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(57) Resumo: COMPOSICOES FARMACEUTICAS COMPREENDENDO COMBINAGOES DO COMPOSTO ANTIFUNGICO
DERIVADO DE PIPERAZINA PROPANOL E FARMACOS ANTIFUNGICOS E USOS DAS MESMAS. A presente invencgéo refere-
se a utiliza¢&o de combinag¢des farmacéuticas do composto antifingico derivado de piperazina propanol (1), inibidor de 3(1,3)-D-
glucana sintase, com um segundo agente antifingico incluindo, mas néo se limitando, a clioquinol, nitroxolina, voriconazol,
anfotericina B, micafungina ou terbinafina, para tratamento e prevencao de infec¢des fungicas causadas por um ou mais dos
véarios patégenos incluindo, mas néo se limitando, a espécies de Candida, Aspergillus, Fusarium, Trichophyton e Microsporum,
bem como composig8es farmacéuticas contendo as combinagdes. Foi identificado agéo aditiva/sinérgica para combinagées do
composto antifingico da férmula (I) com outros agentes antifingicos. As associagdes dos compostos reduziram de 4-32 vezes as
concentra¢g8es minimas antifingicas, de cada composto, chegando a concentra¢fes na faixa de pM baixa. A presente invencao
situa-se no campo do tratamento e prevencao de infec¢cdes com o uso de combinagdes de agentes, mais especificamente no que
se refere as combinagdes de antifingicos para tratamento de infec¢cdes causadas por fungos.
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COMPOSICOES FARMACEUTICAS COMPREENDENDO COMBINACOES DO
COMPOSTO ANTIFUNGICO DERIVADO DE PIPERAZINA PROPANOL E
FARMACOS ANTIFUNGICOS E USOS DAS MESMAS

Campo da Invencao

[0001] A presente invencdo situa-se no campo do tratamento e prevencao de
infeccbes com o uso de combinacBes de antifungicos. Mais especificamente, a
presente invencao refere-se a combinacfes farmacéuticas do composto antifangico
derivado de piperazina propanol (I) com agentes antifUngicos das classes 8-
hidroxiquinolinas, azolicos, poliénicos, equinocandinas e alilaminas para tratar e

prevenir doencas fangicas.

Antecedentes da Invencao

[0002] Infeccdes fungicas vém ganhando aten¢éo ao longo dos anos (BROWN et al.,
2012), principalmente devido ao aumento da severidade e dos casos de patégenos
resistentes, particularmente em pacientes imunocomprometidos (MICELI; LEE, 2011).
Deste modo, as doengas flungicas representam um problema de saude publica global
(VALLABHANENI et al., 2016; WARNOCK, 2006).

[0003] As infeccdes fungicas sao classificadas conforme o local da colonizagéo
fungica sendo categorizadas como micoses superficiais, cutaneas, subcutaneas e
sistémicas. As micoses nao-sistémicas normalmente possuem desenvolvimento local
e baixo risco de vida aos pacientes, entretanto apresentam altas incidéncias
(KOVITWANICHKANONT; CHONG, 2019). Candidiase vaginal (causada por
leveduras do género Candida) acomete em torno de 75% das mulheres em algum
ponto da vida, enquanto onicomicoses (causado mais comumente por fungos
dermatdfitos) em torno de 10% de todos os humanos (LIONAKIS; LEVITZ, 2018).
[0004] As micoses sistémicas dependem de diagnostico correto em tempo adequado
e mesmo com disponibilidade das terapias apropriadas possuem altos indices de
mortalidade. Por exemplo, Aspergilose Pulmonar Invasiva em pacientes
imunocomprometidos possui mortalidade que pode chegar a 50%, enquanto para
Candidemia a mortalidade varia de 15 a 40% (GONZALEZ-LARA; OSTROSKY-
ZEICHNER, 2020; KATO et al., 2019; LATGE; CHAMILOS, 2020; LESTRADE et al.,
2019)
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[0005] Dentre os antifungicos utilizados na clinica, a classe mais recente aprovada
para uso em humanos € a das equinocandinas, atuam como inibidores nao
competitivos da enzima ((1,3)-D-glucana sintase (GS) (DENNING, 2003). A
caspofungina, primeiro farmaco da classe desenvolvido pela Merck Co., foi aprovada
para tratamento de aspergilose e candidiase invasiva em 2001 (DERESINSKI;
STEVENS, 2003). Apesar de terem fundamental importancia na clinica, as
equinocandinas possuem limita¢des farmacocinéticas e necessitam ser administradas
por via intravenosa (1V), sendo restritas a uso hospitalar. Além das limitac6es de uso,
as equinocandinas possuem alto custo, quando comparado, por exemplo, a terapias
com fluconazol (CORREIA et al., 2012).

[0006] Apesar dos esforcos no desenvolvimento de agentes antifingicos as terapias
disponiveis ndo atendem por completo as necessidades clinicas (PERFECT, 2017),
possuindo limitacBes importantes quanto a seletividade, espectro de a¢éo, poténcia e
via de administracdo (KATHIRAVAN et al., 2012). A severidade destas condicdes é
agravada pelos casos de resisténcia intrinseca e desenvolvida aos medicamentos
disponiveis (REVIE et al., 2018). Por exemplo, Candida glabrata possui altos indicies
de resisténcia ao fluconazol (medicamento da classe dos azdlicos, utilizado como
primeira linha para tratamento de candidiase), demonstrando ser resistente em 11,1%
de isolados clinicos coletados em pesquisa global (PFALLER et al., 2015). Do mesmo
modo, isolados de C. glabrata resistentes as equinocandinas vém aumentando, com
cerca de 3 — 12% dos isolados resistentes a um ou mais dos medicamentos da classe
das equinocandinas (ALEXANDER et al., 2013; HEALEY et al., 2016).

[0007] Deste modo, a busca por moléculas organicas pequenas inibidoras de GS,
com obtenc¢édo farmacéutica mais acessivel, € um topico relevante na pesquisa atual.
Em 2005, Kondoh e colaboradores da Chugai Pharmaceutical Co. publicaram a
descoberta do GSI578 (I), novo derivado de piperazina propanol descrito como inibidor
de GS. Esse inibidor apresenta um perfil de atividade antifingica com valor de
Concentracgao Inibitoria Minima (CIM) entre 0,26 — 1,3 pg/mL para Candida albicans e
0,15 - 1,1 pg/mL para Aspergillus fumigatus, além de um valor de um valor de ICso de
0,16 puM para GS de C. albicans (KONDOH et al., 2005).

[0008] Na realidade derivados de piperazina propanol similares ao GSI578 () ja
haviam sido descritos, anteriormente, em 5 de marco de 1992 no documento
W09203426 (Piperazinyl Derivatives). Contudo, neste primeiro relato as

reivindicacbes contém método de obtencdo e uso para tratamento de disturbios do
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sistema nervoso central e ndo faz mencdo em nenhum momento a atividade
antifingica dos derivados.

[0009] Com a publicacdo de Kondoh e colaboradores em 2005, torna-se publica a
atividade antifungica do derivado de piperazina propanol GSI578 (I). Em 2009, Wind
e colaboradores da Basilea Pharmaceutica International Ltd. (parte do grupo
Hoffmann—La Roche) relatam estudos in vitro de metabolismo do GSI578 (1) que entéo
é referido como BAL30630, possivelmente renomeado apés a fuséo da Nippon Roche
e Chugai Pharmaceuticals (TING; WALKER, 2008; WIND et al., 2009).

[0010] O documento W02014122303 (Glucan Synthase Inhibitors) descreve novos
derivados do GSI578 (I) com aumento da atividade antifungica. Entretanto, as
reivindicacfes consistem nas séries de compostos e seu uso como antifungico, e nao
faz mencdo em nenhum momento sobre a combinagcdo com outros agentes
antifangicos.

[0011] Os documentos BR200309671-8 (Acidos de Piperidini- e Piperazinil-
Sulfonilmetil Hidroxamicos e Seu Uso Como Inibidores de Protease), BR200311828-
2 (Derivados de 1-Piperazinilacilpiperidina Substituidos, Seu Prepraro e Sua
Aplicacdo em Terapéutica) e W02005021522 (Synthesis Of 1-‘4-(2-Methoxyphenyl)
Piperazin-1-yl !-3-(2,6-Dioxopiperidin-1-yl) Propane) descrevem sobre derivados de
piperazina, porém 0S compostos ndo possuem similaridade estrutural com os
compostos da presente invencgao.

[0012] Os documentos US6376491 (Bicyclic compounds) e US2010222217
(Fungicidal N-[2-(Haloalkoxy)Phenyl]Heteroarylcarboxamide) descrevem sobre
compostos antifiUngicos, porém os compostos ndo possuem similaridade estrutural
com os compostos da presente invencao.

[0013] Os documentos US20100158992 (Piperazine-Substituted Pyridazinone
Derivatives Useful as Glucan Synthase Inhibitors) e W02008115381 (Pyridazinone
Derivatives Useful As Glucan Synthase Inhibitors) descrevem compostos antifingicos
inibidores de GS, porem 0s compostos ndo possuem similaridade estrutural com os
compostos da presente invencao.

[0014] Tendo em vista a problemética do tratamento das infec¢des fungicas,
combinacdes de agentes que apresentam acado aditiva/sinérgica vém sendo aplicada
na clinica (CAMPITELLI et al., 2017). Combinac¢des de farmacos possuem vantagens
gquando comparado com monoterapias, pois mantém ou melhoram a eficacia

terapéutica com menores doses dos dois agentes, desta forma podendo reduzir
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efeitos adversos (importante para pacientes em estados criticos que muitas vezes sao
acometidos com infeccdes fungicas oportunistas) (LEWIS; KONTOYIANNIS, 2001;
OSTROSKY-ZEICHNER, 2008). Outra vantagem da utilizagdo de combinacdes de
farmacos esta relacionada com a maior dificuldade de desenvolvimento/selecdo de
cepas resistentes, pois agem de forma aditiva ou sinérgica atuando com mecanismos
de acdbes diferentes (JOHNSON et al., 2004).

[0015] Os protocolos recentes vém mostrando sinergismo para combinagdes de
farmacos utilizados na clinica, entretanto ainda muito limitadas, ndo satisfazendo por
completo as necessidades clinicas (BROWN et al., 2012; BRUGGEMANN et al., 2009;
CAMPITELLI et al., 2017; PAPPAS et al., 2015). As combinacdes de terbinafina com
farmacos azolicos, como o fluconazol, vém sendo utilizada para tratamento de
candidemias severas, entretanto € conduzida com cuidado, principalmente em
pacientes criticos (por exemplo, pacientes com insuficiéncia hepatica e renal,
neutropenia, doenca cardiaca e anormalidades eletroliticas) (BARCHIESI; DI
FRANCESCO; SCALISE, 1997; GHANNOUM; ELEWSKI, 1999; SLAVIN et al., 2004).
[0016] As combinacdes dos antifungicos das classes equinocandinas + azélicos vém
sendo avaliadas em estudos in vitro, a combinacdo micafungina + voriconazol, por
exemplo, demonstra sinergismo para fungos filamentosos, entretanto apresenta
resultados indiferentes para leveduras do género Candida, demonstrando nao ser (til
para tratamento de candidiase (HEYN et al., 2005; KIRAZ et al., 2010). A presente
invencao descreve combinacéo sinérgica do derivado de piperazina propanol (I) com
voriconazol (derivado azolico) contra leveduras do género Candida. Além disso, a
presente invencao descreve combinacdao sinérgica do derivado de piperazina propanol
(I) com micafungina (derivado equinocandina), deste modo superando as limitagdes
das combinac¢des disponiveis e demonstrando a atividade inventiva deste documento.
[0017] Os documentos US20110136665 (Ternary Fungicidal Mixtures),
W02017116936 (Synergistic Fungicidal Mixtures for Fungal Control of Rice Blast) e
BR200619488-5 (Combinacbes de Substancias Ativas Fungicidas) descrevem
combinac¢des de agentes antifingicos para uso agrario, ndo contemplam combinacgdes
para tratamento de infec¢Bes fungicas em humanos e 0os compostos ndo possuem
similaridade estrutural com os compostos da presente invencéo.

[0018] O documento W02017173278 (Combinational Uses of Nitroxoline and its
Analogues with Chemotherapeis and Immunotherapies in the Treatment of Cancers)
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descreve combinacdes com derivados de 8-hidroxiquinolina, porém néo contemplam
combinacgdes para tratamento de infec¢des fungicas.

[0019] O documento RU2674765 (Antifungal Composition of Eutectic Type (Options))
descreve combinagcdes de agentes para tratamento de infecc¢des fungicas, dentre as
reivindicacdes esta a combinacdo de clotrimazol com nitroxolina. Clotrimazol € um
agente antifingico da classe dos azdlicos presente em formulacdes tépicas, pois ndo
é utilizado de forma sistémicas. Deste modo, a combinacao descrita é Gtil apenas para
formulagbes topicas, diferentemente das combinacfes propostas neste documento
gue possuem potencial de uso oral.

[0020] O documento US3651218 (Antifungal Compositions) descreve combinacéo de
nistatina (antifingico derivado poliénico) e 8-hidroxiquinolina somente para uso em
formulag@es tdpicas.

[0021] Os documentos US20180325919 (Antifungal Agents Used In Combination),
W02010019203 (Antifungal Agents) e WO02010019204 (Antifungal Agents)
descrevem combinac¢@es de derivados de enfumafungina (glicosideo triterpeno natural
produzido por fungos do género Hormonema sp.), identificado como inibidores de GS,
com outros agentes antifingicos para fungos filamentosos do género Aspergillus. Os
derivados enfumafungina séo produtos naturais e nao possuem similaridade estrutural
com o0s compostos da presente invencdo. A presente invencdo apresenta
combinacdes sinérgicas para leveduras do género Candida, incluindo derivados de 8-
hidroxiquinolina, grande diferencial da presente invencao, ambos néo descritos pelos
documentos acima.

[0022] O documento W02009140215 (Method for Treating Drug-Resistant Bacterial
and Other Infections With Clioquinol, Phanquinone, and Related Compounds)
descreve combinagcbes de agentes quelantes de metais, incluindo derivados de 8-
hidroxiquinolina, com agentes antimicrobianos. Entretanto, ndo contempla o derivado
de piperazina propanol (), principal composto responsavel pelos achados da presente
invencdo. Além disso, apresenta exemplos de combinacgdes sinérgicas apenas para
espécies de bactérias (micro-organismos procariontes), ndo sendo possivel inferir
sinergismo para fungos (micro-organismos eucariontes). E relatado efeito sinérgico
para Acinetobacter baumannii, Klebsiella KPC-3 e Staphylococcus aureus com
valores de FICI (indice da Concentrac&o Inibitéria Fracionaria) variando de 0,5-1,13,
1,03-1,5 e 0,5-0,75, respectivamente. De acordo com diretrizes mais conservadoras

para avaliacdo dos valores de FICI em métodos de checkerboard, somente valores
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menores ou iguais a 0,5 sdo interpretados como sinergismo (ODDS, 2003). Deste
modo, a presente invencdo supera as limitacbes observadas descrevendo
combinacdes sinérgicas com valores de FICI<O0,5, inclusive para combinacdo do
derivado de piperazina propanol (I) com derivado de 8-hidroxiquinolina.

[0023] Os documentos acima descrevem combinacfes de compostos/farmacos
incluindo derivados de 8-hidroxiquinolinas e inibidores de GS, entretanto ndo ha
relatados ou indicativos no estado da arte de combinagdes sinérgicas do derivado de
piperazina propanol (I) com compostos/farmacos antifiungicos descritos na presente

invencao.

Sumaério da Invencao

[0024] A presente invencdao refere-se a utilizacdo de combinacdes farmacéuticas do
composto antifungico derivado de piperazina propanol (I) com outros agentes
antifiingicos para tratamento e prevencao de infec¢des causadas por um ou mais dos
varios patdgenos incluindo, mas nédo se limitando, a espécies de Candida, Aspergillus,
Fusarium, Trichophyton e Microsporum. Deste modo, foi identificado acéo
aditiva/sinérgica do composto derivado de piperazina propanol (I) com outros agentes
antifingicos. A associacdo dos compostos reduziu de 4-32 vezes a concentracdes
minimas antifingicas, de cada composto, chegando a concentragdes na faixa de yM
baixa. A presente invencdo difere sobre as necessidades descritas, visto que o
composto derivado de piperazina propanol (l) € ativo contra espécies de Candida,
incluindo cepas resistentes aos derivados azélicos, e seu uso em combinacado supera
as limitac6es de outros agentes antifingicos e suas combinac¢des. Outra vantagem da
presente invencdo, em relacdo aos medicamentos utilizados em combinag¢do na
clinica, € o baixo custo de obtencédo do derivado de piperazina propanol ().

[0025] A presente invencédo fornece combinagdes farmacéuticas compreendendo:
[0026] (a) Primeiro antifungico da seguinte formula quimica (I) ou sais

farmaceuticamente aceitaveis, solvatos e/ou formas hidratas do mesmo:
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[0027] (b) Segundo agente antifungico, ativo contra fungos selecionado das
seguintes classes incluindo, mas néo se limitando, a 8-hidroxiquinolinas, azélicos,
poliénicos, equinocandinas e alilaminas.

[0028] A presente invencéo fornece combina¢des do composto antifungico (I) com

outros agentes antifingicos para tratamento e prevencéao de infeccdes.

Descricdo detalhada da invencao

[0029] A presente invencédo fornece combinagdes farmacéuticas, compreendendo:
[0030] (a) Primeiro antifungico da seguinte férmula quimica (I) ou sais

farmaceuticamente aceitaveis, solvatos e/ou formas hidratas do mesmo:

. ()
N)ko/\/\N/ﬁ
FoH K/N N
T

[0031] (b) Segundo agente antifungico, ativo contra fungos incluindo, mas nao se
limitando, a cliogquinol, nitroxolina, 8-hidroxiquinolina, fluconazol, voriconazol,
posaconazol, itraconazol, isavuconazol, cetoconazol, miconazol, clotrimazol,
fenticonazol, anfotericina B, nistatina, caspofungina, micafungina, anidulafungina ou
terbinafina.

[0032] A presente invencéo fornece combinagdes do composto antifingico (I) com
outros agentes antifungicos para tratamento e prevencao de infecgbes causadas por

leveduras e fungos filamentosos tal como, bolores e dermatofitos incluindo, mas néao
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se limitando, a espécies de Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Fusarium,
Pneumocystis, Rhizopus, Trichophyton e Microsporum.

[0033] Outras modalidades da presente invengéao incluem:

[0034] (aa) Combinacdes de uma composicdo contendo o composto antifingico
derivado de piperazina propanol (I), ou sais farmaceuticamente aceitaveis do mesmo,
com um transportador, adjuvante ou veiculo e um segundo agente terapéutico.
[0035] (bb) O item (aa) combinados com excipientes farmaceuticamente aceitaveis.
As composic¢des podem ser liquidas, solidas ou semissélidas.

[0036] (cc) O item (aa) onde o primeiro agente é administrado sequenciado ou
concomitante com o segundo agente terapéutico.

[0037] (dd) O item (aa) onde os agentes sao administrados de forma intramuscular,
intravenosa, subcutanea, topica, retal, intravaginal, oftdlmica, nasal, oral, inalatoria ou
por dispositivos que possam ser implantados ou injetados.

[0038] (ee) O item (aa) € util para o tratamento e prevencdo de uma ou mais de uma
variedade de infec¢bes fungicas superficiais, cutaneas, subcutaneas e sistémicas.
[0039] A presente invencdo inclui em seu escopo a utilizagdo de pro-farmaco do
derivado de piperazina propanol (I). Os pré-farmacos ou pro-drogas serao derivados
funcionais do composto que serdo convertidos in vivo no composto requerido.

[0040] Composto antifungico derivado de piperazina propanol (I), ou sais
farmaceuticamente aceitaveis, solvatos e/ou formas hidratas do mesmo, pode ser
administrado (por exemplo, pela via oral ou via intravenosa) na dose de 0,001 a 1000
mg/kg (dose Unica ou dividida) de peso corporal de mamifero (por exemplo, humano)
por dia. Para qualquer paciente em particular, a dosagem especifica e a frequéncia
da administracdo podem variar dependendo de muitos fatores, incluindo a atividade
do composto, estabilidade metabdlica, idade, peso corporal, sexo, modo e tempo de
administracdo, combinacdo de medicamentos e as condicbes especificas do
hospedeiro.

[0041] Segundo agente antifungico, ativo contra fungos selecionado das seguintes
classes incluindo, mas nao se limitando, a 8-hidroxiquinolinas, azélicos, poliénicos,
equinocandinas e alilaminas, pode ser administrado (por exemplo, por via oral ou via
intravenosa) nas doses de 0,001 a 1000 mg/kg (dose Unica ou dividida) de peso
corporal de mamifero (por exemplo, humano) por dia.

[0042] “Sais farmaceuticamente aceitaveis” refere-se a substancias ibnicas

resultante da modificacdo de uma substancia parente ndo iénica fornecendo os sais
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acidos ou basicos correspondentes, bem como conjugacao com aminoacidos. Os sais
farmaceuticamente aceitaveis compreendem sais de acidos organicos ou minerais
com residuos basicos como aminas; sais de bases organicas ou alcalinas com
residuos acidos como os &cidos carboxilicos; sais ndo-tdxicos convencionais - que
compreendem os derivados de acidos inorganicos como cloridratos, bromidratos,
iodidratos, sulfuratos, sulfamatos, fosforatos e nitratos, ndo limitantes, ou os derivados
de acidos organicos como acetatos, 2-acetoxibenzoatos, ascorbatos,
benzenosulfonatos, benzoatos, citratos, etanossulfonatos, etano dissulfonatos,
formatos, fumaratos, gentisinatos, glicaronatos, gliconatos, glutamatos, glicolatos,
hidroximaleatos, isotionatos, isonicotinatos, lactatos, maleatos, malatos, mesilatos,
oxalatos, pamoatos, pantotenatos, fenilacetatos, propionatos, salicilatos, sulfanilatos,
toluenosulfonatos, estearatos, succinatos, tartaratos e bitartaratos, ndo limitantes -
bem como sais de aménio quaternario.

[0043] “Solvato” refere-se a um complexo de estequiometria variavel formado por um
soluto, nesta invencdo, composto da férmula (I) e um solvente. Tais solventes,
incluindo, mas nao se limitando, a agua, metanol, etanol ou acido acético, ndo devem
interferir com a atividade biol6gica do soluto.

[0044] “Formas hidratas” refere-se a um complexo de estequiometria variavel
formado por um soluto, nesta inveng¢ao, composto da férmula (I) e um solvente. Tais
solventes, incluindo, mas ndo se limitando, a agua, metanol, etanol ou acido acético,
nao devem interferir com a atividade biolégica do soluto.

[0045] As formas liquidas podem se apresentar como solugcdo, xarope, elixir,
suspensdo, emulsdo, tintura, enema ou esmalte. Como excipientes
farmaceuticamente aceitaveis, podem ser utilizados Peticdo 870170047487, de
06/07/2017, pag. 15/337/13 solubilizantes e tensoativos, tais como glicerina,
propilenoglicol e sacarose.

[0046] Ja as formas semisséOlidas podem se apresentar como géis, pomadas,
cremes, emulsdes ou pastas. Exemplos de excipientes farmaceuticamente aceitaveis
para composi¢cdes farmacéuticas semissoélidas incluem, mas ndo se limitam, a
metilcelulose, hidroxipropilcelulose, hidroxoetilcelulose, carboximetilcelulose,
polimeros derivados do acido acrilico e metacrilico, polietilenoglicois, vaselina sélida,
parafina soélida, lanolina, 6leos vegetais, 6leo mineral, alcool cetilico, alcool esterilico,
alcool cetoestearilico, monoestearato de glicerila, cera de ésteres cetilicos, cera

autoemulsificante ndo ibnica e anibnica, laurilsulfato de sdédio, EDTA dissdédico,

Petic&io 870200099162, de 07/08/2020, péag. 16/31



10/18

solucdo conservante de parabenos, agua destilada, cetilestearilsulfato de sédio,
glicerina, oleato de decila e cloreto de benzalcénio.

[0047] Porfim, as formas sélidas podem se apresentar como capsulas, comprimidos,
drageas ou pastilhas. Exemplos de excipientes farmaceuticamente aceitaveis para
composi¢cdes farmacéuticas sdlidas incluem, mas ndo se limitam, a aglutinantes,
desintegrantes, diluentes, lubrificantes, tensoativos, como celulose, lactose, amido,
manitol, estearato de magnésio, talco, didxido de silicio coloidal, 6xido de magnésio e
caulim.

Exemplos

[0048] Os exemplos a seguir servem para ilustrar a invencéo e ndo sao construidos

para limitar o escopo da invencgao.
Teste de combinacéo

[0049] As interacBes entre os diferentes agentes antifingicos normalmente séo
descritas como sinérgicas, aditivas, indiferentes ou antagonistas. Se as interacées nao
levam a alteracBes significativas na inibicdo do crescimento fingico essas sao
consideradas indiferentes. Quando € observado uma maior interagdo comparado com
a indiferente, sinergismo/aditismo é considerado. Porem quando as interacdes sao
menores que a indiferente, antagonismo é considerado.

[0050] O composto piperazina propanol (I) foi combinado com outros agentes
antifingicos para avaliacdo da interacdo em espécies de Candida, agente responsavel
por grande maioria das infec¢des fungicas em humanos. Foi utilizado o método de
checkerboard, onde diluicbes seriadas dos agentes antifUngicos sdo realizadas,
conforme seus valores de CIM, e combinadas.

[0051] O método de checkerboard determina a inibicdo do crescimento celular
fungico na presenca de diferentes combina¢des dos agentes antifingicos. O ensaio é
realizado em microplaca de 96-pocos, em cada coluna e linha é realizada diluicdes
seriadas do composto A e do composto B, respectivamente, variando a concentragcéo
de acordo com os seus valores de CIM. Em cada poco da placa, que contém uma
combinacdo unica dos dois agentes, o inoculo fangico € introduzido, incubado e
avaliado 48 horas apos a incubacao. A interpretacdo dos dados obtidos com 0 método
de checkerboard sdo determinadas pelos valores de CIM dos agentes isolados e em
combinac&o, determinando o indice da Concentracao Inibitoria Fracionaria (FICI), pela

seguinte equagao (1):
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Equacéo (1)

FICI - CIM do composto A em combinagao N CIM do composto B em combinagao
CIM do composto A CIM do composto B

[0052] Valores de FICI menores ou iguais a 0,5 séo interpretados como sinergismo,
valores maiores que 4,0 como antagonismo e valores entre 1,0 e 4,0 como indiferentes
(ODDS, 2003). Os valores de FICI considerados limitrofe, maiores que 0,5 e menores

que 1,0, sao interpretados como aditismo (ARIKAN et al., 2002).
Materiais e métodos

[0053] Os agentes antifungicos clioquinol, voriconazol, anfotericina B, micafungina e
terbinafina foram obtidos de distribuidores comerciais.

[0054] Nitroxolina [5-nitro-8-hidroxiquinolina] foi preparado conforme descrito
previamente por Mazumder e colaboradores e caracterizado por infravermelho (IV) e
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e ¥C (MAZUMDER et al., 2004). IV v
(cm): 3111, 3064, 2747, 1600, 1551, 1503, 1444, 1283, 1193, 1150, 867, 815, 792,
739, 721 e 633. *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 9,20 (dd, 1H, J = 1,5, 8,9 Hz),
9,02 (dd, 1H,J =15, 4,3 Hz), 8,54 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 7,92 (dd, 1H, J = 4,3, 8,9 Hz),
7,21 (d, 1H, J = 8,8 Hz). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 159,4, 148,3, 135,3,
135,1, 134,8, 129,6, 125,4, 122,8 e 110,8.

[0055] O composto derivado de piperazina propanol (1) [(2,6-difluor-fenil)-acido
carbamico 3-(4-benzotiazol-2-il-piperazina-1-il)-propil ester] foi obtido sinteticamente
com estratégia adaptada da descrita por Kondoh e colaboradores e caracterizado por
IV e RMN de H e 3C (KONDOH et al., 2005). IV v (cm™): 3286, 3132, 2832, 1731,
1537, 1470, 1453, 1442, 1291, 1241, 999, 786 e 752. RMN H (400 MHz, DMSO-ds)
o (ppm): 9,15 (s, 1H), 7,77 (d, I =7,9 Hz, 1H), 7,46 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,38 — 7,26 (m,
2H), 7,19 - 7,12 (m, 2H), 7,09 — 7,06 (m, 1H), 4,12 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,56 (t, J = 5,0
Hz, 4H), 2,51 — 2,49 (m, 4H), 2,42 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 1,80 (qt, J = 6,8 Hz, 2H). RMN
13C (100 MHz, DMSO-ds) & 168,1, 159,3 (d, J = 5,1 Hz), 156,8 (d, J = 5,1 Hz), 154,2,
1525, 130,4, 127,9 (t, J = 9,9 Hz), 126,0, 121,3, 121,2, 118,6, 114,8 (t, J = 16,2 Hz),
1119 (d, J=5,3 Hz), 63,4, 54,1, 52,0, 48,0 e 25,9.

[0056] Foram utilizadas 4 espécies de Candida para realizacédo dos testes.

[0057] Candida albicans - isolado clinico CAMS2
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[0058] Candida parapsilosis - isolado clinico RL27m, resistente a fluconazol

[0059] Candida tropicalis - ATCC 750

[0060] Candida glabrata - isolado clinico RL49

[0061] C. tropicalis - ATCC 750 foi obtida pela American Type Culture Collection. C.
glabrata - RL49 isolado de hemocultura. C. albicans - CAMS2 e C. parapsilosis -
RL27m isolados de urina.

[0062] As seguintes combinagdes foram testadas:

[0063] Derivado de piperazina propanol (I) + Clioquinol

[0064] Derivado de piperazina propanol (I) + Nitroxolina

[0065] Derivado de piperazina propanol (I) + Voriconazol

[0066] Derivado de piperazina propanol (I) + Anfotericina B

[0067] Derivado de piperazina propanol (I) + Micafungina

[0068] Derivado de piperazina propanol (I) + Terbinafina

[0069] Inicialmente as substancias foram submetidas a avaliacdo da atividade
antifingica. As Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) foram determinadas pela
técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o documento da CLSI M27-A3
(CLSI, 2008). Os resultados foram expressos como CIM em pg/mL. As CIM foram
reavaliadas junto com os experimentos de checkerboard para reduzir erros
experimentais.

[0070] Cada composto foi diluido em DSMO em concentracao 200 vezes maior que
a concentracdo desejada e utilizada como solugdo estoque para as posteriores
diluicdes. As solucdes estoques de cada composto foram utilizadas para obter as 7
diluicdes seriadas na razéo de 2 vezes em DMSO. Essas por sua vez foram diluidas
em meio RPMI-1640 na concentracao 4 vezes maior que a desejada, de forma que a
concentracéo de DMSO nao exceda 10% do volume final na microplaca de 96-pocos.
[0071] Os testes de combinacdo dos compostos foram realizados pelo método de
checkerboard que consiste na realizagcdo de diluicdes seriadas dos compostos, na
razdo de 2 vezes conforme seus valores de CIM. Foram utilizadas 7 concentracdes
de cada agente antifungico: CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4, CIMx8. Em
microplaca de 96-pogos as concentracdes foram cruzadas de modo que as 7
diferentes concentragbes do composto A sejam combinadas com as 7 diferentes
concentracbes do composto B, formando assim 49 diferentes combinacdes dos
compostos em avaliacdo. Apds a adi¢ao de 50 uL das solucdes de cada concentragao,

de cada um dos compostos a serem avaliados, 100 pL do inéculo do micro-organismo
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sao adicionados, incubado a 35 °C por 48h e assim avaliados por inspecao visual da
inibicdo do crescimento. Todos os testes de combinacfes foram realizados em
triplicata (JOHNSON et al., 2004; LANA et al., 2018).

Resultados

[0072] A Tabela 1 apresenta os resultados da combinacao do derivado de piperazina
propanol (I) com clioquinol (representante da classe das 8-hidroxiquinolinas) para C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata. Os valores de CIM para os
compostos isolados e em combinacdo sdo expressos em pg/mL. O valor de FICI
demonstra sinergismo para C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. O isolado de C.
glabrata apresentou valor de FICI de 0,625 préximo ao valor de corte para sinergismo,
sendo assim interpretado como aditismo, visto que a combinacao foi capaz de reduzir
os valores de CIM em 8 vezes para o clioquinol e 2 vezes para derivado de piperazina
propanol (1).

[0073] A Tabela 2 apresenta os resultados da combinacao do derivado de piperazina
propanol (I) com nitroxolina (representante da classe das 8-hidroxiquinolinas). A
combinacéo apresentou valores de FICI interpretados como aditismo para todas as
cepas testadas.

[0074] A Tabela 3 apresenta os resultados da combinacao do derivado de piperazina
propanol (I) com anfotericina B (representante da classe dos poliénicos),
demonstrando sinergismo em duas das quatro espécies testadas.

[0075] A Tabela 4 apresenta os resultados da combinacéo do derivado de piperazina
propanol (I) com voriconazol (representante da classe dos azoélicos), demonstrando
sinergismo para as quatro cepas testadas.

[0076] A Tabela 5 apresenta os resultados da combinacao do derivado de piperazina
propanol (I) com micafungina (representante da classe dos equinocandinas),
demonstrando sinergismo para as trés das quatro cepas testadas.

[0077] A Tabela 6 apresenta os resultados da combinacao do derivado de piperazina
propanol (I) com terbinafina (representante da classe dos alilaminas), demonstrando
sinergismo para C. albicans e C. parapsilosis, aditismo para C. tropicalis e indiferente
para C. glabrata.
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Tabela 1 - Valores de CIM dos compostos isolados e em combinacéo para clioquinol
e derivado de piperazina propanol (I) em espécies de Candida. 2lsolado clinico.
blsolado clinico resistente a fluconazol. SATCC750.

CIM (pg/mL)
organisma. T o o conbimezo FIC PR
C. albicans? 2 0,25 1 0,25 0,375  Sinérgica
C.
parapsilosisP® 2 0,5 1 0,125 0,375  Sinérgica
C. tropicalis® 2 0,125 2 0,5 0,313  Sinérgica
C. glabrata® 1 0,125 1 0,5 0,625 Aditiva

Tabela 2 - Valores de CIM dos compostos isolados e em combinacao para nitroxolina
e derivado de piperazina propanol (I) em espécies de Candida. 2lsolado clinico.
blsolado clinico resistente a fluconazol. SATCC750.

CIM (ug/mL)
Organismo Nl_troxolma Nltroxo_llna~em _ () (I)_em R Interpretaca
isolado combinacdo isolado combinacdo
C. albicans? 1 0,5 1 0,0625 0,563 Aditiva
C.
parapsilosisP® 4 2 1 0,125 0,625 Aditiva
C. tropicalis® 2 1 2 0,5 0,750  Aditiva
C. glabrata® 2 1 1 0,25 0,750  Aditiva

Tabela 3 - Valores de CIM dos compostos isolados e em combinagéo para anfotericina
B e derivado de piperazina propanol (I) em espécies de Candida. @lsolado clinico.
blsolado clinico resistente a fluconazol. SATCC750.

CIM (ug/mL)
Organismo Agf%tglgﬂga eﬁnfcootrenrli;inn;;éBo iSO(|I{:)1dO congll)ai(rewr;géo FICI Interpretagao
C. albicans? 0,5 0,0625 1 0,25 0,375 Sinérgica
C. parapsilosis® 0,5 0,0625 1 0,5 0,625  Aditiva
C. tropicalis® 0,5 0,25 2 0,125 0,563 Aditiva
C. glabrata® 0,5 0,0625 1 0,25 0,375 Sinérgica
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Tabela 4 - Valores de CIM dos compostos isolados e em combinagé&o para voriconazol
e derivado de piperazina propanol (I) em espécies de Candida. 2lsolado clinico.
blsolado clinico resistente a fluconazol. CATCC750.

CIM (pg/mL)
Organismo Voirsi(c):ﬁalndaz)zOI Vggcrf&ﬁg(;;m iso(lgdo corgz)i?lg]géo FICI Interpretagao
C. albicans? 256 64 1 0,125 0,375 Sinérgica
C. parapsilosis® 1 0,25 1 0,125 0,375 Sinérgica
C. tropicalis® 1 0,125 2 0,25 0,250 Sinérgica
C. glabrata® 0,5 0,125 1 0,25 0,5 Sinérgica

Tabela 5 - Valores de CIM dos compostos isolados e em combinacdo para
micafungina e derivado de piperazina propanol (I) em espécies de Candida. @lsolado
clinico. PIsolado clinico resistente a fluconazol. SATCC750.

CIM (pg/mL)
Organismo Mi?sﬂ;%%naMfsrﬁjggggégm iSO(||6)1dO corgz)i(ra\r;géo FICI Interpretacao
C. albicans? 0,0625 0,00391 1 0,25 0,313 Sinérgica
C. parapsilosis® 0,25 0,03125 1 0,5 0,625  Aditiva
C. tropicalis® 0,0625 0,01562 2 0,25 0,375 Sinérgica
C. glabrata® 0,0625 0,01562 1 0,25 0,5 Sinérgica

Tabela 6 - Valores de CIM dos compostos isolados e em combinagéo para terbinafina
e derivado de piperazina propanol (I) em espécies de Candida. 2lsolado clinico.
blsolado clinico resistente a fluconazol. SATCC750.

CIM (pg/mL)
Organismo Tei;?)ilrz]i?:lf(i)na Ti(r)t;;nbail:ggé%m iSO(|2_dO conglz)iig]géio FICI Interpretagao
C. albicans? 512 128 1 0,0625 0,313 Sinérgica
C. parapsilosis® 1 0,25 1 0,125 0,375 Sinérgica
C. tropicalis® 512 16 2 1 0,531  Aditiva
C. glabrata® 256 8 1 1 1,031 Indiferente
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Reivindicacoes

1. Combinacéo farmacéutica, caracterizada por compreender:

(a) Primeiro antifungico da seguinte formula quimica (1), ou sais farmaceuticamente

aceitaveis, solvatos e/ou formas hidratas do mesmo:

(1

N)ko/\/\N/ﬁ
oM (NN
T

(b) Segundo antifungico, ativo contra fungos selecionado das seguintes classes 8-

hidroxiquinolinas, azoélicos, poliénicos, equinocandinas e alilaminas.

2. Combinacéao farmacéutica, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizada por o
segundo antifingico compreender clioquinol, nitroxolina, 8-hidroxiquinolina,
fluconazol, voriconazol, posaconazol, itraconazol, isavuconazol, cetoconazol,
miconazol, clotrimazol, anfotericina B, nistatina, caspofungina, micafungina,
anidulafungina ou terbinafina.

3. Uso das combinacdes farmacéuticas, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2,
caracterizado por ser para preparar um medicamento para o tratamento de infec¢des
micoticas.

4. Uso das combinacdes farmacéuticas, de acordo com as reivindicacbes 1 e 2,
caracterizado por ser para preparar um medicamento para a prevencgao/profilaxia de
infecgbes micoticas.

5. Uso das combinacdes farmacéuticas, de acordo com as reivindicacdes 3 e 4,
caracterizado por ser para preparar um medicamento para infeccdo micética
causada por um fungo selecionado de Candida.

6. Uso das combinacdes farmacéuticas, de acordo com as reivindicacbes 3 e 4,
caracterizado por ser para preparar um medicamento para infeccdo micética
causada por um fungo selecionado de Absidia, Alternaria, Apophysomyces,

Aspergillus, Bjerkandera, Blastomyces, Coccidioides, Cryptococcus, Cunninghamella,
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Epidermophyton, Exophiala, Fusarium, Histoplasma, Malassezia, Microsporum,
Mucor, Paecilomyces, Paracoccidioides, Penicillium, Phialophora, Pichia,
Pityrosporum, Pneumocystis, Pseudallescheria, Ramichloridium, Rhizomucor,
Rhizopus, Rhodotorula, Saccharomyces, Saksenaea, Scedosporium, Scopulariopsis,
Sporothrix, Trichoderma, Trichophyton, Trichosporon e Wangiella.

7. Composicdo farmacéutica, caracterizada por compreender as combinacdes
farmacéuticas, de acordo com as reivindicagbes 1 e 2, e, a0 menos, um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

8. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizada por
ser apresentada nas formas liquida, semissolida ou solida.

9. Composicao farmacéutica, de acordo com as reivindicagdes 7 e 8, caracterizado
pelo fato que o primeiro antifingico e o segundo antifingico, de acordo com a
reivindicacdo 1 e 2, sdo administrados separadamente, simultaneamente ou
sequencialmente.

10. Uso das composicdes farmacéuticas, de acordo com as reivindicacdes 7 a 9,
caracterizado por ser para preparar um medicamento, especialmente antifungicos.
11. Uso das composicdes farmacéuticas, de acordo com a reivindicacdo 10,
caracterizado por ser para preparar um medicamento para ser utilizado de forma
intramuscular, intravenosa, subcutanea, tépica, retal, intravaginal, oftalmica, nasal,

oral, inalatéria ou por dispositivos que possam ser implantados ou injetados.
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Resumo

COMPOSICOES FARMACEUTICAS COMPREENDENDO COMBINACOES DO
COMPOSTO ANTIFUNGICO DERIVADO DE PIPERAZINA PROPANOL E
FARMACOS ANTIFUNGICOS E USOS DAS MESMAS

A presente invengao refere-se a utilizagdo de combinac¢des farmacéuticas do
composto antifungico derivado de piperazina propanol (l), inibidor de ((1,3)-D-
glucana sintase, com um segundo agente antifungico incluindo, mas néao se limitando,
a cliogquinol, nitroxolina, voriconazol, anfotericina B, micafungina ou terbinafina, para
tratamento e prevencao de infec¢des fungicas causadas por um ou mais dos Varios
patégenos incluindo, mas nao se limitando, a espécies de Candida, Aspergillus,
Fusarium, Trichophyton e Microsporum, bem como composi¢cdes farmacéuticas
contendo as combinacgdes. Foi identificado acdo aditiva/sinérgica para combinacfes
do composto antifungico da férmula (I) com outros agentes antifungicos. As
associacfes dos compostos reduziram de 4-32 vezes as concentragcdes minimas
antifingicas, de cada composto, chegando a concentra¢des na faixa de uM baixa. A
presente invencgao situa-se no campo do tratamento e prevencao de infec¢cdes com o
uso de combinacdes de agentes, mais especificamente no que se refere as
combinacdes de antifiingicos para tratamento de infec¢des causadas por fungos.
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