8; 126,1; 127,0; 127,2; 127,5; 127,6;
127,8; 128,8; 129,5; 131,3; 133,2; 133,6; 143,2; 167,2.
EMAR (APPI) m/z calculado para C6H13NO,Se [M+NH,]
349,0450; encontrado 349,0450.

1f

53

OCH;,4
SeCN

(2)-2-(selenocianatometil)-3-(4-tolil)acrilato de metila

IV (KBr) vmad/cm™: 3027, 2951, 2856, 2148, 1711, 1626,
1609, 1436, 1273, 1203, 812, 763. *H RMN (200 MHz,
CDCly): 6 = 2,39 (s, 3H); 3,87 (s, 2H); 4,22 (s, 2H); 7,27
(d, J=8,4 Hz, 2H); 7,35 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 7,86 (s, 1H).
13C RMN (50 MHz, CDCls): & = 21,5; 26,0; 52,7; 102,6;
126,1; 129,5; 129,8; 131,1; 140,3; 143,4; 167,2. EMAR
(APPI) m/z calculado para Ci3H:3NO>Se [M+NH,]
313,04502; encontrado 313,04496.

19

@
; O

OCHs4
SeCN

(2)-3-(4-bromofenil)-2-(selenocianatometil)acrilato de
metila

IV (KBF) vina/cm™: 3064, 3033, 2925, 2853, 2156, 1709,
1626, 1583, 1487, 1273, 1197, 808. *H RMN (200 MHz,
CDCls): & = 3,88 (s, 3H); 4,14 (s, 2H); 7,30 (d, J = 8,4
Hz, 2H); 7,60 (d, J= 8,4 Hz, 2H); 7,82 (s, 1H). *C RMN
(50 MHz, CDCly): & = 25,5; 52,9; 102,3; 124,2; 127,9;
130,8; 132,4; 132,8; 141,9; 166,8.

Exemplo Il — Espectro de acdo dos selenocianatos

[0058]

As tabelas abaixo apresentam o espectro de acdo dos

selenocianatos alilicos frente a espécies patogénicas de fungos, detalhando

brevemente suas concentracdes inibitérias minimas (em pg/mL) obtidas

conforme metodologia padrdo do protocolo de referéncia em relacéo aos testes

de suscetibilidade (microdiluicdo em caldo), para fungos filamentosos e
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leveduriformes - Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M38-A2,
2008; CLSI M27-S4, 2012). O espectro de agdo mostra um alcance nao
somente de fungos superficiais (espécies de dermatofitos), mas também de
micoses invasivas e de alta morbidade (espécies de Candida e de Fusarium),
além de espécies relacionadas com contaminacdes fungicas de alimentos.

Tabela 3. Perfil de susceptibilidade de isolados de Fusarium aos
selenocianatos alilicos.

ISOLADO la 1b 1c 1d le 1f 19
Gibberella fujikuroi 32 32 64 32 32 32 16
Fusarium solani* 16 16 64 16 4 32 32
Fusarium solani* 16 16 32 8 4 16 16
Fusarium oxusporum 8 8 32 32 4 8 32
Fusarium petroliphilum 8 4 64 32 4 8 8
Fusarium keratoplasticum* 8 8 32 4 4 8 16
Fusarium falciforme 32 8 32 32 8 32 32
Fusarium keratoplasticum 32 16 64 32 8 32 64
Fusarium oxysporum* 8 4 64 8 4 16 16
Fusarium petroliphilum 8 8 64 32 8 16 64
Fusarium keratoplasticum 16 8 32 16 16 16 64
Fusarium keratoplasticum* 16 16 64 32 8 16 64
Fusarium solani* 16 8 25 25 8 25 16
Fusarium falciforme* 8 4 64 64 4 16 16
Fusarium solani* 8 4 64 32 4 8 64
Fusarium oxysporum 8 4 25 25 4 8 16

*isolado multirresistente

Tabela 4. Perfil de susceptibilidade de isolados de Candida aos selenocianatos

alilicos.
ISOLADO la 1b le 1f
Candidaalbicans (CA ATCC 18804) <50 <50 <50 <50
Candidakrusei (CK 02) <50 <50 <50 <50
Candida glabrata (CG 09) <50 <60 <50 <50
Candidatropicalis (CT 72A)* <50 <50 <50 <50

*isolado multirresistente
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Tabela 5. Perfil de susceptibilidade de isolados de dermatofitos aos
selenocianatos alilicos.

ISOLADO la 1b le 1f
Microsporum canis (MCA 01) <50 <50 <50 <50
Microsporum gypseum (MGY 42) <50 <50 <50 <50
Trichophyton mentagrophytes (TME 16)* <50 <50 <50 <50
Trichophyton rubrum (TRU 50) <50 <50 <50 <50

*isolado multirresistente

Atividade antibiofilme
[0059] A atividade antibiofilme dos selenocianatos alilicos foi avaliada

através do ensaio de cristal violeta, utilizando microplacas de 96 pocos. As
formulagcbes de enxaguatério bucal foram quantificadas pela amostra de resina
acrilica (log CFU cm? e os espécimes artificialmente contaminados foram
determinados pelo ensaio em placa de 24 pocos. A concentracdo de
selenocianatos alilicos necessaria para inibir completamente os biofilmes de
Candida sp. (atividade antibiofilme) foi determinada através de ensaio de cristal
violeta, como sendo 150 ug/mL. Esta concentragéo foi utilizada para preparar
formulacbes de enxaguatério bucal apresentando atividade antibiofilme sobre a
superficie da resina acrilica. Além disso, o teste MTT foi utilizado para verificar
e comparar a atividade antibiofiime do enxaguatério bucal desenvolvido de
acordo com a presente invencdo com a formulacdo de enxaguatério bucal
comercialmente disponivel, Listerine®.

[0060] Trés isolados clinicos de C. tropicalis (72A), C. glabrata (RL22), e
uma cepa de C. albicans comercial (ATCC18804), foram usados neste teste. O
isolado 72A é resistente ao Fluconazol (Cristalia® Porto Alegre, Brazil),
Anfotericina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), Voriconazol (Sigma), e
Anidulafungina (Pfizer®). Os isolados da mucosa oral ou de candidiase
utilizados neste estudo foram identificados pelo cartdo de identificacdo de
levedura Vitek®.

[0061] Foram preparadas trés formulacbes de selenocinatos alilicos le,
1f e 1g (F1, F2 e F3) contendo: principio ativo (0,015% de 1e, 1f elg dissolvida
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em DMSO), aromatizante (0,3% de esséncia hidroetandlica de horteld-pimenta
- Delaware, Porto Alegre, Brasil), edulcorante (0,05% de sacarina sdédica -
Dinamica, Sao Paulo, Brasil), corretor de pH (0,05% de acido latico - Dinamica,
Sdo Paulo, Brasil), agente conservante (0,1% desorbato de potassio -
Dinamica, Sao Paulo, Brasil) e dgua (quantité suffisante pour - qsp para 100
mL). Todas as formulac¢des (F1*, F2* e F3*) foram preparadas com 0s mesmos
componentes, porém sem sorbato de potassio. Além disso, preparou-se uma
formulacdo apenas com os adjuvantes (FA) na mesma propor¢cao descrita para
F, e outra com os adjuvantes sem sorbato de potdssio (FA*). Finalmente,
preparou-se uma formulagdo com os adjuvantes e DMSO (2%) (FAD), e outra
formulacdo com DMSO (2%) sem sorbato de potassio (FAD*) (Tabela 6).
Listerine® foi utilizado como controle positivo (Johnson & Johnson, Sdo Paulo,
Brasil, lote 0895B24). Ingredientes ativos: eucaliptol (0,092% v/v), timol
(0,064% vl/v), salicilato de metila (0,060% v/v), mentol (0,042% v/v) e etanol
(26,9% v/v). Ingredientes inativos: agua, alcool (21,6%), solucdo de sorbitol,
aromatizante, poloxamer 407, acido benzdico, sacarina sodica e benzoato de
sodio.
'kl)'abella 6. Componentes e suas proporcdes em formulagBes de enxaguatorio
ucal.

Formulag&o F1-F3 (F1-F3)* FA FA* FAD FAD*
Sacarina so6dica 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Sorbato de

. . 0!1 - 0,1 - 0,1 -
potassio
Esséncia de

. 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
hortela-pimenta
Acido latico 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
le, If e 1g 0,015 0,015 - - - -
DMSO 15 1,5 - - 2 2
Agua gsp. gsp. gsp. gsp. gsp. gsp.

Todos os nimeros sdo em porcentagem. * Sem sorbato de potassio. FA: formulacdo com

adjuvantes. FAD: formula¢gdo com adjuvantes e DMSO.
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Ensaio de formacdo de bhiofilme

[0062] A identificacdo da formacgao de biofilme foi realizada utilizando
uma placa de microtitulacdo de 96 pocos em triplicata, com modificacbes. Os
isolados de fungos foram cultivados em agar Sabouraud durante 24 h a 35 °C.
20 pL de cada solucdo fangica contendo 10° UFC/mL foi transferida para
placas de microtitulagdo e suplementada com 180 pL de caldo triptona de soja
(TSB). Apoés incubacdo durante 48 h a 35 °C adicionou-se agua destilada
estéril a cada poco para remover as células soltas. Em seguida, distribuiu-se
150 pyL de metanol em cada poco e removeu-se 0 solvente. As placas de
microtitulagcdo foram coradas durante 15 minutos com 150 uL de cristal violeta
(0,5%), em temperatura ambiente, e depois foram limpas com agua. O biofilme
adsorvido foi ressuspenso em 150 pL de etanol, e a absorcédo (A) foi medida
apos 30 minutos utilizando um espectrofotdbmetro (A = 450 nm). A seguinte
classificacdo foi aplicada: um forte produtor de biofilme > 0,280 A, médio
produtor de biofilme 0,170-0,279 A, fraco produtor de biofilme 0,070-0,170 A, e
nao produtor de biofilme <0,070 A.

[0063] A producéo de biofilmes nos pocos de microplaca pelos isolados
de C. tropicalis 72A e C. glabrata RL22 foram classificados como médios, fortes
ou fracos (para o isolado de 72A) e fortes ou fracos (para o isolado RL22),
respectivamente, apds 48 h a 35 °C. A cepa C. albicans ATCC18804 formou
biofilmes fracos no mesmo periodo e temperatura (Tabela 7- controle).

Ensaio de atividade de biofilme

[0064] Os selenocianatos alilicos le, 1f e 1g foram adicionados as
microplacas de 96 pocos, em diferentes concentracdes e deixados durante 48
h a 0-10 °C. Apds 48 h, a solugcdo de cada amostra foi removida da microplaca.
Em seguida, transferiram-se 20 uL do inoculo recém-preparado a 10° UFC/mL
para as microplacas e suplementou-se com 180 pyL de TSB. Apés incubacédo
durante 48 h a 35 °C, a cultura foi removida com uma pipeta multicanal sem
tocar nas paredes. Em seguida, adicionou-se agua destilada em cada poco

estéril para enxaguar as células soltas. Depois, adicionou-se 150 pL de
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metanol, deixando descansar por 20 minutos, inverteu-se, deixou-se secar
durante 30 minutos e corou-se com 150 uL de cristal violeta a 0,5% durante 15
minutos em temperatura ambiente. Subsequentemente, o excesso de cristal
violeta foi retirado com o auxilio de uma pipeta multicanal, sem tocar nas
pontas nos pogos, e lavado em agua corrente até lavar o corante. O corante foi
suspenso com 150 uL de etanol e deixado repousar durante 30 minutos. Foi
verificada a taxa de adeséo do agente fungico medindo a absorbancia através
de leituras utilizando um espectrofotdmetro (A = 450 nm) e os resultados foram
quantificados.

[0065] Os selenocianatos alilicos 1le e 1f inibiram parcialmente o
crescimento do biofilme de C. tropicalis de médio para fraco e forte para médio
a 150 pg/mL, respectivamente (Tabela 7, entradas 1 e 4). Entretanto, o
selenocianato 19 inibiu completamente a formagéo de biofilme 72A na mesma
concentracéo (Tabela 7, entrada 7).

[0066] Na presenca de Candida glabrata, o selenocianato 1f nédo foi
capaz de modificar o perfil fenotipico do biofiime na concentracdo de 150
pg/mL. Ao mesmo tempo, o selenocianato le causou a diminui¢cdo no biofilme
RL22 de forte para fraco a 150 yg/mL e o selenocianato 1g inibiu a formacéo
de biofilme a 150 uyg/mL (Tabela 7, entradas 1 e 7).

[0067] N&o foram observadas diferencas na formacao fraca de biofilme
para C. albicans na presenca do selenocianato alilico 1e nas concentracdes
testadas. No entanto, os selenocianatos 1f e 1g inibiram completamente sua

formacao de biofilme a 150 ug/mL (Tabela 7, entradas 4 e 7).
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Tabela 7. Inibicdo do biofiime de C. tropicalis, glabrata,e albicans na presenca
de trés concentracdes de selenocinatos 1e, 1f e 1g depois de 48 h a 35 °C.

Cepas composto/controle

C. :
Entrada | Composto Concentragao tropicalis glabrata C. albicans
(ug/mL) ATCC18804
722 RL22
1 150 WI/M W/S W/W
2 75 M/M M/S W/W
3 te 37.5 M/M M/S W/W
4 150 M/S W/W N/W
5 75 SIS W/W W/W
6 o 37.5 SIS W/W W/W
7 150 N/W N/W N/W
8 1g 75 W/wW N/W W/wW
9 37.5 W/W W/WwW W/wW

S: formacéo de biofilme forte. M: formac&o de biofiime média. W: formacdo de biofilme fraca.
NBP: nenhuma formac&@o de biofilme. Controle: biofilme formado sem pré-tratamento com

selenocianatos le, 1f e 1g.

Ensaio de formacado de biofilme e avaliacdo da atividade antibiofilme em resina

acrilica

[0068] Foram preparadas pecas de resina acrilica pré-estéreis (1 cm?)
para o teste de formacao de biofilme. As resinas acrilicas foram mantidas em 9
mL de 4gua peptona com 1 mL de inéculo fangico (10° CFU/mL) durante 24 h a
32 °C. Em seguida, as resinas foram lavadas com agua peptona para remover
as células soltas. As resinas foram transferidas para outra garrafa contendo 5
mL de 4gua e sonicadas para libertar as células de biofilme. Finalmente, foi
realizada uma diluicdo (10?, 102 e 10°) e uma aliquota de 20 pL de cada
diluicdo foi plaqueada em &gar Saboraud pelo método da gota. As placas de
microtitulagdo foram incubadas a 32 °C durante 24 h para contar as colonias e
os valores de CFU cm? foram determinados em triplicata.

[0069] Foi avaliada a atividade antibiofilme através do uso de resinas

acrilicas estéreis (1 cm?), imergindo-as nas formulacdes F1-F3, F1-F3*, FA,
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FA*, FAD, FAD* e Listerine® durante 1 minuto. Em seguida, secaram-se ao ar
livre (2 minutos) e imergiram-se em 9 mL de 4gua peptona contendo 1 mL de
indculo (10° CFU/mL, 24 h a 32 °C). Ap6s a incubacdo, as amostras de resina
acrilica inoculadas foram lavadas 3 vezes com &agua peptona para remover
células soltas. As amostras lavadas foram sonicadas durante 10 minutos a 5
mL de agua peptona para recolher o biofilme para quantificagcdo. Foram
realizadas diluicdes decimais (107, 102 e 10 e uma aliquota de 20 uL de
cada diluicdo foi plagueada em &agar Sabouraud pelo método de gota. As
placas de microtitulagdo foram incubadas a 32 °C durante 24 h e as colbnias
formadas foram contadas em triplicata.

[0070] C. tropicalis (72A), C. glabrata (RL22) e C. albicans (ATCC18804)
foram capazes de formar biofilmes (Tabela 8- BF) sobre a superficie das
amostras de resina acrilica (CFU cm?). 72A e RL22 produziram biofilmes
maiores (5,9) que a cepa ATCC18804 (5,3).

[0071] A atividade antibiofilme da formulagédo F1, F1*, F3 e F3* foi de 0,0
para C. tropicalis (Tabela 8, entradas 1, 2, 5 e 6). Além disso, a atividade
antibiofilme apresentada por F1 e F2 foi 4,5, 50 para C. albicans,
respectivamente. Para a formulagdo F2*, a atividade antibiofilme foi 5,0 e 4,5
para 72A e C. glabrata, correspondentemente, assim como 5,2 para C.
albicans. Entretanto, a atividade antibiofilme de F2* foi 5.0 e 4.5 para 72A e
isolados RL22. F3 demonstrou uma atividade antibiofilme de 4,9 e 4,5 para C.
glabrata e C. albicans, respectivamente. F3* mostrou valores de inibicdo de 4,3
para a cepa ATCC18804. Com relacéo a inibicdo do biofilme, os controles FA e
FA* apresentaram valores de log (CFU cm? de 5,1-53 e 5,3-57,
respectivamente (Tabela 8, entradas 7 e 8), enquanto FAD apresentou 5,5-5,7

e FAD* apresentou 5,3-5,5 (Tabela 8, entradas 9 e 10).
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Tabela 8. Atividade antibiofilme das formulacdes contra C. tropicalis, glabrata e

albicans.
Atividade antibiofilme- log (CFU cm™)
Entrada Formulacdes Cepas Fungicas
C. tropicalis C. glabrata C. albicans
722 RL22 ATCC
18804
1 F1 0 5,2 4,5
2 F1* 0 54 53
3 F2 5.7 5,7 5,0
4 F2* 5.0 4,5 5,2
5 F3 0 49 4,5
6 F3* 0 53 4,3
7 FA 51 53 53
8 FA* 53 5,7 5,4
9 FAD 5,5 5,5 53
10 FAD* 55 55 53
1 °BF 5,9 5,9 5,3

aFormat;r?to de biofilme (BF) *Sem sorbato de potassio. FA: formulagdo com adjuvantes. FAD:
formulagdo com adjuvantes e 2% de DMSO. Selenocianatos alilicos 1e,1f e 1g: 150 pg/mL
(0,015%).

Ensaio de formacdo de biofiime e ensaio de atividade antibiofiilme em resina

acrilica usando microplacas de 24 pocos

[0072] Utilizaram-se placas de 24 pocos e os isolados foram cultivados
em agar Sabouraud durante 24 h a 32 °C. O inéculo foi preparado em meio de
cultura TSB contendo uma suspensdo flingica de 10° CFU/mL. 200 pLde
in6culo foram adicionados a cada poco de poliestireno (placa de 24 pocos) e
cada resina acrilica (1 cm?) foi inserida em 1,8 mL de TSB (24 h a 35 °C). As
resinas foram lavadas com &agua estéril para remover células soltas. Foram
adicionados 150 uL de reagente colorimétrico MTT (5 mg/mL, 150 uL) em cada
poco (3 h a 32 °C). Foram utilizados 150 pL de éalcool isopropilico (Vetec, Rio

de Janeiro, Brasil) e a absorbancia foi medida (leitor de placas de
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microtitulacdo SpectraMax - Molecular Devices, Sunnyvale, CA, comprimento
de onda duplo de 570-690 nm) em triplicata.

[0073] Para o ensaio de atividade antibiofilme, as resinas foram pré-
tratadas com as formulagées F1-F3, F1-F3*, FA, FA*, FAD, FAD* e Listerine®
durante 1 minuto. Em seguida, foram realizados os mesmos processos de
crescimento de biofilme e o procedimento colorimétrico MTT.

[0074] As formulacdes F2 e F3 apresentaram diferencgas estatisticas para
o controle (FA) para C. tropicalis e C. albicans (p <0,05) (Figuras 1:1 e 3).
Contrariamente, F1-F3 ndo apresentou diferencas estatisticas para C. glabatra
em comparagao com o controle (FA) (p> 0,05) (Figura 1:2).

[0075] Adicionalmente, F3* (formulagcdo sem sorbato de potéassio)
demonstrou atividade antibiofilme que é estatisticamente diferente em relacao
ao controle (FA*) para C. tropicalis (p <0,05) (Figura 2: 1). Para C. albicans, as
formulagbes F1*, F2* e F3* mostraram ser estatisticamente diferentes para o
controle (FA*) (p <0,05) (Figura 2: 3). Por outro lado, a formulacdo F1* ndo
apresentou atividade contra o isolado RL22 (p <0,05) (Figura 2: 2).

[0076] F2, F3 e F3* foram identificadas como as formulacdes mais
promissoras pela amostra de resina acrilica (log CFU cm?) e o ensaio MTT
sobre a resina acrilica. Além disso, estas formulagcbes ndo apresentam
adjuvantes nem substancias interferentes. Elas foram comparadas com a
capacidade antibiofilme de Listerine® contra C. tropicalis e C. albicans e
mostraram-se semelhantes (p> 0,05) (Figura 3: 1 e 2).

[0077] Os resultados obtidos pelas formulagbes contendo sorbato de
potassio (F1-F3) foram comparados com os resultados das formulagcdes sem
sorbato de potéassio (F1-F3)*, assim como com 0s controles sem principio ativo
com e sem sorbato de potassio (FA e FA*). Os resultados de contagem de
placas (CFU cm?) e ensaio MTT indicaram que F2, F3 e F3* exibiram 0 mesmo
nivel de atividade antibiofilme contra C. tropicalis e C. albicans, mostrando que
o sorbato de potassio ndo desempenha atividade antifingica e/ou antibiotica na

formulacdo. A sua presenca parece ser importante para as formulagdes aqui
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desenvolvidas uma vez que F2* ndo demonstrou ser tdo potencial quanto F2
para inibir a formagé&o de biofilme.

[0078] Notou-se que a presenca de DMSO nas formulacbes (FAD e
FAD*, 1,5%) nédo interferiu na atividade antibiofilme. De acordo com a literatura,
formulagbes contendo mais que 2% de DMSO ndéo influenciam nas células
fungicas (Rodriguez-Tudela et al. 2001), sendo concluido que a atividade
antifingica observada nas formulacdes sobre as resinas acrilicas foi devido aos
selenocinatos alilicos 1e, 1f e 19.

[0079] Como esperado, a auséncia dos selenocinatos alilicos 1e, 1f e 19
nos controles FA e FA* ndo resultou em formulacbes com propriedades
antibiofilme (Tabela 8, Figuras 1 e 2), comprovando sua atividade antibiofilme.
[0080] Os versados na arte valorizardo o0s conhecimentos aqui
apresentados e poderéo reproduzir a invengédo nas modalidades apresentadas

e em outras variantes, abrangidas no escopo das reivindicacbes anexas.
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Reivindicacdes

1. Selenocianato alilico caracterizado por apresentar a Formula geral 1:
o)

R/\fJ\OCH3

SeCN
1

onde o substituinte R € um selecionado do grupo que consiste em: H,
(C1-Ce6)alquila, (C1-Ce6)alcoxi, ciano, (C3-C7)cicloalquila, (C3-
C7)heterocicloalquila, -(C1-C6)-S(O)mRa, -(C1-C6)-S(O)mNRpR., -(C1-C6)-
NRpR:, -(C1l-C6)-C(=O)NRyR;, -(C1l-C6)-C(=O)Ra, S(O)mRa, S(O)mNRuR,
NRpRc, (C=0)NRyR¢, C(=0O)R,, arila ou heteroarila,

onde (C1-Cé6)alquila, (C3-C7)cicloalquila ou (C3-C7)heterocicloalquila é,
opcionalmente, parcialmente insaturado, e

(C1-C6)alquila, (C3-C7)cicloalquila ou (C3-C7)heterocicloalquila, arila ou
heteroarila €, opcionalmente, substituido com arila, ariloxi, heteroarila,
heteroariloxi, hidroxi, nitro, halo, ciano, (C1-C6)alquila, (C1-C6)alcanoila, (C1-
C6)alcoxicarbonila, (C1-C6)alcanoiloxi, S(O)mRa, S(O)mNRpR:, NRpRe,
C(=O)NRpR;, C(=O)R,,

ondemélou?2e

Ra, Rpn, e R¢ sédo, independentemente: H, (C1-C6)alquila, (C3-
C7)cicloalquila, (C3-C6)heterocicloalquila, heteroarila ou arila.

2. Selenocianato alilico, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo substituinte R ser um selecionado do grupo que consiste em: fenila, 2,4-
diclorofenila, 2-bromofenila, 3-metoxifenila, naftalen-2-ila, 4-tolila e 4-
bromofenila.

3. Selenocianato alilico, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado
pelo substituinte R do selenocianato alilico ser um selecionado do grupo que
consiste em: naftalen-2-ila, 4-tolila e 4-bromofenila.

4. Processo de obtencdo de selenocianato alilico, conforme definido em
qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 3, caracterizado por compreender a

reacao de:
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-selenocianato de potassio e brometo alilico em uma proporgéo na faixa
de 1:0 a 2:0;e

-solventeorganico, selecionado do grupo que consiste em:
tetraidrofurano, dimetilformamida, dimetilsulféxido, etanol, acetona ou uma
mistura destes com 4gua, em qualquer proporcao;

em que a temperatura é na faixa entre —20 °C e 30 °C; e

em que o tempo de reacdo éna faixa entre 5 €60 minutos.

5. Processo de obtencdo de selenocianato alilico, de acordo com a
reivindicacado 4, caracterizado por compreender:

-selenocianato de potéssio e brometo alilico na propor¢éo de 1,2:1;

- acetona aquosa (80%);

em que a temperatura de reacdo € de 5 °C; e

em que o tempo de reacdo é de 15 minutos.

6. Processo de obtencdo de selenocianato alilico, de acordo com a
reivindicacdo 4 ou 5, caracterizado por compreender as etapas de:

i. solubilizar o brometo alilico precursor em acetona(80%);

ii. manter temperatura do meio reacional em 5°C;

iii. adicionar selenocianato de potassio ao produto obtido na etapa i, na
proporcao selenocianato de potassio:brometo alilico de 1,2:1;

iv. adicionar agua ao produto obtido na etapa iii;

v. agitar o produto obtido na etapa iv por 15 minutos;

vi. adicionar acetato de etila ao produto obtido na etapa v;

vii. lavar fase orgéanica formada na etapa vi com agua e salmoura;

viii. secar produto obtido na etapa vii com MgSO,4 anidro; e

ix. evaporar fase organica obtida na etapa viii;

7. Processo de obtencdo de selenocianato alilico, de acordo com a
reivindicacdo6 caracterizado por compreender uma etapa adicional de
purificacdo do selenocianato alilico obtido na etapa vii em cromatografia em

coluna de silica gel.
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8. Uso dos selenocianatos alilicos conforme definido em qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 3, caracterizado por ser no preparo de um medicamento
para o tratamento de doencas causadas por microrganismos.

9. Uso dos selenocianatos alilicosde acordo com a reivindicacao 8,
caracterizado pelo microrganismo ser fungo.

10. Uso dos selenocianatos alilicos de acordo com a reivindicagéo 9,
caracterizado pelo fungo ser do género Fusarium sp., Microsporum sp.,
Trichophyton sp. ou Candida sp.

11. Uso dos selenocianatos alilicos de acordo com a reivindicacdo 10,
caracterizado pelo fungo ser Fusarium petroliphilum, Fusarium keratoplasticum,
Fusarium falciforme, Fusarium xysporum, Fusarium solani, Candida albicans,
Candida krusei, Candida glabrata, Candida tropicalis, Microsporum canis,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytesou Trichophyton rubrum.

12. Uso dos selenocianatos alilicos de acordo com a reivindicacdo 11,
caracterizado pelo fungo ser C. tropicalis, C. glabrata ou C. albicans.

13. Uso dos selenocianatos alilicos de acordo com a reivindicacédo 8,
caracterizado pela doenca ser estomatite protética.

14. Composicao de enxaguatorio bucal, caracterizada por compreender:

- principio ativo que consiste em selenocianato alilico conforme definido
em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3;

- veiculo farmaceuticamente aceitavel.

15. Composicdo de enxaguatério bucal de acordo com a
reivindicacdol4, caracterizada pelo veiculo farmaceuticamente aceitavel
compreender:

-pelo menos um aromatizante;

- pelo menos um edulcorante, €;

- pelo menos um agente conservante.

16. Composicdo de enxaguatério bucal de acordo com a reivindicagéo
15, caracterizada pelo:

- principio ativo, dissolvido em DMSO, ser na faixa de 0,015% vl/v;
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- aromatizante ser esséncia hidroetandlica de horteld-pimenta na faixa
de 0,3% v/v; e

- edulcorante ser sacarina so6dicana faixa de 0,05% v/v.
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Redugdo na viabilidade (Log)
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Score de irritagéo (IS)
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Resumo

SELENOCIANATO ALILICO, PROCESSO DE OBTENCAO E Us0s DO MESMO E

COMPOSICAO DE ENXAGUATORIO BUCAL

A presente invencao descreve selenocianatos alilicos derivados de (Z)-
2-(bromometil)alcenoatos, assim como seu processo de obtencdo. Estes
compostos possuem atividade antimicrobiana, mais especificamente sobre
células fangicas leveduriformes e filamentosas. Também €& descrito 0 uso
destes compostos em formulacdes de enxaguatérios bucais. A presente
invencdo se situa nos campos da quimica medicinal, quimica de compostos
organocalcogénio, mais especificamente da quimica de compostos organicos

contendo selénio.
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