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10

15

20

25

30

1/35 see, *

COMPOSTOS ANTIBACTERIANOS E/OU ANTIPROTOZOARIOS DERIVADOS DO
NITROIMIDAZOL APRESENTANDO ATIVIDADE INIBIDORA DE UREASE,
PROCESSO DE PREPARAGAO DESTES COMPOSTOS E USO EM COMPOSIGOES
FARMACEUTICAS E MEDICAMENTOS.

No presente pedido sdo descritos compostos derivados
nitroimidazdélicos com atividade antibacteriana e/ou
antiprotozodria, os quais sdo potentes inibidores da urease.
Sdo também descritos o processo de obtencdo destes compostos,

e 0 uso destes em composicdes farmacéuticas e medicamentos.

Durante os uUltimos 25 anos, um alarmante numero de cepas
bacterianas tém desenvolvido resisténcia a diversos agentes
antimicrobianos. Patologias, tais como a faringite e a
laringite, que seriam de facil controle e cura com reduzidas
doses de agentes antimicrobianos, atualmente, sdo de dificil
tratamento. O grande problema reside na determinacdo dos
microorganismos que sdo resistentes aos agentes
antimicrobianos, pois os ditos microorganismos podem sofrer
mutacdo de forma esponténea contra qualquer agente em seu
meio uma vez a cada 10° a 10'° divisdes celulares. Assim, em
face desta alta taxa de multiplicagdo, o mutante pode se
multiplicar rapidamente na presenga do agente antimicrobiano

produzindo uma nova populagdo de microorganismos resistentes.

Sao diversos os fatores que levam a resisténcia aos
antimicrobianos, como por exemplo, © uso dos mesmos de forma
incorreta e indiscriminada em resfriados e gripes; o uso dos
mesmos por pacientes com dificuldades de seguir o tratamento
prescrito e pela automedicacao; o uso dos mesmos para
profilaxias apds cirurgias em pacientes imunodeprimidos e em
tratamentos longos contra acne; e, pela disseminagdao de
bactérias resistentes através de regides geogréaficas

distintas. O problema da resisténcia bacteriana se agrava nos
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paises em desenvolvimento, pois alguns desses paises permitem
a venda de antimicrobianos potentes no balcdo da farmacia, o

que facilita o desenvolvimento desta resisténcia.

Atualmente, um dos grandes desafios da pesquisa
biolégica é evitar que o tratamento das doengas infecciosas
seja ameacado pela incrivel capacidade das bactérias de

desenvolver resisténcia a cada novo antimicrobiano produzido.

O campo de atuagdo da pesquisa da presente invengdao tem
por base os compostos derivados de nitroimidazol, os quais

pertencem & classe dos imidazdis.

Os nitroimidazéis sdo substédncias caracterizadas pela
presenca de um nucleo ciclico pentagonal contendo dois atomos
de nitrogénio e pela presenga de um grupo nitro (NOy)
substituinte. 0 isolamento do 2-nitroimidazol, também
denominado azomicina, de um‘estreptomiceto e a demonstracgao
de sua propriedade tricomonicida estimulou a sintese do
referido composto e a pesquisa das atividades bioldgicas de
outros compostos nitroimidazélicos, como por exemplo, do 2-
(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etanol também conhecido

como metronidazol.

O metronidazol é um antimicrobiano nitroimidazdlico de
amplo espectro e fol o primeiro derivado de imidazol
introduzido na terapéutica humana. O metronidazol possui uma
6tima atividade clinica contra uma variedade de agentes
patogénicos anaerdbicos e microaerdbicos onde se incluem as
bactérias Gram-positiva e Gram-negativa sendo classificado

como um agente antiprotozodrio e antibacteriano.

0O metronidazel & um composto ativo no combate a
protozoarios (Balantidium coli, Blastocystis hominis,
Chilomastix mesnili, Dracunculus medinensis, Entamoeba
histolytica, Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis),

Bactérias Gram negativas (Acidaminococcus spp, Bacteroides
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fragilis, Bacteroides distasonis, Bacteroides ovatus,
Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus,
Fusobacterium varium, Fusobacterium Spp- Megasphaera,

Veillonella parvula,e Veillonella spp), Bactérias Gram
positivas (Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Clostridium ramosum, Clostridium spp., Eubacterium spp.,
Peptococcus  spp. e Peptostreptococcus  spp), Bactérias
anaerdbias facultativas (Gardnerella vaginalis e Helicobacter

pylori), Campylobacter spp e Mycobacterium tuberculosis).

A atividade tricomonicida do metronidazol foi observada
apés a administragdo oral do composto em pacientes com
tricomoniase e a partir do alto percentual de cura obtido.
Testes em pacientes portadores de estomatite de Vincent
também ficaram curados através da atividade medicamentosa do

metronidazol.

Entretanto, a pesquisa bioldégica tem evidenciado a
atividade mutagénica do metronidazol e de outros imidazdis
para bactérias e sistemas eucariontes primitivos. Esta
atividade foi verificada em testes em Salmonnella
typhimurium, Klebssiella pneumoniae, E. coli e Citrobacter

freundii.

A ciéncia ensina que mutacdo ¢é toda alteragdo do
material genético de uma célula que ndo resulta de segregacao
ou recombinagdo. A mutacdo, quando ndo é letal a proépria
célula, pode propagar-se pelo corpo em crescimento (mutagao
somatica) ou transferir-se as geracdes (mutagdo germinal) e
pode ser espontdnea ou induzida por agentes fisicos, quimicos
ou bioldgicos. Sabe-se que gquando a mutagdo incide sobre
células soméaticas, esta pode levar a um processo
carcinogénico no organismo do paciente. Entretanto, a
pesquisa cientifica acerca dos efeitos carcinogénicos do

metronidazol ainda apresenta resultados controversos. A
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pesquisa mostra que o metronidazol ¢é <cancerigeno para
roedores, mas no que tange aos testes da sua aplicagdo em
seres humanos a literatura ainda ndo apresenta resultados
conclusivos, o que requer ainda mais experimentos. No caso da
mutacdo ocorrer em células germinativas, ela pode produzir

doencas ou malformagdes nas geragdes futuras.

As mutacdes e neoplasias representam alteracdes abruptas
em uma unica célula, que sdo permanentes e herdadas pelas
células-filhas. Assim, testes de mutagenicidade s&o sempre
recomendados para a pré-selegdo de agentes quimicos-

farmacéuticos.

O grupo nitro (NO,) encontra-se presente nas moléculas
de diversos farmacos, estando ligado diretamente a um anel
benzénico ou fazendo parte de anéis heterociclicos. O
grupamento nitro é responsavel pela atividade antiparaéitéria
do composto e, consequentemente, indispensavel na estrutura
da molécula. Entretanto a pesquisa cientifica mostra que a
atividade mutagénica do metronidazol e dos outros 5-
nitroimidazéis estd relacicnada com a presen¢ga do grupamento
nitro (NO,) e com a substituicdo em N-1 e/ou N-3 (veja-se a
estrutura quimica do metronidazol mostrada abaixo). Neste
tltimo caso, a atividade mutagénica pode ser completamente
inibida. O efeito mutagénico do metronidazol é ampliado pela
ativacdo microssomal. A estrutura quimica do metronidazol é

como mostrado a seguir:

OH

N
H3C\2/ 1 \5/N02

N
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Para que este efeito ocorra, é necessdria uma redugao
enzimdtica do grupo nitro dando origem aos produtos
intermedidrios mutagénicos, entretanto, este processo ndo €
comum em células de mamiferos. Nas células humanas, ©O
metronidazol ndo induz, in vitro ou in vivo, a troca entre
cromadtides irmds ou a inducdo de micronucleos. O efeito
clastogénico do metronidazol pode ser verificado através do
aumento de aberracdes cromossémicas e da indugao de
micronucleos em células CHO (Células de Ovéario de Hamster) e
em linfécitos humanos. A capacidade do metronidazol e de seus
metabélicos de produzir quebras no DNA de células humanas
também tem sido discutida. Estudos de MENENDEZA et.al., DNA
breakage due to metronidazole treatment, Mutantion Research,
478, 153-158, 2001, concluiram que doses terapéuticas de
metronidazol produzem dano ao DNA de linfdécitos circulantes,
as quais parecem ter sido reparadas 15 dias apdés o fim do
tratamento, contudo houve paciente em que tal dano ndo foi
reparado. Entretanto, ainda faltam estudos para determinar se
os danos causados pelo metronidazol ao DNA podem provocar a

génese de neoplasmas.

Novos compostos gquimicos terapéuticos sdo fabricados
através da latenciacdo do farmaco matriz, particularmente
através da esterificacdo. A latenciacdo trata-se de um
processo de sintese organica, o qual procura modificar a
molécula de um composto ativo ou férmaco matriz otimizando
suas propriedades farmacocinéticas e/ou reduzindo  sua
toxicidade. Estudos de Guido, R.V.C et. al, demonstram
diminuicdo da atividade mutagénica do férmaco NFOH-121 em
relacdo ao nitrofural (nitrofurazona), onde a utilizagao
dessa técnica pdde diminuir o efeito mutagénico do composto
ativo ou farmaco matriz (Revista Ciéncia Farmacéutica, V.22,

n® 2, 319-333(2001)). No caso da pesguisa citada, o efeito
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mutagénico do nitrocomposto foi reduzido em 300 a 400 %,

guando comparado ao farmaco matriz.

Nos ultimos anos, a latenciacdo tornou-se uma das
principais ferramentas para o desenvolvimento de novos
quimioterdpicos para o combate as maiores enfermidades da
atualidade como o cancer e a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida - SIDA. As razdes que justificam a busca por novos

farmacos latentes sao:
1- inconvenientes farmacocinéticos do farmaco matriz;
2- alta toxidade do farmaco matriz;
3- estabilidade quimica pobre do farmaco matriz;
4- solubilidade inapropriada em Agua do farmaco matriz;
5- odor e paladar inconvenientes do farmaco matriz;

6- formulacdo farmacéutica de dificil preparo do farmaco

matriz.

As formas latentes de farmacos também podem ser
utilizadas sob a forma do que se denomina pré-farmacos, ou
seja, um farmaco matriz que é quimicamente transformado em um
derivado inativo instavel, através de reac¢des quimicas,
enzimaticas ou ambas; o qual é convertido no farmaco matriz
dentro do organismo antes ou apds alcancar seu local de agdo.
0 pré-farmaco pode ser definido como qualquer composto que
sofre biotransformagdo antes de exibir seus efeitos
farmacolégicos. Tanto o prdé-farmaco quanto o analogo possuem
estruturas quimicas similares, mas as propriedades bioldgicas
desses compostos diferem da do férmaco matriz quanto: a
atividade, a poténcia, a biodisponibilidade, sintese,
espectro de acdo, indice terapéutico. O pro-farmaco se
diferencia do farmaco analogo em face da ligagédo quimica
instavel (fraca e reversivel) entre o farmaco matriz e o

grupamento transportador.
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Entre os diversos métodos de preparacgdo de pré-farmacos,
a esterificacdo é o mais empregado, seguido da formacao de
amidas, imidas e carbamatos. Atualmente grupamentos
funcionais de farmacos podem ser modificados por reacgdes
quimicas produzindo grupos reversiveis muito utilizados no

desenvolvimento de prdé-farmacos.

Uma grande quantidade de pré-fdrmacos de ésteres e
hemiésteres de metronidazol foram sintetizados a fim de
melhorar a hidrossolubilidade para a administragdo parental,
estabilidade quimica, permeabilidade da membrana celular e

reducdo da suscetibilidade a degradagdo enzimatica.

Conforme citado anteriormente, o metronidazol é uma
droga amplamente empregada no tratamento de diversas
infeccdes bacterianas e parasitédrias. Dentre os agentes
infecciosos sobre os quais ela apresenta atividade encontra-

se o Helicobacter pylori.

O Helicobacter pylori ¢é a causa primaria da udlcera
péptica sendo um agente etioldgico que se encontra envolvido
no desenvolvimento do céancer géastrico. Acredita-se que a
infeccdo por H. pylori atinja cerca de 50% da populacgdo
mundial, sendo que cerca de 20% das pessoas infectadas
desenvolvem desordens gastroduodenais durante a vida. Este
agente etioldégico ¢é responsavel pela doengca da Uulcera
péptica, gastrite primdria, 1linfoma do tecido linfdéide

associado & mucosa gastrica e adenocarcinoma gastrico.

De acordo com Houimel M; Mach J; Corthesy-Theulaz I;
Corthésy B; Fish I. New inhibitors of Helicobacter pylori
urease holoenzyme selected from phage-displayed peptide
libraries. Eur. J. Biochem; 202:774-780, 1998, varios estudos
demonstram a correlacdo entre a sintese da urease pelo H.
pylori e sua sobrevivéncia no meio acido do estdmago. A

enzima hidrolisa a uréia e libera amdénia mantendo o pH
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periplasmdtico em 6,2. Mutantes urease-negativos nao sao
capazes de colonizar a mucosa gastrica das espécies animais

testadas.

Atualmente, a terapia para erradicag&o do Helicobacter
pylori ndo é totalmente eficiente e requer uma terapia dupla,
tripla e até quadrupla, dificultando a adesdo do paciente a
terapia e aumentando a probabilidade de efeitos adversos e/ou
colaterais e resisténcia bacteriana. Normalmente a terapia
consiste no uso de um, dois ou trés antibidticos associados a
um inibidor da bomba protdnica. Dentre os compostos
empregados, por exemplo, os inibidores da bomba protdnica, o
omeprazol e rabeprazol sdo os uUnicos inibidores de urease
utilizados na clinica, mas sdo ineficientes na erradicagéo
desta bactéria, necessitando da adigcdo de pelo menos um

agente antimicrobiano a composigdo medicamentosa.

Na literatura sdo descritos diversos compostos derivados
nitroimidazélicos empregados no tratamento de infeccgdes
bacterianas. Entretanto, ndo foi encontrado nenhum documento
descrevendo compostos derivados nitroimidazélicos que atuem

tampbém como inibidores de urease.

O desenvolvimento de novos compostos capazes de inibir a
urease e que sejam compostos com atividade antimicrobiana
e/ou antiprotozoadria possibilitaria o tratamento eficaz e
simplificado de infecgdes causadas por diversos agentes
patogénicos, em particular no tratamento da H. pylori,
diminuindo a necessidade de se empregar terapias complexas
compreendendo a combinagdo de diversos agentes terapéuticos.
Estas drogas poderdao ser ainda mais seguras se forem
planejadas e/ou desenvolvidas de forma a apresentarem
atividade mutagénica inferior & observada no féarmaco matriz

(em especial o metronidazol).
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E possivel encontrar na literatura diversas referéncias
descrevendo derivados nitroimidazdlicos planejados e
desenvolvidos para melhorar as caracteristicas dos farmacos

predecessores.

De acordo com Cho & Haynes (CHO, M.J., HAYNES, L.C.,
Serum-catalyzed hydrolysis of metronidazole amino acid
esters, Journal of Pharmaceutical Science, V. 74, n° 8, 883-
885, 1985), a sintese do fosfato de metronidazol provocou um
aumento da hidrossolubilidade do metronidazol em 50 vezes.
Estes pesquisadores também esterificaram o metronidazol com
aminodcidos o que possibilitou a melhoria da solubilidade do

mesmo para uso parental, com liberagdo plasmatica do

metronidazol e de aminoéacido.

A preparacdo de ésteres duplos idénticos tornou-se uma
estratégia comum para o desenvolvimento de novos pré-
farmacos, onde duas moléculas do farmaco matriz sao ligadas
por meio de um composto espacante. Mahfouz et. al. (MAHFOUZ,
N.M., HASSAN,M.A., Synthesis, chemical and biocavailability in
rabbits of metronidazole aminoacid ester prodrugs with
enhanced water solubility Journal of Pharmacy and
Pharmacology, 53, 841-848 (2001)) sintetizaram uma série de
ésteres duplos de metronidazol utilizando diferentes acidos
carboxilicos (adipico, ftalico, glutarico, succinico e
sebadcico) como agentes espacgantes. O estudo demonstrou que os
mesmos sdo mais lipofilicos que o farmaco matriz e
suficientemente estdveis em solucdo glicofisioldgica e em pH
fisiolbégico para serem absorvidos de forma integral. Os proé-
farmacos foram convertidos a metronidazol com liberacao
rdpida da primeira molécula e hidrdélise lenta da outra. O
estudo in vivo (em camundongos e coelhos) desses prd-farmacos
administrados por via oral demonstrou gdgue o©0S mesmos sSao

absorvidos na forma ndo ionizada, com liberagdo plasmatica
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prolongada. Triésteres de metronidazol também foram testados
com bons resultados quanto a hidrossolubilidade, a
estabilidade quimica e liberacdo plasmatica do metronidazol.
Entretanto, nenhum destes estudos avaliou os compostos quanto
a sua atividade mutagénica, sbé se preocupando com a melhoria
da solubilidade e estabilidade do farmaco matriz, sem tentar

aumentar a especificidade e a atividade do farmaco matriz.

A literatura <cientifica mostra que compostos nao
nitroimidazdélicos, tais como os derivados do acido
hidroxdmico, &cido acetohidroxdmico, hidroxiuréia, tiouréia,
N,N’- dihidroximetiluréia, flurofamida, omeprazol, acabet
sodium e rabeprazol s&o inibidores de urease testados em
infecgdes, particularmente por Helicobacter pylori, de acordo
com SHIBATA K; HONGO A; KINOSHITA M. Ecabet sodium, a locally
acting antiulcer drug, inhibits urease activity of
Helicobacter pylori. Eur J Pharmacol; 345(2):193-8, 1998
Mar., KUHLER TC; FRYKLUND J; BERGMAN NA; WEILITZ J; LEE A;
LARSSON H. Structure-activity relationship of omeprazole and
analogues as Helicobacter pylori urease inhibitors. J Med
Chem; 38(25):4906-16, 1995 Dec 8., NAGATA K; TAKAGI E; SATOH
H; OKAMURA H; TAMURA T. Growth inhibition of Ureaplasma
urealyticum by the proton pump inhibitor lansoprazole: direct
attribution to inhibition by lansoprazole of urease activity
and urea-induced ATP synthesis in U. urealyticum. Antimicrob
Agents Chemother; 39(10):2187-92, 1995 Oct., ODAKE S;
MORIKAWA T; TSUCHIYA M; IMAMURA L; KOBASHI K. Inhibition of
Helicobacter pylori urease activity by hydroxamic acid
derivatives. Biol Pharm Bull; 17(10):1329-32, 1994 Oct., OHTA
T; SHIBATA H; KAWAMORI T; IIMURO M; SUGIMURA T; WAKABAYASHI
K. Marked reduction of Helicobacter pylori-induced gastritis
by urease inhibitors, acetohydroxamic acid and flurofamide,
in Mongolian gerbils. Biochem Biophys Res Commun; 285(3):728-

33, 2001 Jul 20., PARK JB; IMAMURA L; KOBASHI K. Kinetic
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studies of Helicobacter pylori urease inhibition by a novel
proton pump inhibitor, rabeprazole. Biol Pharm Bull;
19(2):182-7, 1996 Feb., WOO TW; CHANG MS; CHUNG YK; KIM KB;
SOHN SK; KIM SG; CHOI WS. Inhibitory action of YJA20379, a
new proton pump inhibitor on Helicobacter pylori growth and

urease. Arch Pharm Res; 21(1):6-11, 1998 Feb.

A patente US 4.160.827 descreve sais do fosfato de
metronidazol soluveis em agua, 0s quais podem ser preparados
em formas de dosagens onde o metronidazol ndo pode ser
empregado por ser insollvel. Os exemplos descrevem a sintese
de diversos sais e possiveis formas de dosagem, néao
descrevendo os efeitos na atividade, seletividade ou

toxicidade dos sais propostos.

A patente Us 4.456.610 descreve derivados 2-
nitromidazdélicos para serem usados no tratamento da
filariose. Os compostos desenvolvidos apresentaram menor
toxicidade do que o composto lider a azomicina, demonstrando
que a derivagdo de compostos conhecidos pode levar ao
desenvolvimento de compostos mais seguros para O USO

terapéutico.

A patente US 4.482.722 descreve um éster derivado do
metronidazol com N,N-dimetilglicina e seus sais de adigéo.
Segundo os autores, estes compostos sdo soluveis em agua e
especialmente Uteis no preparo de composigdes farmacéuticas
parenterais apropriadas no tratamento de certas infeccgdes
anaerébicas. Este éster hidrolisa rapidamente in vivo
liberando o metronidazol no organismo. Como o composto é um
pré-farmaco do metronidazol, a preocupagdo quanto ao fator
mutagenicidade ¢ relevante, uma vez que o farmaco matriz &

regenerado 1In vivo.

A patente US 6.423.707 trata de ésteres de compostos

nitroimidazdélicos ativos contra Helicobacter pylori,
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confirmando, assim, a eficdcia do processo de latenciacdo no
desenvolvimento de novos compostos (pro-farmacos) com
atividade antimicrobiana. A dita patente, entretanto, nem
menciona nem sugere a capacidade inibidora de urease dos
ditos ésteres, uma vez que o0 objeto da patente esta apenas
direcionado a potencializar a atividade microbiana dos

compostos ésteres nela descritos.

Das referéncias citadas observa-se que muitos derivados
nitroimidazélicos foram propostos buscando apenas melhorias
das propriedades fisico-quimicas dos compostos matriz, e em
um caso especifico, levou a obtencdo de um composto menos
téxico que o seu antecessor, no caso do derivado da azomicina

empregado para o tratamento da filariose.

Conforme citado anteriormente, o tratamento de infecg¢des
diversas com derivados nitroimidazélicos menos téxicos ou
mutagénicos e que ©possuam habilidade de serem drogas
multifuncionais, agindo em mais de um alvo no organismo seria

de relevancia no tratamento de diversas doengas.

Desta forma, a pesquisa desenvolvida pela requerente diz
respeito ao desenvolvimento de novos compostos
antibacterianos e/ou antiparasitarios derivados de
nitroimidazdéis os quais adicionalmente sdo ativos na inibigao
da urease, enzima necessdria & adaptacdo e sobrevivéncia de

diversos microorganismos em organismos hospedeiros.

Consequentemente, é objetivo da presente invencgdo
aperfeicoar a farmacoterapia contra uma variedade de agentes
patogénicos anaerdbicos e microaerdbicos onde se incluem o0s
protozodrios, as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
bactérias anaerodbicas facultativas, preferentemente a
Helicobacter pylori, através do emprego de compostos

multifuncionais o0s quais, além de possulrem atividade
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antibacteriana e/ou antiparasitdria, sdo potentes inibidores

da enzima urease.

O avanco alcancado na presente invengdo possibilita o
tratamento de diversas doencas empregando especialmente a
monoterapia, onde os compostos da presente invencado podem ser
empregados de forma segura por apresentarem reduzida
atividade mutagénica, quando comparados ao metronidazol, e
por serem inibidores efetivos da urease, sendo
particularmente uUteis no tratamento de individuos infectados

pelo Helicobacter pylori.

Organismos produtores de urease, tal como o Helicobacter
pylori, utilizam desta enzima para sua defesa e
sobrevivéncia. Estes organismos promovem a conversdo da uréia
em aménia, a qual neutraliza o A&cido cloridrico da mucosa
gastrica e provoca um aumento no processo inflamatdrio, com

possivel progressdo ao carcinoma.

De acordo <com a presente invencdo, 0s compostos
descritos atuam sobre o) microorganismo invasor,
particularmente o H. pylori, de forma seletiva e especifica.
Devido a Dbaixa toxicidade e/ou mutagenicidade destes
compostos quando comparados particularmente ao metronidazol,
a dose terapéutica a ser empregada é mais segura, ndo havendo
a necessidade de se empregar doses terapéuticas préximas ao

limiar tdéxico destes compostos.

A seletividade dos compostos da presente invengdo, se da
pela presenca de grupos com afinidade a urease acoplados a
estrutura destes compostos, o0s quals direcionam o composto
para o) alvo (microorganismos produtores de urease),
promovendo no local de agdo, atividade antimicrobiana pela
presenca de grupos nitroimidazdélicos, além da inibicao da
prépria urease, o que possibilita a reversdo do pH do meio a

um pH éacido, o qual é inviavel a sobrevivéncia do agente
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patogénico. A seletividade também se d& através da
potencializagdo da agdo antimicrobiana, quando se utiliza um
inibidor de urease. A seletividade de ag¢ao também promove
diminuicdo da toxidade, uma vez gque o composto em questao
terd acdo preferencial em microorganismos produtoras de
urease, o0 que ndo é o caso das células da mucosa intestinal
humana. Desta forma, os compostos desenvolvidos na presente
invencdo apresentam maior seletividade por agirem como
medicamentos duplos: exibindo um efeito antimicrobiano e
inibindo um dos mecanismos de sobrevida do microorganismo in

vivo.

Os estudos apresentados na parte experimental como o
teste de Ames ou teste utilizando Salmonella typhimurium para
a caracterizagdo da atividade mutagénica claramente
demonstram um aumento da confiabilidade para wuso dos
compostos da presente invengdo em seres humanos quando

comparados com o farmaco matriz.

A presente invencdo descreve os compostos de férmula

geral (I) e (II) abaixo representados:

R
4
o// \\Rs

N (1)

Onde
R; = NO, R, = CH; e Ry = CH,, CHCHsy, CHCH2C1
ou,

Rl = H, Rz = NOQ e R3 = O(CHz)q, OCHz(CH)zCHz, OCHZ—CZC—CHz,
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R5=

Onde
R, e
Ry, e
R3 e

Ou

R; e

]
CHCH,OCH;, CONH (CHp)q-,, ©H }

o (o) o (o) (o)

| | | l |

— C-— _—C_—_CHJ(CH) —C_—— . C__CHO(CH) —C_—

) n

14

CH,CO, onde n = 1-6

NHCONH,, NHCONHOH, ONHCONHOH, OCH,NHCONHCH,OH,
NHCSNH,, NHCSNHOH, ONHCSNHOH, OCH;NHCSNHCH,OH,
NHCNHNH,, NHCNHNHOH, ONHCNHNHOH, OCH,NHCNHNHCH,OH

N O
RYSEEER Y.

(I1)
Ry’ = NO,
Ry’ = CH; e
Ry’ = CH,, CHCH;, CHCH,Cl
Rll = HI
Rg’ = NO, e
R3’ = O(CH3) 4, OCH, (CH) 2CH,, OCH,-C=C-CH,, CHCH,0CH3;,

/\Ng
CONH (CHy) ;.,, ©H
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—Cc— _l:l__cnz(cnz)n L|__ _lcl__CHZO(CHz)n c—

Ry € R4’= ’

CH,CO, onde n= 1-6

Rs ¢ Rs’= NHCONH, NHCONHO, ONHCONHO, OCH,NHCONHCH:O,
NHCSNH, NHCSNHO, ONHCSNHO, OCH;NHCSNHCH,O,
NHCNHNH, NHCNHNHO, ONHCNHNHO, OCH;NHCNHNHCH,O

Os compostos inventivos de férmula geral (I) e (II) sao
iteis no tratamento de infeccbdes causadas por microorganismos
anaerdébicos, microaerdbicos, onde se incluem os protozoarios,
as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e bactérias
anaerdébicas facultativas. Particularmente os compostos de
férmula geral (I) e (II) s&o Uteis no tratamento de infecgdes
causadas por microorganismos produtores de urease, em

especial no tratamento de infecg¢des por Helicobacter pylori.

A presente invengdo também compreende os sais de adigdo
dos compostos de férmula geral (I) e (II), ou seja, Os sais
farmacéuticos apropriados dos compostos de férmula geral (I)
e (11), tais como o cloridrato, bromidrato, acetato,
propionato, fosfato, sulfato, nitrato, maleato, fumarato,
citrato, tartarato, metanosulfonato, besilato, entre outros,

assim como também os seus diferentes hidratos.

Compostos representativos de férmula geral (I) e (II) da

presente invenc¢do incluem:

o}
NH NH,
OJ\/\( T 2-(2-metil-5-nitro-1H-
0] S

LW imidazol-1-1l)etil 4-
[ (aminocarbonotioill) amino]-

N

Hﬁ\xg;zr/ﬂw 4-oxobutanocato;
N
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2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 4-

[ (aminocarbonil)amino]-4-
oxobutanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 4-
{{amino (imino)metil] amino}-
4-oxobutanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 4-
{[ (hidroxiamino)
carbonotioil] amino}-4-
oxobutanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 4-
{[ (hidroxiamino)
carbonil}amino}-4-
oxobutanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 4-
{[(hidroxiamino) (imino)
metil]amino}-4-oxobutanoato;



Hsc\g J/No2

H30\§ J/No2
O/ji\\///\\\//ﬁ\\NH/ﬁ\\NH—OH

H3C\§ J/No2

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 5-
[ (aminocarbonotioil)
5-oxopentanocato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 5-

amino) -

[ (aminocarbonil)amino]-5-

oxopentanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 5-
{[amino (imino)metil]
5-oxopentanocato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 5-
{[ (hidroxiamino)
carbonotioil]amino}-5-
oxopentanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 5-
{[ (hidroxiamino)
carpbonil]amino}-5-
oxopentanoato;

amino}-



AL,

H3C\§ J/NOZ
o/ﬂ\v/o\v/ﬂ\mfﬂlmh

HSC\\\Ygi_:ZT///NOZ
o/“\/ O\/tkNHJkNH—OH

HGC\\\Yii—:Z7///NOZ

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil 5-
{[ (hidroxiamino) (imino)
metil]amino}-5-
oxopentanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil {2-

[ (aminocarbonotioil) amino]
2-oxoetoxilacetato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil {2-

[ (aminocarbonil) amino]-2-
oxoetoxytlacetato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil (2-

{[amino (imino)metil] amino}-

2-oxoetoxi)acetato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil (2-
{[ (hidroxiamino)
carbonotioil]lamino}-2-
oxoetoxl) acetato;



2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil (2-

{[ (hidroxiamino)
carbonil]amino}-2-oxoetoxi)
acetato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil (2-
{[ (hidroxiamino)
(imino)metillamino}-2-
oxoetoxi) acetato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil] 4,4'-
[(tioxometilene)diimino]bis(
4-oxobutanoato) ;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil] 4,4'-

[ (iminometilene)diimino]bis(
4~-oxobutanocato);

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil] 4,4'-
(carbonildiimino)bis (4-
oxobutanocate) ;



NH NH NH NH
O/U\/Y \n/ ~o~ \n/ \H/\/U\o

Hﬁ\gNJ/NOZ oﬂg/‘:”:
H,c\gj/mz ozw\&‘/cu3

CHs

Hac\g J/NOZ O,N

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil] 3,6,12-
trioxo-8,12-ditioxo-2,10-
dioxa-7,9,11,13-
tetraazaheptadecan-17-ocato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil]
3,6,8,12,14-pentaoxo-2,10-
dioxa-7,9,11,13-
tetraazaheptadecan-17-oato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil] 8,12~
diimino-3,6,14-trioxo-2,10-
dioxa-7,9,11,13-
tetraazaheptadecan-17-ocato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil] 5,5'-
[(tioxometilene)diimino]bis (
5-oxopentanoato);

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil] 5,5'-
(carbonildiimino)bis (5-
oxopentanoato) ;



(o] NH (o]
0/ﬂ\v/\\/JLWgﬂ\wgﬂ\v/A\v/ﬂ\o
Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil] 5,5'-

[ (iminometilene)diimino]bis(

N
HiC NO, ON CH;
\\i;]r/ ’ 5-oxopentanoato) ;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
: imidazol-1-il)etil] 5, 9-
dioxo-7-tioxo-3,11-dioxa-

iGN, ON CHy .
\Ylj7/ 6,8-diazatridecane-1,13-

dioato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil] 5,7,9-

trioxo-3,11-dioxa-6, 8-

HaC N ) 0N CHs , . .
\Tg;zf/m ™ diazatridecane-1,13-dioato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil] 7-imino-
N 5,9-dioxo-3,11-dioxa-6, 8-

H3C NO, OyN CHy . . .
\Wg;zf/ diazatridecane-1, 13-dioato;

ou seus sais farmacéuticos apropriados e/ou seus hidratos,

entre outros compostos.

O segundo objetivo da presente invencdo é o processo de
obtencdo dos compostos de férmula geral (I) e (II). De acordo
com a presente invengdo os compostos de fédrmula geral (I) sao
preparados através da reagdo de um composto com afinidade a

urease com o composto de férmula geral (III) abaixo:



10

15

(III)

onde R;, Ry, R3, Ry sdo definidos na férmula geral (I)
anteriormente descrita e X= OH ou Cl. Os compostos de fdérmula
geral (II) sé&o preparados através da reacdo do composto com
afinidade a urease com os compostos de férmula geral (III) e

(IV) abaixo representados:

R R,'
4 4
0/ \x X \o

S A
. W

(III) (IV)

onde R;, Ri’, Ry, Ry, R3, R3', Ry, Ry sdo definidos pela

féormula geral (II) anteriormente descrita e X= OH ou Cl.

Segundo o processo de preparacao dos compostos de
férmula geral (I) e (II) da presente invengdo, quando sao

empregados os intermediarios de férmula geral (III) e/ou (IV)

acima descritos onde X = Cl, a reacdo é efetuada diretamente
com o composto apresentando afinidade com a urease. Quando
X= OH, sdo empregados agentes de condensacgao, também

conhecidos como agentes de acoplamento.

Os agentes de acoplamento preferentemente empregados no
processo da presente invencdo sao selecionados do grupo das

carbodiimidas compreendendo preferentemente a N, N’ -



10

15

20

25

30

diciclohexil carbodiimida (DCC), l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e 1,3-diisopropil

carbodiimida (DCI).

De acordo com o processo de preparagdo dos compostos de
férmula geral (I) e (II), os compostos com afinidade a urease
empregados sdo selecionados do grupo compreendendo a uréia,
N-hidroxiuréia, N,N’-dihidroxiuréia, bis-(hidroximetil)uréisa,
tiouréia, N-hidroxitiouréia, N,N’-dihidroxitiouréia, Dbis-
(hidroximetil)tiouréia, guanidina, N-hidroxiguanidina, N,N’-

dihidroxiguanidina e bis-(hidroximetil)guanidina.

O preparo dos compostos de férmula geral III e IV ¢
efetuado através de procedimentos usuais conhecidos pelos
técnicos na area. No caso dos compostos da presente invencgdo,
eles foram preparados preferentemente através da
esterificacdo de derivados hidréxi - nitroimidazdlicos
empregando a reagdo com anidridos de &cidos com até 14 atomos

de C em meio bésico.

Dentre oS derivados hidroxi - nitroimidazdélicos,
preferentemente foi empregado o metronidazol (2-(2-metil-5-

nitro-1H-imidazol-1-il)etanol).

Dentre os anidridos de acido foram preferentemente
empregados os anidridos selecionados do grupo compreendendo o
anidrido succinico, o anidrido glutarico e o anidrido
diglicélico.

O pH basico do meio foi alcancado através do uso de
bases inorgénicas, tais como o hidréxido de sdéddio ou o
hidréxido de potéassio. Preferentemente, fol empregado o

hidréoxido de sdédio como base.

No preparo dos compostos de férmula geral (I) a reacgao
ocorre entre o composto de férmula (III) onde X= OH ou Cl, e

o composto com afinidade a urease na razao de 1:1
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respectivamente. No meio reacional, preferentemente a razao
entre o composto com afinidade a urease e o composto de
férmula (III) onde X= OH ou Cl empregados pode variar de
cerca de 10:1 a 1:1 respectivamente, sendo preferentemente
empregado um excesso molar do composto com afinidade a

urease, evitando assim a dupla condensacgdo.

No preparo dos compostos de férmula geral (II) a reagao
ocorre entre os compostos de fdérmula (III) e (IV) onde X= OH
ou Cl e o composto com afinidade a urease na razdo de 2:1
respectivamente. No meio reacional, preferentemente, a razao
entre a concentracdo do composto com afinidade a urease e a
concentracdo dos compostos de férmula (III) e (IV) onde X= OH
ou Cl empregados pode variar de cerca de 1:1 a 1:10
(concentracdo composto com afinidade a urease e soma da
concentragdo dos compostos de férmula (III) e (IV)
respectivamente) dependendo da reagdo. Podem existir casos
especiais onde a proporgdo entre estes reagentes devera ser
alterada fora destes 1limites para se alcangar condigdes
étimas de rendimento, isto muitas vezes decorrente da
solubilidade dos compostos empregados no meio reacional mas,
de forma geral, estes limites s&o eficientes na obtengdo dos

referidos compostos.

Outro objetivo da presente invengdo sdo as composigdes
farmacéuticas compreendendo como principio ativo um composto
inventivo de férmula geral (I) ou (II) e pelo menos um
excipiente selecionado dentre os excipientes farmacéuticos

apropriados para o preparo de composic¢des farmacéuticas.

Os compostos da presente invengdo podem ser preparados
na forma de diversas composic¢des farmacéuticas empregadas na
administracdo de agentes bioldgicos. A via de administracgao

pode ser oral, tépica, nasal, injetéavel, etc.
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Na composicdo farmacéutica da presente inveng¢do, ©
ingrediente farmacéutico ativo é selecionado dos compostos de
féormula geral (I) ou (II), e é usado em concentragdes
terapéuticas apropriadas variando de 0,001% a 99,999% em peso
da composicdo final. De forma a formular formas de dosagem
permitindo meios adequados para sua veiculagdo, pelo menos um
excipiente farmacéutico apropriado é usado para oferecer uma

diluicdo adequada para o ingrediente ativo.

Numa realizacdo preferencial da presente invengdo, a

composicdo farmacéutica compreende:

(a) um composto de férmula (I) ou (II) empregado numa
gquantidade de pelo menos 0,001% em peso da composicdo

final, e
(b) pelo menos um excipiente farmacéutico apropriado.

Numa outra realizacdo preferencial da presente invencgao,

a composicdo farmacéutica compreende:

(c) um composto de férmula (I) ou (II) empregado numa
quantidade de pelo menos 1,0% em peso da composigdo

final, e
(d) pelo menos um excipiente farmacéutico apropriado.

Como exemplo, os compostos da presente invengdo podem
ser formulados como pds ou grdnulos para administragdo oral
através de comprimidos, pilulas e cépsulas de gelatina dura,
onde os compostos podem ter acrescidos em suas foérmulas
excipientes farmacéuticos diversos empregados para diluir o
principio ativo, para auxiliar a compressdo e para conferir
propriedades diversas como liberacdo imediata ou controlada,
solubilidade e estabilidade entre inumeras outras

propriedades.

Os compostos da presente invencdo também podem ser

formulados na forma de solugdes apropriadas a administracgao



10

15

20

25

30

27/35 bl eoe oo

oral como solucdes, elixires, xaropes, ou como solugdes
enclausuradas em cépsulas de gelatina mole. Podem ser também
formulados como solu¢gdes injetaveis para o tratamento mais
agressivo de diversas infecg¢des. Podem também ser formulados
na forma de pastas, cremes, pomadas, logdes ou pds para a

administragdo toépica.

Além destas possibilidades, os compostos da presente
invencdo podem ser formulados com outros ingredientes
farmacéuticos ativos auxiliares para o tratamento combinado
de infeccdes diversas, onde a necessidade de um agente
multifuncional deva ser complementada pela ag¢ao de outros

compostos para o tratamento das infeccgdes.

Consequentemente, a presente invengdo também tem por
objetivo o uso dos compostos ativos de férmula geral (I) e
(II) em composicdes, ou formulagdes farmacéuticas, ou
medicamentos para tratar infec¢des diversas em animais e/ou
humanos e, em particular, para tratar infecgdes mediadas por
organismos produtores de urease como, por exemplo, a

Helicobacter pylori.

Outro objetivo da presente invengdo consiste no método
de tratamento de individuos infectados pelo Helicobacter
pylori, o qual consiste em administrar uma quantidade
terapéutica efetiva dos compostos inventivos de férmula geral
(I) ou (II) na forma de uma composigdo farmacéutica
compreendendo um composto inventivo e pelo menos um

excipiente farmacéutico apropriado.

Os exemplos descritos a seguir sdo ilustrativos, porém
ndo exaustivos, das potencialidades dos compostos da presente
invencdo como substdncias menos mutagénicas que os farmacos
dos quais elas derivam, de suas propriedades em inibir a
urease e de suas atividades sobre microorganismos cCOmo, por

exemplo, o Helicobacter pylori.
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EXEMPLO 1 - Sintese do monosuccinato de metronidazol

Em um reator de 100mL contendo 10mL de metanol a uma
temperatura de aproximadamente 60°C adicionar 0,315g de
metronidazol, 2,0mL de NaOH 1N, 0,2g de anidrido succinico e
manter sob agitacdo e aquecimento por cerca de 2 horas.
Resfriar o meio reacional a uma temperatura aproximada de 8°C
e manter em repouso por 12 horas. O meio reacional é filtrado
e o solvente é evaporado a secura, rendendo 0,47g

monosuccinato de metronidazol (Rendimento 94%).

EXEMPLO 2 - Sintese do monoglutarato de metronidazol

Em um reator de 100mL contendo 10mL de metanol a uma
temperatura de aproximadamente 60°C adicionar 0,300g de
metronidazol, 2,0mL de NaOH 1IN e mantenha sob agitag¢do por
cerca de 30 minutos. Em seguida adicionar 0,2g de anidrido
glutdrico e 1,0mL de NaOH 1IN e manter sob agitagdo e
aquecimento por cerca de 5 horas. Resfriar o meio reacional a
uma temperatura aproximada de 8°C e manter em repouso por 12
horas. O meio reacional é filtrado e o solvente é evaporado a
secura, rendendo 0, 30g monoglutarato de metronidazol

(Rendimento 60%). PF= 203 - 205°C.
EXEMPLO 3 - Sintese do monodiglicolato de metronidazol

Em um reator de 100mL contendo 10mL de metanol a uma
temperatura de aproximadamente 60°C adicionar 0,298g de
metronidazol, 3,0mL de NaOH 1IN e 0,252g de anidrido
diglicélico manter sob agitacdo e aquecimento por cerca de 5
horas. Resfriar o meio reacional a uma temperatura aproximada
de 24°C e manter sob agitacdo por 24 horas. Resfriar o meio
reacional a cerca de 8°C e manter em repousoc por

aproximadamente 12 horas. O meio reacional & filtrado e o
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solvente é evaporado a secura, rendendo 0,20g monodiglicolato

de metronidazol (Rendimento 40%). PF= 139 - 145°C.

EXEMPLO 4 - Sintese do 2-(2-metil-5-nitro-l1H-imidazol-1-

il)etil 4-[ (aminocarbonotioil)amino]-4-oxobutanoato

Tif\v/\\l/mkg/mb
H,C\X‘N]/No,

Em um reator de 100mL dissolver 0,27g de monosuccinato
de metronidazol em 5mL de N,N’-dimetilformamida sob agitacgéo.
Resfriar o meio reacional uma temperatura de cerca de 5°C e
adicionar 0,36mL de DCI (1,3-diisopropil carbidiimida), 0,3g
de HOBT (l-hidroxibenzotriazol), ajustar o pH do meio numa
faixa de 8 a 9 com TEA (trietilamina) e adicionar 0,3g de
tiouréia. Manter o meio reacional sob agitagdo por cerca de
uma hora e retirar o resfriamento mantendo a reagdo sob
agitacdo por cerca de 23 horas em temperatura ambiente.
Adicionar cerca de 6émL de uma solucdo de NaHCO3; 2,0M ao
reator e extrair o meio reacional com trés aliquotas de 30mL
de acetato de etila ou éter etilico. Lavar a fase orgénica
com 3 aliquotas de 30mL de solugdo aquosa de acido citrico
0,2M, separar a fase orgadnica e secar com sulfato de sddio.
Filtrar o sélido e rotoevaporar a fase organica a uma
temperatura de aproximadamente 40°C. O produto bruto
resultante é cristalizado de metanol obtendo-se um rendimento
de 78,42%. PF = 106 - 108°C.

'H RMN (DMSO-d6) & 8,04 (s,1H); 4,57 (t,2H); 4,37 (t,2H);
2,55 (t,2H); 2,51 (t,2H); 2,50 (s,3H).
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13- RMN (DMSO-d6) & 174,4; 171,3; 156,9; 132,0; 44,7; 42,3;
23,3; 22,4; 14,0.

IR (KBr): 3342, 3288, 1732, 1652, 1622, 1568, 1387, 1364,
1168, 1126, 1058.

EXEMPLO 5 - Sintese do Bis [2-(2-metil-5-nitro-lH-imidazol-1-

il)etil] 4,4’ [(tioxometileno)diimino]bis (4-oxobutanoato)

fiLv/\ﬂ/MI/mﬂ/\VJtﬁ

N

Hac\\gNJ/Nc:2 o;nx?/cm

Em um reator de 100mL adicionar 10mL de THF e aquecer a
uma temperatura aproximada de 65°C. Sob agitagdo dissolver
0,41g de monosuccinato de metronidazol, adicionar lentamente
0,13mL de PCl; e aguardar a dissipacdo de fumos. Estabilizar
o pH entre 9 e 10 com trietilamina (cerca de 0,5mL) e
adicionar 0,12g de tiouréia. Manter o meio reacional sob
agitacdo por cerca de 3 horas e evaporar o THF. O produto é
purificado via cromatografia preparativa em placa de silica
fluorescente com 50 micras de espessura empregando uma fase
mével de metanol:cloroférmio (70:20 - volume:volume) .

Rendimento = 0,45g (90%).

lH RMN (DMSO-d6) & 8,00 (s,2H); 4,38 (t,4H); 3,68 (t,4H);
2,56 (t,4H); 2,52(t,4H); 2,47 (s,6H);

13c RMN (DMSO-d6) & 183,9; 172,4; 171,3; 152,0; 132,9; 51,6;
48,3; 28,4; 13,1.

IR (KBr): 3303, 3193, 1731, 1656, 1616, 1533, 1396, 1365,
1170, 1058.
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TESTE DE ATIVIDADE MUTAGENICA

Os compostos inventivos foram avaliados quanto as
atividades mutagénicas através do Teste de Ames sem ativacgdo
metabélica (-S9), com a linhagem de Salmonnella typhimurium
T-100. O teste é baseado no fato de as linhagens indicadoras
de S. typhimuirium serem sensiveis a substédncias capazes de
induzir diferentes tipos de mutagdo. Na presenca de agentes
mutagénicos, estas linhagens revertem o carater de auxotrofia
para a sintese de histidina e passam a formar coldnias em
meio desprovido deste aminodcido. A atividade mutagénica de
um composto em funcdo de sua concentragdo ¢é estabelecida

através da contagem de coldénias por placa.

Os dados finais obtidos foram analisados utilizando-se o
programa estatistico Salanal (Salmonnella Assay Analysis)
versdo 1.0 do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do
Norte, USA. Tal programa permite avaliar o efeito dose-
resposta por meio do cdlculo de andlise de varidncia (ANOVA -
teste F) entre a medida do numero de revertentes nas
diferentes concentrac¢des (doses) testadas e o controle
negativo, seguido de uma regressao linear. O modelo do
programa escolhido para andlise dos dados foi o de Bernstein
(Bernstein et al, 1982). A inclinac&o da reta da parte linear
da curva dose-resposta é também fornecida por este programa e
corresponde ao numero de revertentes induzidos por mg da
amostra analisada.

A partir dos resultados obtidos, foi calculada a razao
de mutagenicidade (RM) para cada concentracao (dose)
analisada, de cada composto.

A RM é dada pela seguinte equacdao:

média do n° de revertentes por placas teste (esponté&neos + induzidos)

média do n° de revertentes por placa do controle negativo (esponténeos)
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onde crescimento espontaneo significa o numero de
revertentes que desenvolveram na placa, independente de serem

ou ndo induzidos, considerando-se como resposta positiva

valores =2 2 (Valent et al, 1993).

A tabela 1 resume os resultados de atividade mutagénica
obtidos para os compostos inventivos e controles empregados.
Os valores tabelados correspondem a média * desvio padrdo do
numero de coldnias revertentes por placa e a respectiva razéao

de mutagenicidade calculada (RM).

TABELA 1: Atividade Mutagénica e Razdo de Mutagenicidade (RM)

em funcdo da concentracdo da droga testada.

Concentracgao

(mM) /placa Metronidazol | Exemplo 1 | Exemplo 4 | Exemplo 5
0 123 + 13 106 + 8 86 + 2 126 + 3

2,9 376 + 38 175 + 37 92 + 2 162 + 29

RM = 3,1 RM = 1,6 RM = 1,1 RM = 1,3

14,6 1059 + 103 420 + 90 166 + 32 316 + 19

RM = 8,6 RM = 4,0 RM = 1,9 RM = 2,5

29,2 1626 + 77 954 + 101 225 + 14 606 + 94

RM = 13,2 RM = 9,0 RM = 2,6 RM = 4,8

58,4 1832 + 36 1674 + 233 371 + 61 1095 + 100

RM = 14,9 RM = 15,8 RM = 4,3 RM = 8,7

116,9 1053 + 227 1181 + 224 708 + 35 1582 + 79
RM = 8,6 RM = 11,1 RM = 8,2 RM = 12,5

Com os resultados obtidos foil construido o gréafico
representado pela figura 1, onde é possivel observar que o0s
compostos inventivos dos exemplos 4 e 5 apresentam uma
atividade mutagénica bastante inferior a apresentada pelo
farmaco matriz metronidazol ou pelo seu éster derivado
monosuccinato de metronidazol (exemplo 1). A partir do
grafico da figura 1 ¢é também possivel observar que em
concentracdes acima de 58,4mM/placa, o metronidazol e o
monosuccinato de metronidazol s&o tdéxicos e matam as células

empregadas no ensalo. Este efeito pode ser observado pela
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queda das curvas correspondentes do metronidazol e do

composto do exemplo 1.

TESTE DE ATIVIDADE PARA HELICOBACTER PYLORI

A atividade dos compostos da presente invengdo para o
Helicobacter pylori foi avaliada através da metodologia
descrita por Magalhdes, P.P. et al - Helicobacter pylori
Primary Resistance to Metronidazole and Clarithromycin in
Brazil - Antimicrobial Agents and Chemotherapy, June 2002, p.
2021-2023, Vol. 46, No. 6, e o0s resultados encontram-se

apresentados na tabela 2.

TABELA 2: Avaliacgdo de atividade contra Helicobacter pylori.

Cultura 627-99 Cultura 712-00
Concentragéo Concentracgédo
(umol/placa) (umol/placa)
MPOSTO
co 0,0234 | 0,0467 | 0,0935 | 0,0234 | 0,0467 | 0,0935
Metronidazol + + + + + +
Exemplo 1 + + + + + +
Exemplo 4 + + + + + +
Exemplo 5 + + + + + +

Neste experimento foram testados o metronidazol (MDZ), o
monosuccinato de metronidazol (exemplo 1) e os compostos
inventivos dos exemplos 4 e 5. Foram empregadas duas culturas

de diferente origem.

O teste de atividade contra Helicobacter pylori
demonstra que os compostos inventivos sdo ativos desde a
concentracdo minima de inibicdo (MIC) empregada na avaliacdo
para o metronidazol, demonstrando que eles apresentam no
minimo a mesma atividade do farmaco matriz (metronidazol)

sobre o H. pylori.
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TESTE DE INIBIGCAO DE UREASE

A inibicdo da urease ¢é avaliada através do ensaio
baseado em RUIZ-HERRERA, J; GONZALEZ, L. A (1969) e tem o
objetivo de verificar no espectro visivel, utilizando
Vermelho de Fenol como indicador, a formagdo de amdnio a

partir da uréia de acordo com a seguinte reacgao:

UREASE -
CO(NH,), + 2H,0 + H' _» 2NH," + HCO,

De acordo com o teste, quanto menos amdénio for formado,
maior é a atividade inibidora de wurease dos compostos

testados.

Foram submetidos a este ensaio o metronidazol, a
tiouréia e os compostos inventivos dos exemplos 4 e 5
empregando uma concentracdo de 30mM para cada composto. A
tabela 3 apresenta a porcentagem de inibigdo da urease para

cada composto testado.

TABELA 3: Porcentagem de inibigdo de urease dos compostos
metronidazol, tiouréia, exemplo 4 e exemplo 5, a uma

concentracdo molar de 30mM.

Compostos .Porcentagem de_inibigéo / tempo

1 minuto 2 minutos 3 minutos
Metronidazol 6 7 7
Tiouréia 23 16 17
Exemplo 4 96 98 98
Exemplo 5 74 67 65

A representacdo grafica destes resultados pode ser
visualizada através do grafico da figura 2, onde se pode
observar de forma marcante a porcentagem de 1inibig¢do da
uréase, a 30 mM, pelos compostos da presente invengdao.

Os resultados dos testes acima descritos demonstram a

importdncia dos compostos da presente invengdo, o0s quais



35/35

possuem um perfil de mutagenicidade reduzido, sao potentes

inibidores da urease e sao pelo menos tédo ativos quanto o

fadrmaco matriz do qual derivam.
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REIVINDICAGOES

Composto caracterizado por apresentar a férmula geral

(I)

ou seus sais farmacéuticos apropriados ou hidratos,
onde:

R, = NO,, R, = CH3 e Ry = CH,, CHCHz, CHCH:Cl

ou

R, = H, R, = NO, e R3 = O(CHz)4, OCHz(CH)2CHz, OCH,-C=C-

/\NQ
CH,, CHCH,0CH3, CONH (CH32)1-2, CH .
E

[¢] o (¢} (o} (0]

¢ _C__CHICH) —C— —C_—CHO(CH) —C —

R4= ’
CH,CO, onde n = 1-6
R; = NHCONH,, NHCONHOH, ONHCONHOH, OCH,NHCONHCH,CH,

NHCSNH,, NHCSNHOH, ONHCSNHOH, OCH,NHCSNHCH,CH,
NHCNHNH,, NHCNHNHOH, ONHCNHNHOH, OCH,NHCNHNHCH,OH.

Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

o] (o}

| |

CH,(CH,) c

—2C

por R1: NOz, R,o= CH3, R3: CH,, Ry=

onde n=1, e Rs= NHCSNH,.

Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por ser empregado no tratamento de infeccodes bacterianas

e/ou parasitarias.
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Composto de acordo com a reivindicag&o 1, caracterizado
por ser empregado no tratamento de infecgdes mediadas

por microorganismos produtores de urease.

Composto de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado

por ser empregado para inibir a enzima urease.

Composto de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado
por ser empregado no tratamento de infecgdes provocadas

por Helicobacter pylori.

Composto caracterizado por apresentar a férmula geral

(IT)

P [

ou seus sais farmacéuticos apropriados ou hidratos,

onde:
Ry e R]_' = NOgp,
R, e Ry’ = CHs e
Rs e Ry’ = CHp, CHCH;, CHCH,C1
0]V)
R; e R1’ = H,
R, e R>’ = NO, e
R; e Ry’ = O (CH2) 4, OCH;, (CH) ,CH», OCH,-C=C-CH,,
/\NQ
CHCH,OCHjs;, CONH (CH5) 1-p, ©H
E
(o] o] (e] o (o]
_C—’ *C—CHZ(CHZ)n C" _C——CHZO(CHZ)n—C.g
R4 e R4,: 4

CH,CO, onde n= 1-6,
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Rs e Rs’= NHCONH, NHCONHO, ONHCONHO, OCH;NHCONHCH,O,
NHCSNH, NHCSNHO, ONHCSNHO, OCH,NHCSNHCHO,
NHCNHNH, NHCNHNHO, ONHCNHNHO, OCH,NHCNHNHCH,O.

Composto de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
por R; e R1’= NO,, Ry e R2'= CH3, R3 e R3'= CHz, Ry e R41=

(o] o]
|

—FC

CH,(CH,) — C ——

onde n=1, e R e Rg= NHCSNH.

Composto de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
por ser empregado no tratamento de infecg¢des bacterianas

e/ou parasitéarias.

Composto de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
por ser empregado no tratamento de infecg¢des mediadas

por microorganismos produtores de urease.

Composto de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado

por ser empregado para inibir a enzima urease.

Composto de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
por ser empregado no tratamento de infecgdes provocadas

por Helicobacter pylori.

Processo para preparar um composto de férmula geral (I)

Onde

R; = NO,, R, = CH; e R3 = CH;, CHCHs, CHCH)CL

ou,

Ry = H, R, = NO; e R3 = O0O(CHp)4, OCH,(CH)2CH;, OCHy-C=C-

/\N Q
CH,, CHCH,OCH3;, CONH (CHp)1-2, ©H .
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0] o] o 0 ]
I

_ C__  __ C—CHJ(CH) —C— —C__CHO(CH)  —C—

’ n

R4= ’

CH,CO, onde n = 1-6,

Rs = NHCONH,, NHCONHOH, ONHCONHOH, OCH;NHCONHCH,OH,
NHCSNH,, NHCSNHOH, ONHCSNHOH, OCH;NHCSNHCH,OH,
NHCNHNH,, NHCNHNHOH, ONHCNHNHOH, OCH,NHCNHNHCH,OH

o qual compreende reagir um composto de férmula (III)

"~
}‘ / (I11),

onde R;, R, Rz, Ry sdo definidos acima e X = OH ou Cl,

com um composto com afinidade a urease.

Processo de acordo com a reivindicagdo 13, onde para X=
OH a condensacdo com o composto com afinidade a urease é
efetuada usando um agente de acoplamento selecionado do
grupo compreendendo N,N’-diciclohexil carbodiimida
(DCC), l-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) e 1,3-diisopropil carbodiimida (DCI).

Processo de acordo com a reivindicagdo 13, onde o
composto com afinidade a urease é selecionado do grupo
compreendendo uréia, N-hidroxiuréia, N,N’ -
dihidroxiuréia, bis-(hidroximetil)uréia, tiouréia, N-
hidroxitiouréia, N, N’ -dihidroxitiouréia, bis-
(hidroximetil)tiouréia, guanidina, N-hidroxiguanidina,

N,N’-dihidroxiguanidina e bis-(hidroximetil)guanidina.

Processo para preparar um composto de férmula geral (II)
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Onde
R1 e Rl’ = NOZ/
R, e Ry’ = CH; e
R3 e R3’ = CH,, CHCH3;, CHCH2C1
ou
R, e Ry’ = H,
Rz e Rz' = NOZ e
R3 e R3' = O(CHz)q, OCHz(CH)z(:Hz, OCHZ—C=C“CH2,
/\Nﬂ
CHCH,0CH3, CONH(CHj)1-2, ©H
E
(o] o o] (o] (o]
—C—, —C_—CH(CH) —C—, —C—CHO(CH), cl_
Ry e Ry'= ’

CH,CO, onde n= 1-6,

Rs e Rs’= NHCONH, NHCONHO, ONHCONHO, OCH;NHCONHCH,O,
NHCSNH, NHCSNHO, ONHCSNHO, OCH;NHCSNHCH,O,
NHCNHNH, NHCNHNHO, ONHCNHNHO, OCH;NHCNHNHCH,O

o qual compreende reagir os compostos de férmula (III) e

(IV)

R R,'
4 R
o X X ~o

| L
D O
2\§J/ (ITII) e \@?/ | (IV)
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onde Ri, Ri’, R, Rz, R3s, R3’, Ryq, Ry s&o definidos
acima e X= OH ou Cl, com um composto com afinidade a

urease.

Processo de acordo com a reivindicacdo 16, onde para X=
OH a condensacdo com o composto com afinidade a urease é
efetuada usando um agente de acoplamento selecionado do
grupo compreendendo N,N’-diciclohexil carbodiimida
(DCC), l-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) e 1,3-diisopropil carbodiimida (DCI).

Processo de acordo com a reivindicacdo 16, onde o
composto com afinidade a urease é selecionado do grupo
compreendendo uréia, N-hidroxiuréia, N,N’ -
dihidroxiuréia, bis-(hidroximetil)uréia, tiouréia, N-
hidroxitiouréia, N,N’-dihidroxitiouréia, bis-
(hidroximetil)tiouréia, guanidina, N-hidroxiguanidina,

N,N’-dihidroxiguanidina e bis-(hidroximetil)guanidina.

Composigdo farmacéutica caracterizada por compreender:

(a) um composto de fdérmula geral (I) como principio
ativo usado numa guantidade de pelo menos 0,001% em

peso da composicdo final, e

(b) pelo menos um excipiente farmacéutico apropriado.

Composicdo farmacéutica caracterizada por compreender:

(a) um composto de férmula geral (II) como principio
ativo usado numa quantidade de pelo menos 0,001% em

peso da composigado final, e
(b) pelo menos um excipiente farmacéutico apropriado.
Uso do composto de acordo com a reivindicagdo 1 para

preparar uma composic¢do, formulagdo ou medicamento para

tratar infecg¢des em animais e/ou humanos.
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Uso de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado pela
composicdo, formulagdo ou medicamento ser empregado no
tratamento de infeccdes mediadas por microorganismos

produtores de urease.

Uso de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado pela
composicdo, formulagdo ou medicamento ser empregado no

tratamento de infecg¢des por Helicobacter pylori.

Um método de tratamento de individuos infectados pelo
Helicobacter pylori, que compreende administrar uma
quantidade terapéutica efetiva de uma composigdo

farmacéutica de acordo com a reivindicacgdo 19.

Uso do composto de acordo com a reivindicagdao 7 para
preparar uma composicdo, formulacdo ou medicamento para

tratar infeccdes em animais e/ou humanos.

Uso de acordo com a reivindicac¢do 25, caracterizado pela
composicado, formulacdo ou medicamento ser empregado no
tratamento de infecg¢des mediadas por microorganismos

produtores de urease.

Uso de acordo com a reivindicacgdo 25, caracterizado pela
composicdo, formulagdo ou medicamento ser empregado no

tratamento de infec¢des por Helicobacter pylori.

Um método de tratamento de individuos infectados pelo
Helicobacter pylori, que compreende administrar uma
guantidade terapéutica efetiva de uma composicdo

farmacéutica de acordo com a reivindicacaoc 20.
Um composto selecionado do grupo compreendendo:

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-1il)etil 4-
[ (aminocarbonotioil)amino] -4-oxobutanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 4-
[ (aminocarbonil)amino] -4-oxobutanoato;
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2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 4-
{[amino (imino)metil]amino}-4-oxobutanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 4-

{[ (hidroxiamino)carbonotioil]lamino}-4-oxobutanocato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 4-
{[ (hidroxiamino)carbonil]amino}-4-oxobutanoato

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 4-

.
7

{[(hidroxiamino) (imino)metil]amino}-4-oxobutanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 5-
[ (aminocarbonotioil)amino]-5-oxopentanoato;

(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 5-

2_
[ (aminocarbonil)amino]-5-oxopentanocato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 5-
{[amino (imino)metil]amino}-5-oxopentanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 5-

{[ (hidroxiamino)carbonotioil]amino}-5-oxopentanoato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 5-
{[ (hidroxiamino)carbonil]amino}-5-oxopentanoat

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil 5-

(o

{[ (hidroxiamino) (imino)metil]amino}-5-oxopentanocato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil {2-
[ (aminocarbonotioil)amino]-2-oxoetoxi}tacetato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil {2-
[ (aminocarbonil)amino]-2-oxoetoxylacetato;

(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil (2-

2_
{[amino (imino)metil]amino}-2-oxoetoxi)acetato;

2-(2-metil-5-nitro-l1H-imidazol-1-1il)etil (2-

{ [ (hidroxiamino)carbonotioil]amino}-2-oxoetoxi)acetato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil (2-

{[ (hidroxiamino)carbonil]amino}-2-oxoetoxi)acetato;

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil (2-

{[ (hidroxiamino) (imino)metil]amino}-2-oxocetoxi)acetato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil]
[ (tioxometilene)diimino]lbis (4-oxobutanoato) ;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-1l)etil]
[ (iminometilene)diimino]lbis (4-oxobutanoato) ;

4,4"-

4,4"'-
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Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil] 4,4"'-
(carbonildiimino)bis (4-oxobutanoate);

Bis[2- (2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil] 3,6,12-
trioxo-8,12-ditioxo-2,10-dioxa-7,9,11,13-
tetraazaheptadecan-17-o0ato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil]
3,6,8,12,14-pentaoxo-2,10-dioxa-7,9,11,13-
tetraazaheptadecan-17-oato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil] 8,12-
diimino-3,6,14-trioxo-2,10-dioxa-7,9,11,13-
tetraazaheptadecan-17-o0ato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil] 5,5'-
[ (tioxometilene)diimino]bis (5-oxopentanoato);

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil] 5,5'-
(carbonildiimino)bis (5-oxopentanoato);

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil] 5,5'-
[ (iminometilene)diimino]bis (5-oxopentanoato);

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil] 5, 9-dioxo-
7-tioxo-3,11-dioxa-6,8-diazatridecane-1,13-diocato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil] 5,7,9-
trioxo-3,11-dioxa-6,8-diazatridecane-1,13-dioato;

Bis[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil] 7-imino-
5,9-dioxo-3,11-dioxa-6,8-diazatridecane-1,13~-dioato;

ou seus sais farmacéuticos apropriados ou seus hidratos.

Uma composigédo farmacéutica caracterizada por
compreender como principio ativo um composto de acordo
com a reivindicacdo 29, o qual é empregado numa
guantidade de pelo menos 0,001% em peso da composigdo
final, e pelo menos um excipiente farmacéutico

apropriado.

Uso do composto de acordo com a reivindicagdo 29 para
preparar uma composig¢d&o, formulagcao ou medicamento para

tratar infeccdes em animais e/ou humanos.
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Uso de acordo com a reivindicag¢do 31, caracterizado pela
composicdo, formulagdo ou medicamento ser empregado no
tratamento de infecgdes mediadas por microorganismos

produtores de urease.

Uso de acordo com a reivindicacdo 31, caracterizado pela
composicdo, formulagdo ou medicamento ser empregado no

tratamento de infecg¢des por Helicobacter pylori.

Um método de tratamento de individuos infectados pelo
Helicobacter pylori, que compreende administrar uma
quantidade terapéutica efetiva de uma composigao

farmacéutica de acordo com a reivindicac¢ao 30.
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COMPOSTOS ANTIBACTERIANOS E/OU ANTIPROTOZOARIOS DERIVADOS DO
NITROIMIDAZOL APRESENTANDO ATIVIDADE INIBIDORA DE UREASE,
PROCESSO DE PREPARAGAO DESTES COMPOSTOS E USO EM COMPOSIGOES
FARMACEUTICAS E MEDICAMENTOS.

No presente pedido s&o descritos compostos derivados
nitroimidazdélicos com atividade antibacteriana e/ou
antiprotozoaria, os quais sdo potentes inibidores da urease.
Sdo também descritos o processo de obtencdo destes compostos,

e o0 uso destes em composicdes farmacéuticas e medicamentos.
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