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Relatorio Descritivo de Patente de Invencao

CoMPOSICAO FARMACEUTICA, USO DA COMPOSICAO FARMACEUTICA,

METODO DE TRATAMENTO DE DOENCAS ASSOCIADAS A INFECCOES
MICROBIANAS E PROCESSO DE PREPARACAO DE UM COMPOSTO

Campo da Invencéao

[0001] A presente invencdo descreve acao antimicrobiana de
azoestilbenoides. A presente invengdo se situa nos campos da Microbiologia e

Quimica Orgénica.

Antecedentes da Invencao

[0002] Infeccdes associadas a assisténcia em saude causadas por
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii tém sido bastante prevalentes nas
ultimas décadas, tornando-se motivo de preocupacao mundial nas unidades de
salde. Estes microrganismos sado considerados patdégenos oportunistas
responsaveis por causar infecgdes do trato respiratério, quadros de
pneumonias associados a ventilagdo mecanica, infecgdes de feridas e
bacteremia em pacientes internados em unidades de terapia intensiva
(Manchanda et al., 2010).

[0003] O uso indiscriminado de antimicrobianos aliado ao fato de que
esses microrganismos possuem capacidade de se manter por longos periodos
em ambientes hospitalares e adquirirem facilmente determinantes de
resisténcia culminou em um quadro disseminado de resisténcia aos principais
antimicrobianos utilizados na terapia contra infecgbes causadas por esta
bactéria (Peleg et al., 2008; Manchanda et al., 2010). Desde a década de 1970,
tétm sido relatados inumeros casos de resisténcia associados a
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e cefalosporinas em Acinetobacter spp., 0
que levou ao uso dos carbapenémicos. Entretanto, atualmente, a resisténcia
aos carbapenémicos € amplamente descrita em varios paises, inclusive no

Brasil, e obriga 0 uso de outros farmacos, como as polimixinas e a tigeciclina,
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ou mesmo a tobramicina inalatéria como adjuvante em quadros de infec¢des
respiratorias (Levin et al., 1999; Villegas & Hartstein, 2003; Manchanda et al.,
2010; Rossi, 2011; Kempf & Rolain, 2012).

[0004] Muitos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos tém sido
descritos em A. calcoaceticus-baumannii, tais como redugao da permeabilidade
da membrana externa, perda de porinas, alteragcdes nos sitios de ligacdo dos
antimicrobianos, produgdo de [B-lactamases e hiperexpressao de bombas de
efluxo (Manchanda et al.,, 2010; Rumbo et al.,, 2013). As bombas de efluxo
AdeABC, AdeFGH, AdelJK,CraA, AmvA, AbeM e AbeS tém sido associadas a
resisténcia a um amplo espectro de antimicrobianos, tais como cloranfenicol,
trimetoprim, aminoglicosideos, fluoroquinolonas, B-lactamicos e tetraciclinas
(Coyne et al., 2011). Desta forma, os inibidores de bomba de efluxo podem ser
importantes adjuvantes no tratamento de infec¢des causadas por Acinetobacter
spp. resistentes a multiplos farmacos.

[0005] Desta forma, a industria farmacéutica ndao tem desenvolvido
novos farmacos na mesma velocidade em que os microrganismos tém se
mostrado resistentes aqueles ja existentes. Assim, tem sido necessaria a
investigacdo de alternativas terapéuticas, considerando compostos ja
disponiveis no mercado e validados para a utilizacdo em seres humanos, bem
como a sintese de novos compostos para serem utilizados isoladamente ou
associados com farmacos antimicrobianos para o tratamento de infecgdes
causadas por bactérias caracterizadas como resistentes aos antibiéticos.
[0006] O resveratrol é uma fitoalexina polifendlica produzida por plantas
em resposta a condicbes ambientais desfavoraveis, que apresenta acdo
antioxidante, anti-inflamatéria, cardioprotetora, neuroprotetora, quimioprotetora,
antiviral, antifingica e antibacteriana (Docherty et al., 2005; Jung et al., 2005;
Aggarwal & Shishodia, 2006; Baur & Sinclair, 2006; Pezzuto, 2008; Paulo et al.,
2010; Martini et al., 2011; Nawrocki et al., 2013; Zetterstrom et al., 2013). O
resveratrol tem se mostrado capaz de inibir a formagéo de biofilme bacteriano,
0 que tem sido atribuido a agéo inibitéria no quorum sensing (Augustine et al.,
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2013; Lee et al., 2013), bem como tem sido associado a inibicdo da expressao
do “swarming” e da viruléncia em Proteus mirabilis (Wang et al., 2006). A
ruptura do potencial de membrana e/ou a inibicdo da replicacdo do DNA
através da inibicdo da DNA girase também tém sido indicados como
mecanismos de agéo do resveratrol em diversos microrganismos (Subramanian
et al,, 2014; Mora-Pale et al., 2015). Foi atribuida a este composto a
capacidade de inibir o crescimento de Escherichia coli pela supressao da
expressao de FtsZ e da formacdo do anel Z, implicado na divisdo da célula
bacteriana (Hwang & Lim, 2015). A divisdo celular também foi descrita como
alvo da acao do resveratrol em Arcobater spp., onde este composto agiu como
inibidor de bomba de efluxo (Ferreira et al., 2014), o que indica a possibilidade
de utilizacdao do resveratrol como adjuvante em terapias antimicrobianas.
Entretanto, o resveratrol ndo tem sido avaliado em associacdao a farmacos
antimicrobianos que poderiam ser utilizados para o tratamento de infecgdes
causadas por bactérias multirresistentes. Desta forma, a associagdo do
resveratrol, que possivelmente possa atuar como inibidor de sistemas de
efluxo, com antibiéticos que poderiam ser excluidos da célula bacteriana por
efluxo, poderia constituir uma opcao terapéutica.

[0007] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, nao foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo 0s ensinamentos da
presente invencgdo, de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencao

[0008] A presente declaragdo de invencgao visa proteger o achado de que
o estilbenoide Redresv001 apresentou acgao inibitéria frente a trés isolados de
A. calcoaceticus-baumannii (B34, B48 e C146) (Figura 1), bem como
apresentou interagdo com os farmacos antimicrobianos polimixina B, polimixina

E (colistina), tobramicina € meropenem.
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[0009] Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente
valorizados pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no
segmento, e serdo descritos em detalhes suficientes para sua reprodugado na

descricao a seguir.

Breve Descricao das Figuras

[0010] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o contedudo do
presente pedido de patente, sdo apresentadas as presentes figuras:

[0011] A figura 1 mostra graficos com a concentragdo inibitéria minima
(CIM) (ug/mL) do Azoestilbenoide Redresv001 em isolados de A.
calcoaceticus-baumannii (B34, B48 e C146).

[0012] A figura 2 mostra graficos da associacdo do Azoestilbenoides
Redresv001 com polimixina B no isolado A. calcoaceticus-baumannii B48,
expressas como CIM (ug/mL).

[0013] A figura 3 mostra graficos da associacdo do Azoestilbenoides
Redresv001 com polimixina B no isolado A. calcoaceticus-baumannii C146,
expressas como CIM (ug/mL).

[0014] A figura 4 mostra graficos da associacdo do Azoestilbenoides
Redresv001 com tobramicina no isolado A. calcoaceticus-baumannii C146, os
valores sao expressos como CIMs (ug/mL) necesséarias para inibir o
crescimento de Acinetobacter calcoaceticus-baumannii cepa 146. (1) somente
tobramicina; (2) tobramicina na presenca do inibidor de bomba de efluxo CCCP
nas concentragdes de 20, 10 e 5 ug/mL; (3) tobramicina na presenca de CCCP
na concentragao de 2,5 ug/mL; (4) tobramicina na presenca de redresv001 nas
concentracdes de 12 e 6 pg/mL; (5) tobramicina na presenca de redresv001 na
concentracéo de 3 pug/mL.

Descricao Detalhada da Invencao

[0015] Em um primeiro objeto, a presente invengcdo apresenta uma

composicao farmacéutica, caracterizada por compreender:
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- pelo menos um composto de férmula:

em que R1, R2 e R3sdo OH; e

- pelo menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
[0016] Em uma concretizagdo, a composicdo farmacéutica
adicionalmente compreende pelo menos um farmaco com agao antimicrobiana
[0017] Em uma concretizacdo da composicdo farmacéutica, o farmaco
com acdo antimicrobiana € selecionado do grupo consistindo de: Polimixina B,
Polimixina E e tobramicina ou combinagao dos mesmos.
[0018] Em uma concretizagdo da composicado farmacéutica, o composto
esta em uma concentracdo entre 2 € 30 ug/mL.
[0019] Em uma concretizacdo da composi¢do farmacéutica, o farmaco
com acao antimicrobiana estd em uma concentracao entre 2 € 100 pg/mL.
[0020] Em um segundo objeto, 0 uso da dita composicao farmacéutica é
para a preparagao de um medicamento com agao antimicrobiana.
[0021] Em uma concretizagdo do uso da dita composi¢ao farmacéutica, é
para a preparacao de um medicamento com acido antimicrobiana contra um
microrganismo selecionado do género Acinetobacter spp.
[0022] Em uma concretizagdo do uso da dita composigao farmacéutica, o
microrganismo & Acinetobacter calcoaceticus-baumannii.
[0023] Em um terceiro objeto, o método de tratamento de doencas
associadas a infecgdes microbianas compreende a aplicacao da dita
composicdo farmacéutica.
[0024] Em um quarto objeto, o processo de preparagado do dito composto

compreende a condensacao de um fenol adequado com um nitrito de sodio.
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Exemplos - Concretizacdes

[0025] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de
exemplificar uma das inUmeras maneiras de se realizar a invencdo, contudo
sem limitar, o escopo da mesma.

[0026] A presente declaragdo de invencgao visa proteger o achado de que
o estilbenoide Redresv001 apresentou acao inibitéria frente a trés isolados de
A. calcoaceticus-baumannii (B34, B48 e C146) (Figura 1), bem como
apresentou interagdo com os farmacos antimicrobianos polimixina B, polimixina
E (colistina), tobramicina e meropenem. Além disso, o ativo Redresv001
apresentou atividade adjuvante com os farmacos antimicrobianos polimixina B,
polimixina E e tobramicina.

[0027] Ao associar o composto ao farmaco antimicrobiano, ocorre a
Reversao do Fenétipo de Resisténcia dos isolados. Dessa forma, o composto
Redresv 001 ndo esta sendo utilizado como agente terapéutico, e sim em
doses subterapéuticas, diminuindo as concentrag¢des inibitérias minimas (CIM)
das doses terapéuticas dos antibidticos que antes ja eram utilizados e que os
isolados tinham perfil de resisténcia a eles.

[0028] Os isolados de A. calcoaceticus-baumannii B48 e C146 sao
resistentes a polimixina B, com concentragdes inibitérias minimas (CIM) de 8 e
4 ug/mL, respectivamente. Entretanto, a associacdo de Azoestilbenoides
Redresv001 em concentragdes inibitérias (24 pg/mL) e sub-inibitorias (3, 6 e
12 pg/mL) com a polimixina B diminuiu a CIM para 0,75 ug/mL, tornando-os
sensiveis a este farmaco (Figuras 2 e 3). Cabe ressaltar que a polimixina B
tem sido amplamente utilizada para o tratamento de infec¢gbes causadas por
estes microrganismos, uma vez que eles tém se mostrado resistentes a todos
os outros farmacos disponiveis. Logo, quando A. calcoaceticus-baumannii é
resistente a polimixina B, as opgdes de tratamento ficam bastante limitadas.
Desta forma, € possivel que o Azoestilbenoides Redresv001, mesmo em
concentracdes tdo baixas quanto 3 pg/mL, possa ser clinicamente importante
para o tratamento de infecgbes causadas por A. calcoaceticus-baumannii
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resistentes a polimixina B. O isolado A. calcoaceticus-baumannii B34 nao foi
avaliado por ser sensivel a polimixina B.

[0029] O isolado A. calcoaceticus-baumannii C146 com CIM de 24 ug/mL
para redresv001 e com CIM 64 ug/mL para tobramicina, foi submetido a
associacdo de tobramicina com redresvO001 nas concentracbes de 12 e 6
ug/mL, tendo reduzido a CIM de tobramicina para 8 ug/mL, e a associacao da
tobramicina com redresv001 na concentragdo de 3 pug/mL reduziu a CIM de
tobramicina para 16 pg/mL (Figura 4).

[0030] O isolado A. calcoaceticus-baumannii C146 com CIM de 24 pg/mL
para redresv001 e com CIM > 8 pg/mL para polimixina E (colistina), foi
submetido a associacao de polimixina E com redresv001 nas concentragdes de
12 e 6 ug/mL, tendo reduzido a CIM para polimixina E para 4 pg/mL.

[0031] Entretanto, o azoestilbenoide Redresv001 ndo foi capaz de
reverter a resisténcia dos isolados de A. calcoaceticus-baumannii ao
meropenem, mas o meropenem nas concentragdes de 16 e 32 ug/mL foi capaz
de inibir a acdo do Azoestilbenoides Redresv001 nos trés isolados analisados
(Tabelas 1 e 2), sugerindo alguma interacao entre os compostos.

Tabela 1 — Influéncia da associacdo de meropenem com Azoestilbenoides
Redresv001 no crescimento dos isolados B48 e C146 de A. calcoaceticus-

baumannii.

Meropenem Azoestilbenoides Redresv01 (ug/mL)

(ng/mL) 6 8 10 12

32 Crescimento  Crescimento Crescimento  Crescimento
16 Crescimento  Crescimento Crescimento  Crescimento
8a0,25 Auséncia de crescimento

Tabela 2 — Influéncia da associacdo de meropenem com Azoestilbenoides
Redresv001 no crescimento do isolado B34 de A. calcoaceticus-baumannii.

Meropenem Azoestilbenoides Redresv01 (ug/mL)
(ng/mL) 20 22 24
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32 Crescimento Crescimento Crescimento

16 Crescimento Crescimento Crescimento
8a0,25 Auséncia de crescimento

[0032] Em ensaios preliminares, a associagcdo de Azoestilbenoides

Redresv001, em concentragdes sub-inibitérias, nao alterou a CIM de
ciprofloxacina nos trés isolados avaliados.

[0033] Todas as composi¢des utilizadas foram preparadas em meio de
cultura Mueller-Hinton com veiculo DMSO e antibi6tico solivel em &gua,
quando utilizado.

Tolerancia de células persisters

[0034] O efeito em células persisters da associacdo de tobramicina na
concentragdo de 10xCIM com redresv001 na concentragdo de 0,5xCIM foi
avaliado no isolado A. calcoaceticus-baumannii Ac2 em cultivo plancténico. O
isolado Ac2 foi capaz de produzir células persisters ap6s 24 h de exposicao a
tobramicina associada ao redresv001, apds a adicdo imediata de ambos os
compostos, bem como apds a adicdo tardia do redresv001, apresentando
fragbes de células sobreviventes semelhantes: 5.6905% e 5.3452%,
respectivamente. Paralelamente, foi observado que Ac2 também foi capaz de
apresentar células persisters apds 24 h de exposicdo aos compostos quando
avaliados individualmente, sendo que 0.4114% da fragéo inicial de células foi
capaz de sobreviver a exposi¢ao a tobramicina e 4.210% ao redresv001. Desta
forma, observou-se que a fracdo de células persisters detectada a partir da
associacao do redresv001 com a tobramicina foi 10X maior do que a fragéo
obtida a partir da exposicdo somente ao farmaco, o que, diferentemente do que
era esperado, indicou que o redresv001 atuou favorecendo a formacao de
células tolerantes ao farmaco. Também foi observado que ndo houve diferenca
na fracdo de células persisters ap6s a exposicdo imediata e tardia do

redresv001.
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Citotoxicidade do Redresv001 em fibroblastos

[0035] Foi realizado ensaio de citotoxicidade com Redresv001 em
linhagem MRC-7 (fibroblasto de pulm&o humano). Em 24h de ensaio, nédo
houve morte celular. Apés 72 horas, a dose IC50 de Redresv001 para a
linhagem celular foi de 13,34 ug/mL. Esses dados corroboram com 0s ensaios
realizados com Redresv001 em associagdo com polimixina B, colistina e
tobramicina, nas concentracdes de 6 e 12ug, reduzindo as MICs dos farmacos
e mantendo viabilidade celular nestas concentragdes.

Atividade bioldgica dos azoestilbenoides

[0036] Em estudos anteriores, analogos do resveratrol foram sintetizados
pela modificagdo de substituintes em ambos os anéis, ndo alterando a dupla
ligacdo entre eles: um pela fusdo de benzeno e outros dois pela fusdo de um
anel heterociclico; esses analogos recentemente sintetizados apresentaram
atividade antineoplasica, vasodilatadora e anti-tirosinase (Song et al., 2012). O
aumento dos efeitos anti-tirosinase, bem como antioxidante e outras atividades,
foram relatados por Song e colaboradores em 2012, para 0 azo-oxiresveratrol e
o azo-resveratrol. Segundo esses autores, os dois compostos sdo potenciais
inibidores da atividade agonista da tirosinase em cogumelos, por apresentarem
inibicdo de 41,46% a 50 uM e de 72,75% na mesma concentracao,
respectivamente. O azo-resveratrol (1IC50=36,28 £ 0,72uM) exibiu atividade
inibitéria equipotente ao resveratrol e os autores sugerem a possibilidade de
mais facil absorcdo na pele por apresentar um Log P maior (3,03 para
resveratrol e 3,30 para azo-resveratrol), indicando o0 uso externo para
tratamento de varias doengas associadas com a hiperpigmentacéo.

[0037] Além desses analogos, outros azoestilbenoides estdo envolvidos
em numerosas reacgdes bioldégicas como a inibicao de DNA, RNA e sintese de
proteinas, carcinogénese e fixagao de nitrogénio (Gini et al., 2011).

[0038] Em 1994, Stevens e colaboradores sintetizaram benzotiazébis
hidroxi-substituidos com a finalidade de comparar as citotoxicidades e
propriedades farmacoldgicas com a genisteina e quercetina (Stevens et al.,
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1994), que sao inibidores competitivos do sitio de ligacdo de Adenosina
Trifosfato (ATP) de quinases, como a tirosina quinase. As proteinas tirosina
quinases ocupam posicdo central no controle da proliferacao celular e quando
estdo superexpressas mostram associacdo com a promogdo e manutencao de
doencas malignas. Os resultados in vitro desse estudo mostram que a
citotoxicidade dos compostos sintetizados em linhagens de células MCF-7
(carcinoma de mama humano) e WiDr (células de tumor de c6lon humano), em
ratos, foram relevantes, principalmente do azocomposto, que apresentou IC50
de 7,0 e 27,0 uM para as respectivas linhagens, se comparado ao IC50 de 15,1
e 27,7 UM para genisteina e 24,0 e 40,2 uM para quercetina. Além das duas
linhagens ja citadas, os autores utilizaram também a HN5 (carcinoma de
células escamosas), na qual o azo composto sintetizado apresentou IC50 de
58,0 UM e a quercetina de 190,0 uM.

[0039] Piotto e colaboradores, em 2013, sintetizaram derivados de
pequenos azobenzenos com atividade antibacteriana e antifingica (Piotto et
al., 2013). A relevncia desse estudo deve-se ao fato do aumento da
resisténcia bacteriana a maioria das classes de antibioticos disponiveis. Os
compostos sintetizados foram comparados com antimicrobianos estilbenos,
sendo que os azoestilbenoides mostraram maior atividade antifingica e
antibacteriana, com menor toxicidade. A atividade antimicrobiana e a
capacidade de destruir biofilmes, também demonstrada nesse estudo, séo
promissoras e aumentam o interesse do uso terapéutico dos azoestilbenoides.
Estudos realizados no desenvolvimento molecular pré-sintese, indicaram que
esses compostos podem inibir a ligagcdo da ATP sintase (catalisa a formacgao
de ATP) na interface entre as subunidades a e & dessa enzima.

Sintese dos azoestilbenoides

[0040] Geralmente os azoestilbenoides sao sintetizados pela oxidacao
de aminas aromaticas utilizando metais de transicdo ou pela redugédo de nitro
aromaticos utilizando metais (Tedder & Theaker, 1958; Wermuth, 2008). A fim
de preparar azoestiloenoides assimétricos, utilizamos o proposto por Tedder &



WO 2017/106950 PCT/BR2016/050338
11

Theaker (Tedder & Theaker, 1958): adigao direta de um grupo diazénico num
nacleo aromatico (esquema 1). Hidroxi-acidos aromaticos reagem com tampéao
de acido nitrico em dois caminhos, ambos levando a produgdo de sais
diazbnicos, que serdo total ou parcialmente resultados pela descarboxilagao e

a substituicdo do grupamento carboxila ejetado pelo grupo diazénico.

SOH - HNG SO Reaction A
oM » ﬁ""*\:gggﬁ Ay » mﬁgg}; A pirect substitation
AP s
NCOH /OH HIO, Feky
' 3 ' b - & ; Reartion B
' ‘M\N@ {8y Af\Nﬁ (Bx) Beplzcernent of COH
Esquema 1. Adicao direta de um grupo diazbnico
Exempilo 1
[0041] Neste trabalho, tentamos a modificacdo do ligante entre os dois

anéis fendlicos do resveratrol pelo grupamento diazénico (esquema 2), através
da condensagéo direta com o fenol e o nitrito de s6dio. Em planejamento e
desenvolvimento de potenciais farmacos por modificagdo molecular, a
estratégica de minimas modificagdes é muito bem aceita, na qual analogos sé@o
obtidos por pequenas modificagdes na estrutura do protétipo, podendo produzir
aumento na poténcia ou na seletividade (Lee et al., 2003).

RS
R

Esquema 2. Modificacdo do protétipo resveratrol (adaptado de Roberti et al.,
2003)

[0042] Conforme descrito por Tedder & Theaker (Tedder & Theaker,
1958), fenol foi dissolvido em uma mistura de acetona e agua; nitrito de sodio
foi adicionado a solucao, seguido de acido cloridrico e mantida agitacdo a 0°C
por 24h. A solucéo foi tratada com excesso de acido sulfamico e neutralizada
com bicarbonato de sédio antes da adicdo de excesso de resorcinol
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solubilizado em solugcdo de hidréxido de sédio. Apds agitagdo por 2h a
temperatura de 25 °C, o precipitado foi isolado por filtracdo e recristalizado,
resultando em cristais de coloracao avermelhada, sendo esse o redresv001.
Outros Exemplos

[0043] Outros derivados podem ser sintetizados por acetilacdo ou
metilacdo; para metilagdo podem ser seguidos os métodos descritos por
Snyder e colaboradores (Snyder et al., 2012) e Norikane (Norikane, 2014), e
para a acetilacdo por Pujic e colaboradores (Pujic et al., 2008) e Acerson &
Andrus (Acerson & Andrus, 2014). Todos o0s compostos sintetizados foram
caracterizados por espectroscopia de infravermelho, determinacdo de massa e

ponto de fusdo, além de ressonancia magnética nuclear (‘H e '*C RMN).

' onde R1=R2=R3=0H.

Esquema 3. Sintese do azoestilbenoide redresv001

[0044] A sintese do redresv001 (R1=R2=R3 = OH) foi através do método
geral descrito na literatura (Tedder & Theaker, 1958). A molécula redresv001
foi obtida a partir da dissolugdao do Fenol (0,01 mol) em uma mistura de
acetona e agua (1:2). Adicionado nitrito de sédio (0,145 mol) a solucéo,
seguido de acido cloridrico 2 N (0,1 mol) e agitagdo mantida a 0°C por 24h. A
solucdo foi tratada com excesso de acido sulfamico e neutralizada com
bicarbonato de sédio. Adicionado excesso de resorcinol solubilizado em
solucdo de hidréxido de sb6dio 1 M. Apd6s agitacdo por 2h a temperatura de
25°C adicionado acido cloridrico p.a até precipitacdo. Apo6s resfriamento, o
composto foi isolado por filtracédo e recristalizado; rendimento: 72%; composto
colorido; ponto de fusao: 220°C; IR (KBr): v = 3425,80, 3201,83, 1592,19,
1251,51; UV-vis: A (acetonitrila/agua) = 230nm; RMN 'H (400 MHz, CD;0D): &
= 13.363 (s, 1H, OH), 9.951 (s, 1H, OH), 9.737 (s, 1H, OH), 7.690-7.579 (m,
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3H, Ar-H), 6.902-6.864 (m, 2H, Ar-H), 6.489-6.461 (m, 2H, Ar-H), 6.303-6.297
(m, 1H, Ar-H); RMN ®C (100 MHz, CDsOD): & = 163.03, 161.16, 156.64,
145.30, 134.66, 133.45, 124.37, 116.94, 109.46, 104.02.

Composto Redresv002

[0045] Seguindo o método geral, esse composto foi obtido a partir da
solubilizacdo do Redresv001 (4,38 mmol) em Acetona (20 mL). Apds
solubilizacao, foi adicionado Carbonato de Potassio (5,45g) e mantido em
agitacdo por 5 min a temperatura de 25°C, protegido da luz. Finalizado o
tempo, adicionou-se lodeto de Metila (3 mL) gota a gota, por aproximadamente
5 min. Agitacdo mantida a 25°C por 24hs. A solugéo, adicionou-se lodeto de
Metila (3 mL) conforme procedido anteriormente e agitacdo mantida por mais
24hs a 25°C. Acrescentado Cloreto de Amoénio saturado (25 mL) e o produto foi
extraido com Acetato de Etila (3 x 30 mL). A fase organica foi lavada com Agua
destilada (5 x 30 mL), solucéo de Hidréxido de Sédio 1M (6 x 30 mL) e Cloreto
de Sédio saturado (3 x 30 mL). Finalizado, Sulfato de Magnésio foi colocado
em excesso na solugdo, sendo esta filtrada e concentrada; rendimento: 77%;
composto colorido; ponto de fusdo: 110-120°C; IR (KBr): v = 2928,37, 2930,46,
3306,50, 1580,93, 1596,60, 1250,90; UV-vis: A (acetonitrila/agua) = 226nm;
RMN 1H (400 MHz, CDCI3): 8 = 13.352 (s, 1H, OH), 7.795-7.736 (m, 3H, Ar-H),
7.003-6.981 (m, 2H, Ar-H), 6.610-6.582 (m, 1H, Ar-H), 6.470-6.474 (m, 1H, Ar-
H), 3.983-3.857 (d, 6H, CH3); RMN 13C (100 MHz, CDCI3): & = 163.21, 161.46,
155.67, 144.46, 134.09, 132.77, 123.36, 114.51, 107.77, 101.44, 55.64, 55.61.
Composto Redresv003

[0046] Seguindo o método geral, esse composto foi obtido a partir de
agitacao por a 80°C até solubilizacdo completa do Redresv001 (0,9 mmol) em
Dimetilformamida (5 mL) e Carbonato de Potéssio (25 mmol). Foi Adicionado
lodeto de Metila (5,2 mmol), gota a gota, mantendo a agitagdo por 24h, sob
refluxo, a 40°C. O produto foi extraido com acréscimo de Cloreto de Amoénio
saturado (25 mL) e Acetato de Etila (3 x 30 mL). A fase orgénica foi lavada com
Agua destilada (5 x 30 mL), solugdo de Hidréxido de Sédio 1M (6 x 30 mL) e
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Cloreto de Sédio saturado (3 x 30 mL). Finalizado, Sulfato de Magnésio foi
colocado em excesso na solugdo, sendo esta filtrada e concentrada;
rendimento: 66%; composto colorido; ponto de fusdo: 190-200°C; IR (KBr): v =
3243,03, 1593,20, 1251,45; UV-vis: A (acetonitrila/agua) = 244nm; RMN 1H
(400 MHz, CDCI3): & = 7.863-7.545 (m, 3H, Ar-H), 7.135-7.082 (m, 2H, Ar-H),
6.773-6.768 (m, 1H, Ar-H), 6.636-6.602 (m, 1H, Ar-H), 4.125-3.325 (d, 9H,
CH3); RMN 13C (100 MHz, CDCI3): & = 163.12, 161.12, 158.26, 146.81,
135.81, 124.08, 124.08, 117.18, 114.58, 114.44, 106.07, 99.15, 56.07, 55.66,
55.55.

Composto Redresv004

[0047] Seguindo o0 método geral, esse composto foi obtido a partir da
solubilizacdo de Redresv001 (4,38 mmol) em Anidrido Acético (120 mL) sob
agitacdo a temperatura ambiente. Foi adicionado Piridina (1 mL) sendo uma
gota a cada 5 min e agitado por 30 min apds toda a adicdao. O produto foi
precipitado ap6s adigdo de Agua Destilada a 102C, filtrado e lavado com Agua
(3 x 30mL) e Acido Cloridrico a 5% (500 mL); rendimento: 98,3%; composto
colorido; ponto de fusdo: 115-122°C; IR (KBr): v = 3065,77, 1760,37, 1588,21,
1191,01; UV-vis: A (acetonitrila/agua) = 355nm; RMN 1H (400 MHz, CDCI3): &
= 7.876-7.821 (m, 3H, Ar-H), 7.259-7.224 (m, 2H, Ar-H), 7.159-7.021 (m, 2H,
Ar-H), 2.380-2.262 (m, 7H, COCH3); RMN 13C (100 MHz, CDCI3): 8 = 169.12,
168.58, 153.21, 150.40, 149.44, 141.63, 124.16, 122.27, 119.74, 118.27,
116.80, 21.17, 20.69.

Composto Redresv005

[0048] Seguindo 0 método geral, esse composto foi obtido a partir
da adicdo do Dimetilsulféxido anidro (10mL) com Redresv001 (500 mg) e
mantido sob agitacdo em sistema fechado até solubilizacdo. Apéds, adicionou-
se Trietilamina (306 plL) e a agitagcdo foi mantida por 20 minutos, acrescentando
Anidrido Acético (206 pL) e agitacdo por mais 1h. O produto foi separado
através de passagem por coluna cromatografica com silicagel 60 (0,2-0,5mm)

empacotada e utilizando como solvente o cloroférmio; rendimento: 8%;
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composto colorido; ponto de fusdo: 130-145°C; IR (KBr): v = 3495,94, 1760,37,
1371,79, 1191,01; UV-vis: A (acetonitrila/agua) = 272nm; RMN 1H (400 MHz,
CDCI3): 8 =13.362 (s, 1H, OH), 13.156 (s, 1H, OH), 7.798-7.648 (m, 3H, Ar-H),
7.260-7.185 (m, 1H, Ar-H), 6.814-6.723 (m, 2H, Ar-H), 6.276-6.271 (m, 1H, Ar-
H), 2.411-2.334 (d, 3H, CH3); RMN 13C (100 MHz, CDCI3): & = 169.79, 158.85,
154.01, 152.98, 144.26, 133.59, 132.96, 123.83, 122.45, 116.16, 115.83,
113.43, 108.91, 21.24.

Antividade antimicrobiana

[0049]Para os derivados redresv002, redresv003, redresv004 e redresv005
foram testados nas concentragdes de 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320 e 640 pg/mL
frente a Acinetobacter sp. e Escherichia coli sem mostrar atividade
antimicrobiana.

[0050] Os versados na arte valorizardo 0s conhecimentos aqui
apresentados e poderao reproduzir a invengcdo nas modalidades apresentadas

e em outras variantes, abrangidas no escopo das reivindicagbes anexas.
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Reivindicacoes

1. Composicao farmacéutica, caracterizada por compreender:

- pelo menos um composto de formula:

em que R1, R2 e R3sdo OH; e

- pelo menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
2. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada
por adicionalmente compreender pelo menos um farmaco com acgao
antimicrobiana
3. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagédo 2, caracterizada
pelo farmaco com agédo antimicrobiana ser selecionado do grupo consistindo
de: polimixina B, polimixina E, tobramicina, combina¢gdo dos mesmos.
4. Composicao farmacéutica de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 2
ou 3, caracterizada pelo farmaco com agdo antimicrobiana ser selecionado do
grupo consistindo de: polimixina B, polimixina E e tobramicina ou combinagao
dos mesmos.
5. Composigao farmacéutica de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 4, caracterizada pelo composto estar em uma concentragdo entre 2 e 30
Hg/mL.
6. Composicao farmacéutica de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 5, caracterizada pelo farmaco com agao antimicrobiana estar em uma
concentracéo entre 2 e 100 pg/mL.
7. Uso da composicao farmacéutica, conforme definida em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 6 caracterizado por ser para a preparagédo de um

medicamento com acao antimicrobiana.
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8. Uso da composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicagdes
7, caracterizado por ser para a preparagdo de um medicamento com acéo
antimicrobiana contra um microrganismo selecionado do género Acinetobacter.

9. Uso da composicdao farmacéutica, de acordo com a reivindicacdao 8
caracterizado pelo microrganismo ser Acinetobacter calcoaceticus-baumannii.

10. Método de tratamento de doengas associadas a infecgbes
microbianas, caracterizado por compreender a aplicagao de uma composicao
farmacéutica, conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6 em
um paciente.

11. Processo de preparacdo de um composto conforme definido na
reivindicagdo 1, caracterizado por compreender a condensacédo de um fenol

adequado com um nitrito de sodio.
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Observages quando certas reivindicacdes nao puderam ser objeto de pesquisa (Continuacéo do ponto 2 da

Quadro Il AR
primeira pigina)

Este relatério de pesquisa internacional néo foi formulado em relacfo a certas reivindicacdes, sob Artigo 17.2).a), pelas seguintes
razdes:

L. Reivindicages: 10

porque estas se referem a matéria na qual esta Autoridade nfo estd obrigada a realizar a pesquisa, a saber:
Método de tratamento do corpo humano ou animal por terapia de acordo com o Artigo 17(2)(a)(i) e Regra

39.1.(iv) do PCT.

2. 1 Reivindicagdes:

porque estas se referem a partes do pedido internacional que nfo estdo de acordo com os requisitos estabelecidos, de tal
forma que néo foi possivel realizar uma pesquisa significativa, especificamente:

3. Reivindicagdes:

porque estas sdo reivindicacdes dependentes e ndo estdo redigidas de acordo com a segunda e terceira frase da Regra
6.4.2).

QuadroIll  Observacdes por falta de unidade de invencio (Continuacao do ponto 3 da primeira pagina)

Esta Autoridade de pesquisa internacional encontrou miiltiplas inven¢des neste depdsito internacional, a saber:

1. [] como todas as taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este relatério de
pesquisa cobre todas as reivindicagGes pesquisdveis.

2. [] como a pesquisa em todas as reivindicacdes pesquisdveis pode ser feita sem esforgo que justifique pagamento adicional,
esta Autoridade n#o solicitou o pagamento de taxas adicionais.

3. [] como somente algumas das taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este
relatério de pesquisa internacional cobre somente aquelas reivindicagdes cujas taxas foram pagas, especificamente as
reivindicagSes:

4. [ as taxas de pesquisas adicionais requeridas nfio foram pagas dentro do prazo pelo depositante. Consequentemente, este
relatério de pesquisa internacional se limita a invencdo mencionada primeiramente nas reivindica¢des, na qual é coberta
pelas reivindicagdes:

Observacdes da reclamacéo [] as taxas adicionais para pesquisas foram acompanhadas pela reclamagdo do
depositante e, se for o caso, pelo pagamento da taxa de reclamacdo.

as taxas adicionais para pesquisa foram acompanhadas pela reclamagéo do
depositante mas a taxa de reclamacfio nfo foi paga dentro do prazo especificado
pela solicitacfo.

[ o pagamento de pesquisas adicionais nio acompanha nenhuma reclamagio.
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