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COMPOSTOS N-GLICINIL-N-ACILIDRAZONICOS
HETEROCICLICOS, PROCESSO DE SINTESE, COMPOSICOES
FARMACEUTICAS E METODO DE TRATAMENTO

Relatorio Descritivo

Campo da Invencao

A presente invengao € relacionada a derivados heterociclicos apresentando a
subunidade N-glicinil-N-acilidrazona. Mais particularmente, a presente invengao
relaciona-se com derivados (E)-N'-(W-benzilideno)-2-(3-terc-butil-1-fenil-1H-
pirazol-5-amino)acetoidrazidas, substituidos ou nado, e seus isésteros, a um
processo para sua preparagdo, a composi¢cdes farmacéuticas contendo os
mesmos € a seu uso como agentes terapéuticos anti-inflamatérios e
analgésicos inibidores da produgdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o),

particularmente no tratamento de doencas inflamatérias crénicas.

Antecedentes da Invencao

Citocinas sao proteinas soluveis horménio-like que permitem a
comunicacao entre as células e o ambiente externo. E um termo abrangente
que inclui linfocinas, monocinas, interleucinas, fatores estimuladores de
colénia, interferons (IFNs), fator de necrose tumoral (TNF) e quimiocinas
(Tayal, V.; Kalra, B. S. Eur. J. Pharmacol. 2008, 579, 1.).

Na resposta imune primaria que ocorre em resposta a uma infec¢do ou
lesdo, os macroéfagos produzem citocinas pré-inflamatérias, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 e interferon y, que desempenham
papéis importantes na manutengdo do processo inflamatério associado. As
citocinas possuem muitas fun¢gdées no organismo, tais como mediar e regular a
imunidade, o aparecimento da resposta inflamatéria e hematopoiese, mas o
maior grupo de citocinas esta envolvido na proliferagéo e diferenciacao celular
(Mcinnes, |. B.; Schett, G. Nat. Rev. Immunol. 2007, 7, 429.).

As citocinas sdo secretadas pelas células brancas do sangue e também
por uma variedade de outras células do corpo (fibroblastos, células endoteliais,
células epiteliais, etc) em resposta a estimulos indutores, e ndo sdo expressas

constitutivamente.
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As citocinas pro-inflamatorias séo altamente expressas nos tecidos
lesionados e sdo induzidas quando os macréfagos s&o expostos a endotoxinas
de bactérias gram-negativas. Portanto, os inibidores da sintese de citocinas
impedem a resposta imune a estimulos invasivos.

A produgéo de citocinas pré-inflamatérias, e.g. TNF-a, IL-1p e IL-6, &
peca chave nas doencgas inflamatérias crénicas como a artrite reumatoide (AR),
doenca de Crohn, psoriase e asma. Além das doencgas inflamatérias, ha
evidéncias da participagédo das citocinas em outras doencgas, incluindo
insuficiéncia cardiaca, retinopatias isquémicas e no desenvolvimento da
resisténcia a insulina na diabetes (Moller, D. E. Trends Endocrinol. Metab.
2000, 71, 212.).

Devido as inUmeras possiveis aplica¢cdes clinicas para inibidores de
citocinas, como doengas inflamatérias, cancer, imunoterapia, doengas ésseas,
doengas metabdlicas, cicatrizagdo de feridas, terapia antiviral, entre outras,
muitas industrias farmacéuticas tem investido no desenvolvimento de
moléculas ativas por via oral capazes de atuar em alvos moleculares

envolvidos na regulagao da produgao de citocinas pré-inflamatoétrias.

O Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

A familia do fator de necrose tumoral esta envolvida principalmente na
regulacdo da proliferacdo celular e apoptose, mas o TNF-a tem também
propriedades pré-inflamatorias, orquestrando uma série de eventos
relacionados a génese e manutencdo da resposta inflamatéria. A forma
precursora do TNF-a, o TNF-a ligado & membrana celular (TNFm ou pré-TNF),
é expressa como um polipeptideo de 26 kD na superficie celular de macréfagos
ativados e linfécitos, bem como outros tipos de células (endotélio). A
transcricdo do gene do TNF-a é regulada de forma complexa por multiplos
fatores de transcricdo como o fator nuclear kB (NF-xB), AP-1, NFIL-6 e NFAT.
A via de sinalizagdo da proteina quinase ativada por mitégeno p38 (MAPK p38)
também tem papel critico na produgdo do TNF-o (Campbell, I. K.; Roberts, L.
J.: Wicks, I. P. Immunol. Cell Biol. 2003, 81, 354.).

A sintese do TNF-o é regulada através do controle da estabilidade do

RNA mensageiro, permitindo respostas rapidas a estimulos externos como o
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lipopolissacarideo (LPS), um componente estrutural da parede de bactérias
gram-negativas. A presenca de elementos ricos em adenilato-uridilato na
regido 3'-UTR do RNA mensageiro do TNF-o tem papel principal na repressao
pds-transcricional, sendo alvo para rapida degradacéo ou inibigdo da tradugéo.
A via de sinalizagdo da MAPK p38 é a principal via de sinalizagdo que
estabiliza o TNF-o através dos elementos ricos em adenilato-uridilato na regidao
3’-UTR (Dumitru, C.D., Ceci, J.D., Tsatsanis, C., Kontoyiannis, D., Stamatakis,
K., Lin, J.-H., Patriotis, C., Jenkins, N.A., Copeland, N.G., Kollias, G., et al. Cell
2000, 703, 1071.).

O TNF ligado & membrana € posteriormente clivado por uma
metaloprotease, a enzima conversora de TNF-a (TACE), que libera a forma
soluvel do TNF-a, um polipeptidio de 17 kD. A inibicdo da TACE como um meio
de reduzir os niveis de TNF-a soluvel &€ uma estratégia que vem sendo
estudada por diversos grupos de pesquisas para o tratamento de doencas
inflamatdrias e varios compostos encontram-se em fase de estudos pré-clinicos
e clinicos (Moss, M. L.; Sklair-Tavron, L.; Nudelman, R. Nat. Clin. Prac.
Rheumatol. 2008, 4, 300.).

Outra abordagem que pode ser explorada para a inibicdo do TNF-a é a
inibicdo da biossintese da sua forma precursora, 0 TNFm ou pré-TNF, através
de compostos que inibam a ativacdo do fator nuclear kB, um fator de
transcricdo que leva a producao de RNA para a traducao de proteinas, as quais
incluem muitas citocinas pré-inflamatérias, como os inibidores de IKKB (1) e (2),
inibidores de fosfodiesterase (PDE), especificamente inibidores de PDE4
(rolipram (3) e roflumilaste (4) os quais sdo capazes de diminuir o acimulo do
RNAm para o TNF-«a), inibidores de MAPK p38 (SB-203580 (5) e BIRB-796 (6))
e analogos da talidomida (7), como a lenalinomida (8) (Figura 1).

As respostas biolégicas do TNF-a sdo mediadas por dois receptores
estruturalmente distintos na superficie celular, o tipo | (TNFR1 ou p55/p60) € 0
tipo 1l (TNFR2 ou p75/p80). O TNF-a secretado se liga tanto no receptor do tipo
| quanto no receptor do tipo Il, enquanto que o TNF-a ligado & membrana se
liga principalmente no receptor tipo Il. A enzima conversora de TNF-a (TACE)
também pode clivar tanto o receptor do tipo | quanto no receptor do tipo i

gerando receptores sollveis de TNF-a. Logo os receptores de TNF-a existem
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tanto como uma forma ligada a membrana, onde modulam os efeitos
fisiopatologicos do TNF-a, e como uma forma solivel, que pode se ligar e
neutralizar as ag¢des do TNF-a (Campbell, I. K.; Roberts, L. J.; Wicks, I.
P.;Immunology and Cell Biology 2003, 81, 354-366.).

Ambos os receptores de TNF-a, TNF-R1 e TNF-R2, podem ativar as vias
de transducdo do NF-xB, através da ativagdo das proteinas kB kinase e
proteina kinase C (PKC), e das MAPK ‘s promovendo uma variedade de
respostas celulares (Locksley, R. M.; Killeen, N.; Lenardo, M. J.; Cell 2001, 104,
487.). Para o complexo de sinalizagdo TNF-R1, a ativagao do receptor leva ao
recrutamento das proteinas citoplasmaticas adaptadoras ou sinalizadoras RIP
(receptor integrating protein) e TRAF-2 (TNF receptor-associated factor)
através da TRADD (TNF receptor associated death domain protein) que
finalmente leva a ativagdo de caspase e morte celular. A RIP é uma
serina/treonina kinase crucial para a ativagdo do NF-xB enquanto a TRAF-2
ativa as MAP kinases (Declercq, W.; Vanden Berghe, T.; Vandenabeele, P.;
Cell 2009, 138, 229-232; Chan, F. K. M.; Siegel, R. M.; Lenardo, M. J;
Immunity 2000, 13, 419-422.)

A producao elevada de TNF-a esta associada a uma série de condigdes
patolégicas de origem auto-imune e inflamatéria a exemplo da doenga de
Crohn, psoriase e artrite reumatoide (AR). Nestas doencas o TNF-a modula
processos como ativagdo de células imunes, proliferacdo, apoptose e
regulacdo da migracao de leucocitos. Especificamente, o TNF-a esta envolvido
nos mecanismos da inflamagdo e destruicao da articulagdo na artrite
reumatoide (AR). Grandes quantidades de TNF-a sao detectadas nas
membranas sinoviais de pacientes com AR nas fases aguda e crdnica da
doenga (Feldmann, M. Nat. Rev. Immunol. 2002, 2, 364.).

Terapias com agentes biolégicos anti-TNF-a tem sido determinantes
para a validagdo do TNF-a como um alvo terapéutico para AR, ja que estes
agentes tem se mostrado eficazes na melhora das manifestacées clinicas e na
progressao de danos, tanto em pacientes com AR quanto em modelos animais
de artrite (Toussirot, E.; Wendling, D. Expert Opin. Pharmacother. 2004, 5,
581.).
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As principais inovagbes para o tratamento da artrite consistem no
emprego de farmacos como o Enbrel® (etanercepte), fabricado pelos
laboratérios Wyeth; Remicade® (infliximabe), dos laboratorios Schering-Plough;
e mais recentemente do Humira® (adalimumabe) da Abbott, todos inibidores da
acdo do TNF-o. Enquanto o infliximabe e o adalimumabe s&o anticorpos
monoclonais recombinantes que se ligam apenas TNF-q, o etanercepte é uma
proteina de fusdo do receptor soltvel de TNF que se liga tanto ao TNF-a como
ao TNF-B (Mclnnes, |. B.; Schett, G. Nat. Rev. Immunol. 2007, 7, 429.).

Todos os trés agentes anti-TNF sdo aprovados para o tratamento da
artrite reumatoide e Doenga de Crohn. Entretanto, somente o etanercepte foi
aprovado para a artrite crénica juvenil uma vez que o TNF-f3 esta elevado nos
tecidos inflamados nesta doenga.

Embora todos os inibidores de TNF-o resultem na melhora clinica de
cerca de 70% dos pacientes com AR, inclusive em alguns pacientes que nao
respondem as terapias convencionais, a maioria dos pacientes s6 apresentam
uma melhora limitada com o0 uso desses agentes. Além disso existem
problemas comuns relacionados com a administracdo parenteral desses
farmacos, como reag¢des locais no sitio da administragdo. Além disso, sao
descritos o aparecimento de efeitos colaterais graves como sepse bacteriana,
tuberculose e outras infecgbes oportunistas, esclerose multipla e lupus
(Campbell, I. K.; Roberts, L. J.; Wicks, |. P. Immunol. Cell Biol. 2003, 81, 354.).
Assim, as maiores contra-indicagdes para o uso de agentes anti-TNF incluem
tuberculose ndo previamente tratada, infecgbes pulmonares e esclerose
multipla.

A aprovacgao destes farmacos, advindos de processos biotecnologicos,
comprova a eficacia de estratégias terapéuticas baseadas na modulagao do
TNF-a. Com isto cresce a necessidade de se identificar novos mecanismos
para a modulagdo do TNF-a, diferentes dos farmacos supracitados, haja vista o
alto custo de produgdo destes farmacos em comparacdo com micromoléculas
resultantes de estratégias da quimica medicinal tradicional. Além do alto custo,
ha desvantagens como a impossibilidade de administragéo oral, o aumento de
reacdes de hipersensibilidade e comprometimento do sistema imune através do

uso continuado dos anticorpos monoclonais anti-TNF licenciados para uso em
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humanos (i.e. Enbrel®, Remicade®, Humira®) (Palladino, M. A.; Bahjat, F. R.;

Theodorakis, E. A.; Moldawer, L. L. Nat. Rev. Drug Discov. 2003, 2, 736-746.).

A Proteina Quinase Ativada por Mitdgeno p38 (MAPK p38)

A MAPK p38 é uma proteina quinase ativada por estresse que modula
respostas a fatores de estresse celular tais como luz ultravioleta e choque
osmético. A MAPK p38 é um polipeptideo de 38 kD (p38) que pertence a uma
familia de quatro isoformas (a, B, y, 8). Esta familia pode ser dividida em dois
grupos com base na habilidade de resposta a diferentes estimulos, p38 a/ff e
p38y/d (Korb, A.; Tohidast-Akrad, M.; Cetin, E.; Axmann, R.; Smolen, J.; Schett,
G. Arthr. Rheum. 2006, 54, 2745.). Todas as isoformas sédo ativadas por
fosforilacdo dual nos residuos Thr180 e Tyr182. Esta fosforilagdo induz uma
alteracdo conformacional na proteina, permitindo que o ATP e o substrato se
liguem. A proteina quinase necessaria para a fosforilacdo de MAPK p38
depende do estimulo e tipo celular. A MKK3 e MKK6 fosforilam a MAPK p38
poucos minutos apds a exposicao a diversos estimulos ativadores. A duragéo
da fosforilacdo é crucial na regulacdo do destino celular, a fosforilagéo
sustentada €& frequentemente associada com a inducdo de apoptose, ao

contrario, a fosforilagdo transitéria pode ser associada com sobrevivéncia

celular induzida por fator de crescimento. A duragcdo de sinalizagdo é

controlada por fosfatases, incluindo a proteina fosfatase 1, a proteina fosfatase
2A ou MAPK fosfatases. Estas enzimas podem ser ativadas pela MAPK p38
fosforilada, criando um feedback negativo que regula as agées da MAPK p38
ativa (Cuadrado, A.; Nebreda, A. R. Biochem. Journal 2010, 429, 403.).

As quatro isoformas de MAP quinases p38 s&o codificadas por genes
diferentes e tem diferentes padrées de expressao tecidual, com a p38a sendo
expressa em niveis significativos na maioria dos tipos de célula, enquanto os
outros parecem ser expressos de uma forma mais tecido-especifica, por
exemplo, p38B no cérebro, p38y no musculo esquelético e p38d em glandulas
enddcrinas. Os membros da familia p38 tem sobreposicéo de especificidades
de substrato, embora aigumas diferencas tenham sido relatadas, com
substratos particulares sendo melhor fosforilados por p38a e p383 do que por

p38y e p38d ou vice-versa. Analises de tecido sinovial extraido de pacientes
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com AR sugere que as isoformas o e y sdo produzidas em excesso no tecido
inflamado e podem ser os alvos preferenciais de inteNengéo na doencga (Korb,
A.; Tohidast-Akrad, M.; Cetin, E.; Axmann, R.; Smolen, J.; Schett, G. Arthr.
Rheum. 2006, 54, 2745.).

Ha mais de 20 anos o laboratério farmacéutico Smith Kline & French
desenvolveu uma nova classe de derivados piridinilimidazélicos, e.g. SKF-
86002 (9), gque mostraram eficacia em modelos animais de doenga inflamatéria
crobnica. Esses compostos foram chamados farmacos anti-inflamatérios
inibidores da sintese de citocinas (CSAID’s) (Boehm, J. C.; Smietana, J. M,;
Sorenson, M. E.; Garigipati, R. S.; Gallagher, T. F.; Sheldrake, P. L.; Bradbeer,
J.; Badger, A. M.; Laydon, J. T.; Lee, J. C.; Hillegass, L. M.; Griswold, D. E.;
Breton, J. J.; ChabotFletcher, M. C.; Adams, J. L. J. Med. Chem. 1996, 39,
3929.). Adicionalmente, na década de 90, John Lee e colaboradores
descobriram que o SKF-86002 (9) era capaz de suprimir a sintese de IL-1 e
TNF-o. em monécitos (Lee, J. C.; Laydon, J. T.; McDonnell, P. C.; Gallagher, T.
F.; Kumar, S.; Green, D.; McNulty, D.; Blumenthal, M. J.; Heys, J. R;
Landvatter, S. W.; Strickler, J. E.; McLaughlin, M. M.; Siemens, |. R.; Fisher, S.
M.; Livi, G. P.; White, J. R.; Adams, J. L.; Young, P. R. Nature 1994, 372, 739.).
Posteriormente, inibidores mais potentes da producdo de TNF-a da mesma
classe de derivados heterociclicos, e.g. SB-202190 (10), foram descritos como
sendo capazes de prevenir a tradug¢ao do RNA mensageiro que codificava o
TNF-a. Uma proteina que se liga especificamente a esses compostos
piridinilimidazdlicos foi purificada de extrato de células, e identificada como uma
proteina kinase ativada por mitdégeno (mitogen-ativated protein kinase —
MAPK). Esta proteina foi identificada independentemente por diferentes grupos
e caracterizada cristalograficamente, sendo usualmente chamada de MAPK
p38 (Wilson, K. P.; McCaffrey, P. G.; Hsiao, K.; Pazhanisamy, S.; Galullo, V.;
Bemis, G. W.; Fitzgibbon, M. J.; Garon, P. R.; Murcko, M. A.; Su, M. S. S.
Chem. Biol. 1997, 4, 423.).

A constatacdo de que a MAPK p38 desempenhava um papel chave nos
processos inflamatoérios, incluindo os crénicos, fez com que a inibicdo da
enzima se tornasse uma estratégia terapéutica atraente para o tratamento de

diferentes condicdes patolégicas de origem inflamatéria. Atualmente varios
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inibidores da MAPK p38 encontram-se em fases de estudos clinicos (Goldstein,
D. M.; Kuglstatter, A.; Lou, Y.; Soth, M. J. J. Med. Chem. 2010, 53, 2345).

A ativacdo da MAPK p38 resulta em diversas respostas adaptativas
através da fosforilacdo p38-dependente de residuos de serina e treonina em
uma grande variedade de substratos, principalmente quinases e fatores de
transcricado. Os substratos da MAPK quinase p38 incluem proteinas quinases
MAPK ativadas (MKs) como MK2, MK3, MK5, bem como varias outras
quinases. Acredita-se que 0 MK2 esteja entre 0s mais importantes substratos
da MAPK p38 na mediagéo da resposta inflamatéria ao estresse celular. Além
disso, MAPK p38 ativada aumenta a produgado de citocinas por fosforilacao
direta de fatores de transcricdo (por exemplo, ATF2, CREB) e estabilizacdo
direta ou indireta (através de quinases inferiores) ou aumento da traducgédo de
RNAm que codificam citocinas pré-inflamatérias (Schett, G.; Zwerina, J.;
Firestein, G. Ann. Rheum. Dis. 2008, 67, 909.).

Inibidores de MAPK p38 tem se mostrado eficazes profilaticamente na
redugdo da gravidade clinica (edema de pata, inflamacgéo, degradacao de
cartilagem e erosao oOssea) em diferentes modelos de artrite em ratos e
camundongos. Estes efeitos supressores da doenca poderiam também ser
vistos em animais tratados terapeuticamente, o que sugere que os inibidores
de MAPK p38 tem potencial terapéutico para pacientes com doeng¢a bem
estabelecida (Thathamer, T.; McGrath, M. A.; Harnett, M. M. Rheumatology
2008, 47, 409.).

Essa validacao do potencial terapéutico de inibidores da MAPK p38 em
doencas inflamatérias levou ao desenvolvimento de um grande numero de
inibidores, como o BIRB-796 (6) (doramapimod®) da Boehringer Ingelheim, que
foi um dos primeiros inibidores de MAPK p38 a entrar em fase de estudos
clinicos (Regan, J.; Breitfelder, S.; Cirillo, P.; Gilmore, T.; Graham, A. G.;
Hickey, E.; Klaus, B.; Madwed, J.; Moriak, M.; Moss, N.; Pargellis, C.; Pav, S.;
Proto, A.; Swinamer, A.; Tong, L.; Torcellini, C. J. Med. Chem. 2002, 45, 2994.).

Inimeros inibidores de MAPK p38a avangaram nas etapas de estudos
clinicos (Figura 2). Alguns deles, como o BIRB-796 (6) da Boehringer
Ingelheim, VX-702 (11) da Vertex, o Paramapimod (12) da Roche e SCio-469
(13), tiveram seus estudos descontinuados devido a falta de eficacia nos

estudos clinicos para doenga de Crohn e artrite reumatoide ou efeitos adversos
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que parecem estar relacionados a estrutura quimica de alguns agentes em
particular e n&o ao mecanismos de agdo desses compostos. Até hoje nenhum
efeito toxico observado foi conclusivamente relacionado a inibicdo da MAPK
p38. Muitos candidatos a farmacos inibidores de MAPK p38 encontram-se em
fase de estudos clinicos, como por exemplo: o BMS-582949 (14) da Bristol-
Myers Squibb, que esta em fase 2 para artrite reumatoide; o ARRY-797
(estrutura ndo divulgada) em fase 2 para dor aguda inflamatéria; o ARRY-614
(estrutura nado divulgada) em fase 1 para sindrome mielodisplastica; o PH-
797804 (15) em fase 2 para artrite reumatodide e dor neuropatica; o GS-856553
(losmapimod (16)) em fase 2 para COPD, doenca cardiovascular e depressio;
e o SB-681323 (dilmapimod (17)) em fase 2 para dor neuropatica (Goldstein, D.
M.; Kuglstatter, A.; Lou, Y.; Soth, M. J.; J. Med. Chem. 53, 2345-2353.

Devido a importancia da modulagcdo da biossintese de citocinas pré-
inflamatorias como estratégia de intervengao terapéutica no tratamento de
diversas doencas de cunho inflamatdrio, particularmente o TNF-a, cujo
potencial terapéutico esta validado pelo sucesso do emprego dos farmacos
biotecnolégicos. E, devido as limitagbes advindas do uso crénico desses
farmacos, como o alto custo de producdo e ocorréncia de graves efeitos
colaterais associados, cresce a necessidade da descoberta de novas
micromoléculas capazes de modular a biossintese dessa citocina. Ha anos a
via das MAPK’s vem emergindo como um alvo promissor para a modulagao da
producdo de citocinas pro-inflamatdrias e inUmeras indlstrias farmacéuticas
vem investindo esfor¢os na tentativa de desenvolvimento de candidatos a
farmacos capazes de atuar como inibidores de MAPK p38. Os resultados
oriundos dos estudos clinicos com estes inibidores em desenvolvimento para
doengas como artrite reumatoide, dor neuropatica, entre outras, encorajam a
continuidade das pesquisas para a modulagdo deste importante alvo

farmacolégico.
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Exemplos de inibidores de MAPK p38a. que entraram em fase de estudos clinicos.
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Descricdo das Figuras

Figura 1 - Efeito dos compostos LASSBio-1504 e LASSBio-1506 (100 umol/Kg,
via oral) e talidomida (100 umol/Kg, intraperitoneal) na hipernocicepcéo térmica
induzida por carragenina, n=5-10 (ratos), *p < 0,05; **p < 0,01 ; ***p < 0,001
(Teste t de Student).

Figura 2 - Efeito de LASSBio-1504 e LASSBIio-1506 (100 umol/Kg, v.0) sobre
os niveis de TNF-o nas patas injetadas com carragenina. Os ratos receberam
LASSBIio-1504, LASSBIi0o-1506 ou salina e inje¢ao intraplantar de carragenina
ou salina 1 h depois. Quatro horas apés a injegdo intraplantar de carragenina,
as patas foram homogeneizadas e o0 TNF-a no sobrenadante foi determinado
por ELISA.

Figura 3 - Efeito dos compostos LASSBio-1504, LASSBio-1506 e talidomida
(100 umol/Kg, v.o, uma vez ao dia, 1h antes da avaliagdo da sensibilidade

mecanica) no modelo de artrite induzida por mBSA, n = 5-7 (camundongos),
**p < 0,01; ***p < 0,001 (Teste t de Student).

Sumario da Invencao

O objeto principal da inven¢ao sdo compostos de formula geral (la), (Ib),
(lla) e (lIb) pertencentes a familia N-glicinil-N-acilidrazona, assim como, seus
derivados, seus isdbmeros, sais e racematos capazes de serem empregados
como anti-inflamatérios e/ou analgésicos com acao sobre a biossintese de

citocinas pré-inflamatoérias.
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O segundo objeto da presente invengao é o processo de sintese dos
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E também objeto da presente invencdo uma composicdo farmacéutica
contendo os compostos de férmula geral (la), (Ib), (lla) e (lib), assim como,

seus derivados, seus isdmeros, sais e seus racematos.

Outro objeto da presente invencdo é uma composicdo farmacéutica
contendo os compostos de formula geral (la), (Ib), (lla) e (lib), assim como,
seus derivados, seus isOmeros e seus racematos, sendo empregadas como
antiinflamatérias e/ou analgésicos relacionados com a agao sobre a biossintese

de citocinas pré-inflamatorias.
O ultimo objeto da presente invengao € o método de tratamento voltado
para doencas ou distirbios relacionado com a biossintese de citocinas pré-

inflamatoérias.

Descricao Detalhada

Os compostos de férmula geral (1a), (Ib), (lla) e (lIb) da familia das N-
glicinil-N-acilidrazona, assim como seus derivados, seus isémeros, sais e
racematos sdo capazes de serem empregados como anti-inflamatérios ou
analgésicos, tendo também uma agdo na biossintese de citocinas pro-

inflamatérias.
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Esses compostos além de apresentarem a subunidade N-glicinil-N-
acilidrazona, que lhe conferem a caracterizagdo da familia quimica que estao
inseridos, podem apresentar substituintes distintos em seus radicais, onde Ry,
e R, podem ser. hidrogénio, alquila, cicloalquila, arila, heterociclos, orto-
alquilfenil, orfo-alcoxifenil, orfo-alquilsulfonilfenil,  orfo-tioalquilfenil, orto-
alquilsulfoxilfenil, orto-fenilsulfonatos, orfo-fenilsulfonamidas, orto-aminofenil,
orto-amidofenil, orto-halofenil, orfo-carboalcoxifenil, orfo-cianofenil, orto-
nitrofenil, meta-alquilfenil, meta-alcoxifenil, meta-alquilsulfonilfenil, meta-
tioalquilfenil, meta-alquilsulfoxilfenil, meta-fenilsulfonatos, meta-
fenilsulfonamidas, meta-aminofenil, meta-amidofenil, meta-halofenil, meta-
carboalcoxifenil, meta-cianofenil, meta-nitrofenil, para-alquilfenil, para-
cicloalquilfenil, para-alcoxifenil, para-alquilsulfonilfenil, para-tioalquilfenil, para-
alquilsulfoxilfenil, para-fenilsulfonatos, para-fenilsulfonamidas, para-aminofenil,
para-amidofenil, para-halofenil, para-carboalcoxifenil, para-cianofenil ou para-
nitrofenil;

W ¢é hidrogénio, orto-alquila, orto-cicloalquila, orfo-alcoxila, orto-
cicloalcoxila, orto-tioxila, orfo-arioxila, orto-sulfonas, orfo-sulfetos, orto-
sulféxidos, orto-sulfonatos, orfo-sulfonamidas, orfo-amino, orfo-amido, orto-
haletos, orfo-carboalcoxila, orfo-carbotioalcoxila, orto-trihaloalcano, orto-ciano,

orfo-nitro, meta-alquila, meta-cicloalquila, meta-alcoxila, meta-cicloalcoxila,
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meta-tioxila, meta-arioxila, meta-sulfonas, meta-sulfetos, meta-sulféxidos,
meta-sulfonatos, meta-sulfonamidas, meta-amino, meta-amido, meta-haletos.
meta-carboalcoxila, meta-carbotioalcoxila, meta-trihaloalcano, meta-ciano,
meta-nitro, para-alquila, para-cicloalquila, para-alcoxila, para-cicloalcoxila, para-
tioxila, para-arioxila, para-sulfonas, para-sulfetos, para-sulfoxidos, para-
sulfonatos, para-suifonamidas, para-amino, para-amido, para-haletos, para-
carboalcoxila, para-carbotioalcoxila, para-trihaloalcano, para-ciano ou para-
nitro.

Os compostos de férmula geral (la), (Ib), (Ila) e (lIb), assim como, seus
derivados, seus isdmeros, sais e racematos sdo capazes de serem
empregados como anti-inflamatérios e/ ou analgésicos em disturbios ou
doengas relacionados com a biossintese de citocinas pré-inflamatérias em
animais mamiferos humanos e ndo humanos.

As citocinas proé-inflamatdrias a que se refere esta invengéo, sdo todas
aquelas que atuam no processo de proliferacdo, diferenciagéo celular e no
processo inflamatério. Sendo ainda mais especifico, as citocinas pro-
inflamatorias a que se refere esta invengéo séo as Interleucinas (IL), Fatores de
Necrose Tumoral (TNF) e Interferon (INF), compreendendo ainda todas as
isoformas que estas citocinas pro-inflamatérias podem apresentar.

Os compostos de formula geral (Ia), (Ib), (lla) e (lIb), assim como, seus
derivados, isbmeros, sais e racematos, tem a capacidade de inibir as cascatas
de sinalizacdo das proteinas quinases (MAPK) que levam a produgdo de
citocinas pré-inflamatérias.

As proteinas quinases sdo moléculas sinalizadoras que se caracterizam
como fatores na traducao de sinais e propagac¢éo da resposta imunolégica. E
assim como as citocinas, as proteinas quinases apresentam isoformas que
induzem o processo de biossintese de citocinas. Portanto, as isofomas das
proteinas quinases também sao alvos para os compostos de férmula geral (1a),
(Ib), (lla) e (HIb).

O processo de produgao dos compostos de formula geral (la), (Ib), (lla) e
(Ilb), assim como seus derivados, isdmeros, sais e racematos, foram obtidos
em bons rendimentos quimicos, empregando a metodologia sintética aqui
descrita, partindo de compostos comercialmente disponiveis, o que qualifica

esta metodologia sintética para utilizagao industrial.
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A sintese dos compostos desta invengdo compreende as seguintes
etapas: h

A) condensacéao a carbonila;

B) substituicdo nucleofilica a carbonila;

¢) N-alquilagao;

D) ciclocondensagéo;

E) reacdo de acoplamento multicomponente

Uma composicdo farmacéutica pode ser preparada tendo como
compostos farmaceuticamente ativos os compostos de formula geral (la), (Ib),
(Ha), (llb), assim como seus derivados, isbmeros, sais e racematos. Tais
composic¢des farmacéuticas sdo usadas no tratamento de doencas e distlrbios
em animais mamiferos humanos e ndo humanos.

A presente composicdo farmacéutica, além dos compostos
farmaceuticamente  ativos  descritos acima, apresenta compostos
farmaceuticamente nao ativos como diluentes, dispersantes, edulcorantes,
antioxidantes, entre outros conhecidos por um técnico na arte.

As doencas e/ou disturbios nesta invencdo sdo entendidos como
aqueles relacionados com os processos inflamatérios. Tais doencas e/ou
disturbios estdo relacionados mais especificamente com o processo de
biossintese de citocinas pro-inflamatérias tais como as Interleucinas (IL),
Fatores de Necrose Tumoral (TNF) e Interferon (INF), compreendendo ainda
todas as isoformas que estas citocinas pro-inflamatérias podem apresentar.

As doengas e/ou distirbios desta invencdo, ainda apresentam uma
relacdo com os processos modulados pela proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK) e suas isoformas, que tem uma variedade de fungdes, como
por exemplo, a inducédo da biossintese de citocinas pré-inflamatérias.

O ultimo objeto desta invengéo trata-se do método de tratamento de
doencgas e/ou distubios através da administracdo dos compostos de férmula
geral (la), (Ib), (lla), (lib), assim como seus derivados, isbmeros, sais e
racematos.

As doencas e/ou distubios estdo relacionados com os processos
inflamatérios, sendo mais especifico, com 0 processo de biossintese de

citocinas pré-inflamatérias. Além disso, o método de tratamento compreende
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doencgas e/ou disturbios relacionados com os processos modulados pela
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK). o

Os exemplos seguintes ilustram o processo de sintese e agéo
farmacologica in vitro e in vivo de alguns dos derivados dos compostos de
formula geral (la), (Ib), (lla) e (ilb), que sdo objetos desta invencdo. Os
exemplos seguintes ndo devem ser usados para limitar o escopo de protegdo

desta invencgao.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Preparacao do derivado 3-terc-butil-1-fenil-5-aminopirazola

Uma solugcdo de fenilhidrazina (0,83 ml; 8,39 mmol) e 4 4-dimetil-3-oxo-
pentanonitrila (2,0 g; 8,0 mmol) em tolueno (3 ml) foi aquecida sob refluxo. A
reacao é monitorada por cromatografia em camada fina. Quando é observado o
consumo total da fenilhidrazina o tolueno é evaporado e o éleo bruto obtido é
recristalizado em hexano e o produto é obtido como um sélido branco em 76%
de rendimento. P.F = 50-52°C.

Exemplo 1.1

3-terc-butil-1-fenil-5-aminopirazolil)-acetato de

etila

A uma mistura de 3-ferc-butil-1-fenil-5-aminopirazola (100 mg; 0,465 mmol) em
tolueno (3,0 ml) e trietilamina (0,1 ml), & adicionado 2-bromoacetato de etila
(0,06 ml). A mistura fica sob agitacdo e refluxo durante quatro horas. Quando a
reagado termina o meio é particionado entre agua e acetato de etila, a fase
organica € evaporada e o produto € purificado em coluna cromatografica
(hexano-acetato de etila; gradiente de concentragéo). O produto é obtido como
um 6leo amarelo em 60% de rendimento.
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- Exemplo 1.2

Preparacao do derivado 2-(3-terc-butil-1-fenil-5

aminopirazolil)acetoidrazida

Em balgdo de 50 ml foram adicionados 600 mg (2 mmol) do 2-(3-terc-butil-1-
fenil-5-aminopirazolil)-acetato de etila, 20 eq de hidrazina hidrato 100% e 5 ml
de etanol. A mistura fica sob agitacdo e refluxo durante 2h quando a CCF
indica o consumo total do éster de partida. A mistura & vertida sobre gelo e 0
produto é extraido com diclorometano e obtido como um 6leo amarelo em 80%

de rendimento.

Exemplo 1.3

Preparacao das N-glicinil-N-acilidrazonas fenilpirazdlicas

Em baldo de 50 ml contendo 1,6 mmol de 2-(3-ferc-butil-1-fenil-5-
aminopirazolil)acetohidrazida adiciona-se 10 ml de etanol, acido cloridrico
concentrado catalitico e 1,68 mmol (1,05 eq) do aldeido. A mistura fica sob
agitagao durante aproximadamente 2h a temperatura ambiente. Ap6s o término
da reacdo o volume de etanol é reduzido, adiciona-se solugéo saturada de
bicarbonato de sédio e gelo picado a reagdo. O precipitado formado é filtrado,

ou a mistura é extraida com acetato de etila (ou diclorometano).

(E)-N'-(4-clorobenzilideno)-2-(3-terc-butil-1-fenil-5-aminopirazol)
acetoidrazida (LASSBio-1506)

Sélido branco, obtido por recristalizagéo em etanol (R= 70%) (PF= 193°C).
RMN'H (5ppm; DMSO-ds, 200 MHz): 11,62 e 11,60 (2s, 1H, NHCO); 8,27 e
8,01 (2s, 1H, N=CH); 7,75-7,30 (m, 9H, H-Ar); 5,563 e 5,46 (2s, 1H, CH-pirazol);
4.21e 3,78 (2s, 2H, CHy); 1,23 (s, 9H, (CH3)3).

RMN'3C (5ppm; DMSO-ds, 50 MHz): 171,6 (CO); 161,5 (C3-pirazol); 148,9
(C5-pirazol); 143,1 (HC=N); 139,1 (C1’-fenilpirazol); 134,9 (C-Cl); 133,5 (C1-
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fenil); 129,8 (2CH-Ar); 129,4 (2CH-Ar); 129,2 (2xCH-Ar); 127,0 (CH-Ar): 123.9

(2xCH-Ar); 85,3 (CH-pirazol); 46,7 (CHz); 32,5 (C(CHs)s); 30,7 ((CHa)a).

IR (KBr) (cm'1): 3362 (NH), 2952 (CH), 1686 (C=0).
Analise elementar calculada (C22H24NsOCI): C: 64,46; H: 5,90: N: 17,09.
Analise elementar determinada: C: 64,24; H: 5,83; N: 16,75.

(E)-N'-((4-(2-morfolinoetéxi)naftil)metileno)-2-(3-terc-butil-1-fenil-5-
aminopirazol)- acetoidrazida (LASSBio-1504)

Sélido branco recristalizado em acetona (R = 75%) (PF= 180°C).

RMN'H (8ppm; DMSO-dg, 300 MHz): 11,37 e 11,28 (2s, 1H, NHCO); 8,91 e
8,72 (2d, 1H, J = 9 Hz, CH-naftila); 8,72 e 8,53 (2s, 1H, N=CH); 8,26 (m, 1H,
CH-naftila); 7,77 (m, 1H, CH-naftila); 7,40-7,60 (m, 6H, ArH); 7,33 (m, 1H, ArH);
7,04 (d, 1H, J = 9 Hz, ArH); 5,64 e 5,35 (2t, 1H, J = 5,7 Hz, NH); 5,45 (s, CH-
pirazol); 4,33 (t, 2H, J = 4,6 Hz, -OCH»-CHy-); 4,24 e 3,78 (2d, 2H, J = 5,7 Hz,
CHy); 3,56 (t, 4H, J = 4,7 Hz, 2xCH,-morfolina); 2,88 (t, 2H, J = 4,7 Hz, -OCH,-
CH»-); 2.56 (t, 4H, J = 4,7 Hz, 2xCH,-morfolina); 1,23 (s, 9H, (CHj3)3).

RMN™"C (5ppm; DMSO-ds, 75 MHz): 170,6 e 166,1 (C=0); 161,0 (C3-pirazol);
155,7 (C4-natftila); 148,2 (C5-pirazol); 147,7 e 144,3 (N=CH); 139,2 (C1’-fenila);
131,0 (C8a-naftila); 129,2 (ArCH); 127,8 (ArCH); 126,2 (ArCH); 125,7 (ArCH);
125,2 (ArCH); 124,6 (ArCH); 124,0 (ArCH); 123,1 (C1-naftila); 122,3 (ArCH);
121,7 (C4a-naftila); 105,3 (ArCH); 84,5 (CH-pirazol); 66,4 (OCH,-etoxila); 66,22
(CH»>-morfolina); 56,9 (CH,-etoxila); 53,6 (CHz-morfolina); 48,0 e 46,5 (CHy);
31,9 (C(CHs)s); 30,2 (3xCHs).

IR (KBr) (cm™): 3468 (NH), 2964 (CH), 1655 (C=0), 1572 (C-N).

Analise elementar calculada (C32H3sNsO3H20): C: 67,11; H: 7,04; N: 14,67.
Andlise elementar determinada: C: 67,16; H: 7,05; N: 14,74.

98% de pureza determinada por HPLC (fase mével: acetonitrila-tampéo fosfato
60:40 (pH 7,4).
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Exemplo 2

Os exemplos aqui descritos ilustram os testes realizados com 2 compostos
obtidos,LASSBIio-1504 e LASSBIio-1506 , entretanto, os resultados dos testes

nao deverdo ser usados para limitar o escopo da protecéo

Os novos derivados N-glicinil-N-acilidrazonicos fenilpirazélicos foram
submetidos a triagem farmacolégica in vitro no modelo de inibicao da produgéo
de TNF-a por cultura de macréfagos peritoneais de camundongos estimulados
por LPS (100 ng/ml). Os compostos mais ativos selecionados na triagem
farmacoloégica in vitro tiveram seu perfil farmacolégico anti-inflamatério e
antinociceptivo avaliado em modelos in vivo de inflamagéo aguda e crénica.

Os resultados obtidos demonstraram importante atividade inibitéria sobre
a producdo de TNF-a in vitro e in vivo, além de importante atividade anti-
hipernociceptiva em modelos de inflamagdo aguda e crbnica quando

administrados por via oral, particularmente o derivado LASSBio-1504.

EXEMPLO 2.1

Efeito dos Compostos sobre a Hipernocicepcao Térmica Induzida por

Carragenina
Os derivados N-glicinil-N-acilidrazénicos fenilpirazdlicos mais potentes no

modelo de inibicdo da produgdo de TNF-o in vitro foram escolhidos para
avaliagdo de seus perfis anti-inflamatérios e antinociceptivos por via oral. Os
compostos LASSBio-1504 e LASSBIio-1506 foram testados no modelo de
hipernocicepgédo térmica induzida por carragenina. Os compostos foram
administrados por via oral na dose de 100 umol/kg. A talidomida (100 umol/Kg,
i.p) foi usada como controle positivo por ser um farmaco anti-TNF-a. A analise
dos resultados obtidos mostra que os compostos LASSBio-1504 e LASSBio-
1506 foram efetivos como agentes anti-hipernociceptivos. Embora LASSBio-
1504 e LASSBIi0-1506 tenham mostrado capacidades similares de inibir a
producdo de TFN-a in vitro (ICso = 3,6 uM e {Cso = 1,6 UM, respectivamente), o
derivado LASSBIio-1504 foi mais ativo in vivo, sendo capaz de inibir

completamente o estimulo hipernociceptivo enquanto LASSBio-1506 foi capaz
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de inibir parcialmente. Esta diferenca no perfil farmacolédgico in vivo pode
sugerir diferentes perfis de biodiSponibiIidadé, com LASSBio-1504 possuindo
um melhor perfil farmacocinético do que LASSBio-1506. Esta diferenca pode
ser explicada pela presenga da subunidade etdximorfolina no derivado
LASSBIio-1504, que pode melhorar as propriedades farmacocinéticas desta
substancia assim como o faz para o inibidor de MAPK p38 BIRB-796 (Figura 1).

EXEMPLO 2.2

Efeito dos Compostos sobre a Producao de TNF-o /n Vivo

Também foi investigado o quanto LASSBio-1504 e LASSBio-1506 inibem a
hipernocicepg¢ao térmica induzida por carragenina através da inibigdo da
produgdo do TNF-a in vivo. Quatro horas apo6s a injecado intraplantar de
carragenina, as patas dos ratos foram homogeneizadas e o TNF-a no
sobrenadante foi determinado por ELISA. Os resultados mostrados na figura 2
revelam que quatro horas apds injecédo de carragenina os niveis de TNF-a na
pata estéo elevados mais que o dobro em comparagdo com a pata na qual
somente salina foi injetada. O tratamento prévio por via oral com LASSBio-
1504 e LASSBIio-1506 (100 umol/kg) inibiu a elevagdo dos niveis de TNF-a
tecidual, corroborando os resultados in vifro. Estes resultados demonstram
claramente que os novos derivados N-glicinil-N-acilidrazdnicos fenilpirazdlicos
LASSBIio-1504 e LASSBIio-1506 inibem significativamente a produgédo de TNF-

o in vitro e in vivo.

EXEMPLO 2.3

Efeito de LASSBio-1504 na Artrite Induzida por Antigeno (mBSA -

methylated bovine serum albumin)

Devido ao perfil farmacolégico in vitro e in vivo evidenciado para o
derivado N-glicinil-N-acilidrazdnico fenilpirazélico LASSBio-1504 na inibicdo da
producdo TNF-o € na hipernocicepg¢ao térmica induzida por carragenina, este
composto foi selecionado para avaliagéo de sua atividade no modelo de artrite

induzida por antigeno (MBSA - methylated bovine serum albumin), um
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importante modelo de inflamagéo crénica. O desafio com mBSA na articulagdo
de camundongos previamente imunizados é um modelo experimental que tem
varias caracteristicas da artrite humana e envolve a liberagao inicial de TNF-«
que desencadeia a subsequente liberagéo de IL-18 e quimiocinas.

Os resultados estéo ilustrados na figura 3 e mostram que a talidomida
nao foi efetiva na artrite induzida por mBSA na dose testada, embora tenha
sido capaz de inibir a hipernocicepg¢éo térmica induzida por carragenina. O
derivado N-glicinil-N-acilidrazénico fenilpirazolico LASSBio-1504 se mostrou
efetivo a partir do quarto dia de tratamento com 100 umol/kg por via oral
(tratamento uma vez ao dia, uma hora antes da avaliagdo da sensibilidade
mecanica). LASSBIi0-1504 inibiu a hipernocicep¢do mecanica em 51% e 45%,

no quarto e quinto dia de tratamento, respectivamente.
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Reivindicag¢oes

1) Compostos

derivados, seus

N-glicinil-N-acilidrazona heterociclico, assim como, seus
isdbmeros, sais e

racematos caracterizados por

apresentarem formula geral (1a), (Ib), (Ila) e (ilb).

HN—N//.—C>7W

W
R4 H o] //I
N\ N H

R4 /—<
WNH 0
N~y N/
Rz
(la) (lla)
w
y —W Rt 4 O //l
HN—N \ % N)ﬁ/N\/U\N/N\ N
R — \ H
N
T )1 o
Ny N/
R
(1b) (Iib)
2) Processo de sintese dos compostos de férmula geral
SRS W]
R HN—N \ / N)yN\/U\N/N\ N
1 /—< \ N H
W—NH 0
N‘N\ \ /
Rz
(la) (a)
w
HN-N N N)YN\/U\N’N\ X
R4 /——< \ H
N
WNH o}
N\N \ /
R
(Ib) (Iib) assim
10 como seus derivados, seus isdmeros, sais e racematos caracterizados

por apresentarem as seguintes etapas:



10

15

2/3

A) condensacao a carbonila;

B) substituicao nuc‘leofilbica a carbonila;
c¢) N-alquilagao;

D) ciclocondensacao;

E) reagdo de acoplamento multicomponente

Composicéo farmacéutica caracterizada por apresentar os compostos
de formula geral

== w
HN—N \_/ N)YN\/U\ x |

N
N
R4 /—§ N\ H
WNH o] N
N~y Y/
R;
(la) (lla)
— W w

Pd R1 =/

N/ Hof |

HN-N )YN\/U\N,N\ X

R s ™ H
\[N/>—NH o

N\
N N/

R2

(Ib) (lib)

assim como seus derivados, isdmeros, sais e racematos.

Método de tratamento de doencgas e/ou disturbios caracterizados pela
administragao de compostos de férmula geral



N
Ri \ H
\1}/\>—NH o] N
“N N/
R,
(1a) (a)
— W w

/ H
HN—N N/ N)ﬁ/N\/U\ N ,

N
R4 ﬂ \ H
T )NH b N
N\N\ \ /
Rz
(Ib) (lib) assim

como seus derivados, isdbmeros, sais e racematos.



Inibidor de IKKp (1) tnibidor de IKKB (2)  Rolipram (3) (Schering AG)

(Glaxo Smith Kline) (Bristol Myers Squibb)
NH, H4C, ?
IO Y “
HNT S P NH2
Nl
H,N/go ?
Roflumilast (4) SB-203580 (5) IRB-
(Altana) (Glaxo Smith Kline) BIRB-796 (6) o ~N"\
e
4 20w
SO o v A A
Talidomida (7) Lenalidomida (8) SKF-86002 (9) SB-202190 (10)

o @f%} 03‘ 2}%—0

Estruturas de derivados sintéticos descritos na literatura como inibidores da biossintese de
TNF-o que atuam em diferentes alvos terapéuticos.

e,

2

CH
CH, T P HC e,
Hy c“ N °
HO OH (o]
VX-702 (11) Paramapimod (1 2) o} A
cl N
CHy
Scio-469 (13)
H,C
4 N B
ch HN \v H;C‘ N l r
e N. @ . .
BMS 882940 (1) PH-797804 (15)
fase il - Artrite reumatdide fase Il - Artrite reumatéide
Y F
HN,_.0
Y T
H
N N \)< o N N,/k” OH
o F F
GS-856553 (16)
(Losmapimod) $B-681323 (17)
fase It - COPD e dor neuropatica Dilmapimod)

fase Il - dor neuropética
Exemplos de inibidores de MAPK p38a que entraram em fase de estudos clinicos.
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COMPOSTOS N-GLICINIL-N-ACILIDRAZONICOS HETEROCICLICOS,
PROCESSO DE SINTESE, COMPOSIGCOES FARMACEUTICAS E METODO DE
TRATAMENTO

Resumo

Sao descritos novos derivados heterociclicos apresentando a subunidade N-
glicinil-N-acilidrazona que atuam como analgésicos e anti-inflamatérios com agéao
inibitoria, in vitro e in vivo, sobre a produgdo da citocina pré-inflamatéria TNF-q,
sendo portanto uteis no tratamento da dor e inflamagao aguda e crénica, incluindo: o
alivio da hiperalgesia associada a inflamacdo aguda e crénica em mamiferos,
preferencialmente humanos; também sao descritas composi¢cdes farmacéuticas

contendo os referidos compostos e processos para sua preparacéo.
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