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(57) Resumo: USO ANTIVIRAL DE TENSOATIVO CATIONICO. A
presente invencdo refere-se a tensoativos catidnicos derivados da
condensacgéo de acidos graxos e aminoacidos dibasicos esterificados,
como de acido laurico e arginina, em particular o éster etilico da laura-
mida do monocloridrato de arginina (LAE), que podem ser usados para
pro- tegdo contra o crescimento de micro-organismos. Os tensoativos
catiénicos desse tipo também sio eficazes contra infecgbes virais. A
adigéo de LAE a culturas de virus da Herpes tipo 1, virus de Vaccinia e
virus da parainfluenza bovina 3 leva a uma redugao quase completa
dos organismos virais nessas culturas, esses efeitos sendo
observados apés 5 e 60 minutos.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "USO ANTI-
VIRAL DE TENSOATIVO CATIONICO".

O presente pedido refere-se a um novo uso de tensoativos cati-
onicos.

Tensoativos catidbnicos sao bem-conhecidos na técnica para va-
rias aplicagdes diferentes.

Tensoativos catiénicos derivados de acido laurico e arginina, em
particular o éster etilico da lauramida do monocloridrato de arginina, daqui
por diante chamado de LAE, podem ser usados parar protecao contra o cres-
cimento de micro-organismos. A estrutura quimica de LAE é descrita na se-

guinte férmula (1):

O

o
I Cl
H,N.  NH _ _
\r NH (CH,);0—CH;

NH, /

A preparacgdo desse produto foi descrita no pedido de patente
espanhola ES-A-512643.

Estudou-se o metabolismo do tensoativo catibnico de férmula
(1) acima em ratos, e esses estudos demonstraram uma rapida absorgéo e
metabolizagdo em aminoacidos de ocorréncia natural e no acido graxo de
acido laurico, que sao, eventualmente, excretados como didxido de carbono
e ureia. Estudos toxicolégicos demonstraram que o LAE é completamente
inofensivo para animais e seres humanos.

Consequentemente, LAE e compostos relacionados sao particu-
larmente adequados para uso na conservagao de todos os produtos alimen-
ticios pereciveis. LAE e compostos relacionados sé@o igualmente adequados
para uso em produtos cosméticos.

Esse composto é notavel por sua agao inibidora sobre a prolife-
racao de diferentes micro-organismos, como bactérias, fungos e leveduras.
As concentragdes minimas inibitérias de LAE sdo mostradas na tabela 1 a

seguir.
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O uso da invencao refere-se a tensoativos catidnicos derivados
da condensagdo de acidos graxos e aminoacidos dibasicos esterificados, de

acordo com a seguinte férmula (2):

‘ COOR, o
Rs_(CHz)n—< PX
NHR;

@

em que: X é Br, CI', HSO4, um contra-ion derivado de um acido
5 organico ou inorganico ou um anion baseado em um composto fendlico;

R, é uma cadeia alquila linear de um acido graxo saturado ou
hidroxiacido com 8 a 14 atomos de carbono ligado ao grupo a-aminoacido
mediante uma ligacao amidica;

Rz é uma cadeia alquila linear ou ramificada com 1 a 18 atomos

10 de carbono ou um grupo aromatico;

Rs &
—NH;
NH;
~—NH~<
NH,
ou
J NH
NH

e n pode serde 0 a 4.
Os acidos organicos que podem ser a fonte do contra-ion X po-
15 dem ser o acido citrico, acido latico, acido acético, acido fumarico, acido ma-
léico, acido glucénico, acido propidnico, acido sérbico, acido benzdico, acido
carbénico, acido glutdmico ou outros aminoacidos, acido laurico e acidos
graxos como acido oléico e &cido linoléico, ao passo que os acidos inorgani-
cos podem ser acido fosférico, acido nitrico e acido tiocianico.
20 O composto fendlico que pode ser a base do anion X é, por e-
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xemplo, hidroxianisol butilado (BHA) e o hidroxitolueno butilado relacionado,
butil terciario hidroquinona e parabenos, como metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno e butilparabeno.

O composto mais preferido da classe de compostos acima € o
LAE.

E preferivel dissolver o composto diretamente antes do uso em
um dos seguintes solventes preferidos de qualidade alimentar: agua, etanol,
propileno glicol, alcool isopropilico, outros glicéis, misturas de glicéis e mistu-
ras de glicois e agua. Se o tratamento tiver de ser realizado a um valor de
pH especifico, o uso de uma solu¢cao tampao correspondente pode ser re-
comendavel. Por outro lado, o composto pode ser facilmente usado como
um solido. Superficies que devem ser protegidas por preparagdes solidas
séo, por exemplo, as superficies de produtos alimenticios ou cosméticos.

Para os tensoativos catiénicos da férmula (2) acima, a atividade
antibacteriana e a atividade bioldgica contra outros micro-organismos, como
fungos e leveduras, estdo bem-documentadas. Uma atividade dos conser-
vantes catidnicos contra virus nao foi descrita.

Produtos seguros e eficazes para o tratamento de infecgdes vi-
rais sdo urgente e constantemente necessarios. Surtos mundiais de infec-
¢Oes virais ilustram a complexidade de tratamentos eficazes. Recentemente,
o surto da gripe aviaria levou a uma busca urgente por ferramentas 6timas
para limitar a disseminag¢éo da doencga.

A influenza aviaria, atualmente também conhecida como gripe
aviaria, € uma doenca de passaros causada por virus da influenza A, essen-
cialmente dos subtipos de hemaglutinina H5 ou H7, que pertencem a familia
Orthomyxoviridae. Dentro do mesmo grupo de virus, encontra-se o virus
responsavel pela doenga respiratéria chamada de influenza ou gripe.

Virus da parainfluenza, incluidos na subfamilia Paramyxovirinae,
com a familia dos Paramyxoviridae, incluem virus que afetam seres huma-
nos, assim como animais. Os virions tém 150 nm de didmetro, sdao pleomér-
ficos, com um invdlucro lipidico derivado da membrana celular hospedeira e
com projegdes de 10 — 14 nm de comprimento. Seu genoma contém 7 — 8
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segmentos de RNA de fita simples, de sentido negativo, linear, resultando
em um tamanho de genoma de 10.000 a 14.600 nucleotideos.

Além disso, Paramyxoviridae e Orthomyxoviridae compartilham
relagdes especiais com relagio as propriedades biolégicas das glicoprotei-
nas de invélucro. Conforme se observa na tabela 2 a seguir, Paramyxoviri-
dae e Orthomyxoviridae nao apresentam grandes diferengcas em seu teor de
proteinas, lipidios e carboidratos.

Tabela 2
Teor de proteinas, lipidios e carboidratos de membros das fami-

lias Paramyxoviridae e Orthomyxoviridae

Teor (%) Paramyxoviridae Orthomyxoviridae
Proteinas 70 — 64 70—-77
Lipidios 20— 25 18 — 37
Carboidratos 6 5-8

O termo parainfluenza foi originalmente escolhido porque alguns
dos sintomas da doenca sdo altamente similares aos da influenza, e ambos
os tipos de virus apresentam atividades de hemaglutinina e neuraminidase.

O virus da influenza e o virus da parainfluenza apresentam a
mesma sensibilidade contra influéncias externas, como o calor.

Acredita-se na técnica que o virus da parainfluenza seja um
bom modelo experimental para a determinagcdo da atividade bioldgica de
compostos de teste contra o virus da influenza.

O resultado inesperado das investiga¢des feitas pelos invento-
res foi o de que os tensoativos catidnicos de férmula (2) acima apresenta-
vam uma surpreendente atividade antiviral acentuadamente forte. Até agora,
essa classe de compostos era conhecida por sua agao antimicrobiana, e a
acao antiviral ndo podia ser esperada.

A atividade antiviral podia ser observada contra virus dos tipos
Vaccinia, Herpes simplex e virus da parainfluenza bovina. Era particularmen-
te forte a acdo contra virus dos tipos Herpes e virus da parainfluenza bovina,
nos quais um curto tempo de contato de 5 minutos era suficiente para atingir
efeitos maximos. Isso pode ser considerado como o aspecto particularmente

surpreendente da presente invencdo de ter efeito contra os virus apés um
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tempo tao curto.

Ha uma similaridade entre os tipos de virus que se mostraram
0S mais sensiveis & acao antiviral dos tensoativos catiénicos, como os tipos
Vaccinia, Herpes simplex e virus da parainfluenza bovina, e um virus como o
adenovirus, que é o agente responsavel pela AIDS. Os tensoativos cationi-
cos que foram investigados pelos presentes inventores também se mostra-
ram eficazes contra o virus da imunodeficiéncia humana |I.

_A presente invengao refere-se_ao uso.dos tensoativos catidénicos
de féormula (2) como tratamento de qualquer tipo de produto que seja afetado
por uma contaminacgao viral. Esses produtos podem ser, por exemplo, pratos
quentes ou liquidos quentes. Os produtos a serem tratados podem ser qual-
quer tipo de equipamento que seja usado na manipulagao de animais que
sejam infectados por virus. Em um sentido ainda mais amplo, os produtos a
serem tratados podem ser as instalagcdes em que os animais sao mantidos,
ou partes do ambiente natural, como a superficie do solo ou reservatérios de
agua.

A presente invencao refere-se, além disso, a administragao dos
tensoativos catidnicos de férmula (2) a animais ou seres humanos direta-
mente, para tratamento profilatico ou terapéutico de doencgas virais.

Os tensoativos catidnicos de formula (2) podem ser aplicados
como uma solucdo. Essa é a maneira facil e adequada de tratar a superficie
do solo, carros e pessoas. Para outras aplicagbes terapéuticas, pode ser
mais adequado aplicar o tensoativo catidbnico como um sdlido, que pode ser
igualmente eficaz.

O tratamento de produtos para evitar qualquer tipo de infecgao
viral poderia envolver a presenga de uma concentra¢ao dos tensoativos cati-
onicos de formula (2), mais particularmente de acordo com a modalidade
preferida de LAE, de cerca de 2 a 20.000 ppm do produto a ser protegido, de
preferéncia uma concentracdao de 100 a 10.000 ppm e, mais preferivelmente,
de 200 a 2.000 ppm. Essa é uma concentracdo similar a que foi descrita pa-
ra se atingir uma ag¢ao microbiocida. Produtos a serem tratados com a faixa

de concentragdes acima indicada dos tensoativos catidnicos sao, por exem-
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plo, produtos alimenticios ou cosméticos.

O tratamento de superficies que sao infectadas por virus, como
a superficie de preparagdes alimenticias, a superficie de cosméticos, a su-
perficie do solo, a superficie de qualquer tipo de veiculo e a superficie de
qualquer equipamento usado na manipulagdo de animais infectados com
virus, requer a presenca dos tensoativos catidnicos de férmula (2), mais par-
ticularmente de acordo com a modalidade preferida de LAE, a uma concen-
tracdo em um nivel que seja suficiente para se conseguir a agédo antiviral
desejada nessas superficies. Esse nivel de concentragéo seria esperado na
faixa de 2 a 20.000 ppm, mais preferivelmente de 100 a 10.000 ppm e, ainda
mais preferivelmente, de 200 a 2.000 ppm, contendo o tensoativo catidnico
das reivindicagdes, de acordo com a modalidade preferida contendo LAE.
Essas concentragdes sdo dadas em termos da concentragédo de uma solu-
cdo contendo o tensoativo catibnico que é aplicada as superficies a serem
tratadas. Se as superficies forem tratadas com uma preparag¢do soélida do
tensoativo catiénico de féormula (2), a quantidade que é aplicada deve estar
na faixa de 0,01 a 100 mg/dm?, de preferéncia, uma quantidade de 0,5 a 50
mg/dm? e, mais preferivelmente, uma quantidade de 1 a 10 mg/dm?.

O tratamento de preparacdes liquidas, como bebidas ou fontes
naturais de agua, como lagos ou lagoas, requer a presencga dos tensoativos
catiénicos de férmula (2), mais particularmente de acordo com a modalidadé
preferida de LAE, a uma concentragao de um nivel que seja suficiente para
conseguir a acido antiviral desejada na bebida ou agua. Esse nivel de con-
centracao seria esperado na faixa de 0,2 a 20.000 ppm, mais preferivelmen-
te de 2 a 15.000 ppm e, ainda mais preferiveimente, de 200 a 2.000 ppm,
contendo o tensoativo catidnico de férmula (2), de acordo com a modalidade
preferida contendo LAE. Essas concentragdes s&o apresentadas em termos
da concentracdo do tensoativo catidénico no liquido ou agua a ser tratada.

O tratamento de animais ou seres humanos implica a adminis-
tracdo dos tensoativos catiénicos de uma maneira que seja adequada para
absorcdo dos compostos usados de acordo com a invengao. Os compostos

podem ser administrados por via oral, parenteral (incluindo inje¢éo intraperi-
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toneal, subcutanea e intramuscular) ou externa (topica, como retal, trans-
dérmica, por instilacdo e transnasal). A preparagao a ser administrada pode
ter a forma de uma preparacao farmacéutica convencional, como capsulas,
microcapsulas, comprimidos, agentes com revestimento entérico, granulos,
pd, pilulas, unguentos, supositérios, suspensdes, xaropes, emulsdes, liqui-
dos, sprays, inalantes, colirios e gotas nasais.

As preparacdes farmacéuticas acima mencionadas podem ser
produzidas de_acordo_com métodos convencionais usando-se varios veicu-
los organicos ou inorganicos convencionalmente usados para a formulagéo
farmacéutica de preparagdes, como excipientes (como sacarose, amido,
manitol, sorbitol, lactose, glicose, celulose, talco, fosfato de calicio, carbonato
de célcio), aglutinantes (como celulose, metil celulose, hidroximetil celulose,
polipropilpirrolidona, gelatina, gomaarabica, polietileno glicol, sacarose, ami-
do), desintegrantes (como amido, carboximetil celulose, hidroxipropil amido,
bicarbonato hidrogénio de sdédio, fosfato de calcio, citrato de céicio), lubrifi-
cantes (como estearato de magnésio, aerossil, talco, lauril sulfato de sodio),
agentes corretivos (como acido citrico, mentol, glicina, p6 de laranja), con-
servantes (benzoato de sédio, bissulfito de sédio, metilparabeno, propilpara-
beno), estabilizadores (como acido citrico, citrato de sédio, acido acético),
agentes de suspenséo (metil celulose, polivinilpirrolidona, estearato de alu-
minio), agentes de dispersdo (como hidroxipropilmetil celulose), diluentes
(como agua), ceras de base (como manteiga de cacau, petrolato branco,
polietileno glicol) e outros adequados.

A dose do tensoativo catiénico de acordo com o uso da presente
invencdo deve ser-determinada pela dose requerida para se atingir o efeito
profilatico ou terapéutico desejado. A dose usual deve ser de 0,1 mg/kg a 10
mg/kg para administragao oral ou parenteral. A dose usual em seres huma-
nos pode ser uma dose unitaria de 0,1 a 1.000 mg por individuo, mais prefe-
rivelmente de 0,5 a 500 mg por individuo. Essa dose 'pode ser administrada
1 a 4 vezes ao dia, dependendo da gravidade dos sintomas. A dose usual
em animais pode ser de 0,1 a 100 mg por dose, de preferéncia de 0,5 a 50

mg por dose.
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- O efeito do uso da invencao é ilustrado nos exemplos a seguir.
Nos experimentos a seguir, calculou-se o fator de redugéo. Esse
fator de reducéo é calculado de acordo com a seguinte férmula:
107 = v.10% /v".10%
Nessa féormula:
R' representa o fator de reducéao,

V' representa o volume da amostra dos composto de teste,

.a' é_a concentracdo de virus_na amostra adicionada (valor em logio),

v" é o volume da amostra final,
a" é a concentragao de virus apés o-tratamento(valor em logio).
Nos experimentos a seguir, calculou-se o fator de depuragéo. O
fator de depuracgéo é calculado de acordo com a seguinte formula: .
10%- =109 /109
Nessa formula:
CL é o fator de eliminagao (fator de depuragéo),
q' é a concentracao inicial de virus (valor em logio),
g" € a concentragao final de virus (valor em logo).
Exemplo 1
A atividade de LAE foi investigada contra o virus da parainfluen-
za bovina 3.
Meio para cultivo celular
Meio essencial minimo Eagle (EMEM) foi obtido na Earle (ICN
Flow, Rf. 11-100-24) e foi suplementado com:
10% de soro bovino fetal (Biowhittaker, Ref. D14-810F),
2 nM de glutamina (Biowhittaker, Ref. 17-605E),
aminoacidos nao essenciais (Biowhittaker, Ref. 13-114E),
100 unidades de penicilina,
100 ug de estreptomicina/mL, e
1 mM de piruvato de sddio.
LAE (CAS 60372-77-2) lote n® 10234, com um teor de LAE de
88,7%.
A cepa investigada do virus da parainfluenza bovina tipo 3 foi a
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SF-4 (ATCC VR-281).

Condi¢cdes experimentais:

LAE foi investigado a uma concentragao de 200 ppm.

Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambien-
te.

8 mL de agua desionizada foram misturados com 1 mL da sus-

pensédo de virus. 1 mL da solugédo de LAE (contendo 2.000 ppm de LAE) foi

__adicionado, levando.a uma concentracgao final de LAE de 200 ppm.

Apés 5 e 60 minutos, colheram-se amostras para determinacgao.
O projeto do experimento permitiu tirar conclusdes quanto a efetividade de
LAE apés tempos de contato de 5 e 60 minutos.

Os resultados sao apresentados na tabela 3 a seguir.

Tabela 3
Concentragdo de virus
Antes da adicédo de LAE 8,09 + 0,33
60 min apés a adicdo de LAE <1,63
Fator de redugéo 26,46 + 0,32
Fator de depuragao 26,29 + 0,32

Apods tratamento com LAE durante 60 minutos, nao foi detectado
nenhum organismo viral restante. Resultados similares foram conseguidos
ap6s 5 minutos.

‘O numero de particulas virais no experimento foi determinado
pelo ensaio quantitativo TCID50 (dose infecciosa de tecido cultivado).
Exemplo 2

Atividade de LAE contra virus da Herpes tipo 1.

N O virus_qyg_jdi investigado foi o virus do tipo Simplex da subfa-
milia AlphaHerpesvirinae na familia Herpesviridae.

As condicdes para a determinagdo sao similarmente escolhidas
de acordo com as do exemplo 1.

LAE foi investigado a uma concentragao de 200 ppm.

Os resultados sao apresentados na tabela 4 a seguir.

Tabela 4
Concentracao de virus

Antes da adicao de LAE 7,94 + 0,37
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Concentragao de virus
60 min apods a adicao de LAE <1,70
Fator de reducéao >6,18 + 0,36
Fator de depuracao 26,24 +0,37

Apods tratamento com LAE durante 60 minutos, nao foi detectado
nenhum organismo viral restante. Resultados similares foram conseguidos

apos 5 minutos.

Exemplo 3

Atividade de LAE contra virus de Vaccinia. ,

O virus que foi investigado foi o tipo Orthopoxvirus da familia
Poxviridae.

A familia do Poxviridae cobre virus complexos com uma estrutu-
ra complexa com um nucleo contendo DNA viral (cadeia dupla com 170 —
250 kpb).

LAE foi investigado a uma concentragao de 200 ppm.

Os resultados sao apresentados na tabela 5 a seguir.

Tabela 5
Concentracao de virus
Antes da adicao de LAE 5,94 + 0,34
60 min apds a adigdo de LAE 2,40
Fator de reducao 3,92 + 0,36
Fator de depuracao 3,54 + 0,34

Apoés tratamento com LAE durante 60 minutos, detectou-se uma
diminuicdo substancial do numero de organismos virais de Vaccinia vivos.
Uma grande redugdao do nimero de micro-organismos vivos também foi ob-

servada apos tratamento durante 5 minutos.



REIVINDICACOES
1. Uso de um tensoativo catiénico derivado da condensacgao de
acidos graxos e aminoacidos dibasicos esterificados, de acordo com a se-

guinte formula (2):
@
COOR; - \\ o

| R3—(CHy)n X
\

\

NHR;

5 em que:

X é Br, CI, HSO4, um contra-ion derivado de um acido organi-
co ou inorganico ou um anion baseado em um composto fendlico;

R; é uma cadeia alquila linear de um acido graxo saturado ou
hidroxiacido com 8 a 14 atomos de carbono ligado ao grupo a-aminoacido

10 mediante uma ligagdo amidica;

R, é uma cadeia alquila linear ou ramificada com 1 a 18 atomos

de carbono ou um grupo aromatico;

Rs é
—NH;

NH;
et
NH,

ou

Wy
NH

15 e n pode serde 0 a 4,

para o tratamento de infec¢des virais.

2. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, para a fabricagéo de
um medicamento para o tratamento de infec¢gdes virais em animais ou seres
humanos.

20 3. Uso, de acordo com a reivindicagao 2, pelo qual o tensoativo
catiébnico é administrado por via oral, parenteral (incluindo injecao intraperi-
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toneal, subcutanea e intramuscular) ou externa (topica, como retal, trans-
dérmica, por instilacao ou transnasal).

4. Uso, de acordo com a reivindicagao 3, no qual o tensoativo
cationico de formula (2) é o éster etilico da lauramida do monocloridrato de
arginina (LAE).

5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdoes de 2 a
4, para o tratamento de uma doenga causada por um virus da gripe.

6. Uso, de acordo com a reivindicagao 5, no qual o virus da gri-
pe é o virus que causa gripe aviaria.

7. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 2 a
6, para aplicagao profilatica a animais ou seres humanos.

' 8. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 1 a
4, para o tratamento de superficies que sejam infectadas por virus, como a
superficie de preparacgdes alimenticias, a superficie de cosméticos, a super-
ficie do solo, a superficie de qualquer tipo de veiculo e a superficie de qual-
quer equipamento usado na manipulagao de animais infectados por virus.

9. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a
4, para o tratamento de preparagodes liquidas, como bebidas ou fontes natu-
rais de agua.

10. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes de 1 a
4, para o tratamento de preparag¢des alimenticias.

11. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a
4, para o tratamento de preparagdes cosméticas.

12. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes pre-
cedentes, em que o virus € um virus do tipo Vaccinia, Herpes simplex e virus

da parainfluenza bovina.
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1 -~ “RESUMO .
Patente de Invengéo: "USO ANTIVIRAL DE TENSOATIVO CATIONICO". .
A preéente invengao refere-se a tenso_a‘_tivos catidnicos deriva-
dos da condensac¢do de acidos graxos e aminodacidos dibasicos esterifica-
dos, como de acido laurico e arginina, em particular o éster etilico da laura-
mida do m'onocloridrétb de arginina (LAE), que podem ser usados para pro-
tegdo contra o crescimento de micro-organismos. Os tensoativos catidnicos
desse tipo tarhbém sdo eficazes contira infeccées virais. A adicéo de LAE a -
culturas de vi,r’us.d_aHerpe’.is tipo 1, virus de Vacc}'ni? e virus da parainfluenza

‘bovina 3 leva a uma redugdo quase completa dos organismos virais nessas -

culturas, esses efeitos sendo observados apés 5 e 60 minutos.
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