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(57) Resumo: PIRAZOIS E PIRAZOLIDINAS,
PROCESSO DE PRODUCAO, COMPOSIGCAO
FARMACEUTICA E USOS COMO AGENTE
ANTIMICOBACTERIANO. A presente invengao
faz referéncia a pirazois e pirazolidinas, seu o
processo de producdo, de uma composi¢ao
farmacéutica compreendendo pirazois e/ou
pirazolidinas e do uso de pirazois e/ou
pirazolidinas na fabricagdo de medicamentos
para com fungdo antimicobacteriana. Mais
especificamente a presente invengao descreve a
sintese regiosseletiva de pirazéis 5-
trifluormetilados com variagédo de substituintes a
posi¢ao 4 do anel pirazolinico, incorporando uma
molécula de isoniazida a estrutura do nucleo

pirazolinico.
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Relatério Descritivo de Patente de Invenc¢do
PIRAZOIS E PIRAZOLIDINAS, PROCESSO DE PRODUC}AO, COMPOSIC;/"\O

FARMACEUTICA E USO COMO AGENTE ANTIMICOBACTERIANO

Campo da invencéo
A presente invengdo descreve novos pirazdis e pirazolidinas, seu

processo de produggo, sua atividade antimicobacteriana e sua aplicagéo na
produgdo de farmacos para o tratamento de doengas microbianas como, por
exemplo, tuberculose. Mais especificamente a presente invengéo descreve a
sintese regiosseletiva de pirazéis S-trifluormetilados com variagdo de
substituintes a posic&o 4 do anel pirazolinico, incorporando uma molécula de
isoniazida a estrutura do ntcleo pirazolinico. A presente invengéo se situa no
campo da biologia e da quimica.

Antecedentes da Invencéo
O Mycobacterium tuberculosis, bactéria causadora da tuberculose (TB),

mata mais individuos em todo o mundo do que qualquer outro agente
infeccioso sozinho. Estima-se que anualmente cerca de 54 milhbes de pessoas
se infectam com o M. tuberculosis; oito milhdes desenvolvam a TB e cerca de
dois milhdes morram em todo o mundo devido a esta doenca. Segundo a
Organizag&o Mundial da Salde os &bitos devido a TB representam 25% de
toda mortalidade evitavel nos paises em desenvolvimento, onde se registram
95% dos casos da doenga. Na América Latina ocorre cerca de 600.000 novos
casos de TB anualmente. Q Brasil, com 129.000 novos casos ao ano, ocupa o
13° lugar no ranking dos 22 paises onde se estima que ocorram 80% dos
casos de TB do mundo. Devido as caracteristicas inerentes ao microrganismo,
o tratamento da TB disp&e de um reduzido arsenal terapéutico, além do que, se
constitui num tratamento de longa durag&o (seis a nove meses). Estes dois
aspectos dificultam o controle da doenga, especialmente quando a tuberculose
é causada por cepas resistentes ou multiresistentes aos farmacos disponiveis.
Por outro lado, recentemente, tem-se observado o aumento do numero de
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casos de infecgbes, sistémicas ou localizadas, causadas por outras
microbactérias ndo pertencentes ao complexo M. tuberculosis espécies como
M. avium, M. fortuifum, M. chelonae, M. xenopi, M. kansasii tem sido
identificadas rotineiramente. Estas infecgbes ocorrem especiaimente em
pacientes imunocomprometidos (HIV/AIDS, diabetes etc.), acrescentando uma
maior dificuldade para o éxito do tratamento. Além disso, estas microbacterias
de origem ambiental apresentam, via de regra, uma resisténcia intrinseca aos
antimicobacterianos superior ao M. tuberculosis, tornando o tratamento destas
microbacterioses mais dificil do que a prépria tuberculose.

A busca de inovagdes para a solugdo das limitagSes terapéuticas no
tratamento da TB e outras microbacterioses é prioritaria para os programas de
Safide Publica de nosso continente de uma maneira geral, e do Brasil em
particular. A TB, devido as altas taxas de prevaléncia e incidéncia, determina
um custo social e econdmico relevante, visto que a enfermidade atinge
fundamentalmente as faixas socioecondmicas mais desfavorecidas,
constituindo-se fundamentalmente numa doenga relacionada & pobreza, além
disso, o fato de que a maioria dos enfermos encontra-se na faixa etaria
economicamente ativa (15-50 anos), determina um elevado custo econdmico
que afeta a produgdo individual e coletiva. Via de regra, o capital privado ndo
demonstra interesse na pesquisa de farmacos para o tratamento de doengas
relacionadas a pobreza, visto que o retorno dos investimentos néo parece ser
compensador. Desta forma é dever do Estado investir na busca de solugdes
para estes problemas, fortalecendo estruturas capazes de encontrar novas
alternativas.

Anualmente, nove milhdes de novos casos de Tuberculose (TB) s&o
registrados no mundo, ocasionando dois milhdes de obitos. Além disso, ©
declinio das condigdes socioecondmicas em varios lugares do mundo, o
aumento do nimero de casos de TB com cepas multiresistentes aos farmacos
existentes (MDR -TB) aumentam a dificuldade de controle desta doenga.

Desde Isoniazida (INH), medicamento muito importante no arsenal
terapéutico para o tratamento da tuberculose, estéo sendo feitos esforgos para
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o desenvolvimento de novos derivados INH com maior atividade, menor
toxicidade e menos efeitos colaterais.

Recentemente, a molécula de isoniazida foi incorporada a um nucleo
pirazolinico, mostrando atividade contra cepas de Micobacterium tuberculosis
resistentes e suscetiveis a INH. Curiosamente, outros compostos pirazolinicos
5-trifluorsubstituidos, derivados da isoniazida, mostraram ainda maior atividade.

A presente invengdo descreve o processo de produg@o de pirazdis e
pirazolidinas, sua atividade antimicobacteriana e sua aplicag&o na produgéo de
farmacos para o tratamento de doengas microbianas como, por exemplo,
tuberculose. Mais especificamente a presente invengéo descreve a sintese
regiosseletiva de pirazéis 5-trifluormetilados com variagdo de substituintes a
posigdo 4 do anel pirazolinico, incorporando uma molécula de isoniazida a
estrutura do ntcleo pirazolinico, chamados de pirazois e pirazolidinas. Estes
compostos t&ém como principais vantagens o uso das moléculas em farmaco
contra cepas resistentes de TB o que dispenderia menor tempo de tratamento
e teria menos efeitos colaterais do que os farmacos presentes no mercado.

A busca na literatura cientifica e patentaria apontou alguns documentos
relevantes para a presente invengéo, 0s quais seréo descritos a seguir.

O documento US 3,200,128 descreve uma molécula de 5-
cicloinsaturados-3-trifiiorometitados pirazdis, e o processo para preparagao
destas. O radical cicloinsaturado (Cy) pode ser fenil, pirimidil, tienil,
benzo[bltienil e 1,1-dioxibenzenolbltienil. Os piraz6is do documento s&o Uteis
por suas propriedades farmacol6gicas, como por exemplo, antibioticos.

A presente invengéo difere deste documento por apresentar moléculas
de pirazoéis 5-trifluormetilados com variagio de substituintes na posigéo 4, fato
néo citado no referido documento.

O documento US 3,284,464 descreve uma composi¢éo farmacéutica
contendo o 3,5-bitrifluormetilado) pirazél, e o processo de preparagéo do
mesmo. O composto descrito no presente documento € eficiente como agente
hiperglicdmico. O processo de preparagdo do composto consiste em: i)
adicionar hidrazina em agitagdo a uma solugdo de hexafluoracetilacetona,
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mantida em um solvente inerte em quantidades equimolares; ii) refluxar a
solugdo resultante e concentrd-la em vécuo para obter um 6leo que, sobre
destilag&o, fornece um soélido quase sem cor.
A presente invengéo difere deste documento, pois apresenta moléculas
s de pirazdis 5-trifluormetilados com variagéo de substituintes na posicéo 4, ,0
processo de produgéo é diferente pois compreende : a) Ciclocondensacéo da
Isoniazida 3 e enonas 1 ou 2; b) Retirada do solvente da mistura reacional; c)
Purificaciio dos solidos por cristalizagdo. E & usada como agente
antimicobacteriano, fatos néo citados no referido documento.
10 O documento 2008/234491 A1 descreve um processo para producéo de
celecoxib de férmula quimica:

o processo produtivo consiste em reagir o composto:
0 0
CHy
Hyt?

15 com o composto de férmula:

H;NL};;S*@—’NHNH;

Ou a adig&o de seus sais cidos em um solvente medio incluindo um
éster alquil, 4gua ou misturas destes. A presente invengéo difere deste por
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apresentar um produto final diferente, pirazéis e pirazolidinas, fato n&o citado
no referido documento.
Do que se depreende da literatura pesquisada, néo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invengéo,
5 de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva
frente ao estado da técnica.

Sumaério da Invencdo
Em um aspecto, a presente invengéo descreve o processo de produgéo

10 de pirazéis e pirazolidinas, sua atividade antimicobacteriana e sua aplicagéo na
producéo de farmacos para o tratamento de doengas microbianas como, por
exemplo, tuberculose. Mais especificamente a presente invengé@o descreve a
sintese regiosseletiva de pirazéis 5-trifluormetilados com variagéo de
substituintes a posig&o 4 do anel pirazolinico, incorporando uma molécula de

15 isoniazida a estrutura do nucleo pirazolinico, chamados de pirazdis e
pirazolidinas.

E, portanto, um objeto da presente inveng&o pirazois S-trifluormetilados

“f)

{in

Em uma realizagdo preferencial, os pirazéis 5-trifluormetilados s&o

compreendidos na formula I:

20 efou na férmuia i

obtidos com variag&o no substituinte 4 do anel pirazolinico, incorporando uma
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molécula de isoniazida a estrutura do ntcleo pirazolinico.
E ainda um objeto da presente invengdo o processo de producéo de
piraz6is e/ou pirazolidinas compreendendo as etapas a seguir:
a) Ciclocondensagéo das enomas 1 ou 2 com a Isoniazida 3;
5 b) Retirada do solvente da mistura reacional;
¢) Purificagéo dos sélidos por cristalizagao.
Em uma realizag&o preferencial, o processo de produgéo resulta em
pirazdis 5-trifluormetilados de férmula |

AP
O

10 efou formula Il

F:gC
)\O

(1

Em um aspecto preferencial a ciclocondensagéo pode ocorrer com ou
sem a presenga de BF3.Et;0 em metanol.

Em um aspecto preferencial as reagles s@o processadas em

15 temperatura ambiente e sob agitagdo constante

Em um aspecto preferencial a cristalizagdo se da em
metanol/cloroférmio (1:10).

E, ainda, um objeto da presente invengdo o uso de pirazois 5-
trifiuvormetilados de formula |

20 )]



m2

e/ou formula |l

3?
';_Z_d-

N

FaC
ZN )

para a produg&o de medicamentos com fung&o antimicobacteriana.
E, ainda, um objeto da presente invengdo composi¢éo farmacéutica
5 compreendendo:

a) formulal

o)

FsC

Oét,

efou férmula Il

*@

2N (i
10 b) veiculo farmaceuticamente aceitével

Estes e outros objetos da invengéo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serdo
descritos em detalhes suficientes para sua reprodu¢&o na descrigéo a seguir.

15 Breve Descricdo das Figuras
Figura 1. Sintese de compostos 4a-b.

Figura 2. Estrutura quimica dos compostos 4a e 4b.

Figura 3. Estrutura da Isoniazida.

Figura 4. Representag&o estrutural de um niicleo pirazolinico.
20
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Descrigdo Detalhada da Invencgdo
Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma

das inumeras maneiras de se realizar a invencéo, contudo, sem limitar o
escopo da mesma.
Iscniazida
A Isoniazida, conforme ilustrada na figura 3, € um derivado sintético do
Acido isonicotinico. Possui agéo bactericida extracelular, inibindo a sintese do
4cido micdlico, um componente importante da parede celular apenas da
microbactéria. E considerado um farmaco de primeira escolha para o
tratamento de todas as formas de tuberculose.
Tuberculose
A tuberculose - chamada antigamente de "peste cinzenta”, e conhecida
também em portugués como tisica pulmonar ou "doenga do peito” - € uma das
mais antigas doencgas infecciosas documentadas, que continua afligindo a
Humanidade nos dias atuais. E causada pelo Mycobacterium tuberculosis,
também conhecido como bacilo-de-koch. Estima-se que a bactéria causadora
tenha evoluido ha 40.000 anos, a partir de outras bactérias do género
Mycobacterium.
Nucleo pirazolinico
Consiste de uma estrutura ciclica composta de 3 carbonos e dois
nitrogénios, conforme ilustrado na figura 4, contendo uma insaturagéo entre um
nitrogénio e um carbono.
Processo de producéo
O processo produtivo dessas moléculas que compreende pelo menos
uma das etapas a seguir:
a) Ciclocondensagéo das enonas 1 ou 2 com a Isoniazida 3,
conforme ilustrado na figura 1,
b) Retirada do solvente da mistura reacional;
¢) Purificaggo dos sélidos por cristalizagao.
Preferencialmente a ciclocondensacgéo ocorre com ou sem a presenca
de BF..Et,O em metanol, as reagbes sdo processadas em temperatura
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ambiente e sob agitagdo constante e a cristalizagdo se da em
metanol/cloroférmio (1:10).
Veiculo farmaceuticamente aceitavel

O veiculo farmaceuticamente aceitével da presente invengéo pode ser
escolhido do grupo que compreende excipientes e carreadores aceitaveis,
doses e tratamentos convenientes para uso em composi¢des particulares que
podem ser descritas em uma série de regimentos de aplicagéo.

Exemplo 1. Realizacéo Preferencial

Metodologia
Cepas: As moléculas de sintese teréo a atividade antimicobacteriana

avaliada frente a cepas ATCC (American Type Culture Colection): H37Rv, M.
pulveris, M. simie, M. nonchromogenicum, M. tokaiense, M. flavescens, M.
thermoresistible, M. chitae, M. fortuitum acetamydoliticum, M. szulgai, M.
kansasii, M. gilvum, M. gordonae, M. diernhoferi, M. chelonae, M. porcicum, M.
triviale, rhodesiae, M. moriokaense, M. duvalli, M. abscessus, M. chubuense,
M. peregrinum, M. terrae, M. malmoense, M. asiaticum, M. xenopi, M. relatum e
M. avium. Além destas cepas serdo avaliados também isolados clinicos de M.
tuberculosis, sensiveis e resistentes aos antimicobacterianos. As cepas
resistentes t8m a base molecular de resisténcia previamente identificada. O
cultivo tradicional sera realizado em meio de Ogawa-Kudoh, quando necessario
sergo utilizados meio 7H9 e 7H10 suplementado com OADC.
Bioensalos:

Triagem: serd realizada uma triagem, através do metodo de
microdiluigo, utilizando uma concentragéo fixa de 100 ug/mi

Determinagdo de MIC: Utilizando o método de microdiluicdo com
resazurina como indicador de viabilidade celular, sera determinada a
Concentrag&o Minima Inibitéria (MIC) das substancias com atividade na etapa
de triagem. Com esta metodologia seréo testadas as moléculas sintetizadas
elou: de sintese; semi-sintese; os extratos naturais brutos; e aqueles extratos
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que tiverem atividade, seréo purificados e suas fragGes avaliadas, em especial
os compostos 4a e 4b, conforme ilustrado na figura 2.

Ensaios de  citotoxicidade com os  candidatos a
antimicobacterianos: Neste projeto serd empregado um método rapido e
simples para determinar se um composto possui atividade antimicobacteriana e
se é citotdxico para a célula hospedeira. Este sistema, desenvolvido por Takii,
et al., 2002, emprega a linha de fibroblastos derivados de pulm&o humano
(MRC-5) a qual foi demonstrada ser altamente suscetivel a citotoxicidade
induzida por M. tuberculosis.

Sintese de heterociclos e outros compostos inéditos derivados de
B-alcoxivinil trialometil cetonas.

As moléculas serdo sintetizadas através da ciclizagéo de B-alcoxivinil
trialometil cetonas com dinucledfilos para a obtencéo de uma variada gama de
heterociclos estrategicamente substituidos. As B-alcoxivinil trialometil cetonas
s&0 obtidas através da reacéo de acilag&o do viniléter ou acetal correspondente
com cloreto de tricloroacetila ou anidrido trifluoracético. A separagéo,
identificagio e comprovagdo da pureza dos compostos serd feita por
cromatografia gasosa e liquida, analise elementar, espectrometria no
infravermelho, espectrometria de massas e RMN de Hidrogénio e Carbono-13.
O estudo estrutural dos compostos obtidos sera feito com base, principalmente,
nos dados de RMN de hidrogénio, carbono-13 e espectroscopia bidimensional,
difratometria de raios-X e célculos semi-empiricos de orbitais moleculares.
Resuitados

Esta invengdo apresenta a sintese dos compostos 4a e 4b (Figura 1),
onde se empregou como metodologia para tal sintese uma reagéo de
ciclocondensagéo entre a Isoniazida 3 (Tabela 1), e enonas 1 ou 2, com ou
sem a presencga de BF3.Et;O em metanol, levando a formagéo dos compostos
4a-b em bons rendimentos (Tabela 1). As reagdes para a obtengéo dos
produtos 4a-b foram realizadas em temperatura ambiente e sob agitagéo
constante. Apds o tempo de reagéo, o solvente foi retirado da mistura reacional
e 0 sélido foi purificado por cristalizag&o em metanol/cloroférmio (1:10).
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Tabela 1: CondigBes reacionais usadas na sintese dos compostos 4a-b e
rendimentos.

Produto Enona Azida Condicdo Reacional Ren(c;rér;vf nto
4a 1 4-Nicotinoil BF3.Et,0, MeOH, 48h, 49
4b 2 hidrazida (3) ta. 56

2 Rendimentos do produto purificado.

A sintese de compostos derivados da isoniazida com centros
pirazolinicos trifluormetilados incorporados apresenta-se como uma importante
ferramenta para o desenvolvimento de farmacos que possam atuar no
tratamento da TB de maneira mais efetiva, ou diminuindo o tempo de
tratamento, ou proporcionando menos efeitos colaterais, ou diminuindo a
concentragdo minima inibitéria (MIC) do composto para o tratamento, o que
ajudaria na dificil tarefa de erradicar esta doenga.

Assim, ap6s a sintese dos compostos 4a-b foi realizada uma
investigagdo do potencial destes como antimicobacterianos, na qual se
obtiveram os resultados mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados da avaliac8o dos compostos 4a-b
como antimicobacterianos.

Composto MIC H37gy MIC35338-RMP 35822-INH
da 3,12 yg/mb. 3,12 pg/mL 25 pg/mL
4b 3,12 ug/mL <312 ug/mL 25 pg/mlb

Tendo em maos os resultados desta investigacéo pode-se concluir que
os compostos inéditos 4a e 4b sintetizados (Figura 3) possuem um grande
potencial farmacolégico frente a TB, visto que nestes primeiros ensaios de
determinagdo da atividade bioldgica, estes compostos apresentaram
excelentes resultados da MIC em relag&o aos farmacos Isoniazida (35822-INH)
e Rinfampicina (MIC35338-RMP), utilizados no tratamento da TB, o que
demanda mais testes e avaliagbes destes compostos para a sua utilizagéo
como farmaco contra TB, mas também abre a possibilidade destes compostos
virem a ser utilizados como farmacos.
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Os versados na arte valorizar&o os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas e em outros
variantes, abrangidos no escopo das reivindicagbes anexas.
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Reivindicacdes
PIRAZOIS E PIRAZOLIDINAS, PROCESSO DE PRODUGAO, COMPOSICAO

FARMACEUTICA E USOS COMO AGENTE ANTIMICOBACTERIANO

1. Pirazéis e pirazolidinas caracterizado por ser obtido a partir da
sintese regiosseletiva de pirazdis 5-trifluormetilados com variagéo de
substituintes a posi¢éo 4 do anel pirazolinico, incorporando uma molécula de
isoniazida & estrutura do nucleo pirazolinico, chamados de pirazois e
pirazolidinas.

2. Pirazbis 5-trifluormetilados caracterizado por ser compreendido na
férmula I

g
N
FoC N
=N 0

e/ou na férmula 1l

QwN
Fo N
2N ()

3. Pirazdis 5-trifluormetilados, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 2, caracterizado por ser obtido a partir da variagéo no
substituinte 4 do anel pirazolinico, por meio da incorporagéo de uma molécula
de isoniazida & estrutura do ntcleo pirazolinico.

4. Processo de produgo de pirazdis efou pirazolidinas caracterizado
por compreender as etapas de:

a) Ciclocondensagdo das enomas 1 ou 2 com a Isoniazida 3;
b) Retirada do solvente da mistura reacional;
¢) Purificag@o dos sélidos por cristalizagéo.
5. Processo de producdo de pirazois e/ou pirazolidinas, de acordo
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com a reivindicag&o 4, caracterizado por o processo de producgéo resultar em
pirazéis 5-trifluormetilados da férmula I

i}
=

St
=

efou da formula il

k\
O
r?gc N
O%
=N (”)

6. Processo de produgdo de piraz6is efou pirazolidinas, de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 4 a 5, caracterizado pelo fato de a
ciclocondensagao ocorrer com a presenga de BF3.Et,O em metanol.

7. Processo de produgdo de pirazois efou pirazolidinas, de acordo
com qualquer uma das reivindicagbes 4 a 5, caracterizado pelo fato de a
ciclocondensago ocorrer sem a presenga de BF3.Et;O em metanol.

8. Processo de produc@o de pirazéis elou pirazolidinas, de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 4 a 7, caracterizado pelo fato das
reacBes serem processadas em temperatura ambiente e sob agitagéo
constante.

9. Processo de produgdo de pirazdis efou pirazolidinas, de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 4 a 8, caracterizado pelo fato de a
cristalizac&o dar-se em metanol/cloroférmio.

10. Processo de produgdo de pirazdis e/ou pirazolidinas, de acordo
com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo fato de a concentragéo de
metanol/cloroférmio utilizado na cristalizag8o ser em uma proporgéo de uma
parte de metanol para dez partes de cloroformio.

11. Uso de pirazdis e pirazolidinas, caracterizado pelos pirazois e
pirazolidinas compreenderem a formula |



5

10

313

efou formula il

e por serem utilizados na fabricagdo de medicamentos com fungéo

antimicobacteriana.
12. Composigéo farmacéutica caracterizada por compreender
a) Pirazois e/ou pirazolidinas de acordo com a formula |:

g
N
FoC
N ()

Qﬂ\
N
o N
#N (ly e

b) Veiculo farmaceuticamente aceitavel.

efou a formula ll

O
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Resumo
PIRAZOIS E PIRAZOLIDINAS, PROCESSO DE PRODUGAO, COMPOSIGAO
FARMACEUTICA E USOS COMO AGENTE ANTIMICOBACTERIANO

A presente invengdo faz referéncia & pirazbis e pirazolidinas, seu o
processo de produgéo, de uma composi¢&o farmacéutica compreendendo
pirazéis e/ou pirazolidinas e do uso de pirazois e/ou pirazolidinas na fabricagao
de medicamentos para com fung&o antimicobacteriana. Mais especificamente a
presente invengdio descreve a sintese regiosseletiva de pirazois 5-
trifluormetilados com variag&o de substituintes a posi¢éo 4 do anel pirazolinico,
incorporando uma molécula de isoniazida a estrutura do ntcleo pirazolinico.
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