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(57) Resumo: "COMPOSTOS UREIDICOS, COMPOSIGOES FARMACEUTICAS CONTENDO OS MESMOS E SEU USO No
TRATAMENTO DE DOENGAS INFLAMATORIAS". A presente invencéo relata derivados 6-N-alquil e/ou 6-N-aril ureias [1,3]
dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila funcionalizados (3a-z, 4a-z); e congéneres (5a-z), de formula geral (I, I, Il e V), Uteis
no tratamento e/ou prevengdo de doencas de origem inflamatoéria, tais como quadros inflamatérios, propriamente ditos, agudos ou
crdnicos, diferentes tipos de artrite, asma, doenga de Crohn e diabetes mellitus do tipo I, entre outras. Esses derivados possuem a
capacidade de modular o processo inflamatério atuando em nivel da proteina cinase ativada por mitégeno p-38 (MAPK-p38).
Ademais, os derivados da presente invengao apresentam expressivas propriedades antiinflamatérias aferidas em modelos in vivo.
A presente invengdo também revela processos para a producao de tais derivados e composigdes farmacéuticas contendo os
mesmos.
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Relatério Descritivo

ComMmposTOS UREIDICOS, COMPOSICOES FARMACEUTICAS CONTENDO OS
MesMos E SEU USO NO TRATAMENTO DE DOENGAS INFLAMATORIAS

Campo da Invenc¢3o

A presente invengao é relacionada a derivados 6-N-alquil e/ou 6-N-aril
ureias [1,3)dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila funcionalizados (3a-z,
4a-z); e congéneres (5a-z). Ainda mais particularmente, a presente invengao
relaciona-se com os derivados 6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-
carboxilato de etila (LASSBio-948), 6-(4-bromofenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-
glquinolina-7-carboxilato de etila (LASSBio-947), 6-(4-clorofenilureia)-
[1.3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (LASSBio-949), 6-
cicloexilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (LASSBi0-998)
e seus isésteros e regioisbmeros, a processos para sua preparagéo, a
composicdes farmacéuticas contendo os mesmos, e a seu emprego como
agente terapéutico para o tratamento de doengas de origem inflamatéria, a
exemplo das diferentes formas de artrite, osteoartrite, asma, doenga de Crohn
e COPD (chronic obstructive pulmonar disease).

Antecedentes da Invencdo

Diversos membros da familia das proteinas cinases ja foram
identificados até o momento. Estas enzimas catalizam a reagao de fosforilagéo
de diferentes substratos, desempenhando fungbes primordiais em praticamente
todas as etapas da vida celular. Considerando que cerca de 1/3 das proteinas
conhecidas em mamiferos contém fosfato ligado covalentemente, qualquer
alteragao no funcionamento dessas proteinas pode gerar respostas celulares
inadequadas, contribuindo para o desenvolvimento de patologias tais como
diabetes, cancer, artrite reumatéide, entre outras [Cohen, P., J. Biol. Chem.,
1999, 3, 459)].
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Dentre as proteinas cinases estdo as ativadas por mitégeno (mitogen-
activated protein kinase, MAPK), pertencentes a familia das Serino-Treonina
cinases que incluem a cinase regulada por sinais extracelulares (extra-cellular
signal regulated kinase-2, ERKs), a cinase amino-terminal da jungdo ¢ (c-jun
amino terminal kinase, JNKs) e a proteina p38 ativada por mitégeno (mitogen-
activated protein kinase p38, MAPK p38). Essas cinases possuem 60-70% de
homologia entre si e caracterizam-se pela presenga da seqiéncia Thr-Xaa-Tyr
no sitio de ativagdo, podendo dessa maneira ser duplamente fosforiladas nos
residuos dos aminoacidos treonina e tirosina por MAPK cinases (MKK) em
resposta a estimulos extracelulares [Muzio, M. et al, Science, 1997, 278,
1612].

A ativagdo das MAPK-p38 ocorre em resposta ao choque osmético,
calor, luz ultravioleta, a agentes patogénicos como lipolissacarideos de
bactérias gram-negativas (LPS) e a diferentes interleucinas (IL) como a IL-1, IL-
2, IL-7, IL-17, IL-18, as citocinas como o fator de transformagao do crescimento
0 (TGF-B) e o fator de necrose tumoral O (TNF-a). Uma vez ativada, a MAPK-
p38 atua promovendo a ativagdo de outras cinases, de fatores de transcrigao
nuclear responsaveis pela expressdo de citocinas pré-inflamatérias, de
moléculas de adesao e de proteinas citoplasmaticas [Clark, AR, et al., FEBS
Letters, 2003, 546).

Atualmente, sdo conhecidos quatro membros da familia das MAPK-p38:
designados pelas letras a, B, y e 6. Essas isoformas diferem quanto a
distribuicdo tecidual, ativagdo de outras cinases e fosforilagdo de substratos
[Lee, J. C. et al., Nature, 1994, 372, 739].

O grau de homologia da p38a em relagdo a p3883, p38y e p385 é de 75,
62, e 64%, respectivamente. Embora a expressao da p38a e das cinases
relacionadas possa variar, essa enzima é predominantemente expressa em
células envolvidas com a resposta inflamatéria e imunomoduladora do
organismo [Lee, J. C. et al, Nature, 1994, 372, 739], justificando seu papel
central no desenvolvimento de patologias de origem inflamatdria.



15

25

30

(XX Y X
Seee
(A XX}

3/28

A MAPK-p38a esta envolvida nos eventos celulares em resposta ao LPS
que induzem adesao celular e podem levar a ativagao de fatores de transcrigao
nuclear com conseqtiente sintese de TNF-a e IL-18 [Reingeaud, J. et. al., Mol.
Cell. Biol. 1995, 16, 1247). A agao biolégica dessas citocinas pode ser atribuida
a capacidade de ativar o fator de transcrigdo nuclear kB (NFOB), contribuindo
assim para a orquestragdo da resposta inflamatéria [Baeuerle, P. A. e
Baltimore, D, Cell, 1996, 87, 13].

Devido ao papel central desempenhado nas diferentes etapas do
processo inflamatério, a atividade da MAPK-p38 tem sido relacionada a
diversas patogenias, dentre as quais € importante ressaltar a artrite reumatéide
[Kumar, S. et. al., Nature Drug Discovery 2003, 2, 717]. No desenvolvimento do
processo inflamatério da artrite reumatéide a presenga de um grande nimero
de células mononucleares na sindvia esta intimamente relacionada ao grau de
patogenia da doenga. Os macréfagos na sindvia reumatdide tém uma alta
concentragao de MAPK-p38 ativadas com consequente producdo de TNF-a e
IL-1B, citocinas essenciais no desenvolvimento da patogenia.

A constatagdo de que a MAPK-p38 desempenhava um papel chave nos
processos inflamatérios fez com que a inibicdo da enzima se tornasse uma
atraente estratégia terapéutica para o tratamento de diferentes condigbes
patolégicas de origem inflamatéria.

O primeiro protétipo sintético capaz de inibir seletivamente a MAPK-p38
foi o derivado piridinil imidazélico SFK-86002 [Lee, J. C. et al, Int J.
Immunopharmacol. 1988, 10, 835; Lee, J. C. et al. Ann. NY Acad. Sci. 1993,
696, 148), que posteriormente foi substituido pelo derivado 2,4,5-triaril
imidazélico SB-203580 [Gallagher, T. F. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1995, 5,
1171), ambos utilizados como ferramenta farmacolégica na pesquisa de novos
alvos moleculares envolvendo a requlagao de citocinas.

Diversas patentes descrevem inibidores de MAP kinase, e algumas
descrevem inibidores de p38 MAP Kinase. Podemos citar diversas, como WO
95/09851, WO 97/16442, WO 98/06715, WO 98/07425, WO 98/56377, WO
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99/01136, WO 00/01688, WO 00/07991, WO 00/06563, WO 00/12074, WO

01/29041, WO 01/62731, WO 01/05744, WO 04/089929, WO 04/016267.
Atualmente varios inibidores da MAPK-p38 encontram-se em fases de

estudos clinicos [Jessie M. et. al., TRENDS in Pharm. Sciences, 2002, 23, 40] e

alguns exemplos estao ilustrados abaixo.
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Sumario da Invencao

E um objeto da presente invengdo proporcionar alternativas para o
tratamento e prevengdo de doengas inflamatérias e/ou de origem inflamatéria,
em especial, diferentes formas de artrite, osteoartrite, asma entre outras. Em
um aspecto da invengao, as principais limitagbes e as complicagdes
associadas a terapia medicamentosa, usualmente empregada no tratamento de

patologias inflamatorias, seriam contornadas ou minimizadas com o uso de
derivados ureldicos, que atuam como inibidores da MAPK-p38 e/ou inbidiores
da ativagao de NFxB
6- E um adicional objeto da presente invengao um derivado férmula geral
(1) e/ou (1) e/ou (lll) e/ou (IV) abaixo:

10
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onde:
R corresponde a OCH; ou OCH,CH3; ou OPh ou OBn ou NH; ou NHCH; ou
NHNH;;
W= (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-F ou (2 e/ou 3 elou 4 e/ou 5 e/ou 6)-Cl ou (2
e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-Br ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-CH; ou (2
elou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-CH,CH3 ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-CF; ou
(2 efou 3 elou 4 e/ou § e/ou 6)-OCH; ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-OCF3
ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)- (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-NO; ou (2
e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-NH;; (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-NHCH; ou (2
elou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-NHCOCH; ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-
NHSO,CHjs;
R2 CH3 ou CH,CH; ou (CH2).CH3 ou (CH2)3CH3; ou (CH2)4CH3 ou (CH.)sCH3 ou
CH(CHa3), ou C(CH3); ou ciclopropila, ou ciclopentila ou cicloexila ou cicloeptila;
Ar corresponde a 2-Py ou 3-Py ou 4-Py ou 2-tiofeno ou 2-furano ou 2-
pirrola ou 1-naftil ou 2-naftil ou quinolina, ou quinoxalina ou oxazol ou tiazol ou
tiadiazol, oxadiazo! ou pirimidina ou triazol ou imidazol,
E um adicional objeto da presente inven¢ao um processo de prepara¢ao
de derivados ureldicos. Mais especificamente, tal processo compreende etapas
sintéticas como: substituicao eletrofilica aromatica regiosseletiva; condensagao
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do tipo alddlica com cianoacetato de etila; redugdo seguida de ciclizagao
através de adicdo nucleofilica intramolecular, condensagao (intermediario
amino com isocianatos funcionalizados); interconversdo de grupamentos
funcionais

E um adicional objeto da presente invencdo a preparagdo de
composi¢des farmacéuticas contendo os derivados ureidicos e seu uso no
tratamento de doengas e condigdes patologicas inflamatérias. Mais
especificamente, tais composi¢des farmacéuticas sao capazes de inibir a p38
MAP-Kinase e/ou inibir a ativagdo de NFkB.

Descricdo das Fiquras

Figura 1: Génese dos novos derivados (3a-z; 4a-z; 5a-z), desenhados a
partir dos protétipos (GK00687, 1) e (2)

Figura 2: Valores de plC50 propostos para os alguns dos derivados
ureidicos planejados como inibidores da MAPK-p38, comparativos aos valores
de pIC50 dos protétipos GK 00687 e SB 203580, a partir do modelo de CoMFA

Figura 3: Efeito de LASSBIi0-947 (3d) e do SB202190 sobre a ativagao
da MAPK-p38 de macrofagos peritoneais murinos estimulados com LPS,
indicando a autorradiografia (A) com as respectivas colunas que representam
as densidades Oticas relativas de cada banda (B). Preparagdes: RPMI =
macréfagos naive; LPS = macréfagos estimulados com LPS 10 npg/ml;
LASSBIi0-947 = macréfagos estimulados com LPS na presenga de diferentes
concentragdes da molécula LASSBio-947 (3d) (1, 10, 100 e 1000 uM); SB =
macréfagos estimulados com LPS na presenga de diferentes concentragbes de
$B202190 (1 e 10 uM). ICs0 (LASSBi0-947 (3d))= 8,7 uM.

Figura 4. Efeito de LASSBIio-948 (3a) sobre a ativagdo da MAPK-p38
de macréfagos peritoneais murinos estimulados com LPS, indicando a
autorradiografia (A) com as respectivas colunas que representam as
densidades oticas relatvas de cada banda (B). Preparagdes: RPMI =
macréfagos naive; RPMI+DMSO = macréfagos naive na presenga de DMSO
0,5%; LPS = macréfagos estimulados com LPS 10 ng/ml; LPS+DMSO =

W
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macroéfagos estimulados com LPS 10 pg/ml na presenga de DMSO 0,5%;
LASSBIi0-948 = macréfagos estimulados com LPS na presenga de diferentes
concentragdes da molécula LASSBio-948 (3a) (1, 10, 100 e 1000 pM). ICso
(LASSBIi0-948 (3a))= 13,6 uM.

Figura 5: Efeito de LASSBio-949 (3c) sobre a ativagdo da MAPK-p38
de macrofagos peritoneais murinos estimulados com LPS, indicando a
autorradiografia (A) com as respectivas colunas que representam as
densidades o¢ticas relatvas de cada banda (B). Preparagbes: RPMI =
macrofagos naive; RPMI+DMSO = macréfagos naive na presenga de DMSO
0,5%; LPS = macréfagos estimulados com LPS 10 pg/ml; LASSBio-949 =
macréfagos estimulados com LPS na presenga de diferentes concentragdes da
molécula LASSBi0-949 (3c) (1, 10, 100 e 1000 pM), SB = macréfagos
estimulados com LPS na presenga de diferentes concentragdes de SB202190
(1, 10 e 100 pM). IC5 (LASSBIi0-949 (3c))= 30 uM.

Figura 6: Efeito do LASSBio-998 (4m) sobre a ativagdo da MAPK-p38
de macrofagos peritoneais murinos  estimulados com LPS, indicando a
autorradiografia (A) com as respectivas colunas que representam as
densidades oéticas relatvas de cada banda (B). Preparagdes: RPMI =
macréfagos naive, LPS = macréfagos estimulados com LPS 10 upg/ml;
LASSBIi0-998 = macréfagos estimulados com LPS na presenga de diferentes
concentragdes da molécula LASSBio-998 (4m) (1, 10, 100 e 1000 uM); SB =
macréfagos estimulados com LPS na presencga de diferentes concentragdes de
S$B202190 (10 uM). ICso (LASSBio-998 (4m))= 5,5 pM.

Figura 7: Redugao do aumento do peso do linfonodo popliteo esquerdo
em camundongos que receberam zimosan e foram tratados com as
substancias LASSBio-947 (3d), LASSBio-948 (3a) e LASSBio-949 (3c).
Grupos de 8 animais receberam inje¢ao s.c. de salina estéril ou de 150 ng de
zimosan (preparado em salina) na pata esquerda. Setenta e duas horas apéds a
injegdo, os animais foram tratados i.p. com 10 mg/kg das substancias L-947, L-
948 e L-949 por 4 dias. Apds esse periodo, o linfonodo popliteo esquerdo era
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dissecado e pesado. Os valores sdo apresentados como a média + SEM, em
que * *p<0,01 e ***p<0,001.

Figura 8: Redugdo do numero de linfécitos no linfonodo popliteo
esquerdo em camundongos que receberam zimosan e foram tratados com as
substancias LASSBio-947 (3d), LASSBio-948 (3a) e LASSBio-949 (3c).
Grupos de 8 animais receberam injegao s.c. de salina estéril ou de 150 ug de
zimosan (preparado em salina) na pata esquerda. Setenta e duas horas apés a
injecao, os animais foram tratados i.p. com 10 mg/kg das substancias L-947, L-
948 e L-949 por 4 dias. Apds esse periodo, as células dos linfonodos foram
isoladas e contadas em camara de Neubauer.

Figura 9: Inibigao da translocagdo do NF«B dos linfocitos dos linfonodos
dos camundongos C57BI6 tratados com os compostos LASSBio-947 (3d),
LASSBi0-948 (3a) e LASSBio-949 (3c). Imagem da auto-radiografia obtida do
extrato nuclear dos linfocitos ap6s corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida. Ctr’= controle positivo, células Hela tratadas com 10 0Og de
LPS; SF= controle negativo, sonda nao radioativa; Sal= animais injetados com
salina; Animais injetados com 150 nug de zimosan e tratados i.p. com 0,5% de
DMSO por 4 dias (Veic), com 10 mg/kg de rofecoxib (Vioxx) ou com 10 mg/kg
dos compostos LASSBIi0-947, LASSBi0-948 ou LASSBio-949.

Descri¢cdo Detalhada da Invencao

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

Esta invengao tem com uma das caracteristicas inovadoras a sintese de
novos 6-N-alquil e/ou 6-N-aril ureias [1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato
de etila funcionalizados (3a-z, 4a-z); e congéneres (5a-z). Ainda mais
particularmente, a dos derivados 6-fenilureia-[1,3]dioxolo|5,4-g]quinolina-7-
carboxilato de etila (doravante denominado LASSBio- 948) 6-(4-
bromofenilureia)-{1,3]dioxolo{5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (doravante
denominado LASSBIi0-947), 6-(4-clorofenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-

4
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carboxilato de etila (doravante denominado LASSBio0-949), 6-cicloexilureia-
[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (doravante denominado
LASSBIi0-998), seus isésteros e regioisdmeros (3a-z, 4a-z, 5a-z), planejados a
partir de modificagdes estruturais nos protétipos ureidicos (1) e (2) e
desenhados racionalmente como inibidores da MAPK-p38 utilizando técnicas
de QSAR/CoMFA (Quantitative Structure-Activity Relationship/Comparative
Molecular Field Analysis) (Figuras 1 e 2).

Os novos compostos foram obtidos em bons a excelentes rendimentos
quimicos, empregando-se metodologia sintética aqui descrita, conforme
esquema abaixo, que se caracteriza por apresentar poucas etapas, partindo-se
de compostos comercialmente disponiveis, o que qualifica esta metodologia
sintética para utilizagao industrial.

Os compostos da presente invengdo foram planejados através de
sinteses convergentes, utilizando reagdes classicas como:

. Substituicao Eletrofilica Aromatica Regiosseletiva
. Condensagao do tipo aldélica com cianoacetato de etila
. Redugdo seguida de ciclizagdo através de adicdo nucleofilica

intramolecular

. Condensagao (intermediario amino com isocianatos
funcionalizados)

. Interconversao de Grupamentos Funcionais
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Condi¢des: a) HNO; ta., 15 min. 85%; b) NCCH,O0CH.,CH,;, EtOH, KF/ALLO,; 35°C,
2h30min., 94%; ¢) Zn, TiCl,, THF, refluxo, 3h30min., 84%; d) 4-W-fenil-isocianato (ou
cicloexilisocianato), Tolueno, refluxo, 72h.

Mais especificamente, os compostos (3a-z; 4a-z; 5a-z) da presente
invengao podem ser preparados por um processo que compreende as etapas
de:

. Substituicdo eletrofilica aromatica regiosseletiva do sistema
benzo[d][1,3]dioxola-5-carbaldeido ou piperonal (7).

. Tratamento do intermediario nitrado 8 com cianoacetato de etila,
na presenga de fluoreto de potassio suportado em alumina (KF/Al,O3) como
base, etanol como solvente, a temperatura de 35°C, explorando reagdo de
condensagao do tipo aldélica diastereoseletiva.

. Reducgao do nitro-acrilato de configuragdo (E) 9, empregando-se
tetracloreto de titdneo (TiCls) na presenga de zinco (Zn) e tetraidrofurano como
solvente, a temperatura de refluxo, para posterior ciclizagdo do intermediario
amino-formado através de adigdo nucleofilica intramolecular ao grupamento
nitrila.
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. Condensagdo do derivado aminado 10 com arilisocianatos e/ou

cicloalquilisocianatos e/ou alquilisocianatos e/ou heteroarilisocianatos, na
presenga de tolueno anidro a temperatura de refluxo.

. Interconversdes de grupos funcionais a partir do intermediario (10)
ou dos derivados (3a-z; 4a-z; 5a-z), explorando reag¢des de transesterificagao,
hidrélise, amingélise e hidrazindlise.

A titulo de exemplificagdo, neste relatério descrevemos a sintese dos
seguintes compostos:
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3a);
6-(4-fluoro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-glquinolina-7-carboxilato de etila (3b);
6-(4-cloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3c);
6-(4-bromo-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (3d);
6-(4-metil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (3e),
6-(4-trifluorometil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-glquinolina-7-carboxilato de etila
(31);
6-(4-metoxi-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3g);
6-(4-trifluorometileter-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-glquinolina-7-carboxilato de
etila (3h),
6-(4-nitro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-glquinolina-7-carboxilato de etila (3i);
6-(4-amino-fenilureia)-{1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3j);
6-(4-metilamino-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila
(30,
6-(4-acetamido-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato  de etila
(3m);
6-(4-metanosulfonamida-fenilureia)-{1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de
etila (3n),
6-(2,6-difluoro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (30);
6-(2-cloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3p);
6-(3-cloro-fenilureia)-{1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3q);
6-(2,3-dicloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3r),
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6-(2,6-dicloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3s);
6-(4-etil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (3t);
6-(2,6-etil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3u);
6-(2,6-metil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3v); I g
6-(2-metoxi-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3x);
6-(2-nitro-fenilureia)-{1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3z);
6-metilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (4a);
6-etilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (4b);
6-propilureia-{1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4c);
6-isopropilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4d);
6-terbutillureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4e);
6-butilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4f);
6-pentilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4g);
6-hexilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (4h);
6-benzilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4i);
6-ciclopropilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4j);
6-ciclopentilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (41);
6-cicloexilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4m);
6-cicloeptilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4n);
6-cicloexilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de metila (40);
6-cicloexilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de fenila (4p);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de benzila (4q);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-acido carboxamida (4r);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-metilcarboxamida (4s);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carbonilidrazino (4t);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de metila (4u);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxamida(4v);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-acido carboxilico(4x);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carbonilidrazino(4z);
6-(2-piridinilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5a);
6-(3-piridinilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5b);
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6-(4-piridinilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5¢);
6-(2-tienilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5d);
6-(2-furilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5e);
6-(2-imidazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5f);
6-(2-pirrolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5g);
6-(2-pirazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5h);
6-(1,3,4-tiadiazolilureia-[1,3]dioxol0[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5i);
6-(1,3,4-oxadiazolureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5j);
6-(1-naftilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (51),
6-(2-naftilureia-[1,3]dioxolo[5,4-glquinolina-7-carboxilato de etila (5m);
6-(2-quinolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinoclina-7-carboxilato de etila (5n);
6-(4-pirimidinilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (50);
6-(4-quinazolinilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5p);
6-(1,3-oxazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5q);
6-(1,3-tiazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (5r);
6-(1H-5-imidazolilureia-{1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5s);
6-(4H-1,2,4-triazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5t);
6-(4-metanosulfonil-fenilureia)-{1,3]dioxolo[5,4-glquinolina-7-carboxilato de
metila (5u);
6-(4-metanosulfonil-fenilureia)-{1,3]dioxolo[5,4-glquinolina-7-carboxamida(5v);
6-(4-metanosulfonil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-acido
carboxilico(5x);

6-(4-metanosulfonil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-
carbonilidrazino(5z).

Uma descrigdo detalhada dos métodos sintéticos desta invengao para
alguns dos compostos reivindicados ¢ relatada a sequir. Os exemplos

seguintes ilustram, mas nao limitam a presente invengao.

Exemplo 1

19
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6-nitrobenzo [d] [1,3]dioxolo-5-carbaldeido [adaptado de Barreiro, E.

J.etal, J. Chem. Res., (S), 1982, 102]

<ﬂ o

95%

Misturou-se em um baldo de fundo redondo o piperonal (7) (6,66 mmol;
1g) e 3,3 mL de HNO3 concentrado, permanecendo a suspensao resuitante a
t.a. sob vigorosa agitagdo maqnética. Observa-se imediata mudang¢a de cor
(incolor —» amarelo). Acompanhamento por C.C.F. revela término da reacao
em 15 minutos. O isolamento é feito através de resfriamento do meio reacional
em banho de gelo, observando-se imediata precipitagdo. O sélido amarelo
precipitado & filtrado em funil de buckner e lavado com solu¢do saturada de
NaHCO3;, seguida de lavagem com agua destilada até que a agua da lavagem
apresente pH=7.

2-ciano-3-(6-nitrobenzeno[d][1,3] dioxol-5-il){E)-2-propenoato de
etila [adaptado de Zhou, L. et al., J. Chem. Research (S), 1998, 398],

0
< M NCCH,CORt o cuy
TKIALO,
NO,
8

EtOH/t.a.
2 h e 30 min

94%

Em um baldo de fundo redondo contendo o nitro-piperonal (8) (1,9512g;
10 mmol) adicionou-se KF/AI,O; (200 mg), cianoacetato de etila (1,131g; 10
mmol) e 10 m! de etano! seco. A suspensao resultante foi mantida sob vigorosa
agitacdo magnética e aquecida a temperatura de 35°C. Acompanhamento por
C. C. F. indica término da reagdo em 2 horas e 30 minutos. A solugdo
apresenta coloragdo amarela do inicio ao fim. O isolamento é feito por redugéo
do volume de solvente em rota-evaporador, seguido da diluicdo do meio com
diclorometano, seguida de filtragdo do sélido branco (KF/Al2O3) em funil de
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buckner. O filtrado é adicionado a um funil de separagéo, lavado com agua
destilada, em seguida a fase organica & seca com Na,SO, anidro e
concentrada para fornecer sélido amarelo amorfo (9) em rendimento de 94%.

6-amino [1,3]dioxolo [5,4-g] quinolina-7-carboxilato de etila
{adaptado de Zhou, et al., Synthesis, 1998, 851]

o]
O N
o) o San, Zn/ma, < ~ 07 ~CHy
< TFA N
CN
NO, 3 h e 30 min NI,
9 84% 10

Em um balado de duas bocas equipado com condensador e atmosfera de
N,, contendo zinco (1,04g; 16 mmol), previamente tratado com HCI 10% e seco
em estufa por 24h, adiciona-se com auxilio de seringa 8 mL de THF, iniciando
a agitagdo magnética. Em seguida, também com auxilio de seringa goteja-se
cuidadosamente 0,88 mL de TiCl, (8 mmol). Observa-se imediata mudanga de
coloragdo do meio reacional que assume coloragdo verde escuro, o meio é
permanece em agitagcao a temperatura de refluxo por 2 horas. Desliga-se o
aquecimento, e apés resfriamento do meio reacional realiza-se a adigao gota-
gota do ciano-derivado 9 (0,580g, 2mmol) solubilizado em & mL de THF.
Observa-se mudan¢a de coloragdo, assumindo o meio reacional a cor preto-
avermelhado. A mistura reacional é submetida & agitagdo magnética a t.a. por
1 hora e 30min.

O isolamento ¢ feito vertendo-se o conteudo do baldao a um Becker
contendo 40 mL de solugdo aquosa de K,CO3 10%. Em seguida, realiza-se a
adi¢ao de cerca de 100 mL de diclorometano deixando a suspensao resultante
sob vigorosa agitagdo magnética até que haja extragao para a fase organica.
Filtra-se a suspensao a vacuo, lavando exaustivamente com diclorometano. O
filtrado é transferido a um funil de separagdo e é lavado com &gua. A fase
organica é seca com Na;SO, anidro e concentrada para fornecer sélido amorfo
de coloragdo castanho em rendimento de 84%. Posteriormente realiza-se
purificagdo através de recristalizagédo em mistura hidroalcolica.
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Procedimento Geral para a sintese dos derivados 6-N-alquil e/ou 6-
N-aril  ureias [1,3]dioxolo[5,4-glquinolina-7-carboxilato de  etila
funcionalizados (3a-z, 4a-z, 5a-z) [adaptado de Dumas, J. et al., Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2000, 10, 2054]

(6] (0]
0.
< o cn, < o R,
R,NCO/Tolueno
N NH, h > N i
10 A 3a-z, 4a-z, Sa-z )\
R,
0 N~
R,= alquila, cicloalquila, arila-funcionalizada, heteroarila H

Em baldo de fundo redondo conectado a um condensador de refluxo,
contendo o derivado orto-aminoquinolinico 10 (0,5g; 1,823 mmol), adiciona-se
o isocianato devidamente fucionalizado (3,65 mmol) e tolueno anidro como
solvente (100 mL). A mistura reacional é agitada magneticamente a
temperatura de refluxo por 72 horas.

O isolamento inicia-se através da diluigdo do meio-reacional com
diclorometano, seguida da redu¢ao do volume de solvente em rota-evaporador.
Em seguida, realiza-se a adi¢do de 100 mL de AcOEt, verte-se o contetdo do
baldo para um funil de separagéo realizando a lavagem com solugdo saturada
de NaCl, seguida da lavagem com &gua destilada. A fase organica € seca com
Na,SO, anidro, concentrada em rota-evaporador para fornecer as uréias
desejadas em rendimento médio de 78% apb6s purificagdo através de
recristalizagao em mistura hidroalcélica.

6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3a)

Este derivado foi obtido em 96% de rendimento, através da adigdo
nucleofilica do derivado 2-amino-quinolina (10) ao fenilisocianato, como sélido
amorfo de cor marrom claro e pf.: 202-203°C.

RMN 'H (200 MHz; DMSO-d) 5: 1, 39 (3H, t, RCOOCH,CHs, J= 6, 95
Hz); 4, 41 (2H, q, RCOOCH,CHj J= 6, 95 Hz); 6, 27 (2H, s, OCH,0);7, 09 (1H,
t, C4'-H, J=7, 28 Hz); 7, 37 (2H, t, C3'-H e C5'-H, J= 7,33 Hz); 7, 52 (1H, s, C8-

A
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H); 7, 54 (1H, s, C5-H); 7, 75 (2H, d, C2'-H e C&'-H, J=7,33 Hz); 8, 88 (1H, s,
C4-H); 10,26 (1H, s, CO-NH-Ph); 12, 19 (1H, s, Pyr-NH-OC) ppm.

RMN YC (50 MHz, DMSO-dg) &: 13, 9 (RCOOCH,CH3); 61, 8
(RCOOCH,CH3); 102, 5 (OCH:0); 103, 1 (C8), 104, 0 (C3); 107, 5 (C4'); 119, 2
(C5); 119, 4 (C2' e C6'); 123, 1 (C4a); 128, 9 (C3’ e C5'); 138, 4 (C1’); 141, 3
(C4); 145,0 (NCONY); 146, 8 (C8a); 149, 1 (C7); 151, 1 (C6); 157, 5 (C2); 162, 0
(RCOOR’) ppm.

IV (pastilha KBr): 3273 (vas N-H); 3214 (vs N-H);, 1683 (v C=0 de éster);
1616 (v C=0 de uréia); 1527 (v C-O-C de éster), 1480 (v C=C); 1240 (v,s C-O-
C); 1032 (vs C-O-C) cm’™"

6-(4-cloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato  de
etila (3c);

Este derivado foi obtido em 85% de rendimento, através da adigao
nucleofilica do derivado 2-amino-quinolina (10) ao 4-cloro-fenilisocianato, como
s6lido amorfo de cor marrom e pf.: 199-201°C.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) 5: 1, 39 (3H, t, RCOOCH,CHj3, J= 6, 95
Hz); 4, 40 (2H, q, RCOOCH,CH3; J= 6, 95 Hz); 6, 26 (2H, s, OCH,0); 7, 39 (2H,
d, C3-He C5'-H, J=8,79 Hz); 7, 46 (1H, s, C8-H), 7, 80 (2H, d, C2"-H e C6’-H,
J=8,79 Hz); 8, 86 (1H, s, C5-H); 8, 87 (1H, s, C4-H), 10,28 (1H, s, CO-NHK-
PhCI); 12, 25 (1H, s, Pyr-NH-OC) ppm.

RMN C (50 MHz, DMSO-ds) &: 15, 1 (RCOOCH,CH,); 60, 4
(RCOOCH,CH3;); 105, 5 (OCH20); 109, 7 (C8); 119, 9 (C3); 120, 0 (C2' e C6’);
122, 2 (C5); 125, 1 (C4’); 125, 3 (C4a); 128, 8 (C3' e C5’); 138, 4 (C1’), 138, 6
(C4); 145,0 (NCON); 147, 8 (C8a); 149, 8 (C7); 151, 1 (C6); 154, 6 (C2); 167, 0
(RCOOR') ppm.

IV (pastilha KBr): 3292 (vas N-H); 3268 (vs N-H); 1683 (v C=0 de éster);
1618 (v C=0 de uréia); 1526 (v C-O-C de éster); 1492 (v C=C); 1243 (v,s C-O-
C); 1030 (vs C-O-C) em™,

6-(4-bromo-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de
etila (3d);
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Este derivado foi obtido em 95% de rendimento, através da adigao
nucleofilica do derivado 2-amino-quinolina (10) ao 4-bromo-fenilisocianato,
como sélido amorfo de cor marrom escuro e pf.: 213-215°C.

RMN 'H (200 MHz, Pyds) 5: 1, 04 (3H, t, RCOOCH,CH3s, J= 7, 12 Hz);
4, 10 (2H, q, RCOOCH,CH3 J=7, 14 Hz); 5, 99 (2H, s, OCH,0); 7, 39 (2H, d,
C3'-H e C5-H, J=8,79 Hz); 7, 78 (2H, d, C2'-H e C6'-H, J=8,78 Hz); 8, 49 (1H,
s, C8-H); 9, 27 (2H, s, C4-H e C5-H); 10,58 (1H, s, CO-NH-PhBr); 12, 44 (1H, s,
Pyr-NH-OC) ppm.

RMN '3C (50 MHz, Pyds) 5:14, 5 (RCOOCH,CH-); 60, 8 (RCOOCH,CHs.
); 104, 6 (OCH.0); 108, 5 (C8); 133, 9 (C3); 115, 1 (C5); 119, 9 (C4’); 120, 8
(C2' e C6'); 122, 0 (C4a); 132, 1(C3" e C5'); 138, 3 (C1'); 139, 4 (CA4); 145, 7
(NCON); 147, 4 (C8a); 151, 7 (C7); 152, 8 (C6); 154, 3 (C2), 167, 3 (RCOOR")
ppm.

IV (pastilha KBr): 3299 (vas N-H); 3218 (vs N-H); 1682 (v C=0 de éster),
1616 (v C=0 de uréia); 1525 (v C-O-C de éster); 1488 (v C=C); 1243 (v,s C-O-
C); 1030 (v C-O-C) cm™".

6-(4-nitro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de
etila (3i);

Este derivado foi obtido em 75% de rendimento, através da adi¢éo
nucleofilica do derivado 2-amino-quinolina (10) ao 4-nitro-fenilisocianato, como
soélido amorfo de cor amarela e pf.: 227-230°C.

RMN 'H (200 MHz, Pyds) 5: RMN 'H (200 MHz; DMSO-d,) 5: 1, 39 (3H,
t, RCOOCH,CHs, J=7, 08); 4, 45 (2H, q, RCOOCH,CH3 J=7, 09); 6, 54 (2H, s,
OCH0); 8, 11 (2H, d, C3-H e Cs-H, J= 9,28 Hz); 8, 84 (2H, d, C2’-H e C6'-H,
J=9,28); 8, 92 (1H, s, C8-H); 9, 47 (1H, s, C5-H); 9, 48 (1H, s, C4-H), 10,67 (1H,
s, CO-NH-PhNQ,); 13, 19 (1H, s, Pyr-NH-OC) ppm.

RMN '*C (50 MHz, DMSO-dg) &: 15, 3 (RCOOCH,CHj;); 60, 7
(RCOOCH,CH3;); 105, 8 (OCH,0); 109, 7 (C8); 117, 9 (C3); 118, 4 (C2' e C6');
127, 2 (C5); 128, 5 (C4a); 130, 1 (C4’); 136, 5 (C3' e C5'); 143, 4 (C1'); 145, 0
(C4); 145,7 (NCON); 148, 8 (C8a); 150, 2 (C7); 154, 4 (C6); 158, 4 (C2); 170, 1
(RCOOR’) ppm.
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IV (pastilha KBr): 3270 (vas N-H); 3253 (v¢ N-H); 1747(v C=0 de éster),
1684 (v C=0 de uréia); 1598 (v C-O-C de éster); 1499 (v C=C); 1247 (v,s C-O-
C); 1033 (vs C-O-C) cm™,

6-cicloexilureia-[1,3]dioxolo[5,4-glquinolina-7-carboxilato de etila
(4m);

Este derivado foi obtido em 80% de rendimento, através da adigao
nucleofilica do derivado 2-amino-quinolina (10) ao cicloexilisocianato, como
s6lido amorfo de cor marrom e pf.: 179-182°C.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) 5: 1, 42 (3H, t, RCOOCH,CH;, J= 6, 96
Hz); 1, 61-2, 17 (10 H, m, C2'-H,/C6’-H,, C3'-H,/C5’-H, C4'-H,); 3, 80-4, 01
(1H, m, C1'); 4, 38 (2H, q, RCOOCH,CHj3, J= 6, 96 Hz); 6, 13 (1H, s, OCH,0);
7,02 (2H, s, C5 e C8); 8, 62 (1H, s, C4); 10,01 (1H, d, CO-NH-C6H,, J=7, 69
Hz); 10, 12 (1H, s, Pyr-NH-OC ppm.

RMN *C (50 MHz, DMSO-ds) &: 14, 1 (RCOOCH,CH,); 24, 2 e 24, 6
(C3' e C5); 25, 3 (C4), 32, 5 e 33, 4 (C2 e CB');, 47, 9 (C1'), 54, 9
(RCOOCH.CH3); 102, 6 (OCH,0); 102, 7 (C8); 105, 0 (C5), 107, 8 (C3); 119, 0
(C4a); 141, 4 (C4); 145, 0 (CBa); 146, 7 (NCON); 150, 0 (C7); 153, 0 (C6); 154,
2 (C1), 166, 1 (RCOOR') ppm.

IV (pastilha KBr): 3285 (v,s N-H); 3213 (vs N-H); 1681 (v C=0 de éster);
1617 (v C=0 de uréia); 1528 (v C-O-C de éster); 1480 (v C=C); 1240 (v,s C-O-
C); 1032 (vs C-O-C)cm™

6-acetilamino [1,3]dioxolo [5,4-g] quinolina-7-carboxilato de etila
(11)

0
o \ 0" e,
< Ac,0/Tolueno <
N~ NH, g
10

0)
\ o ey
A/48 h/718% ! N /’l‘:

07 cu,y

Em bal3o de fundo redondo, contendo o derivado orto-aminoquinolina 10
(6,04mg; 2,21mmol), adicionou-se tolueno anidro (30mL) e anidrido acético
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(0,5mL), permanecendo a mistura resultante em vigorosa agitagdo magnética a
temperatura de refluxo por 48 horas. O isolamento é feito por resfriamento do
meio reacional em banho de gelo, seguida de filtragdo em funil de buckner do
s6lido formado, que é posteriormente lavado com AcOEt quente, para fornecer
sélido com aspecto de p6 de coloragao marrom em 78% de rendimento.

RMN 'H (200 MHz; DMSO-dq) &: 1, 21 (3H, t, RCOOCH,CHs, J= 6, 95);
2, 11 (3H, s, NCOCH3); 4, 2 (2H, q, RCOOCH,CHj J= 6, 95); 6, 27 (2H, s,
OCH;0); 7, 2 (1H, s, Cg-H); 7, 43 (1H, s, Cs-H); 8, 47 (1H, s, C4-H); 10, 66 (1H,
s, Pyr-NH-OC) ppm.

IV (pastilha KBr): 3284(vas N-H); 3217 (vs N-H); 1666(v C=0 de éster);
1605 (v C=0 de acetil); 15626 (v C-O-C de éster); 1439 (v C=C); 1200 (v,s C-O-
C); 1040 (v C-O-C) cm™.

Os novos compostos ureidicos LASSBio-947 (3d), LASSBio-948 (3a),
LASSBi0-949 (3c) e LASSBIi0o-998 (4m) foram caracterizados
espectroscopicamente, e inicialmente avaliados em modelos in vitro utilizando-
se a técnica de Western blot.

O Western blot € uma das técnicas imunoquimicas mais comumente
utilizadas para detecgdo de proteinas em misturas complexas. O método é
baseado na separacao eletroforética de proteinas em gel de poliacrilamida na
presen¢a do detergente aniénico duodecil sulfato de sédio (SDS), que sao
transferidas para uma membrana imobilizante e incubadas com anticorpos
especificos para a proteina-antigeno em questdo (anticorpo primario), e
seqiiencialimente com o anticorpo conjugado a um indicador (anticorpo
secundario). A densidade 6tica do sinal produzido pode ser quantificada com
um sistema de andlise de imagens [Quintas L. E. M. et al., Biochem Pharmacol.
2000, 60, 741; Quintas, L. E. M. et al., Biochem Pharmacol. 2002, 64,1431).

A detecgao por Western blot da enzima MAPK-p38 na sua forma
ativa, fosforilada, € amplamente utilizada empregando-se anticorpos policlonais
especificos para a sequéncia fosfopeptidica que contém os aminoacidos

treonina e tirosina nas posi¢des 180 e 182, respectivamente. Essa técnica vem
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sendo empregada para identificagao e caracterizagdo de inibidores da ativagao
da MAPK-p38, como por exemplo os piridinilimidazéis [Chun, K. S. et al.,
Carcinogenesis, 2004, 25, 713).

Nos ensaios aqui descritos, foram utilizados macréfagos obtidos
de lavados peritoneais de camundongos machos da linhagem C57BI6 pesando
aproximadamente 25g. Os macréfagos colocados em meio de cultura RPMi e
distribuidos em placas de 24 pogos eram estimulados com 10 ug/ml de LPS na
auséncia ou presenga das moléculas originais sintéticas denominadas
LASSBIi0-947 (3d), LASSBio-948 (3a), LASSBi0-949 (3c) e LASSBio-998 (4m).
Em paralelo, eram feitos controles na presenga de 0,5% de dimetilsulféxido
(DMSO), a mesma concentragao usada para dissolver as moléculas originais.
Apés 1 hora, as células eram rompidas e as proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS a 10%. Os macréfagos foram
estimulados com LPS na presenga das moléculas sintéticas 3a, 3¢, 3d, 4m nas
concentragdes 1, 10, 100 e 1000 uM ou do protétipo piridinilimidazol SB202190
nas concentragdes 1, 10 e/ou 100 M, usado como inibidor padrao. Apds a
corrida eletroforética, foi feita a transferéncia por 1h para a matriz de
nitrocelulose que em seguida foi incubada por 1h com tampéao Tris-PBS com
0,1% de Tween 20 contendo 5% de leite em pé desnatado, para que todas as
regides da nitrocelulose com poros livres fossem impregnadas com a caseina
do leite. Posteriormente, a mesma nitrocelulose foi incubada por 1h com
anticorpo  primario  policlonal anti-MAPK-p38 fosforilada (BioSource
International, USA), seguida pela incubagdo com anticorpo secundario
conjugado a enzima peroxidase (Promega Corporation, USA). A
imunorreatividade  foi  detectada pelo sistema ECL (enhanced
chemiluminescesce, Amersham Bioscience, UK). A quantificagdo das bandas
reativas presentes nas autorradiografias foi efetuada pela captura da imagem
através de um densitdmetro GS-700 (Bio-Rad Laboratories, USA) e analisada
pelo software Quantity One (Bio-Rad Laboratories, USA). Os valores obtidos
foram representados como unidades arbitrarias de densidade ética relativa.

Os resultados mostrados nas Figuras 3, 4, 5 e 6 revelam a ativagao da
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enzima MAPK-p38 em macréfagos estimulados com LPS, indicando que o
DMSO na concentragdo utilizada como veiculo para preparar as substancias
nao interferiu com essa ativagao. As Figuras 3, 5 e 6 confirmam que o processo
foi inibido por SB202190, validando o modelo. Pode-se observar que os
derivados LASSBio-947 (3d), LASSBi0-948 (3a), LASSBio-949 (3c) e
LASSBIi0-998 (4m) foram capazes de inibir de modo concentragdo-dependente
a ativagdo da enzima MAPK-p38 induzida por LPS. Os valores de ICsg
calculados, determinados pela técnica de densitometria, para os derivados
LASSBI0-947 (3d), LASSBi0-948 (3a), LASSBi0-949 (3c) e LASSBIi0-998 (4m)
foram de 8,7 uM, 13,6 uM, 30 uM e 5,5 uM, respectivamente (Figuras 3,4, 5 e
6).

A partir desses resultados, confirmando a agdo dos derivados 6-N-
cicloalquil e 6-N-aril ureias [1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila
funcionalizados como inibidores da enzima MAPK-p38, desenhados por
Sperandio da Silva e colaboradores [Sperandio da Silva, G. M. et. al,, Bioorg.
Med. Chem. 2004, 12, 3159], através dos estudos de QSAR, empregando-se o
modelo de CoMFA, decidiu-se investigar a atividade antiinflamatéria in vivo no
modelo de inflamagdo da artrite induzida por zimozan em camundongos
C57BI6.

A inflamagao foi induzida por injecao intraplantar de zimozan e avaliada
pelo aumento do peso do linfonodo popliteo correspondente, comparado aos
animais que nao foram tratados [lbrahim, T. et al International
Immunopharmacology 2002, 2, 875].

O peso do linfonodo popliteo usado como parametro de avaliagao da
inflamagéo baseia-se em semelhangas encontradas entre a membrana sinovial
e o linfonodo, tais como:

X3 Organizagdo do infitrado linféide e altos niveis de TNF-a
associados a presenga de IFN-y produzido por linfocitos.

4 Interagdo entre macroéfagos e linfécitos na area paracortical rica
em linfécitos CD4+, com ocasional formagédo de centros germinativos e areas
caracterizadas pela predominancia de células CD8+.
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Grupos de 6 a 8 camundongos C57BI6 receberam uma injegao
subcutdnea de 150 ug de zimozan (solugao preparada em salina estéril) na
pata esquerda. O grupo controle recebeu salina estéril. Setenta e duas horas
apés a injecdo, os animais eram tratados diariamente com inje¢ées
intraperitoneais contendo os derivados LASSBIi0-947 (3d), LASSBio-948 (3a),
LASSBi0-949 (3c) na dose de 10 mg/ kg, durante o periodo de quatro (4) dias.
Apébs este periodo, os animais foram sacrificados, os linfonodos extraidos e
pesados.

A Figura 7 mostra que a injegdo intraplantar de zimosan aumenta cerca
de 10 vezes o peso do linfonodo de drenagem da pata esquerda. O tratamento
com o composto L-949 (3c) reduziu esse aumento em 60% (p<0,001), com L-
948 (3a) reduziu em 45% e com L-947 (3d) em 10%, indicando agado
antiinflamatoéria desses compostos.

O composto  6-(4-cloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-
carboxilato de etila (3c; LASSBi0-949), novo protétipo inibidor da MAPK-p38,
teve agdo antiinflamatéria semelhante ao rofecoxibe (10 mg/kg), utilizado como
composto de referéncia (dado ndo mostrado).

A reducdo do peso apos tratamento com os compostos originais foi
acompanhada de uma diminui¢do do numero de linfécitos no linfonodo, como
mostrado na Figura 8, sugerindo um efeito imunomodulador para essas
substancias.

Considerando que a via da MAPK-p38 pode estar envolvida na ativagao
do NFkB e sintese de citocinas pré-inflamatdrias, decidiu-se investigar o efeito
do tratamento com os derivados ureldicos, desenhados como inibidores da
MAPK-p38, sobre a translocagdo do NFxB do citoplasma dos linfécitos para o
nucleo. Nas células nao estimuladas, o NFxB encontra-se inativo no citoplasma
formando um complexo com a proteina IxB. A ativagdo das MAPK cinases leva
a fosforitagdo de outras cinases como a que fosforila o IkB, liberando o NFkB
para se translocar para o nucleo e se ligar na seqiéncia do DNA que levara a
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transcricdo de citocinas pro-inflamatérias. [Sem, R et al., Cell 1986, 46, 705,;
Min-Jean, Y. et. al., Nature, 1998, 396, 77).

A Figura 9 mostra que o tratamento com os compostos LASSBio-947
(3d), LASSBIi0-948 (3a) e LASSBIi0-949 (3c) inibiu a translocagdo do NFkB
para o nucleo dos linfocitos, medida através da técnica de mudanga da
mobilidade eletroforética. Esses resultados reforgcam a possibilidade de que a
reducdo da resposta inflamatdria ao zimosan por esses derivados no modelo
de artrite seja dependente da inibigdo MAPK-p38. O perfil antiinflamatério dos
derivados ureidicos foi distinto ao rofecoxib, conhecido inibidor da
ciclooxigenase 2 (COX-2), usado como composto de referéncia.

Em conjunto estes resultados apontam para a capacidade dos novos
derivados 6-N-alquil e/ou 6-N-aril ureias [1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-
carboxilato de etila funcionalizados em inibir a enzima MAPK-p38 e inibir as
vias de ativagdo do NF(JB, com conseqlente reducao da resposta inflamatoéria,
aferida em modelo in vivo de inflamagao crénica, sugerindo a potencialidade
terapéutica destas substdncias no tratamento de patologias de origem
inflamatéria tais como os diferentes tipos de artrite, asma, doenga de Crohn e
diabetes mellitus do tipo |, entre outras.

Medodologias utilizadas para os bioensaios

Ensaio de Western-blotting para p38a-MAPK

Obtengdo dos macréfagos peritoneais: Foram utilizados
camundongos C57BI6 pesando aproximadamente 25 g. As ceélulas foram
coletadas através da lavagem da cavidade peritoneal com 5 mL de meio RPMI
1640/bicarbonato de sédio (Sigma Chemical Co., USA) sem soro, Em seguida,
foram lavadas 3 vezes com 0 mesmo meio e contadas em camara de
Neubauer. Para separar os macréfagos, 10° células foram ressuspensas em
300 pL de meio RPMI/BIC e colocadas para aderir em placas de 24 pogos a
37°C com atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. Ap6s 1 hora, as placas
foram lavadas com meio para retirar as células nao aderidas. As células
aderidas foram entdo utilizadas para o ensaio.
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Ensaio de inibigdo da MAPK-p38: Os macréfagos aderidos foram
estimulados com. 1 pg/mL de LPS por 1 h, na presenga dos compostos
LASSBIi0-947, LASSBi0-948, LASSBi0-949 e LASSBio-398 em concentragdes
crescentes em ordem logaritimica (Figura 3, 4, 5 e 6). O controle foi tratado
com 0.5% de DMSO.

Coleta de Células para Imunodetec¢do (Western blotting): Apds o
tratamento com a molécula do LASSBio 948, adicionou-se 100uL de tampao de
amostra (Tris 1mM pH 6,8, 20% glicerol, 10% s&dio dodecilsulfato — SDS, 20%
B-mercaptoetanol) a cada pogo da placa de 24 pogos com movimentos
rotatérios da ponteira da pipeta. As células foram recolhidas da placa,
mantidas a 100°C por 5 minutos e centrifugadas por 10 minutos a 6000 xg
(centrifuga Costar Mini Centrifuge). O sobrenadante foi recollhido e estocado a
—20° C até o momento da detecgao por western blotting.

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida-SDS e Western Blotting: A
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida foi realizada de acordo com Laemmli
(1970). As amostras foram separadas em gel com 10% de poliacrilamida e
transferidas para papéis de nitrocelulose. Incubou-se a nitrocelulose por 1 h em
TBS (Tris-buffered saline) + Tween 20 (TTBS) contendo 5% de leite em po
desnatado. Posteriormente, incubou-se a mesma nitrocelulose por 1 h com
anticorpo monoclonal anti-MAP cinase p38-MAPK
fosforilada ((Biosource), seguido pela incubagdo com anticorpo anti-IgG de
coelho conjugado a peroxidase. A imunorreatividade foi detectada pelo sistema
ECL (enhanced chemiluminescesce, Amersham) [Quintas et al.,, 2000]. A
quantificagao decorrente da analise densitométrica para comparar os diferentes
grupos ¢é efetuada pelo leitura computadorizada das autorradiografias.

Deteccdo do NFkB no extrato nuclear

Extrato nuclear: Os linfécitos do linfonodo foram incubados com 100 pL
de tampao HEPES 10 mM; KCI 10 mM; MgCl; 2 mM; EDTA 0,1 mM — pH
8,0, PMSF 0,01 mM, DTT 1,0 mM, aprotinina 10 mg/mL e NaF 100mM.
(tampao A) a 4° C por 10 minutos. Apos o periodo de incubagédo, foram
adicionados 6 pL de nonidet P 40 (NP-40) e centrifugados a 16.000 x g por 20



25

30

26/28

s. Apds a centrifugagéo, o precipitado foi ressuspenso em 100 pL de tampdo A
e re-cetrifugado por 16.000 x g 4° C por 20 s. Essa operagéo foi repetida 2
vezes. Apos a ultima lavagem com tampao A, o precipitado contendo os
nucleos foi incubado por 10 min a 4° C com tampao de lise nuclear contendo
HEPES 50 mM; KCI 50 mM; NaCl 300 mM; EDTA 0,1 mM - pH 8,0; glicerol
10%, PMSF 0,01 mM, DTT 1,0 mM, aprotinina 10 mg/mL e NaF 100mM
(tampao C). Ap6s o periodo de incubagao, foi feita uma centrifugacdo a 16.000
x g por 10 min a 4° C. O sobrenadante contendo o extrato nuclear foi coletado
e estocado a-70°C.

Marcagdo do nucleotideo: os oligonucleotideos foram marcados
radioativamente com o isétopo *?Pi através do uso da enzima T4
polinucleotideo cinase. A técnica consiste na transferéncia do radical Pi da
posi¢do y do ATP para a regiao hidroxil &' terminal do oligonucleotideo. Para a
marcagao, foram utilizados 5 pM de oligonucleotideo, 4 pL de [y -**P] -ATP (10
HCi - Amersham, USA), 4 pL de tampao de incubagao Tris-HC! 70 mM, MgCL;
10 mM, ditiotreitol 5 mM pH 7,6 a 25° C, contendo 1,0 yL da enzima T4
polinucleotidea cinase (20 unidades de Richardson) e 7,5 pL de agua
deionizada.

Ensaio da mudang¢a de mobilidade eletroforética : a eletroforese foi
feita em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 6%. As células HelLa foram
utilizadas como controle positivo. Os extratos foram incubados com o
oligonucleotideo (Gibco BRL Tech, USA) marcado com *2Pi por 30 min a 37° C.
Em cada pog¢o foram aplicados 4 pg de proteina e aproximadamente 100.000
cpm da sonda marcada. Apés 2 h a 150 V, o gel foi desidratado e analisado por
auto-radiografia no aparelho Storm Scan Molecular Dynamics (USA).

Inducdo da inflamagdo induzida por zimozan

Foram utilizados camundongos isogénicos da estipe C57BI6 machos,
pesando aproximadamente 25 g, obtidos no Biotério do Universidade Federal
Fluminense. Todas as manipulagdes com os animais estdo de acordo com as
normas internacionais utilizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentag¢ao
Animal. Cada camundongo recebeu uma inje¢do subcutdnea de 150 ug de
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zimozan preparado em salina estéril na pata esquerda. O grupo controle
recebeu salina.

Tratamento do processo inflamatério com os compostos testes L-
947, 1.-948 e .-949.

Setenta e duas horas apés a injegdo de zimosan, 0s animais foram

tratados intraperitonealmente (i.p.) com as substéncias testes na dose de 10
mg/kg dissolvidas em 0,5% de DMSO, durante quadro dias. Apés esse periodo,
os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os linfonodos
popliteos extraidos e pesados. As células foram contadas em camara de
Neubauer e utilizadas para o preparo do extrato nuclear.

Os compostos da invengdo podem ser administrados em uma variedade
de formas de dosagem, por exemplo, oralmente, na forma de tabletes,
capsulas, agucar ou tabletes cobertos de fiime, solugdes liquidas ou
suspensdes,; via retal na forma de supositérios; parenteralmente, isto € via
intramuscular, ou por infusdo ou inje¢do intravenosa e/ou intratecal e/ou
intraespinal.

A presente invengao também inclui composi¢bes farmacéuticas
compreendendo compostos da formula (3a-z; 4a-z; 5a-z), ou sais
farmacéuticamente aceitaveis dos mesmos, em associagdes com um
excipiente farmacéuticamente aceitavel (o qual pode ser um carreador ou
diluente).

As composi¢des farmacéuticas contendo os compostos da invengado sdo
normalmente preparadas seguindo métodos convencionais e sao
administrados em forma farmacéutica apropriada.

Por exemplo, as formas orais sélidas podem conter, juntas com o
composto ativo, diluentes, isto € lactose, dextrose, sacarose, celulose, amido
de milho ou amido de batata; lubrificantes, isto é silica, talco, acido estearico,
estearato de magnésio ou de calcio, e/ou glicéis de polietileno; agentes de
ligacdo, por exemplo amidos, goma arabica, gelatina, metilcelulose,

carboximetilcelulose ou polivinil pirolidona; agentes desagregantes, por
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exemplo um amido, acido alginico, alginatos ou glicolato de amido de sédio;
mistura efervescentes; corantes; agucarados;, agentes Umidos tais como
lectina, polisorbatos, laurilsulfatos; e, em geral, substancias inativas
farmacologicamente e nao tbéxicas usadas em formulagdes farmacéuticas.
Preparagdes ditas farmacéuticas podem ser manufaturadas de forma
conhecida, por exemplo, por meios de mistura, granulagéo, prensagem em
pastilha, cobertura de agucar, ou processos de revestimento de filme.

As dispersdes liquidas para administragdo oral podem ser, por exemplo,
xaropes, emulsdes e suspensdes. Os xaropes podem conter como carreador,
por exemplo, sacarose ou sacarose com glicerina e/ou manita e/ou sorbitol. As
suspensdes e as emulsdes podem conter como carreador, por exemplo, uma
goma natural, agar, alginato de so6dio, pectina, metilcelulose,
carboximetilcelulose, ou alcool polivinil.

As suspensdes ou solugdes para injegdes intramusculares podem
conter, juntas com o composto ativo, um carreador farmaceuticamente
aceitavel, isto é agua esteril, 6leo de oliva, oleato de etil, glicéis, isto é glicol de
propileno, e, se desejado, quantidade apropriada de hidrocloreto de lidocaina.
As solugdes para injegdes intravenosas ou infusdes podem conter como
carreador, por exemplo, agua estéril ou preferencialmente eles podem estar na
dorma de solugdes salina estéril, aquosa, isotdnica ou eles podem conter como
carreador propileno glicol.

Os supositoérios podem conter juntamente com o composto ativo um
carreador farmaceuticamente aceitavel, por exemplo, manteiga de cacau,
polietileno glicol, polioxietileno de sorbitano, surfactante de éster de acido graxo
ou lecitina.



1/12

Reivindicacoes

1- Derivados N-aril-ureias[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-funcionalizados
caracterizados por possuirem formula geral (1):
0

B
H
0 S
PR
H
onde:

R corresponde a OCH3; ou OCH,CH3 ou OCgHs ou OCH,CgHs ou NH;
ou NHCH3; ou NHNH;;

W= (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 elou 6)-F ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-
Cl ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-Br ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-CH3
ou (2 e/ou 3 elou 4 e/ou 5 e/ou 6)-CH,CH3 ou (2 e/ou 3 e/ou 4 elou 5 e/ou 6)-
CF3ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-OCH3; ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-
OCF3 0ou (2 e/ou 3 elou 4 e/ou 5 e/ou 6)- (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-NO, ou
(2 elou 3 elou 4 e/ou 5 e/ou 6)-NHy; (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-NHCH3; ou
(2 e/ou 3 e/ou 4 elou 5 e/ou 6)-NHCOCH; ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 elou 6)-
NHSO,CHj;

ou seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

2- Derivados  N-alquil-ureias[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-funcionalizados
caracterizados por possuirem formula geral (ll):
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(1)

onde:

R corresponde a OCH3; ou OCH,CH3 ou OCgHs ou OCH,CgHs ou NH>
ou NHCH3; ou NHNH;;

Rz CHs ou CH>CHs ou (CH2).CHs ou (CH2)sCHs ou (CH2)sCHs ou
(CH2)sCH3s ou CH(CHs)2 ou C(CHsa)s ou ciclopropila, ou ciclopentila ou cicloexila
ou cicloeptila;

ou seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

3- Derivados N-cicloalquil-ureias[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-
funcionalizados caracterizados por possuir formula geral (lll):

H (11D

onde:

R corresponde a OCH3 ou OCHCH3s ou OCgHs ou OCH2CsHs ou NH>
ou NHCH3; ou NHNH;;

X corresponde a CH ou (CH)s ou (CHz)s4 ou (CH)s;

ou seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

4- Derivados N-heteroaril-ureias[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-
funcionalizados caracterizados por possuirem féormula geral (1V):

Petigdo 870190027017, de 21/03/2019, pag. 9/21
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v

onde:

R4 corresponde a OCH3; ou OCH,CH3 ou OCgHs ou OCH,CgHs ou NH;
ou NHCH3s ou NHNH_;

Ar corresponde a 2-Piridina ou 3-Piridina ou 4-Piridina ou 2-tiofeno ou 2-
furano ou 2-pirrola ou 1-naftil ou 2-naftil ou quinolina, ou quinoxalina ou oxazol
ou tiazol ou tiadiazol, oxadiazol ou pirimidina ou triazol ou imidazol;

ou seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

5- Derivado, de acordo com as reivindicagdes 1 ef/ou 2 e/ou 3 e/ou,
caracterizado por ser escolhido de um grupo que compreende:
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3a);

6-(4-fluoro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3b);
6-(4-cloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3c);
6-(4-bromo-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3d);
6-(4-metil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3e);
6-(4-trifluorometil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila
(3f);

6-(4-metoxi-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3g);
6-(4-trifluorometileter-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de

etila (3h);
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6-(4-nitro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3i);
6-(4-amino-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (3j);
6-(4-metilamino-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila
31);

6-(4-acetamido-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato  de etila
(3m);
6-(4-metanosulfonamida-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de
etila (3n);

6-(2,6-difluoro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (30);
6-(2-cloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3p);
6-(3-cloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3q);
6-(2,3-dicloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3r);
6-(2,6-dicloro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3s);
6-(4-etil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3t);
6-(2,6-¢etil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3u);
6-(2,6-metil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3v);
6-(2-metoxi-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3x);
6-(2-nitro-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (3z);
6-metilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (4a);
6-etilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (4b);
6-propilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4¢);
6-isopropilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4d);

6-terbutillureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4e);
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6-butilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (4f);
6-pentilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (49);
6-hexilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4h);
6-benzilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4i);
6-ciclopropilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4j);
6-ciclopentilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4l);
6-cicloexilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4m);
6-cicloeptilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (4n);
6-cicloexilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de metila (40);
6-cicloexilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de fenila (4p);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de benzila (4q);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-acido carboxamida (4r);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-metilcarboxamida (4s);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carbonilidrazino (4t);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de metila (4u);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxamida(4v);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-acido carboxilico(4x);
6-fenilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carbonilidrazino(4z),
6-(2-piridinilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5a);
6-(3-piridinilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5b);
6-(4-piridinilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5¢);
6-(2-tienilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5d);

6-(2-furilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5e);
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6-(2-imidazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (5f);
6-(2-pirrolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (59);
6-(2-pirazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5h);
6-(1,3,4-tiadiazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5i);
6-(1,3,4-oxadiazolureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5j);
6-(1-naftilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (51);
6-(2-naftilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (5m);
6-(2-quinolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]lquinolina-7-carboxilato de etila (5n);
6-(4-pirimidinilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (50);
6-(4-quinazolinilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5p);
6-(1,3-oxazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5q);
6-(1,3-tiazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5r);
6-(1H-5-imidazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5s);
6-(4H-1,2,4-triazolilureia-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de etila (5t);
6-(4-metanosulfonil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxilato de
metila (5u);
6-(4-metanosulfonil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-carboxamida(5v);
6-(4-metanosulfonil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-acido
carboxilico(5x);

6-(4-metanosulfonil-fenilureia)-[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-
carbonilidrazino(5z).

6- Derivado, de acordo com as reivindicagées 1 e/ou 2 efou 3 e/ou 4,
caracterizado por possuir a capacidade de inibir a ativagdo do NFB
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7- Derivado, de acordo com as reivindicagdes 1 e/ou 2 elou 3 e/ou 4,
caracterizado por inibir a MAPK-p38.

8- Derivado, de acordo com as reivindicagdes 1 e/ou 2 elou 3 e/ou 4,
caracterizado por possuir a propriedade antiinflamatoria.

9- Derivado, de acordo com as reivindicagdes 1 e/ou 2 elou 3 el/ou 4,
caracterizado por ser utilizado no tratamento de doengas de origem
inflamatoria.

10-Derivado, de acordo com as reivindicagées 1 e/ou 2 e/ou 3 e/ou 4,
caracterizado por ser utilizado na regressdo de quadros inflamatorios
agudos e/ou crdnicos.

11-Processo de produgédo de derivados de férmula geral (1) e/ou (Il) e/ou

(111 e/ou (IV)
abaixo:
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caracterizado por compreender as etapas de:

A) Substituicdo eletrofilica aromatica regiosseletiva do sistema
benzo[d][1,3]dioxola-5-carbaldeido ou piperonal;

B) Tratamento do intermediario nitrado com cianocianetato de etila
na presenga de fluoreto de potassio suportado em alumina (KF/AL;Os3)
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como base, etanol como solvente, a temperatura de 35°C, explorando
reagédo de condensagéao do tipo alddlica diastereoseletiva,

C) Reducgdo do nitro-acrilato de configuragdo (E), empregando-se
tetracloreto de titanio (TiCls) na presenga de zinco (Zn) e tetraidrofurano
como solvente, a temperatura de refluxo, para posterior ciclizagdo do
intermediario amino-formado através de adigdo nucleofilica intramolecular
ao grupamento nitrila;

D) Condensagdo do derivado aminado com arilisocianatos e/ou
cicloalquilisocianatos e/ou alquilisocianatos e/ou heteroarilisocianatos, na
presenga de tolueno anidro a temperatura de refluxo;

E) Interconversdes de grupos funcionais a partir do intermediario ou
dos derivados, explorando reagdes de transesterificagdo, hiddlise,
aminolise e hidrazinolise.

12-Composigéo farmacéutica caracterizada por compreender:

A) um derivado N-aril-ureias[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-funcionalizado
caracterizado por possuir formula geral (1):

R,
H

H

onde:

R4 corresponde a OCH3; ou OCH,CH3 ou OCgHs ou OCH,CgHs ou NH>
ou NHCH3 ou NHNHy;

W= (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 elou 6)-F ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-
Cl ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-Br ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-CH3
ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-CH,CH3 ou (2 e/ou 3 e/ou 4 elou 5 e/ou 6)-
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CF3zou (2 e/ou 3 e/ou 4 elou 5 e/ou 6)-OCH3; ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-
OCF3 0u (2 e/ou 3 elou 4 elou 5 e/ou 6)- (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-NO, ou
(2 elou 3 elou 4 e/ou 5 e/ou 6)-NHy; (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-NHCH3; ou
(2 e/ou 3 e/ou 4 elou 5 e/ou 6)-NHCOCH; ou (2 e/ou 3 e/ou 4 e/ou 5 e/ou 6)-
NHSO,CHj;

ou seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

B) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

13- Composigdo farmacéutica caracterizada por compreender:

A) um derivado N-alquil-ureias[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-
funcionalizados caracterizado por possuir férmula geral (ll):

Y

onde:

R corresponde a OCH3; ou OCH,CH3 ou OCgHs ou OCH,CgHs ou NH;
ou NHCH3; ou NHNH;;

R, CHs ou CH2CH3 ou (CH2).CHs ou (CHz)sCHs ou (CH.)sCHs ou
(CH2)sCH3 ou CH(CHs), ou C(CHs)s ou ciclopropila, ou ciclopentila ou cicloexila
ou cicloeptila;

ou seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

B) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

14-Composig¢éo farmacéutica caracterizada por compreender:

A) um derivado  N-cicloalquil-ureias[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-
funcionalizados caracterizado por possuir férmula geral (ll1):
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(I11)

onde:

R1 corresponde a OCH3; ou OCH,CHz ou OCgHs ou OCH,CsHs ou NH,
ou NHCH3 ou NHNH;;

X corresponde a CH; ou (CHz)3 ou (CHz)4 ou (CH>)s;

ou seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

B) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

15-Composig¢ao farmacéutica caracterizada por compreender:

A) um derivado  N-heteroaril-ureias[1,3]dioxolo[5,4-g]quinolina-7-

funcionalizados caracterizado por possuir formula geral (1V):

(Iv)

onde:

R1 corresponde a OCH3; ou OCH,CH3; ou OCgHs ou OCH,CsHs ou NH,
ou NHCH3s ou NHNH;;

Ar corresponde a 2-Piridina ou 3-Piridina ou 4-Piridina ou 2-tiofeno ou 2-
furano ou 2-pirrola ou 1-naftil ou 2-naftil ou quinolina, ou quinoxalina ou oxazol
ou tiazol ou tiadiazol, oxadiazol ou pirimidina ou triazol ou imidazol;

ou seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
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B) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
16-Composigéo farmacéutica, de acordo com as reivindicagoes 13, 14 e 15,
caracterizada por ser utilizada no tratamento e/ou controle de

patologias de origem inflamatéria aguda e/ou crénica.

17-Composigéo farmacéutica, de acordo com as reivindicagées 13, 14 e 15,
caracterizada por ser utilizada como antiinflamatério.
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