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DESCRICAO

"AMIDINOCARBAMATOS DE RAPAMICINA E COMPOSICOES
FARMACEUTICAS QUE OS CONTEM"

Antecedentes do Invento

Este invento relaciona-se com amidinocarbamatos de rapamcina e
um método para os usar para indugdo da imunodepressdo, € no tratamento de
rejeicdo de transplante, reac¢do enxerto vs. hospedeiro, doengas autoimunes,
doengas inflamatorias, leucemia humana de células-T /linfoma, tumores sélidos,

infecgdes fungicas, e perturbagdes vasculares hiperproliferativas.

Rapamicina é um antibidtico trieno macrociclico produzido por

Streptomyces hygroscopicus, que se verificou ter actividade antifungica,

particularmente contra Candida albicans, quer in vitro e in vivo [C. Vezina et al.,
J. Antibiot. 28, 721 (1975); S. N. Seghal et al., J. Antibiot. 28, 727 (1975); H. A.
Baker et al., J. Antibiot. 31, 539 (1978); Patente U.S. 3 929 992; e Patente U. S. 3
993 749].

Foi mostrado que a rapamicina sozinha (Patente U.S. 4 885 171) ou
em combinagio com picibanil (Patente U.S. 4 401 653) tém actividade anti-
tumoral. R. Martel et al. [Can. J. Physiol. Pharmacol. 55, 48 (1977)] revelou que
a rapamicina ¢ efectiva no modelo experimental da encefalomielite alérgica, um
modelo para esclerose miultipla; no modelo da artrite adjuvante, um modelo para

artrite reunatoide; e inibiu efectivamente a formagéo de anticorpos tipo-IgE.




Os efeitos imunosupressores da rapamicina foram revelados em
FASEB 3, 3411 (1989). Também foi mostrado que ciclosporina A ¢ FK-506,
outras moléculas macrociclicas, eram efectivas como agentes imunosupressores,
portanto uteis na prevengédo da rejeigdo de transplantes [FASEB 3, 3411 (1989);
FASEB 3, 5256 (1989), R. Y. Calne et al., Lancet 1183 (1978); e Patente U.S. 5
100 899).

Também foi mostrado que a rapamicina era util na prevengéo ou
tratamento de lupus eritematoso sistémico [Patente U.S. 5 078 999], inflamag&o
pulmonar [Patente U.S. 5 080 899], diabetes Mellitus dependentes de insulina
[Fith Int. Conf. Inflamm. Res. Assoc. 121 (Abstract), (1990)], proliferagdo de
células de musculo liso e espessamento da intima a seguir a lesdo vascular
[Morris, R. J. Heart Lung Transplant 11 (pt 2). 197 (1992)], leucemia humana de
células-T /linfoma [Requerimento de Patente Europeia 525 960 A1}, e inflamagdo

ocular [Requerimento de Patente Europeia 532 862 Al].

Foi mostrado que derivados mono- ¢ di-acilados da rapamicina
(esterificados nas posigdes 28 e 43) eram uteis como agentes antifungicos
(Patente U.S. 4 316 885) e usados para tornar soliveis na agua pré-drogas
aminoacilo de rapamicina (Patente U.S. 4 650 803). Recentemente, a convengéo
de numeragdo da rapamicina foi alterada; portanto de acordo com a nomenclatura
do Chemcial Abstracts, os ésteres descritos acima seriam nas posi¢des 31- € 42-.
Patentes U.S. 5 118 678 ¢ 5 302 584 revelam carbamatos de rapamicina que sio
uteis como imunosupressores, anti-inflamatérios, anti-fungicos, anti-

proliferativos, e anti-tumorais.
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Descricio do invento

Este invento fornece derivados de rapamicina que sdo uteis como
agentes imunosupressores, anti-inflamatdrios, anti-fingicos, anti-proliferativos, e

anti-tumorais tendo a estrutura

(1

emqueR é

R* & piridilo, o qual pode ser opcionalmente mono-, di-, ou tri-
substituido com um grupo seleccionado a partir de alquilo de 1-6 atomos de
carbono, alquenilo de 2-7 atomos de carbono, alquinilo de 2-7 &atomos de
carbono, arilalquilo de 7-10 atomos de carbono, alcoxilo de 1-6 atomos de
carbono, ciano, halogéneo, hidroxilo, nitro, carbalcoxilo de 2-7 atomos de

carbono, trifluorometilo, trifluorometoxilo, amino, dialquilamino de 1-6 4tomos

prg




de carbono por grupo alquilo, dialquilaminoalquilo de 3-12 atomos de carbono,
hidroxialquilo de 1-6 atomos de carbono, alcoxialquilo de 2-12 atomos de

carbono, alquiltio de 1-6 atomos de carbono, -SO;H e -CO,H;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

Os sais farmaceuticamente aceitaveis sdo aqueles derivados a partir
decatides inorganicos tais como sodio, potassio, etc; bases organicas tais como:
mono-, di-, ¢ trialquilaminas de 1-6 atomos de carbono, por grupo alquilo, €
mono-, di-, e trihidroxialquilaminas de 1-6 atomos de carbono por grupo alquilo,
etc; e acidos orginicos e inorgénicos como: acético, lactico, citrico, tartarico,
sucinico, maleico, maldnico, glucénico, cloridrico, bromidrico, fosférico, nitrico,

sulfurico, metanosulfénico, e acidos aceitaveis semelhantes conhecidos.

Os termos alquilo de 1-6 atomos de carbono, alquenilo de 2-7
atomos de carbono, e alquinilo de 2-7 atomos de carbono, incluem quer a cadeia
linear bem como as cadeias de carbono ramificadas. Exemplos de alquilo como
um grupo ou parte de um grupo, e.g. arilalquilo ou alcoxilo sdo cadeias lineares
ou ramificadas de 1-6 atomos de carbono, de preferéncia 1-4 4tomos de carbono,
e.g. metilo, etilo, propilo, isopropilo e n-butilo. Exemplos de grupos arilalquilo e

fenilalquilo tais como benzilo e fenetilo, e.g 2-fenetilo.

Compostos deste invento tendo a parte amidino carbamato na posi-
¢d0-42 podem ser preparados por conversdo da rapamicina em 4-nitrofenilcar-
bonato (como ilustrado no Exemplo 1), seguida por reacgéo com uma amidina de
funcionalidade apropriada. Misturas de carbamatos 42- ¢ 31,42 podem ser

separados por cromatografia.

De acordo com isto este invento fornece um processo para
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preparagao de compostos de rapamicina deste invento tendo a (6rmula I como
definido acima que compreende: fazer reagir um derivado carbonato de
rapamicina que ¢ 42-O-(alquil-, aralquil- ou ariloxicarbonil)rapamicina com um

composto de férmula II

4 , . . 2 U . , .
em que R* ¢ como definido acima e R* ¢ R* sio ambos hidrogénio para dar um

composto corrcspondente de férmula 1.

E mais preferivel que o derivado carbonato de rapamicina usado
como material de partida no processo acima tenha um grupo 4-
nitrofenoxicarbonilo. Contudo os compostos de férmula I podem também ser
preparados por reacgdo da rapamicina para formar outros carbonatos
apropriadamente substituidos na posi¢do-42, seguida por tratamento com um
composto de formula II, como descrito acima. Exemplos de carbonatos
apropriados que podem ser formados na posi¢do-42 incluem, mas ndo estdo
limitados a, alcoxicarbonilo e derivados fenoxicarbonilo de rapamicina
opcionalmente substituidos. E preferivel que o substituinte no anel fenilo (quando
substituido) seja um grupo arrancador de electrdes. Os carbonatos de rapamicina
podem ser formados por reacgdo de rapamicina ou duma rapamicina
apropriadamente protegida ou substituida com um alquil-, aralquil- ou
opcionalmente substituido aril-cloroformato ou carbonato. De preferéncia, o
grupo arilo tem 1 até 6 atomos de carbono, eg 1 até 4 atomos de carbono tal como
metilo. De preferéncia o grupo arilo tem 6 a 10 4tomos de carbono, eg fenilo e de

preferéncia o grupo aralquilo tem 7 a 12 atomos de carbono.
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A actividade imunosupressora para compostos representativos deste
invento foi avaliada num procedimento de teste farmacoldgico in vitro padrdo
para medir a inibigio da proliferagdo de linfécitos (LAF) e em dois

procedimentos de teste farmacoldgico in vivo padrdo. O procedimento do teste de

enxerto de pele por pinga mede a actividade imunosupressora do composto
testado bem como a capacidade do composto testado para inibir ou tratar a
rejeigio de transplante. O procedimento do teste farmacoldgico padrio da artrite
adjuvante, que mede a capacidade do composto testado para inibir a inflamg@o
imunomodulada. O procedimento do teste da artrite adjuvante ¢ um procedimento
de teste farmacologico padrdo para artrite reumatéide. Os procedimentos para

estes procedimentos de testes farmacoldgicos padrdo sdo fornecidos abaixo.

O procedimento da proliferagio de timdcitos induzida por
comitogéneo (LAF) foi usado como uma medida in vitro dos efeitos
imunosupressores de compostos representativos. Brevemente, as células de timo
de ratinhos BALB/c normais sdo cultivadas durante 72 horas com PHA e IL-1 e
pulsadas com timidina tritriada durante as iultimas seis horas. As células sdo
cultivadas com e sem vérias concentragdes de rapamicina, ciclosporina A, ou
composto teste. As células sdo colhidas e a radioactividade incorporada €
determinada. Inibigdo da proliferagdo de linfo é estabelecida como a percentagem
da alteragdo na contagem por minuto a partir de controles nio tratados com
droga. Para cada composto avaliado, rapamicina foi também avaliada com o
objectivo de comparagdo. Um ICs, foi obtido para cada composto teste bem como
para rapamicina. Quando avaliada como comparagdo para 0s compostos
representativos deste invento, a rapamicina teve um ICsy variando desde 0,4-1,0
nM. Os resultados obtidos foram fornecidos como um ICsy € como uma
percentagem de inibicdo de proliferacdo de células-T a 0,1 uM. Os resultados

obtidos para os compostos representativos deste invento foram também expressos
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como uma razdo comparada com rapamicina. Uma raz3o posiliva indica
actividade imunosupressora. Uma razio maior do que 1 indica que o composto
teste nibiu a proliferagdo de timocito numa extensdo maior do que rapamicina.

Calculo da razdo é mostrado abaixo.

ICsy de rapmicina

ICsy de composto teste

Compostos representativos deste invento foram também avaliados
num procedimento teste in_vivo designado para determinar o tempo de
sobrevivéncia do enxerto de pele por pinga a partir de dadores BALB/c machos
transplantados para receptores C;H(H-2K) machos. O método é adaptado a partir
de Billingham R. E. ¢ Medawar P. B., J. Exp. Biol. 28:385-402, (1951).
Brevemente, um enxerto de pele do dador por pinga foi enxertado no dorso do
receptor como um homoenxerto € um isoenxerto foi usado como controle na
mesma regido. Os receptores foram tratados com concentragdes variaveis de
compostos teste intraperitonalmente ou oralmente. Rapamicina foi usada como
controle teste. Receptores ndo tratados servem como controle de rejeigdo. O
enxerto ¢ monitorizado diariamente e as observagdes foram registadas até o
enxerto se tornar seco e formar uma crosta enegrecida. Isto foi considerado o dia
da rejeigdo. O tempo médio de sobrevivéncia do enxerto (numero de dias +S.D.)
do grupo de tratamento com droga foi comparado com o grupo de controle. A
tabela seguinte mostra os resultados que foram obtidos. Os resultados sdo
expressos como o tempo de sobrevivéncia média em dias Enxertos de pele por
pinga ndo tratados (controle) sdo usualmente rejeitados ente 6-7 dias. Compostos

foram testados usando uma dose de 4 mg/kg.

O procedimento do teste farmacoldgico padrdo da artrite adjuvante

mede a capacidade dos compostus teste de evitar a inflamagdo imunomodulada ¢

o L




inibir ou tratar a artritc rcumatéidc. O que se segue descreve brevemente o
procedimento do teste usado. Um grupo de ratinhos (ratinhos machos
consanguineos Wistar Lewis) sdo pré-tratados com o composto a ser testado (1 h
antes do antigene) e depois injectados com Adjuvante Completo de Freud (FCA)
na pata traseira direita para induzir artrite. Os ratos sio entdo doseados oralmente
num horério de segunda-feira, quarta-feira, sexta-feira do dia 0-14 para um total
de 7 doses. Ambas as patas traseiras sdo medidas nos dias 16, 23 e 30. A
diferen¢a no volume da pata (mL) do dia 16 ao dia 0 é determinada e uma
percentagem da alterag@o a partir do controle é determinada. A inflamag3o na
pata traseira esquerda (pata ndo injectada) é causada por inflamagdo mediada por
células-T e € registada na tabela acima (% de alteragio do controle). A
inflamag@o da pata traseira direita, por outro lado, é causada por inflamaggo nio
especifica. Compostos foram testados a uma dose de 5 mg/kg. Os resultados sio
eXpressos como uma percentagem na alteragdo da pata ndo infectada ao dia 16
versus controle; quanto mais negativa for a alteragdo na percentagem, mais
potente o composto. Rapamicina fomeceu -90% de alteragdo versus controle,
indicando que ratinhos tratados com rapmicina tinham menos 90% de inflamagio

imunoinduzida do que os ratinhos controle.

Os resultados obtidos nestes procedimentos de teste farmacolégico
padréo sdo fornecidos seguindo o procedimento para fazer compostos especificos

que foram testados.

Os resultados destes procedimentos de teste farmacolégico padrio
demonstram actividade imunosupressora quer in vitro quer in vivo para os
compostos deste invento. Os resultados obtidos no procedimento do teste LAF
indicam supresséo da proliferagdo das células-T, demonstrando desse modo a
actividade imunosupressora dos compostos deste invento. Demonstracdo

adicional da utilidade dos compostos deste invento como agentes




imunosupressores foi mostrada pelos resultados obtidos nos procedimentos de
teste farmacolégico padrdo de enxerto de pele e artrite adjuvante.
Adicionalmente, os resultados obtidos nos procedimentos do teste de enxerto de
pele demonstram ainda a capacidade dos compostos deste invento para tratar ou
inibir rejei¢do do transplante. Os resultados obtidos no procedimentos de teste
farmacologico padrio de artrite adjuvante demonstram a capacidade dos

compostos deste invento para tratar ou inibir a artrite reumatdide.

Bascados nos resultados dos procedimentos de teste farmacologico
padrio, os compostos sdo Uteis no tratamento ou inibigdo de rejei¢do de
transplante tais como rim, corago, figado, pulmdo, medula ossea, pancreas
(ilhéus dc Langerhans), cornea, intestino delgado, e homoenxertos de pele, €
xenotransplantes da valvula do coragio; no tratamento ou inibigdo de reacgdo
enxerto vs. hospedeiro; no tratamento ou inibigdo de doengas autoimunes como
lupus, artrite reumatoide, diabetes Mellitus, miastenia grave e esclerose multipla;
e doengas inflamatorias como psoriase, dermatite, eczema, seborreia, doenga
inflamatoria do célon, inflamagdo pulmonar (incluindo asma, doenga pulmonar
obstrutiva crénica, enfisema, sindroma de perturbagdo respiratéria aguda,

bronquite, etc.), € uveite ocular.

Devido ao perfil de actividade obtido, os compostos deste invento
também sdo considerados como tendo actividades anti-tumorais, antifungicidas, e
antiproliferativas. Os compostos deste invento sio portanto também tteis para
tratar tumres sdlidos, leucemia humana das células-T /linfoma, infec¢Ges
fingicas, e doengas vasculares hiperproliferativas tais como restenose e
arteriosclerose. Quando usados para restenose, ¢ preferivel que os compostos
deste invento sejam usados para tratar restenose que OCOITE @ SEguir a um
procedimento de angioplastia. Quando usados para este prop6sito, os compostos
deste invento podem ser administrados antes do processo, durante o processo,

subsequente ao processo, ou qualquer combinagio daqueles acima.
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Quando administrados para o tratamento ou inibi¢do dos estados de
doenga acima, os compostos deste invento podem ser administrados a um
mamifero oralmente, parentericamente, intranasalmente, intrabronquialmente,

transdermicamente, topicamente, intravinalmente ou rectalmente.

Estd contemplado que quando os compostos deste invento sdo
usados como um agente imunosupressor ou anti-inflamatério, eles podem ser
administrados em conjun¢do com um ou mais agentes imunoreguladores. Tais
outros agentes imunoreguladores incluem, mas néo estio limitados a azatioprina,
corticoesterdides, tais como prednisona e metilprednisolona, ciclofosfamida,
rapamicina, ciclosporina A, FK-506, OKT-3, e ATG. Combinando os compostos
deste invento com tais outras drogas ou agentes para induzir imunosupressio ou
tratar estados inflamatorios, sdo requeridas quantidades menores de cada um dos
agentes para atingir o efeito desejado. A base de tal terapia de combinagdo foi
estabelecida por Stepkowski cujos resultados mostraram que o uso de uma
combinagio de rapamicina e ciclosporina A em doses sub-terapéuticas prolongou
significativamente o tempo de sobrevivéncia de homotransplante do coragéo.

[Transplantation Proc. 23: 507 (1991)].

Os compostos deste invento podem ser formulados simples ou com
um veiculo farmacéutico a um mamifero com necessidade deles. O veiculo
farmacéutico pode ser sélido ou liquido. Quando formulado oralmente, foi
verificado que 0,01% Tween 80 em PHOSAL PG-50 (concentrado de fosfolipido
com 1,2-propilenoglicol, A. Nattermann Cie. GmbH) fornece uma formulagio

oral aceitavel.

Um veiculo sélido pode incluir uma ou mais substincias que podem

também actuar como agentes aromatizantes, lubrificantes, solubilizantes, agentes
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de suspensdo, enchimentos, deslizantes, auxiliares de compressdo, agentes
aglutinadores ou desintegradores de comprimidos; pode também ser um material
encapsulante. Em pds, o veiculo € um sélido finamente dividido que é misturado
com o ingrediente activo finamente dividido. Em comprimidos, o ingrediente
activo ¢ misturado com um veiculo tendo as propriedades de compressio
necessarias em proporgdes apropriadas € compactado na forma e tamanho
descjado. Os pos e comprimidos contém preferencialmente até 99% de
ingredicnte activo. Veiculos sélidos apropriados incluem, por exemplo, fosfato de
calcio, estearato de magnésio, talco, agucares, lactose, dextrina, amido, gelatina,
celulose, metilcelulose, carboximetilcelulose de sédio, polivinilpirrolidona, ceras

de ponto de fusdo baixo e resinas de troca iénica.

Veiculos liquidos sdo usados na preparagéo de solugdes, suspen-
sdes, emulsbes, xaropes, elixires e composi¢cdes pressurizadas. O ingrediente
activo pode ser dissolvido ou suspenso num veiculo liquido farmaceuticamente
aceitavel tal como agua, um solvente organico, uma mistura de ambos ou dleos
ou gorduras farmaceuticamente aceitaveis. O veiculo liquido pode conter outros
aditivos farmaceuticamente aceitdveis tais como solubiliantes, emulsificantes,
tampdes, preservativos, adogantes, agentes aromatizantes, agentes de suspensio,
agentes espessantes, corantes, reguladores de viscosidade, estabilizadores ou
reguladores osmoéticos. Exemplos apropriados, de veiculos liquidos para
administragdo oral e parentérica incluem agua (parcialmente contendo aditivos
como acima, e.g. derivados de celulose, de preferéncia solugéo de
carboximetilcelulose de s6dio), alcoois (incluindo alcoois monohidricos e dlcoois
polihidricos, e.g. glicdis) e seus derivados, leticinas, e dleos (e.g. dleo de coco
fraccionado e 6leo de amendoim). Para administragio parentérica, o veiculo pode
ser também um éster de 6leo como oleato de etilo e mistirato de isopropilo.
Veiculos liquidos estéreis s@o tteis em composigdes de forma liquida estéreis

para administragdo parentérica. O veiculo liquido para composi¢des pressurizadas
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pode ser hidrocarboneto halogenado ou outros propulsores farmaceuticamente

aceitaveis.

Composigdes liquidas farmacéuticas que sdo solugdes ou
suspensdes estéreis podem ser utilizadas por, por exemplo, injecgdo
intramuscular, intraperitoneal ou sub-cutanea. Solugdes estéreis podem também
ser administradas intravenosamente. O composto pode ser administrado

oralmente numa composigdo quer em forma sdlida quer liquida.

Os compostos deste invento podem ser administrados rectalmente
na forma de um supoditério convencional. Para administragdo por inalagido ou
insuflag@o intranasal ou intrabronquial, os compostos deste invento podem ser
formulados numa solug@o aquosa ou parcialmente aquosa, a qual pode entdo ser
utilizada na forma de um aerosol. Os compostos deste invento podem também ser
administrados transdermicamente através do uso de um emplastro transdérmico
contendo o composto activo e um veiculo que ¢ inerte ao composto activo, € nédo
toxico para a pele, e permite a distribuigdo do agente para absorgdo sistémica no
corrente sanguinea através da pele. O veiculo pode entdo tomar um nimero de
formas tais como cremes e pomadas, pastas, géis, e dispositivos oclusivos. Os
cremes ¢ pomadas podem ser liquidos viscosos € emulsdes semi-solidas de tipo
oleo-em-agua ou dgua-em-Oleo. As pomadas que compreendem pds absorventes
dispersos em petrdleo ou petréleo hidrofilico contendo o ingrediente activo
podem também ser apropriados. Uma variedade de dispositivos oclusivos podem
ser usados para libertar o ingrediente activo na corrente sanguinea tais como uma
membrana semi-permeavel cobrindo um reservatério contendo um ingrediente
activo com ou sem veiculo, ou uma matriz contendo o ingrediente activo. Outros

dispositivos oclusivos sdo conhecidos na literatura.

Adicionalmente, os compostos deste invento podem ser usados
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como uma solugio, creme, ou logdo por formulagdo com veiculos
farmaceuticamente aceitaveis contendo 0,1-5 por cento, de preferéncia 2%, do

composto activo o qual pode ser administrado a uma area afectada por um fungo.

Os requisitos de dosagem variam com as composigdes particulares
utilizadas, a via de administragdo, a severidade dos sintomas apresentados € 0
sujeito particular a ser tratado. Baseado nos resultados obtidos nos procedimentos
de teste farmacoldgico padrdo, dosagens diarias projectadas do composto activo
seriam 0,1 pg/kg-100 mg/kg, de preferéncia entre 0,001-25 mg/kg, e com mais
preferéncia entre 0,01-5 mg/kg. O tratamento serd em geral inicializado com
pequenas dosagens inferiores 4 dosagem Optima do composto. A seguir a
dosagem é aumentada até se atingir nessas circunstancias o efeito 6ptimo;
dosagens precisas para administragdo oral, parentérica, nasal, ou intrabronquial
serdo determinadas pelo médico administrador baseado na experiéncia com o
sujeito individual a ser tratado. De preferéncia, a composigdo farmacéutica € na
forma de dosagem unitéria, e.g. como comprimidos ou cépsulas. Em tal forma, a
composicdo ¢ sub-dividida em doses unitarias contendo quantidades apropriadas
do ingrediente activo; as formas de dosagem unitarias podem ser composigoes
empacotadas, por exemplo pés empacotados, vials, ampolas, seringas pré-cheias
ou saquetas contendo liquidos. A forma de dosagem pode ser, por exemplo, o
préprio comprimido ou cépsula, ou pode ser o nimero apropriado de quaisquer

composi¢des na forma de embalagem.

De acordo com isto este invento fornece composigdes
farmacéuticas compreendendo compostos de férmula I ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Os exemplos seguintes ilustram a preparagdo e actividades

biolégicas dos compostos representativos deste invento.
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Exemplo 1

42-0Q-(4-Nitro-fenoxicarbonil)rapamicina

A uma solugio de 5,15 g (5,633 mmol) de rapamicina em 40 ml de
cloreto de metileno arrefecido a -78 °C com um banho de gelo seco/acetona,
foram adicionados 0,7 ml de piridina seca e 1,70 g (8,450 mmol) de p-
nitrofenilcloroformato dissolvido em 10 ml de cloreto de metileno. A mistura da
reacgio foi deixada aquecer & temperatura ambiente e agitada durante a noite sob
azoto. A mistura da reac¢do foi concentrada em vazio e distribuida entre éter e
agua. A fase organica foi lavada com HCl 0,1 N (3x), depois com uma solugio
saturada de cloreto de sodio (2x), seca sobre sulfato de magnésio, filtrada ¢
concentrada em vazio para dar um sélido amarelo-palido. Purificagdo por
cromatografia flash (eluigdo com 40% e depois 50% de acetato de etilo/hexanos)
deu 5,41 g (88%) do composto do titulo como um sélido amarelo palido.

'"H RMN (DMSO) & 8,3 ¢ 7,5 (d e d, H-aromatico, 4H), 4,5 (m, 42C-H, 1H).
EM (-) FAB m/z: 1078 (M"), 590 (Fragmento "meridional")

Exemplo 2 (Comparativo)

Ester-42 da Rapamicina com acido (imino-fenil-metil)carbdmico

A uma solugdo de 1,0024 g (0,9827 mmol) de 42-O-(4-Nitro-
fenoxicarbonil)rapamicina em 5 ml de DMF foram adicionadas 0,2231 g (1,8574
mmol de benzamidina. A mistura da reacgo foi deixada a agitar sob N, durante 2
horas & temperatura ambiente, depois foi diluida com acetato de etilo e lavada
com porgdes de H,O e agua e sal. A fase orgénica foi seca sobre sulfato de

magnésio, filtrada e concentrada sob vazio para produzir o produto bruto.
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Purificagdo por cromatografia flash em coluna (eluigdo com 60% depois 80%
EtOAc/hexanos) deu 0,1032 g (10%) do composto do titulo como um sélido
amarelo claro.

'H RMN (DMSO) & 9,05 (m, N-H, 2H), 7,98-7,48 (m, H-aromaético, 5H), 4,48
(m, 42C-H, 1H).

EM (-) FAB m/z: 1059 (M), 590 (Fragmento "meridional"), 467 (Fragmento
"setentrional™).

Resultados obtidos em procedimentos de teste farmacolégico padrio:

LAF ICsy: 2.05 nM

Razdo LAF: 0,47

Sobrevivéncia do enxerto de pele: 9,8+0,8

Percentagem de alteragdo na artrite adjuvante versus controle:-91%

Exemplo 3

Ester-42 da Rapamicina com &cido (imino-pridin-2-i)metil)car-

A 0,585 g (3,7 mmol) de cloreto de 2-aminopiridina foi adicionado
um equivalente de hidréxido de sédio 0,1 M/metanol apés o que o solvente foi
removido em vazio. A solugio da base livre em 20 ml de DMF foram adicionadas
4,0 g (3,7 mmol) de 42-O-(4-Nitro-fenoxicarbonil)rapamicina. A mistura da
reacgdo foi deixada a agitar sob azoto durante 6 horas a temperatura ambiente,
depois foi diluida com acetato de etilo e lavada com porgdes de H,O e 4gua e sal.
A fase organica foi seca sobre sulfato de magnésio, filtrada e concentrada sob
vazio para produzir o produto bruto. Purificagdo por cromatografia flash em
coluna (eluigdo acetato de etilo:hexanos 1:1, depois acetato de etilo 100%) deu
0,47 g (12%) do composto do titulo como um sélido esbranquigado.

'H RMN (DMSO) & 9,05 (m, N-H, 2H), 8,68-8,72 (m, H-Ar, 1H), 8,28-8,24 (m,
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H-Ar, 1H), 8,0-7,94 (m, H-Ar, 1H), 7,66-7,62 (m, H-Ar, 1H), 4,4 (m, H-42C,
1H).

EM (-) FAB m/z: 1060 (M’), 590 (Fragmento "meridional"), 468 (Fragmento
"setentrional").

Resultados obtidos em procedimentos de teste farmacolégico padrio:

LAF IC4: 0,66 € 0,55 nM

Razdo LLAF: 1,50¢0,78

Sobrevivéncia do enxerto de pele: 11,7+1,0

Lisboa, 13 de Setembro de 2001
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REIVINDICACOES

1. Um composto de estrutura

()

emqueR ¢

R* ¢ piridilo, o qual pode ser opcionalmente mono-, di-, ou tri-
substituido com um grupo seleccionado a partir de alquilo de 1-6 dtomos de
carbono, alquenilo de 2-7 atomos de carbono, alquinilo de 2-7 atomos de
carbono, arilalquilo de 7-10 atomos de carbono, alcoxilo de 1-6 atomos dc
carbono, ciano, halogéneo, hidroxilo, nitro, carbalcoxilo de 2-7 atomos de
carbono, trifluorometilo, trifluorometoxilo, amino, dialquilamino de 1-6 atomos
de carbono por grupo alquilo, dialquilaminoalquilo de 3-12 atomos de carbono,

hidroxialquilo de 1-6 4tomos de carbono, alcoxialquilo de 2-12 atomos de




carbono, alquiltio de 1-6 4tomos de carbono, -SO;H € -CO,H;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

2. O composto de acordo com a Reivindicagio 1 que € éster-42
da rapamicina com é&cido (imino-piridin-2-il)metil)carbdmico ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel.

3. Uso de um composto como reivindicado na Reivindicagéo 1
ou Reivindicagdo 2 na preparagdo de um medicamento para tratar a rejeigdo de
transplante ou reacgdo enxerto vs. hospedeiro num mamifero com necessidade

daquele.

4. Uso de um composto como reivindicado na Reivindicagéo 1
ou Reivindicagdo 2 na preparagdo de um medicamento para tratar uma infecgéo

fingica num mamifero com necessidade daquele.

5. Uso de um composto como reivindicado na Reivindicagdo 1
ou Reivindicagdo 2 na preparagio de um medicamento para tratar artrite

reumat6ide num mamifero com necessidade daquele.

6. Uso de um composto como reivindicado na Reivindicagdo 1
ou Reivindicagdo 2 na preparagdo de um medicamento para tratar restenose num

mamifero com necessidade daquele.

7. Uso de um composto como reivindicado na Reivindicagio 1
ou Reivindicagdo 2 na preparagdo de um medicamento para tratar infecgdo

pulmonar num mamifero.




8. Uma composigdo farmacéutica que compreende um com-
posto como reivindicado na Reivindicagdo 1 ou Reivindicagdo 2 ¢ um veiculo

farmacéutico.

9. Um processo para a preparagio de um composto rapamicina

como reivindicado na reivindicagdo 1, o qual compreende:

reaccdo de um derivado carbonato de rapamicina que ¢ 42-O-
. (alquil-, aralquil- ou ariil-oxicarbonil)rapamicina, com um composto de férmula

1l

em que R* é como definido acima e R” e R sdio ambos hidrogénio,

para dar um composto correspondente de férmula I.

Lisboa, 13 de Setembro de 2001
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