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COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, PROCESSO DE OBTENGAO DE
COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, USO DE COMPOSTOS A
PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS PARA TRATAMENTO DE
LEISHMANIOSE E DOENGA DE CHAGAS E COMPOSIGOES FARMACEUTICAS
OBTIDAS

DESCRICAO RESUMIDA

A presente solicitagdo de patente de invengao descreve a obtengéo de inibidores de
cisteina proteinases envolvidas nos processos infecciosos causados pelos parasitas

Trypanossoma cruzi e Leishmania sp.

INTRODUGAOQ

A introducgéo tem por pretensédo apresentar o escopo principal da invengéo. Uma vez
gue a invengdo se desdobra em aplicacdes terapéuticas para dois tipos de
parasifose e, ainda, no desenvolvimento de novos compostos com atividade

especifica, serdo dedicadas subsecdes para cada um dos temas aqui sublinhados.

FUNDAMENTOS DA TECNICA

Doenga de Chagas e Leishmaniose:

Cerca de trés mil pessoas diariamente morrem no mundo vitimas de doengas
negligenciadas como leishmaniose, doenga de Chagas, malaria, e doenca do sono.
S&o0 mais de 1 milhdo de mortes por ano, de acordo com dados da FINEP. Esse
nimero elevado de obitos € reflexo da precariedade no diagnéstico e tratamento
destas doencas. Os mais afetados por essa negligéncia sdo as populagdes mais
empobrecidas dos paises menos desenvolvidos, e, portanto, ndo constituindo um

mercado lucrativo para as industrias farmacéuticas. Apenas 1,3% dos medicamentos
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disponibilizados entre 1975 e 2004 foram para as doengas negligenciadas, o que
representa 21 medicamentos, apesar de representarem 12% da carga global de
doengas.

O Gréfico 1 representa 0 Percentual de medicamentos desenvolvidos entre 1975 e
2004.

De acordo com estudos realizados pelo Instituto George para Sadde Internacional,
os investimentos de instituicdes privadas na area de doencas negligenciadas
correspondem a apenas 5% dos recursos globais para pesquisa e desenvolvimento
(P&D), sobrando para as instituicdes filantropicas (54%), e publicas (41%), que nao
conseguem, nha maioria das vezes, dar sustentabilidade a esses investimentos ao
longo dos anos.

No Brasil, em torno de R$ 75 miihSes ao ano vem sendo gasto com incentivos
governamentais para P&D em doengas negligenciadas, devido aos incentivos feitos
pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia, por meio de suas duas principais agéncias
de fomento: o CNPq e a FINEP. Em 2008, elas investiram mais de R$ 25 milhdes
em projetos de P&D para as doengas negligenciadas.

A doenga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, teve
como seu descobridor o pesquisador brasileiro Carlos Chagas. E uma doenga
parasitaria causada pela infecgdo do protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi,
cujos insetos triatomineos sdo seus vetores. As formas mais importantes de
transmissdo da doenga de Chagas ainda s&o as vetoriais, que sdo aquelas ligadas
diretamente ao vetor, a transfuséo de sangue, a via congénita, € mais recentemente,
as que ocorrem via oral, pela ingestao de alimentos contaminados, pela picada na
mucosa ocular ou oral, contudo apresentam também importancia epidemiolégica a

transmisséo transfusional e congénita.



10

15

20

25

3/75

Dados da OMS indicam a existéncia de 16-18 mithées de infectados pelo T. cruzi,
denfre eles, 12-14 milhdes de individuos na América Latina, sendo ainda
encontrados individuos contaminados em paises da Europa e América do Norte, na
maioria das vezes resultante da migracdo de individuos infectados em busca de
melhores condigdes de vida. |

Entre as mais de 120 espécies de insetos vetores, 12 espécies da subfamilia
Triatominae, s&o as mais importantes para a infecgdo humana, devido a sua
capacidade de invasdo e procriagdo dentro das casas.

O diagnostico, tanto na fase aguda quanto nas formas cronicas da doenca de
Chagas, é realizado pela detecg@o do parasito por métodos parasitolégicos (diretos
ou indiretos) e pela presenca de anticorpos no soro, através de testes soroldgicos
sendo os mais utilizados a imunoflucrescéncia indireta (IFl), hemaglutinagédo (HAI) e
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Poderdo ser realizados também
testes moleculares, utilizando polymerase chain reaction (PCR) acoplado a
hibridizagdo com sondas moleculares, e o Western blot (WB), como teste
confirmatério tanto na fase aguda como nas formas cronicas da doenga. Apds a
infeccdo, a maioria dos individuos apresenta fase aguda assintomatica. Pacientes
desenvolvem formas sintomaticas da fase cronica da doenga anos, ou mesmo
décadas, apds a fase aguda da infecgdo em aproximadamente 40% dos pacientes.
O caso crénico pode permanecer assintomatico durante dez a vinte anos. No
entanto, neste periodo, o parasita estd se reproduzinde continuamente em baixos
nuimeros, causando danos irreversiveis em orgaos como o sistema nervoso e o
coragdo. Ja o figado, por ser capaz de se regenerar, 0s problemas sao raros. As
conseguencias poderdo ser observadas apds uma ou duas décadas de progresséo,

com aparecimento gradual de deméncia (3% dos casos iniciais), cardiomiopatia (em
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30% dos casos), ou dilatagio do trato digestivo (megaesdfago cu megacolon (6%),
devido a destruicdo da inervagdo e das células musculares destes orgéaos,
responsavel pelo seu ténus muscular. No cérebro ha frequentemente formacao de
granulomas. Neste estagio a doenga & frequentemente fatal, mesmo com
tratamento, geralmente devido a cardiomiopatia (insuficiéncia cardiaca). No entanto

o tratamento pode aumentar a esperanga e qualidade de vida.

1 - Doenga de Chagas

A doenga de Chagas constitui-se pela sua vasta distribui¢@o, altos indices de
prevaléncia e gravidade de evolugdo, um dos maiores problemas de Salde Publica
em paises do cone sul das Américas (DIAS, 2001; REY, 2001). A tripanossomiase
americana, denominada doenga de Chagas, € uma importante doenga parasitaria
resultante da infecgdo pelo protozoario parasito hemoflagelado. As formas mais
importantes de transmiss@o da doen¢a de Chagas ainda s&o as vetoriais (seja via
les@o resultante da picada, seja por mucosa ocular ou oral), contudo apresentam
também importancia epidemiolégica a transmissao transfusional e congénita
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008). A doenca & uma zoonose endémica em 21 paises,
com estimativa de 16 a 18 milhdes de pessoas infectadas pelo Trypanosoma cruzi.

A etapa mais importante de transmisséo do T. cruzi é efetuada por insetos da familia
Reduviidae, incluindo as espécies Pansfrongylus megistus, Triatoma infestans e
Rhodnius prolixus. No Brasil, o transmissor T. infestans é conhecido vulgarmente
como “barbeiro”.

O ciclo de vida do T. cruzi compreende trés estagios ou formas principais, dotadas
de caracteristicas morfoldgicas e biolégicas distintas: epimastigota (encontrada no

tubo digestivo do vetor), tripomastigota (encontrada no vetor e no sangue e espago
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intercelular do hospedeiro vertebrado) e amastigota (encontrada no interior de
células do hospedeiro vertebrado) definidas com base na forma geral da célula
(esférica, piriforme, alongada), na posigao relativa entre o nlcleo e o cinetoplasto
(anterior, lateral e posterior) e na maneira da saida do flagelo da bolsa flagelar
(central ou lateral) (SOUZA, 1999).

O ciclo biolégico do T. cruzi no hospedeiro invertebrado inicia-se quando o sangue
de animais infectados & ingerido durante o repasto sanguineo. Ao chegar ao
estbmago, a forma tripomastigota transforma-se gradualmente em formas
arredondadas, algumas com um [ongo flagelo colado ao corpo e outras com um
curto flagelo, chamadas de esferomastigotas e epimastigotas respectivamente.

Em seguida, os parasitas migram para o intestino, onde se multiplicam como formas
epimastigotas. Apéds, migram para a parte mais posterior, atingindo o reto, e
tra'nsformam-se em tripomastigotas metaciclicos, que sdo eliminados junto com as
fezes e urina do triatomineo (SOUZA, 1999). A infeccéo pelo T. cruzi no hospedeiro
vertebrado inicia-se quando os parasitas eliminados pelo inseto na forma
tripomastigota metaciclico, séo inoculados na pele ou mucosas do vertebrado. A
maneira mais comum & a vetorial, através da picada do barbeiro, que, durante o
processo de ingestdo do sangue, deposita suas fezes préximas ao local da picada
(SOUZA, 1999).

A doencga de Chagas pode se manifestar de forma aguda, indeterminada e crénica.
Os primeiros sintomas da fase aguda se apresentam, geralmente, entre 7 a 10 dias
apos a infecgao pelo parasita. No local de entrada do parasita ocorre um processo
inflamatério, nem sempre visivel. No entanto, em infecgdes peia mucosa ocular,

observa-se um sinal caracteristico da fase aguda da doenga de Chagas,
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denominado sinal de Romana que consiste no inchago de ambas as palpebras do
olho infectado (NEVES, 2002).

A fase aguda da doeng¢a pode durar de um més a um ano, podendo o paciente
evoluir para a fase crdnica ou indeterminada. A fase indeterminada trata-se de uma
fase crénica com baixa parasitemia e alto teor de anticorpos, assintomatica e sem
manifestacoes clinicas. Apds a fase aguda, a maioria dos pacientes evolui durante
uma ou duas décadas nesta forma indeterminada, na gual, embora exista a infeccéo
ativa, praticamente n&o ha lesdes clinicamente demonstraveis e os 6rgdos e
sistemas se encontram preservados em sua anatomia e sua reserva funcional
(DIAS, 2001). Cerca de um tergo dos casos agudos da doenga de Chagas evolui
para a fase cronica. A fase cronica da doenca em alguns casos segue
imediatamente o periodo agudo; em outros, instala-se depois de um intervalo
assintomatico de duragéo variavel (REY, 2001; BLACK, 2002).

A forma cronica da doeng¢a de Chagas é representada por diversas formas clinicas,
afetando um ou mais érgéos de forma irreversivel, destacando-se as alteragdes
cardiacas como as principais. A cardiopatia cronica e o aparecimento dos megas,
megaesdfago e megacélon, principalmente, representam formas clinicas de
consideravel gravidade (SZAJNMAN et al, 2000, CAZZULO et al, 2001;
MONCAYOQ, 2003).

A prevaléncia das manifestagdes digestivas ou cardiacas na doenca de Chagas
depende principalmente da regido endémica. E comum encontrar casos de
megaesdfago na regido central do Brasil, sendo essa manifestagéo rara em outras
areas. A forma cardiaca apresenta como principais sintomas a arritmia (75.000
casos/ano), a insuficiéncia cardiaca e o tromboembolismo. As manifestagdes

digestivas ocorrem pelo comprometimento das fungdes do érgao afetado. No caso
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do megaeséfago (45.000 casos/ano), observa-se o aumento do didmetro do 6rgdo e
alteracdes na motilidade, além de sintomas como dores epigastricas, regurgitagio e
hipertrofia das glandulas salivares. O megacélon (30.000 casos/ano) apresenta
como principal caracteristica a obstipagdo do 6rgdo, que pode durar semanas

(WENDEL et al., 1992; MONCAYQ, 2003).

2 - Leishmaniose

As leishmanioses s&0 antropozoonoses consideradas um grande problema de salde
ptblica, representam um complexo de doengas com importante espectro clinico e
diversidade epidemioidgica.

Observa-se a existencia de tres perfis epidemiologicos: a) Silvestre — em que ocorre
a transmissdo em areas de vegetacdo primaria (zoonose de animais silvestres); b)
Ocupacional ou lazer — em que a transmisséo estd associada a exploragdo
desordenada da floresta e derrubada de matas para construgdo de estradas,
extragdo de madeira, desenvolvimento de atividades agropecuarias, ecoturismo;
(antropozoonose) e ¢) Rural ou periurbana — em areas de colonizagéo (zoonose de
matas residuais) ou periurbana, em que houve adaptagio do vetor ao peridomicilio
(zoonose de matas residuais e/ou antropozoonose).

Protozoarios do género Leishmania apresentam duas formas durante o seu ciclo
evolutivo, as amastigotas que nao possuem flagelo livre e s&o parasitos
intracelulares obrigatorios preferencialmente do sistema fagocitico mononuclear de
hospedeiros vertebrados, onde se dividem por divisdo binaria simples e nas formas
flageladas promastigotas que sédo encontradas no trato digestivo dos hospedeiros

invertebrados.
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As formas promastigotas possuem o cinetoplasto anteriormente a porgéo livre do
flagelo, que tem o mesmo comprimento do corpo. Outras organelas peculiares em
tripanossomatideos sao os glicosomas € 0os megasomas, que sao encontradas em
ambas as formas. Os glicosomas compartimentalizam as enzimas da via glicolitica,
enquanto que em eucariotos normalmente estdo localizados no citoplasma. Os
megasomas sao corpusculos arredondados com pH acido onde estdo localizadas,
dentre outras enzimas, as cisteino-proteinases e sdo abundantes nas formas
amastigotas. Estes parasitos pertencem a ordem Kinetoplastida, familia
Trypancsomatidae e género Leishmania.

As leishmanias diferem nos padrdes de desenvolvimento nos hospedeiros
invertebrados naturais, o que foi usado de base para a revisdo proposta por Lainson
e Shaw, permitindo a divisdo do género Leishmania em dois grupos: o subgénero
Viannia e o subgénero Leishmania. As principais espécies do subgénero Viannia
estdo distribuidas apenas no Novo Mundo e séo L. braziliensis, L. guyanensis, L.
panamensis, L. peruviana, L. naiffi, L. lainsoni, L. shawi, L. colombiensis, L.
equatorensis.

As espécies do subgénero Leishmania distrubuidas no Novo Mundo s&do L.
amazonensis, L. mexicana, L. chagasi L. venezuelensis, L. pifanoi, L. hertigi, L.
enriettii, L. deanei, L. aristidei, .. garnhami, L. forattiniii, e as espécies do Velho
Mundo sdo L. donovani, L. tropica, L. infantum, L. major, L. aethiopica, L. arabica e
L. turanica.

A diferenciac@o entre as varias espécies de Leishmania dentro de um subgénero
inclui a morfologia na microscopia o6tica e eletrénica, o comportamento nos
hospedeiros, a identificagao tanto por anticorpos monoclonais como por isoenzimas

e a andlise de DNA. Os hospedeiros invertebrados parecem estar limitados
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estritamente a insetos hematéfagos. Os dipteros do género Lutzomya s&o os vetores
de transmissao de Leishmanias nas Ameéricas e os dipteros do género Phlebotomus
estdo envolvidos com a transmissdo no Velho Mundo. Mais de 20 espécies de
Leishmania tém sido identificadas como causadoras de doencas em humanos e
cada uma apresenta fontes de infeccéo especificas.

A infecc@o do hospedeiro invertebrado ocorre quando a fémea do vetor pica um
vertebrado infectado durante o repasto sanguineo e, juntamente com o sangue,
ingere macréfagos parasitados. Durante o trajeto pelo trato digestivo, os macréfagos
se rompem liberando as amastigotas que se transformam em promastigotas,
multiplicam-se ainda no sangue ingerido que é envolto pela membrana peritréfica
secretada pelas células do estdbmago do inseto. Apdés a digestdo do sangue, a
membrana peritréfica se rompe e as formas promastigotas ficam livres, dividem-se
intensamente e transformam-se em promastigotas metaciclicas sem a capacidade
de divisdo binaria, migrando entdo para a probédscida do inseto. Com a proboéscida
blogqueada pelas Leishmanias, o inseto tem dificuldade de se alimentar e, quando
pica, regurgita os parasitos para o interior da pele do hospedeiro vertebrado,
inoculando-os no local da picada, ocorrendo assim a transmisséo. Os flagelados
inoculados s&o fagocitados por macrofagos teciduais do hospedeiro formando,
assim, o vacuUolo parasitéforo. Rapidamente os promastigotas diferenciam-se em
amastigotas e multiplicam-se no interior destes vacuolos, até que o macréfago se
rompe, liberando amastigotas no tecido, sendo novamente fagocitadas, iniciando no
local um novo ciclo intracelular e causando, assim, as leishmanioses.

Os parasitos do género Leishmania determinam doencgas do sistema fagocitico
mononuclear que apresentam caracteristicas clinicas e epidemiolégicas diversas,

por isso foram reunidas em quatro grupos (Tabela 1):
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Tabela 1
Leishmaniase Tegumentar Americana Leishmaniase
Visceral
Cutfinea Cut@neo-mucosa  |Cutdneo-difusa Americana

ComplexoBraziliensis|ComplexoBraziliensis\Complexomexicana|/Complexe Donovan

L (V) brazitiensis™ |[. (V) brazitiensis™ L. (L} mexicana |L. (L) chagasi®

L. (V) penwviana L () pifanoi L (L) donovani
L (V) guyanensis*® L L. (L) infantum
(L. Jamazonensis™

L. (V') panamensis
ComplexoMexicana

L. (L.} maxicana

L (L) pifanoi

L (L) amazonensis™

L. (L.} venezuelansis

| S
. Leishmaniase cutanea - produz exclusivamente lesdes cutdneas limitadas.
. Leishmaniase cutdneo-mucosa - freglientemente se complicam pelo

aparecimento de lesdes destrutivas em algumas mucosas.

. Leishmaniase visceral ou Calazar - o parasito tem tropismo pelo sistema
fagocitico mononuclear de 6rgaos como o figado, o bago e a medula, que se tornam
hipertrofiados.

. Leishmaniase cutanea difusa - formas cutaneas disseminadas.

Os antimoniais pentavalentes (Sb5+) tém sido utilizados no tratamento das
leishmanioses humanas desde o inicio do século XX e continuam sendo as drogas
de escolha para a doenga cutdnea e visceral. Em 1937, o estibogluconato de sddio
(A, Pentostan®, um derivado do acido estibénico complexado ao Sh5+) foi utilizado,

também por via intramuscular, reduzindo os efeitos colaterais e a toxicidade e no
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Brasil, atualmente, o farmaco utilizado & o antimoniato de meglumina (B,
Glucantime®). O mecanismo de agéo destes compostos € a inibigao das enzimas da
via glicolitica e da B-oxidagdo em amastigotas, mas sendo um metal pesado,
acredita-se que interfira em outras vias metabédlicas da Leishmania, bem como com
a do hospedeiro. Tambem foi observado gue sdo capazes de inibir a topoisomerase
Il de L. panamensis e de L. donovani.

Além das dificuldades de administragdo e do alto custo, os antimoniais
pentavalentes apresentam importantes efeitos colaterais que incluem mialgia,
artralgia, aumento sérico das enzimas hepaticas, pancreatite, disfuncao
gastrintestinal, dores musculares difusas, enrijecimento das articulagdes, arritmias,
pancitopenia, insuficiéncia renal reversivel e cardiotoxicidade. A cura clinica néo &
acompanhada de cura parasitolégica, pois tém sido observados parasitos na cicatriz
de individuos clinicamente curados apds tratamento. A anfotericina B, a
pentamidina, o miltefosine e a paramomicina tém sido as drogas alternativas nos
casos de resisténcia aos antimoniais, mas ndo possuem um indice terapéutico tao
favoravel e também apresentam importantes reagbes adversas. A tabela 2 resume

as opcdes terapéuticas supra mencionadas.
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Regctionsin patxmtsmﬁ; - Commentst
mnms of visceral leishmaniasis ; L
Pentavalentantimony © Lot
intralesonal for CLI Pain, eyyt%wema, oedema E*re:;mnt, tansient
- Parenteral' it Ralsed arrrlase flipase or LFVS Ve frequent. Panaeatitis oftan as)mpwrmuc
' Myalgias and anthnlgiss Freguent. Nild-roderate :
Abdumina pain, nwses Frequent. Nild-roderate
Thrombogrtopenia or levcopenia infrecauent. Mild decreases
ECG changes orcardiotoxidty infizquent. Kild in L, mild to severe foven
: fataly in VL
Paromomycin R .
Topicalfor CL Ervihenma, paln, cedema, Histers Inflecuaent, transient, Reactonsvary by
formulation

Parenterad for v Cratonicitys infiequent. Nephretexicity not observedt
Miltefosinet " o co
Neusea, vomiting ancfor diarchoes Frequent, Usoally mdd ard transien:

Rased crestinine Frequent. Nild increases

Raised LFTs €l infrequent; Vi, frequent Mild inzreases
Pentamidinet-< _

Mausea, vomiting or diarhoca Vary frequent

Hyperglycaemia Infiequent. Can be savere in VL

Cardiotaicity Infiecuent. Can be severe i VL
Amphotericin B for VL= ' : _

Infusion-relateds Very frequant

Azotaemiz§ Frequent

Angernia cr hypokalaemiag Infiequerntt

Adaptado de Lainson; Shaw, 1987; Mazorchi, 1989.

3. Tratamento da doenca de Chagas/Leishmaniose e Desenvolvimento de
novas drogas

Drogas para o tratamento da doenga de Chagas nao s&o do interesse de indlstrias
farmacéuticas, estando na raiz do problema o alto custo dos investimentos e a falta
de um mercado potencial e seguro nos paises em desenvolvimento. De um modo
geral, o desenvolvimento de uma quimioterapia antiparasitaria ocorre (i) pelo
estabelecimento de principios ativos de plantas utilizadas na medicina popular, (i)
pela investigacéo de drogas ja aprovadas para o fratamento de outras doengas, uma

vez que elas ja foram submetidas a ensaios clinicos muito dispendiosos, ou, {iii)
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através da determinagéo de alvo(s) especifico(s) identificado(s) em vias metabdlicas
chave para o parasito.

Estudos recentes tém permitido a identificagao de alvos potenciais em T. cruzi e que
incluem o metabolismo de esterdis, o DNA e diferentes enzimas.

Nifurtimox e benznidazol foram introduzidos na clinica no tratamento da doenga de
Chagas nas décadas de 60-70, mas atualmente somente ¢ benznidazol se encontra
disponiveis comercialmente no Brasil, apesar de apresentar sérios efeitos colaterais
e requererem administragao por longos periodos de tempo sob supervisdo médica.
Nas formas visceral e mucocutanea de leishmaniose, o tratamento medicamentoso &
indicado principalmente nos casos de lesdes incapacitantes ou desfigurantes.
Existem varios esquemas terapéuticos baseados de forma geral em Antimdnios,
Anfotericina B, Paromomicina, Imunoterapia e Pentamida. Cetoconazol e
ltraconazol, entre outros, também s&o usados.

3.1 Resposta imune nas infec¢des causadas por protozoarios.

Os protozoarios sdo agentes infecciosos intracelulares que habitualmente infectam o
hospedeiro por longo periodo de tempo, em virtude de possuir mecanismos gue lhes
permitem escapar das agressdes mediadas pelo sistema imune. J& foi observado
que as infecgbes causadas por protozoarios nédo atingem toda a parcela da
populacéo infectada, tendo o sistema imune um papel fundamental, impedindo a
multiplicagdo e a disseminagdo do vetor. A n&o ser gque ocorra uma depressao
imune, onde seria desencadeado uma resposta imunolégica, esses agentes podem
permanecer no hospedeiro por toda a vida.

Varios componentes da resposta imune inata podem participar do mecanismo de
defesa contra os protozoarios, mas esses microorganismos escapam dessa defesa.

O Tripanosoma cruzi tem a propriedade de impedir ativagéo do complemento, desde
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que se encubra com moléculas do hospedeiro como o fator acelerador da
degradacgao (DAF). Da mesma forma, as formas infectantes de Leishmania resistem
a sua agao do complemento, embora invitro as promastigotas de Leishmania sejam
altamente sensiveis ao complemento,. As leishmanias sdo também susceptiveis a
acéo de neutrofilos, células com grande potencial de produzir peroxido de hidrogénio
e NO, mas que, ao penetrar o hospedeiro, infectam os macréfagos, livrando-se do
ataque dos neutréfilos.

A resposta adaptativa contra os protozoarios ocorre apés a apresentagédo de
antigenos por macréfagos e células dendriticas, via MHC classe [l para as células T.
Como outras células podem ser infectadas, e 0os macréfagos e células dendriticas
também expressam moléculas de MHC classe |, nas infec¢des por protozoarios ha
também ativacdo das células TCD8+. A tabela 3 mostra 0s mecanismos
imunolégicos de defesa contra alguns protozoérios de importancia clinica.

Tabela 3:; Principais mecanismos de defesa contra protozoarios.

Protoznérios Células predominentements intectadas. Mecanismos de detiesn

Prafesoans Predominantly tpfected sells Protection Mechonism

Leishacania Masrdfagos & Macraphages Predugdo de IFN<y, NOQ e eitrtoxicidade por célulay CDS
Production of 1FN-y, N and cytotoxicity by TS ceff

Ameha Neulndfilos, macrdiagos / Neutrophil, mocrophages  Produciio de IFN-y @ NO / Production of IFN-¥ and X0

T, erix! Cerdiomiceitos ! Cardiomivcyres Citotoxicidade por célelas CDE, ativaglo de macrdfagos

por célules CI4 & produsdo de NO
Caveraxizity by COJ cells, detivatian of macroghages by
COF eells and NO produetion

Taxoplasna ot Céiulas do SNC, alhos, misculas, outsas Pradugiio de NO por macedlagos ativados petas células
SWC eeils, epes. pruseles, wihers TCD4+ ¢ TCDOE

N progduction by sacrophages aclvieed By TODE -
and TCODS+ ceils

Plasmeadium Hepatdeitos & Megarodyios Citotoxicidade por céiulas TCRE+ ¢ produgda de 1FN-y,
TINF-o e MO
Oyrotaxicin by TODE- colls and produstion of of 1FN-
alpha, TNF.afpha aiad NO

E fundamental a resposta imune celular na defesa contra infecgdes causadas por
protozodrios. Embora uma resposta imune desviada para o polo Th2 seja maléfica,

porque aumenta a susceptibilidade as infeccbes e permite a multiplicagao e
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disseminacdo do parasito, o conceito de que uma potente resposta Th1 seja
protetora deve ser visto com cautela. Em varias protozooses, & verificado que a
resposta imune exacerbada esta envolvida no dano tecidual: na doenca de Chagas
€& mediado por células CD4+ e CD8+; uma maci¢ca produgéo de TNF-a e NO, é
observada na patogenia da malaria cerebral. Tais fatos confirmam que uma atuacgéo
equilibrada do sistema imunolégico € muito importante para a contengdo do parasita
sem destruicdo tecidual, fazendo com que, embora possa continuar presente, o
agente infectante n&o cause doenga no homem. A patogénese das diversas formas
clinicas da leishmaniose exemplifica bem a importéncia da resposta Th1 tanto no
controle como na génese da lesdo tecidual. Apés a inoculagao da Leishmania na
pele e invasdo macrofagica, nos individuos que nao tém a capacidade de produzir
IFN-y e ativar macrofagos, a Leishmania dissemina-se e, na dependéncia da
espécie, causa a leishmaniose visceral (L. chagasi) ou a leishmaniose cutdnea
difusa (L. amazonensis). Devido a deficiéncia de IFN-y e alta produgéo de IL-10
ocorre o desenvolvimento da doenga. A restauracdo da resposta imune in vitro na
leishmaniose visceral pode ser observada pela neutralizacdo de IL-10 ou pela adi¢ao
de IL-12 as cuituras de células mononucleares de sangue periférico (CMSP).

Ja na leishmaniose cutdnea e na leishmaniose mucosa, onde é observado um forte
desvio Th1 e, embora 0 nimero de parasitas no tecido seja escasso ou até ausente,
ha desenvolvimento de lesdo. CMSP de individuos com leishmaniose cutanea e
leishmaniose mucosa estimuladas com antigeno de Leishmania produzem grande
quantidade de IFN-y, IL-2 e TNF-a, e pouca IL-10. Como habitualmente o sistema
imune n&o consegue destruir completamente as leishmanias, essa forte resposta
Th1 termina por levar a ocorréncia de uma reagéo inflamatéria muito intensa e a

dano aocs tecidos proprios, resultando no aparecimento de Ulceras na pele e na
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mucosa. Tem participacéo importante nesse dano tecidual a produgao acentuada de
TNF-a e de NO. Evidéncias de que a resposta imune celular participa da patogenia
da leishmaniose cutdnea e leishmaniose mucosa inclui: 1) o tratamento precoce da
infecgdo ndo impede o aparecimento da lesdo; 2) existéncia de forte reacéo
inflamatoria no tecido com expressédo aumentada de TNF-a, IFN-y e poucos
parasitos na leséao; 3) associagdo de antimonial com droga inibidora de TNF-a cura
pacientes com leishmaniose mucosa que sado refratarios ao tratamento com
antimonial.

3.2: Relagao parasita-hospedeiro:

Os cinetoplastideos distinguem-se dos outros grupos principalmente pela presencga
de cinetoplastos, um granulo que contéem ADN, o "kKDNA". Tal estrutura esta
localizada na mitocéndria, que é unica nesse grupo de organismos, e esta associada
com a base dos flagelos.

Trypancosomatidae possui citosomas reduzidos ou ausentes, alimentando-se
inteiramente por absorgéo, e cinetoplastos menores que os de outras espécies.
Normalmente possui complexos ciclos de vida, que compreendem mais de um
hospedeiro e com varias etapas morfolégicas. A mais distintiva destas, é a fase de
Tripomastigota, cujo flagelo se estende ao longo do comprimento da ceélula e
conecta-se a membrana celular, formando uma membrana ondulante. As doencgas
causadas pelos Trypanosomatidae incluem a doenga do sono € a doenca de
Chagas, causadas por espécies de Trypanosoma, € a leishmaniose, por espécies de
Leishmania.

A seqliéncia completa do genoma dos cinetoplastideos T.brucei, T. cruzi e L. major,
foram publicadas em 2005. Como protozoarios, Leishmania e Trypanosoma tém

genomas relativamente grande de 25-55 Mb, a codificagao para 8-12,000 genes. A
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principal caracteristica € que seus genomas possuem um nivel excepcionalmente
elevado de conservagdo entre eles, apesar de uma divergéncia evolutiva estimado
2.500 anos atras. Na verdade, Leishmania e Trypanosoma compartiiham cerca de
80-93% de seus genes, e apenas um numero limitado de genes sdo espécie-
especificos. Isto € ainda mais notavel quando se comparam as trés espécies de
Leishmania, que compartilham mais de 99% de seus genes, de modo que apenas 5
genes sao especificos para L. major, L. infantum para 27 e 49 L. brasiliensis.

3.3 O papel das peptidases na biologia do parasita e na patogénese

Todos os parasitas devem infectar seu hospedeiro (s) para sobreviver e se propagar,
€ as peptidases sdo componentes essenciais nestes processos.

Historicamente, peptidases sido citadas como proteases, e sdo profundamente
estudadas em parasitologia por varias décadas. Peptidases permitem que os
parasitas perfurem barreiras celular, tecidual e a degradagéo de proteinas do
hospedeiro para a alimentagdo. Também s&o usados para manipular o sistema
imune de o hospedeiro e iludir a resposta imune. Além disso, peptidases parasitais
estdo envolvidas no processamento de proteina que fazem modificagbes
secundarias e sdo usados como marcadores de imunodiagnastico de infecgéo.
Tripanossomas e Leishnania contém uma abundéncia de cisteina proteinases (CPs)
gue sdo membros da superfamilia da papaina. As enzimas com maior atividade
foram designhados Tipo | CPs. Uma caracteristica que distingue enzimas do tipo | de
tripanossomatideos a partir de outros CPs da superfamilia da papaina, € a presenca
de uma extensdo terminal carboxi-incomuns, a funcdo dos quais ainda €
desconhecida. Em Leishmania mexicana esses CPs Tipo | sao codificadas pelos
genes RPB, e tem sua expressao maxima na forma amastigota do parasita que vive

nos macréfagos do hospedeiro.
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As CPs do Trypanossoma cruzi s&o geralmente conhecido pelo nhome comum (ou os
sindnimos cruzipaina e gp57/51) e s&o expressos em todo o ciclo de vida do
parasita, embora sejam mais abundantemente expressas na fase de multiplicagéo,
especialmente na epimastigota.

Os inibidores da cruzipaina provocam mudanga na localizacdo da enzima dentro do
complexo de Golgi, reduzindo em 70% o transporte desta para os lisossomos. Com
a diminuicdo da catalise e digestao desta, ha acumulo de cruzipaina no interior da
célula, diminuindo a mobilidade das membranas do complexo de Golgi, resultando
em distensdes periféricas de suas cisternas. Tais altera¢des provocariam a morte do
parasita.

Estudos indicam que a catepsina, uma outra cisteina-protease presente em
Leishmania sp teria importancia similar ao da cruzipaina, no ciclo de vida do
parasita.

Portanto, inibidores de cisteina-proteases representam um alvo interessante para
concepcao de drogas tripanomicidas e leishmanicidas.

4 - Cisteina protease

Proteinases formam um grupo de moléculas bioldégicas que constituem,
aproximadamente, 2% de todos os produtos de genes identificados nos diversos
programas de sequenciamento do genoma. Elas estdo envolvidas numa enorme
gama de processos biolégicos, mediante seus efeitos pela clivagem de pontes de
amino peptideos em diversas proteinas encontradas na natureza.

Esta acao hidrolitica & realizada pela identificacdo e posterior ligacdo a uma
superficie tridimensional particular, produzida pela proteina, que alinha a ponte para
clivagem precisamente dentro do site catalitico da proteinase. A hidrdlise catalitica

entdo se inicia através do atague nucleofilico da ponte de amido para ser clivada
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pela cadeia de aminoacidos da propria proteinase ou através de acdo de moléculas
de agua ligadas a cadeia de aminoacidos e ativada pela proteinase.

Proteinases em que o residuo é um Cis sao classificadas como cisteina proteinases.
As cisteina-proteinases nao sdo encontradas tao amplamente como as serina- e as
aspartico-proteinases. Entretanto, em protozoarios da familia Trypanosomatidae elas
sdo muito distribuidas, assim como as metaloproteinases, ja tendo sido detectadas
em varios géneros como Crithidia, Phytomonas, Herpetomonas, Trypanosoma,
l.eishmania e Endotrypanum. Neste grupo de microrganismos, estas enzimas estéo
envolvidas na nutricéo, ciclo de vida e na diferenciagdo morfolégica destes parasitos.
As cisteina proteinases séo classificadas em cinco clas: CA, CB, CC, CD e CE
(Barrett, A. J. et al, 1998). A proteinase do mamao forma o cla CA que contém mais
de 80 entradas distintas em bancos de sequéncias genéticas. Proteinases do cla
CA, da familia C1 estado relacionadas com uma multitude de patologias, tais como
osteoporose, esclerose multipla, doengas autoimunes e cancer.

O estado da arte atual destaca o recente desenvolvimento de alguns inibidores de
cisteina proteinase para uso humano (Deaton, D. N. and Kumar, S., Prog. Med.
Chem. 42, 245-375, 2004; Bromme, D. and Kaleta, J., Curr. Pharm. Des., 8, 1639-
1658, 2002; Kim, W. and Kang, K., Expert Opin. Ther. Patents, 12(3), 419-432, 2002;
Leung-Toung, R. et al. Curr. Med. Chem., 9, 979-1002, 2002; Lecaille, F. et al.,
Chem. Rev., 102, 4459-4488, 2002; Hernandez, A. A. and Roush, W. R., Curr. Opin.
Chem. Biol., 6, 459-465, 2002).

Estes estudos descrevem atividade potencial in vitro, mas revelam diversas
dificuldades no desenvolvimento de terapias que possam ser utilizadas no

tratamento de doencas em humanos.
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As patentes WO-A-9850533 e WO-A-0029408 relatam componentes que podem ser
referenciados como cetonas ciclicas, inibidoras de cisteina proteinases, com
particular referénecia para a familia das proteinases da papaina e mais
especificamente a catepsina K. Em WO-A-9850533 compostos detalhados na
literatura como potentes inibidores de catepsina K, com boa biodisponibilidade por
administracdo oral sdo detalhados {(Witherington, J., 'Tetrahydrofurans as Selective
Cathepsin K Inhibitors’, RSC meeting, Burlington House, London, 1999). Os mesmos
compostos s&o descritos em WO-A-9953039 como parte de uma ampla gama de
inibidores de cisteina proteinases associados a doengas causadas por parasitas, em
particular ao tratamento da malaria para inibigdo da falcipaina.

4.a T. cruzi

T. cruzi possui uma cisteina proteinase semelhante a L-catepsina denominada de
cruzipaina (ou cruzaina), que é a principal responsavel pela atividade proteolitica em
todas as fases do ciclo evolutivo do parasito. Inibidores irreversiveis de cruzipaina
do tipo peptidil tais como diazometilcetonas, fluorometiicetonas, alilsulfonas,
vinilsulfonas e vinilsulfonamidas, foram investigados como potenciais agentes anti-T.
cruzi. Em epimastigotas, inibidores do tipo peptidil bloqguearam a maturagdo de
cruzipaina e seu transporte para lisosomas, levando ao acUmulo da sua proteina
precursora no complexo de Golgi e a interferéncia na via de secre¢ao. Utilizando N-
piperazinil-F-Ala-homoF-Ala-vinilsulfona-fenila, Engel e colaboradores observaram
um aumento no nimero de vesiculas que se dirigem do Golgi para a boisa flagelar
do parasito, interferindo na fungédo do Golgi.

Tratamento de camundongos infectados com a peptidil vinilsulfona, N-
metilpiperazina-FhomoF-vinilsulfona-fenila, levou a redugéo da carga parasitaria e

das lesbes cardiacas. O mesmo composto foi utilizado em céaes, sendo observada
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uma regressao do dano do miocardio induzido pela infecgéo por T. cruzi. Além disso,
outros inibidores de cruzipaina (ndo do tipo peptidil} que foram estudados incluem
acilhidrazidas, aril uréias, ariltiouréias e tiosemicarbazonas.

4.b Leishmania sp

As cisteino-proteases s&o as enzimas proteoliticas mais investigadas em
Leishmania e muitas delas possuem suas sequéncias depositadas em bancos de
dados e seus genes isolados. SA0 enzimas que pertencem ao Cla A e superfamilia
das proteases semelhantes a papaina. A papaina € uma cisteino-protease com
cadeia polipeptidica Unica com 212 aminoacidos e trés pontes de enxofre, isolada no
mamao papaya — Carica papaya. As cisteino-proteases distribuem-se ainda em
entre a familia C1 (semelhantes a papaina) e subfamilias das catepsinas L. e B, e
também na familia C2 (semelhantes as calpainas). As cisteino-proteases de
Leishmania ocorrem em grandes quantidades em volumoscs lisossomas,
denominados de megassomas, particularmente abundantes em amastigotas. Estas
enzimas desempenham importantes fungdes na Leishmania como viruléncia,
manutencdo da viabilidade e da morfologia do parasito, invasdo do sistema

fagocitico mononuclear do hospedeiro & a modulagdo de sua resposta imune.

ESTADO DA TECNICA EM RELACAO A PRESENTE INVENCAO

As pequisas revelaram a existéncia de estudos cientificos e pedidos de patentes
relacionados ao assunto da invencéo, particularmente ao estudo da semicarbozona
para os aplicativos aqui elencados, em especial em Doenga de Chagas e
Leishmaniose sem, contudo, antecipar o uso de COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-

ACILIDRAZONAS, USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-
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ACILIDRAZONAS PARA TRATAMENTO DE LEISHMANIOSE E DOENCA DE
CHAGAS E COMPOSIGOES FARMACEUTICAS OBTIDAS. Dentre os varios
documentos e textos cientificos encontrados, selecionam-se alguns:

- Patente Numero: 200980203714.

Titulo: Derivados de furo [3,2-b] pirrol-3-ona e a sua utilizagdo como inibidores de
cisteinas proteinases:

Inclui uma formula (1), e seus sais farmacéuticos aceitaveis, onde: X € CH ou N; e
R.sup.4 & opcionalmente substituido por C.sub.3-8 alkyl ou opcionalmente
substituido por C.sub.3-8 cycloalkyl. A inven¢édo ainda relata uma composigao
farmacéutica compreendendo componentes da formula (1}, € 0 uso do composto no
fratamento de doengas como osteoporose, doenga de Chagas, alguns tipos de
cancer e outros. No entanto, ndo possui relevancia de efeito anterioridade no
presente caso.

- Patente ndimero: 20090197817/7,803,803

Titulo: Tetrahidrofuro [3,2-B] pirrol-3-cna como inibidores da catepsina K

Resumo: Inclui uma formula {1}, e seus sais farmacéuticos aceitaveis, onde: X é CH
ou N; um dos R.sup.1 e Rsup.2 is H, e seus sais farmaceuticamente aceitaveis
sup.6, SR.sup.6, NR.sup.6R.sup.7, N.sub.3, Me, Et, CF.sub.3, SOR.sup.8 e
SO.sub.2R.sup.8; R.sup.3 é selecionado entre tert-butylmethyl, iso-propyimethyl,
sec-butyl, tert-butyl, cyclopentyl e cyclohexyl; R.sup.4 é opcionalmente substituldo
C.sub.1-8 alkyl ou opcionalmente substituido C.sub.3-8 cycloalkyl, R.sup.6 e
R.sup.7 independentemente selecionados entre H, C.sub.1-8-alkyl e C.sub.3-8-
cycloalkyl, ou R.sup.6 e R.sup.7 sdo ligados para formar um grupo ciclico em

conjunto com o nitrogénio com o qual estao ligados; e R.sup.8 é C.sub.1-8-alkyl ou
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C.sub.3-8-cycloalkyl. Este documento n&o apresenta relevéncia no estudo de
anterioridades.

- Titulo: Inibidores de cisteinas proteases e métodos de utilizagdo dos mesmos.
Patente nimero: 20090076076/8,173,696

Resumo: A presente invengdo refere-se a semicarbazona ou tiosemicarbazona
inibidores de cisteinas proteases e métodos de utilizagdo de tais compostos para
prevenir e tratar infecgbes por protozoarios tais como a malaria tripanossomiase e
leishmaniose. Os compostos também encontram utilizagde em inibir cisteina
proteases associadas com carcinogénese, incluindo as catepsinas B e L. Nao
apresenta relevancia como anterioridade a presente invencgéo.

- Patente Numero: 20050182121

Titulo: Tiosemicarbazona e semicarbozona inibidores de cisteina proteases e
métodos da sua utilizagéo.

A presente invencao relaciona-se com a tiosemicarbazona e semicarbazona
inibidoras de cisteina proteases e métodos de utilizagdo de tais compostos para
prevenir e tratar infecgdes por protozoarios tais como a malaria tripanossomiase e
leishmaniose. Os compostos também encontram utilizagdo em inibir cisteina
proteases associadas com carcinogénese, incluindo as catepsinas B e L. Este
documento também se refere a semicarbozona e nao apresente relevancia na
presente invengéo.

- Patente nimero: 7,495,023

Titulo: Tiosemicarbazona e semicarbozone inibidores de cisteina proteases e
métodos da sua utilizagéo.

Resumo: A presente invencao relaciona-se com tiosemicarbazona e semicarbazona

inibidores de cisteina proteases e métodos de utilizagdo de tais compostos para
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prevenir e tratar infeccbes por protozoarios tais como a maléria tripanossomiase e
leishmaniose. Os compostos também encontram utilizacdo em inibir cisteina
proteases associadas com carcinogénese, incluindo as catepsinas B e L. Este
documento também se refere a semicarbozona e nédo apresente relevancia na
presente invencao.

- Patente nitmero: 6,897,240

Titulo: Tiossemicarbazona e semicarbazona inibidores de cisteina proteases e
métodos da sua utilizagéo.

Este documento se referese também a tiosemicarbazona e semicarbozona e ndo
apresenta relevancia na presente invengao.

- Patente Niimero: 6,194,421

Titulo: Inibidores de proteases de parasitas metazoarios.

Resumo: As composigdes e métodos descritas sdo para o tratamento de um
paciente infectado por um parasita metazoario inibindo a acdo enzimatica da
protease do parasita metazoario, em que é empregue pelo menos um composto de
férmula | em que A é& um sistema substituido ou nao substituido de anel
heteroaromatico compreendendo 1-3 anéis que se liga a pelo menos um dos S2, S1
e S1 subsitios; B € um sistema de anel substituido ou ndo substituido
homoaromatico compreendendo um a trés anéis que se liga a pelo menos um do
S1', S1 e S2 subsites; e X & - C = C--C (=.) -. Estas composi¢gdes e metodos tém
utilidade particular no tratamento da malaria, esquistossomése e outras doencgas
infecciosas. Este documento ndo impde anterioridade a presente invengao, que
emprega como composi¢cao basica para a formulagdo medicamentosa HIDRAZIDA-
N-ACILIDRAZONAS.

- Patente niimero: 5,049 561
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Titulo: Anti-helminticos acylhydrazonas, método de utilizagéo e composicdes.
Resumo: Diz respeito a um processo para matar os parasitas internos,
especialmente nematodos, trematdédeos e cestddeos que afetam animais de sangue
quente, tais como ovelhas, gado, suinos, caprinos, cées, gatos, cavalos e seres
humanos, bem como de aves, por administracdo de uma quantidade eficaz de um
composto de Férmula |, sendo os compostos faciimente preparados por reacgdes
guimicas convencionais. Este documento ndo impbe anterioridade a presente
invengéo, que emprega como composicao basica para a formulagido medicamentosa
HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS.

- Patente namero: PI06013419-0

Titulo: 2-ciano-pirimidinas e triazinas como inibidores de cisteina protease,
composi¢do farmacéutica contendo as mesmas, processo para preparagdo dos
referidos compostos e usos relacionados.

Resumo: Refere-se a compostos da férmula | € sais destes, a um processo para sua
manufatura, a seu uso no tratamento de doengas (especialmente cisteina protease,
tais como uch-I13- efou usp-2 dependente), ou para a manufatura de formulagées
farmacéuticas contra estas doengas; métodos de tratamento de animal de sangue
guente compreendendo administrar os compostos efou seus sais aos referidos
animais, e preparagdes farmacéuticas, especialmente para o ftratamento das
doengas, compreendendo referidos compostos efou sais. Este documento néo
impGe anterioridade a presente invengdo, que emprega como composigdo basica
para a formulagido medicamentosa HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS.

- Patente NUmero: P1991438-5

Titulo: Novas composicdes e métodos para a prevencdo e tratamento de doengas

de protozoarios.
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Resumo: Trata de uma composicdo especialmente adaptada para administragéo
parenteral, por exemplo, intranasal, intramuscular, subcutdnea, administracéo
transdérmica ou intravenosa, em que a composi¢ao é composta de, pelo menos, um
farmaco anti-protozoarios em uma quantidade terapeuticamente eficaz para o
tratamento ou prevengao de infeccdes por protozoarios no homem e em animais,
Em uma forma de realizagao, a droga anti-protozoarios &€ um agente de triazina-base
anticoccidiano, por exemplo, um triazinediona ou triazinetriona tais como diclazuril,
toltrazuril, sulfonotoltrazuril ou sais sollveis em agua de sédio dos mesmos. Numa
forma de realizagdo presentemente preferida, o agente de triazina-Base
anticoccidiano é sulfonototrazuri. Os métodos de tratamento de infecgbes
protozoarias no homem e animais sdo também fornecidos. Este documento nao
impde anterioridade a presente invengéo, que emprega como composi¢cio basica
para a formulacdo medicamentosa HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS.

- Patente Numero: WO2007056464

Titulo: Compostos para inibi¢cao de Enzimas.

Resumo. Compostos a base de peptideos, incluindo heteroatomo que contem trés
anéis membros eficientemente e seletivamente adotados para inibir as atividades
especificas de N-terminais nucledfilo (NTN) hidrolases associados com o
proteassoma. Os compostos com base em peptideos incluem um epdxido ou
aziridina, e atuagdo no N-terminal. Entre outras utilidades terapé&uticas, os
compostos com base em peptideos sao esperados para exibir propriedades anti-
inflamatérias e inibigdo da proliferagao celular. A administragéo oral destes inibidores
a base de peptidios proteassoma e possivel devido a seus perfis de

biodisponibilidade. Este documento ndo impde anterioridade a presente invencao,
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que emprega como composicdo basica para a formulacado medicamentosa
HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS.

- Patente nimero: WO1998010779

Titulo: Método para tratar doencas parasitarias com inibidores de proteassoma.
Resumo: Revelando métodos de fratamento de infecgbes parasitarias em
mamiferos por administracdo de quantidade eficaz de um agente seleccionado de
entre o grupo constituido de inibidores do proteassoma, inibidores da via da
ubiquitina e suas misturas. Embora este método se volte a aplicativos semelhantes,
ndo impode anferioridade & presente invenc¢do, que emprega como composicao

basica para a formulagdo medicamentosa HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS.

O ESTADO DA TECNICA SEGUNDO REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Titulo:

Estudo das propriedades fisico-quimicas e critérios para a obtengao e validagao de
modelos QSAR de semicarbazonas similares criados com a atividade antichagasica,
selecionados da literatura.

Fonte: http://mww.academicoo.com/artigofstudy-of-physiochemical-properties-and-

criteria-for-obtaining-and-validation-of-gsar-models-of-similar-semicarbazonas-set-

with-antichagasic-activity-selected-of-literature.

Titulo: Avaliagao de tiosemicarbazonas e semicarbazonas como potenciais agentes
anti-Trypanosoma cruzi.

Fonte: http:/iwww.academicoo.com/artigo/evaluation-of-the-activity-and-toxicity-of-

thiosemicarbazones-and-semi-carbazones-against-trypanosoma-cruzi-and-

leishmania-l-amazonensis-in-vitro.
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Titulo: Avaliacéo de tiosemicarbazonas e semicarbazonas como potenciais agentes
anti-Trypanosoma cruzi,

Fonte: Exp Parasitol; 129(4): 381-7, 2011 Dec.

Titulo: Nitrofurylsemicarbazona rénio e complexos de ruténio como agentes anti-
trypanosoma.

Fonte: Eur J Med Chem; 41(11): 1231-9, 2006 Nov.

Titulo: Sintese e atividade anti-tripanossoma de novo 5-nitro-2-furaldeido e
derivados 5-nitrothiopheno-2-carboxaldeido semicarbazona.

Fonte: Farmaco; 53(2): 89-94, 1998 Feb.

Titulo: Sintese, desenho e avaliagdo bioquimica de novos inibidores cruzaina com
aplicacéo potencial no tratamento da doenga de Chagas.

Fonte: Bioorg Med Chem Lett; 16(16): 4405-9, 2006 Aug 15.

Titulo: Avaliagdo da Toxicidade e Atividade de Derivados de tiosemicarbazonas e
semicarbazonas contra Trypanosoma cruzi e Leishmania (L.) amazonensis in vitro.
Fonte: Rio de Janeiro; s.n; 2007. ix,131 p. ilus, tab, graf, mapas.

Titulo: Antichagasicos potenciais: Planejamento e Estudo da sintese de biosdsteros
triazdlicos imidazélicos.

Neste estudo, foram selecionados 22 derivados, dentre os quais o composto
imidazodlico contendo semicarbazona, que esta sendo sintetizado, mostrou-se com
maior capacidade de sofrer redugdo no grupo nitro. Dindmica molecular associada
ao encaixe foi utilizada como ferramenta a fim de se avaliar o mecanismo de inibigdo
sobre a cruzaina. Assim, selecionaram-se 0 NFOH, além de outros sete bioisdsteros,
dentre eles os quatro que foram propostos neste projeto. Apds dindmica molecular

de 3 ns, observou-se que a CYS25 da proteina se distanciou da carbonila do NFOH,
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sugerindo dificuldade ao ataque proposto na literatura para outros compostos
contendo esta regidc da molécula.

Titulo: Relagdes quantitativas estrutura-atividade para uma série de inibidores da
cruzaina de Trypanosoma cruzi: modelagem molecular, COMFA e estudos CoMSIA.
Fonte: Journal of molecular graphics modelling (2009).

Titulo: Estudo complementar entre um encaixe e uma tela de alta taxa de
transferéncia em cruzaina Inibidores.

Fonte: Journal of Medicinal Chemistry (2010).

Titulo: Desenho, Sintese e atividade tripanocida de compostos de chumbo com
base em inibidores da glicdlise do parasita.

Fonte: Bioorganic & Medicinal Chemistry (2008).

Titulo: Sintese, atividade tripanocida e estudos de modelagem molecular de 2-
alkylaminomethylquinolina derivados.

Fonte: European Journal of Medicinal Chemistry (2011).

Titulo: Isoformas de Cisteina protease de Trypanosoma cruzi, 2 cruzipaina e
cruzaina, a preferéncia de substrato diferente presente e suscetibilidade a inibidores.
Fonte: Molecular and Biochemical Parasitology (2001).

Titulo: Sintese de inibidores de cisteina protease macrociclicas de trypanosoma.
Fonte: Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (2008).

Titulo: Sintese, concepcac e avaliagdo de d-Homophenylalanyl Epoxysuccinato
Inibidores de cisteina protease cruzaina tripanossomal.

Fonte: Tetrahedron (2000).

AVALIACAO DO ESTADO DA TECNICA EM RELACAO AOS COMPOSTOS

DESTA INVENCAOQ.
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A analise preliminar esclareceu ser conhecido do estado da técnica que:

a) Cisteina proteinases, bem como outras proteases, tem papel fundamental no
desenvolvimento das infecgbes causadas por parasitas.

b) T. cruzi e Leishmania sp sdo alvo de terapias combinadas de semicarbazonas
(subtancia e seus derivados), com demonstracéo de alta especificidade;

c) Uso de proteases lisossomais, a exemplo das catepsinas para o tratamento de
parasitemias € constante do estado da técnica, entretanto, as patentes estéo
concentradas nas maos de 02 grupos.

d) Inibidores de cisteina proteinases podem ser utilizados no tratamento de doencas

como HIV e tem sido alvo de pesquisas para o desenvolvimento de terapias

antiparasitoses;

e} Por sua vez, a literatura e documentos de patente relatam que, tiosemicarbazonas
e semicarbazonas, bem como hidrazidas sdo utéis no tratamento de infecgbes
causadas por Leishmania sp e T. cruzi;

fy Tiosemicarbazonas e semicarbazonas sintéticas ja foram avaliadas em modelos
de infeccdo por T. cruzi;

g) Derivados de semicarbazonas e tiosemicarbazonas ja testados apresentaram
baixa toxicidade quando comparados com o padrao-ouro;

h) A associacdo de tiosemicarbazonas e semicarbazonas com as drogas mais
comumente utilizadas tem demonstrado baixa toxicidade;

i) O desenvolvimento de derivados de tiosemicarbazonas e semicarbazonas com
perfil de inibicdo de enzimas tem aumentado em importancia nos dltimos 3-4 anos, a

julgar pelo aumento no nimero de depoésitos de patentes nos bancos de PCT,;
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J) Existe uma discussdo sobre a eficacia de inibidores nos diversos estagios de
desenvolvimento do parasito, durante o processo infeccioso.

Assim, resta claro que estudos envolvendo semicarbazonas no tratamento de
Doenca de Chagas e Leishmaniose j& s&o conhecidos; no entanto, as pesquisas
conduzidas nesta invencao levaram, com grande eficacia, a utilizagcao da Hidrazida-
N-Acilidrazonas como composigdo altamente eficiente nestes tratamentos, com

resultados ainda nao explorados pelo estado da técnica.

APLICACAO DA INVENCAO

As composicdes resultantes da invencado se destinam ao uso como alternativa
terapéutica no tratamento da leishmaniose cutinea efou muco-cutanea e/ou visceral
em humanos e animais, bem como no tratamento da fase aguda efou crénica da

Doenca de Chagas.

OBJETO RESULTANTE DA INVENCAO

Novas séries de derivados de hidrazida-N-acilidrazonas, obtidas a partir do estudo
de semicabazonas, com ac¢do na inibicdo de cisteina proteinases envolvidas nos
processos infecciosos causados por Leishmania sp. E Trypanosoma cruzi;

Otimizacado do(s) composto(s) lider(es) para ajuste das propriedades

farmacocinéticas e farmacodindmicas e gera¢éo de um candidato a farmaco.

CARACTERISTICAS DO OBJETO DA INVENCAO

Os inventores determinaram como caracteristicas da investigagcio: sintetizar e
avaliar farmacologicamente, em modelos in vitro € in vivo, novas séries de derivados

hidrazida-N-acilidrazdnicos, desenhados como inibidores de cisteinil proteases, entre
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elas a cruzaina ou cruzipaina e a catepsina importantes cistenil proteases
encontradas nas formas epimastigotas, amastigotas e tripomastigoras de T. cruzi e,
promastigota e amastigosta de Leishmania sp. e, realizar a etapa de otimizagao do
(s) protétipo (s) identificado (s) visando adequar suas propriedades
farmacodindmicas e farmacocinéticas, de modo a assegurar sua passagem ao

estagio de candidato a farmaco.

DESCRICAQ SINTETICA DO OBJETO DA INVENCAO

a) Planejamento da série de derivados hidrazida-N-acilidrazona funcionalizados,
aplicando-se a estratégia de hibridagdo molecular entre os protétipos LASSBio-1111
e LASSBIio-1064. Neste processo foi proposta a hibridagdo da subunidade aril-
hidrazida de LASSBio-1111 com a acilidrazona funcionalizada de LASSBio-1064,
visando a construgdo de novo padrdo molecular que conjugue as propriedades
leishmanicida e/ou tripanomicida, identificadas para os protdtipos selecionados.

A denominacéo LASSBio foi atribuida aos protétipos, para efeito de identificacao dos
mesmos durante as varias etapas do desenvolvimento, os quais serdo apresentados

a medida em que a descrigéo ocorrer.

DESCRICAO DAS FIGURAS

Para melhor entendimento da invengéo, séo destacadas as seguintes figuras, que
melhor orientam a descrigdo, sem criar ambientes limitativos:

Figura 1. Representa graficamente o percentual de medicamentos desenvolvidos
entre 1975 e 2004.

Figura 2: Diagrama de Venn de genomas de cinetoplastideos indicando o nimero de

genes compartilhados e espécie-especifica entre as espécies (A). Comparacéo entre
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T.brucie, T. cruzie, L. major (B). Comparacao entre L. brasilienses, L. infantum e L.
major.

Figura 3. Avaliagdo de derivados hidrazido-N-acilidrazdnicos e miltefosina nas
concentragdes de 100 uM (A) e 10 pM (B) no ensaio de viabilidade do parasito L.
major (10° células /poco). Os resultados referem-se a4 média + erro padrdo de
triplicatas de um experimento representativo. Os valores foram considerados
significativos quando #p < 0,05, ##p < 0,01 em relagéo ao controle negativo {células
cltivadas apenas com meio); e *p< 0,05, **p < 0,01 quando comparado ao grupo de
células cultivadas com meio e veiculo.

Figura 4. Efeito dos derivados sobre o curso da lesdo da orelha de camundongos
Balb/c infectdos com L. major. Os animais foram infectados com 10° promastigotas
de L. major na derme da orelha durante o tratamento (35 dias) com Veiculo (PBS),
antimoniato de meglumina (A, 30 pmol/kg/dia, ip.), LASSBio-1491(B, 10
Mmol/kg/dia, i.p.).) e LASSBIio-1492 (C, 10 pymol/kg/dia, i.p.). Os resultados referem-
se a média da variagdo da espessura da lesao da orelha em mm % erro médio
padrao. Os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05 quando
comparado com o grupo veiculo.

Figura 5: Efeito dos derivados sobre a carga parasitaria ne orelha (A) e linfonodo
drenante (B) de camundongos Balb/c infectados com L. major. Os animais foram
infectados com promastigotas de L. major tratados com Veiculo (PBS), antimoniato
de meglumina (30 pmol/kg/dia, i.p.), LASSBio-1491 e LASSBIic-1492 (10
pumol/kg/dia, i.p.). Os resultados referem-se a media t erro padrao de quadruplicatas

de um experimento representativo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGCAO
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O COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, PROCESSO DE OBTENGAO
DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, USO DE COMPOSTOS A
PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS PARA TRATAMENTO DE
LEISHMANIOSE E DOENGCA DE CHAGAS E COMPOSICOES FARMACEUTICAS
OBTIDAS, objeto desta Patente de Invengdo, consiste de compostos que, para
efeito de estudo, foram divididos em derivados semicarbazdnicos série | e série |l e
derivados hidrazida-N-acilidrazona série lll e série V.

Planejamento dos derivados semicarbazdnicos série | e série Il:

O planejamento da série de derivados semicarbazonicos la-| foi reafizada aplicando-
se a estratégia de aza-homologacio sobre a estrutura do protétipo tripanomicida
LASSBio-1064, representada pela inser¢cao do grupo NH como espagador entre as

subunidades aromatica e acilidrazona de LASSBio-1064.

Posteriormente, foi proposta a troca bicisostérica do atomo de cloro, presente nos
derivados da série la-l, pela unidade metilenodioxila, permitindo o desenho dos
derivados semicarbazénicos da série Il (Formula 1). Ressalte-se que este tipo de
bicisosterismo foi previamente identificado em nosso laboratéric quando da
descoberta do safrolobano a partir do daltrobano (Lima, L M (1997) Dissertagéo de

Mestrado, 1Q, UFRJ).
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Férmula 1: Génese das séries | e Il a partir da aplicagdo da estratégia de aza-

homaologacgéo sobre o prototipo LASSBio-1064.

Planejamento dos derivados hidrazida-N-acilidrazona série lll e série IV:

O planejamento da série de derivados hidrazida-N-acilidrazona funcionalizados foi
realizado aplicando-se a estratégia de hibridagdo molecutar entre os protétipos
LASSBio-1111 e LASSBIio-1064. Neste processo foi proposta a hibridagao da
subunidade aril-hidrazida de LASSBio-1111 (A, Férmula 2) com a acilidrazona
funcionalizada de LASSBIio-1064 (B, Féormula 2), visando a construgdo de novo
padrao molecular que conjugue as propriedades leishmanicida e tripanomicida,
identificadas para os protétipos selecionados. A eleigdo dos grupos 4-nitrofurano e
2-hidroxibenxeno como substituintes da fungédo imina foi proposta considerando
resultados prévios que indicaram a maior relevancia destes substituintes para a
atividade desejada, quando comparado aos demais substituintes exemplificados na

Formula 2.
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LASSBio-1111 (40)
Sériell (42 a-)

.

<l

Sérielll (43 af) "~ ArWs R4

i
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Ar-W = aromaticos ou heteroaromaticos substituldos em diferentes posi¢cdes com
grupos elétron retiradores e/ou elétron doadores. Os radicais a-e exemplificam

algumas possibilidades, mas ndo limitam os exemplos possiveis.

Formula 2: Génese das. séries 1l e IV a partir da aplicagdo da estratégia de
5 hibridagao molecuiar entre os protétipos LASSBio-1111 e LASSBio-1064.

Pode-se assim, dividir a metodologia sintética em 4 séries, que possuem em comum

reagbes de interconversdo de grupos funcionais baseadas em reagbes de

condensacéo e hidrazindlise.

Resultados e discussio:;

10 Resumo séries | e Il (Formula 3):

(A) X NHz o

() H
N 0
Z/ cl )]\ o Ph /X \[r
N\ —_— - Z 0
Y CHCl3; t.a./1h \Y

. P X=H; 7=0; Y=CI (séric I) 72% LASSBio-1481
X=H; Z=0; Y=Cl (série I) =(): F= . Ve ipip | o,
X=0; Z=CHa: Y=0 (série I1) X=0; Z=CHz; Y=0 (séric 1I) 98%

EtOH; NaH4.Hz0
t.a./12h
D)

X /& < W-AICHO NHNHz
Z AT-W -~ o HCTent EtOH; HCleat Z
N 0 30 min
Y

X=H; Z=0; Y=ClI (série I) 40% LASSRio-1482
X=0; Z=CHy; Y=0 (séric I1) 85%

N

Sintese Série I:

Sintese do phenyl 4-chlorophenylcarbamate: LASSBio-1481 (Férmula 4):

#
N 0,\ .
CHOLy: $-elpraaniting j \\
clorafarmute de fonitn !
' C
il ’/

NH,
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Em um baldo de 125 ml contendo 30 ml de cloroférmio, foram adicionados 11,8
ml(0,093 mols(1,2eq)) de cloroformato de fenila. Em seguida foi adicionada uma
solugéo, de 10g de 4-cloroanilina(0,078mols) em 50 ml de cloroférmio, lentamente
com uma pipeta. No termino da adicdo ja havia precipitado e a reagdo era
exotermica, porém apds 32 horas foi verificado total consumo do produto de partida.
O volume de soivente foi diminuido no rotaevaporador e foi adicionado 50 ml de
hexano, deixando a reagéo em agitacao por 10 minutos.

A reacéo foi filtrada a vacuo, sendo lavado com hexano, obtido-se um sélido branco
com 72% de rendimento.

Sintese da N-(4-chlorophenyl)hydrazinecarboxamide: LASSBio-1482 (Férmula

5):

H
N o
\”/ EtOH )J\
o) Nz“4 t.a.
ol NHNH,

Em um baldc de 500 ml contendo 6,89(0,032mols) de phenyl 4-
chlorophenylcarbamate, foi adicionado 20 ml de etanol e 45 ml(0,93 mol(30eq)) de
hidrato de hidrazina 64%. Apds 4 horas foi diminuido o volume do solvente e
adicionado gelo, sendo verificada a precipitacdo do produto, com 41% de
rendimento,

Sintese da série semicarbazona (Férmula 6):

Cl
0
EtOH; HCl Y \[(
W-ArCHO:t, a
H NHNH,
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Em um baldo de 25 ml contendo 0,25g(0,00135 mols) de semicarbazida, sob
agitagdo e temperatura ambiente, foi adicionado 15 m! de etanol e 1,35mmol de
aldeido(previamente selecionado), seguida da adi¢ido de 1 gota de HCI concentrado.
A solugéo permaneceu sob agitacao por 30-240 min, quando CCF foi verificado o
5 termino da reagéo. Apds a adicdo de gelo a solugao foi filtrada a vacuo, sendo

obtidos os seguintes compostos, conforme Férmula 7 abaixo:

Ci

Ar-W =
0]
O

5O A 0L

. CO,H
L.ASSRio-1699 LASSBio-1483 ¢ A55Bio-1484
LASSBio- 1485 1.ASSBio-1486 1LASSBio-1487

OH NO;  O:N
T.ASSBio-1488 LASSBio-1489 LASSBio-1490

o Ao,

10 LASSBio-1700 LASSBio-1701
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Apds a caracterizagdo estrutural através das técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear de Carbono e Hidrogénio, o grau de pureza das substancias foi medida,

resultando nos resultados abaixo, conforme tabela 4:

LASSBio-1481  72% 189-192 <0,4% ]
LASSBio-1482  41% ' >250 <0,4% ]

| LASSBio-1699  64% 247-250 >0,4% i

| |

AL 1 8 o mapes s ——_ £ 5 e N — VPP P I——— S ——— 1
LASSBio-1483  80% 180-184 <0,4% -
LASSBio-1484  80% >250 <0,4% A
LASSBio-1485  86% 216-220 <0.4% )
LASSBio-1486  61% 136-140 <0,4% i

e e .
LASSBio-1487  87% 196-200 <0,4% .
LASSBio-1488  90% 218-220 <0,4% ]
LASSBio-1489  52% 247-250 <0,4% i
LASSBio-1490  84% 200-203 <0,4% )

E
LASSBio-1700  85% 175-177 . 08,56%
LASSBio-1701  79% 204-206 ) 98,18%

5 Critério de pureza: CHN <0,4%; HPLC>98%
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Série lI:

Sintese do phenyl benzo[d][1,3]dioxol-5-ylcarbamate (Férmula 8):

f emlclorof ormato ° o)
CHClg,,Etg,\I < )J\
© N o
H

Em um baldo de 50ml, contendo 10ml de cloroférmio foi adicionado 0,27ml (0,00218
mols}) de fenilcloroformato , e em seguida uma solucdo de 0,3g (0,00218mols) de
amina em 7 ml de cloroférmio, e por fim, foi adicionado 0,3ml de trietilamina. A
solugdo reagiu durante um hora, em temperatura ambiente e por CCF(dic:met2%})

indicou o termino da reagéo.

O volume do solvente foi diminuido, e com ~5ml foi adicionado éter de petréleo
aquecido por 50°C, que ficou agitando por 10 min. A reagao foi fiitrada e lavado a
seco com hexano fornecendo 95% de rendimento.

Sintese do N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)hydrazinecarboxamide (Formula 9):

<I> J D 2 <33©\E J_

Em um balao de 250 mi contendo 2,59 (0,011mols) do carbamato, foi adicionado
60ml de etanol e 24ml (0,44mols) de hidrazina aquosa 59%. Foi deixado em
agitacao por 24 horas, sendo observado a precipitagdo de um séiido bege, onde
CCF (di:met2%) indicou o termino da reagao.

Para o isolamento, a reagdo foi colocada sob um Becker contendo gelo e

posteriomente, filtrada a vacuo, obtendo rendimento de 85%
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Acoplamento dos aldeidos funcionalizados (Férmula 10):

O ;
0 W- ArCHO / Ar-W
)L FOLHO :HCl,; < /K
0 N NHNH,
H

Em um baléo de 50 ml contendo 0,2g de semicarbazida, foi adicionado, sob agitacéo

e temperatura ambiente, 10ml de etanol e 1,025mmol de aldeido previamente
5 selecionado, seguido de 1 gota de acido cloridrico.A solugdo permaneceu sob

agitagao por 30 minutos, quando CCF(dic:met2%) indicou o termino da reacéo.

Para o isolamento foi adicionado gelo e filtrado a vacuo, obtendo os seguintes

rendimentos, conforme férmula 11 abaixo:

H
Ar-W
;
10 it |
Teng, "&Qgﬁ’
AR-W=
rrb % : /’b ﬁ<©\c|
LASSBio-1197 LASSBio-1198 LASSBio-1199 LASSBm—leO LASSBm-lZOl LASSBio-1202
: o C\C%H C\ JZ\CH/ \/:\ é@
LASSBio-1203 LASSBio-1204 LASSBio-1205 L.ASSBio-1206 LASSBio-1207  L.ASSBio-1208

Ay Co-0~A00

LASSBio-1209 LASSBio-1210 LASSBio-1302 LASSBio-1303 [,Aqquw- 304
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Apos a caracterizagdo estrutural através das técnicas de Ressonadncia Magnética
Nuclear de Carbono e Hidrogénio, o grau de pureza das substancias foi medida

através do CHN, assim, as substancias que obtiveram resultados inferiores a 0,4, foi

possivel 0 cadastramento e posterior analise farmacolégica. Tabela 5:

‘LASSBio11 "<0,4%
LASSBIio1198 94% >250 <0,4%
LASSBi01199 92% 242-245 <0,4%
LASSBio1200 T 87% 215-217 <0,4%
LASSBio1201 89% - 203-205 <0,4%
LASSBio1202 98% 203-206 <0,4%
LASSBio1203 87,5% >250 <0,4%
LASSBio1204 86,6% >250 <0,4%
LASSBio1208 84% 202-204 <0,4%
LASSBio1206 55% 133-138 <0,4%
LASSBi01207 83% 204-206 <0,4%
LASSBio1208 97% 192-197 <0,4%
LASSBio1209 79% 188-191 <0,4%
LASSBio1210 75% 194-201 <0,4%

Resumo séries lll e IV (Férmula 12):
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[}
(B) 't () "
- 2
MeOH:HSOs OCH; N
70"0’ 24n Nallg Hh0;
X Y EtOH;a/50 X ¥

X=Y=Cl(série lII) 77%

.X-—Y‘Cl(sénc [ll) X=¥=Cl(stric H]) 829, ~Cl(séric IH) 7
X=Cl: Y=H(série IV) X=Cl; Y=H(série V) 69% X=Cl; Yehi(série IVY 82%
0 A P
E
v H }\ (D) CHCl; t.aJ3h
H_ NHNH,

H
X N_ O
o t.aJ3h 0

Y
X=Y=Cl{série 1) 49% LASSBIi0o-1493

X=Cl; Y=H(série IV) 40% X v
t
w.vcrol” *?335;215?“ X=¥=Cl(séric 111) 51% LASSBio-1492

X=Cl; Y=H(série IV) 45%

Qr i .‘ rl""

XwaCI(sérle 1))
X=Cly Y=H(série V)

Série lli:
Sintese do methyl 2,4-dichlorobenzoate (Férmula 13):
0 0

OH OCH,
MeOH; H,S0, »

5 Cl cl Cl ci

Foi adicionado, num baldo de 500ml, 10g (0,052 mols) do acido 2,4 diclorobenzodico
em 200 ml de metanol e 50 gotas de acido sulfdrico. O baldo foi acoplado a um
aparelho de DeanStak, e colocado em agitacdo vigorosa em refiuxo a temperatura
de aproximadamente 70°C por aproximadamente 24 horas, onde CCF(hex/acet30%)

10  indicou o término da reagao.
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O volume do metanol foi reduzido, e o pH elevado até 8, onde apds a extragdo com
acetato de etila e concentrado no rotaevaporador, foi obtido um éleo com rendimento

de 81%.

Sintese da 2,4-dichlorobenzohydrazide (48) (Férmula 14):
o)

o~ N.H./EtOH

ta./6h /1 63%

Cl Cl
(a7

Um baldo contendo 2,5g (12mmol) de 2.4-diclorobenzoato de metila (47) foram
adicionado 25 ml de etanol e 7.3 ml (0.146mols; 12eq) de N:H464%. A mistura foi
submetida a agitagdo em temperatura ambiente por 6 horas, quando indicou término
da reacdo acompanhado por CCF (eluente: diclorometano: metanol 10%). O volume
foi reduzido a vacuo e adicionado gelo para precipitagéo do produto, que foi filtrado a
vacuo e lavado com agua. Aspecto fisico: sélido branco; rendimento: 63%; PF=

e RMN "H (200 MHz, DMSO-dg): 8 9,62 ( s, 1H, Hb); 7,62 (d, 1H, H6", J= 2Hz);

7,46 (d, 1H, H5", J= 2Hz); 7,43 (s, 1H, H3"); 4,52 (s, 2H, NH,)

e RMN "*C (50 MHz, DMSO-ds} & (ppm): O 164,73 (C=0); 134,61 (C2'); 134,45

(C47); 131,57 (C67); 130,48 (C1°); 129,13 (C37); 127,23 (C5")
e IV (KBr) cm™: 3309 (O NH); 1663 (0 C=0); 1616 (5 N-H)
¢ Pureza (HPLC): 98.67%

Sintese do phenyl 2-(2,4-dichlorobenzoyl)hydrazinecarboxylate LASSBio-

1492 ; 49 (Férmula 15):
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a ¢
H 2
N [ iR -~ \ﬂ/ 3
H P ¢ H
) O
Cl Cl CHCIs/ t.al Th 6 4
80% 5
(48) (49)

Em um baldo de 50 ml, foram adicionados 20 ml de cloroférmio e 4,9ml de
fenilcloroformato (6mmol; 1.2eq). A solugdo foi agitada a temperatura ambiente e
adicionado, vagarosamente, uma suspensdao de 1 g (bmmols) de 2,4-
diclorobenzohidrazida em 50 mil de cloroférmio. Apés 7 horas de agitacdo foi
observado total consumo do produto de pariida, acompanhada por CCF
(eluente:diclorometano:metanol 5%). A seguir foi adicionado 10 ml hexano na
reacdo, mantendo-a sob agitacdo por 10 min. Em seguida esta foi filtrada a vacuo e
lavado com hexano obtendo-se o produto 49 (LASSBIi0-1492). Aspecto fisico: sélido

branco; PF=180-184°C; Rendimento: 80%

e RMN 'H (200 MHz, DMSO-dy): 5 10,49 (s, 1H, Hb); 10,05 (s, 1H, Hc), 7,74 (d,
1H, H8', J=2Hz): 7,58-7,14 (m, 5H, H3", H5", H2, H4 e H6): 6,89 (d, 2H, H3 e

H5, J=6 Hz)

e RMN "*C (50 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 163,12 (Cd, C=0), 154,24 (Ca,
C=0); 150,61 (C2°); 135,42 (C4"), 133,15 (C6°): 131,71 (C17); 130,54 (C1);

129,51 (C2 e CB): 129,45 (C3 e C5); 127,48 (C3°): 125,44 (C5°); 121,50 (C4)
o IV (KBr) cm™: 3247 (O NH); 1741 e 1661 (O C=0); 1033 (L] Ar-Cl)

» Pureza (HPLC): 98.45%



10

15

47/75

Reacgéao de hidrazindlise da hydrazinecarboxylate LASSBio-1493 (Férmula 16):

[+

H o
Y /L
H N2H,
0 \O EtOH; t.a \Q\H/ NHNH,
cl cl

Foi adicionado em um bal&do de 50ml 0,3g de produto de partida, 7 ml de etanol, até
total solubilizagdo e entédo foi colocado 3,84 mi de hidrazina hidrato 80%(30 eq).
Apds 32 horas foi constatado o fim da rea¢do. O volume reacional foi diminuido, e
apos adicao de gelo e a formagéo de precipitado, a solugdo filtrada a vacuo sendo

obtido com um rendimento de 65%.

Metodologia geral de obtengio dos derivados hidrazida-N-acilidrazonas série

11 {42 a-f) (formula 17):

H H
N N

-~ ~
oy A
EtOH! HCIm

0
{50} W-, AI'COH.'I t.a. Cl

Ci Cl
(42a f)

Em um baldo contendo 0,1g do intermediario 50, foi adicionado, sob agitacédo
e temperatura ambiente, 10ml de etanol e 0,30mmol (1eq) de aldeido previamente
selecionado, seguido da adigédo de 1 gota de acido cloridrico concentrado. A solugao
permaneceu sob agitacdo por 1-4 horas, quando CCF (diclorometano:metanol 5-
10%) indicou o termino da reagdo. O volume do meio reacional foi reduzido (2/3 do

volume) em rotaevaporador, e apds a adicdo de gelo foi verificado a precipitagédo do

produto, que foi filtrado a vacuo e lavado com agua gelada.
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Metodologia de obtencgao do (E)-1-(2-hidroxibenzilideno)-5-(2,4-

diclorobenzoil)carbonohidrazida (LASSBio-1705); (42a) (férmula 18):

a o
N N N
. H
N T \Nﬂz ! 5
H N
] NN
Ci G c- &

EtOH/ Hel,.f t.a.
{50) 78%

O composto 42a foi obtido a partir da condensagdo da hidrazida 50 com 2-
hidroxbenzaldeido com rendimento de 78%. Aspecto fisico: sblido branco. PF= 210-

213°C

¢ RMN 'H (200 MHz, DMSO-ds)  (ppm): & 10,66 (s, 1Hb); 10,16 (s, 1Hc);
10,03 (s, 1H, OH): 9,11 (s, 1H, He); 8,23 (s, TH, N=CH); 7,92 (d, 1H, H6", J=
8): 7,73 (s, 1H, H3"); 7,60 (m, 2H, H2 e H5"); 7,20 (t, 1H, H4, J=6); 6,90-6,80

(m, 2H, H3 e H5)

e RMN *C (50 MHz, DMSO-d) 8 (ppm): 165,3 (Cd, C=0); 155,9 (Ca, C=0);
154,8 (N=CH); 139,1 (C6); 135,1 (C2"); 133,5 (C4’); 131,7 (C6); 130,8 (C2);
130,5 (C1°); 129,4 (C4)127,3 (C3°); 127,1 (C5°); 120,3 (C1); 119,1 (C5); 116,0

(C3)

o IV (KBr) cm™: 3436-1852 (0 OH); 3232 (3 NH); 1708 (1 C=0); 1655 (5 N-H);

1046 ([1C-Cl)

e MS (m/z): 365



49/75

Pureza (HPLC): 99.83%

Metodologia de obtengao do {E)-1-(3-hidroxibenzilideno)-5-(2,4-

diclorobenzoil}carbonohidrazida (LASSBio-1708); (42b) {(formula 19):

{
o8 [T
. N/ T \Nf’iz e
H
0 o
Cl Ct

EtOH! Hel,f t.a.
{50 5%

5

O composto 42b foi obtido a partir da condensagdo da hidrazida 50 com 3-
hidroxibenzaldeido em rendimento de 95%. Aspecto fisico: sélido branco. PF= 223-

225°C

o RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) § (ppm): & 10,62 (s, 1Hb); 10,12 (s, 1Hc); 9,48
10 (s, 1H, OH): 9,05 (s, 1He); 7,80 (s, 1H, N=CH): 7,71 (s, 1H3"); 7,70-7,50 (m,

2H, H5’e HB"); 7,18 (1, 3H, H2, H3 e H4); 6,76 (d, 1HG)
e MS (m/z): 365

Pureza (HPL.C): 98.58%

15  Metodologia de obtencéo do (E)-1-(4-hidroxibenzilideno)-5-(2,4-

diclorobenzoil)carbonohidrazida (LASSBio-1707); (42c) (formula 20):
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o
o]
N SNH, ¢ &5
H “QH
J———. ;
cl ¢l o4

EXOM/ Hel, . ta.
%0 80%

O composto 42c¢ foi obtido a partir da condensagdo da hidrazida 50 com 4-
hidroxibenzaldeido em rendimento de 90%. Aspecto fisico: sélido branco. PF= 225-

227°C

5 « RMN "H (200 MHz, DMSO-ds) & (ppm): & 10,53 (s, 1H, Hb); 10,16 (s, 1H,
Hc): 9,83 (s, OH); 9,05 (s, 1He): 7,84 (s, 1H, N=CH); 7,76 (s, 1H, 1H3"); 7.67
(d, 2H, H2 e HB, J=10 Hz); 7,58 (m, 2H, H5'e H6"); 6,82 (d, 2H, H3 e HS5,

J=10Hz)

e RMN *3C (50 MHz, DMSO-d;) 5 (ppm): 165,3 (Cd, C=0); 158,7 (Ca, C=0);
10 155.0 (N=CH); 141,2 (C4); 135,1 (C2°)133,6 (C4*); 131,7 (C6°): 130,8 (C1°);

129,4 (C1); 128,5 (C2 e CB); 127.3 (C37); 125,5 (C5); 115,41 (C3 e C5)
e IV (KBr) cm™: 3362 (0 NH); 1694 (O C=0); 1651 (5N-H); 1098 (OC-CI)
o MS (m/z): 365
Pureza (HPLC)= 99,84%
15

Metodologia de obtengdo do (E)-1-(4-{trifluormetil)benzilideno)-5-(2,4-

diclorobenzoil)carbonohidrazida (LASSBio-1736); (42d) (formula 21):
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¢l c EtOH! Hel ./ t.a.

160) 589%

O composto 42d foi obtido a partir da condensagdo da hidrazida 50 com 4-
triflorometilbenzaldeido em rendimento de 58%. Aspecto fisico: sélido branco. PF=

213-216°C

5 e RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) & (ppm): § 10,93 (s, 1H, Hb); 10,17 (s, 1H,
Hc); 9,34 (s, 1H, He); 8,07 (d, 2H, H3 e H5, J=10Hz); 7,97 (s, 1H, N=CH); 7,77

(s, 1H, H3"), 7.74 (m, 2H, H2 e H6): 7,55 (m, 2H, H5'e H6")

e RMN C (50 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 165,33 (Cd, C=0); 154,71 (Ca,
C=0); 139.18 (N=CH); 138,54 (C4); 135,20 (C3 e C5); 133,59 (C2 e CB);
10 131,77 (C2°); 130,80 (C4°); 128,68 (C6"); 128,05 (C1°); 127,45 (C3"); 127,36

(C5°); 125,38 (C1): 121,47 (CF3)

e IV (KBr) em™: 3555 (1 NH); 1703 (O C=0); 1655 (3N-H); 1015 (0C-Cl); 1164-

1105 (C-F)
o MS (m/z): 417

15 ¢ Pureza (HPLC): 99.84%

Metodologia de obtencdo do (E)-1-(2,4-diclorobenzoil)-5-((5-nitrofuran-2-

iljmetileno)carbonohidrazida (LASSBio-1703); (42e) (formula 22):
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cl

(50) EtOHIﬂ[I-;;:NJ ta.
O composto 42e foi obtido a partir da condensacdo da hidrazida 50 com 2-
nitrofuraldeido obtendo rendimento de 87%. O composto foi recristalizado com

etanol. Aspecto fisico: sélido amarelo. PF= 222-225°C

5 o RMN "H (200 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11.22 (s, 1H, Hb) 10,22 (s, 1H, Hc);
9.18 (s, 1H, He); 7.86 (s, 1H, N=CH): 7.79 (d, 1H, H3, J= 4Hz); 7.71 (s, 1H,

H3%); 7.57 (m, 2H, H5’e H6"); 7.32 (d, 1H, H4, J=4 Hz)

o RMN "*C (50 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 165,2 (Cd); 154,0 (Ca); 152,7 (C2);
151,2 (N=CH); 135,1 (C2°); 133,3 (C4'); 131,7 (C1): 130,7 (C67); 129,3 (C5);

10 129,1 (C1°); 127,2 (C37); 115,0 (C3); 112,5 (C4)

o IV (KBr) cm™: 3387 (O NH); 1727 (0 C=0); 1667 (8N-H); 1015 (0C-Cl); 1244

e 1281 (N=0)
o MS (m/z): 384
Pureza: 99.33%

15  Série IV:

Sintese da methyl 4-chlorobenzoate (Férmula 23):
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H NaCN; MnO, o/
-

MeOH/t.a.

Cl
Cl

Em um baldo de 500 ml, foi adicionado 10g de 4-clorobenzaldeido(0,071mols), 250
ml de metanol, 18g(0,356 mol) de NaCN e 15g(0,44mols) de MnO, ativado,
permanecendo sob agitagdo vigorosa sob temperaturaambiente. Apds 8 horas, foi
verificado por c.c.f.(Hex:Acet 30%) o termino da reagao. Esta foi filtrada em filtro de
vidro sinterizado, com silica gel e Celite, onde no filtrado foi adicionado sulfatb de
sddio e concentrado no rotaevaporador, gerando um 6leo amarelado, com

rendimento de 69%.

Metodologia de obtencdo da 4-clorobenzohidrazida (LASSBio-1108) (52)

(formula 24):

< Etonr NoH,

ta.d ShIso%
Cl o >
(51) {52)

-

Em um baldo contendo 5g (29mmol) de 4-clorobenzoato de metila (61) foram
adicionados 50ml de etanol e 14.2 ml (0.29mol; 10eq) de NzH4 H,0 64%. A reacédo
foi submetida a agitagdo em temperatura ambiente por 5 horas, onde o término
reacional foi acompanhado por CCF (eluente: diclorometano:metanol 10%). O

volume foi reduzido em rotaevaporador, e adicionado gelo para precipitacdo do
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produto, que foi filtrado a vacuo e lavado com agua. Aspecto fisico: sélido branco;

rendimento: 80%
o |V (KBr) cm™: 3310 (O NH); 1656 (O C=0); 1591 (dN-H); 1008 (0JC-ClI);
e MS (m/z): 169

Pureza (HPLC): 98.67%

Metodologia de obtengdo do 2-(4-clorobenzoil)hidrazidacarboxilato de fenila

(LASSBi0-1702) (53) (formula 25):

O O

(55} ¢ 2
H
NH; o ¢t N, d O 1
N @’ T 5 N 3
H o H
b 0
cl CHClyi ta. ! el . ] 4
51% .
{52) 3 (33} 5

Em um baldo foram adicionados 5 mi de cloroférmio e 0.7ml de
fenilcloroformato (55) (5.3mmol; 1eq), a solucéo resultante foi agitada a temperatura
ambiente. Vagarosamente foi adicionado uma suspenséo de 1 g (5.3mmol) de 4-
clorobenzohidrazida em 50 mi de cloroférmio. Apés 5 horas foi observado por
acompanhamento em CCF (eluente:diclorometano:metanol 10%) total consumo do
produto de partida. A seguir foi adicionado 5 ml hexano na reagéo, mantendo-a sob
agitacao por 10 min. O precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado com hexano,
obtendo o produto 53 com 51% de rendimento.

Aspecto fisico: solido branco; PF=182-185°C
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¢ RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg): 3 10,66 (s, 1H, Hb); 9,92 (s, 1H, Hc); 7,91 (d,
2H, H2°e H&’, J=10 Hz); 7,60 (d, 2H, H3'e H5", J=10 Hz); 7,40 (d, 2H, H2 e

H8, J=8 Hz); 7,26 (d, 1H, H4, J=6 Hz); 7,18 (d, 2H, H3 e H5, J=8 Hz)
o IV (KBr) cm™: 3277 (0 NH); 1730 e 1661 (0 C=0); 1010 (5 Ar-Cl)
5 o MS (m/z)= 389

Pureza (HPLC): 97,02%

Metodologia de obtengao do (LASSBio-1710) (54) (formula 26):

H
N

0
-
N T N,H,/ EtOH
————— -
Q CHCly/ t.a. 132h
ct 62Y

(53) Ci

10

Foram adicionados em um baldo 50mi 0,3g (1mmol) do intermediario 83, 7 ml de
etanol, e 1.20ml de hidrazina hidrato 80% (0.03mol; 30 eq). Apdés 32 horas foi
constatado o fim da reac¢ao por CCF (eluente: diclorometano:metanol 5%). O volume
15  reacional foi reduzido em rotaevaporador e apéds adigdo de gelo ocorreu a formacgéo
de precipitado, o qual foi filtrado a vacuo, sendo obtendo-se o produto em

rendimento de 62%. Aspecto fisico: sélido branco; PF=187-190°C
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¢ RMN "H (200 MHz, DMSO-dg): 5 10,24 (sl, 1H, Hb); 8,17 (s, 1H, Hc); 7,89 (d,
H2'e HB', J=8); 7,63 (s, 1H, He); 7,55 (d, 2H, H3’e H5", J=8); 4,17 (sl, 2H,

NH)

e RMN C (50 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 165,7 (Ca, C=0); 160,3 (Cd, C=0);

136,29 (C47); 132,0 (C17); 129,9 (C2’e C67); 128,9 (C3'e C5")
o IV {(KBr) cm™: 3328 (O NH); 1676 e 1597 (O C=0); 1013 (5 Ar-Cl)
o MS (m/z): 227

e Pureza (HPLC): 97,89%

Metodologia de obtengdo dos derivados hidrazida-N-acilidrazonas da série I

(43 a-f) (férmula 27):

. 0 H
- . H H
H \fr NR, AN N A
EAOH! HC 1, N Wr N Ar-w
0

O »

a
WAICOH/ ta.

{54) 143 a-f)

Em um baldo 50 ml contendo 0,1g do intermediaric 54, foram adicionados, sob
agitacdo em temperatura ambiente, 10ml de etanol e 0.43mmol (1eq) de aldeido
previamente selecionado, seguido de 1 gota de Acido cloridrico concentrado.A
solugdo permaneceu sob agitagcdo por 1-4 horas, quando CCF
(diclorometano:metanol 5-10%) indicou o termino da reagéo. O volume do meio

reacional foi reduzido a pressao reduzida (2/3 do volume), e apés a adicdo de gelo
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foi verificado a precipitagcdo do produto, que foi filtrado a vacuo e lavado com agua

gelada.

Metodologia de obteng¢ao do (E)-1-(2-hidroxibenzilideno)-5-(4-

clorobenzoil)carbonohidrazida (LASSBio-1704); (43a) (férmula 28):

0 0
- L2
. N \ﬂ/ “NH, 5
H H
' O
cl > N

EXOH! Hel,f t.a,
(54) 3hI53%

O composto 43a foi obtido a pariir da condensacédo da hidrazida 54 com 2-
hidroxibenzaldeido com rendimento médio de 53%. Aspecto fisico: sélido branco.

PF=>250°C

o RMN 'H (200 MHz, DMSO-dy): & 10,65 (s, 1H, Hb); 10,30 (s, 1H, Hc); 10,02
(sl, 1H, OH): 8,98 (s, 1H, He); 8,22 (s, 1H, N=CH); 7,91 (d, 2H, H2'e H6",
J=8Hz); 7,84 (d, 1H, H2); 7,57 (d, 2H, H3'e H5", J=8Hz); 7,17 (¢, 1H, H4,

J=6Hz); 6,88-6,81 (m, 2H, H3 e H5)

¢ RMN "*C (50 MHz, DMSO-dg) 5 (ppm): 165,2 (Cd, C=0), 156,0 (Ca, C=0);
155,1 (N=CH); 136,5 (C6); 131,5 (C4"); 130,4 (C1°); 129,3 (C2'e C6'); 128,5

(C3°-C5’e C2); 127,1 (C4); 120,2 (C1); 119,17 (C5); 116,0 (C3)

e IV (KBr) cm™: 3309 (O NH); 1701 e 1545 (11 C=0): 1664 e 1484 (3 N-H):

1011 (0 Ar-ClI)

e MS (m/z): 331
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e Pureza (HPLC): 98,02%

Metodologia de obtengao do (E)-1-(3-hidroxibenzilideno)-5-(4-

clorobenzoil)carbonohidrazida (LASSBio-1709); (43b) (férmula 29):

0
H H H 2
N N 1
N T “SNH, 3
H
0 OH 6 4
¢t EtOH! Hel, J t.a. 3
(54) 4hi91% OH

O composto 43b foi obtido a partir da condensagdo da hidrazida 54 com 3-
hidroxibenzaldeido em rendimento de 91%. Aspecto fisico: sblido branco. PF= 225-

227°C

e RMN "H (200 MHz, DMSO-dy): § 10,62 (s, 1H, Hb); 10,28 (s, 1H, Hc); 9,47 (s,
10 1H, OH): 9,12 (s, 1H, He); 7,90 (d, 2H, H2'e HB", J=4Hz); 7,80 (s, 1H, N=CH);

7,57 (d, 2H, H5"e H3’, J=4Hz); 7,17 (m, 3H, H3, H4 e H5); 6,77 (d, 1H, H2)
e IV (KBr) cm™: 3342 (0 NHCO); 1692 (O C=0); 1655 (J N-H); 1015 (O Ar-Cl)
o MS (m/z):331
¢ Pureza (HPLC): 98.93%

15

Metodologia de obtengao do (E)-1-(4-hidroxibenzilideno)-5-(4-

clorobenzoil)carbonohidrazida (LASSBio-1706); {(43c) (formula 30):
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EtOHI Hel,of ta.
3h! 86%

O composto 43c foi obtido a partir da condensagdo da hidrazida 54 com 4-
hidroxibenzaldeido obtendo rendimento de 86%. Aspecto fisico: sélido branco. PF=

223-225°C

5 o RMN "H (200 MHz, DMSO-d): 5 10,49 (s, 1H, Hb); 10,28 (s, 1H, Hc); 9,77 (s,
1H, OH); 8,92 (s, 1H, He): 7,90 (d, 2H, H2 e H6", J=8Hz); 7,79 (s, 1H, N=CH);

7,59 (m, 4H, H3"-H5" e H2 e HB); 6,77 (d, 2H, H3 & H5)

e RMN *C (50 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm): 165,2 (Cd, C=0); 158,7 (Ca, C=0);
155,3 (N=CH); 141,2 (C4); 136,5 (C4"); 131,5 (C2’e C6°); 129,3 (C2 e CB);

10 128,5 (C3-C5e C17); 125,6 (C3’e C57); 1154 (C1)
o IV (KBr)cm™: 3369 (O NH); 1701 (O C=0); 1651 (O N-H); 1014 (0 Ar-Cl)
¢ MS (m/z): 331

e Pureza (HPLC): 99.67%

15 Metodologia de obtengio do  (E)-1-(4-(trifluormetil)benzilideno)-5-(4-

clorobenzoil)carbonohidrazida (LASSBio-1737); (43d) (férmula 31):
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¢ EtOH/ Hel,u/ta.  ©f

4h! 84%

(54)

O composto 43d foi em a partir da condensagdo da hidrazida 54 com 4-
triflorometilbenzaldeido obtendo rendimento de 84%. Aspecto fisico: sélido branco.

PF=201-204°C

5 « RMN 'H (200 MHz, DMSO-ds): & 10,95 (s, 1H, Hb): 10,34 (s, 1H, Hc); 9,24 (s,
1H, He): 8,05 (d, 2H, H2 e H8, J= 8Hz); 7,96 (d, 2H, H2'e H6’, J=8Hz): 7,90

(s, 1H, N=CH); 7,35 (d, 2H, H3 e H5, J=8Hz); 7,59 (d, 2H, H3'e H%', J=8Hz)

e RMN *C (50 MHz, DMSO-dg} § (ppm): 165,2 (Cd, C=0); 155,0 (Ca, C=0);
139,1 (N=CH); 138,5 (C4); 136,5 (C3 e C5); 131,4 (C2 e C6); 129,30 (C2'e

10 CB7); 128,5 (C3'e C57): 127,3 (C4°); 125,3 (C1); 125,3 (C1); 121,4 (CFs)

e IV (KBr) cm™: : 3338 (O NH); 1701 (0 C=0); 1663 (O N-H); 1015 (O Ar-Cl);

1131 e 1100 (C-F)
e MS (m/z): 383
e Pureza (HPLC)= 99,12%
15

Metodologia de obtengdao do (E)-1-(4-clorobenzoil)-5-((5-nitrofuran-2-

illmetileno)carbonohidrazida (LASSBio-1491); (43e) (formula 32):
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EtOH/ Helqf ta. @

54
) 4hi 87% (43e)

O composto 43e foi obtido a partir da condensagdo da hidrazida 54 com 2-

nitrofuraldeido em rendimento de 87%. O composto foi recristalizado com etanol.

Aspecto fisico: sdlido amarelo. PF= 217-220°C

RMN "H (200 MHz, DMSO-dg): & 11,24 (s, 1H, Hb), 10,39 (s, 1H, Hc): 9,12 (s,
1H, He); 7,91 (m, 3H, N=CH e H2’e H6"); 7,80 (d, 1H, H3, J=4); 7,58 (d, 2H,

H3'e H5", J=8); 7,31 (d, 1H, H4, J=4)

RMN "*C (50 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 165,32 (Cd, C=0); 154,57 (Ca, C=0);
152,84 (N=CH); 152,40 (C2); 136,69 (C4°); 131,38 (C1'); 129,38 (C2'e C6");

129,22 (C1); 128,62 (C3'e C57); 115,16 (C3); 112,62 (C4)

IV (KBr) cm™: 3246 (O NH); 1659 e 1504 (T C=0);1596 e 1351 (d Ar-NO,);

1015 (B Ar-Cl}
MS (m/z): 350

RMN 'H com troca por D,0(500 MHz, DMSO-dg): 7,96 (m, 3H, N=CH e H2'e

H6"); 7.81(s, 1H, H3); 7,66 (d, 2H, H3’e H5', J=10Hz): 7,32 (s, 1H, H4)

Pureza({ HPLC): 98.31%
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Considerando que a novidade da presente invengio esta conteplada nas séries
lif e IV, apresentamos a formula geral abaixo:
X H
NO NO S w
N~ T N7 Sar !
H |
X

Wy

Wi

W
Formula I (isdmeros E ¢/ou Z)

1. Sendo X = 0; S; NH; X1 =0; S: NH;
Ar= arila ou heterocarila com substituintes W1 e/ou W2 nas posigdes orto, e/ou
meta efou para; sendo W1 e W2 = grupos elétron retiradores e/ou elétron
doadores, sendo preferencialmente um grupo H, F, Cl, Br, OCH3, OCH3,
OC2H5, OCH(CH3)2, OC(CH3)3; OCF3; NO2; CO2H; CN; CF3; CHF2; CHF?2;
NH2, NHCH3, NHC2H5, NHCH(CH3)2, NH(CH3)3, N(C2H5)2, N(CH3)2, CH3;

etila, propila, isopropila, butila, sec-butila e ter-butila.

Resultados Farmacolégicos:

Atividade tripanomicida:

Metodologia Utilizada:

Culturas de T. cruzi. Para o ensaio de atividade antiproliferativa, epimastigotas de
T. cruzi (cepa Tulahuen 2) foram cultivadas a 28 ° C em meio axénico consistindo de
infusdo de cérebro coragao (33 g / L), triptose (3 g / L), hemina (0,02 g / L), D-(+ )-
glicose (0,3 g / I}, estreptomicina (0,2 g / 1) e penicilina (200.000 U / L), suplementado
com 10% de soro fetal bovino. [14] Todas as culturas e todos os testes foram
realizados em condi¢cdes aerdbias. Em todos os testes foi trabalhado com parasitas

em fase de crescimento exponencial (culturas utilizadas 5-7 dias de crescimento,
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comegando no dia 0 de um anel de 5 milhdes de parasitas / mlL). Todos os

resultados sdo a média de pelo menos trés experimentos independentes.

Medida da atividade antiproliferativa [15]. Foi preparade uma suspensdo de
parasitas (cepa Tulahuen 2) com uma concentracéo de 4 milhdes de células / mL e
inoculado 0,6 mL / pogo em 24 pogos da placa. Realizou-se também diluicdes do
composto em estudo em DMSO a partir de uma solugéao estoque 200 mM preparada
na hora e imediatamente adicionado a cada pogo (5 uL / pogo). Os parasitas foram
incubados com os compostos a 28 ° C durante 5 dias. O crescimento dos parasitas é
monitorada medindo-se o aumento da absorvancia a 610 nm, que é proporcional ao
namero de células [1]. A inibicdo percentual é calculado como:% = {1 - [(Ap - AOp) /
(Ac - AGc)]} x 100, onde p € A610 da cultura contendo o composto no dia 5; AOp é
AG10 da cultura contendo o composta imediatamente apds a adigdo do composto
(dia 0), Ac & AG10 da cultura na auséncia de composto (controle negativo) no dia 5;
AOc & A610, na auséncia do composto no dia 0. O [Cyy corresponde a concentragdo
de composto capaz de causar uma inibicdo de 50% de crescimento. Isso &
determinado pela plotagem% de inibicdo de crescimento em comparacédo Log
(concentragao), ajustando os pontos de uma curva sigmoidal de Boltzmann. Cada
experimento foi repetido trés vezes interdias e I1C5 & calculado como o0 empregado
com o on-1.

- Foi realizado teste de atividade tripanomicida dos novos derivados das séries lll e
IV, onde todos compostos foram testados in vitro contra as formas epimastigotas de
cepas Tulahuen 2 de T.cruzi. Sua capacidade de inibir o crescimento do parasita foi

avaliada em 25uM, em comparagéo com o padrédo da droga nifurtimox, onde foi
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calculada a porcentagem de inibicdo do crescimento e posterior determinagéo da

poténcia tripanomicida, obtendo os seguintes resultados:

Sérielll Série IV

Compostos

LASSBI0-1483

LASSBIe-1705
LASEBi0-1708
LASSEBio-1707
LASSBi0-1736

»>25

A avaliagdo dos compostos das séries 11l e IV, conforme tabela 8A acima, mostrou
atividade tripanomicida para os compostos testados em concentragdes superior a 25
OM. LASSBIio-1703 e LASSBio-1481, foram selecionados para determinacéo da
poténcia tripanomicida apresentando valores de Clsg de 56,7 e 62, 3 [OM,

respectivamente.

Estudo da atividade leishmanicida

A citotoxicidade é um dos parametros biolégicos mais comumente avaliado apés a
manipulagdo experimental, visto que pode ser facilmente medido, além de seguir ao
parédigmada dose-dependéncia de Paraceiso (Cho ef al., 2008) e predizer o grau de
toxicidade para a célula indicando a real possibilidade de uso. No presente trabalho,
foi investigado a citotoxicidade das séries de derivados hidrazida-N-acilidrazénicos
sobre as células de mamiferos pelo método de dosagem de lactato desidrogenase

em culturas de macréfagos da linhagem J774 e sobre as formas promastigotas e
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amastigota de Leishmania sp, tratadas com as substancias testes por um periodo de
48 horas.

Metodologia Utilizada:

Determina¢cido da viabilidade celular: Macréfagos da linhagem J774 foram
cultivados em ftriplicatas em placas de 48 pogos, na concentracdo de 1,5 x 10°
células/poce e incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera Umida contendo 7% de
CO; por 4 horas, para adesdo dos macréfagos ao plastico. Em seguida, os pogos
foram lavados para remoc¢ao das células nac aderentes e foram acrescentadas as
diferentes concentracbes das substancias a serem testadas. Os pogos controles
foram células cultivadas somente com meio de cultura e 2 mM de L-glutamina
(Roche) ou células cultivadas na presenca do diluente das substancias (DMSO,
Sigma). A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT (Hussain et al,
1993).

Manutencdo de macrofagos: Macréfagos da linhagem J774 foram mantidos em
garrafas de cultura em 5 m! de meio DMEM com soro. No momento do uso, as
céfulas foram contadas, ajustadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB
na concentragio de 3 x 10° células/mL e 500 uL dessa suspensio foi distribuida em
placa de 48 pogos (Nunc, Denmark) para realizacio de ensaios do MTT (Hussain et
al., 1993). Macréfagos foram obtidos também de lavado peritoneal de camundongos
Balb/c estimulados com tioglicolato 3%. Macréfagos peritoneais foram plagueados
na propor¢do de 3 x 10° células /pogo de placa de 24 pogos com laminulas. Os
macréfagos peritoneais foram infectados com formas promastigotas na fase
estacionaria de crescimento, numa propor¢éo de 10 parasitos: 1 macrofago. A placa
foi incubada por 12 horas em estufa de a 37 °C com atmosfera imida contendo 7%

de CO,. Apds 12 horas de infeccdo, os macrdfagos foram “lavados™ com solugao
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salina com fosfatos (PBS, pH 7,2), para remogéo dos parasitos ndo interiorizados.
Os macroéfagos foram cultivados com RPMI suplementado com 2 mM delL-glutamina,
na presenca ou nao de diferentes concentragdes do(s) composto(s) e foram
mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera Umida contendo 7% de CO; por 1 dia.

O “screening” das substancias com atividade leishmanicida foi feito por método de
cultura direta sobre o parasita, inicialmente em promastigota, pois a avaliagdo em
amastigota € mais demorada e trabalhosa. Os derivados foram avaliados nas
concentragées de 100 uM (A} e 10 pM (B) sobre o crescimento de formas
promastigotas de L. major (10° células/pogos), conforme demostrado na figura 3.

A partir dos dados obtidos, a substancia LASSBio-1491 foi selecionada como

representativa das séries (Figura 3) para a realizagdo dos demais experimentos

sobre formas amastigotas e efeito leishmanicida in vivo.

Tabela 11. Efeito dos derivados hidrazida-N-acilidrazona da série lll sobre a
viabilidade de macrofagos da linhagem J774 no ensaio de MTT e sobre formas

promastigotas de L. major.

Macrofagos Promastigotas de L. mafor

Citotdxicidade

[Citotaxicidad Indice de

Substancia

CL50 e 1C95%,
(M) %

Maxima

T erro

padréo)e

CL50 o IC95%®

e Maxima
{% * erra

padrac)s Seletividade

Miltefosina
Pantamidina

MNifurtimox

Nitrofurazoena

=100
> 100
=100

T4 (@23 —
85,9}

100

NT
NT
PET

T7.8x1.97

MNT

B4 (2.3 - 3,80
0,8 (0,3 —~ 1.3uM)
0.9(0.7 — 1,140)

=100
100

88,15 0,1 3z
72,6 2,00 128
84,1 % 0,6 111

MNA
N Ay




A avaliacdo da atividade leishmanicida na forma promastigota do L. major dos
compostos da série lll, indicou gue LASSBi0-1493, LASSBio-1703, LASSBIio-1705,
LASSBio-1707, LASSBIo-1708,
seletividade para as células parasitarias, com destaque para a atividade de
LASSBio-1493 e LASSBIio-1705, que foram ativos na ordem de nM (nanomolar).

Tabela 12. Efeito dos derivados hidrazida-N-acilidrazona da série IV sobre a

viabilidade de macréfagos da linhegem J774 no ensaio de MTT e sobre formas

promastigotas de L. major.

67/75

LASSBio-17386,

tiveram um alto

Macréfanos Promastinotasded. major
Substancia . Ci‘to&%:ii(;i!iade Ci;toht%;iitr:;{;ade indice de
CL50 e IC95% (pM) CLED e ICO5%:
{% *erro padriop {% tarro padrioit Selefividade

Kiltefesing =100 NT 23,1(2,3 - 3,8pM)} 88101+ 32
Pentamidina =100 T 0,8{0,3 - 1,3uM) T265x2,0% 125

Nifurtimox =100 NT 09007 — 1,1uM) B4 .1+ 0,8* 111
Mitrofurazona |[74,1(823-859}] 77.8x159% =100 NA
LASSEin 1084 =100 T =100 A

indice de
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Analisando os resultados encontrados para os compostos da série 1V, podemos
destacar a atividade leishmanicida de LASSBio-1491, LASSBio-1706 e LASSBio-

1709, que possuiram eficacia similar aos padrées Miltefosina e Pentamidina.

De acordo com os resultados obtidos, os novos derivados hidrazida_N--
acilidrazbnicos apresentaram pronunciada atividade anti-promastigota contra L.
major, destacando-se os derivados LASSBio-1489, LASSBio-1490, LASSBIi- 1699,
LASSBio-1493, LASSBio-1705, LASSBIio-1706, LASSBIio-1707, LASSBIio-1708,
LASSBIio-1709, LASSBIio-1736, que apresentaram eficacia anti-leishmania similar ao
farmaco miltefosina, com destaque aos compostos LASSBio-1493 e LASSBio-1705

elevada poténcia leishmanicida na ordem de nM.

0 0
"" / \/O \&r 0
o= 0 N—N < o NN
I Y/, / >—/ Re : \ / N-" YNHz
_ ' HyC 3
Nifurtimox Nitrofuzarona

Nitrocompostos podem exercer a sua ag¢ao leishmanicida por uma via de reducgéo do
grupo nitro € a subseqiente interagdo dos produtos formados com biomoléculas
essenciais do parasito, gerando desta forma dano causado por estresse oxidativo. A
formacéo dos radicais livres provenientes do processo de biorredugéo do grupo nitro
pode resultar em peroxidagdo de membranas bioclogicas e proteinas, inibicdo de
enzimas e danos ao DNA (Paula et al., 2009; Rando et al.,, 2010).

Observou-se que a nitrofuzarona apresenta toxicidade para macréfagos da linhagem
J774 (Tabela 10) com Cls de 74,1 (62,3 — 85,9) UM e efeito téxico maximo de 77,8

+ 1,9%, e nao possui atividade leishmanicida contra formas promastigotas de L.
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major até a concentragdo de 100 pM, fato que evidencia a importancia da porgéo
clorofenila e da subunidade aril-hidrazida de LASSBio-1491 para atividade anti-
promastigota contra L. major. Além disso, o derivado LASSBio-1491 nao possui a

mesma acdo deletéria que a nitrofuzarona para célula hospedeita (Tabela 12).

O nifurtimox € um 5-nitrofurano que tem sido uma das alternativas farmacolégicas
para o tratamento da doenga de Chagas e outras tripanosmiases. No entanto, o
mecanismo de acédo deste farmaco esta parcialmente desvendado e envolve a
inducéo de estresse oxidativo (Wilkinson, 2011) devido a formac¢éo de radicais
nitroanion por nitroredutases, que na presenca de oxigénio, gera intermediarios
ativos toxicos para o Trypanosoma cruzi. A atividade leishmanicida do nifurtimox &
conhecida desde a década de 70 (Mattock & Peters, 1975). Como esperado, neste
trabalho observou-se a elevada poténcia e eficacia contra formas promastigotas de
contra L. major deste farmaco, com Clsy de 0,9 (0,1 — 1,1) uyM e efeito maximo de
94,1 £ 0,6%.

Apoés selecdo de LASSBio-1491 como representaivo das séries de novos derivados
hidrazida N-acilidrazona foii avaliada seu efeito leishmanicida frente a outras
espécies de leishmania. Para este fim, determinou-se sua concentracéo inibitoria
50% (Clsp) (Tabela 12), no ensaio de viabilidade sobre formas promastigostas de L.
amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi em varias concentragdes (100, 50, 25, 10,
1, 0,1, 0,01, 0,001 e 0,0001 puM).

Para a realizagdo dos experimentos de avaliagdo da atividade anti-promastigota das
substancias, utilizou-se como farmacos de referéncia a miltefosina e pentamidina
para os ensaios com L. major e a pentamidina para as espécies de L. amazonenses,

L. braziliensis e L. chagasi. A miltefosina, uma analogo da lecitina, foi © primeiro
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farmaco a ser ativo por via oral para duas formas clinicas de leishmaniose (cutdnea
e visceral) @ seu mecanismo de a¢éo parece envolver a inibicao da biossintese de
fosfatidilcolina no parasito e as reagbes adversas mais comuns associadas a
intervencéo terapéutica inclui severa toxicidade gastrointestinal e aumento nos
5 niveis de aspartato aminotransferase, alanino aminotransferase e creatinina
(Berman, 2005; Bhattacharya et al., 2007). Pentamidina tem sido usada como a
segunda linha de tratamento para as leishmaniones desde os anos 40. O
mecanismo de ag¢ao antileishmania da pentamidina, possivelmente inclui inibicao da
biossintese de poliaminas, ligagdo ao DNA, efeitos no potencial de membrana
10 interno mitocondrial, no entanto ainda nao foi claramente definido (Bray et al., 2003).
A alta toxicidade deste farmaco & um fator limitante de seu emprego terapéutico.
Dentre seus principais efeitos adversos e colaterais, estdo a hipoglicemia,
hipotenséao, alteracdes cardiolégicas e nefrotoxicidade (Rath ef al., 2003).
Tabela 13. Determinagéo da poténcia e eficacia de derivados contra formas

15 promastigotas de L. major, L. amazonensis, L. braziliensise L. chagasi.

R __
Su(l:aisa;én- Cls, do crescimento e IC 95% (uM)? Efeito I\:ac)g:'"ncc;;tt:;;%g;%drao( %
Lm La Lb Le Lm La Lb Lc
3.1 (23
Miltefosina | — 3.8 - - ; oo - ] ;
K 25,5 11,9 | 74
Pentamidin | 08 (03 | 957 844 | o053 | (88~ | 726 | 9491 688 |6+
a 0 oy 30,7 150 | 20* | 02* | 01 |02
B | loo 8
Lassgio | 7°%2 | &1 8(;325 (172~ | (194- | 684 | 800+ | 780% | 7%
1491 ! i 45,6 204 | 017 | 14~ | 02 |04
M) HM) b
| 3,73, 25,1
LassBio | B34 0806 | (243 | 100 | 675: | 946+ | 580% |\,
1492 ; 0.9 M) | 259 uM 01 | o4~ | 19~
MM} M)

2 Concentracao Inibitoria de 50% calculada através de curvas concentragio-resposta e o intervalo de
confianga de 95%; ° média do efeito + erro padréo da média em triplicatas de um experimento
representativo. Os valores de efeito maximo foram considerados significativos quando*p < 0,05, **p <
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0,01 em relag&o ao grupo DMSQ (,1%; NA: substancia nio apresenta atividade leishmanicida
significativa até a concentragdo de 100 pM em relagéo ao grupe DMSO 0,1%.

Lm (L. major), La, (L. amazonenses), Lb(L. brazilfensis); Lc (L. chagasi)

Os resultados obtidos sugerem que a substancia apresentam um padrio de
atividade leishmanicida concentragdo independente. Tal atividade pode ser devido a
perda de seletividade e conseqiienie interagdo com sistemas do parasito que
atenuem a atividade leishmanicida destes compostos. Além disso, LASSBio-1491
apresentou maior poténcia leishmanicida para as formas promastigotas das
espécies de L. major, L. amazonensis e L. chagasi. Para L. amazonensis LASSBio-
1491 apresentou maior poténcia leishmanicida que o farmaco pentamidina.

Sabe-se que diferencas de sensibilidade de compostos a véarias espécies de
Leishmania tém sido relatadas na literatura. Escobar e colaboradores (2002), por
exemplo, demonstraram diferengas de sensibilidade analisando miltefosina,
edelfosina e anfotericina B em diferentes espécies desse parasito. Os autores
verificaram que as formas promastigotas e amastigotas de L. panamensis, L.
mexicana e L. major possuem menor sensibilidade a miltefosina e edefolsina do que
L. tropica, L. aetiopica, L. panamensis e [. donovani. Machado e colaboradores
(2007) observaram valores de ICso de pentamidina contra formas promastigotas de
L. amazonensis (strain MHOM/BR/77/LTB0016), L. braziliensis (MCAN/BR/98/R619),
L. chagasi (MCAN/BR/97/P142) e L. major (amostra de cachorro) de 4,7 + 1,6, 13,4
+1,4,342+25e 11,5 % 0,1 yg/ml (determinagéo em cdmara de Neubauer). Neste
estudo, verificamos que a pentamidina mostrou a seguinte ordem decrescente de
atividade contra formas promastigotas do parasito. L. amazonensis>L. major>L.
chagasi e L. braziliensis. A discordancia entre os resultados encontrados neste

estudo e os dados observados por Machado e colaboradores (2007) com relacédo a
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resposta leishmanicida da pentamidina contra L. major, L. amazonenses, L.
braziliensis e L. chagasi se deve ao uso de cepas diferentes e por diferencas

metodoldgicas no ensaio de avaliagdo da viabilidade de formas promastigotas.

Evidenciou-se que LASSBIio-1491 possue atividade anti-promastigota contra todas
as espécies (L. major, L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi). com efeito
maximo de 68,4 20,1, 80,0+ 1,4, 78,0 £ 0,2, 75,7 £ 0,4 e poténcia de Clsy 7,5 (6,2 —
8,7 uM), 8,1 (73,5 — 88,4 nM), 31,4 (17,2 — 456 uM), 19,9 (19,4 — 20,4 uM),
respectivamente.

Uma vez, tendo sido ativa contra as formas promastigotas de pelo menos trés das
quatro espécies de Leishmania (L. major, L. amazonensis, L. braziliensis e L.
chagasi), a substancia LASSBio-1491 foi selecionada para avaliagdo da atividade
leishmanicida em varias concentragées (100, 50, 25, 10, 1 e 0,1 yM) em modelo de
infecgdo em laminula para mensurar a possivel inibicdo sobre a forma intracelular do
parasito (amastigota) de L. major, visto que essa sdo as formas presentes no
hospedeiro vertebrado. A Tabela 14 expde a Clsp bem como a eficacia maxima da
substancia-teste em estudo contra formas amastigotas de L. major e para

diminuicdo do numero de macréfagos infectados.

Tabela 14, Determinagao da poténcia e eficacia maxima do derivado LASSBio-1491

e do padrao pentamidina no ensaio de viabilidade de formas amastigotas de L.

major.
Clsp e IC 95% Efeito Maximo
(uM)* (% * erro padrio)®
Substidncias Amastigotas de Macrofagos Amastigotas Macréfagos
L. major infectados de L. major infectados
Pentamidina 11,8 (0 - 56,3) >100 63,2 £ 12,9* 425+ 4.5*
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LASSBio 1491 7,9(0-18,7) 27,4(0-59,7) 60,8+ 19" 53,5+ 25"
LASSBio 1492 >100 >100 NA NA

& Concentragio Inibitoria de 50% calculada através de curvas concentragdo-resposta e o intervalo de
confianga de 95%; ® média do efeito + erro padréo da média na respectiva concentracéo na qual se
observou a resposta maxima em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito
maximo foram considerados significatives quando®p < 0,05, *p < 0,01 em rela¢éo ao grupo DMSO
0,1%; NA: substancia ndc apresenta atividade leishmanicida significativa até a concentragéo de 100
UM em relagdo ao grupo DMSO,

No ensaio para avaliar a taxa de infecg@io dos macréfagos, a substancia LASSBio-
1491 apresentou-se muito eficiente em reduzir a infecgao de macréfagos, bem como
numero de amastigotas por macréfago com ICsp (IC95%) de 27,4 (0 — 59,7) UM e
efeito maximo de 53,5 + 2,5%. Além disso, essa substancia-teste apresentou
eficacia contra amastigotas de L. major (porcentagem de inibigdo do crescimento de
amastigota de 60,8 + 1,9%) similar a da pentamidina (63,1 = 12,9%).

A substincia LASSBio-1491, é uma hidrazida-N-acilidrazona nitrada (presenca do
substituinte 4-nitrofurano na funcéo imina). Por ser um nitrocomposto, & importante
considerar que essa substancia também pode exercer a sua ag¢éo por uma via de
reducéo do grupo nitro (em meio aerébico ou anaerdbico) e a subseglente interagdo
dos produtos formados, a partir desta reacdo, com biomoléculas essenciais de
bactérias, fungos e parasitos. Assim, devido ao aumento da concentragéo
intracelular de nitrocompostos, maior quantidade de radicais livres & gerada e,
conseqlentemente, maior é o dano causado pelo estresse oxidativo. A formagao
dos radicais livres provenientes do processo de bicrredugédo do grupo nitro pode
resultar em peroxidagao de membranas bioldgicas e proteinas, inibi¢do de enzimas
e danos ao DNA (Paula et al., 2009; Rando et al.,, 2010), ndo descartando-se a

possibilidade de eventos estarem cotrelacionados ao mecanismo de ac¢éo de

lLASSBio-1491.
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Para verificar a real aplicagdo terapéutica das séries de derivados hidrazida-N-
acilidrazonas foi selecionado LASSBi0-1491, como represenativo das séries
estudadas, para determinar seu efeito leishmanicidain vivo. Para tanto, este
composto foi estudado em modelo murino de leishmaniose, utilizando como
farmaco-padrdo o antimoniato de meglumina (Glucantime® 30 pmol/kg/dia, i.p.),
visto que o mesmo é conhecidamente ativo neste modelo e é um farmaco de
primeira escolha para o tratamento clinico da leishmaniose (Pereira ef al., 2010). A
despeito do extenso uso do antimoniato de meglumina com continente americano
seu mecanismo de ag&o, da mesma forma que de outros antimonias pentavalentes,
como o estibogluconato de sédio, ainda permanece obscurc. Tem sido sugerido que
os antimoniais pentavalentes sdo pré-farmacos que sdo ativados a sua forma
trivalente através de reducéo intracelular (Baiocco ef al., 2009).

A Figura 4 mostra o resultado do tratamento na progressio da lesao na orelha
infectada com 10° promastigotas de L. major de camundongos Balb/c tratados corﬁ
PBS, antimoniatoc de meglumina (30 pmolkg/dia, ip.), LASSBio-1481 e o
intermediario de sintese: LASSBio-1492 (10 pmol/kg/dia, i.p.).

Como pode ser observado na figura 4, a evolugdo das lesdes do grupo submetido
apenas ao tratamento com LASSBio 1492 se mantém igual as do grupo controle
durante todo o experimento. Camundongos tratados com o antimoniato de
meglumina (30 pmol/kg/dia, i.p.) ou com LASSBio-1491 (10 umol/kg/dia, i.p.)
apresentaram uma redugéo no tamanho da lesdo na terceira semana apds o inicio
do tratamento (quarta semana de infecg@o, respectivamente).

Apés 35 dias de tratamento os animais foram sacrificados e a carga parasitaria foi

determinada nas orelhas infectadas e nos linfonodos drenantes dos animais tratados
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com PBS, antimoniato de meglumina (30 pmol/kg/dia, i.p.) LASSBIio-1491 e
LASSBio-1492 (ambos10 umol/kg/dia, i.p.) (Figura 5A e 5B).

Com relagéo a carga parasitaria, observou-se que o antimoniato de meglumina e a
substancia LASSBio-1491 foram capazes de diminuir o nimero de parasitos na
orelha, e que todos os tratamentos (antimoniato de meglumina, LASSBio-1491 e
LASSBio-1492) foram capazes de reduzir a carga parasitaria no linfonodo drenante.
Os resultados obtidos no modelo de infecgdo in vivo mostram ainda que a despeito
de LASSBIio-1492 nio ter apresentado diminuigdo da espessura da lesao (resultado
da resposta pré-inflamatéria), além de nao ter sido evidenciada atividade anti-
amastigota em modelo de infecgdo de macroéfagos em laminula com L. major
(Tabela 14), ainda assim apresenta expressiva reducdo da carga parasitaria no
linfonodo drenante.

Em conjunto estes resultados, permitiram destacar a substancias LASSBio-1491
como um promissor protétipo a farmaco leishmanicida, pois apresentou atividade
anti-promastigota direta contra quatro espécies de Leishmania (L. major, L.
amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi) e anti-amastigota contra L. major, também
foi capaz de diminuir o nimero de macrofagos infectados in vifro e aumentar a
producdo de éxido nitrico por esses macréfagos, alem de apresentar pronunciada

atividade leishmanicida in vivo contra L. major.



10

15

20

1/15

REIVINDICACAO

1) COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, particularmente do
planejamento da série de compostos hidrazida-N-acidrazonas com o objetivo de
gerar um principio ativo para composi¢des farmacéuticas voltadas ao tratamento de
Leishmaniose efou Doenga de Chagas, CARACTERIZADO POR a substancia
LASSBio-1491ser uma hidrazida-N-acilidrazona nitrada, presencga do substituinte 4-
nitrofurano na fungcdo imina e pelo composto LASSBIio-1492 ser  2-(2,4-
diclorobenzoil)hidrazidacarboxilato de fenila; obtém-se um novo padrido molecular
que conjuga as propriedades leishmanicida e tripanomicida, conforme representado

ha estrutura molecular:;

v N N j\
1 N’N N\N Ar/Wl

X W,

Formula I (isdmeros £ e/ou 2) sendo X =0: S: NH: X1 = O: S
NH; Ar= arila ou heteroarila com substituintes W1 efou W2 nas posi¢des orto, e/ou
meta efou para; sendo W1 e W2 = grupos elétron retiradores e/ou elétron doadores,
sendo preferencialmente um grupo H, F, Cl, Br, OCH3, OCH3, OC2H5, OCH(CH3)2,
OC(CH3)3; OCF3; NO2; CO2H; CN; CF3; CHF2; CHF2; NH2, NHCH3, NHC2HS,
NHCH(CH3)2, NH(CH3)}3, N(C2H5)2, N(CH3)2, CH3; etila, propila, isopropila, butila,

sec-butila e ter-butila.

2) COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS de acordo com a reivindicacado

1, CARACTERIZADO POR um nitrocomposto capaz de exercer a sua acao por uma
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via de redugao do grupo nitro e a subseqiiente interacédo dos produtos formados, a
partir desta reacdo, com biomoléculas essenciais de bactérias, fungos e parasitos; o
aumento da concentracao intracelutar de nitrocompostos, gera maior quantidade de

radicais livres.

3) COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, de acordo com as
reivindicagdes 1 e 2, CARACTERIZADO POR os compostos LASSBio-1111
(leishmanicida) e LASSBIio-1064 (tripanomicida), apés hibridagéo da subunidade aril-
hidrazida de LASSBio-1111 com a acilidrazona funcionalizada de LASSBio-1064,
gerar um novo padrdo molecular produzindo um composto que conjuga as

propriedades leishmanicida e tripanomicida.

4) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, CARACTERIZADO POR o processo incluir o planejamento da
série de derivados hidrazida-N-acilidrazona funcionalizados, realizado mediante
hibridagdo molecular entre os protétipos LASSBio-1111 (leishmanicida) e LASSBio-
1064 (tripanomicida), mediante hibridag&o da subunidade aril-hidrazida de LASSBio-
1111 com a acilidrazona funcionalizada de LASSBio-1064, obtendo-se um novo

padrdao molecular que conjuga as propriedades leishmanicida e tripanomicida,

5) PROCESSO DE OBTENCAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com a reivindicagao 4, CARACTERIZADO POR
eleicdo dos grupos 4-nirofurano e 2-hidroxibenxeno como substituintes da funcgdo
imina em virtude da maior indicacdo destes substituintes para a atividade

farmacolégica inferida, quando comparado aos demais substituintes,
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6) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicacdes 4 e 5, CARACTERIZADO
POR substituigdes por grupos isdstericos ou por grupos doadores e/ou retiradores
de elétrons conectados a um sistema aromatico ligada a fungdo imina da

subunidade N-acilidrazona .

7) PROCESSO DE OBTENCAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicagdes 4, 5 ¢ 6, CARACTERIZADO
POR as substéncias LASSBio1491 e LASSBIio-1492 serem avaliadas quanto a
atividade leishmanicida em concentragdes de 100, 50, 25, 10, 1 e 0,1 uM, em
modelo de infeccdo em laminula para mensurar a possivel inibicdo sobre a forma

intracelular do parasito (amastigota) de L. major.

8) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicacbes 4, 5, 6 e 7,
CARACTERIZADO POR a substancia LASSBio-1491, e derivados, com
estéreoquimica E ou Z, ou ainda mistura de ambas, reduzir a infecgdo de macrofagos,

bem como nlimero de amastigotas por macréfago.

9) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicagoes 4, 5, 6, 7 e 8,
CARACTERIZADO POR a metodologia de obtengdo da 24-
diclorobenzohidrazida (48), de acordo com a férmula molecular representada
abaixo incluir as seguintes etapas e parametros, ampliados ou reduzidos na

mesma proporgéo:
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0
o~ NH,/EtOH
..__.._...,,...._._..___._’..
t.a. 6h/63%
03] cl Cl

(a7}

- 2,5g (12mmol) de 2,4-diclorobenzoato de metila (47);
- 25ml de etanol;
- 7.3 ml (0.146mols; 12eq) de NoH, 64%;

- agitacdo em temperatura ambiente por 6 horas, ou até a indicagédo do término da

reacao acompanhado por CCF (eluente: diclorometano:metanol 10%);
- reducao do volume a vacuo;

- meio de precipitagao;

- filtragem a vacuo;

- lavagem;

- 0 processo gera um produto sélido, com rendimento: 63%; PF=

RMN "H (200 MHz, DMSO-ds): 5 9,62 (s, 1H, Hb); 7,62 (d, 1H, H6", J= 2Hz);
7,46 (d, 1H, H5", J= 2Hz); 7,43 (s, 1H, H3"); 4,52 (s, 2H, NHy);

e RMN "*C (50 MHz, DMSO-ds} & (ppm): & 164,73 (C=0); 134,61 (C2°); 134,45
(C4"); 131,57 (C67); 130,48 (C1°); 129,13 (C3"); 127,23 (C5');

o IV (KBr) cm™: 3309 (O NH); 1663 (0 C=0); 1616 (5 N-H);

¢ Pureza (HPLC): 98.67%.
10) PROCESSO DE OBTENGCAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicagcdes 4, 5, 6, 7 e 8,
CARACTERIZADO POR metodologia de  obtencdo do  2-(2,4-

diclorobenzoil)hidrazidacarboxilato de fenila (LASSBio-1492) (49) de acordo
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com a férmula molecular representada abaixo incluir as seguintes etapas e

parametros, ampliados ou reduzidos na mesma proporgio:

O c
H 2
NH, o ~¢ N_d¢ O
N Ej/ by - T ~ 3
H s o
] (0]
ci Gl CHClitalTh ¢ o 4
80% g 5
(48) {49)

- 20 ml de cloroférmio;
- 4,9ml de fenilcloroformato (6mmol; 1.2eq).

- agitagdo e adicdo vagarosa de, suspensdo de 1 g (5mmols) de 2,4-

diclorobenzchidrazida em 50 ml de cloroférmio.

- agitagdo por 7 horas com total consumo do produto de partida,

acompanhada por CCF (eluente:diclorometano:metancl 5%).
- adigdo de 10 ml hexano na reagdo, mantendo-a sob agitagéao;

- fitragem a vacuo e lavagem com hexano obtendo-se o produto 49 com
aspecto fisico sélido PF=180-184°C e Rendimento: 80%:

o RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg): 5 10,49 (s, 1H, Hb); 10,05 (s, 1H, Hc), 7,74 (d,
1H, H6", J=2Hz); 7,58-7,14 (m, 5H, H3", H5', H2, H4 e H6): 6,89 (d, 2H, H3 e
H5, J=6 Hz);

e RMN "C (50 MHz, DMSO-ds} 5 (ppm): & 163,12 (Cd, C=0), 154,24 (Ca,
C=0); 150,61 (C2°); 135,42 (C4"), 133,15 (C6); 131,71 (C1°); 130,54 (C1);
129,51 (C2 e CB); 129,45 (C3 e C5); 127,48 (C3); 125,44 (C5"); 121,50 (C4);

e IV (KBr) cm™: 3247 (O NH); 1741 e 1661 (0 C=0); 1033 (U Ar-Cl);

e Pureza (HPLC): 98.45%.
11) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicacbes 4, 5, 6, 7 e 8,

CARACTERIZADO POR a metodologia de obtengao do LASSBio-1493, (50),
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representada de acordo com a férmula molecular abaixo incluir as seguintes

etapas e pardmetros, ampliados ou reduzidos na mesma proporgao:
H
N

o
~
N T M,H,/ EtOH
___m..m.,_._*.
o t.at 36h
cl cl 62%

(49)

- 0,3g do intermediario 49, 7 ml de etanol, (até total solubilizagao);
5 -0.6ml de hidrazina hidrato 80% (18mmols;20 eq);
- apés o fim da reagéo por CCF (eluente: diclorometano:metanol 5%);
- redugao do volume reacional em rotaevaporados;
- formagéo de precipitado,que foi filtrada a vacuo sendo obtido o produto com
rendimento de 62%; Aspecto fisico sdlido e PF=190-194°C,;

10 o RMN "H (200 MHz, DMSO-ds): & 10,17 (sl, 1H, Hb); 8,24 (s, 1H, Hc); 7,70 (d,
1H, H6"); 7,60-7,50 (m, 3H, H3", H5’e He): 4,15 (s, 2H, NHy);

e RMN *C (50 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 165,08 (Ca, C=0); 159,38 ( Cd, C=0);
135,05 (C27); 133,57 (C4°); 131,75 (C6"); 130,89 (C17); 128,38 (C3"); 127,21
(C57);

15 o IV (KBr) cm™: 3297 (0 NH); 1698 (0 C=0); 1651 (3N-H); 1041 (OC-Cl);
o Pureza (HPLC): 97,56%.
12) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicagbes 4, 5, 6, 7 e 8,
CARACTERIZADO POR a metodologia de obtengao do (E)-1-(2-
20 hidroxibenzilideno)-5-(2,4-diclorobenzoil)carbonohidrazida (LASSBio-1705)

(42a), de acordo com a férmula molecular abaixo, incluir as seguintes etapas e
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parametros, ampliados ou reduzidos na mesma proporgdo:

0‘ i c e H
‘ N \[( “SNH, 5 e T 7 3
H ) N
o] 3 ‘ b s ! .
“ ! EtOHI Hel Jta. & . d HO ?
(50) 8%

(42a)

- obten¢do do composto 42a a partir da condensag&o da hidrazida 50 com 2-
hidroxbenzaldeido com rendimento de 78% com aspecto fisico sélido e PF= 210-
213°C;

e RMN 'H (200 MHz, DMSO-ds) & (ppm): & 10,66 (s, 1Hb); 10,16 (s, 1Hc);
10,03 (s, 1H, OH); 9,11 (s, 1H, He); 8,23 (s, 1H, N=CH); 7,92 (d, 1H, H6", J=
8); 7,73 (s, 1H, H3"); 7,60 (m, 2H, H2 e H5'); 7,20 (t, 1H, H4, J=6); 6,90-6,80
(m, 2H, H3 e H5);

e RMN **C (50 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 165,3 (Cd, C=0); 155,9 (Ca, C=0);
154,8 (N=CH); 139,1 (C6); 135,1 (C2°); 133,5 (C4"); 131,7 (C6"); 130,8 (C2);
130,5 (C17); 129,4 (C4)127,3 (C3"); 127,1 (C57); 120,3 (C1); 119,1 (C5); 116,0
(C3);

o IV (KBr) cm™: 3436-1852 (0 OH): 3232 (0 NH); 1708 (O C=0); 1655 (5 N-H);
1046 (DC-CI);

+ MS (m/z): 365,

» Pureza (HPLC): 99.83%.
13) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicagbes 4, 5, 6, 7 e 8,
CARACTERIZADO POR a metodologia de obtencdo do (E)-1-(3-
hidroxibenzilideno)-5-(2,4-diclorobenzoil}carbonohidrazida LASSBio-1708)
(42b), de acordo com a formula molecular abaixo, incluir as seguintes etapas e

parametros, ampliados ou reduzidos na mesma proporgao:
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0
o Ty
N \[r NH, S
H
0 OH
¢ ¢ EtOH/ Hel,of t.a.
50 85%

- obtencdo do composto 42b a partir da condensacao da hidrazida 50 com 3-
hidroxibenzaldeido em rendimento de 95%, resultando em produto de aspecto fisico
solido e PF=223-225°C;

5 e RMN "H (200 MHz, DMSO-dg) § (ppm): & 10,62 (s, 1Hb): 10,12 (s, 1Hc); 9,48
(s, 1H, OH); 9,05 (s, 1He); 7,80 (s, 1H, N=CH); 7,71 (s, 1H3"); 7,70-7,50 (m,
2H, H5'e HB"); 7,18 (f, 3H, H2, H3 e H4); 6,76 (d, 1HB);

e MS (m/z): 365;
¢ Pureza (HPLC): 98.58%.

10 14) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicagdes 4, 5, 6, 7 e 8,
CARACTERIZADO POR a metodologia de obtencdo do (E)-1-(4-
hidroxibenzilideno)-5-(2,4-diclorobenzoil)carbonohidrazida (LASSBio-1707)
(42c), conforme férmula molecular abaixo, incluir as seguintes etapas e

15 parametros, ampliados ou reduzidos na mesma proporgao:

Q
NP
N T \&"z Y 5
H H
o M .
cl ¢ cl 4

EtOH! Hel ¢/ t.a.
(55! go%cat
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- obtengédo do composto 42c a partir da condensacgao da hidrazida 50 com 4-
hidroxibenzaldefdo em rendimento de 90%, resultando em produto de aspecto fisico
solido e PF= 225-227°C;

« RMN "H (200 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): & 10,53 (s, 1H, Hb); 10,16 (s, 1H, Hc):
9,83 (s, OH); 9,05 (s, 1He): 7,84 (s, 1H, N=CH): 7,76 (s, 1H, 1H3"); 7,67 (d,
2H, H2 e H6, J=10 Hz); 7,58 (m, 2H, H5%¢ H6"); 6,82 (d, 2H, H3 e H5
J=10Hz);

« RMN "®C (50 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 165,3 (Cd, C=0); 158,7 (Ca, C=O):
155.0 (N=CH); 141,2 (C4); 135,1 (C2)133,6 (C4"); 131,7 (C6°); 130,8 (C1");
129,4 (C1); 128,5 (C2 e CB); 127.3 (C37); 125,5 (C5°); 115,41 (C3 e C5);

e IV (KBr) em™: 3362 (O NH); 1694 (O C=0); 1651 (5N-H); 1098 (0C-Cl);

e MS (m/z): 365;

¢ Pureza (HPLC)= 99,84%.
15) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicagdes 4, 5, 6, 7 e 8§,
CARACTERIZADO POR a metodologia de obtengdo do (E)-1-(4-
(trifluormetil)benzilideno)-5-(2,4-diclorobenzoil)carbonohidrazida LASSBio-
1736) (42d), conforme férmula molecular abaixo, incluir as seguintes etapas e

parametros, ampliados ou reduzidos na mesma proporc¢ao:

EtOH! Hel o ta. ¢t 4 I

Fy
{50} 58% ¥ {42d) 5
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- obtenc&o do composto 42d a partir da condensagéo da hidrazida 50 com 4-
triflorometilbenzaldeido em rendimento de 58%, resultando em produto com aspecto
fisico sélido e PF= 213-216°C;

e RMN "H (200 MHz, DMSO-ds) § (ppm): & 10,93 (s, 1H, Hb); 10,17 (s, 1H, Hc):
5 9,34 (s, 1H, He); 8,07 (d, 2H, H3 e H5, J=10Hz); 7,97 (s, 1H, N=CH); 7,77 (s,
1H, H3"), 7,74 (m, 2H, H2 e H6): 7,55 (m, 2H, H5'e H6"):

o RMN *C (50 MHz, DMSO-dy) & (ppm): 165,33 (Cd, C=0); 154,71 (Ca, C=0);
139.19 (N=CH): 138,54 (C4); 135,20 (C3 e C5); 133,59 (C2 e C6); 131,77
(C27); 130,80 (C4°); 128,68 (C6°); 128,05 (C17); 127,45 (C3"); 127,36 (C5°);
10 125,38 (C1); 121,47 (CFa);

e IV (KBr) cm™: 3555 (C NH); 1703 (0 C=0); 1655 (5N-H); 1015 (OC-CI); 1164-
1105 (C-F);

e MS (m/z): 417,
s Pureza (HPLC): 99.84%.

15 16) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicagbes 4, 5, 6, 7 e 8,
CARACTERIZADO POR a metodologia de obtengao do (E)-1-(2,4-
diclorobenzoil)-5-((5-nitrofuran-2-il)metileno)carbonohidrazida (LASSBioc-1703)
(42e), conforme formula molecular abaixo, incluir as seguintes etapas e

20 parametros, ampliados ou reduzidos na mesma proporg¢ao:

O
N SSNHy N
H |/
Ct Gl

EtOH! Hel,,/ t.a.
(5{)) 87%ca|



11/15

- obtencdo do composto 42e a partir da condensagédo da hidrazida 50 com 2-
nitrofuraldeido obtendo rendimento de 87%:

- recristalizagdo com etanol, gerando produto de aspecto fisico sélido e; PF= 222-
225°C

5 e RMN 'H (200 MHz, DMSO-d) & (ppm): 11.22 (s, 1H, Hb) 10,22 (s, 1H, He):
9.18 (s, 1H, He); 7.86 (s, 1H, N=CH); 7.79 (d, 1H, H3, J= 4Hz); 7.71 (s, 1H,
H3"); 7.57 (m, 2H, H5%e HB"): 7.32 (d, 1H, H4, J=4 Hz);

e RMN *C (50 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 165,2 (Cd); 154,0 (Ca); 152,7 (C2);
151,2 (N=CH); 135,1 (C2°); 133,3 (C4"); 131,7 (C1); 130,7 (C6"); 129,3 (C5");
10 129,1 (C1°); 127,2 (C3"); 115,0 (C3); 112,5 (C4),;

e IV (KBr) cm™: 3387 (U NH); 1727 (0 C=0); 1667 (3N-H); 1015 (OC-CI); 1244
e 1281 (N=0);

« MS (m/z): 384,
e Pureza: 99.33%.

15 17) PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicacoes 4, 5, 6, 7 e 8,
CARACTERIZADO POR a metodologia de obteng¢do dos derivados hidrazida-N-
acilidrazonas da série lll (43 a-f), conforme féormula molecular abaixo, incluir as

seguintes etapas e parimetros, ampliados ou reduzidos ha mesma proporgao:

o
N R 0 i
-~ e H
I PRPINPFN
EtOH! HCl, o N \[r N Ar-w
0 o -
O
cl

1+
W-ATCOH/ ta.
20 (54} [43 a-f)

- 0,19 do intermediario 54, foram adicionados;

- agitagdo em temperatura ambiente, 10ml de etanol e 0.43mmol (1eq) de aldeido;
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Q
NN i
. - S . o,
N T Ni, H’LD,.M 5
o WM
Cl ,

15

20
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- acido cloridrico concentrado;

- solugéo sob agitacao por 1-4 horas, quando CCF (diclorometano: metanol 5-10%),

ou até indicar o termino da reacéo;

- reducéo do volume do meio reacional a pressdo reduzida (2/3 do volume);
- adi¢8o de gelo e precipitacao do produto;

- filtragem a vacuo e lavagem com agua gelada.

18) PROCESSO DE OBTENGCAO DE COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-
ACILIDRAZONAS, de acordo com as reivindicagbes 4, 5, 6, 7 e 8,
CARACTERIZADO POR a metodologia de obten¢ao do (E)-1-(4-clorobenzoil)-5-
((5-nitrofuran-2-il)metileno)carbonohidrazida (LASSBio-1491) (43e), conforme
formula molecular abaixo, incluir as seguintes etapas e pardmetros, ampliados

ou reduzidos na mesma proporg¢ao;

EtOMf Hel/ta. Gl

54
4 40 8T,

- obtengdo do composto 43e a partir da condensa¢do da hidrazida 54 com 2-

nitrofuraldeido em rendimento de 87%;

- recristalizagio do composto com etanol, gerando produto de aspecto fisico sélido e
PF=217-220°C;

» RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg): & 11,24 (s, 1H, Hb), 10,39 (s, 1H, He); 9,12 (s,
1H, He); 7,91 (m, 3H, N=CH e H2'e H8"): 7,80 (d, 1H, H3, J=4); 7,58 (d, 2H,
H3'e H5', J=8); 7,31 (d, 1H, H4, J=4);
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« RMN "*C (50 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 165,32 (Cd, C=0); 154,57 (Ca, C=0);
152,84 (N=CH); 152,40 (C2); 136,69 (C4); 131,38 (C1°); 129,38 (C2'e C6'):
129,22 (C1); 128,62 (C3'e C5°); 115,16 (C3); 112,62 (C4);

e« IV (KBr) cm™: 3246 (0 NH); 1659 e 1504 (O C=0);1596 e 1351 (5 Ar-NO,):
1015 (8 Ar-Cl);

¢ MS (mfz): 350,

¢ RMN "H com troca por D,0(500 MHz, DMSO-dg): 7,96 (m, 3H, N=CH e H2'e
HB"); 7,81(s, 1H, H3); 7,66 (d, 2H, H3’e H5", J=10Hz); 7,32 (s, 1H, H4),

¢ Pureza( HPLC): 98.31%.
19) USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS,

CARACTERIZADO POR a avaliagdo dos compostos revelar atividade tripanomicida

para os compostos LASSBio-1703 e LASSBio-1491, das séries lll e V.

20) USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, de
acordo com a reivindica¢dao 18, CARACTERIZADO POR a avaliagao da atividade
leishmanicida na forma promastigota do L. major dos compostos da série I,
assinalar que LASSBio-1493, LASSBIio-1703, LASSBIio-1705, LASSBIio-1707,
LASSBio-1708, LASSBIio-1736, possuem alto indice de seletividade para as celulas

parasitarias.

21) USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, de
acordo com as reivindicagdes 18 e 19, CARACTERIZADO POR a atividade de

LASSBio-1493 e LASSBIio-1705 serem na ordem de nM.

22) USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, de
acordo com as reivindicagdes 18, 19 e 20, CARACTERIZADO POR a avaliagéo

da atividade leishmanicida na forma promastigota do L. major dos compostos da
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série IV, revelar atividade Ieishmanicida de LASSBio-1491, LASSBIio-1706 e

LASSBIio-1709, semelhantes aos padroes Miltefosina e Pentamidina.

23) USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, de
acordo com as reivindicacdes 18, 19 e 20, CARACTERIZADO POR o derivado
LASSBio-1491 possuir_atividade anti-promastigota contra todas as espécies (L.

major, L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi).

24) USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, de
acordo com as reivindicacdes 18, 19 ¢ 20, CARACTERIZADO POR LASSBio-
1491 apresentar poténcia maior que a pentamidina contra promastigotas de L.

amazonensis.

25) USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, de
acordo com as reivindica¢des 18, 19 e 20, CARACTERIZADO POR atividade anti-
promastigota do derivado LASSBIio-1492, intermediario sintético, ativo para as

espécies de L. major, L. amazonensis e L. brazifiensis.

26) USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, de
acordo com as reivindicagdes 18, 19 e 20, CARACTERIZADO POR 0 composto
LASSBIio-1492, intermediario sintético, apresentar eficacia maxima anti-promastigota
para L. major, L. amazonensis e L. braziliensis, correspondente aos dos farmacos-

padrées miltefosina e pentamidina.

27) USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, de
acordo com as reivindicagdes 18, 19, 20, 23, 24 e 25, CARACTERIZADO POR

serem ativas contra as formas promastigotas de pelo menos trés das quatro
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espécies de Leishmania (L. major, L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi), as

substancias LASSBio-1491 e LASSBio-1492.

28) USO DE COMPOSTOS A PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, de
acordo com as reivindicacoes 18, 19, 20, 23, e 26, CARACTERIZADO POR a
substancia LASSBio-1491 e derivados com estéreoquimica E ou Z, ou ainda mistura
de ambas diminuir o numero de macréfagos infectados in vitro e aumentar a
producéo de 6xido nitrico por esses macrédfagos, além de apresentar pronunciada

atividade leishmanicida in vivo contra L. major.

29) COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA TRATAMENTO DE
LEISHMANIOSE E DOENGCA DE CHAGAS, CARACTERIZADO POR a substancia
LASSBIio-1491 e derivados congéneres (Formula ), com estéreoquimica £ e/ou Z,
ou ainda mistura de ambas ser um protétipo a farmaco leishmanicida, em virtude da
atividade anti-promastigota direta contra quatro espécies de Leishmania (L. major, L.

amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi) e anti-amastigota contra L. major.
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FIGURA 2
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FIGURA 4
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RESUMO
COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, PROCESSO DE OBTENGCAO DE
COMPOSTOS HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS, USO DE COMPOSTOS A
PARTIR DE HIDRAZIDA-N-ACILIDRAZONAS PARA TRATAMENTO DE
LEISHMANIOSE E DOENGA DE CHAGAS E COMPOSIGOES FARMACEUTICAS
OBTIDAS, particularmente descreve a obtengdo de inibidores de cisteina
proteinases envolvidas nos processos infecciosos causados pelos parasitas
Trypanossoma cruzi e Leishmania sp. Ou seja, a invencéo trata do planejamento da
série de compostos hidrazida-N-acidrazonas com o objetivo de gerar um principio
ativo para composicdes farmacéuticas voltadas ao tratamento de Leishmaniose e
Doenca de Chagas; o planejamento da série de derivados hidrazida-N-acilidrazona
funcionalizados (séries Il e V) é realizado mediante hibridagdo molecular entre os
protétipos LASSBio-1111 (leishmanicida) e LASSBio-1064 (tripanomicida) mediante
hibridagdo da subunidade aril-hidrazida de LASSBio-1111 com a acilidrazona
funcionalizada de LASSBio-1064, obtendo-se um novo padrdo molecular que

conjugando as propriedades leishmanicida e tripanomicida.
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