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USO DOS DERIVADOS (4-R-PIPERAZIN-1-IL)(1-W-FENIL-1H-PIRAZOL -4-
IL)METANONA COMO ANALGESICOS E/OU ANTI-INFLAMATORIOS E
SAIS FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEIS, COMPOSICOES
FARMACEUTICAS CONTENDO OS MESMOS E PROCESSOS DE
PREPARACAO

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencéo € relacionada aos derivados do nucleo (4-R-
piperazin-1-il)(1-W-fenil-1H-pirazol-4-il)metanona, mais particularmente aos
derivados heterociclicos e sais farmaceuticamente aceitaveis. Ainda mais
particularmente, a presente invengao relaciona-se com o derivado (4-
metilpiperazin-1-il)(1-fenil-1H-pirazol-4-il)metanona-LQFM182 (1) e sais
farmaceuticamente aceitaveis, opcionalmente substituidos, e seus isosteros, de
acordo com a formula geral (), a um processo para sua preparacao, as
composi¢des farmacéuticas contendo 0S mesmos e a seu Uso como agentes
terapéuticos analgésicos e anti-inflamatorios, particularmente no tratamento de
doencas inflamatoérias crbénicas, bem como seu uso como ferramenta
farmacoldgica.

Antecedentes da Invencéo

Mercado farmacéutico global

[002] O mercado farmacéutico global movimentou, em 2014,
aproximadamente $ 1,057 trilhdes de dolares (Total Unaudited and Audited
Global Pharmaceutical Market 2005 - 2014. Disponivel em:
http://www.imshealth.com/files/web/Corporate/News/Top-
Line%20Market%20Data/2014/World%20figures%202014.pdf. Acesso em: 12
de maio de 2016) e liderando esse ranking encontra-se a Ameérica do Norte
responsavel por 38,4% deste montante o que corresponde a $ 406 bilhdes do
dolares, seguida pela Europa com aproximadamente 22,9% (US $ 243 hilhdes),
Asia, Africa e Australia com 19% (US $ 201,5 bilhdes), Japdo com 8,3% (US $
88 bilhdes) e América Latina com 7,1% (US $ 755 bilhdes)
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(http://www.imshealth.com/files/web/Corporate/News/Top-
Line%20Market%20Data/Global%20Prescription%20Sales%20Information5%?2
OWorld%20figures%20by%20Region%202015-2019.pdf. (Total Unaudited and
Audited Global Pharmaceutical Market 2005 — 2014. Disponivel em: Acesso
em: 12 de maio de 2016).

[003] Dentre os dez farmacos que mais faturaram em 2014 tem-se na
12 52 82 e 102 posicdo os anticorpos monoclonais, alalimumab (Humira®),
etanercept (Enbrel®), infliximab (Remicade®) e rituximab (Mabthera®),
respectivamente, que atuam inibindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
utilizados principalmente no tratamento da artrite reumatoide, e na 62 posigcéao
encontra-se a associacao fluticasona + salmeterol (Seretide®) empregado na
terapéutica como antiasmatico (Top 20 Global Produtcs 2014. Disponivel em:
http://www.imshealth.com/files/web/Corporate/News/Top-
Line%20Market%20Data/2014/Top_20_Global _Products_2014.pdf. Acesso em:
12 de maio de 2016). Apenas estes cinco medicamentos somados representam
cerca de US $ 43,6 bilhdes o que corresponde aproximadamente a uma fatia
de 4,2% de todo o mercado farmacéutico global. Do mesmo modo,
observando-se as dez classes terapéuticas que mais faturaram em 2014,
observa-se na 32 e 62 posicdes as classes dos analgésicos e antiasmaticos que
juntas faturaram cerca de US $ 99,2 bilhdes o que corresponde a 9,38% do
montante total movimentado pelo mercado farmacéutico global em 2014 (Top
20 Global Therapy Areas 2014. Disponivel em:
http://www.imshealth.com/files/web/Corporate/News/Top-
Line%20Market%20Data/2014/Top_20_Global _Therapy Classes 2014.pdf.
Acesso em: 12 de maio de 2016).

[004] No ano de 2014 um relatério foi publicado, pela revista
Pharmaceutical Research and Manufacturers of America (PHARMA), com um
total de 100 novos candidatos a prototipos de farmacos anti-inflamatoérios que
se encontram nas diversas fases de estudo clinicos sendo trés entidades
farmacoldgicas para artrite juvenil, cinco para gota, cinco para espondilite

anquilosante, sete para artrite psoriatica, dez para osteoartrite, 15 para dores
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musculoesqueléticas e 55 para artrite reumatoide (Medicines in Development
Arthritis — A Reporto n Arthritis and Related Musculoskeletal Diseases. 2014.
Disponivel em: http://www.phrma.org/sites/default/files/pdf/2014-meds-in-dev-
arthritis.pdf. Acesso em: 12 de maio de 2016).

Aspectos relativos a inflamacéo

[005] O processo inflamatério € definido por ser uma reacao benéfica,
dindmica e adaptativa de protecao frente a qualquer agente agressor, seja ele
de natureza fisica, quimica ou biolégica, visando a neutralizacdo do mesmo
bem como o reparo do tecido afetado seja, por regeneragdo ou cicatrizacao
(KUMAR, V.; ABBAS, A. K.; ASTER, J. C.; Robbins Patologia Basica. 2013. Rio de
Janeiro: Ed. Elsevier, 92 edico). E caracterizado pela producéo de biomoléculas
pré-inflamatérias, conhecidas como mediadores pro-inflamatorios, que irdo
promover a saida de proteinas, plasma e células imunolégicas do sangue para
o tecido lesado que em conjunto resultardo no surgimento dos “sinais cardinais”
da inflamacédo conhecidos como dor, calor, rubor, edema e caso ndao haja a
devida resolucédo deste processo o mesmo podera resultar na perda da funcao
do tecido afetado (MEDZHITOV, R. Origin and physiological roles of
inflammation. Nature, 2008, v. 454, p. 428-435).

[006] O inicio do processo inflamatério ocorre com o reconhecimento
dos agentes invasores pelas células da imunidade inata residentes no tecido
afetado que, devido a seus receptores do tipo Toll like (TLR), reconhecem
componentes moleculares presentes nestes agentes, os chamados padroes
moleculares associados a patégenos (PAMP’s) (KUMAR, V.; ABBAS, A. K;;
ASTER, J. C.; Robbins Patologia Basica. 2013. Rio de Janeiro: Ed. Elsevier, 92
edicdo). Apds esse reconhecimento inicial, processos bioquimicos
intracelulares sao desencadeados resultando na sintese e/ou liberacdo de
vesiculas contendo mediadores pro-inflamatérios, como a imediata liberacao de
aminas vasoativas previamente formadas, como a histamina e a serotonina (5-
HT) pelos mastdécitos, a maior producéo e liberacdo de produtos de degradacgéo
do acido araquidénico (AA), dentre eles, o0s eicosanoides como as

prostaglandinas (PG’s) e os leucotrienos (LT’s), a produgao das cininas,
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bradicinina e calidina, a partir do cininogénio, a producao e liberacdo de
neuropeptidios como a substancia P e o calcitonin gene-related peptide
(CGRP), bem como a sintese de citocinas como o TNF-a e IL-1B que seréo
responsaveis por dar inicio ao recrutamento celular dentre outros mediadores
(ASHLEY, N. T.; WEIL, Z. M.; NELSON, R. J.; Inflammation: Mechanisms, cost,
and natural variation. Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics, 2012,
v. 43, p. 385-406). Estes eventos podem ser Uteis, juntamente com o padrao
celular predominante e o tempo de duragdo, como critérios utilizados para a
classificacdo em um processo como agudo ou crénico (LAWRENCE, T.;
WILLOUGHBY, D. A.; GILROY, D. W.; Anti-inflammatory lipid mediators and
insights into the resolution of inflammation. Nature Reviews Immunology, 2002,
V. 2, p. 787-795).

[007] As citocinas pro-inflamatdrias, principalmente o TNF-a e a IL-18,
apesar de ndo serem o0s primeiros mediadores produzidos e secretados no
processo, irdo promover, dentre outros efeitos, a expressdo de moléculas de
adesdo tanto endoteliais quanto celulares, as selectinas e integrinas, sendo
responsaveis pela rolagem e adeséao fraca ao endotélio bem como pela adesao
forte e migracédo celular do sangue para o tecido, respectivamente (KUMAR, V.;
ABBAS, A. K.; ASTER, J. C.; Robbins Patologia Basica. 2013. Rio de Janeiro:
Ed. Elsevier, 92 edicdo). Ambas as familias sdo representadas por
glicoproteinas, sendo a primeira formada pela P-selectina (CD62P) e E-
selectina (CD62E) expressas, em sua grande maioria, na superficie das células
endoteliais, porém, a presenca do CD62P é constitutiva tanto nas plaquetas
guanto nos corpusculos de Weibel-Palade endoteliais tendo a sua expresséo
elevada durante o processo inflamatério (KELLY, M.; HWANG, J. M.; KUBES,
P.; Modulating leukocyte recruitment in inflammation. Journal of Allergy and
Clinical Immunology, 2007, v. 120, p. 3-10) que irdo promover a ancoragem do
leucocito se ligando ao tetrasacarideo expresso na superficie leucocitaria
denominada Sialyl-Lewis X e L-selectina (CD62L), a qual €& expressa na
superficie leucocitaria e sera responsavel pela ligagdo com a glicoproteina

Glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1 (Gly-CAM 1) endotelial®. Ja
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a segunda é representada, majoritariamente, pelas integrinas endoteliais
Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) e Vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1) cuja ligagdo as integrinas leucocitdrias Lymphocyte function-
associated 1 (LFA-1) ou Macrophage-1 antigen (MAC-1) e Very late antigen-4
(VLA-4), respectivamente, promovera a diapedese (KUMAR, V.; ABBAS, A. K;;
ASTER, J. C.; Robbins Patologia Basica. 2013. Rio de Janeiro: Ed. Elsevier, 92
edicao).

[008] Outros mediadores séo as cininas, a bradicinina (BK) e a calidina,
as quais sdo produtos nonapeptidicos e decapepitidicos, respectivamente,
derivados da clivagem enzimatica do cininogénio de alto peso molecular pela
calicreina e ambos possuem atividade agonista sob 0s receptores Bz,
receptores estes que, quando ativados, promovem a estimulacdo dos
neurdnios nociceptores primarios resultando assim no surgimento da dor
(COUTURE, R. et al.; Kinin receptors in pain and inflammation. European
Journal Pharmacology, 2001, v. 429, p. 161-176).

[009] Ja os neuropeptidios, dentre eles a substancia P, um
undecapeptideo, GCRP e as neuromicinas A e B estdo intimamente
relacionados com o inicio da inflamag&o neurogénica bem como com o inicio
de processos hiperalgicos (COUTURE, R. et al.; Kinin receptors in pain and
inflammation. European Journal Pharmacology, 2001, v. 429, p. 161-176).

[010] Os produtos de metabolismo do &cido araquiddnico (AA), em sua
grande maioria, também sdo importantes mediadores proé-inflamatérios
(Grosser, T., Smyth, E., FitzGerald, G. A. Agentes anti-inflamatdrios,
antipiréticos e analgésicos; farmacoterapia da gota. In Goodman & Gilman: As
bases farmacologicas da terapéutica. 2012. Brunton, L. L.; Chabner, B. A;;
Knollman, B. C. Porto Alegre, AMGH Editora, 122 ed.). O AA, estruturalmente
caracterizado por ser um acido carboxilico contendo 20 carbonos com quatro
instauragcées (A 5, 8, 11, 14), permanece inicialmente esterificado aos
fosfolipidios de membrada e, sob acdo da enzima fosfolipase Az (PLA2), sofre
hidrolise regioseletiva para ser liberado no citoplasma celular (HARIZI, H.;
CORCUFF, J.; GUALDE, N.; Arachidonic-acid-derived eicosanoids: roles in
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biology and immunopathology. Cell, 2008, v. 14, n. 10, p. 461-469). O &cido
araquidénico livre no citoplasma estar4 disponivel para sofrer a agdo de
diversas enzimas, dentre elas se encontram as duas isoformas da
cicloxigenase (COX) conhecidas como COX-1 e COX-2, as quais seréo
responsaveis pela producdo de diversas prostaglandinas (PG’s), de
prostaciclina (PGl2) e de tromboxanos (TX's) (HARIZI, H.; CORCUFF, J,;
GUALDE, N.; Arachidonic-acid-derived eicosanoids: roles in biology and
immunopathology. Cell, 2008, v. 14, n. 10, p. 461-469). As enzimas 5-
lipoxigenase (5-LOX), 12-lipoxigenase (12-LOX) e 15-lipoxigenase (15-LOX)
serdo responsaveis pela produgdo de leucotrienos (LT’s), acido 12-
hidroxieicosatetraenoico (12-HETE) e lipoxinas (LX’s), respectivamente, sendo
estes ultimos mediadores anti-inflamatérios (CAMPBELL, W. B.; FALCK, J. R;;
Arachidonic acid metabolites as endothelium-derived hyperpolarizing factors.
Hypertension, 2007, v. 49, p. 590-596). As enzimas do complexo citocromo
P450 (CYP450), irdo promover a biossintese de acidos epoxieicosatrienoicos
(EET’s) bem como de acido 20-hidroxieicosatetraenoico (20-HETE)
(SACERDOTI, D.; GATTA, A.; MCGIFF, J. C.; Role of cytochrome P450-
dependent arachidonic acid metabolites in liver physiology and
pathophysiology. Prostaglandins & other Lipid Mediators, 2003, v. 72, p. 51-71).
A partir do acido araquidénico ha também a possibilidade da producédo de
canabinoides endogenos cujo principal representante desta classe é a N-
araquidoniletanolamida também conhecida como anandamida, que, via
agonismo dos receptores de canabinoides tipo 1 (CB1), promove tanto acdes
anti-inflamatérias quanto analgésicas (OKAMOTO, Y.; Biosynthetic pathways of
the endocannabinoid anandamide. Chemistry & Biodiversity, 2007, v. 4, p.
1842-1857). Em conjunto, todos os produtos de metabolismo do AA d&o origem
a chamada cascata do acido araquidénico (Grosser, T., Smyth, E., FitzGerald,
G. A. Agentes anti-inflamatorios, antipiréticos e analgésicos; farmacoterapia da
gota. In Goodman & Gilman: As bases farmacoldgicas da terapéutica. 2012.
Brunton, L. L.; Chabner, B. A.; Knollman, B. C. Porto Alegre, AMGH Editora,
122 ed.).
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[011] A isoenzima COX-1 €& de expressdo constitutiva estando
amplamente distribuida em todo o organismo e é responsavel pela producéo de
niveis basais de prostanoides que s&o necessarios a manutencdo de
processos fisioldégicos essenciais, como a citoprotecdo gastrica, relacionada a
prostaglandina E2 (PGE2), a vasoconstricdo e a agregacao plaquetéria
relacionadas ao tromboxano Az (TXA2), a vasodilatagdo bem como o potencial
anti-agregante plaquetério relacionados a PGl2 e inumeros outros eventos
(MEEK, I. L.; VAN DE LAAR, M. A. F. J.; VONKEMAN, H. E.; Non-steroidal
anti-inflammatory drugs - an overview of cardiovascular risks. Pharmaceuticals,
2010, v. 3, p. 2146-2162). Ja a isoforma majoritariamente induzida, COX-2,
esta presente constitutivamente em regiées como o cérebro e arteriolas renais,
sendo responsavel pela manutencdo do fluxo sanguineo local devido a
constante produgcédo de PGl2 (MELGACO, S. S. C. et al.; Nefrotoxicidade dos
anti-inflamatorios ndo esteroidais. Medicina (Ribeirdo Preto), 2010, v. 43, n. 4,
p. 382-390), e durante o processo inflamatério ocorre uma super-expressao da
mesma devido a acdo de citocinas pro-inflamatorias secretadas pelas células
imunitarias, em especial as citocinas TNF-a e IL-1B (HARRIS, S. G. et al;
Prostaglandins as modulators of immunitu. Trends in Immunology, 2002, v. 23,
n. 3, p.144-150). Ambas as isoenzimas, em suas atividades de cicloxigenase,
convertem o AA a um endoperodxido ciclico, a prostaglandina G2 (PGG2), que
por sua vez sofre acdo da atividade de peroxidase das mesmas enzimas
resultando na formacdo de um novo endoperoxido ciclico, a prostaglandina Hz
(PGH2), que difere de seu precursor apenas no grupamento hidroxila ligado ao
atomo de carbono 15 de sua molécula. Posteriormente, sob acdo das
respectivas sintetases, havera a formacdo da PGE: e da prostaglandina D2
(PGDy2), caracterizadas por serem isémeros constitucionais variando entre si
apenas na posicao dos grupos carbolina e hidroxila alternados entre os
carbonos 9 e 11 de suas estruturas, da prostaciclina (PGIz), da prostaglandina
Foa (PGF24) € do tromboxano Az (TXA2). Ja a formacdo da prostaglandina J2
(PGJ2) bem como do tromboxano B2 (TXB2), sdo processos nao enzimaticos

nos quais a PGD: sofre uma desidratacéo intramolecular, a qual resultara na
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perda do grupo hidroxila do carbono 9 levando a formacao de uma insaturacéo,
e 0 TXA:2 sofrerd uma hidratacdo intramolecular no &omo de carbono 11,
levando a hidrdlise do éter ciclico a qual resultara a formacdo de um diol,
levando a producédo da PGJz e do TXB2 (Grosser, T., Smyth, E., FitzGerald, G.
A. Agentes anti-inflamatorios, antipiréticos e analgésicos; farmacoterapia da
gota. In Goodman & Gilman: As bases farmacoldgicas da terapéutica. 2012.
Brunton, L. L.; Chabner, B. A.; Knollman, B. C. Porto Alegre, AMGH Editora,
122 ed.).

[012] As enzimas 5-LOX, 12-LOX e 15-LOX sdo responsaveis pela
producdo de outros derivados do AA que também desempenham importantes
papéis no processo inflamatério. Dentre eles, estdo o0s produtos
trinidroxitetraénicos resultantes da atividade da 15-LOX, as lipoxinas (LXA4 e
LXB4) que promovem a diminuicdo da ativacdo e migracdo de células
inflamatorias, diminuicdo da producdo de citocinas i.e. TNF-a e IL-1,
leucotrieno Bs (LTB4) bem como a producéo e liberacdo de espécies reativas
tanto de oxigénio quanto de nitrogénio3*. Ja a 5-LOX, é encarregada da
epoxidacgéao inicial da insaturacdo do carbono 5 do AA resultando na formacéao
do leucotrieno A4 (LTA4), onde este ultimo podera sofrer acdo de duas enzimas
subsequentes, a LTA4 hidrolase e LTC4 sintetase, as quais irdo originar o
produto de hidrolise do epoéxido e a hidratacdo da insaturacdo 11 do LTA4, 0
LTB4 e os leucotrienos cisteinicos (LTCas, LTD4 e LTE4), devido a insercdo de
pequenos peptideos contendo um residuo de cisteina (Glu-Cis-Gli para LTCa,
Cis-Gli para LTD4 e Cis para LTE4) ao LTA4, respectivamente (WENZEL, S. E.;
The role of leukotrienes in asthma. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential
Fatty Acids, 2003, v. 69, p. 145-155). Os leucotrienos representam um grupo de
mediadores lipidicos pro-inflamatoérios de suma importancia, principalmente em
processos inflamatoérios das vias aéreas como a asma. Os mesmos agravam o
quadro fisiopatologico, uma vez que sado responsaveis pela broncoconstrigéo,
formacdo de edema e aumento significativo da producdo de muco nas vias

aéreas, sintomas estes caracteristicos da asma (WENZEL, S. E.; The role of
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leukotrienes in asthma. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids,
2003, v. 69, p. 145-155).

[013] H& também a possibilidade de o AA ser deslocado para a via das
enzimas microssomais levando a produgao dos EET’s (5,6-EET, 8,9-ETT,
11,12-EET e 14,15-EET), devido a atividade de epoxidacdo da subfamilia
CYP2C e CYP2J, e de 20-HETE, pela hidroxilagdo no carbono 20 da subfamilia
CYP4A%:37_ Fisiologicamente os EET’s promovem vasodilatacdo das artérias
renais e cerebrais e sdo dotados de efeitos anti-inflamatorios resultantes da
inibicdo da expressdo da molécula de adesdo VCAM-1 induzida pelo TNF-a
(THOMSON, S. J.; ASKARI, A.; BISHOP-BAILEY, D.; Anti-Inflammatory Effects
of Epoxyeicosatrienoic Acids. International Journal of Vascular Medicine, 2012,
v. 2012, p. 1-7).

[014] As aminas vasoativas, histamina e a serotonina (5-
hidroxitriptamina ou 5-HT), sdo os primeiros mediadores pré-inflamatorios
liberados durando o inicio do processo inflamatorio, por ja encontrarem-se pré-
formadas no interior dos granulos de alguns tipos celulares (KUMAR, V.
ABBAS, A. K.; ASTER, J. C.; Robbins Patologia Basica. 2013. Rio de Janeiro: Ed.
Elsevier, 92 edicdo). A 5-HT, caracterizada estruturalmente como uma
indolamina, a qual é biossintetizada, perifericamente, em grande maioria pelas
células enterocromafins (EC), a partir do aminoacido L-triptofano (Trp) pela
acao inicial da enzima triptofano hidroxilase-1 (TPHz1), a qual € encarregada da
insercdo de um grupo hidroxila no carbono 5 do anel inddlico levando a
formacdo do L-5-hidroxitriptofano (5-HTP) que, por sua vez, sob a acdo da
enzima aminoacido aromatico descarboxilase (AADC), tem seu grupo carboxila
retirado resultando na 5-HT (SHAJIB, M. S.; KHAN, W. |.; The role of serotonin
and its receptors in activation of immune responses and inflammation. Acta
Physiol, 2015, v. 213, p. 561-574). A 5-HT induz uma vasodilatagdo resultante
da liberacéo de 6xido nitrico (NO) devido a estimulacéo dos receptores 5-HT1
vasculares e também pode ser armazenada nos granulos plaquetarios e
liberada durante lesdes vasculares para promover uma vasoconstricdo com a
finalidade de auxiliar na ativagdo plaguetaria (MOHAMMAD-SADEH, L. F,;
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MOSES, L.; GWALTNEY-BRANT, S. M.; Serotonin: A review. Journal of
Veterinary Pharmacology and Therapeutics, 2008, v. 31, p. 187-199).

[015] J& a histamina, outra amina vasoativa, é biossintetizada e
armazenada principalmente nos mastocitos e basdfilos a partir do aminoacido
L-histidina (His) o qual tem o seu grupo carboxila removido pela acdo da
enzima L-histidina descarboxilase (PARSONS, M. E.; GANELLIN, C. R
Histamine and its receptors. British Journal of Pharmacology, 2006, v. 147, p.
127-135). A histamina desempenha, dentre outras funcdes, um importante
papel na manutencdo do processo inflamatério (THURMOND, R. L.;
GERFAND, E. W.; DUNFORD, P. J.; The role of histamine H1 and H4 receptors
in allergic inflammation: The search for new antihistamines. Nature Reviews
Drug Discovery, 2008, v. 7, p. 41-53).

LOFM182 e seus derivados
[016] Em relagdo ao nosso objetivo de trabalho o derivado pirazolinico

(4-metilpiperazin-1-il)(1-fenil-1H-pirazol-4-il)metanona - LQFM182 (1), o qual foi
originalmente planejado a partir do prototipo JNJ7777120, um antagonista dos
receptores histaminérgicos Ha.

[017] Atualmente, os farmacos utilizados para o tratamento de condigfes
clinicas inflamatérias sdo subdivididos, de maneira geral, em anti-inflamatorios
esteroidais e ndo-esteroidais (AINE’s), sendo o padrdo molecular apresentado
na estrutura do farmaco utilizado como critério para a classificagdo do mesmo
(Grosser, T., Smyth, E., FitzGerald, G. A. Agentes anti-inflamatorios,
antipiréticos e analgésicos; farmacoterapia da gota. In Goodman & Gilman: As
bases farmacoldgicas da terapéutica. 2012. Brunton, L. L.; Chabner, B. A,
Knollman, B. C. Porto Alegre, AMGH Editora, 122 ed.). Os anti-inflamatérios
esteroidais sdo caracterizados por conterem em suas estruturas quimicas o
ndcleo esteroidal ciclopentanoperidrofenantreno, o qual lhes confere um carater
lipofilico. Como exemplo tem-se o cortisol, um glicocorticoide enddgeno,
sintetizado a partir do colesterol pelas células da zona fasciculada do cortex
das glandulas suprarrenais devido a acédo estimulante do horménio
adrenocorticotropico (ACTH) (Schimmer, B. P.; Funder, J. W. ACTH, esteroides
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suprarrenais e farmacologia do cortex suprarrenal. In Goodman & Gilman: As
bases farmacologicas da terapéutica. 2012. Brunton, L. L.; Chabner, B. A,
Knollman, B. C. Porto Alegre, AMGH Editora, 122 ed.). Durante 0 processo
inflamatorio ha um aumento dos niveis de cortisol e este promovera sua acao
anti-inflamatoéria ao induzir a transcricdo de genes bem como expressdo de
proteinas sendo uma delas, a anexina A1, também conhecida como lipocortina
1, encarregada de suprimir a atividade hidrolitica da enzima PLA2 resultando
entdo na disponibilidade reduzida do acido araquidénico liberado no citoplasma
celular o qual estara pouco disponivel para a acdo de enzimas encarregadas
da producao de mediadores pro-inflamatérios como a COX e LOX (PERRETTI,
M.; D’ACQUISTO, F.; Annexin Al and glucocorticoids as effectors of the
resolution of inflammatio. Nature Reviews Immunology, 2009, v. 9, p. 62-70).
[018] Ja os anti-inflamatoérios n&do esteroidais (AINE’s) sdo uma extensa
classe de farmacos com grande distingao tanto entre suas estruturas quimicas
guanto nos seus respectivos mecanismos de acao farmacolégicos (Grosser, T.,
Smyth, E., FitzGerald, G. A. Agentes anti-inflamatorios, antipiréticos e
analgésicos; farmacoterapia da gota. In Goodman & Gilman: As bases
farmacoldgicas da terapéutica. 2012. Brunton, L. L.; Chabner, B. A.; Knollman,
B. C. Porto Alegre, AMGH Editora, 122 ed.). A exemplo tém-se farmacos como
a licofelona que atua frente a inibicdo dual das enzimas COX e LOX, a
zileutona que atua promovendo a inibicdo apenas da LOX e o montelucaste
que antagoniza os receptores de leucotrienos cisteinicos, farmacos estes que
tem eficacia, ainda que bastante inferior quando comparada a eficacia dos
glicocorticoides, no tratamento de doencas inflamatérias crénicas das vias
respiratorias como a asma. Ha também farmacos imunobiolégicos com alta
especificidade para citocinas pro-inflamatérias e glicoproteinas presentes nas
membranas das células do sistema imune como, por exemplo, 0s anticorpos
contra o TNF-a adalimumabe, caracterizado por ser um anticorpo humano de
administracdo por via subcutanea (s.c.) a cada duas semanas, infliximabe, de
origem quimérica humano-murino, etanercepte, o qual € produto de uma fusao

entre o receptor solivel do TNF-a com a subunidade Fc da IgG com
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administracdo semanal e o certolizumabe sendo este ultimo resultante da
conjugagcao entre a subunidade Fab de um articorpo anti-TNFa com duas
moléculas de polietilenoglicol prescrito para administracdo quinzenal,
anticorpos contra a IL-18 como o anaquinra, moduladores da co-estimulacéo
linfocitaria como o abatacepte o qual é resultante da fusdo CTLA-4-lgG que
atua inibindo a co-estimulagédo de linfécitos T indicado para pacientes que ja
nao respondem mais ao tratamento com agentes anti-TNF-a e depletores de
linfécitos B como o anticorpo quimérico dirigido contra células que expressam a
glicoproteina CD20 em sua membrana, o rituximabe (Grosser, T., Smyth, E.,
FitzGerald, G. A. Agentes anti-inflamatorios, antipiréticos e analgésicos;
farmacoterapia da gota. In Goodman & Gilman: As bases farmacoldgicas da
terapéutica. 2012. Brunton, L. L.; Chabner, B. A.; Knollman, B. C. Porto Alegre,
AMGH Editora, 122 ed.).

[019] Dentre os AINE’s os inibidores da COX sao os mais utilizados na
terapéutica e representam a subclasse com maior nimero de farmacos
disponiveis comercialmente. A exemplo tem-se 0 AAS que produz uma inibicéo
nao seletiva das isoformas da COX e o celecoxibe que promove a inibicao
seletiva da isoforma COX-2, enzima esta majoritariamente induzida durante o
processo inflamatério (Grosser, T., Smyth, E., FitzGerald, G. A. Agentes anti-
inflamatorios, antipiréticos e analgésicos; farmacoterapia da gota. In Goodman
& Gilman: As bases farmacoldgicas da terapéutica. 2012. Brunton, L. L.;
Chabner, B. A.; Knollman, B. C. Porto Alegre, AMGH Editora, 122 ed.).

[020] Os inibidores, seletivos ou ndo, das enzimas COX apresentam
reacdes adversas significativas, principalmente quando utilizados a longo
prazo. De maneira geral ambas as subclasses podem induzir efeitos
nefrotoxicos devido a diminuicdo da sintese local de eicosanoides relacionados
ao fluxo fisiologico das arteriolas aferentes renais (MELGACO, S. S. C. et al.;
Nefrotoxicidade dos anti-inflamatérios ndo esteroidais. Medicina (Ribeirdo
Preto), 2010, v. 43, n. 4, p. 382-390) porém, os inibidores n&do seletivos como o
AAS e ibuprofeno estdo relacionados a reacdes adversas gastrointestinais uma

vez que, ao promover a inibicdo da isoforma constitutiva da COX, promovem a
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reducdo das concentracdes de PGE: resultando assim na diminuicdo da
citoprotecdo gastrica frente ao HCI estomacal a qual esta prostaglandina esta
relacionada. Ja os inibidores seletivos como o lumiracoxibe e rofecoxibe, ao
inibirem a isoforma COX-2 podem apresentar efeitos cardiotoxicos resultantes
da diminuicdo dos niveis de PGIz, reducéo esta que ira resultar no desequilibrio
entre fatores anti-agregantes e pré-agregantes uma vez que a producdo de
TXA:z pela enzima COX-1 néo foi bloqueada e devido a esta toxidade, grande
parte dos inibidores seletivos foram retirados de mercado (Grosser, T., Smyth,
E., FitzGerald, G. A. Agentes anti-inflamatorios, antipiréticos e analgésicos;
farmacoterapia da gota. In Goodman & Gilman: As bases farmacoldgicas da
terapéutica. 2012. Brunton, L. L.; Chabner, B. A.; Knollman, B. C. Porto Alegre,
AMGH Editora, 122 ed.).

Sumaério da invencao

[021] O objetivo da presente invengdo € proporcionar alternativas
terapéuticas em relacdo aos compostos empregados como analgésicos e anti-
inflamatorios atualmente disponiveis.

[022] Os compostos e sais farmaceuticamente aceitaveis da presente
invencdo sao particularmente Uteis como analgésicos e anti-inflamatorios.
Portanto, um adicional objetivo é proporcionar composicfes farmacéuticas para
o tratamento de doencas inflamatorias e da dor em patologias crénicas como
artrite reumatica. Dadas as vantagens decorrentes da seletividade dos
compostos desta invencdo, as composicdes farmacéuticas podem ser
administradas em uma maior variedade de formas de apresentacdo, o que
resulta em beneficios para o usuario e maior flexibilidade de producéo.
Portanto, outro objetivo da presente invencao € proporcionar alternativas para
as limitacbes da administracdo de composi¢coes farmacéuticas para o
tratamento de doencas inflamatérias e dor.

[023] Os compostos e sais farmaceuticamente aceitaveis da presente
invencdo tém vias de sintese distintas dos outros compostos utilizados
atualmente para o tratamento de doencas inflamatérias ou dor. Ademais, o

composto LQFM182 (1) e seus analogos é aquiral, sendo obtidos em quatro
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etapas sintéticas, elevado rendimento global, com reagentes de facil acesso e
baixo custo, o que torna a producado dos mesmos, na presente invengédo, mais
simples e menos onerosas, resultando em vantagens sob o ponto de vista
industrial. Portanto, um adicional objetivo da presente invencdo € proporcionar
processos para a producdo dos compostos anti-inflamatorios e analgésicos.
Breve Descricdo das Figuras

[024] A figura 1 mostra o efeito de LQFM182 (185; 370 e 740 umol/kg)

no teste do edema de pata induzida por carragenina. No eixo das ordenadas

sdo representadas as diferencas de volume (uL) entre as patas em diferentes
tempos ap0ls a aplicacdo da carragenina na pata direita e salina na esquerda.
Os simbolos indicam as médias + erro padrdo das médias das diferencas de
volume (uL) entre as patas dos animais (n=8) em relacdo ao tempo de
aplicacdo do agente flogistico. Indometacina 28 pmol/kg foi utilizada como
controles positivos. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *™* p < 0,001 indicam o nivel de
significancia das diferencas entre os grupos tratados e o controle, segundo
analise de variancia de duas vias seguida do pos-teste de Bonferroni.

[025] A figura 2 mostra o efeito de LQFM182 (370 umol/kg) no teste da
pleurisia induzida por carragenina. A figura representa o efeito de LQFM-182
(370 pumol/kg) sobre a migracéo celular (A), atividade da mieloperoxidase (B),
niveis de TNF-a (C) e IL-1B (D). As barras verticais representam as médias *
erro padrdo das médias, dos diferentes parametros analisados a partir do
exsudato pleural dos animais (n=8). Dexametasona 5 pmol/kg foi utilizada
como controle positivo. * p < 0,05; ** p < 0,01 e *** p < 0,001 indicam o nivel de
significancia da diferenca entre os grupos tratados com LQFM182 ou
Dexametasona e o grupo controle, segundo andlise de variancia seguido do
pés-teste Newman-Keuls.

[026] A figura 3 mostra o efeito de LQFM182, em concentra¢des de 0,02-
2,26 mM), sobre a viabilidade cecular de células da linhagem 3T3. No exido
das abcissas sdo representadas as concentracées de LQFM182 (ug/mL). Ja
nos eixos das ordenadas € representada a viabilidade celular (%). Os dados
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estdo expressos como meédia + desvio padrdo (DP) de trés experimentos
independentes em seis repeti¢cdes para cada grupo de tratamento.

Descricdo Detalhada da Invencao

[027] Tendo feito uma breve referéncia aos objetivos da presente
invengao, passaremos agora a descrevé-la em seus detalhes, usando, sempre

gue oportuno, as concretizacdes preferenciais da invencgao.

[028] Esta invencdo tem como uma das caracteristicas inovadoras a
sintese de derivados heterociclicos funcionalizados (1), e sais
farmaceuticamente aceitaveis, derivados do sistema (4-R-piperazin-1-il)(W-
fenil-1H-pirazol-4-i)metanona. Estes derivados e sais farmaceuticamente
aceitdveis apresentam como principais caracteristicas estruturais o padrbes
heterociclicos (4-metilpiperazin-1-il)(1-fenil-1H-pirazol-4-il)metanona
funcionalizados na subunidade W-fenila (anel A), heterociclo central (anel B),
posicédo X pode ter o heteroatomo N ou CH, posi¢do Y pode ter o espagador “n”
com ou sem remificacdo alquilicas com 1 a 4 atomos de carbono, espacador
carbonilico ou tiocarbonilico, além das variagcbes R da subunidade piperazicina
(C) ou seus analogos bioisésteros, consistem nos grupo farmacoféricos
envolvidos no reconhecimento da atividade anti-inflamatéria; as demais
subunidades, atuam como grupos farmacoféricos secundéarios, com
caracteristicas bioféricas (eletrdnica e hidrofébica), necessarias para o
reconhecimento pelas enzimas-alvo, através de interacbes de van der Waals

entre seu anel aromatico e sitios de semelhantes.

[029] O uso deste padrdo estrutural em analogos de anti-inflamatorios
nao foi relatado anteriormente, e, portanto, 0os compostos descritos nesta
invencdo e sua metodologia sintética representam uma inovacdo entre 0s

agentes anti-inflamatorios.

[030] Os compostos e sais farmaceuticamente aceitaveis de que trata

esta invencado pertencem a classe dos derivados, de estrutura geral (1) e (II):
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W
Onde:
X éCHouN;
n é (CH2)» onde n=0, 1, 2, 3 ou 4;
ZéOousS;

W é hidrogénio, o-alquila com 1 a 4 atomos de carbono, m-alquila com 1 a 4
atomos de carbono, p-alquila com 1 a 4 &tomos de carbono, o-cicloalquila com
3 a 6 a4tomos de carbono, m-cicloalquila com 3 a 6 atomos de carbono, p-
cicloalquila com 3 a 6 atomos de carbono; o-fenila, m-fenila, p-fenila; furila,
tiofenil, piridil, pirimidinil, pirroil, tiazolil, quinazoil ou isoquinolil; o-flior, m-fldor,
p-fldor; o-cloro, m-cloro, p-cloro; o-bromo, m-bromo, p-bromo; o-nitro, m-nitro,
p-nitro; o-amina, m-amina, p-amina; o-metilsulfonamida, m-metilsulfonamida, p-
metilsulfonamida; o-trifluormetil, m-trifluormetil, p-trifluormetil; o-alcoxila com 1 a
4 atomos de carbono, m-alcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-alcoxila com
1 a 4 a&omos de carbono, o-cicloalcoxila, m-cicloalcoxila, p-cicloalcoxila, o-
tioxila com 0 a 4 atomos de carbono, m-tioxila com 0 a 4 &tomos de carbono, p-
tioxila com 0 a 4 atomos de carbono, o-arioxila, m-arioxila, p-arioxila, o-
sulfonas, m-sulfonas, p-sulfonas, o-sulfetos, m-sulfetos, p-sulfetos, o-
sulfoxidos, m-sulféxidos, p-sulféxidos, orto-sulfonatos, m-sulfonatos, p-
sulfonatos, o-sulfonamidas, m-sulfonamidas, p-sulfonamidas, o-amido com 1 a

4 atomos de carbono, m-amido com 1 a 4 4tomos de carbono, p-amido com 1 a
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4 atomos de carbono, o-carboalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, m-
carboalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-carboalcoxila com 1 a 4 atomos
de carbono, o-carbotioalcoxila com 1 a 4 &tomos de carbono, m-
carbotioalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-carbotioalcoxila com 1 a 4
atomos de carbono, o-ciano, m-ciano, p-ciano;

R é hidrogénio, acil com 1 a 4 atomos de carbono, carboxilato de etila, ligado
ao atomo de carbono daguanidina, (2-hidroxi-etil), (2-nitrato-etil) e mesil, acido
carbotioico, (2-succinilcolesterol-etil), 1-[6-(hidroximetil)oxano-2,3,4,5-tetrol], {2-
1-[6-(hidroximetil)oxano-2,3,4,5-tetrol]-etil}, 1-acido (2S)-2-amino-4-
carbamoilbutandico, (2-1-acido (2S)-2-amino-4-carbamoilbutandico-etil;

[031]] Em uma realizacdo preferencial, o composto (1) e sais
farmaceuticamente aceitaveis corresponde a férmula geral (I) onde: W é H; X é
CH;ZéC=0¢eR éCHs.

[032] O composto (4-metilpiperazin-1-il)(1-fenil-1H-pirazol-4-il)metanona
(LQFM182) (1) foi obtido empregando-se metodologia sintética aqui descrita.
Esta metodologia de sintese se caracteriza por apresentar apenas quatro
etapas, com rendimentos satisfatorios e utilizando como ponto de partida
compostos comercialmente disponiveis, o que qualifica esta metodologia
sintética para utilizac&o industrial.

[033] Os compostos e sais farmaceuticamente aceitaveis da presente
invencao foram planejados através de estratégias de sintese linear, utilizando
reacOes classicas. Mais especificamente, os compostos de férmula (I) da
presente invencdo pode ser preparado em processo que compreende as
etapas de:

- Condensacéo;
- Reacao de Duff;
- Reacéo de oxidacao de aldeido;
- Reagdo de amindlise;
[034] Mais especificamente, os compostos de formula (1) e sais
farmaceuticamente aceitaveis da presente invencdo podem ser preparados por

um processo que compreende as etapas de:
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- condensacéo da fenilhidrazinas funcionalizadas de férmula geral (Il)

com 1,1,3,3-tetrametoxipropano, em etanol e &cido cloridrico;
HoN

\NH
Eji (1)
<

- formilacdo de N-fenilpirazois de férmula geral (IV) através da adaptacédo das
condicbes de DUFF;

(V)

>%

W
- oxidacdo dos aldeidos de formula geral (V) a acidos carboxilicos através do

emprego de KMnOg;
0

o
\N
‘ S

>

W

_'__._._,.-"

- amingdlise, através do emprego dos &cidos carboxilicos de formula geral (VI)
com a N-metilpiperazina via intermediario cloreto de acido em meio de CH2Clz2

com auxilio de EtsN;
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[035] Os processos acima citados néo limitam a invencéo, servindo
apenas de exemplo de um dos inumeros modos de se realizar a invencao.

[036] A titulo de exemplificacdo, neste relatério, descrevemos a sintese
dos compostos:
1-fenil-1H-pirazol (Finar, I.; Hurlock, R.; J. Chem. Soc. 1957, p. 3024-3027.)
1-fenil-1H-pirazol-4-carbaldeido (De Oliveira, C. H. A. et al. Synth. Commun.
2013, v. 43, p. 1633-1639);
Acido 1-fenil-1H-pirazola-4-carboxilico (Shriner, R. L.; Kleiderer, E. C.;
Piperonylic Acid. Organic Syntheses, 1943, v. 2, p.538);
(4-metilpiperazin-1-il)(1-fenil-1H-pirazol-4-i)metanona (Ermond, G. et al. IL
Farmaco. 1998, v. 53, p. 519-524);

[037] Composicdo Farmacéutica

[038] A composicdo farmacéutica da presente invencdo é tal que
compreende:

a) um composto e sais farmaceuticamente aceitaveis de acordo com a formula

geral (1) e (ID):
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b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[039] A composicdo farmacéutica estd na forma adequada para que
proporcione uma administracdo por via oral, enteral, parenteral, topica, retal ou
qualquer outra forma de administracdo disponivel no estado da arte.

[040] Uma descricdo detalhada dos métodos sintéticos desta invencgéo
para alguns dos compostos reivindicados € relatada a seguir, incluindo-se os
dados espectroscépicos relevantes a sua caracterizacdo. Os exemplos
seguintes ilustram, mas nao limitam a presente invencgao.

Exemplo 1
Preparacdo dos derivados 1-fenil-1H-pirazolas

Procedimento geral

[041] Foram tranferidos a um baldao de fundo redondo de 25,0 mL,
acoplado a um condensador de refluxo, 1,0 mmol de cloridrato de
fenilhidrazina, 1,2 mmol de 1,1,3,3-tetrametoxipropano, 1,01 mL de etanol e
0,05 mL de acido cloridrico concentrado. A mistura foi mantida a temperatura
de 80 °C por 1-2 horas. A formagao do 1-fenil-1H-pirazola foi acompanhada por

CCD. Ao término da reacdo, a mesma foi vertida em banho de gelo e na

Petica0 870190040757, de 30/04/2019, pag. 24/39



21/25

sequéncia foi neutralizada com solucdo de bicarbonato de sddio (p/v) a 10%.
Por fim fez-se uma extracdo com aliquotas (3x20mL) de cloroférmio, a fase
organica foi seca com sulfato de sodio anidro e concentrada em evaporador
rotatério. O composto foi obtido em redimento de 84%.
IV max. (KBr) cm™*: 3201 (u C-H de aromatico), 1497 (u C=C de aromatico),
753 e 690 (u C-H de aromatico monosubstituido).

Exemplo 2

Preparacdo dos derivados 1-fenil-1H-pirazol-4-carbaldeidos

Procedimento geral

[042] Foram transferidos para um baldo de fundo redondo de 25,0 mL,
acoplado a um condensador de refluxo, 1,0 mmol do composto 1-fenil-1H-
pirazol-4-carbaldeido, 1,5 mmol de hexametilenotetramina (HMTA) e 1,25 mL
de acido trifluoracético, permanecendo a mistura reacional a temperatura de
100 °C por 12 horas. A reacdo foi acompanhada por CCD, empregando o
revelador 2,4 dinitrofenilhidrazina, na qual uma mancha alaranjada foi
observada, comprovando a presenca de aldeido. Ao término da reacédo, a
mistura reacional foi vertida em banho de gelo e na sequéncia foi neutralizada
com solucdo de bicarbonato de sédio (p/v) a 10%. Por fim o sobrenadante
formado foi filtrado & vacuo e secado a temperatura ambiente. O composto foi
obtido em redimento de 83%.

IV max. (KBr) cm™: 3125 (u C-H de aromatico), 1672 (u C=0), 756 e 683 (u C-
H de aromético monosubstituido).
Exemplo 3

Preparacéo dos derivados acidos 1-fenil-1H-pirazola-4-carboxilicos

[043] Foram transferidos a um baldo de fundo redondo de 25,0 mL,
acoplado a um condensador de refluxo, foram adicionados 1,0 mmol de aldeido
e 3,8 mL de agua destilada. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo a
temperatura de 100 °C, em seguida foi adicionado uma solucdo de
permanganato de potassio, 1 mmol em 3,3 mL de agua, gota-a-gota. Apos o
término da adicdo do permanganato de potassio a mistura reacional

permaneceu sob agitacdo a temperatura de refluxo por 1 hora e a reacgéo foi
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acompanhada por meio de CCD. Posteriormente adicionou-se uma solugcao de
hidréxido de potassio a 10%,100mL.

[044] Ao término da reacdo, a mesma foi vertida em banho de gelo,
acidificada com 12 mL de solucdo de &acido cloridrico 10% até pH 2, e o
precipitado formado foi filtrado & vacuo. O composto foi obtido em redimento de
98%.

I.V. méax. (KBr) cm™: 3116 (u O-H), 3056 (u C-H de aromatico), 1667 (u C=0).
Exemplo 4
Preparacdo dos derivados (4-metilpiperazin-1-il)(1-fenil-1H-pirazol-4-

i)metanona Procedimento geral

[045] Foram transferidos a um baldo de fundo redondo com junta
esmerilhada de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, 1 mmol dos
compostos 1-fenil-1H-pirazola-4-acidos carboxilicos, 4 mL de SOCI2 e 4 gotas
de DMF anidra. A mistura reacional foi mantida a temperatura de 80°C por 3
horas para a formacéo do cloreto de acido. Imediatamente apds o término da
reagdo o excesso de SOCI: foi retirado por destilagdo a vacuo e sobre o sélido
resultante foram adicionados 1 mmol de N-metilpiperazina, 1 mmol de EtsN e 4
mL de CH2Cl2 sendo que a mistura resultante foi mantida em agitacao
constante a temperatura ambiente por 2 horas. Ao termino da reacao,
monitorada por CCD, fez-se uma extracdo com aliquotas (3x20mL) de
cloroférmio, a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e concentrada
em evaporador rotatério. O composto foi obtido em redimento de 70%.

IV max. (KBr) cm™: 1606 (u C=0), 1461 (u C-N), 684 (u C-H de aromatico
monosubstituido).

Avaliacdo Farmacolégica

[046] Possiveis atividades analgésicas e anti-inflamatorias do novo
composto (1) foram avaliadas in vivo através de metodologias especificas
descritas abaixo. Os resultados obtidos demonstraram importantes atividades
anti-inflamatoria para o composto (1).

Ensaios de atividade farmacoldgica do Composto LOFM182 (1)
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Efeito anti-inflamatério de LQFM182 (1) em modelos agudos de
inflamacéao
Efeito de LQFM182 (1) no teste do edema de pata induzido por
carragenina

[047] Para investigacdo da possivel atividade anti-inflamatéria do
composto LQFM182 foi realizado o teste de edema de pata induzido por
carragenina, o qual permite avaliar a acdo de farmacos com propriedades anti-
inflamatorias sobre a formacdo do edema, um dos sinais cardinais da
inflamacé&o formado a partir de uma leve vasoconstricao, seguida de dilatacao,
aumento do fluxo local e da permeabilidade vascular que leva ao
extravasamento de liquidos e proteinas para o intersticio (Garcia, L. J.;
Hamamura, L.; Leite, M. P.; Rocha, S. M. British Journal of Pharmacology,
1973, v. 48, p. 88-96.; Morris, C. J. Methods in Molecular Biology, 2003, v. 225,
p. 115-121).

[048] A injecao sub-plantar de carragenina na pata dos animais provoca
um processo inflamatoério agudo, ndo imune, onde ha a formacdo do edema
que é constituido de trés fases. Na primeira hora, logo apés a injecao da
carragenina, hd aumento da permeabilidade vascular mediada principalmente
por histamina e serotonina. Na segunda hora, o aumento da permeabilidade &
ocasionado predominantemente por cininas e na terceira hora pela acdo das
prostaglandinas (Winter, C. A.; Risley, E. A.; Nuss, G. W. Proceedings of the
Society for Experimental Biology and Medicine, 1962, v. 111, p. 544-7.; Di
Rosa, M.; Giroud, J. P.; Willoughby, D. A. The Journal of Pathology, 1971, v.
104, p. 15-29).

[049] Os resultados mostram que o tratamento dos animais com
LQFM182 na dose de 135 umol/kg reduziu o edema de pata na primeira e
terceira horas do teste e o tratamento com LQFM182 nas doses de 370 e 740
pmol/kg reduziu a formagdo do edema em todas as horas do teste, mostrando
assim, que este composto possui atividade anti-edematogénica assim como o

controle positivo celecoxibe, e um provavel efeito anti-inflamatério que pode
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estar contribuindo para o efeito antinociceptivo visto na segunda fase do teste
da formalina.
Efeito de LQFM182 (1) no teste da pleurisia induzida por carragenina

[050] Outro teste realizado para confirmar o efeito anti-inflamatério de
LQFM182 foi o teste da pleurisia induzida por carragenina, modelo
caracterizado pelo acumulo de exsudato e infiltragdo de leucécitos na cavidade
pleural. A pleurisia induzida por carragenina é um modelo de inflamagdo aguda
usualmente utilizado para avaliar os efeitos anti-inflamatérios de novos
compostos candidatos a farmacos, bem como alguns de seus mecanismos de
acdo a partir da avaliacdo de mediadores inflamatoérios presentes no exsutado
coletado (Ahmad, S. F.; Zoheir, K. M.; Abdel-Hamied, H. E.; Alrashidi, I.; Attia,
S. M.; Bakheet, S. A.; Ashour, A. E.; Abd-Allah, A. R. The Journal of
Immunology, 2014, v. 142, p. 374-83.; Murai, N.; Nagai, K.; Fujisawa, H.;
Hatanaka, K.; Kawamura, M.; Harada, Y. Journal of Leukocyte Biology, 2003, v.
73, p. 456-63).

[051] Desta forma, a partir do tratamento com LQFM182 foi possivel
avaliar parametros como migracdo celular, atividade da enzima
mieloperoxidase e quantificar as citocinas TNF-a e IL-1B. Logo, foi observado
qgue o tratamento com LQFM182 na dose de 370 umol/kg reduziu o nimero de
leucdcitos polimorfonucleares em 34%, a atividade da mieloperoxidase em 43%
e 0s niveis de TNF-a e IL-1p em 87 e 26%respectivamente, quando
comparados ao grupo controle, confirmando a atividade anti-inflamatéria do
composto LQFM182 observada no teste do edema de pata induzido por
carragenina. De forma semelhante o tratamento com dexametasona na dose
de 5 pmol/kg reduziu o numero de leucdcitos polimorfonucleares em 67%, a
atividade da mieloperoxidase em 72% e os niveis de TNF-a e IL-13 em 82 e
85% respectivamente, quando comparado ao grupo controle.

Avaliacdo da citotoxicidade aguda in vitro de LOFM182 (1)

Efeito do tratamento agudo de LQFM182 (1) no ensaio de captacao do

vermelho neutro
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[052] Para investigar a citotoxicidade bem como estabelecer uma DLso
foi realizado o ensaio de captacdo do vermelho neutro que é carcterizado por
ser um corante vital que € captado pelos lisossomos/endossomos e vacuolos
de células vivas, o que permite quantificar a viabilidade celular (Borenfreund,
E.; Puerner, J. A.. Toxicology Letters, 1985, v. 24, p. 119-124). Foram utilizadas
células da linhagem 3T3 as quais foram expostas a diferentes concentracdes
da LQFM 182 (0,02- 2,26 mM) por 48 h e a viabilidade celular avaliada pelo
ensaio de captacédo de vermelho neutro. A LQFM 182 promoveu a morte celular
de forma concentracdo-dependente, obtendo-se um Clso igual a 0,832 mM. A
partir desse valor, a DLso foi estimada em 1397 mg/Kg, sendo a molécula
classificada na categoria 4 do Harmonized Classification System for Chemical
Substances and Mixtures (GSH) (Organization for Economic Cooperation and
Development — OECD. Guideline for The Testing of Chemicals, 2001, n. 423).
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REIVINDICACOES

1. Os processos e usos de uso dos derivados (4-r-piperazin-1-il)(1-w-fenil-1h-
pirazol-4-illjmetanona como  analgésicos e/ou  anti-inflamatérios e  sais
farmaceuticamente aceitaveis, composicfes farmacéuticas contendo os mesmos e
processos de preparacao, caracterizado por estrutura de formula geral (1)

Onde:

X é CHou N;

n é (CHz2)n onde n=0, 1, 2, 3 ou 4;

ZéOousS;

W é hidrogénio, o-alquila com 1 a 4 4tomos de carbono, m-alquila com 1 a 4 atomos de
carbono, p-alquila com 1 a 4 atomos de carbono, o-cicloalquila com 3 a 6 4tomos de
carbono, m-cicloalquila com 3 a 6 &tomos de carbono, p-cicloalquila com 3 a 6 atomos
de carbono; o-fenila, m-fenila, p-fenila; furila, tiofenil, piridil, pirimidinil, pirroil, tiazolil,
quinazoil ou isoquinolil; o-flior, m-fldor, p-fldor; o-cloro, m-cloro, p-cloro; o-bromo, m-
bromo, p-bromo; o-nitro, m-nitro, p-nitro; o0-amina, m-amina, p-amina; oO-
metilsulfonamida, m-metilsulfonamida, p-metilsulfonamida; o-trifluormetil, m-trifluormetil,
p-trifluormetil; o-alcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, m-alcoxila com 1 a 4 4tomos de
carbono, p-alcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, o-cicloalcoxila, m-cicloalcoxila, p-
cicloalcoxila, o-tioxila com 0 a 4 4tomos de carbono, m-tioxila com 0 a 4 atomos de
carbono, p-tioxila com 0 a 4 atomos de carbono, o-arioxila, m-arioxila, p-arioxila, o-
sulfonas, m-sulfonas, p-sulfonas, o-sulfetos, m-sulfetos, p-sulfetos, o-sulfoxidos, m-
sulfoxidos, p-sulféxidos, orto-sulfonatos, m-sulfonatos, p-sulfonatos, o-sulfonamidas, m-
sulfonamidas, p-sulfonamidas, o-amido com 1 a 4 atomos de carbono, m-amido com 1
a 4 atomos de carbono, p-amido com 1 a 4 &tomos de carbono, o-carboalcoxila com 1
a 4 atomos de carbono, m-carboalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-carboalcoxila
com 1 a 4 atomos de carbono, o-carbotioalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, m-
carbotioalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-carbotioalcoxila com 1 a 4 atomos de

carbono, o-ciano, m-ciano, p-ciano;
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R é hidrogénio, acil com 1 a 4 atomos de carbono, carboxilato de etila, ligado ao atomo
de carbono daguanidina, (2-hidroxi-etil), (2-nitrato-etil) e mesil, acido carbotioico, (2-
succinilcolesterol-etil), 1-[6-(hidroximetil)oxano-2,3,4,5-tetrol], {2-1-[6-
(hidroximetil)oxano-2,3,4,5-tetrol]-etil}, 1-acido (2S)-2-amino-4-carbamoilbutandico, (2-

1-acido (2S)-2-amino-4-carbamoilbutandico-etil;

2. Derivados, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo composto, e
seus sais farmaceuticamente acetiaveis, corresponder a férmula geral (1) e (II) onde: W
€H, XéCH,née0,Zé0OeRéCHs.lll. Processo de preparo de compostos e seus
sais farmaceuticamente acetiaveis para o uso como anti-inflamatorios de acordo com a
formula geral (1) e (11):

Onde:

X é CHou N;

n € (CH2)» onde n=0, 1, 2, 3 ou 4;

ZéOousS;

W é hidrogénio, o-alquila com 1 a 4 4tomos de carbono, m-alquila com 1 a 4 atomos de
carbono, p-alquila com 1 a 4 atomos de carbono, o-cicloalquila com 3 a 6 4tomos de
carbono, m-cicloalquila com 3 a 6 &tomos de carbono, p-cicloalquila com 3 a 6 atomos
de carbono; o-fenila, m-fenila, p-fenila; furila, tiofenil, piridil, pirimidinil, pirroil, tiazolil,
quinazoil ou isoquinolil; o-flior, m-fldor, p-fldor; o-cloro, m-cloro, p-cloro; o-bromo, m-
bromo, p-bromo; o-nitro, m-nitro, p-nitro; o0-amina, m-amina, p-amina; o-
metilsulfonamida, m-metilsulfonamida, p-metilsulfonamida; o-trifluormetil, m-trifluormetil,
p-trifluormetil; o-alcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, m-alcoxila com 1 a 4 4tomos de
carbono, p-alcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, o-cicloalcoxila, m-cicloalcoxila, p-
cicloalcoxila, o-tioxila com 0 a 4 4&tomos de carbono, m-tioxila com 0 a 4 atomos de
carbono, p-tioxila com 0 a 4 atomos de carbono, o-arioxila, m-arioxila, p-arioxila, o-

sulfonas,
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m-sulfonas, p-sulfonas, o-sulfetos, m-sulfetos, p-sulfetos, o-sulfoxidos, m-sulfoxidos, p-
sulfoxidos, orto-sulfonatos, m-sulfonatos, p-sulfonatos, o-sulfonamidas, m-
sulfonamidas, p-sulfonamidas, o-amido com 1 a 4 a&tomos de carbono, m-amido com 1
a 4 atomos de carbono, p-amido com 1 a 4 &tomos de carbono, o-carboalcoxila com 1
a 4 atomos de carbono, m-carboalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-carboalcoxila
com 1 a 4 atomos de carbono, o-carbotioalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, m-
carbotioalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-carbotioalcoxila com 1 a 4 4tomos de
carbono, o-ciano, m-ciano, p-ciano;

R € hidrogénio, acil com 1 a 4 atomos de carbono, carboxilato de etila, ligado ao 4tomo
de carbono daguanidina, (2-hidroxi-etil), (2-nitrato-etil) e mesil, acido carbotioico, (2-
succinilcolesterol-etil), 1-[6-(hidroximetil)oxano-2,3,4,5-tetrol], {2-1-[6-
(hidroximetil)oxano-2,3,4,5-tetrol]-etil}, 1-acido (2S)-2-amino-4-carbamoilbutandico, (2-
1-acido (2S)-2-amino-4-carbamoilbutandico-etil;

- condensacao da fenilhidrazinas funcionalizadas de férmula geral (lIl)

com 1,1,3,3-tetrametoxipropano, em etanol e &cido cloridrico;

- formilacdo de N-fenilpirazéis de formula geral (IV) através da adaptacdo das
condi¢cbes de DUFF;

- oxidacao dos aldeidos de formula geral (V) a &cidos carboxilicos através do emprego
de KMnOg;

- aminolise, através do emprego dos &cidos carboxilicos de formula geral (VI) com a N-
metilpiperazina via intermediario cloreto de 4cido em meio de CH2Cl2 com auxilio de
EtsN;

Petica0 870190040757, de 30/04/2019, pag. 32/39



416

3. O uso dos compostos e seus sais farmaceuticamente acetiaveis para fabricar
medicamento para uso como analgésicos e/ou anti-inflamatérios caracterizados por
compreender:

a) um composto e seus sais farmaceuticamente acetiaveis com estrutura conforme
férmula geral (1) e (II):

Onde:

X é CHou N;

n € (CH2)» onde n=0, 1, 2, 3 ou 4;

ZéOousS;

W é hidrogénio, o-alquila com 1 a 4 atomos de carbono, m-alquila com 1 a 4 atomos de
carbono, p-alquila com 1 a 4 atomos de carbono, o-cicloalquila com 3 a 6 4tomos de
carbono, m-cicloalquila com 3 a 6 &tomos de carbono, p-cicloalquila com 3 a 6 &tomos
de carbono; o-fenila, m-fenila, p-fenila; furila, tiofenil, piridil, pirimidinil, pirroil, tiazolil,
quinazoil ou isoquinolil; o-flior, m-fldor, p-fldor; o-cloro, m-cloro, p-cloro; o-bromo, m-
bromo, p-bromo; o-nitro, m-nitro, p-nitro; o0-amina, m-amina, p-amina; o-
metilsulfonamida, m-metilsulfonamida, p-metilsulfonamida; o-trifluormetil, m-trifluormetil,
p-trifluormetil; o-alcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, m-alcoxila com 1 a 4 4tomos de
carbono, p-alcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, o-cicloalcoxila, m-cicloalcoxila, p-
cicloalcoxila, o-tioxila com 0 a 4 4tomos de carbono, m-tioxila com 0 a 4 atomos de
carbono, p-tioxila com 0 a 4 a4tomos de carbono, o-arioxila, m-arioxila, p-arioxila, o-
sulfonas, m-sulfonas, p-sulfonas, o-sulfetos, m-sulfetos, p-sulfetos, o-sulfoxidos, m-
sulfoxidos, p-sulféxidos, orto-sulfonatos, m-sulfonatos, p-sulfonatos, o-sulfonamidas, m-
sulfonamidas, p-sulfonamidas, o-amido com 1 a 4 atomos de carbono, m-amido com 1
a 4 atomos de carbono, p-amido com 1 a 4 &tomos de carbono, o-carboalcoxila com 1
a 4 atomos de carbono, m-carboalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-carboalcoxila
com 1 a 4 atomos de carbono, o-carbotioalcoxila com 1 a 4 4tomos de carbono, m-
carbotioalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-carbotioalcoxila com 1 a 4 4tomos de

carbono, o-ciano, m-ciano, p-ciano;
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R é hidrogénio, acil com 1 a 4 &tomos de carbono, carboxilato de etila, ligado ao atomo
de carbono daguanidina, (2-hidroxi-etil), (2-nitrato-etil) e mesil, acido carbotioico, (2-
succinilcolesterol-etil), 1-[6-(hidroximetil)oxano-2,3,4,5-tetrol], {2-1-[6-
(hidroximetil)oxano-2,3,4,5-tetrol]-etil}, 1-acido (2S)-2-amino-4-carbamoilbutandico, (2-
1-acido (2S)-2-amino-4-carbamoilbutandico-etil;

b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel;

4. Composicdo farmacéutica, conforme reivindicacdo 4, caracterizada pelo
composto e seus sais farmaceuticamente acetiaveis para o uso como anti-inflamatorios
de a férmula geral (I) e (Il) onde: W éH, XéCH,né0,Zé 0O eR é CHs.

5. Composicdo farmacéutica, conforme reivindicacdo 4, caracterizada por ser
administrada pela via oral, enteral, parenteral, retal, intratecal e combinacdes das

mesmas.

6. Uso de compostos e seus sais farmaceuticamente acetidveis de acordo com a
férmula geral (1):

Onde:

X é CHou N;

n € (CH2)»n onde n=0, 1, 2, 3 ou 4;

ZéOousS;

W é hidrogénio, o-alquila com 1 a 4 atomos de carbono, m-alquila com 1 a 4 atomos de
carbono, p-alquila com 1 a 4 atomos de carbono, o-cicloalquila com 3 a 6 atomos de
carbono, m-cicloalquila com 3 a 6 &tomos de carbono, p-cicloalquila com 3 a 6 atomos
de carbono; o-fenila, m-fenila, p-fenila; furila, tiofenil, piridil, pirimidinil, pirroil, tiazolil,
quinazoil ou isoquinolil; o-flior, m-fldor, p-fltor; o-cloro, m-cloro, p-cloro; o-bromo, m-
bromo, p-bromo; o-nitro, m-nitro, p-nitro; o0-amina, m-amina, p-amina; o-
metilsulfonamida, m-metilsulfonamida, p-metilsulfonamida; o-trifluormetil, m-trifluormetil,
p-trifluormetil; o-alcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, m-alcoxila com 1 a 4 atomos de
carbono, p-alcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, o-cicloalcoxila, m-cicloalcoxila, p-

cicloalcoxila,
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o-tioxila com 0 a 4 4tomos de carbono, m-tioxila com 0 a 4 atomos de carbono, p-tioxila
com 0 a 4 atomos de carbono, o-arioxila, m-arioxila, p-arioxila, o-sulfonas, m-sulfonas,
p-sulfonas, o-sulfetos, m-sulfetos, p-sulfetos, o-sulféxidos, m-sulfoxidos, p-sulféxidos,
orto-sulfonatos, m-sulfonatos, p-sulfonatos, o-sulfonamidas, m-sulfonamidas, p-
sulfonamidas, o-amido com 1 a 4 4tomos de carbono, m-amido com 1 a 4 atomos de
carbono, p-amido com 1 a 4 atomos de carbono, o-carboalcoxila com 1 a 4 atomos de
carbono, m-carboalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-carboalcoxila com 1 a 4
atomos de carbono, o-carbotioalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, m-
carbotioalcoxila com 1 a 4 atomos de carbono, p-carbotioalcoxila com 1 a 4 &tomos de
carbono, o-ciano, m-ciano, p-ciano;

R € hidrogénio, acil com 1 a 4 atomos de carbono, carboxilato de etila, ligado ao 4tomo
de carbono daguanidina, (2-hidroxi-etil), (2-nitrato-etil) e mesil, &cido carbotibico, (2-
succinilcolesterol-etil), 1-[6-(hidroximetil)oxano-2,3,4,5-tetrol], {2-1-[6-
(hidroximetil)oxano-2,3,4,5-tetrol]-etil}, 1-acido (2S)-2-amino-4-carbamoilbutandico, (2-
1-4cido (2S)-2-amino-4-carbamoilbutandico-etil; caracterizado por ser no tratamento de

doencas inflamatérias.
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Figuras

Figura 1

Diferenca entre as patas (uL)
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Tempo (Horas)

$HrHe

Veiculo 10 mL/kg v.o.

LQFM 182 135 umol/kg v.o.
LQFM 182 370 umol/kg v.o.
LQFM 182 740 umol/kg v.o.
Indometacina 28 pmol/kg v.o.

*p <0,05
P <0,01
oo < 0,001
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Figura 2
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USO DOS DERIVADOS (4-R-PIPERAZIN-1-IL)(1-W-FENIL-1H-PIRAZOL -4-
IL)METANONA COMO ANALGESICOS E/OU ANTI-INFLAMATORIOS E
SAIS FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEIS, COMPOSICOES
FARMACEUTICAS CONTENDO OS MESMOS E PROCESSOS DE
PREPARACAO

Resumo: S&o descritos processos e 0 uso dos derivados (4-r-piperazin-1-
il)(1-w-fenil-1h-pirazol-4-i)metanona como  analgésicos e/ou  anti-
inflamatorios e sais farmaceuticamente aceitdveis, composicdes
farmacéuticas contendo os mesmos e processos de preparacdo, que atuam
como compostos analgésicos e anti-inflamatérios, com acdo em modelos de
inflamacdo, sendo portanto Uteis no tratamento de dores agudas e de
doencas inflamatérias. Foi verificado que o composto LQFM182 (1)
apresenta baixa toxicidade quando administrado em cultura celular. Neste
estudo também sado descritas composi¢cdes farmacéuticas contendo o0s
referidos compostos e sais farmaceuticamente aceitaveis, processos para

sua preparacao, bem como ferramenta farmacolégica.
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