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Relatério Descritivo de Patente de Invencao
USO DE NOVOS DERIVADOS N-(((ARILPIPERIDIN-4-
ILIDENO)HIDRAZINIL)OXOALQUIL)ARILSULFONAMIDICOS COMO ANTI-
INFLAMATORIOS E ANTI-ASMATICOS, COMPOSIGCOES FARMACEUTICAS
CONTENDO OS MESMOS E PROCESSOS DE PREPARAGAO

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengcdo ¢é relacionada a derivados heterociclicos

apresentando a subunidade N-(((arilpiperidin-4-
ilideno)hidrazinil)oxoalquil)arilsulfonamida. Mais particularmente, a presente
invencao relaciona-se com derivados (S)-1-(benzo[d][1,3]dioxo-5-ilsulfonil)-N'-
(1-benzilpiperidin-4-ilideno)pirrolidino-2-carboidrazidicos, substituidos ou nao, e
seus isosteros classicos e ndo-classicos, a um processo para sua preparagao,
a composigbes farmacéuticas contendo os mesmos e a seu uso como agentes
terapéuticos anti-inflamatérios e antiasmaticos, particularmente no tratamento

de doengas inflamatdrias crénicas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO
As quimiocinas sdo pequenas proteinas homologas (8-15 kDa) que,

atraves da interagdo com receptores cognatos, controlam o trafego celular em
condigdes fisioldgicas (Koelink, P. J.; Overbeek, S. A.; Braber, S. et al
Pharmacol. Ther. 2012, 133, 1.; White, G. E.; Igbal, A. J.; Greaves, D. R.
Pharmacol. Rev. 2013, 65, 47.), e.g. homeostase, imunidade adaptativa e na
migracao de células inflamatérias, as quais sédo responsaveis pela rea¢ao do
organismo contra processos alérgicos e autoimunes crdnicos, sendo estas
classificadas como quimiocinas homeostaticas. Por outro lado, alguns destes
polipeptideos também participam do controle da migragao celular em condi¢des
patologicas, e.g. patogénese de tumores, doengas autoimunes e a ampliagao
de danos relacionados a doengas inflamatérias, sendo portanto, classificados
como quimiocinas inflamatérias (D’Ambrosio, D.; Panina-Bordignon, P
Sinigaglia, F. J. Immunol. Meth. 2003, 273, 3.; Raman, D.; Sobolik-Delmaire, T.;
Richmond, A. Exp. Cell. Res. 2011, 317, 575.; Szpakowska, M.; Fievez, V.,
Arumugan, K. et al. Biochemical Pharmacology 2012, 84, 1366.).
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A grande maioria das quimiocinas sdo secretadas pelas células apds
biossintese, com excec¢do da CX3CL1 (fractalina) e CXCL16 (SR-PSOX), as
quais permanecem na superficie celular (White, G. E.; Igbal, A. J.; Greaves, D.
R. Pharmacol. Rev. 2013, 65, 47.). A primeira quimiocina descrita, i.e. CXCR8
(IL-8), foi descoberta (Yoshimura, T.; Matsushima, K.; Tanaka, S. et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. 1987, 84, 9233.) como um impbrtante fator de quimioatracao de
neutréfilos e em seguida varias outras quimiocinas foram descobertas e a eles
foi atribuida a modulagdo da quimiotaxia de grupos especificos de leucécitos.

Sao descritas na literatura cerca de 50 quimiocinas (Choi, W.T;
Duggineni, S.; Xu, Y. et al. J. Med. Chem. 2012, 55, 977.) relacionadas a
espécie humana e estas sao classificadas em 4 classes de acordo com a
posicdo da ponte dissulfeto formada entre residuos de cisteina (Cys, C)
presentes na regido N-terminal do polipeptideo, a saber: (a) CXC, (b) CC, (c) C
e (d) CX3C. Estas quatro classes apresentam estrutura terciaria conservada e
estao intimamente ligadas a classificagdo dos aproximadamente 20 receptores
de quimiocinas conhecidos. Neste contexto, € importante destacar que a
subunidade N-terminal das quimiocinas possuem um papel critico na ativagéao
de seus respectivos receptores, podendo suas particularidades e alteragdes
estruturais serem responsaveis por quimiocinas com atividade agonista,
inativas ou mesmo capazes de atuarem como antagonistas (Rostene, W.;
Kitabgi, P.; Parsadaniantz, S. M. Nat. Rev. Neurosci. 2007, 8, 895.; White, G.
E.; Igbal, A. J.; Greaves, D. R. Pharmacol. Rev. 2013, 65, 47.).

Os receptores de quimiocinas sao proteinas (8-14 kDa) que pertencem a
classe A da superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs, do
inglés G protein-coupled receptors) (Thiele, S.; Malmgaard-Clausen, M.; Engel-
Andreasen, J. et al. J. Med. Chem. 2012, 55, 8164.; White, G. E.; Igbal, A. J.;
Greaves, D. R. Pharmacol. Rev. 2013, 65, 47.). Os receptores de quimiocinas
podem formar homo- ou heterodimeros (Rodriguez-Frade, J. M.; Mellado, M;
Martinez, A. C. Trends Immunol. 2001, 22, 612.; Raman, D.; Sobolik-Delmaire,
T.; Richmond, A. Exp. Cell Res. 2011, 317, 575.), que estdo envolvidos em
diversos processos inflamatorios de doengas que ainda sdo um desafio para os
quimicos medicinais e para a indlstria farmacéutica, como por exemplo: artrite
reumatodide, esclerose multipla, asma (Taka, E.; Errahali, Y. J.; Abonyo, B. O. et
al. Cytokine. 2008, 44, 342.), doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)
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(Caramori, G.; Adcock, |. Pulm. Pharmacol. Ther. 2003, 16, 247.), cancer
metastatico (Gros, S. J.; Kurschat, N.; Drenckhan, A. et al. Plos One. 2012, 7,
e47287.), sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS, do inglés acquired
immune deficiency syndrome) (Planesas, J. M.; Pérez-Nueno, V. |.; Borrell, J. I.
et al. J. Mol. Graph. Model. 2012, 38, 123.) e dor neuropatica (White, G. E;
Igbal, A. J.; Greaves, D. R. Pharmacol. Rev. 2013, 65, 47.).

Neste contexto, estudos envolvendo o planejamento, sintese e avaliagao

farmacol6gica de ligantes deste grupo de GPCRs com padrao estrutural nao

~ peptidico tém se mostrado uma abordagem eficiente adotada por varios grupos

de pesquisa na academia e em companhias farmacéuticas (Blakeney, J. S.;
Reid, R. C.; Le, G. T., et al. Chem. Rev. 2007, 107, 2960.). Os progressos no
desenho de farmacos baseados da estrutura (SBDD, do inglés sfructure based
drug design) de diversos GPCRs trouxeram informag¢des valiosas para a
compreensdo de importantes interagbes ligante-proteina e para o
desenvolvimento de novos ligantes e antagonistas de receptores de
quimiocinas (Congreve, M.; Langmead, C. J.; Mason, J. S. et al. J. Med. Chem.
2011, 54, 4283.) como alternativas relevantes para o bloqueio da quimiotaxia e
respostas inflamatérias relacionadas aos receptores de quimiocinas, como
pode ser visto em varios artigos que exploram a quimiodiversidade dos
antagonistas de receptofes de quimiocinas (Gao, Z.; Metz, W. A. Chem. Rev.
2003, 103, 3733.; Pease, J.; Horuk, R. J. Med. Chem. 2012, 55, 9363.),
incluindo peptideos (Mungalpara, J.; Thiele, S.; Eriksen, &. et al. J. Med. Chem.
2012, 55, 10287.), anticorpos monoclonais (Catley, M. C.; Coote, J.; Bari, M. et
al. Pharmacol. Ther. 2011, 132, 333.) e pequenas moléculas de origem
sintética (Thoma, G.; Streiff, M. B; Kovarik, J. et al. J. Med. Chem. 2008, 51,
7915.; Wijtmans, M.; Scholten, D. J.; Esch, I. J. P., et al. Drug Discov. Today
Tech. 2012, 9, €229.).

Os receptores do tipo CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5 e CXCR4 sao
exemplos de receptores de quimiocinas que pogsuem antagonistas em ensaios
farmacolégicos pré-clinicos ou como farmacos ja registrados pelo 6rgao
regulatério de farmacos nos EUA, o FDA (do inglés Food and Drug
Administration), como pode ser observado na Figura 1. As estruturas

mostradas nesta Figura, ilustram a recorrente presenga de grupos funcionais
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amida, sulfonamida e ureia (em vermelho), assim como atomos de nitrogénio
basicos ou carregados positivamente (em azul) na arquitetura molecular destes
antagonistas. Enquanto os antagonistas BX471 (1) e JNJ-17166864 (2) tiveram
seus estudos interrompidos devido a falta de eficacia em estudos clinicos de
fase I, os compostos BMS-639623 (3) e GSK2239633 (4) estdo com estudos
clinicos fase | em andamento. O antagonistas de receptores de quimiocinas
maraviroc (5) and plerixafor (6) sdo farmacos registrados pelo FDA para o
tratamento da AIDS e mieloma multiplo, respectivamente (Pease, J.; Horuk, R.
J. Med. Chem. 2012, 55, 9363.; White, G. E.; Igbal, A. J.; Greaves, D. R.
Pharmacol. Rev. 2013, 65, 47.).

Os receptores de quimiocina CC do tipo 3 (CCR3), os quais sao
expressos em eosindfilos, basofilos, células T, mondcitos e macrofagos, foram
descritos pela primeira vez em 1996 e estdo envolvidos na regulagdo dos
processos inflamatérios da asma, DPOC (Scholten, D. J.; Canals, M,;
Maussang, D. et al. British J. Pharmacol. 2012, 165, 1617.) e rinite (Horuk, R.
Nat. Rev. Drug Discov. 2009, 8, 23.) atraves do reconhecimento molecular das
quimiocinas CCL5 (RANTES) (Clemetson, K. J.; Clemetson, J. M.; Proudfoot,
A. E. |I. et al. Blood. 2000, 96, 4046.), CCL6-8, CCL11 (eotaxina), CCL13,
CCL15, CCL24 (eotaxina-2) e CCL26 (eotaxina-3) (White, G. E.; igbal, A. J.;
Greaves, D. R. Pharmacol. Rev. 2013, 65, 47.).

Agonistas plenos, parciais e inversos do receptor CCR3 conhecidos
(Wan, Y.; Jakway, J. P.; Qiu, H. et al. Eur. J. Pharmacol. 2002, 456, 1.) e
estudos de mutagénese sitio-dirigido envolvendo o antagonista dual
CCR1/CCR3 UCB-35625 (estrutura ndo mostrada) (Sabroe, l.; Peck, M. J;
Keulen, B. J. V. et al. J. Biol. Chem. 2000, 275, 25985.; Mendong¢a, F. L.;
Fonseca, P. C. A.; Phillips, R. M. et al. J. Biol. Chem. 2005, 11, 4808.) e o
agonista CH0076789 (estrutura ndo mostrada) (Wise, E. L. J. Biol. Chem. 2007,
282, 27935) contribuiram significativamente para o entendimento de fatores
estruturais associados a modula¢éo do receptor CCR3 (Roumen, L.; Scholten,
D. J.; Kruijff, P. et al. Drug Discov. Today Tech. 2012, 9, e281.). Em
contrapartida, o desenho, a sintese e a avaliagdo farmacolégica de novos
antagonistas de receptores CCR3 (Wacker, D. A.; Santella lli, J. B.; Gardner,
D. S. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2002, 12, 1785.; Ting, P. C.; Lee, J. F;
Wu, J. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 1375.; Ting, P. C.; Umland, S.
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P.; Aslanian, R. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 3020.; Kauffman, G.
S.; Watson, P. S.; Nugent, W. A. J. Org. Chem. 2006, 71, 8975.; Jain, V.;
Saravanan, P.; Arvind, A. et al. Chem. Biol. Drug Des. 2011, 77, 373.; Allegretti,
M.; Cesta, M. C.; Garin, A. et al. Immunol. Lett. 2012, 145, 68.) tem fornecido
mais ferramentas para a busca de novos e efetivos antagonistas.

Para grande parte dos antagonistas de CCR3, sdo observados ao

menos uma subunidade amida ou ureia e ao menos um atomo de nitrogénio

- basico ou carregado positivamente, frequentemente ligado a uma subunidade

aromatica, como pode ser observado em varios trabalhos da literatura (Pease,
J.; Horuk, R. J. Med. Chem. 2012, 55, 9363.; Gardner, D. S.; Santelle, J. B.;
Tebben, A. J. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 586.; De Lucca, G. V,;
Kim, U. T.; Vargo, B. J. et al. J. Med. Chem. 2005, 48, 2194.; Pruitt, J. R.; Batt,

- D. G.; Wacker, D. A. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17, 2992.; Sato, |.;

Morihira, K.; Inami, H. et al. Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 5989.; Cherney, R.
J.; Nelson, D. J.; Lo, Y. C. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 5063.; Ting,
P. C.; Umland, S. P.; Aslanian, R. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15,
3020.; Nitta, A.; lura, Y.; Tomioka, H. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012, 22,
4951).

A subunidade bispiperidina amida substituida do composto 7 € um
exemplo que pode ser usado para investigagao da relagao estrutura-atividade
(REA) envolvendo antagonistas de receptores de quimiocinas CCR3 (Figura
2). Quando a subunidade (2-metil)benzila (A) é substituida pelas subunidades
potencialmente aceptoras de ligacdo de hidrogénio 4-aminofenila (8) ou 3-
quinolinila (9), observa-se aumento da constante de inibigao (Ki), enquanto que
substituicdo pelo grupo 4-quinolinila (10), com atomo de nitrogénio menos
basico que no composto 9, ndo afeta significativamente o perfil de acgéo
antagonista. Por outro lado, a substituicdo pelo grupo 6-quinolinila {11) diminui
a constante de inibicdo em CCR3, mostrando que a funcionalizacéo
regiosseletiva do grupo quinolina que resulta em maior afastamento entre o
atomo de nitrogénio do sistema heterociclico e o grupo amida resulta em uma
interacdo mais efetiva com o biorreceptor. Por sua vez quando a subunidade
3,4-diclorofenila (7) foi substituida por 4-clorofenila (12), 3-clorofenila (13), 4-
fluorofenila (14), 4-metoxifenila (15) ou 4-bromofenila (16) a atividade

evidenciada foi menos pronunciada que a do composto 7, destacando a
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importancia da subunidade 3,4-diclorofenila para a atividade de antagonistas
de receptores CCR3 desta série, 0 que provavelmente é consequéncia de suas
particulares propriedades eletrénicas e contribuigdo hidrofébica (B) (em azul)
(Ting, P. C.; Umland, S. P.; Aslanian, R. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005,

- 15, 3020.).

Outro resultado interessante envolveu a descoberta de antagonistas
duais de receptores de quimiocina CCR3 e de histamina do subtipo H; para o
tratamento da asma com risco reduzido de modulagao dos canais de potassio
Kv 11.1 (hERG), os quais podem estar relacionados a efeitos cardiacos
adversos. Quando dois receptores relacionados com a asma sao modulados
pela acdo de antagonistas, espera-se que o processo inflamatério seja mais
eficientemente controlado, especialmente devido ao fato de casos reportados
na literatura indicarem o beneficio em pacientes asmaticos da associacédo de
antagonistas de receptores Hy com farmacos anti-inflamatérios (Bahl, A.;
Barton, P.; Bowers, K. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012, 22, 6688.). Dessa
forma, podemos modular seletividade de antagonistas de receptores CCR3
(Naya, A.; Kobayashi, K.; Ishikawa, M. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11,
1219.), assim como a atividade dual envolvendo ao menos um subtipo de
receptor de quimiocina. Este conhecimento pode ser util no desenvolvimento
de antagonistas duais de receptores de quimiocinas (De Lucca, G. V.; Kim, U.
T.; Vargo, B. J. et al. J. Med. Chem. 2005, 48, 2194.), apesar dos melhores
ligantes identificados até o momento falharem nos ensaios pré-clinicos (White,
G. E.; Igbal, A. J.; Greaves, D. R. Pharmacol. Rev. 2013, 65, 47.).

Os receptores de quimiocina CC do tipo 4 (CCR4), os quais séo
expressos em ceélulas T, dentriticas, natural killer (NK), basoéfilos, monécitos e
macréfagos;, também estdo envolvidos na modulagdo dos processos
inflamatérios da asma e inflamagao pulmonaria alérgica (Mikhak, Z.; Fukui, M.;

Farsidjani, A. et al. J. Allergy Clin. Immunol. 2009, 67.) através da ativagao por

‘acado das quimiocinas CCL17 (TARC), CCL22 e da quimiocina derivada de

macréfagos (do inglés Macrophage-Derived Chemokine, MDC) (Mantovani, A.;
Gray, P. A.; Damme, J. V. et al. J. Leuk. Biol. 2000, 68, 400.; Horuk, R. Nat.
Rev. Drug Discov. 2009, 8, 23.; White, G. E.; Igbal, A. J.; Greaves, D. R.
Pharmacol. Rev. 2013, 65, 47.).
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Existem varias substancias sintéticas antagonistas de receptores CCR4
descritos na literatura (Burdi, D. F.; Chi, S.; Mattia. K. et al. Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2007, 17, 3141.; Zhao, F.; Xiao, J. H.; Wang, Y.; Li, S. Chinese Chem.
Lett. 2009, 20, 296.: Sun, Z.; Tian, L. J.; Lin, Q. et al. J. Pharmaceutical Anal.
2011, 4, 264.; Zhang, S.; Qi, H.; Yakufu, P. et al. Journal of Chromatography B.
2011, 879, 75.; Procopiou, P. A.; Ford, A. J.; Graves, R, H. et al. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2012, 22, 2730.; Procopiou, P. A.; Barrett, J. W,; Barton, N. et al. J.
Med. Chem. 2013, published on line 14 February 2013, DOl
10.1021/jm301572h), incluindo compostos com relevante atividade antagonista
frente ao receptor CCR4 que apresentam subunidades heteroaromaticas e
aminas terciarias, assim como derivados que combinam subunidades amidicas
com aminas terciarias. Essa quimiodiversidade mostra a importancia marcante
da subunidade amina terciaria e ilustra os diferentes grupos funcionais que
podem ser explorados no planejamento de novos ligantes para o receptor de
quimiocina do tipo CCR4 (Yokoyama, K.; Ishikawa, N.; lgarashi, S. et al.
Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 7021.; Yokoyama, K.; Ishikawa, N.; Igarashi, S.
et al. Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 64.; Wang, X.; Xu, F.; Xu, Q. et al. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2006, 16, 2800.; Yang, L.; Zhou, C.; Guo, L. et al. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2006, 16, 3735.; Allen, S.; Newhouse, B.; Anderson, A. S. et
al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2004, 14, 1619.).

Estudos com o antagonista dos receptores de quimiocina CCR4 17 e
seus analogos ilustram as contribuicbes das alteragcdes em varias subunidades
estruturais e suas consequéncias sobre o perfil de bioatividade (Figura 3). A
substituicdo da subunidade 2-naftila do composto 17 por outras subunidades
aromaticas ou nao-aromaticas menos lipofilicas, e.g. 4-isopropilfenila (18),
isopropila (19), fenila (20) ou benzila (21) resultou em aumento de Ki em
relagédo ao composto protétipo 17. A troca do grupo sulfona (SO,) pelo isostero
carbonila (22) ou por um grupo metileno (23) também foi responsavel pela
diminuicdo de atividade antagonista, provavelmente devido a perda de dois
atomos aceptores de ligagdo de hidrogénio. Quando a subunidade benzila do
composto 17 foi substituida por um atomo de hidrogénio (24) ou pelo grupo
isopropila (25) a atividade antagonista diminui, demonstrando a importancia da
presenca de uma subunidade aromatica nesta regido para interagdo com o

biorreceptor-alvo. Da mesma forma, o antipoda ético 26, que apresenta a
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configuragao absoluta R (ndo natural) do grupo espagador prolina também teve
sua atividade antagonista expressivamente reduzida. Por outro lado, a N-
metilacdo de 17 resultou em aumento de atividade do analogo 27, indicando a
influéncia de variagbes conformacionais da ligagdo peptidica e as
consequéncias no perfil de bioatividade. Além disso, trocas simultdneas, como
por exemplo: 5-Cl-2-naftila (mais lipofilica) substituindo 2-naftila, N-metilagao e
a introdugdo de um espagador metilénico no grupo benzila (28) resultam em
aumento significativo da atividade do protétipo 17 (Figura 3) (Burdi, D. F.; Chi,
S.; Mattia, K. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17, 3141.).

A asma é uma complexa doenca inflamatéria cronica que afeta mais de
300 milhdes de pessoas no mundo e este niumero tem crescido a cada ano
(Maddox, L.; Schwartz, D. A. Annu. Rev. Med. 2002, 53, 477.; Murdoch, J. R.;
Lioyd, C. M. Mutat. Res. 2010, 690, 24.). Existem varias abordagens
terapéuticas atualmente empregadas capazes de resultar em bons resultados
no controle dos episodios de crises da doenga (Adcock, I. M.; Caramori, G.;
Chung, K. F. Lancet. 2008, 372, 1073.; Moragén, E. M. Arch. Bronconeumol.
2010, 46, 347.), e.g. broncodilatadores (Dalence-Guzman, M. F.; Toftered, J.;
Thornqvist, V. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 4999.), agonistas f-
adrenérgicos (Alikhani, V.; Beer, D.; Bentley, D. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2004, 14, 4705.), corticosterdides (Gupta, R.; Jindal, D. P.; Kumar, G. Bioorg.
Med. ‘Chem. 2004, 12, 6331.; Millan, D. S.; Ballard, S. A.; Chunn, S. et al.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011, 21, 5826.), inibidores de fosfodiesterase 4
(PDE-4) (Piaz, V. D.; Giovannoni, M. P. Eur. J. Med. Chem. 2000, 35, 463.),
antagonistas de receptores de leucotrienos (Montuschi, P. Mini-Rev. Med.
Chem. 2008, 8, 647.), etc. Por outro lado, pacientes que sofrem de asma
severa (5-10%) nao respondem bem as terapias atuaimente disponiveis para o
tratamento desta doeng¢a (Adcock, I. M.; Caramori, G.; Chung, K. F. Lancet.
2008, 372, 1073.), induzindo a necessidade de se desenvolver novas
alternativas terapéuticas eficientes na melhoria da qualidade de vida de
pacientes asmaticos.

A fiosiopatologia da asma esta intimamente ligada com os receptores de
quimiocina CCR3 (Teran, L. M. Rev. Immunol. Today. 2000, 21, 235.) e CCR4
(Zimmermann, N.; Hershey, G. K.; Foster, P. S.; Rothenberg, M. E. J. Allergy
Clin. Immunol. 2003, 111, 227.; Smit, J. J.; Lukacs, N. W. Eur. J. Pharmacol.
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2006, 533, 277.), os quais sdo abundantemente expressos em eosindfilos e

células do tipo T2, respectivamente. Estes dois receptores de quimiocinas do
tipo CC estdao envolvidos no processo fisiopatolégico da asma, o qual
apresenta trés principais caracteristicas: a inflamagao, obstrugéo reversivel e
hiperresponsividade das vias aéreas (Barnes, P. J. Naf. Rev. Immunol. 2008, 8,

~ 183.; Koelink, P. J.; Overbeek, S. A.; Braber, S. et al. Pharmacol. Ther. 2012,

133, 1.).

A cascata alérgica da asma, a qual & caracterizada pela ativacao de
células do tipo Ty2, eosindfilos e mastdcitos, inicia-se com a exposi¢do a
estimulos externos, e.g. alérgenos inalaveis. Em seguida, estes alérgenos
podem desencadear o processo inflamatério da asma de duas formas: (a)
ligando-se as imunoglobulinas E presentes em mastécitos, dessa forma,
desencadeando a liberagéo de varios mediadores (e.g. histarhina, leucotrienos
e prostaglandinas), os quais sdo responsaveis pela broncoconstriccdo das
células musculares lisas presentes nas vias aéreas; (b) ativando células
dentriticas que s&do responsdveis da liberagdo das quimiocinas CCL17 e
CCL22. A modulagdo do receptor de quimiocina CCR3 é promovida pela
quimiocina CCL11, dessa forma, desencadeando o processo inflamatoério em
eosindfilos, o qual também esta relacionado a IL-5. Em paralelo, a ativagéo do
receptor de quimiocina CCR4 & promovida pelas quimiocinas CCL17 e CCL22,
as quais sado mais abundantes nas vias aéreas de pacientes asmaticos. A
ativagdo do receptor CCR4 tem como consequéncia o desencadeamento do
processo inflamatério através da liberagdo das interleucinas IL-4 e IL-9, que se
ligam a imunoglobulina E em mastécitos e a liberagdo das interleucinas IL-13 e
IL-5, as quais ativam as células B responsaveis pela produgdo da
inmunoglobulina E (IgE) e células responsaveis pela inflamacao eosinofilica,
respectivamente (Koelink, P. J.; Overbeek, S. A.; Braber, S. et al. Pharmacol.
Ther. 2012, 133, 1.).

Pelo exposto, podemos concluir que antagonistas de receptores de
quimiocinas do tipo CCR3 podem impedir a ativagdo promovida pela
quimiocina CCL11 e consequentemente a blogueio da inflamagéo eosinofilica.
Adicionalmente, a agcdo de antagonistas no receptor de quimiocina do tipo
CCR4 bloqueia diversos pontos estratégicos do processo inflamatério da asma:

ativagao das IgE em mastédcitos, que resultam em broncoconstricgdo (IL-4 e IL-
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9), ativagao pela EL-13 das células responsaveis pela produgao de IgE (células
B) e inflamagéao eosinofilica pela IL-5 (Koelink, P. J.; Overbeek, S. A.; Braber,
S. et al. Pharmacol. Ther. 2012, 133, 1.). Portanto, a busca de novos
antagonistas duais de receptores de quimiocinas CCR3 e CCR4 mostra-se
uma atraente estratégia para o tratamento do processo inflamatério envolvido

na asma brénquica.

Descricao das Figuras

Figura 1 - Farmacos e candidatos a farmacos registrados como antagonistas
dos receptores de quimiocina dos tipos CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5 e
CXCRA4.

Figura 2. Relacdo estrutura-atividade (REA) para derivados bispiperidina
amida substituidos antagonistas de receptores CCR3 com base em valores de
Ki. '
Figura 3. Aspectos da relagdo estrutura-atividade (REA) com valores de K;
para antagonistas sulfonamidicos do receptor CCR4.

Figura 4: Micrografia do citocentrifugado do lavado broncoalveolar.

Figura 5: Contagem de leucocitos totais e diferenciais no lavado
broncoalveolar. (A) Contagem leucocitos totais. (B) Contagem de células
mononucleares. (C) Contagem de neutréfilos recuperados nas amostras de
camundongos provocados com salina, LPS, LASSBio-1641 + LPS e LASSBio-
1642 + LPS. Os valores representam a média + EPM de no minimo 5 animais
por grupo. Para execug¢do das analises estatisticas foram realizados os testes
one-way ANOVA seguido pelo teste t de Newman Keuls. Os valores de P

inferiores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos.

Figura 6: Efeito dos compostos LASSBio-1641 e LASSBio-1642 sobre o
aumento de resisténcia pulmonar e hiper-reatividade observados apds
provocagao alérgica. Os valores apresentam a média tEPM de no minimo 5
animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo ndo tratado. "P<0,05

comparado ao grupo estimulado intranasalmente com salina.
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Figura 7: Efeito dos compostos LASSBio-1641 ¢ LASSBio-1642 sobre o
aumento de elastancia pulmonar e hiper-reatividade observados apoés
provocagado alérgica. Os valores representam a média zEPM de no minimo 5
animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo nio tratado. "P<0,05

comparado ao grupo estimulado intranasalmente com salina.

Figura 8: Efeito do tratamento com composto LASSBio-1765 nas
concentragdes de 50 ymol/kg e 100 umol/kg sobre o aumento de resisténcia e
hiper-reatividade das vias aéreas em camundongos desafiados com OVA. Os
valores representam a média £+ EPM de no minimo 5 animais por grupo. *
p<0.05 comparado ao grupo ndo tratado. + p<0.05 comparado ao grupo

estimulado com salina.

Figura 9: Efeito do tratamento com composto LASSBio-1765 nas
concentragdes de 50 umol/kg e 100 pmol/kg sobre o aumento de elastancia
pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas em camundongos desafiados com
OVA. Os valores representam a média + EPM de no minimo 5 animais por
grupo. * p<0.05 comparado ao grupo ndo tratado. + p<0.05 comparado ao
grupo estimulado com salina.

Figura 10: Contagem de leucécitos totais e diferenciais no lavado
broncoalveolar. As andlises incluem: Leucécitos totais (A), Macréfagos (B);
Linfécito (C); Eosindfilos (D); e Neutrofilos (E). O tratamento com LASSBio-
1765 nas doses de 50 pmolkg e 100umol/kg, foi realizada por via
intraperitoneal. Os valores representam a média £+ EPM de 5 animais por grupo.
Para execucdo das analises estatisticas foram realizados os testes one-way
ANOVA seguido pelo teste t de Newman-Keuls. Os valores de p inferiores ou

iguais a 0,05 foram considerados significativos.

Figura 11: Quantificacdo das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e eotaxina-1 em
amostras de tecido pulmonar. Os valores representam a média £+ EPM de 5
animais por grupo. Para execuc¢do das analises estatisticas foram realizados os
testes one-way ANOVA seguido pelo teste t de Newman-Keuls. Os valores de p

inferiores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos.
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Figura 12: Efeito do tratamento com LASSBio-1765 sobre a produgdo de muco

nas vias aéreas de camundongos A/J. A analise da produgdo de muco foi

avaliada por morfometria digital. Os valores representam a média + EPM. Para
execucao das analises estatisticas foram realizados os testes one-way ANOVA
seguido pelo teste t de Newman-Keuls. Os valores de p inferiores ou iguais a

0,05 foram considerados significativos.

Figura 13: Fotomicrografias representativas do efeito do tratamento com
LASSBIio-1765 sobre a produgdo de muco nas vias aéreas de camundongos
A/J. Salina (A); Ova+Tween 80 (0,2%) (B); LASSBio-1765 (50umol/kg) (C) e
LASSBio-1765 (50umol/kg) (D). O tratamento com LASSBio-1765 nas doses
de 50 pmol/kg e 100umol/kg, foi realizada por via intraperitoneal.

Figura 14: Efeito do composto LASSBio-1765 sobre a quimiotaxia de
eosindfilos in vitro induzida por eotaxina murina. As células foram incubadas
com LASSBIi0-1765 nas concentragdes de 10 OM e 1 UM; ou meio ou PEG
0,01%, a 37°C por 10 min e estimulados com eotaxina (0,1 OM). Os valores
representam a meédia £+ EPM. Para execugdo das analises estatisticas foram
realizados os testes one-way ANOVA seguido pelo teste t de Newman-Keuls.
Os valores de p inferiores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos.
Para a comparacéo entre dois grupos experimentais foi utilizado teste “t” de
Student para amostras nao pareadas. Os valores de p inferiores ou iguais a

0,05 foram considerados significativos.

Sumario da Invencio

A presente invencgéao trata de moléculas com perfis de atividade anti-
inflamatéria e antiasmatica, as quais provavelmente estdo relacionadas com a
modulagdo de receptores de quimiocinas do tipo CCR3 e CCR4, dessa forma,
objetiva-se o tratamento de doencgas inflamatérias crbnicas.

Como objetivo adicional, a presente invengdo visa proporcionar

composi¢cées farmacéuticas compreendendo novos compostos para o
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tratamento das doengas inflamatdrias cronicas, e.g. asma, rinite alérgica e
doencga pulmonar obstrutiva crénica.

As moléculas LASSBio-1641 ¢ LASSBio-1642 apresentam atividade anti-
inflamatoria, inibindo claramente o acimulo de neutréfilos nas vias aéreas
pulmonares induzido por LPS, com destaque para LASSBio-1642, que
apresentou inibicdo significativa nas provas de elastdncia e resisténcia
pulmonares.

A molécula LASSBio-1765 inibiu significativamente o acumulo de
eosindfilos e neutrdfilos nas vias aéreas de animais desafiados com ovo-
albumina, assim como as alteragdes na fungdo pulmonar e hiper-reatividade
das vias aéreas. Ademais, LASSBIio-1765 bloqueou a migracdo de eosindfilos
in vitro induzida por eotaxina, sugerindo fortemente a modulacéo de receptores
de quimiocina do tipo CCR3.

As etapas sintéticas envolvidas na produgdo dos compostos da
presente invencao s&o simples e ndo necessitam de realizagdo de purificagéo
cromatografica, o que resulta em vantagens do ponto de vista industrial.
Portanto, um objetivo adicional da presente invencdo é proporcionar processos
para a produgdo das moléculas anti-inflamatérias e antiasmaticas aqui

relacionadas.

Descricao Detalhada da Invencéao

Tendo feito uma breve referéncia aos objetivos da presente invengao,
passaremos agora a descrevé-la em seus detalhes, usando, sempre que
oportuno, as concretizagdes preferenciais da invengao.

Esta invencdo tem como uma das caracteristicas inovadoras, a sintese

- de novos derivados de nucleo estrutural (((piperidin-4-ilideno)hidrazinil)-2-

oxoetil) sulfonamidicos funcionalizados com estrutura geral (1), apresentando
as subunidades: (a) sulfonamida, (b) aminoacidica internalizada e {c) N-
acilidrazona, planejados racionalmente como antagonistas de receptores CCR3
e CCR4, candidatos a protétipos de novos agentes anti-inflamatérios e
antiasmaticos. O uso deste padrdo estrutural ndo foi relatado anteriormente, e,
portanto, os compostos descritos nesta invencao e sua metodologia sintética

representam uma inovagdo entre os agentes para o tratamento de doencgas
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inflamatérias crénicas, como a asma, rinite alérgica e doenga pulmonar

- obstrutiva cronica.

Os novos compostos de que trata esta invengdo pertencem a classe
dos derivados  (((piperidin-4-ilideno)hidrazinil)-2-oxoetil)  sulfonamidicos

funcionalizados e seus is6steros, de estrutura geral (1):

Esquema (l)

R; e Rs sdo: fenila, 2-fluorofenila, 3-fluorofenila, 4-fluorofenila, 2,3-difluorofenila,
3,4-difluorofenila, 2-clorofenila, 3-clorofenila, 4-clorofenila, 2,3-diclorofenila, 3,4-
clorofenila, 2-bromofenila, 3-bromofenila, 4-bromofenila, 2,3-dibromofenila, 3,4-
dibromofenila, 2-metilfenila, 3-metilfenila, 4-metilfenila, 2,3-dimetilfenila, 3,4-
dimetilfenila, 1-naftila,  2-naftila,  5-quinoxalina,  6-quinoxalina,  5-
benzo[d][1,3]dioxola e 5-(6-metilbenzo[d][1,3]dioxola).

R: e R; séo substituidos de forma que entre o atomo de enxofre e 0 atomo de

nitrogénio ligado a Ry, estejam internalizados na estrutura geral (I) os seguintes

- aminoacidos: Sarcosina, Glicina, D-Prolina, L-Prolina, D-Alanina, L-Alanina, D-

Leucina, L-Leucina, D-Isoleucina, L-Isoleucina, D-Cisteina, L-Cisteina, D-
Metionina, L-Metionina, D-Arginina, L-Arginina, D-Homoarginina, L-
Homoarginina, D-Lisina, L-Lisina, D-Triptofano, L-Triptofano, D-Serina, L-
Serina, D-Acido Aspartico, L-Acido Aspartico, D-Acido Glutamico, L-Acido
Glutamico, D-Triptofano, L-Triptofano, D-Asparagina, L-Asparagina, D-
Fenilalanina, L-Fenilalanina, D-Histidina, L-Histidina, D-Tirosina, L-Tirosina, D-
Valina, L-Vanila, D-Glutamina, L-Glutamina.

R, é hidrogénio, metila, etila, propila, isopropila, butila, isobutila, sec-butila e

benzila.
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Os novos compostos de formula (I) foram obtidos em bons rendimentos
quimicos, empregando-se metodologia sintética aqui descrita, que se
caracteriza por apresentar poucas etapas, partindo-se de compostos
comercialmente disponiveis, 0 que qualifica esta metodologia sintética para

utilizagéo industrial.

Os compostos da presente invengdo foram planejados através de

sinteses lineares, utilizando reagdes classicas como: ‘

- Substituicdo eletrofilica aromatica (formagdo dos sulfonatos de
potassio);

- Cloragao (formacao dos cloretos de sulfonila);

- Esterificagdo da glicina (formacéo de ésteres de aminoacidos da forma
de cloridratos);

- Adigao nucleofilica a sulfona (formagéo das sulfonamidas);

- Reacao de hidrazindlise de ésteres (formagao de hidrazidas);

- Condensagdo entre hidrazidas e cetonas (formagdo de N-

acilidrazonas).

Mais especificamente, os compostos de féormula (I) da presente
invencao podem ser preparados por um processo que compreende as etapas
de:

- Substituicdo eletrofilica aromatica em presenca de &cido sulfurico,
seguido de tratamento com acetato de potassio (formagdo dos sulfonatos de
potassio);

- Cloracdo em cloreto de tionila e N,N-dimetilformamida catalitico sob
aquecimento (formacao dos cloretos de sulfonila);

- Esterificagdo da glicina em cloreto de tionila e metanol sob refluxo
(formacao de ésteres de aminoacidos da forma de cloridratos);

- Adicao nucleofilica a sulfona em diclorometano a temperatura ambiente
(formacao das sulfonamidas);

- Reacgao de hidrazindlise de ésteres com hidrato de hidrazina e etanol
sob refluxo (formagao de hidrazidas);

- Condensacdo entre hidrazidas e cetonas com irradiagdo de micro-

ondas em reator de micro-ondas cientifico (formacéo de N-acilidrazonas).
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Uma descri¢do detalhada dos métodos sintéticos desta invengao para
alguns dos compostos reivindicados é relatada a seguir, incluindo-se os dados
espectroscdpicos relevantes a sua caracterizacdo. Os exemplos seguintes

ilustram, mas n&o limitam a presente invencao.

Exemplo 1

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA PREPARAGAO DOS
SULFONATOS DE POTASSIO: 2-METIL-3,4-
METILENODIOXIBENZENOSSULFONATO DE POTASSIO E DO 34-
METILENODIOXIBENZENOSSULFONATO DE POTASSIO |

7
<0©R 1. H,S0,, ACOEt, Ac,0, 0°C <0 18R
- 2
3 4 5 3
R=CHs. R=CHj
R=H. R=H.

Uma solugdo contendo 29,41 mmol do 3,4-metilenodioxitolueno
correspondente e 8,4 mL (88 mmol) de anidrido acético em 88 mL de acetato
de etila foi resfriada a 0°C em um baldo de fundo redondo de 250 mL de
capacidade. Em seguida, uma solugdo contendo 2,4 mL (37,2 mmol) de acido
sulfurico concentrado (d=1,84 g/mL) em 12 mL de acetato de etila gelado foi
entdo adicionada a primeira, gota a gota, durante 5§ minutos. A mistura
reacional foi agitada por 2 horas enquanto aqueceu a temperatura ambiente.

Em seguida, uma solugdo contendo 4,32 g (44 mmol) de acetato de
potassio em 22,4 mL de etanol a 95% foi adicionada, gota a gota, ao meio
reacional que permaneceu sob agitacdo por mais 30 minutos. O produto foi

isolado por filtragdo em funil de Buchner.

2-METIL-3,4-METILENODIOXIBENZENOSSULFONATO DE POTASSIO
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7 8
073 25 SO3K

Foram obtidos 7,32 g (98%) do 2-metil-3 4-
metilenodioxibenzenossulfonato de potassio como um sélido amorfo de cor
branca, P.F. = 192-194°C.

RMN de 'H a 200 MHz, D,0 (5-ppm): 7,46 (1H, s, H-4); 6,92 (1H, s, H-7); 6,10
(2H, s, H-2) e 2,63 (3H, s, H-8).

RMN de "*H a 50 MHz, D,O (8-ppm): 149,40 (C-1); 144,96 (C-3); 134,23 (C-6);
131,71 (C-5); 111,94 (C-4); 107,65 (C-7); 102,00 (C-2) e 19,62 (C-8).

3,4-METILENODIOXIBENZENOSSULFONATO DE POTASSIO

o016
1L
o 5 S0,;K

4

Foram obtidos 6,18 g (87,5%) do 3,4-metilenodioxibenzenossulfonato de
potassio como um sélido amorfo de cor branca, P.F. = 231-233°C.
RMN de 'H a 200 MHz, D0 (5-ppm): 7,405 (1H, dd, H-6, J> = 8,42 e J* = 1,96
Hz); 7,305 (1H, d, H-4, J* = 1,96 Hz); 6,99 (1H, d, H-7, J* = 8,42 Hz) e 6,10 (2H,
s, H-2).
RMN de *H a 50 MHz, D,O (3-ppm): 149,63 (C-1); 147,38 (C-3); 136,13 (C-5);
120,35 (C-6); 108,17 (C-4); 105,96 (C-7) e 102,00 (C-2).

Exemplo 2

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA PREPARAGAO DOS CLORETOS
DE SULFONILA: CLORETO DE 2-METIL-4,5-
METILENODIOXIBENZENOSSULFONILA E CLORETO DE 4,5-
METILENODIOXIBENZENOSSULFONILA
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R 7

<° SOCl,, DMF, 60°C 0 1~8ER
K

0 SO;K o

R=CH.
R=H.

Uma solugao contendo 14 mL (22,83 g, 191,7 mmol) de cloreto de tionila
e 0,13 mL (0,12 g, 1,64 mmol) de N,N-dimetilformamida (DMF) anidra foram
rapidamente adcionados a 19,7 mmol do metilenodioxibenzenosulfonato de
potassio correspondente previamente pesado em um baldo de fundo redondo
com 250 mL de capacidade. A mistura resultante foi agitada a 60°C por 3,5
horas. Ao final deste tempo, adicionou-se cuidadosamente quantidade
suficiente de gelo picado a mistura, que foi entdo extraida utilizando-se
diclorometano (DCM) (3 x 80 mL) e solucéo saturada de NaCl (1 x 80 mL).

Em seguida, a fase organica foi seca com Na>SO, anidro e o solvente foi
evaporado sob pressado reduzida para fornecer o cloreto de benzenossulfonila

correspondente.

CLORETO DE 2-METIL-4,5-METILENODIOXIBENZENOSSULFONILA

7

8
2 11
o 5°S0,Cl

%4

Foram obtidos 3,21 g (69,7%) do cloreto de 2-metil-4,5-
metilenodioxibenzenossulfonila como um sélido amorfo de cor marrom clara,
P.F. =58-60°C, Rf = 0,70 n-hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MHz, DMSO (3-ppm): 7,21 (1H, s, H-4); 6,71 (1H, s, H-7);
5,95 (2H, s, H-2) e 2,42 (3H, s, H-8).

RMN de "*H a 50 MHz, DMSO (5-ppm): 147,39 (C-1); 144,16 (C-3); 139,44 (C-
6); 129,99 (C-5); 110,82 (C-4); 107,49 (C-7); 101,06 (C-2) e 19,93 (C-8).

CLORETO DE 4,5-METILENODIOXIBENZENOSSULFONILA
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0. 16
00
o 5°S0,Cl

4

Foram obtdos 285 g (658%) do  cloreto de 45-
metilenodioxibenzenossulfonila como um sélido amorfo de cor marrom clara,
P.F. = 41-43°C, Rf = 0,70 n-hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MHz, DMSO (5-ppm): 7,105 (1H, dd, H-6, J* =842 e J* =
1,96 Hz); 7,045 (1H, d, H-4, J* = 1,96 Hz); 6,83 (1H, d, H-7, J* = 8,42 Hz) e 6,01
(2H, s, H-2).

RMN de *H a 50 MHz, DMSO (5-ppm): 147,69 (C-1); 146,72 (C-3); 141,89 (C-
5); 119,67 (C-6); 117,37 (C-4); 106,34 (C-7) e 101,35 (C-2).

Exemplo 3

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA PREPARACAO DO
CLORIDRATO DO ESTER METILICO DA GLICINA

0 SOCl,, MeOH o]
Ho/k/NH2 0°C para 60°C H;C\O/li\/NH{CI'
2

Foram adicionados 3 equivalentes de clbreto de tionila (22 mL, d = 1,64
g/cm®) em uma solugdo contendo 1 equivalente de glicina (P.F. = 238-240°C)
(7,5 g) e 10 equivalentes de metanol (41 mL, d = 0,79 g/cm®) em um baldo de
fundo redondo de 500 mL de capacidade em banho de gelo. A solugao
resultante foi entdo aquecida até temperatura de refluxo em metanol a noite
toda. O metanol e o cloreto de tionila em excesso foram entdo removidos sob
pressdo reduzida para fornecer o cloridrato do éster metilico da glicina em
rendimento quantitativo (11,56 g; 100%) como um sdlido amorfo de cor branca
e ponto de fusao na faixa de 175-177°C.

RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (8-ppm): 8,62 (3H, s, NH3"); 3,75 (2H, s, H-2)
e 3,71 (3H, s, H-3).
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RMN de "°H a 50 MMHz, DMSO (5-ppm): 168,02 (C-1); 52,58 (C-2) e 39,52 (C-
3).

Exemplo 4

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL GERAL PARA PREPARAGAO DAS
METILENODIOXIBENZENOSSULFONAMIDAS

o] R4
o " aﬁ[g@
o] X o) i
N ou N
Hyt Il cr ﬁi\ﬂ/ 0 7o CHs

R .
<°i© 1 2.0 2 o C" / 1EA DCM
- ou
o S0,CI Glicina: X=H,R,=CH; ° R,
Sarcosina: X=CH,, R,=CH,CH X
R4=CHs. 3» R;=CH,CH, % ]@LQ .
R1:H. O S/

Em um baldo de 250 mL de capacidade, contendo 5,54 mmol do
cloridrato do éster de aminoacido correspondente em 0,85 mL de trietilamina,
adicionou-se 40 mL de diclorometano e em seguida 5,54 mmol do cloreto de
metilenodioxibenzenosulfonamida correspondente. A mistura reacional foi
agitada por 2,5 horas a temperatura ambiente, sendo adicionados 1,22 mL de
trietilamina (1,1 equivalente) apds 1 hora do inicio da reagao.

Ao final da reacéo, evidenciado por cromatografia em camada fina
(CCF), o produto foi isolado ap6s adicdo de 100 mL de diclorometano e
extragdo com solugdo de HCl 10% (4 x 40 mL), seguido de extracdo com
solugao saturada de NaCl (3 x 80 mL). A fase orgéanica foi seca com Na;SO4
anidro, seguido de evaporacao do solvente para fornecer produto desejado na
faixa de rendimento de 58-86%.

2-(6-METILBENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA)ACETATO 'DE
METILA
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Foram obtidos 1,37 g (86,0%) de 2-(6-metilbenzo[d][1,3]dioxola-5-
sulfonamida)acetato de metila como um soélido amorfo de cor marrom clara,
P.F. =72-74°C, Rf = 0,61 n-hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MHz, CDCI; (8-ppm): 7,35 (1H, s, H-4); 6,67 (1H, s, H-7);
5,96 (2H, s, H-2); 5,28 (1H, t, NH, J° = 3,92 Hz); 3,67 (2H, d, H-9, J* = 3,92 Hz);
3,61 (3H, s, C-11) e 2,51 (3H, s, H-8).

RMN de H a 50 MHz, CDCl; (3-ppm): 169,61 (C-10); 151,31 (C-1); 145,77
(C-3); 133,59 (C-6); 129,84 (C-5); 112,29 (C-4); 110,09 (C-7); 102,22 (C-2);
52,70 (C-11); 43,93 (C-9) e 20,30 (C-8).

2-(BENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA)ACETATO DE METILA

ety L s,
0790”3

obtidos 932 mg (567,9%) de 2-benzo[d][1,3]dioxola-5-
sulfonamida)acetato de metila como um sdélido amorfo de cor branca, P.F. =
144-146°C, Rf = 0,62 n-hexano/AcOEt (1:9).

RMN de "H a 200 MHz, DMSO (5-ppm): 8,06 (1H, t, NH, J° = 5,88 Hz); 7,325
(1H, dd, H-6, J°> = 7,84 e J* = 1,96 Hz); 7,255 (1H, d, H-4, J* = 1,96 Hz): 7,055
(1H, d, H-7, J* = 7,84 Hz); 6,15 (2H, s, H-2); 3,665 (2H, d, H-8, J* = 5,88 Hz) e
3,55 (3H, s, H-10).

RMN de "*H a 50 MHz, DMSO (3-ppm): 169,37 (C-9); 150,64 (C-1); 147,71 (C-
3); 133,83 (C-5); 122,00 (C-6); 108,06 (C-4); 106,52 (C-7): 102,36 (C-2); 51,77
(C-10) e 43,71 (C-8).

Foram
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2-(N,6-DIMETILBENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA)ACETATO DE
ETILA

Foram obtidos 1,29 g (77,5%) de 2-(N,6-dimetilbenzo[d][{1,3]dioxola-5-

- sulfonamida)acetato de metila como um dleo de cor marrom clara, Rf = 0,70 n-

hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MHz, DMSO (8-ppm): 7,39 (1H, s, H-4); 6,67 (1H, s, H-7);
5,96 (2H, s, H-2); 4,105 (2H, q, H-12, J* = 5,88 Hz); 3,93 (2H, s, H-10); 2,82
(3H, s, H-9); 2,46 (3H, s, H-8) e 1,19 (3H, t, H-13, J° = 5,88 Hz).

RMN de "®*H a 50 MHz, DMSO (5-ppm): 168,82 (C-11); 151,24 (C-1); 145,80
(C-3); 134,22 (C-6); 129,71 (C-5); 112,35 (C-4); 110,51 (C-7); 102,20 (C-2);
61,51 (C-12); 50,40 (C-10); 35,39 (C-9); 20,49 (C-8) e 14,21 (C-13).

2-(N-METILBENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA)ACETATO DE ETILA
146 8
2T g

3 5
08 L M

O=w=0

Foram obtidos 1,40 g (82,9%) de 2-(N-metilbenzo[d][1,3]dioxola-5-
sulfonamida)acetato de metila como um 6leo de cor marrom clara, Rf = 0,68 n-
hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MHz, DMSO (5-ppm): 7,315 (1H, dd, H-6, >’ =7,84 e J* =
1,96 Hz); 7,165 (1H, d, H-4, J® = 1,96 Hz); 6,82 (1H, d, H-7, J* = 7,84 Hz); 6,01
(2H, s, H-2); 4,07 (2H, g, H-11, J*> = 5,88 Hz): 3,89 (2H, s, H-9); 2,81 (3H, s, H-
8) e 1,17 (3H, t, H-12, J® = 5,88 Hz).

RMN de "*H a 50 MHz, DMSO (5-ppm): 172,71 (C-10); 151,59 (C-1); 148,33
(C-3); 131,80 (C-5); 123,31 (C-8); 108,33 (C-4); 107,92 (C-7); 102,40 (C-2);
60,47 (C-11); 52,51 (C-9); 31,04 (C-8) e 24,80 (C-12).
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(S)-1-((6-METILBENZOI[d][1,3]DIOXOL-5-IL)SULFONIL)PIRROLIDINA-2-
CARBOXILATO DE METILA

8
016 CH; 9 10
2<OI>§,N 11
3 4 53 12 14

0 _CH
07130 3

Foram obtidos 1,09 g (60,4%) de (S)-1-((6-dimetilbenzo[d][1,3]dioxol-5-
il)sulfonil)pirrolidina-2-carboxilato de metila como um éleo de cor marrom clara,
Rf = 0,64 n-hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MHz, CDCl; (8-ppm): 7,39 (1H, s, H-4); 6,66 (1H, s, H-7);
5,95 (2H, s, H-2); 4,34 (1H, dd, H-12, J = 3,52 e 8,50 Hz); 3,55 (3H, s, H-14);
3,45-3,25 (2H, m, H-9); 2,50 (3H, s, H-8) e 2,25-1,75 (4H, m, H-10 e H-11).
RMN de *H a 50 MHz, CDCl; (5-ppm): 172,62 (C-13); 151,25 (C-1); 145,75
(C-3); 134,72 (C-6); 130,05 (C-5); 112,12 (C-4); 110,30 (C-7); 102,16 (C-2),
59,79 (C-12); 52,27 (C-14); 48,51 (C-9); 31,29 (C-11); 24,88 (C10) e 20,45 (C-
8).

(S)-1-((BENZO[d][1,3]DIOXOL-5-IL)SULFONIL)PIRROLIDINA-2-
CARBOXILATO DE METILA

1,40 g (758%) de (S)-1-((benzo[d][1,3]dioxol-5-
il)sulfonil)pirrolidina-2-carboxilato de metila como um soélido bege, P.F = 83-
85°C, Rf = 0,54 n—hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MHz, CDCl; (5-ppm): 7,375 (1H, dd, H-6, J° = 8,26 e J* =
2,05 Hz); 7,235 (1H, d, H-4, J* = 2,05 Hz); 6,82 (1H, d, H-7, J* = 8,26 Hz); 6,01
(2H, s, H-2); 4,22 (1H, dd, H-11, J = 8,04 e 5,20 Hz); 3,66 (3H, s, H-13); 3,50-
3,10 (2H, m, H-8) e 2,20-1,60 (4H, m, H-9 e H-10).

Foram obtidos
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RMN de "*H a 50 MHz, CDCl; (5-ppm): 172,69 (C-12); 151,59 (C-1); 148,33
(C-3); 131,82 (C-5); 123,30 (C-6); 108,32 (C-4); 107,91 (C-7); 102,40 (C-2);
60,47 (C-11); 52,50 (C-13); 48,52 (C-8); 31,04 (C-10) e 24,79 (C-9).

Exemplo 5

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL GERAL PARA PREPARAGAO DAS
HIDRAZIDAS METILENODIOXIBENZENOSSULFONAMIDICAS

e90
O
o g-N g,N
O,CH3 - .NH,

N,H4(H,0), 6-8 h, refluxo
°0

J
o

R4 =CH3.
R1=H.

ou
<O Ry X X=H,R,=CHj; R1
10 I X=CH,, R,=CH,CH
5 2N 3, R;=CH;CH; ( j@(‘? |
i
O

Os ésteres aminoacidicos N-sulfonilsubstituidos (3,48 mmol) foram
adicionados, em pequenas por¢des, a um baldo de fundo redondo de 100 mL
contendo 1,1 mL de hidrato de hidrazina (65%) em 1,8 mL de etanol sob
agitagdo. A mistura reacional foi aquecida sob refluxo por 6-8 horas. Apéds

isolamento, as hidrazidas correspondentes foram obtidas com faixa de
rendimento entre 36,0 e 90,5%.

2-(6-METILBENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA)ACETIL HIDRAZIDA

S
(o]
-
0 o
O=n=0 Qo
o] \ ‘”:’r
-
c>_/'~9
Z
€I
M

Ao término da reagao o pH foi ajustado para 8-9, adicionou-se 40 mL de

agua gelada, o balao foi colocado em banho de gelo por 30 min e o precipitado

formado foi filtrado em funil de Buchner. Foram obtidos 790 mg (79,0%) de 2-
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(6-metilbenzo[d][1,3]dioxola-5-sulfonamida)acetil hidrazida como um sélido
amorfo de cor amarelo clara, P.F. = 180-182°C, Rf = 0,10 n-hexano/AcOEt
(1:9). i

RMN de "H a 200 MHz, DMSO-d; (8-ppm): 9,01 (1H, s, C=O-NH); 7,86 (1H, s,
SO2-NH); 7,32 (1H, s, H-4); 6,97 (1H, s, H-7); 6,11 (2H, s, H-2); 3,80 (2H, s,
NH-NH2); 3,42 (2H, s, H-9) e 2,50 (3H, s, C-8).

RMN de "*H a 50 MHz, DMSO-ds (5-ppm): 167,14 (C-10); 150,32 (C-1); 145,19
(C-3); 132,69 (C-6); 131,25 (C-5); 112,04 (C-4); 108,78 (C-7); 102,19 (C-2);
43,57 (C-9) e 19,80 (C-8).

2-BENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA)ACETIL HIDRAZIDA

ol 6

35 8

255 J\
OQQN,NHZ

H

Ao término da reagao o pH foi ajustado para 8-9, adicionou-se 40 mL de
agua gelada, o balao foi colocado em banho de gelo por 30 min e o precipitado
formado foi filtrado em funil de Buchner. Foram obtidos 363 mg (36,3%) de 2-
benzo[d][1,3]dioxola-5-sulfonamida)acetil hidrazida como um sélido amorfo de
cor branca, P.F. = 126-128°C, Rf = 0,08 n-hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MHz, DMSO (5-ppm): 9,03 (1H, s, C=0-NH); 7,75 (1H, s,
S0,-NH); 7,325 (1H, dd, H-6, J® = 8,24 e J* = 1,54 Hz); 7,265 (1H, d, H-4, J* =
1,54 Hz); 7,055 (1H, d, H-7, J® = 8,24 Hz); 6,15 (2H, s, H-2); 4,14 (2H, s,
NHNH,) e 3,34 (2H, s, H-8).

RMN de *H a 50 MHz, DMSO (5-ppm): 166,83 (C-9); 150,72 (C-1); 147,77 (C-
3); 133,54 (C-5); 122,23 (C-6); 108,27 (C-4); 106,73 (C-7); 102,43 (C-2) e 43,95
(C-8).

2-(N,6-DIMETILBENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA)ACETIL
HIDRAZIDA
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Ao término da reagéo o pH foi ajustado para 8-9, adicionou-se 40 mL de
agua gelada e o baldo foi colocado em banho de gelo por 30 min, mas néo
houve precipitacdo. Em seguida o etanol foi evaporado, adicionou-se 40 mL de
solugao saturada de cloreto de sé6dio, o baldo foi colocado em banho de gelo e
o produto foi finalmente extraido em acetato de etila (3x50 mL). Foram obtidos
552 mg (55,3%) de 2-(N,6-dimetilbenzo[d][1,3]dioxola-5-sulfonamida)acetil
hidrazida como um éleo de cor amarela, Rf = 0,12 n-hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MHz, DMSO (8-ppm): 9,13 (1H, s, C=0-NH); 7,35 (1H, s, H-
4); 6,69 (1H, s, H-7); 6,12 (2H, s, H-2); 4,25 (2H, s, NHNH»); 3,73 (2H, s, H-10);
2,77 (3H, s, H-9) e 2,45 (3H, s, H-8).

RMN de "H a 50 MHz, DMSO (3-ppm): 166,81 (C-11); 150,62 (C-1); 145,43
(C-3); 133,17 (C-6); 129,57 (C-5); 112,22 (C-4); 109,09 (C-7); 102,33 (C-2);
49,83 (C-10); 35,20 (C-9) e 19,96 (C-8).

2-(N-METILBENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA)ACETIL HIDRAZIDA

7 8
01 A8
2{ o FHs
O ii/ \9
3,5 S
o] _NH,
0710 N
10N

Ao término da reacdo o pH foi ajustado para 8-9, adicionou-se 40 mL de
agua gelada, o balao foi colocado em banho de gelo por 30 min e o precipitado
formado foi filtrado em funil de Buchner. Foram obtidos 572,5 mg (57,2%) de 2-
(N-metilbenzo[d][1,3]dioxola-5-sulfonamida)acetil hidrazida como um sélido de
cor branca, P.F. = 1566-158°C, Rf = 0,08 n-hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MHz, DMSO (8-ppm): 9,15 (1H, s, C=O-NH); 7,34 (1H, s, H-
6); 7,29 (1H, s, H-4); 7,105 (1H, d, H-7, J° = 7,90 Hz); 6,17 (2H, s, H-2); 4,34
(2H, s, NHNHy); 3,58 (2H, s, H-9) e 2,67 (3H, s, H-8).
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RMN de "*H a 50 MHz, DMSO (5-ppm): 166,40 (C-10); 151,17 (C-1); 147,98
(C-3); 130,29 (C-5); 123,04 (C-6); 108,44 (C-4); 107,25 (C-7); 102,59 (C-2);
50,94 (C-9) e 35,93 (C-8).

(S)-1-((6-METILBENZO[d][1,3]DIOXOL-5-IL)SULFONIL)PIRROLIDINA-2-
ACETIL HIDRAZIDA

GCH3910

013N

Ao término da reagdo o pH foi ajustado para 8-9, adicionou-se 40 mL de
agua gelada e o baldo foi colocado em banho de gelo por 30 min, mas nao
houve precipitagdo. Em seguida o etanol foi evaporado, adicionou-se 40 mL de
solugdo saturada de cloreto de sédio, o baldo foi colocado em banho de gelo e
o produto foi finalmente extraido em acetato de etila (3x50 mL). Foram obtidos
775 mg (77,5%) de (S)-1-((6-dimetilbenzo[d][1,3]dioxol-5-il)sulfonil)pirrolidina-2-
acetil hidrazida como um 6leo de cor marrom, Rf = 0,09 n-hexano/AcOEt (1:9).
RMN de 'H a 200 MHz, CDCl; (8-ppm): 7,94 (1H, s, C=O-NH); 7,29 (1H, s, H-
4); 6,67 (1H, s H-7); 5,97 (2H, s, H-2); 4,19 (1H, dd, H-12, J = 2,72 e 8,20 Hz);
3,40-3,10 (2H, m, H-9); 2,94 (2H, s, NHNH,); 2,49 (3H, s, H-8) e 2,25-1,70 (4H,
m, H-10 e H-11).

RMN de *H a 50 MHz, CDCl; (5-ppm): 171,86 (C-13); 151,72 (C-1); 146,29
(C-3); 134,34 (C-6); 127,91 (C-5); 112,45 (C-4); 110,16 (C-7); 102,43 (C-2),
60,98 (C-12); 49,31 (C-9); 30,51 (C-11); 24,77 (C10) e 21,12 (C-8).

(S)-1-((BENZO[d][1,3]DIOXOL-5-IL)SULFONIL)PIRROLIDINA-2-ACETIL
HIDRAZIDA

2<D\i/?

012N
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Ao término da reacgado o pH foi ajustado para 8-9, adicionou-se 40 mL de

~ agua gelada e o baléo foi colocado em banho de gelo por 30 min, mas nao

houve precipitagdo. Em seguida o etanol foi evaporado, adicionou-se 40 mL de
solugao saturada de cloreto de sodio, o balao foi colocado em banho de gelo e
o produto foi finalmente extraido em acetato de etila (3x50 mL). Foram obtidos
905 mg (90,5%) de (S)-1-((benzo[d][1,3]dioxol-5-il)sulfonil)pirrolidina-2-acetil
hidrazida como um éleo de cor marrom clara, Rf = 0,08 n-hexano/AcOEt (1:9).
RMN de 'H a 200 MHz, CDCIl; (5-ppm): 8,22 (1H, s, C=O-NH); 7,335 (1H, dd,
H-6, J® = 8,13 e J* = 2,03 Hz); 7,195 (1H, d, H-4, J* = 2,03 Hz); 6,86 (1H, d, H-
7, J® = 8,13 Hz); 6,04 (2H, s, H-2); 4,20-4,00 (1H, m, H-11); 3,80-3,00 (4H, m,
H-8 e NHNH;) e 2,30-1,50 (4H, m, H-9 e H-10).
RMN de ™H a 50 MHz, CDCI; (5-ppm): 171,63 (C-12); 152,14 (C-1); 148,64
(C-3); 129,04 (C-5); 123,73 (C-6); 108,67 (C-4); 107,99 (C-7); 102,62 (C-2),
61,85 (C-11); 49,85 (C-8); 30,27 (C-10) e 24,48 (C-9).

Exemplo 6

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL GERAL PARA PREPARAGAO DAS N-
ACILIDRAZONAS METILENODIOXIBENZENOSSULFONAMIDICAS

R1=CH3.
R;=H.

0O R1 (o] R1
G o I

1 it

X
N
X=H
o] o ﬁ,NHz 0 O;L _NH, X=CH,
MW, 80 W, 2 h, 80°C, O
sistema aberto U\/@
o} Ry o Ri y
SOy ow < T 0 5y
(o] ﬁ/ O 13
iltfJ\l\ O o N'N\
N H N

Iz

6]

o)

Em um tubo para reator de micro-ondas de Pyrex equipado com agitador
magnético, adicionou-se 1 equivalénte das hidrazidas sulfonamidicas
correspondentes e 02 equivalentes da N-benzilpiperidona. Visando

homogeneizagao, foram adicionados cerca de 5 mL de diclorometano ao tudo,
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agitou-se a mistura reacional por 2 minutos e o solvente foi entdo evaporado. O
tubo foi colocado no reator de micro-ondas cientifico CEM Discover o qual foi
programado com 0s seguintes parametros: Poténcia = 80 W, Temperatura =
80°C, Tempo = 2 horas e em sistema aberto. O fluxo de ar para resfriamento
do sistema foi usado somente para manter a temperatura (80°C) constante
durante toda a reagéo. |

Ao término da reagéo, o sistema foi resfriado até temperatura ambiente,
resultando na formagéo das N-acilidrazonas correspondentes. Em seguida, o
produto foi lavado com éter etilico em funil de buchner e o solvente residual foi
removido em bomba de alto vacuo, fornecendo os derivados com faixa de
rendimento de 65,7 a 85,6%.

N-(2-(2-(1-BENZILPIPERIDIN-4-ILIDENO)HIDRAZINIL)-2-OXOETIL)-6
METILBENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA (LASSBio-1843)

8

2 1 Lo X

(o) s~ j\
12 19

o 010&/"‘\11 14 18220

1NN 21

15 1617 22

Partindo-se de 500 mg (1,74 mmol) da hidrazida correspondente e 2
equivalentes da N-benzilpiperidona, foram obtidos 662 mg (82,96%) de N-(2-(2-
(1-benzilpiperidin-4-ilideno)hidrazinil)-2-oxoetil)-6-metilbenzo[d][1,3[dioxola-5-
sulfonamida LASSBi0-1843 como um sdélido amorfo de cor bege, P.F. = 162-
164°C, Rfy = 0,67 metanol 100%.

RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (8-ppm): 10,44 e 10,17 (1H, CONH); 7,90-
7,71 (1H, SO,NH); 7,50-7,10 (6H, m, H-4, H-18, H-19, H-20, H-21 e H-22); 6,93
(1H, s, H-7); 6,07 (2H, s, H-2); 4,00-3,50 (4H, H-16 e H-9) e 2,60-2,00 (11H, m,
H-8, H-12, H-13, H-14 e H-15).

RMN de "“H a 50 MMHz, DMSO (5-ppm): 169,49 e 164,22 (C-10, C=0);
158,90 e 153,70 (C-11); 150,13 (C-1); 145,03 (C-3); 138,26 (C-17); 132,64 (C-
6); 131,73 (C-5); 128,78 (C-18 e C-22); 128,23 (C-19 e C-21); 127,01 (C-20);
111,96 (C-4); 108,72 (C-7); 102,08 (C-2); 61,26 (C-16); 53,12 (C-14 e C-15);
51,76 e 43,23 (C-9); 34,22 € 26,55 (C-12 e C-13) e 19,76 (C-8, CH3).



10

15

20

25

30/50

RMN de DEPT-135, DMSO (3-ppm): 128,78 (C-18 e C-22); 128,23 (C-19 e C-
21); 127,01 (C-20); 111,96 (C-4); 108,72 (C-7); 102,08 (C-2); 61,26 (C-16);
53,12 (C-14 e C-15); 51,76 e 43,23 (C-9); 34,22 e 26,55 (C-12 e C-13) € 19,76
(C-8, CH3).

[CLAE] Tempo de retengéo (ir) = 5,88 min. 99,92% (240 nm) em 60% de
acetonitrila e 40% de agua (volume de injegao: 20 ulL).

[Espectrometria de massas de alta resolugao (HRMS)] Férmula molecular
proposta = CxHsN4O5S. Massa Monoisotopica: 458,162391 m/z. [M + H] =
459,169667 m/z; [2M + Na] = 939,314002 m/z. Massas encontradas: 459,1713
e 939,3115 m/z.

N-(2-(2-(1-BENZILPIPERIDIN-4-ILIDENO)HIDRAZINIL)-2-OXOETIL)
BENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA (LASSBio-1831)

0- 18
S
H/ 8
P
grede
H
5 21

Partindo-se de 500 mg (1,83 mmol) da hidrazida correspondente e 2

prdu o

equivalentes da N-benzilpiperidona, foram obtidos 696 mg (85,58%) de N-(2-(2-
(1-benzilpiperidin-4-ilideno)hidrazinil)-2-oxoetil)benzo[d][ 1, 3[dioxola-5-
sulfonamida LASSBio-1831 como um sélido amorfo de cor amarela, P.F. = 79-
81°C, Rf = 0,75 metanol 100%.

RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (8-ppm): 10,49 e 10,22 (1H, CONH); 7,69
(1H, s, SO;NH); 7,50-7,20 (7H, m, H-4, H-6, H-17, H-18, H-19, H-20 e H-21);
7,10-6,90 (1H, m, H-7); 6,13 (2H, s, H-2); 4,20-3,50 (4H, m, H-8 e H-15) ¢ 2,75-
2,00 (8H, m, H-11, H-12, H-13 e H-14).

RMN de "*H a 50 MMHz, DMSO (5-ppm): 169,28 e 164,06 (C-9, C=0); 159,07
e 153,88 (C-10); 150,66 (C-1); 147,71 (C-3); 138,27 (C-16); 133,96 (C-5);
128,80 (C-17 e C-21); 128,26 (C-18 e C-20); 127,04 (C-19); 122,21 (C-6);
108,07 (C-4); 106,76 (C-7); 102,40 (C-2); 61,28 (C-15); 53,14 e 52,28 (C-13 e
C-14); 44,56 e 40,68 (C-8) e 34,24 ¢ 27,32 (C-11 e C-12).



10

15

20

25

31/50

RMN de DEPT-135, DMSO (3-ppm): 128,80 (C-17 e C-21); 128,26 (C-18 e C-
20); 127,04 (C-19); 122,21 (C-6); 108,07 (C-4); 106,76 (C-7); 102,40 (C-2);
61,28 (C-15); 53,14 e 52,28 (C-13 e C-14); 44,56 e 40,68 (C-8) e 34,24 ¢ 27,32
(C-11 e C-12).

[CLAE] Tempo de retengéo (tr) = 4,585 min. 98,11% (254 nm) em 60% de
acetonitrila e 40% de agua (volui*ne de injecéo: 20 pL).

[Espectrometria de massas de alta resolugcao (HRMS)] Féormula molecular
proposta = Cz1H24N405S. Massa Monoisotopica: 444,146741 m/z. [M + Na] =
467,135962 m/z; [2M + Na] = 911,282702 m/z. Massas encontradas: 467,1375

e 911,2820 m/z.

N-(2-(2-(1-BENZILPIPERIDIN-4-ILIDENO)HIDRAZINIL)-2-OXOETIL)-N,6-
DIMETILBENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA (LASSBio-1642)

8
AL
n/ 10
5 8
0] NA12 15 1
" TQK)
18

16 17 23

o]

Partindo-se de 300 mg (0,99 mmol) da hidrazida correspondente e 2

equivalentes da N-benzilpiperidona, foram obtidos 376 mg (79,92%) de N-(2-(2-
(1-benzilpiperidin-4-ilideno)hidrazinil)-2-oxoetil)-N,6-dimetilbenzo[d][1,3[dioxola-
5-sulfonamida LASSBio-1642 como um sélido amorfo de cor branca, P.F. = 84-
86°C, Rf = 0,57 metanol 100%.
RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (5-ppm): 10,56 e 10,34 (1H, CONH); 7,50-
7,25 (6H, m, H-4, H-19, H-20, H-21, H-22 e H-23); 7,03 (1H, s, H-7); 6,16 (2H,
s, H-2); 4,34 e 3,97 (2H, H-17); 3,57 (2H, s, H-10); 2,89 e 2,86 (3H, H-9) e 2,75-
2,25 (11H, m, H-8, H-13, H-14, H-15 e H-16).

RMN de ™H a 50 MMHz, DMSO (5-ppm): 169,21 e 163,99 (C-11, C=0);
158,81 e 153,55 (C-12); 150,40 (C-1); 145,30 (C-3); 138,24 (C-18); 132,86 (C-
6); 130,48 (C-5); 128,72 (C-19 e C-23); 128,19 (C-20 e C-22); 126,97 (C-21);
112,17 (C-4); 108,81 (C-7); 102,22 (C-2); 61,21 (C-17); 53,09 (C-15 e C-16);
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51,78 e 49,83 (C-10); 35,28 (C-9); 34,22 e 26,51 (C-13 E C-14) e 19,79 (C-8,
CH;).

RMN de DEPT-135, DMSO (3-ppm): 128,72 (C-19 e C-23); 128,19 (C-20 e C-
22); 126,97 (C-21); 112,17 (C-4); 108,81 (C-7); 102,22 (C-2); 61,21 (C-17);
53,09 (C-15 e C-16); 51,78 e 49,83 (C-10); 35,28 (C-9); 34,22 e 26,51 (C-13 E
C-14) e 19,79 (C-8, CH;3).

[CLAE] Tempo de retencdo (tr) = 6,931 min. 96,25% (254 nm) em 60% de
acetonitrila e 40% de agua (volume de injegao: 20 ul).

[Espectrometria de massas de alta resolugdao (HRMS)] Formula molecular
proposta = Cp3H2sN4OsS. Massa Monoisotopica: 472,178041 m/z. [M + H] =
473,185317 m/z; [2M + Na] = 967,345303 m/z. Massas encontradas: 473,1873
e 967,3443 m/z.
N-(2-(2-(1-BENZILPIPERIDIN-4-ILIDENO)HIDRAZINIL)-2-OXOETIL.)-N-
METILBENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-SULFONAMIDA (LASSBio-1765)

8
0.1 6
2T Lo
H/N 9
O g
1 12 19
5 A na
o mg & 14 1 20
13NN 21

15 1617 22

Partindo-se de 300 mg (1,04 mmol) da hidrazida correspondente e 2
equivalentes da N-benzilpiperidona, foram obtidos 396 mg (82,70%) de N-(2-(2-
(1-benzilpiperidin-4-ilideno)hidrazinil)-2-oxoetil)-N-metilbenzo[d][1,3[dioxola-5-
sulfonamida LASSBio-1765 como um sélido amorfo de cor marrom clara, P.F.
= 141-143°C, Rf = 0,79 metanol 100%.

RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (5-ppm): 10,50 e 10,32 (1H, CONH); 7,50-
7,00 (8H, m, H-4, H-6, H-7, H-18, H-19, H-20, H-21 e H-22); 6,16 (2H, s, H-2);
4,19 e 3,79 (2H, H-16); 3,60 (2H, H-9); 2,79 e 2,72 (3H, H-8) e 2,60-2,20 (8H,
m, H-12, H-13, H-14 e H-15).

RMN de *H a 50 MMHz, DMSO (8-ppm): 169,12 e 163,81 (C-10, C=0);
159,32 e 153,67 (C-11); 151,18 (C-1); 147,94 (C-3); 138,29 (C-17); 131,89 (C-
5); 128,89 (C-18 e C-22); 128,32 (C-19 e C-21); 127,11 (C-20); 123,03 (C-6),
108,42 (C-4); 107,10 (C-7); 102,57 (C-2); 61,34 (C-16); 53,20 (C-14 e C-15);
51,89 e 50,52 (C-9); 35,85 (C-8) e 34,22 € 26,59 (C-12 e C-13).
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RMN de DEPT-135, DMSO (5-ppm): 128,89 (C-18 e C-22); 128,32 (C-19 e C-
21); 127,11 (C-20); 123,03 (C-6); 108,42 (C-4); 107,10 (C-7); 102,57 (C-2);
61,34 (C-16); 53,20 (C-14 e C-15); 51,89 e 50,52 (C-9); 35,85 (C-8) e 34,22 ¢
26,59 (C-12 e C-13).

[CLAE] Tempo de retencdo (tr) = 5,504 min. 98,69% (248 nm) em 60% de
acetonitrila e 40% de agua (volume de inje¢éo: 20 ulL).

[Espectrometria de massas de alta resolu¢ao (HRMS)] Férmula molecular
proposta = CxHysN4O5S. Massa Monoisotopica: 458,162391 m/z. [M + H] =
459,169667 m/z; [2M + H] = 917,332058 m/z. Massas encontradas: 459,1710 e
917,3290 m/z.

(S)-N’-(1-BENZILPIPERIDIN-4-ILIDENO)-1-((6-METILBENZO[d][1,3]DIOXOL-
5-ILSULFONIL)-PIRROLIDINO-2-CARBOIDRAZIDA (LASSBio-1641)

Partindo-se de 500 mg (1,52 mmol) da hidrazida correspondente e 2
equivalentes da N-benzilpiperidona, foram obtidos 581 mg (65,66%) de (S)-N'-
(1-benzilpiperidin-4-ilideno)-1-((6-metilbenzo[d][1,3]dioxol-5-ilsulfonil)-
pirrolidino-2-carboidrazida LASSBio-1641 como um sdlido amorfo de cor
marrom, P.F. = 50-52°C, Rf = 0,61 metanol 100%.

RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (8-ppm): 10,36 e 10,28 (1H, CONH); 7,50-
7,10 (6H, m, H-4, H-20, H-21, H-22, H-23 e H-24); 6,98 (1H, s, H-7); 6,11 (2H,
s, H-2); 5,25-4,25 (1H, m, H-12); 3,62 e 3,55 (2H, H-19); 3,50-3,20 (2H, m, H-
9); 2,75-2,25 (11H, m, H-8, H-15, H-16, H-17 e H-18) e 2025-1,65 (4H, m, H-10
e H-11).

RMN de *H a 50 MMHz, DMSO (3-ppm): 172,73 e 167,55 (C-13, C=0);
160,10 (C-14); 150,29 (C-1); 145,41 (C-3); 138,20 (C-20); 133,76 (C-6); 129,68
(C-5); 128,88 (C-21 e C-25); 128,29 (C-22 e C-24); 127,09 (C-23); 112,13 (C-
4); 109,07 (C-7); 102,32 (C-2); 61,30 (C-19); 60,72 e 59,24 (C-12); 52,30 (C-17
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e C-18); 51,85 e 48,56 (C-9); 40,67 (C-15 e C-16); 34,17 e 31,34 (C-11); 27,45
e 24,64 (C-10) e 20,02 (C-8, CHa).

RMN de DEPT-135, DMSO (5-ppm): 128,88 (C-21 e C-25); 128,30 (C-22 e C-
24); 127,10 (C-23); 112,14 (C-4); 109,08 (C-7); 102,32 (C-2); 61,31 (C-19);
60,72 e 59,23 (C-12); 52,30 (C-17 e C-18);51,83 e 48,54 (C-9); 40,67 (C-15 e
C-16); 34,17 e 31,34 (C-11); 27,46 e 24,65 (C-10) e 20,02 (C-8).

[CLAE] Tempo de retencao (tr) = 6,353 min. 98,20% (254 nm) em 60% de
acetonitrila e 40% de agua (volume de injegao: 20 pl).

[Espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS)] Férmula molecular
proposta = CosH30N4OsS. Massa Monoisotopica: 498,193691 m/z. [M + H] =
499,200967 m/z; [2M + H] = 997,394658 m/z. Massas encontradas: 499,2034 e
997,3936 m/z.

(S)-1-BENZOI[d][1,3]DIOXOL-5-ILSULFONIL-N’-(1-BENZILPIPERIDIN-4-
ILIDENO)PIRROLIDINO-2-CARBOIDRAZIDA (LASSBio-1830)

Partindo-se de 500 mg (1,59 mmol) da hidrazida correspondente e 2
equivalentes da N-benzilpiperidona, foram obtidos 607 mg (78,85%) de (S)-1-
benzo[d][1,3]dioxol-5-ilsulfonil-N'-(1-benzilpiperidin-4-ilideno)pirrolidino-2-
carboidrazida LASSBio-1830 como um 6leo viscoso de cor laranja, Rf = 0,75
metanol 100%.

RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (5-ppm): 10,45 e 10,32 (1H, CONH); 7,50-
7,00 (8H, m, H-4, H-6, H-7, H-20, H-21, H-22, H-23 e H-24); 6,17 (2H, s, H-2),
5,00-4,00 (1H, m, H-11); 3,59 e 3,54 (2H, H-18); 3,560-3,00 (2H, m, H-8); 2,75-
2,25 (8H, m, H-14, H-15, H-16 e H-17) € 2,00-1,25 (4H, m, H-9 e H-10).

RMN de ®H a 50 MMHz, DMSO (5-ppm): 172,79 e 167,57 (C-12, C=0);
160,35 (C-13); 151,35 (C-1); 148,11 (C-3); 138,15 (C-19); 130,36 (C-5); 128,93
(C-20 e C-24); 128,32 (C-21 e C-23); 127,14 (C-22); 123,26 (C-6); 108,49 (C-
4); 107,33 (C-7); 102,66 (C-2); 61,31 (C-18); 60,74 e 60,07 (C-11); 52,31 (C-16
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e C-17); 51,90 e 49,10 (C-8); 40,67 (C-14 e C-15); 34,18 € 30,83 (C-10) e 27,48
e 24,50 (C-9).

RMN de DEPT-135, DMSO (5-ppm): 128,93 (C-20 e C-24); 128,32 (C-21 e C-
23); 127,13 (C-22); 123,25 (C-6); 108,49 (C-4); 107,31 (C-7); 102,66 (C-2);
61,30 (C-18); 60,73 e 60,05 (C-11); 52,30 (C-16 e C-17); 51,89 e 49,09 (C-8);
40,67 (C-14 e C-15); 34,17 e 30,83 (C-10) e 27,48 e 24,49 (C-9).

[CLAE] Tempo de retencdo (fr) = 5,494 min. 98,80% (248 nm) em 60% de
acetonitrila e 40% de agua (volume de injecdo: 20 ulL).

[Espectrometria de massas de alta resolugdao (HRMS)] Foérmula molecular
proposta = Cy4H2sN40O5S. Massa Monoisotépica: 484,178041 m/z. [M + Na] =
507,167262 m/z; [2M + Na] = 991,345303 m/z. Massas encontradas: 507,1665
e 991,3392 m/z.

Exemplo 7

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL GERAL PARA PREPARAGAO DAS N-
ACILIDRAZONAS MOLECULARMENTE SIMPLIFICADAS (LASSBio-1842) e
N’-(1-BENZILPIPERIDIN-4-ILIDENO-BENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-
CARBOIDRAZIDA

O
R1D/kN,NH2 p : D/m
R;
Ri=H,Ry=H MW, 80 W, 2 h, 80°C, sistema aberto =H,R;=H
R1 = Rz = 'O'CHZ"O- R1 = Rz =.0- CH2 -O-

Em um tubo para reator de micro-ondas de Pyrex equipado com agitador
magnético, adicionou-se 1 equivalente das hidrazidas sulfonamidicas
correspondentes e 02 equivalentes da N-benzilpiperidona. Visando
homogeneizac¢ao, foram adicionados cerca de 5 mL de diclorometano ao tudo,
agitou-se a mistura reacional por 2 minutos e o solvente foi entdo evaporado. O
tubo foi colocado no reator de micro-ondas cientifico CEM Discover o qual foi
programado com os seguintes parametros: Poténcia = 80 W, Temperatura =

80°C, Tempo = 2 horas e em sistema aberto. O fluxo de ar para resfriamento



10

15

20

25

30

36/50

do sistema foi usado somente para manter a temperatura (80°C) constante
durante toda a reacao.

Ao término da reacéo, o sistema foi resfriado até temperatura ambiente,
resultando na formacgdo das N-acilidrazonas correspondentes, as quais foram
obtidas em grau de pureza adequado apos lavagem com éter etilico em funil de

buchner e remog¢ao do solvente residual em bomba de alto vacuo.

N’-(1-BENZILPIPERIDIN-4-ILIDENO)BENZOIDRAZIDA (LASSBio0-1842)
, 0 9 1
10~_N
475 8 12 13144 18

Partindo-se de 700 mg (5,14 mmol) da benzohidrazida e 2 equivalentes

da  N-benzilpiperidona, a  N-(1-benzilpiperidin-4-ilideno)benzoidrazida
LASSBIio-1842 foi obtida em rendimento quantitativo (1,58 g, 65,66%) como
um soélido amorfo de cor laranja, P.F. = 142-144°C, Rf = 0,64 metanol 100%.
RMN de 'H a2 200 MMHz, DMSO (8-ppm): 9,05 (1H, CONH); 7,70 (2H, d, H-2 e
H-6, J° = 6,94 Hz); 7,50-7,00 (8H, m, H-3, H-4, H-5, H-15, H-16, H-17, H-18 e
H-19); 3,50 (2H, s, H-13) e 2,75-2,25 (8H, m, H-9, H-10, H-11 e H-12),

RMN de "*H a 50 MMHz, DMSO (5-ppm): 164,36 e 160,65 (C-7, C=0); 138,09
(C-1 e C-8); 133,65 (C-14); 131,73 (C-2 e C-6); 129,00 (C-15 e C-19); 128,61
(C-3 e C-5); 128,36 (C-16 e C-18); 127,34 (C-4); 127,27 (C-17); 62,36 e 61,97
(C-13); 62,91 e 52,12 (C-11 e C-12) € 41,30 € 34,77 (C-9 e C-10).

RMN de DEPT-135, DMSO (6-ppm): 131,75 (C-2 e C-6); 129,02 (C-15 e C-19),
128,63 (C-3 e C-5); 128,38 (C-16 e C-18); 127,36 (C-4); 127,29 (C-17); 62,38 e
61,99 (C-13); 52,93 € 52,14 (C-11 e C-12) € 41,32 € 34,79 (C-9 e C-10).
[CLAE] Tempo de retencao (tr) = 5,065 min. 96,74% (256 nm) em 60% de
acetonitrila e 40% de agua (volume de injegdo: 20 ulL).

[Espectrometria de massas de alta resolugao (HRMS)] Férmula molecular
proposta = CygH21N3O. Massa Monoisotdpica: 307,168462 m/z. [M + Na] =
330,157683 m/z; [2M + Na] = 637,326146 m/z. Massas encontradas: 330,1588
e 637,3271 m/z.
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N’-(1-BENZILPIPERIDIN-4-ILIDENO_BENZO[d][1,3]DIOXOLA-5-
CARBOIDRAZIDA

2< SN ];/\1'1\/©

7 8 121520 1°

Partindo-se de 150 mg (0,83 mmol) da benzo[d][1,3]dioxola-5-
carboidrazida e 2 equivalentes da N-benzilpiperidona, a N'-(1-benzilpiperidin-4-
ilideno)benzo[d][1,3]dioxola-5-carboidrazida foi obtida em rendimento
quatitativo (292 mg, 78,85%) como um sélido amorfo de cor beje, P.F. = 118-
120°C, Rf = 0,64 metanol 100%.

RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (5-ppm): 8,86 (1H, s, CONH); 7,50-7,20 (7H,
m, H-4, H-6, H-16, H-17, H-18, H-19 e H-20); 6,81 (1H, d, H-7, J* = 8,59 Hz);
6,00 (2H, s, H-2); 3,56 (2H, s, H-14) e 2,75-2,25 (8H, m, H-10, H-11, H-12 e H-
13).

RMN de '*H a 50 MMHz, DMSO (5-ppm): 168,06 (C-8, C=0); 150,69 (C-1);

- 148,01 (C-3); 138,15 (C-9); 129,07 (C-16 e C-20); 128,43 (C-17 e C-19); 127,66

(C-5); 127,34 (C-18); 121,72 (C-6); 108,14 (C-4 e C-7); 101,81 (C-2); 62,44 (C-
14); 53,01 € 52,16 (C-11 e C-13) € 41,38 € 34,84 (C-10 e C-12).

RMN de DEPT-135, DMSO (5-ppm): 129,06 (C-16 é C-20); 128,42 (C-17 e C-
19); 127,33 (C-18); 121,71 (C-6); 108,13 (C-4 e C-7); 101,80 (C-2); 62,43 (C-
14); 53,00 € 52,15 (C-11 e C-13) € 41,37 e 34,83 (C-10 e C-12).

[CLAE] Tempo de retencao (tr) = 5,063 min. 98,80% (269 nm) em 60% de
acetonitrila e 40% de agua (volume de injecdo: 20 ul).

[Espectrometria de massas de alta resolugao (HRMS)] Férmula molecular
proposta = CyoH21N3O3. Massa Monoisotépica: 351,158292 m/z. [M + Na] =
374,147513 m/z; [2M + Na] = 725,305804 m/z. Massas encontradas: 374,1489
e 725,3062 m/z.
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Exemplo 8

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA PREPARAGCAO DO (S)-1-
NAFTALEN-2-ILSULFONIL-PIRROLIDINA-2-CARBOXILATO DE METILA

‘g ‘ ~S0,Cl TEA,DCM

Em um baldo de 250 mL de capacidade, contendo 415 mg (2,50 mmol)
do cloridrato do éster metilico do aminoacido S-prolina em 0,46 mL de
trietilamina, adicionou-se 23 mL de diclorometano e em seguida 567 mg (2,50
mmol) do cloreto de naftaleno-2-sulfonila. A mistura reacional foi agitada por 24
horas a temperatura ambiente, sendo adicionados mais 0,69 mL de trietilamina
apo6s uma hora do inicio da reagao.

Ao final da reacao, evidenciado por cromatografia em camada fina
(CCF), o produto foi isolado apo6s adicdo de 100 mL de diclorometano e
extracdo com solugdo de HCI 10% (4 x 40 mL), seguido de extragdo com
solugdo saturada de NaCl (3 x 80 mL). A fase orgénica foi seca com NaSO4
anidro, seguido de evaporacgdo do solvente para fornecer o (S)-1-naftalen-2-
ilsulfonil-pirrolidina-2-carboxilato de metila em rendimento quantitativo (798 mg,
100%) como um sélido amorfo de cor marrom clara, P.F.= 81-83°C, Rf = 0,69
n-hexano/AcOEt (1:9).

RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (5-ppm): 8,36 (1H, s, H-1); 8,00-7,70 (4H, m,
H-3, H-4, H-5 e H-8); 7,65-7,45 (2H, m, H-6 e H-7); 4,33 (1H, t, H-14, J* = 7,66
Hz); 3,61 (3H, s, H-16); 3,55-3,20 (2H, m, H-11) e 2,10-1,50 (4H, m, H-12 e H-
13).

RMN de *H a 50 MMHz, DMSO (5-ppm): 172,66 (C-15); 135,47 (C-10); 135,03
(C-2); 132,29 (C-9); 129,42 (C-5); 128,90 (C-7); 128,02 (C-4 e C-8); 127,63 (C-
6); 122,90 (C-1 e C-3); 60,57 (C-14); 52,49 (C-16); 48,61 (C-11); 31,04 (C-13) e
24,78 (C-12).
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Exemplo 9

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA PREPARAGAO DA (S)1-
(NAFTALEN-2-ILSULFONIL)PIRROLIDINA-2-CARBOIDRAZIDA

5.0 4
6 10 ~3 11 12
(“) J NoHy(H,0), refluxo o
5~ EtOH, 6-8 h 7 LN 13
1t 8 9 1 2 14
o) _CH, i NH
0~ O 015u, 2

O (S)-1-naftalen-2-ilsulfonil-pirrolidina-2-carboxilato de metila (800 mg,
3,50 mmol) foi adicionado, em pequenas porgdes, a um baldo de fundo
redondo de 100 mL contendo 5 mL de hidrato de hidrazina (65%) em 15 mL de
etanol sob agitacdo. A mistura reacional foi aquecida sob refluxo por 6-8 horas.
Ao término da reacgao, adicionou-se 40 mL de agua gelada e o baldo foi
colocado em banho de gelo por 30 min, o que resultou na precipitagdo da (S)-
1-(naftalen-2-ilsulfonil)pirrolidina-2-carboidrazina em 37,50% (300 mg) de
rendimento como um sélido amorfo de cor marrom clara, P.F. = 145-147°C, Rf
= 0,23 n-hexano/AcOEt (1:9).
RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (5-ppm): 8,36 (1H, s, H-1); 8,80-8,10 (1H, s,
CONH); 8,00-7,70 (4H, m, H-3, H-4, H-5 e H-8); 7,70-7,50 (2H, m, H-6 e H-7);
4,205 (1H, dd, H-14, J® = 8,41 e J* = 3,15 Hz); 4,00-3,00 (2H, s, NHNH,); 3,75-
3,00 (2H, m, H-11); 2,25-1,25 (3H, m, H-12 e H-13).
RMN de "H a 50 MMHz, DMSO (3-ppm): 171,72 (C-15); 135,29 (C-10); 132,95
(C-2); 132,34 (C-9); 129,90 (C-5); 129,65 (C-7); 129,54 (C-4); 129,38 (C-8);
128,13 (C-6); 128,03 (C-3); 122,86 (C-1); 62,01 (C-14); 49,99 (C-11); 30,32 (C-
13) e 24,56 (C-12).

Exemplo 10

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA PREPARAGAO DA (S)-N'-(1-
BENZILPIPERIDIN-4-ILIDENE)-1-(NAFTALEN-2-ILSULFONIL)PIRROLIDINA-
2-CARBOIDRAZIDA (LASSBio-1844) |



10

15

20

25

40/50
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Em um tubo para reator de micro-ondas de Pyrex equipado com agitador
magnético, adicionou-se 300 mg (0,94 mmol) da (S)-1-(naftalen-2-
ilsulfonil)pirrolidina-2-carboidrazina e 02 equivalentes da N-benzilpiperidona.
Visando homogeneizagéo, foram adicionados cerca de 5 mL de diclorometano
ao tudo, agitou-se a mistura reacional por 2 minutos e o solvente foi entédo
evaporado. O tubo foi colocado no reator de micro-ondas cientifico CEM
Discover, o qual foi programado com os seguintes parametros: Poténcia = 80
W, Temperatura = 80°C, Tempo = 2 horas e em sistema aberto. O fluxo de ar
para resfriamento do sistema foi usado somente para manter a temperatura
constante (80°C) durante toda a reagéao.

Ao término da reagao, o sistema foi resfriado até temperatura ambiente,
resultando na formacdo da (S)-N'-(1-benzilpiperidin-4-ilideno)-1-(naftalen-2-
ilsulfonil)pirrolidina-2-carboidrazida LASSBio-1844. Em seguida, o produto foi
lavado com éter etilico em funil de buchner e o solvente residual foi removido
em bomba de alto vacuo, fornecendo LASSBio-1844 em 77,15% (414 mg) de
rendimento como um 6leo viscoso de cor marrom clara, Rf = 0,64 metanol
100%.

RMN de 'H a 200 MMHz, DMSO (3-ppm): 10,46 e 10,33 (1H, CONH); 8,51 e
8,46 (1H, H-1); 8,30-7,80 (4H, m, H-3, H-4, H-5 e H-8); 7,33 (5H, m, H-23, H-
24, H-25, H-26 e H-27); 5,075 e 4,375 (1H, m, H-14); 3,60 e 3,54 (2H, H-21);
3,70-3,30 (2H, m, H-11); 2,75-2,25 (8H, m, H-17, H-18, H-19 e H-20) e 2,00-
1,30 (4H, m, H-12 e H-13).

RMN de *C a 50 MMHz, DMSO (5-ppm): 172,55 e 167,27 (C-15, C=0);
160,41 (C-16); 138,17 (C-22); 134,45 (C-10); 131,75 (C-2); 129,43 (C-9);
129,37 (C-5); 128,97 (C-7); 128,78 (C-4); 128,71 (C-8); 128,20 (C-23 e C-27);
127,84 (C-24 e C-26); 127,84 (C-6); 127,63 (C-3); 127,00 (C-25); 122,68 (C-1);
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61,22 (C-21); 60,64 e 60,09 (C-14); 53,01 e 52,22 (C-19 e C-20); 51,82 e 49,07
(C-11); 40,61 (C-17 e C-18); 34,13 e 30,80 (C-13); 27,45 e 24,34 (C-12).

RMN de DEPT-135, DMSO (5-ppm): 129,37 (C-5); 128,97 (C-7); 128,78 (C-4);
128,71 (C-8); 128,20 (C-23 e C-27); 127,84 (C-24 e C-26); 127,84 (C-6); 127,63
(C-3); 127,00 (C-25); 122,68 (C-1); 61,22 (C-21); 60,64 e 60,09 (C-14); 53,01 e

152,22 (C-19 e C-20); 51,82 e 49,07 (C-11); 40,61 (C-17 e C-18); 34,13 e 30,80

(C-13); 27,45 e 24,34 (C-12).

[CLAE] Tempo de retencao (tr) = 8,936 min. 97,89% (254 nm) em 60% de
acetonitrila e 40% de agua (volume de injegao: 20 ul).

[Espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS)] Formula molecular
proposta = C,7H30N403S. Massa Monoisotépica: 490,203862 m/z. [M + H] =
491,211138 m/z; [M + Na] = 513,193083 m/z; [2M + H] = 981,5000 m/z; [2M +
Na] = 1003,396944 m/z. Massas encontradas: 491,2134; 513,1955; 981,4123 e
1003,3939 m/z.

Avaliacdo Farmacologica
Atividade inibitéria da migracao de neutréfilos de LASSBio-1641 e

LASSBio-1642

Observou-se aumento significativo no numero de leucécitos totais

recuperados no lavado broncoalveolar dos animais desafiados com LPS,
indicando que a provocagdo com LPS resultou na mobilizagdo macica de
neutréfilos para os pulmdes. Nos animais tratados com LASSBio-1641 ou
LASSBIio-1642, houve inibicdo significativa dessa mobilizacdo quando
comparado com o grupo nao tratado e desafiado com LPS (Figura 4). Dessa
forma, ambos o0s compostos testados sdo capazes de atenuar
significativamente a migracdo de neutréfilos para o foco da lesao, assim como
também podemos observar que a inibicdo da migragao celular para o tecido
pulmonar no grupo tratado com LASSBio-1642 apresentou tendéncia de maior
inibicdo do infiltrado, embora ndo se tenha encontrado diferenca
estatisticamente significativa na comparagdo dos efeitos exibidos pelos dois
grupos submetidos a tratamento com os compostos LASSBio-1641 ou
LASSBio-1642 (Figura 5).

Atividade inibitoria da hiper-reatividade das vias aéreas e elastancia

pulmonar das vias aéreas periféricas de LASSBio-1641 e LASSBio-1642
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Visto que a hiper-reatividade das vias aéreas € uma das principais
caracteristicas da asma, os derivados LASSBio-1641 ¢ LASSBio1642 foram
avaliados em um modelo experimental de asma em camundongos. Com base
nos resultados obtidos, também podemos destacar que a estimulagdo com LPS
resultou em hiper-reatividade das vias aéreas, como mostrado através das
respostas de aumento de resisténcia pulmonar (Figura 6) e elastancia
pulmonar (Figura 7), geradas apds aerolizagcdo de doses crescentes de
metacolina. O tratamento intraperitoneal com o derivado LASSBio-1642 na
dose de 100 umol/Kg inibiu a resposta de hiper-reatividade das vias aéreas a
metacolina, bem como as alteragdes relacionadas ao aumento de elastancia
pulmonar (vias aéreas periféricas). Também foi observada a tendéncia de
protecdo dessas alteragbes dos animais tratados com LABSSBio-1641 na
dose de 100 umol/Kg, apesar dos valores nao serem estatisticamente
significativos.

Efeito do composto LASSBio-1765 nas alteracdes patolégicas associadas

a inflamacao alérgica pulmonar

Utilizando modelo experimental de asma em camundongos, o tratamento
intraperitoneal com LASSBio-1765 foi avaliado quanto a sua capacidade de
modificar o quadro de hiperreatividade brénquica observada nesse modelo.
Notou-se que camundongos desafiados por via intranasal com OVA
apresentaram uma alteracdo significativa na fungdo pulmonar, dados estes
atestados pelo aumento da resisténcia das vias aéreas (Figura 8) e elastancia
pulmonar (Figura 9), ap6s provocagcdo com metacolina, quando comparados
aos animais controles (desafiados com salina).

O tratamento com o LASSBi0-1765, nas doses de 50 e 100 ymol/Kg,
ndo alteraram os valores basais de resisténcia e elastancia pulmonares.
Entretanto, ambas as doses (50 e 100 ymol/Kg) inibiram a hiper-reatividade
das vias aéreas, revelada apés aerossolizagao com metacolina.

Avaliacido de LASSBio-1765 quanto ao perfil leucocitario no lavado

broncoalveolar (BAL)

O préoximo passo, entdo, foi avaliar o perfil leucocitario presente no
lavado broncoalveolar (BAL) de camundongos desafiados com OVA. A
provocacgao alérgica causou um claro aumento no nimero de leucdcitos totais

(Figura 10A) recuperados no BAL, quando comparado aos camundongos
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desafiados apenas com salina. Este aumento se deu principalmente pela
migragéo de eosinofilos (Figura 10D) e neutréfilos (Figura 10E) para o espago
broncoalveolar. Nao foi observada diferenga significativa quando avaliamos a
populagdo de macréfagos (Figura 10B) e linfécitos (Figura 10C) no BAL de
camundongos desafiados com OVA quando comparados aos animais salina.
Também podemos observar que apenas a dose de 100 umol/Kg de LASSBio-
1765, foi capaz de inibir de forma significativa o nimero de leucécitos totais,
em eosindfilos e neutrdfilos no BAL de camundongos desafiados com OVA.

Avaliacao de L ASSBio-1765 quanto ao perfil da resposta quanto ao

bloqueio de citocinas pro-inflamatérias e guimiocinas

Para complementagdo dos dados acerca da interferéncia desse
tratamento na inflamacéo pulmonar alérgica, avaliamos o perfil de resposta do
LASSBio-1765 quanto ac potencial blogueio de citocinas pré-inflamatérias e
quimiocinas. Para isso, usamos o método de ELISA, através do qual
quantificou-se 1L-4, IL-5, IL-13 e eotaxina-1 em extratos do tecido pulmonar.

Observamos que o composto LASSBio-1765, tanto na dose de 50
Mmol/kg, quanto na dose de 100 umol/kg ndo modificou os niveis aumentados
de IL-5, IL-13 e eotaxina-1, enquanto que os valores de IL-4 permaneceram
inalterados mesmo no grupo nao tratado (Figura 11).

Avaliacdo de LASSBIio-1765 quanto a inibicido da producdo de muco nas
vias aéreas

Os animais provocados, semanalmente, com ovoalbumina apresentaram
mudangas estruturais relevantes como a hiperplasia e hipertrofia de células
caliciformes, provocando um aumento significativo na produgdo de muco,
quando comparado ao animais desafiados com salina. O tratamento com
LASSBio-1765 nas doses de 50 umol/kg e 100 pmol/kg (Figura 12), em
animais desafiados durante quatro semanas, inibiu, significativamente, a
producdo de muco nas vias aéreas, como mostrado na Figura 13 (C e D),
respectivamente.

Efeito de LASSBIio-1765 na mobilizacao de eosindfilos in vitro
Por ultimo, investigou-se o efeito do LASSBio-1765 (1 uM e 10 uM) na

resposta quimiotatica de eosindfilos isolados da cavidade peritoneal de ratos
normais expostos ao gradiente quimiotatico de eotaxina-1 in vitro. Como

ilustrado na Figura 14, a estimulagdo com eotaxina-1 murina foi capaz de
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aumentar de forma significativa o nimero de eosinéfilos migrados a 30 uym da
superficie de contato do filtro de nitrocelulose, posto na interface entre o
compartimento contendo a solugdo de eotaxina e aquele contendo as células.
Embora o tratamento das células com o veiculo (meio + PEG 0.01%) tenha
apresentado uma tendéncia (nao significativa) de reduzir a resposta
quimiotética‘ induzida pela quimiocina, a presenga do composto LASSBi0-1765,
nas duas concentragdes estudadas, reduziu ainda mais essa resposta, inibindo

completamente a migragao dos eosindfilos.

Metodologias utilizadas para os bioensaios
AVAl_.IACI\O DO POTENCIAL INTI-INFI;AMAT(')RIO DOS DERIVADOS N-

ACILIDRAZONICOS LASSBIO-1641 E LASSBIO-1642
Os derivados LASSBio-1641 e LASSBio-1642 foram avaliados quanto
aos seus respectivos efeitos no tratamento sobre o infiltrado de leucocitos nas

vias aéreas de camundongos provocados com lipopolissacaridio (LPS) por
instilacao intranasal. Avaliou-se também a repercussdo desses tratamentos
sobre a resposta de hiperreatividade brénquica, que esta fortemente associada
ao infiltrado inflamatério pulmonar.

Foram utilizados camundongos fémeas da cepa A/J, pesando entre 17 e
19 g, obtidos da unidade de criagdo da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os animais
foram alojados nas caixas em grupos de 5 com suprimento de agua e comida,
sem restricdes, em ambiente com temperatura controlada entre 22 e 25°C e
12h (06:00 — 18:00) de luz. Os procedimentos que envolvem o cuidado e uso
de animais de laboratério foram previamente examinados e aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Fundagdo Oswaldo Cruz
(Licenca da CEUA - FIOCRUZ LW23/10, Rio de Janeiro, Brasil).

Foram feitos graficos no programa GraphPad Prism 5.0. Os dados foram
expressos como média e erro padrao da média, e analisados estatisticamente
através do teste de anadlise de varidncia (ANOVA), seguido pelo teste de
Bonferroni. Os valores de P inferiores ou iguais a 0,05 foram considerados
significativos.

INFLAMACAO PULMONAR POR LPS E TRATAMENTOS

Os animais foram anestesiados com halotano (aerossol) para a

provocacdo por instilagdo nasal com LPS (25 ug/25 plL) ou solugédo salina
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(controle negativo), sendo as analises realizadas 18 h depois. Os compostos
LASSBio-1641 e LASSBio-1642 foram dissolvidos em solugdo de NaCl 0.9%
(salina) contendo 0,2% de Tween 80 imediatamente antes do uso. O
tratamento foi feito por via intraperitoneal (i.p.) 1 hora antes de desafio com
LPS.

AVALIACAO DA HIPER-REATIVIDADE DAS VIAS AEREAS

A reatividade a metacolina aerossolizada foi medida utilizando-se

pletismografia barométrica de corpo inteiro, pelo método invasivo de
monitoramento da fungdo pulmonar. Os animais foram anestesiados com
nembutal (60 mg/Kg, i.p.) curarizados com brometo de pancurdnio (Pavulon, 1
mg/ kg), € em seguida foram traqueostomizados e ventilados mecanicamente.
O pneumotacografo acoplado a camara pletismografica capturou o fluxo
respiratério e o transdutor ligado a camara permitiu que os dados coletados do
fluxo fossem transferidos para o computador. O software BioSystem XA
processou os dados determinando parametros como resisténcia e elastancia.
Para analisar o desenvolvimento da hiper-reatividade das vias aéreas, 0s
animais foram submetidos sequencialmente aos aerosséis de PBS e
concentragdes crescentes de metacolina (3, 9 e 27 mg/mL), em intervalos de 5
minutos.
LAVAGEM BRONCIALVEOLAR (BAL) E CONTAGEM DOS LEUCOCITOS
Apdés serem submetidos as medidas de hiper-reatividade, os

camundongos foram sacrificados para a realizagdo da lavagem broncoalveolar
(BAL). O procedimento consiste na injecéo nas vias aéreas de um volume de
800 uL de PBS, contendo EDTA (10 mM), através da traqueia, seguido da
aspiracao do mesmo. O volume de 2 lavagens foi centrifugado (1500 RPM / 10
min), sendo o sedimento celular ressuspendido em um volume final de 250 pl
de PBS contendo EDTA (10 mM).

Foi realizada a contagem do nimero de leucocitos totais em camara de
Neubauer. Além disso, foi feita a citocentrifugacdo da amostra utilizando-se 100
ul de lavado broncoalveolar. Os citocentrifugados foram corados com May-
Grunwald e GIEMSA. Apds a coloragao foi feita a contagem diferencial de
leucécitos.

AVALIACAO DO POTENCIAL INTI-INFLAMATORIO DO DERIVADO N-
ACILIDRAZONICO LASSBIO-1765 EM MODELO EXPERIMENTAL DE ASMA
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Para a avaliagdo do potencial anti-inflamatério do derivado N-
acilidrazénoco LASSBio-1765 em modelo experimental de asma, foram
utilizados camundongos fémeas da cepa A/J, pesando entre 17g e 20g, e ratos
Wistar pesando entre 250-300 g, obtidos da unidade de criagdo da Fundagao
Oswaldo Cruz. Os animais foram alojados nas caixas em grupos de 5 com
suprimento de agua e comida, sem restricdes, em ambiente com temperatura
controlada entre 22°C e 25°C e 12h (06:00 — 18:00) de luz. Os procedimentos
que envolvem o cuidado e uso de animais de laboratério foram examinados e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Fundagdo
Oswaldo Cruz (CEUA - LW23/10).

O tratamento estatistico dos resultados foi feito no programa GraphPad
Prism 5.0. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média,
e analisados estatisticamente através do teste de andlise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de Newman-Keuls. Os valores de p inferiores ou
iguais a 0,05 foram considerados significativos. Para a comparacao entre dois
grupos experimentais foi utilizado teste “t” de Student para amostras néo
pareadas. Os valores de p inferiores ou iguais a 0,05 foram considerados
significativos.

SENSIBILIZACAOQ, DESAFIO ANTIGENICO E TRATAMENTOS

Os camundongos foram sensibilizados com duas injegbes subcuténeas

dorsais, de 50 ug de ovoalbumina (OVA) em 0,2 mL de salina estéril (NaCl
0,9%) nos dias 0 e 7. A partir do 14° dia, os animais foram anestesiados com
aerossol de halotano e submetidos ao desafio intranasal de OVA (50 pg/25 pL
de salina), administrada uma vez por semana durante quatro semanas. Os
animais controle foram desafiados apenas com solugéo de salina.

Os animais foram tratados com LASSBio-1765 a partir da terceira
semana de desafio antigénico nas doses de 50 umol/kg e 100 umol/kg, sendo
cada dose correspondente a um grupo. O tratamento, por via intra-peritoneal,
foi administrado 1 hora antes de cada instilagdo intranasal de OVA. O grupo
controle foi apenas desafiado com solucdo de salina (NaCl 0,9%). A
solubilizagdo do composto LASSBio-1765 foi feita com Tween 80 (0,2%) e
salina (0,9%), imediatamente antes da administragdo nos animais.
AVALIACAO DA FUNCAO PULMONAR E HIPER-REATIVIDADE DAS VIAS
AEREAS
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Para avaliagdo da funcdo pulmonar foi utilizado o sistema de
pletismografia de corpo inteiro, sistema invasivo (sistema Buxco). Os animais
foram anestesiados com nembutal (60 mg/Kg, i.p.) curaizados com brometo de
pancurénio (Pavulon, 1 mg/kg), e em seguida foram traqueostomizados e
ventilados mecanicamente. O pneumotacégrafo acoplado & camara
pletismografica capturou o fluxo respiratério e o transdutor ligado a camara
permitiu que os dados coletados do fluxo fossem transferidos para o
computador. O software BioSystem XA processou os dados determinando
parametros como resisténcia das vias aéreas e elastancia pulmonar. Para
avaliar o fenémeno de hiper-reatividade das vias aéreas, os animais foram
submetidos ao agente broncoconstritor metacolina a concentragdes crescentes
de metacolina (3, 9 e 27 mg/mL), em intervalos de 5 minutos cada.

TECNICA DE LAVADO BRONCOALVEOLAR (BAL)

A lavagem broncoalveolar foi realizada utilizando-se céanula de
polietileno inserida na traquéia onde, um volume total de 1,5 mL de solucgéo
salina tamponada (PBS) contendo EDTA (10 mM), foi administrado. As
amostras foram centrifugadas a 1500 RPM por 10 min e o sobrenadante
recolhido e congelado para posterior quantificagdo de mediadores. O “pellet”
celular foi ressuspendido em 0,25 mL (PBS+EDTA) para que fosse realizada a
avaliagao celular.

CONTAGEM DE LEUCOCITOS
Leucotcitos totais foram analisados mediante diluicdo das amostras em

liqguido de Tark (1:10) e a contagem realizada em cédmara de Neubauer
utilizando-se microscépio de luz. Para a analise diferencial, foram utilizados
citoesfregacos corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa, e a avaliacdo

celular feita utilizando-se objetiva de imersdo em 6leo mineral.

QUANTIFICACAOQ DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

Os niveis das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e da quimiocina eotaxina-1 foram

guantificados por “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA), utilizando-
se amostras do tecido pulmonar que foram homogeneizados em 1 mL de PBS,
contendo um coquetel de inibidores de proteases (complete-Roche) e

centrifugados a 4° C por 15 min a 10.000 g. Os sobrenadantes foram
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quantificados usando kits comerciais, seguindo as instrugées recomendadas.
Para recobrir a placa de 96 pocgos utilizou-se o anticorpo capturador (nas
concentragbées recomendadas nos kits), processo realizado por 18 h a
temperatura ambiente. A placa foi lavada em tampao “Coat Buffer” e bloqueada
com PBS-BSA 1% (250 ul por pogo), permanecendo em contato com o
anticorpo capturador durante 1 h. Apds esta incubagao outra lavagem foi
realizada, seguida da aplicacdo das amostras e dos padrées com diluigdo
seriada nas concentragdes indicadas nos kits (R&D Systems), permanecendo
durante 18 h na temperatura de 4°C. Na sequéncia, a placa foi lavada com
tampao “Assay Buffer’ para posterior adicdo do anticorpo de deteccéo,
permanecendo incubada por 1 h. Decorrido este tempo, a placa foi novamente
lavada com 0 mesmo tampao e adicionou-se a enzima estreptoavidina, por 1 h.
O substrato (K-Blue) foi adicionado e a reagéo foi interrompida com H,SO4
(0,19 M). A leitura da placa foi realizada com a utlizagdo de um
espectrofotdometro (450 nm). Os resultados obtidos foram expressos por ng/mg
de proteina.
CONFECCAO DOS CORTES PARA A ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apbs o teste de hiperreatividade brénquica, os camundongos foram

sacrificados, a cavidade peritoneal foi aberta e em seguida a aorta abdominal
foi cortada para a liberagdo do sangue retido. Para a retirada do sangue
presente no pulmao, foi utilizada a técnica de perfusdo, na qual foi inserido um
cateter no ventriculo direito do coragdo, por onde foi gotejada uma solugao de
salina com EDTA (20 mM). Em seguida, o pulmao foi retirado e fixado em
formalina-Milloning incluido em parafina, seccionado em micrétomo (5 um) e os
fragmentos foram corados em Acido Periédico de Schiff (PAS) (cora

componentes do muco em tonalidade que varia entre purpura € magenta).

QUANTIFICACAO DO MUCO POR MORFOMETRIA DIGITAL

A analise morfométrica digital foi realizada com o auxilio de microscépio

de luz, Olympus BX50, acoplado a uma cdmera de video e a um sistema de
andlise de imagens (software-image Pro-plus). As imagens das vias areas
coradas com acido periédico de Schiff (PAS) foram obtidas com o auxilio de

objetiva de 40 x, digitalizadas e armazenadas no computador. O software de
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analise de imagens permitiu 'gravar padrbes especificos de coloragdo magenta
relacionada a presenca de muco nas vias aéreas. Durante a analise de cada
imagem digitalizada, delimitou-se a area do epitélio brénquico para quantificar a
producéo de muco nas células caliciformes. Para cada animal foram analisadas
pelo menos oito vias aéreas.

CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

Foi retirada uma aliquota da suspenséo celular e adicionado turkey para

a contagem total de leucécitos em camara de Neubauer. Para a identificagcao
dos diferentes subtipos leucocitarios presentes na cavidade peritoneal foram
preparados citocentrifugados (Citospin), corados pelo método de May-
Griunwald-Giemsa.Para a confecgdo dos esfregagos foi utilizado o volume de
100 pL contendo, aproximadamente, 10° células. A contagem foi realizada em
microscopio éptico e objetiva de imersdo em 6leo, contando 100 ceélulas por
esfregaco. Com isso, fez-se a obtencdo do numero total de eosindfilos
purificados e de seu respectivo grau de pureza ([0 70%).

ESTIMULO QUIMIOTAXICO

Para estimulagdo do processo de migragcéo dos esosinofilos, utilizou-se

a Eotaxina murina na concentracédo de 107 M, cuja diluigao foi feita em solugéo
RPMI (5,2 g/L), contendo bicarbonato de sédio (1 g/L) e Hepes (3,9 g/L).
Incubacao dos eosindfilos com o veiculo apenas foi utilizado como controle
negativo de migragéo celular.
TRATAMENTO DOS EOSINOFILOS COM LASSBIOQ-1765

Foram adicionados 2x10° células em 50 pl de RPMI no grupo sem

tratamento e, no grupo tratado, 50 pl contendo 2x10° células mais PEG 0,01%
ou 2x10° células mais LASSBio-1765 nas concentragdes de 10° M ou 10° M.
Foram colocados em estufa com atmosfera de 5% de CO,, a 37°C por um

tempo de 10 min.

QUIMIOTAXIA EM CAMARA DE BOYDEN MODIFICADA

Para a avaliagao da resposta quimiotatica dos eosindfilos in vitro, utilizou-

se o sistema de camara de Boyden modificada de 48 pogos (NeuroProbe Inc.).
Esta cdmara é composta por dois compartimentos: um inferior, com pogos que
comportam o volume de 29 uL, no qual sédo colocados o estimulo quimiotatico,

e seu respectivo veiculo; e, um compartimento superior, no qual séo
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depositados os eosindfilos com total de 2x10° células/50 pL. No processo de
montagem da camara, sobre o compartimento inferior foi colocado um filtro de
nitrocelulose com poro de 3 pm, previamente umedecido em RPMI, e sobre
este uma membrana de silicone (gasket). O compartimento superior foi, entao,
colocado sobre o sistema acima descrito, e, por meio de parafusos, foi
firmemente fixado.

Apés a colocagdo de uma lamina sobre a cémara, visando impedir a
evaporacao, esta foi incubada a 37°C, por 2 h, em estufa contendo atmosfera
de 5% CO,.

CONTAGEM CELULAR NO FILTRO

Para a montagem do filtro para contagem, fez-se a colocagdo do mesmo

sobre uma lamina propria para microscopia, € com auxilio de balsamo entellan,
fixou-se uma laminula. A contagem dos eosinofilos foi realizada em
microscopio Optico e objetiva de imersdo em oleo. Os resultados foram
expressos como o nimero de eosindfilos contados em 15 campos consecutivos

a uma distancia fixa de 30 ym da superficie do filtro.
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Reivindicagoes

1. Uso de derivados ({(piperidin-4-ilideno)hidrazinil)-2-oxoetil) sulfonamidicos

funcionalizados e seus isosteros, de estrutura geral (1):

o Rz E
Ry.1_N_ .Rs

?T/;[

I o)

TG
R, N._Rs

Esquema (l)

Ry e Rs sédo: fenila, 2-fluorofenila, 3-fluorofenila, 4-fluorofenila, 2,3-difluorofenila,
3,4-difluorofenila, 2-clorofenila, 3-clorofenila, 4-clorofenila, 2,3-diclorofenila, 3,4-
clorofenila, 2-bromofenila, 3-bromofenila, 4-bromofenila, 2,3-dibromofenila, 3,4-
dibromofenila, 2-metilfenila, 3-metilfenila, 4-metilfenila, 2,3-dimetilfenila, 3,4-
dimetilfenila, 1-naftila,  2-naftila,  5-quinoxalina,  6-quinoxalina,  5-
benzo[d][1,3]dioxola e 5-(6-metilbenzo[d][1,3]dioxola).

R2 e R3 sdo substituidos de forma que entre o atomo de enxofre e 0 atomo de
nitrogénio ligado a Ry, estejam internalizados na estrutura geral () os seguintes
aminoacidos: Sarcosina, Glicina, D-Prolina, L-Prolina, D-Alanina, L-Alanina, D-
Leucina, L-Leucina, D-Isoleucina, L-Isoleucina, D-Cisteina, L-Cisteina, D-
Metionina, L-Metionina, D-Arginina, L-Arginina, D-Homoarginina, L-
Homoarginina, D-Lisina, L-Lisina, D-Triptofano, L-Triptofano, D-Serina, L-
Serina, D-Acido Aspartico, L-Acido Aspartico, D-Acido Glutamico, L-Acido
Glutamico, D-Triptofano, L-Triptofano, D-Asparagina, L-Asparagina, D-
Fenilalanina, L-Fenilalanina, D-Histidina, L-Histidina, D-Tirosina, L-Tirosina, D-
Valina, L-Vanila, D-Glutamina, L-Glutamina.

R4 € hidrogénio, metila, etila, propila, isopropila, butila, isobutila, sec-butila e

benzila.

2. Uso, conforme qualquer reivindicagado anterior, caracterizado pelo fato de

que os referidos derivados s&o anti-inflamatérios e antiasmaticos com acéao
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inibitéria sobre neutréfilos e eosinéfilos destinados ao tratamento dos sintomas

da inflamagéao crénica, em mamiferos, preferencialmente humanos.

3. Uso, conforme reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que o referido
tratamento destina-se ao alivio dos sintomas da inflamagédo crénica em

mamiferos, preferencialmente humanos. Especificamente, objetivando o

tratamento da asma, doenga pulmonar obstrutiva crénica e rinite alérgica.

4. Uso, conforme reivindicagdo 1, 2 ou 3, caracterizado pelo fato de que os
referidos derivados séo anti-inflamatérios e antiasmaticos, com acgéo inibitéria
sobre o teor de leucélitos em neutréfilos e eosinofilos, destinados ao tratamento
do processo inflamatério associado a asma, doenga pulmonar obstrutiva

crénica e rinite alérgica.

5. Composi¢bes farmacéuticas destinadas ao tratamento do processo
inflamatério associado a asma, doenga pulmonar obstrutiva crénica e rinite
alérgica, caracterizadas por compreender pelo menos um carreador e/ou
diluente  farmaceuticamente  aceitdvel e  derivados  (((piperidin-4-
ilideno)hidrazinil)-2-oxoetil) sulfonamidicos funcionalizados e seus isésteros, de

estrutura geral (l):

Esquema (l)

R4 e Rs sao: fenila, 2-fluorofenila, 3-fluorofenila, 4-fluorofenila, 2,3-difluorofenila,
3,4-difluorofenila, 2-clorofenila, 3-clorofenila, 4-clorofenila, 2,3-diclorofenila, 3,4-
clorofenila, 2-bromofenila, 3-bromofenila, 4-bromofenila, 2,3-dibromofenila, 3,4-

dibromofenila, 2-metilfenila, 3-metilfenila, 4-metilfenila, 2,3-dimetilfenila, 3,4-
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dimetilfenila, 1-naftila, 2-naftila, 5-quinoxalina, 6-quinoxalina, 5-
benzo[d][1,3]dioxola e 5-(6-metilbenzo[d][1,3]dioxola).

R2 e R3 sao substituidos de forma que entre o atomo de enxofre e o atomo de
nitrogénio ligado a Ry, estejam internalizados na estrutura geral (I) os seguintes
aminoacidos: Sarcosina, Glicina, D-Prolina, L-Prolina, D-Alanina, L-Alanina, D-
Leucina, L-Leucina, D-lsoleucina, L-Isoleucina, D-Cisteina, L-Cisteina, D-
Metionina, L-Metionina, D-Arginina, = L-Arginina, D-Homoarginina, L-
Homoarginina, D-Lisina, L-Lisina, D-Triptofano, L-Triptofano, D-Serina, L-
Serina, D-Acido Aspartico, L-Acido Aspartico, D-Acido Glutamico, L-Acido
Glutadmico, D-Triptofano, L-Triptofano, D-Asparagina, L-Asparagina, D-
Fenilalanina, L-Fenilalanina, D-Histidina, L-Histidina, D-Tirosina, L-Tirosina, D-
Valina, L-Vanila, D-Glutamina, L-Glutamina.

R4 é hidrogénio, metila, etila, propila, isopropila, butila, isobutila, sec-butila e
benzila.

6. Processo para a preparagéo dos derivados (((piperidin-4-ilideno)hidrazinil)-2-
oxoetil) sulfonamidicos funcionalizados e seus isosteros descritos na
reivindicacgado 1, caracterizado por compreender as etapas de:

- Substituicao eletrofilica aromatica (formacdo dos sulfonatos de
pbtéssio);

- Cloragao (formagao dos cloretos de sulfonila);

- Esterificagao da glicina (formagéo de ésteres de aminoacidos da forma
de cloridratos); '

- Adicao nucleofilica a sulfona (formacgao das sulfonamidas);

- Reacéo de hidrazindlise de ésteres (formagéao de hidrazidas);

- Condensagdo entre hidrazidas e cetonas (formagdo de N-

acilidrazonas).
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 6
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FIGURA 8

] Salina

Bl Ova + Tween 80 (0,2%)

Il + LASSBIo 1765 (50 umol /Kg)
ES@ + LASSBIio 1765 (100 umol /Kg)

0 3 9 27
Metacolina [mg/mL]

FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 14
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USO DE NOVOS DERIVADOS N-(((ARILPIPERIDIN-4-
ILIDENO)HIDRAZINIL)OXOALQUIL)ARILSULFONAMIDICOS COMO ANTI-
INFLAMATORIOS E ANTI-ASMATICOS, COMPOSICOES FARMACEUTICAS
CONTENDO OS MESMOS E PROCESSOS DE PREPARAGAO

Resumo

Sao descritos novos derivados heterociclicos, contendo a subunidade apresentando
a subunidade N-(((arilpiperidin-4-ilideno)hidrazinil)oxoalquil)arilsulfonamida, que
apresentam perfis de atividade anti-inflamatério e antiasmatico, in vitro e in vivo,
sobre a inibicdo da migracado de leucécitos envolvendo neutréfilos e eosindfilos,
sendo portanto uteis no tratamento da resposta inflamatéria envolvida na asma,
doenga pulmonar obstrutiva crbnica e rinite alérgica. Também sao descritas
composigdes farmacéuticas contendo os referidos compostos e processos para sua

preparacgao.
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