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OBTENCAO E FORMULACOES FARMACEUTICAS BIOTECNOLOGICAS
BASEADOS EM ARQUITETURAS DENDRITICAS DE DERIVADO ESPIRO-
ACRIDINICO

01. A presente invencéo se refere a moléculas ativas como sistema de interagéo
de derivado espiro-acridinico o 3-(acridin-9-il)-N-benzylideno-2-cianoacrilohidrazida
(AMTAC-01) e o polimero monodisperso sintético Dendrimero (bis-MPA) como uma
alternativa para incremento de solubilidade em meio aquoso. Em especificamente, o
sistema de interacdo AMTAC-01/bis-MPA da presente invencgdo referem-se a sistemas
de interacdo Uteis a serem utilizados na salde humana e/ou animal com fins de
tratamento, profilaxia, paliativa, ou também como diagnéstico de cancer, leishmania,
doenca de Chagas e malaria.

02. Os Dendrimeros mostram-se como estruturas promissoras no
desenvolvimento e no sistema de distribuicdo de farmacos, visando a diminuicdo da
dose administrada e uma maior eficacia terapéutica. Dendrimeros sdo polimeros
monodispersos sintéticos com repetidas arquiteturas ramificadas e altamente
estruturada, adotando uma forma tridimensional globular.

03. As aplicagdes dos dendrimeros sdo muito diversas. Eles podem ser usados
em fisica, organica quimica, aplicacdes biomédicas, catdlise e como agentes
solubilizantes. A sua bio-compatibilidade e toxicidade e suas aplicacdes em
nanociéncias, nanotecnologias, entrega de moléculas ativas e entrega de genes também
s&o importantes (Sebestik, Niederhafner and Jezek, 2011; Sebestik, Reini§ and Jezek,
2012; Chabre and Roy, 2010; Chabre and Roy, 2008; Tomalia, 2005; Astruc, Boisselier
and Ornelas, 2010; Tomalia, 2009; Svenson, 2009; Svenson and Chauhan, 2008;
Svenson and Tomalia, 2005).

04. Diversos derivados espiro-acridinicos em sistemas de interacdo a
dendrimeros podem servir utilizados como inibidores da topoisomerase 1l. Os sistemas
de interacdo formados devido a maior solubilidade e semi-vidas prolongadas, séo
superiores ao correspondente derivado espiro-acridinico AMTAC-01 no tratamento de

varios tipos de cancer. Além disso, varios A¢do de derivados espiro-acridinicos
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AMTAC-01 no sistema de interagdo AMTAC-01/bis-MPA  aumentam
significativamente a atividade biologica (Figura 1).

05. Na preparacdo do sistema de interacdo foram utilizados o polimero
monodisperso sintético dendrimero bis-MPA (hyperbranced bis-MPA pc generation 4),
adquirido direto da Sigma-Aldrich/Brasil e o derivado espiro-acridinico o 3-(acridin-9-
il)-N-benzylideno-2-cianoacrilohidrazida (AMTAC-01), obedecendo a uma proporc¢ao
de 1:1; 2:1 e/ou 3:1 partes da espiro acridina (AMTCO1) para do polimero dendrimero
(bis-MPA), em massa/massa, utilizando como solventes cloroférmio, etanol absoluto,
metanol, acetona e/ou acetato de etila da Sigma-Aldrich/Brasil. Os recipientes ambar
contendo as misturas solidas e o respectivo foram mantidos sobre agitagdo levemente
aquecidos a uma temperatura variando entre 25 a 30°C e/ou temperatura ambiente,
durante 12; 24; 48; 72; 92 horas.

06. A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada como ferramenta
auxiliar na caracterizacdo da espiro acridina (AMTACO01), do dendrimeros (bis-MPA) e
do sistema molécula/dendrimeros (AMTACOL/bis-MPA), através das bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes. Em 3293 cm™, podemos observar uma
banda de média intensidade caracteristica da deformacéo axial da ligagdo N—H de um
grupamento amina. Na regido de 1707 cm™ encontramos uma banda de deformacio
axial da ligagdo C=0, caracteristica de carbonila. Em 1483 cm™ observamos uma banda
que pode ser atribuida a uma deformagao axial da ligagdo N=C. Em 1335 cm™ observa-
se uma banda caracteristica de uma ligacéo tripla de C e N. E uma banda em 757cm?,
atribuida a deformacéo angular C—H fora do plano do anel aromatico.

07. No espectro 1V do dendrimero bis-MPA, na regido de 3676cm™ podemos
observar uma banda de baixa intensidade caracteristica da deformacgéo axial da ligacdo
O-H de grupamento hidroxila. Em 2967 cm™ observa-se uma banda de deformagio
axial da ligagdo C—H do grupo metileno. Na regido de 1736 cm™ encontramos uma
banda de deformacéo axial da ligagdo C=0, caracteristica de carbonila. Na regido 1475
cm? podemos observar uma banda referente a deformagdo angular assimétrica do
grupamento CHs. Ja em 1046 cm™, a banda refere-se a deformacéo axial da ligagdo C—

O, caracteristicas de alcoois primarios.
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08. O espectro de IV obtido a partir do sistema de interacio AMTACO01/bis-
MPA, onde pode-se identificar um deslocamento na banda larga, caracteristica da
ligacido de O—H na regido de 3676 cm™ para a regido de 3284cm™, associada a uma
banda na regifo de 3182 cm™, caracteristica de uma ligagdo de N-H, o que pode ser um
indicativo de que o AMTACO1 apresenta poucos sitios receptores, sugerindo uma
possivel interagdo entre as duas substancias. Na regido de 1716cm™ encontramos uma
banda de média intensidade que pode ser caracteristica de uma ligacdo dupla entre C e
N, e em 1614 cm™ uma banda intensa caracteristica de grupamentos carbonilados. Em
aproximadamente 1437 podemos observar ligacfes caracteristica de C=N. E na regido
de 803 cm™, sugerimos ligagdes em carbonos com hibridagdo sp® (Figura 2).

09. Na microscopia eletronica de varredura foi avaliado a topografia do
AMTACO1, dendrimero bis-MPA e do sistema de interacgio AMTACO01/bis-MPA. A
superficie do Dendrimero bis-MPA. As imagens mostram que 0 polimero possui uma
superficie irregular e rugosa caracteristica de um material amorfo. J& as imagens do
AMTACO1 observamos que a superficie se apresenta de forma cristalina e sugere uma
morfologia de um solido organizado, em formato de agulhas, corroborando com o0s
picos obtidos no seu difratograma, caracteristico de um material cristalino. Para os
sistemas de interagdo AMTACO01/bis-MPA, foram obtidas imagens para uma mistura
fisica — mistura dos dois componentes, em iguais proporcdes e sem adicdo de nenhum
solvente — e para o sistema de interacdo (Figura 3).

10. A avaliacdo da solubilidade foi realizada usando a espectroscopia UV-
Visivel com o objetivo de averiguar o aumento da solubilidade em dgua do AMTACO01
na presenca do dendrimero bis-MPA, através da absorbancia. Durante a analise foram
monitorados 0s comprimentos de onda méaximo do AMTACO1, e observamos 0s
comprimentos de onda maximos referentes aos croméforos do AMTACO1, bem como
os valores correspondentes da absorbancia. Observa-se os valores dos comprimentos de
onda maximos em Amax 2,52 nm com absorbancia em 2,63 A, em A 276 nm com
absorbancia em 1,93 A e em A 348 nm com absorbancia em 0,47 A. Com relagéo ao
sistema de interacdo AMTACO1/bis-MPA observamos que no espectro do sistema de

interacdo podemos visualizar uma diminuicdo da absorbancia para os trés comprimentos
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de onda () indicados e o aparecimento de uma absor¢do em A 213 nm com absorbancia
em 2,71 A caracteristica do dendrimero bis-MPA. Sugerindo que o sistema de interacéo
obtido conduz a uma melhorar na solubilidade do AMTACO1 (Figuras 4 e 5).

11. Para a analise das interacbes com DNA (Sigma-Aldrich SP-Brasil) foi
utilizado o solvente DMSO (Sigma-Aldrich SP-Brasil) na preparacdo das solu¢fes mae
e tampéo Tris-HCI (0.01 M, pH 7.6). O DNA (Sigma-Aldrich SP-Brasil) de timo bovino
(ctDNA, do inglés calf tymus) foi obtido da Sigma-Aldrich (SP-Brasil) e utilizado sem
purificacdo adicional. Os aparelhos aplicados para a analise e obtencao dos espectros de
Ultravioleta-visivel (UV-vis) e de emissdo de fluorescéncia foram o Espectrofotémetro
de UV-vis Ultraspec 3000 PRO e o Espectrofluorimetro de JASCO FP-6300 (Tdquio,
Japdo).

12. Na Preparacdo de ct-DNA as titulacbes de espectros UV-Vis foram
realizadas utilizando o tampdao Tris 0.01 M, pH 7.6. A solucdo de ctDNA em tampao
Tris foi sonicada durante 5-10 minutos e a concentracdo determinada através dos
coeficientes de extingdo molares 6.600 M cm™ a 260 nm (WOLFE et al., 1987). A
pureza do DNA (A pureza do DNA (DNA (ctDNA) Saint Louis, MO, USA Sigma-
Aldrich SP-Brasil)) foi determinada através da monitorizacdo do valor da relagdo de
A260/A280.

13. O sistema de interacdo AMTAC-01/bis-MPA foi dissolvido em DMSO na
concentracdo de 1 mM (solucdo-mae) a partir do qual as solucdes de trabalho foram
elaboradas por diluigdo utilizando tampéo Tris-HCI, com concentragdes entre 10 e 80
MM do bis-MP AMTAC-01/bis-MPA

14. Sob concentracdo otimizada, o AMTAC-01/bis-MPA foi exposto a
concentragdes crescentes do ctDNA (0-120 pM). Antes das medicGes, 0 sistema foi
agitado e incubado & temperatura ambiente durante 10 minutos. As medicdes foram
realizadas em uma cubeta de quartzo retangular com comprimento optico de 1 cm. A
constante de ligacdo intrinseca (Kb) foi obtida por ajuste dos dados a equacdo
(MCGHEE e VON HIPPEL, 1974):

[DNA]/ (ea - ef) = [DNA]/ (eb - f) + 1 / Kb (b - &f)
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15. Onde, ea ¢ o coeficiente de extingdo molar aparente; €b, o coeficiente de
extin¢do molar do composto ligado ao DNA; e &f, o coeficiente de extingdo molar livre
de composto.

16. O grafico da equacdo reduzida da reta [DNA]/(ea - &f) versus [DNA] foi
utilizado para obtengdo do Kb a partir da razdo entre a inclinacdo (slope) e o intercepto
[DNA]/(ga - ef) versus [DNA]. Os dados da ligagdo com DNA foram obtidos utilizando
o software SigmaPlot 10.0®.

17. A medicdo de fluorescéncia do sistema de interacio AMTAC-01/bis-MPA
foi realizada em solugdo de concentragdo 15 pM em tampao Tris 0.01M, pH 7.6. Os
espectros de emissdo foram registrados na regido de 310-700 nm utilizando um
comprimento de onda de excitacdo de 220-320 nm. Todas as medi¢6es foram realizadas
a 25°C em uma cubeta de quartzo retangular com comprimento Optico de 1 cm. As
intensidades de fluorescéncia foram expressas em unidades arbitrarias. As titulacfes de
fluorescéncia foram realizadas por adicdo de quantidades crescentes de ctDNA (0-100
uM) diretamente dentro da solugdo contendo o composto. As intensidades de
fluorescéncia do derivado exposto a diferentes concentracbes de ctDNA foram
utilizadas para calcular a constante de Stern-Volmer (Ksv), pela seguinte equagéo
(LAKOWICZ, 2006):

Fo/F=1+Ksv[Q]

18. Onde, FO e F séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenga
do do sistema de interagio AMTAC-01/bis-MPA, respectivamente. Ksv é a constante
de Stern-Volmer, e [Q] é a concentragdo do DNA em puM. O gréfico de intensidade de
emissdo relativa (FO/F) versus [Q] foi utilizado para obter a constante da regressao
linear. Os dados de ligacdo foram obtidos através do software SigmaPlot 10.0®.

19. Analises por varredura em espectroscopia UV-vis comprovaram da interacao
do AMTAC-01 ao dendrimero bis-MPA. Os resultados de absorcdo para o0s
sobrenadantes e precipitados em diferentes tempos de sistema de interacdo em
comparacdo ao dendrimero bis-MPA e AMTAC-01 separadamente em concentracao

massa/volume e/ou mol/mol. O AMTAC-01 absorve luz na faixa de 250 a 400 nm, o
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bis-MPA néo absorve luz nesta regido. O espectro de absorcéo de luz do sobrenadante
apos cerca de 24 h de interacdo (sistema de interacdo AMTAC-01/bis-MPA S1D)
apresenta intensidade inferior ao composto isolado, enquanto os sobrenadantes em
tempos superiores a 72 h de interagdo apresentaram o mesmo perfil e intensidade de
absorcdo de luz, além de efeito hipercromico em relacdo ao AMTAC-01 isolado. A
baixa absorcdo de luz dos precipitados para todos as metodologias de interacdo
utilizadas comprova que 0 AMTAC-01 em um sistema de interacdo ao dendrimero bis-
MPA encontra-se nos sobrenadantes. Baseado nesses resultados, o produto obtido a
partir dos sobrenadantes em tempo superior a 72 h (AMTAC-01/bis-MPA S1D e
AMTAC-01/bis-MPA S7D) foram avaliados em testes de ligagcdo ao DNA e albumina
por meio de espectroscopia de absorcdo UV-vis e fluorescéncia e os resultados foram
comparados aos publicados para o AMTAC-01 isolado (ALMEIDA et al., 2016)
(Figura 6).

20. O DNA ¢ um alvo bem estabelecido para derivados espiro-acridinas com
atividade antiproliferativa e promissores para terapia do cancer (ALMEIDA et al.,
2016). Por esse motivo, a capacidade de ligacdo ao DNA dos produtos sistema de
interacdo AMTAC-01/bis-MPA foi avaliada para verificar possiveis incrementos da
ligacdo entre esse alvo e o derivado espiro-acridinico do sistema de interagdo AMTAC-
01/bis-MPA.

21. Nos resultados do sistema de interacdo entre 0 DNA e o AMTAC-01/bis-
MPA, em diferentes concentracfes do DNA, foi observado um efeito hipercrémico, ou
seja, aumento da intensidade de absorcdo, na regido de 315-350 nm, indicando uma
estabilizacdo do derivado espiro-acridinico devido a interacdo com o DNA.
Adicionalmente, na regido de 271 nm, um hipercromismo de 71,75% foi proveniente de
uma mudanca na conformacdo da estrutura da dupla hélice do DNA, com quebra da
estrutura secundaria (LAFAYETTE et al., 2013; STREKOWSKI E WILSON, 2007). A
forca da interagdo entre DNA e o derivado foi quantificada por meio da constante de
ligagdo (Kb) calculada a partir dos dados da absorbancia. A constante de ligagdo ao
DNA do AMTAC-01/bis-MPA foi de 7,54 x 10°. Houve aumento da magnitude de 10*
para 10°, quando comparada com a constante de ligagdo do AMTAC-01 (2,3 x 10%
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(ALMEIDA et al., 2016). Este valor sugere maior forca de interacdo entre 0 DNA e o
AMTAC-01/bis-MPA (Figura 7).

22. Por meio da analise dos espectros de absorcao, dois aspectos evidenciam a
interacdo entre DNA e sistema de interacio AMTAC-01/bis-MPA: (1) efeito
hipercromico na regido de 315-350 nm, que indica uma estabilizacdo do derivado
espiro-acridinico devido interacdo com DNA,; e (2) hipercromia em 271 nm proveniente
de uma mudanca na conformacédo da estrutura dupla hélice do DNA com quebra da
estrutura secundaria (LAFAYETTE et al., 2013; STREKOWSKI E WILSON, 2007). A
forca da interacdo entre DNA e derivado é quantificada por meio da constante de
ligacdo (Kb) calculada a partir dos resultados da absorbancia. Além disso, andlises da
fluorescéncia do sistema de interacdo AMTAC-01/bis-MPA na presenca do DNA
corroboraram a interacdo. Os valores de Kb e dados da fluorescéncia para o AMTAC-01
e AMTAC-01/bis-MPA na presenca e auséncia do DNA.

23. A comparacdo dos dados de absorbancia do AMTAC-01 e AMTAC-01/bis-
MPA na presenca e auséncia do DNA demonstram que: (a) houve pouca variacdo dos
méaximos de absor¢do na presenca do DNA, 273 e 271 nm para 0 AMTAC-01 e
AMTAC-01/bis-MPA, respectivamente. Esse resultado indica que ndo houve alteragdo
estrutural do AMTAC-01 apds interacdo com o bis-MPA, nem tampouco mudanga de
sua propriedade de interacdo do DNA; (b) houve uma diminuicdo no deslocamento do
maximo de absorcdo de 14 nm para 2 nm para 0s seguintes complexos AMTAC-
01:DNA e AMTAC 01/bis-MPA:DNA. Este achado deve-se a interacdo do AMTAC-01
no bis-MPA deixando o composto mais imobilizado e a interagdo com DNA deu-se de
modo mais estavel confirmado pelo aumento no valor do Kb; (c) houve um aumento na
magnitude da constante de ligacdo ao DNA de 104 para 109. Esse valor de Kb é
atribuido para ligantes ao sulco do DNA (IHLMES e OTTO, 2005). Ou seja, 0 processo
de sistema de interacdo ao bis-MPA levou a uma disposi¢cdo molecular do AMTAC-01
que otimizou a interagdo ao DNA; e (d) a menor hipercromicidade para o sistema de
interacdo AMTAC-01/bis-MPA:DNA atribuida & interacdo ao bis-MPA deixando o
AMTAC-01 menos disponivel para o processo de absorcdo de luz UV-vis. Esses dados

foram confirmados pela emisséo de luz fluorescente que apresentou uma diminuicao

Petica0 870180008986, de 01/02/2018, pag. 22/31



8/9

entre 463 e 475 nm na presenca do DNA.
Tabela 1. Dados de absor¢édo e emissdo dos compostos AMTAC-01 e sistema de
interacdo AMTAC 01/bis-MPA na presenca e auséncia de DNA.

Amax  Amax Hipercro- ) .
] ] AL o Amax livre Amaxligado AL Xexc Aemi
Composto  livre ligado micidade Kb M™!

nm nm nm nm nm nm
om) (nm) %) (nm) (nm) (nm)  (hm)  (nm)
AMTAC-01 287 273 14 92,87 2,3 x 10 408 471 63 408 471
AMTAC
) 269 271 2 71,56 7,3 % 10° 469 470 1 408 470
01/bis-MPA

24. Para avaliar a atividade inibitoria do sistema de interagio AMTAC-01/bis-
MPA, foi realizado o teste de relaxamento do plasmideo que consiste em avaliar a
atividade enzimética da topo lla na presenga e auséncia do AMTAC-01, AMTAC-
01/bis-MPA e Amsacrina (m-AMSA) como padrdo seguido da analise do DNA por
eletroforese. O resultado do teste de inibicdo do AMTAC-01/bis-MPA e dos controles
positivos, AMTAC-01/bis-MPA e AMTAC-01, todos na mesma concentracdo. Efeito
do m-AMSA sobre a religacdo do DNA mediada pela topo ITa humana: DNA plasmidal
pUC19 foi incubado por 30 min, a 37 = C com 4 unidades da enzima na auséncia (linha
2) ou presenca do complexo ou controles positivos, m-AMSA e AMTAC-01, na
concentracao de 100 uM. Em seguida, amostras do DNA foram separadas numa corrida
de eletroforese em gel de agarose e corados com brometo de etidio.

25. Os resultados evidenciam que a atividade inibitéria topo Ila. do AMTAC-01
foi mantida apds a obtencdo do sistema de interacdo com o dendrimero bis-MPA. A
inibicdo é visualizada por meio da formacdo da banda do DNA pUC19 no formato
superhelicoidal, banda nao visualizada na auséncia dos compostos (pUC19 + Topo Ila).
Destaca-se 0 mesmo perfil de inibicdo para os compostos testados o que evidencia a
manutencdo da atividade do AMTAC-01e melhoria da inibicdo do alvo enzimatico.

Portanto, o processo de sistema de interacdo ndo alterou a propriedade bioldgica do
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derivado do AMTAC-01 indicando a estabilizagdo molecular sem perda de atividade
(Figura 8).

26. Na figura 1 temos a estrutura quimica do derivado espiro-acridinico o 3-
(acridin-9-il)-N-benzylideno-2-cianoacrilohidrazida (AMTAC-01).

27. Na figura 2 o espectro de infravermelho (IV) do sobreposto: AMTACO1, bis-
MPA e o sistema de interagdo AMTACO01/bis-MPA.

28. Na figura 3 a microscopia eletrénica de varredura com o objetivo de avaliar a
topografia do dendrimero bis-MPA A e B, AMTACO01 C e D e do sistema de interagdo
AMTACO1/bis-MPA E e D.

29. A figura 4, representa o espectro de absor¢do de UV do AMTACO1 na
presenca de agua. Encontram-se os comprimentos de onda maximos referentes aos
cromoforos do AMTACOL, bem como os valores correspondentes da absorbancia.
Observa-se os valores dos comprimentos de onda maximos em Amax 2,52 nm com
absorbancia em 2,63 A, em A 276 nm com absorbancia em 1,93 A € em A 348 nm com
absorbancia em 0,47 A.

30. Na figura 5, observamos que no sistema de interacdo AMTACO0L/bis-MPA
houve mais um aumento da absorbancia, o que nos leva a propor que a interacao
influencia positivamente a solubilidade do AMTCO1.

31. Na figura 6 os espectros de absor¢do UV-vis do bis-MPA (preto), AMTAC-
01 (vermelho), sobrenadantes (verde, amarelo e azul) e precipitados (rosa, azul claro e
cinza) em diferentes tempos de interacdo entre composto e polimero.

32. Na figura 7 o espectro de absorcdo do sistema de interagio AMTAC 01/bis-
MPA (10 uM) na presenga de diferentes concentragdes de DNA (0, 10, 20, 40, 60, 80 e
100 uM).

33. Na figura 8 o efeito do sistema de interagdo AMTAC-01/bis-MPA sobre a
religagdo do DNA mediada pela topo Ilo. humana: DNA plasmidal pUC19 (Saint Louis,
MO, USA Sigma-Aldrich SP-Brasil) foi incubado por 30 min, a 37 = C com 4 unidades
da enzima na auséncia (linha 2) ou presenca do complexo ou controles positivos, m-
AMSA e AMTAC-01. Em seguida, amostras do DNA foram separadas numa corrida de
eletroforese em gel de agarose e corados com brometo de etidio.
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REIVINDICACOES

1. OBTENCAO E FORMULACOES FARMACEUTICAS BIOTECNOLOGICAS
BASEADOS EM ARQUITETURAS DENDRITICAS DE DERIVADO ESPIRO-
ACRIDINICO caracterizada pela obtencao de interacdo de derivado espiro-acridinico o
3-(acridin-9-il)-N-benzylideno-2-cianoacrilohidrazida (AMTAC-01) e o polimero
monodisperso sintético Dendrimero (bis-MPA) como uma alternativa para incremento
de solubilidade em meio aquoso; em especificamente, o sistema de interacdo AMTAC-
01/bis-MPA da presente invencdo referem-se a sistemas de interacdo Gteis a serem
utilizados na satde humana e/ou animal com fins de tratamento, profilaxia, paliativa, ou
também como diagndstico de cancer, leishmania, doenca de Chagas e maléria.

2. OBTENGAO E FORMULAGOES FARMACEUTICAS BIOTECNOLOGICAS
BASEADOS EM ARQUITETURAS DENDRITICAS DE DERIVADO ESPIRO-
ACRIDINICO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo sistema interagio
de derivado espiro-acridinico o 3-(acridin-9-il)-N-benzylideno-2-cianoacrilohidrazida
(AMTAC-01) e o polimero monodisperso sintético Dendrimero (bis-MPA) serem
utilizados individualmente ou em combinacdo com outros agentes uso profilaxia,
paliativa, ou também como diagndstico de cancer, leishmania, doenca de Chagas e
malaria, testados em modelos experimentais in vitro na presenca de diferentes
concentragdes de DNA (0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM) frente o espectro de absorcéo
do sistema de interagdo AMTAC 01/bis-MPA (10 uM).

3. OBTENCAO E FORMULAGCOES FARMACEUTICAS BIOTECNOLOGICAS
BASEADOS EM ARQUITETURAS DENDRITICAS DE DERIVADO ESPIRO-
ACRIDINICO, de acordo com a reivindicagdes 1 e 2, caracterizada pelo sistema
interacdo de derivado  espiro-acridinico o  3-(acridin-9-il)-N-benzylideno-2-
cianoacrilohidrazida (AMTAC-01) e o polimero monodisperso sintético Dendrimero
(bis-MPA) serem utilizados individualmente ou em combinag&do com outros agentes uso
profilaxia, paliativa, ou também como diagndstico de céncer, leishmania, doenca de
Chagas e malaria, testados em modelos experimentais in vitro para avaliar a atividade
enzimética da topo lla do AMTAC-01/bis-MPA.
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4. OBTENGAO E FORMULAGOES FARMACEUTICAS BIOTECNOLOGICAS
BASEADOS EM ARQUITETURAS DENDRITICAS DE DERIVADO ESPIRO-
ACRIDINICO, de acordo com a reivindicacdes 1 a 3, caracterizada pelo sistema
interacdo de derivado espiro-acridinico o  3-(acridin-9-il)-N-benzylideno-2-
cianoacrilohidrazida (AMTAC-01) e o polimero monodisperso sintético Dendrimero
(bis-MPA) serem utilizados individualmente ou em combinagdo com outros agentes uso
profilaxia, paliativa, ou também como diagnéstico de céncer, leishmania, doenga de
Chagas e malaria, para producdo de preparagdes farmacéuticas e/ou veterinarias sob a
forma de: pés, granulos, comprimidos, comprimidos revestidos, capsulas, solugdes orais
elou injetaveis, pomadas, cremes, elixires, xarope, emulsdes, suspensdes, locdes,
emplastos, géis, sistemas de liberacdo controlada como micro e nanocapsulas, micro e
nanoparticulas, complexos de inclusdo, micro e nanoemulsdes, lipossomas e hidrogéis,

juntamente com um ou mais adjuvantes e/ou veiculos.
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RESUMO

OBTENGCAO E FORMULAGOES FARMACEUTICAS BIOTECNOLOGICAS
BASEADOS EM ARQUITETURAS DENDRITICAS DE DERIVADO ESPIRO-
ACRIDINICO

A presente invencdo se refere a moléculas ativas como sistema de interacdo de derivado
espiro-acridinico AMTAC-01 e o dendrimero bis-MPA com fins de tratamento,
profilaxia, paliativa, ou também como diagnéstico de céncer, leishmania, doenga de
Chagas e maléria. O sistema de interagdo obtido sugeri uma melhorar na solubilidade do
AMTACOL. No teste em modelos experimentais in vitro o espectro de absorcdo do
sistema de interacdo AMTAC-01/bis-MPA na presenca de DNA sugere maior forca de
interacdo entre 0 DNA e o AMTAC-01/bis-MPA. A inibicdo enzimatica topo Ila
humana sugeri uma mudanc¢a na conformacdo da estrutura da dupla hélice do DNA,

com melhoria da inibigcdo do alvo enzimatico.
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