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DESCRICAO

“Derivados de piperazina-2,5-diona como moduladores de resisténcia a
multiplas drogas”

A presente invengdo refere-se a compostos uteis como moduladores de
resisténcia a multiplas drogas (MDR), a sua preparagdo e a composicdes
farmacéuticas e veterinarias que as contém.

A resisténcia de tumores ao tratamento com certos agentes citotoxicos éum
obstaculo ao tratamento quimioterapéutico bem sucedido de pacientes com cancro.
Um tumor pode adquirir resisténcia a um agente citotéxico utilizado num tratamento
anterior. Um tumor pode também manifestar uma resisténcia intrinseca, ou
resisténcia cruzada, para um agente citotoxico ao qual nado tenha sido exposto
anteriormente, ndo estando esse agente relacionado, por estrutura ou mecanismo
de acgao, com qualquer outro agente utilizado em tratamentos anteriores do tumor.

Analogamente, certos agentes patogénicos podem adquirir resisténcia para
agentes farmacéuticos utilizados em tratamentos anteriores das doengas ou
perturbagbes a que esses agentes patogénicos ddo origem. Os agentes
patogénicos podem também manifestar uma resisténcia intrinseca, ou resisténcia
cruzada, para agentes farmacéuticos aos quais ndo tenham sido expostos
anteriormente. Exemplos deste efeito incluem formas resistentes a multiplas drogas
de malaria, tuberculose, leishmaniose e disenteria amibica. )

Os fenémenos acima sdo referidos colectivamente como resisténcia a
multiplas drogas (MDR). Como discutido em maior detalhe adiante, uma
glicoproteina de membrana plasmatica (P-gp) esta implicada no mecanismo que
esta na base da MDR. A P-gp possui propriedades de ligagéo a drogas. Certos
agentes que possuem a capacidade de modular a MDR podem portanto ser
também Gteis para facilitar a administragdo de drogas através da barreira
sanguinea cerebral e o tratamento da SIDA e do complexo relacionado com a
SIDA.

As desvantagens das drogas que tém sido utilizadas até agora para modular
a MDR, denominadas agentes modificadores de resisténcia ou RMA, s3o o facto de
frequentemente possuirem um perfil farmacocinético fraco e/ou de serem toxicas
nas concentragdes requeridas para a modulagao da MDR.
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A WO094/04513 revela uma série de derivados de piperazinadiona que sao
moduladores da resisténcia a muitiplas drogas e assim tém utilidade em potenclar o
efeito citotoxico de um agente quimioterapéutico. Verificou-se agora que uma outra
série de derivados de piperazinadiona possuem actividade como moduladores da
resisténcia a multiplas drogas.

A presente invengao proporciona portanto um derivado de piperazinadiona
de formula (1):

em que R’ é seleccionado de entre:
- hidrogénio; e

- um grupo de formula —(NH)-COR® em que t € 0 e R® € um grupo de formula:

R4
—{rm CHth< .o @
v

n

emquevél; e

emquenéOouleméO, 1,20u3, sendo pelo menos um de entre n e m outro
que ndo 0, e

R* e R°, em conjunto com o atomo de azoto ao qual estdo ligados, formam um
grupo heterociclico seleccionado entre (1) a 4):
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em que R® e R7, que sdo iguais ou diferentes, s&o H ou alcoxi C+-Ce ou R e R’
formam em conjunto um grupo metilenodioxi; e Y é O ou ~NR® em que R® ¢ alquilo
C4-Cgs ou um grupo fenilo opcionalmente substituido com CFj;

e R? é hidrogénio ou um grupo de formula —COR3, tal como definido acima, desde
que um de entre R' e R? seja hidrogénio e o outro n&o seja hidrogénio; ou um sal
farmaceuticamente aceitavel seu derivado.

Um grupo alquilo pode ser linear ou ramificado. Um grupo alquilo C4-Cg €
tipicamente um grupo alquilo C4-Cs4, por exemplo, um grupo metilo, etilo, propilo, i-
propilo, n-butilo, sec-butilo ou terc-butilo. Um grupo alcoxi C4-Cg € tipicamente um
grupo alcoxi C4-Cs, por exemplo, um grupo metoxi, etoxi, propoxi, i-propoxi,
n-butoxi, sec-butoxi ou terc-butoxi.

No grupo de férmula —(NH)(-CORs, t é 0, caso em que o grupo tem a férmula
—COR?3. O numero inteiro v na formula (A) é 1. Com R3 como um grupo de formula
(A), n é tipicamente 1 em é 0, 1,20u3,ounélemé?2.

Quando R* e R® em conjunto formam o anel heterociclico (1), R® e R’ s&o
tipicamente o mesmo e s&o, preferivelmente, hidrogénio ou metoxi, ou em conjunto
formam um grupo metilenodioxi. Quando R* e R® em conjunto formam o anel
heterociclico (2), Y & O ou -NR® em que R® & preferivelmente metilo, fenilo ou
3-trifluorometilfenilo.
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Numa primeira concretizagdo da formula (1), R' & hidrogénio e R? é um grupo
de formula —COR®.

Numa segunda concretizagéo da formula (), R? & hidrogénio e R' é um
grupo de formula ~COR’.

Na férmula (A), na primeira e segunda concretizagbes descritas acima,
prefere-se que nsejalem seja2,ounsejalemseja0,1,2ou 3ounsejatem
seja 0 e que R* e R® formem, em conjunto com o &tomo de azoto ao qual estdo
ligados, um grupo heterociclico seleccionado de entre os grupos de f()rrﬁulas: 1)
em que R® e R” sdo ambos H ou ambos alcoxi C+-Ce, 0u em que R® e R” em
conjunto formam um grupo metilenodioxi; (2) em que Y € O ou -NR® em que R® e
metilo, fenilo ou trifluorometilfenilo; (3); e (4).

Preferivelmente, R* e R® formam em conjunto um anel heterociclico (1) em
que R® e R? sdo ambos H ou ambos OMe, ou em conjunto formam um grupo
metilenodioxi.

Exemplos de compostos preferidos de formula (l) sdo os seguintes:

Cloridrato de N—(4-(4-fenil-1-piperazinil)metilfenil)-4-((3Z,62)-6-benzilideno-1-metil-
2,5—dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9104)

N-(2-(4-metil-1 -piperazinil)etil)—4-((32,62)—6-benzilideno—1 -metil-2,5-dioxo-3-
piperazinilideno)metilbenzamida (9007)

Cloridrato  de _N—(Z-morfohnoetil)-4-((3Z,6Z)-6-benzilideno—1-metil-2,5-dioxo-3-
piperazinilideno)metilbenzamida (9053)

Cloridrato  de N_-(4-morfolinofeni|)-4-((3Z,62)—6-benzi|ideno-1-metil-2,5-dioxo-3-
piperazinilideno)metilbenzamida (9054)

N-(4-(2-(1 ,2,3,4—tetra-hidro—ﬁ-carbolin-2-il)eti|)feniI)-4-((32,62)—6-benzi|ideno—1 -metil-
2.5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9080)

N-(4-(1,2,3,4-tetra-hid ro-B-carbolin-2-i|)metilfenil)-4-((32,62)-6-benzilideno-1 -metil-
2 5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9096)
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N-(4-(2-(4-fenil-1 -piperazinil)etil)fenil)-4-((3Z,6Z)-6-benzilideno-1 -metil-2,5-dioxo-3-
piperazinilideno)metilbenzamida (9103)

N-(4-(2-(1 2.3 4-tetra-hidro-2-isoquinolil)etil)fenil)-4-((3Z,6Z)-6-benzilideno-1 -metil-
2 5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9065)

N-(4-(2-(4-(3-trifluorometilfenil)-1 -piperazinil)etil)fenil}-4-((3Z,62)-6-benzilideno-1-
metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9049)

N-(4-(2-(6,7-dimetoxi-1 2,3 4-tetra-hidro-2-isoquinolil)etil fenil)-4-((3Z,6Z)-6-
benzilideno-1-metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9006)

N-(2-(6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hid ro-2-isoquinolil)etil)-4-((32,6Z)-6-benzilideno-1-
metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9008)

Cloridrato de N-(4-(6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidro-2-isoquinolil)metilfenil)-4-
((3Z,62)-6-benzilideno-1 -metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9064)

Cloridrato de  N-(4-(2-(6,7-dimetoxi-1 ,2,3,4-tetra-hidro-2-isoquinolil)etil)fenil)-3-
((32,62)-6-benzilideno-1 -metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9051)

N-(4-(6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hid ro-2-isoquinolil)metilfenil)-3-((3Z,6Z)-6-
benzilideno-1-metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9128)

N-(2-(6,7-dimetoxi-1 2,3 4-tetra-hidro-2-isoquinolil)etil)-3-((3Z,6Z)-6-benzilideno-1-
metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9136)

N-(4-(2-(4-fenil-1 -piperazinil)etil)fenil)-3-((3Z,6Z)-6-benzilideno-1 -metil-2,5-dioxo-3-
piperazinilideno)metilbenzamida (9083)

Cloridrato de N_-(4-(3-(6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidro-2-isoquinoli|)propi|)fenil)-3-
((3Z,62)-6-benzilideno-1 -metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9161)

1-(4-((32,62)-6-benzilideno-1 -metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzoil }-4-(6,7-
dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolil)metilpiperidina (9200);

e os seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
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Os compostos de formula (l) s&o produzidos por um processo que
compreende o tratamento de 1-acetil-3-benzilideno-4-metil-2 5-piperazinadiona, que
tem a formula (I1):

X NAc
MeN (1)

O

com um aldeido com a férmula (IIl) seguinte:

(I
OHC R2

em que R' e R? séo tal como definidos para a férmula (1), num solvente organico na
presenca de uma base; e, se desejado, a conversdo do composto resultante num
sal seu derivado farmaceuticamente aceitavel.

As bases adequadas incluem carbonato de ceésio, carbonato de sodio,
carbonato de potassio, hidreto de sodio, t-butdxido de potassio e trietilamina.

Os solventes organicos adequados incluem dimetilformamida (DMF), tetra-
hidrofurano (THF) e no caso de t-butoxido de potassio, t-butanol e suas misturas.

Quando se utiliza a DMF como solvente, a temperatura esta tipicamente
compreendida entre 0°C e a temperatura de refluxo, por exemplo, desde 80°C a
95°C, quando se utiliza carbonato de césio como base.

Quando se utiliza hidreto de sodio ou t-butoxido de potassio como base, a
mistura reaccional é tipicamente aquecida desde 0°C até a temperatura ambiente
ou até 40°C.
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A duragéo da reacgdo pode ser desde 1 a 4 horas, por exemplo desde 2 a 3
horas.

O composto de formula (II) pode ser preparado como descrito no Exemplo
de Referéncia 1 que se segue. Os compostos de formula (lll) podem ser
preparados a partir de materiais de partida comercialmente disponiveis por
métodos convencionais, dependendo o material de partida particular e o método
empregues da identidade do aldeido. Por exemplo, um aldeido de formula (lil) em
que um de entre R' e R? seja hidrogénio e o outro seja um grupo de féormula -COR?,
tal como definido acima, pode ser preparado por um processo que compreende o
tratamento de um composto de formula (1V): :

11
(IV)
OHC R21

em que um de entre R'" e R¥' é hidrogénio e o outro ¢ -COOH, -COX em que X é
um halogéneo ou —CO(OCOR’) em que R’ ¢ alquilo C4-Cs, com uma amina de
formula

H-R3

em que R® é tal como definido acima, num solvente organico inerte, sendo a
reacgao efectuada na presenca de um agente de acoplamento quando R" ou R*
sdo —COOH.

Os agentes de acoplamento adequados para utilizagdo quando R" ou R%
sdo —COOH, incluem 1,3-diciclo-hexilcarbodi-imida, meto-p-toluenossulfonato de
1-ciclo-hexil-3-(2-morfolinoetil)carbodi-imida e iodeto de 2-cloro-1-metilpiridinio.

Quando R'"" ou R?' s30 um grupo —COX ou —CO(OCOR’) tal como definido
acima, a reacgdo € opcionalmente conduzida na presenca de uma base, por
exemplo uma amina terciaria tal como EtsN ou piridina. O solvente € entao,
adequadamente, diclorometano.
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Os compostos activados de formula (IV) em que R'" ou R*' é -COX ou
-CO(OCOR’), podem ser preparados a partir do composto correspondente de
formula (IV) em que R"' ou R*', respectivamente, é o grupo carboxi ~COOH, por
métodos convencionais que s&o rotina em sintese organica.

Por exemplo, os compostos em que R ou R®' é —COX, podem ser
preparados por tratamento do composto carboxi com um agente de halogenagéo,
por exemplo um agente de cloragéo tal como SOClI,, PCl3, cloreto de oxalilo ou
PCls.

Os compostos em que R ou R?' ¢ ~CO(OCOR'), podem ser preparados por . .

tratamento do composto carboxi com um haloformato de alquilo C+-Cs, na presenca
de uma amina terciaria, por exemplo EtOCOCI ou iBuOCOCI, na presenca de Ets.
Neste caso & geralmente conveniente tratar a mistura resultante directamente com
a amina H-R®.

Quando R® é um grupo de formula (A), tal como definido acima, em que n é
1 ev é 1, aamina H-R® pode ser preparada por redugdo do composto nitro
correspondente de férmula (V):

_R4

em que m, R* e R°® sdo tal como definidos acima para a formula (A). A redugéo
pode adequadamente ser efectuada usando p6é de ferro e acido cloridrico
concentrado em metanol, tipicamente sob refluxo. Em alternativa, a redugéo pode
ser efectuada usando hidrogénio sobre um catalisador de paladio sobre carvéao.

Um composto de formula (V) pode ser preparado por tratamento de um
composto com a seguinte féormula (V1):

Nor-@-ﬁw%——x (V1)
m
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em que m é tal como definido na férmula (V) e X é um halogéneo, com uma amina
de formula (VII):

R4
/
H-N VIl
\

R5

em que R* e R® s3o tal como definidos acima para a férmula (A), num solvente
organico na presenga de base. O solvente organico é tipicamente DMF ou
acetonitrilo e a base é tipicamente K,CO3. A temperatura esta tipicamente entre a
temperatura ambiente e 100°C, por exemplo entre ‘60°C e 80°C. A duragéo da -
reacgdo € usualmente de 1 a 30 horas, por exemplo 2 a 24 horas, tipicamente
desde cerca de 8 horas a cerca de 12 horas.

Quando R® é um grupo de férmula (A), tal como definido acima, em que n &
0 ev é 1, aamina H-R® pode ser preparada por redugdo do nitrilo correspondente
de férmula (Vi)

R4
/
NC CH23—N (Vi)
™A\

RS

emque mé 1, 2 ou 3 e R* e R® sdo tal como definido acima para a formula (A). A
redugdo pode ser efectuada adequadamente com LiAlHs; em éter etilenoglicol
dimetilico, a uma temperatura entre 0°C e 40°C, tipicamente aquecendo desde 0°C
até a temperatura ambiente, por exemplo de 0°C a 20°C. Outras aminas H-R®,
podem ser preparadas por métodos analogos usando materiais de partida
conhecidos, ou sdo produtos comercialmente disponiveis.

Um nitrilo de férmula (VIII) pode ser preparado por tratamento de um
composto de formula (Vi) tal como definido acima, com um composto de formula

(X):
NC 4CH24—X (X)

em que X é um halogéneo e m ¢ definido tal como para a férmula (Vill), hum
solvente orgénico na presenga de uma base. O solvente é adequadamente
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acetonitrilo. A base pode ser, por exemplo, K,COs. A reacgao é tipicamente
realizada & temperatura de refluxo do solvente, por um periodo compreendido entre
1 e 30 horas, por exemplo de 1 hora a 20 horas.

Os compostos de foérmula () podem ser convertidos em sais
farmaceuticamente aceitaveis e os sais podem ser convertidos no composto livre
por métodos convencionais. Os sais adequados incluem sais com acidos
inorganicos ou organicos farmaceuticamente aceitaveis. Exemplos de acidos
inorganicos incluem écido cloridrico, acido sulfarico e acido ortofosforico. Exemplos
de acidos organicos incluem éacido p- toluenossulfonlco acido metanossulfonico,
acido mucico e acido succinico.

As células cancerosas que exibem resisténcia a multiplas drogas, referidas
como células MDR, revelam uma redugdo na acumulagao intracelular de droga,
comparativamente as células correspondentes sensiveis a drogas. Estudos,
utilizando linhas celulares MDR derivadas in vitro, demonstraram que a MDR esta
frequentemente associada a uma expressdo aumentada de uma glicoproteina de
membrana plasmatica (P-gp) que possui propriedades de ligagdo a drogas.
Pensa-se que a P-gp actua como uma bomba de efluxo para muitos compostos
hidréfobos e estudos de transfecgéo usando P-gp clonada demonstraram que esta
sobre-expressdo pode conferir o fendtipo MDR as células: ver, por exemplo, Ann.
Rev. Biochem 58 137-171 (1989).

Uma das principais fungées da P-gp em tecidos normais é exportar toxinas
intracelulares para fora da célula. Ha evidéncia que sugere que a sobre-expressao
da P-gp pode desempenhar um papel clinico na resisténcia a muitiplas drogas.
Niveis elevados de ARNm, ou proteina, P-gp foram detectados em muitas formas
de cancros humanos — leucemias, linfomas, sarcomas e carcinomas. De facto,
nalguns casos verificou-se que 0s niveis de P-gp se encontravam aumentados em
bidpsias de tumores, apos recaidas pos-quimioterapia.

A inibigdo da fungdo da P-gp na MDR mediada por P-gp, revelou conduzir a
uma acumulagdo de agente anti-cancro nas células. Por exemplo o Verapamil, um
inibidor conhecido do canal do calcio, demonstrou sensibilizar células MDR para os
alcaléides da Vinca in vitro e in vivo: Cancer Res., 41, 1967-1972 (1981). O
mecanismo de acgdo proposto envolve a competicdo com o agente anti-cancro
para ligagdo a P-gp. Foi descrita uma variedade de agentes modificadores de
resisténcia, estruturalmente ndo relacionados, que actuam por esle mecanismo, tal
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como o tamoxifeno (Nolvadex: ICl) e compostos relacionados e a ciclosporina A e
derivados.

Os compostos de formula | e os seus sais farmaceuticamente aceitaveis
(aqui em seguida referidos como os “presentes compostos”) demonstraram em
testes biologicos possuir actividade na modulagdo da resisténcia a multiplas
drogas. Os resultados s&o apresentados no Exemplo 3 que se segue. Os presentes
compostos podem assim ser utilizados como agentes modificadores da resisténcia
a multiplas drogas, também denominados agentes modificadores de resisténcia, ou
RMA. Os presentes compostos podem modular, e.g. reduzir ou eliminar a
resisténcia a multiplas drogas.

Os presentes compostos podem portanto ser utilizados num método de
potenciagéo da citotoxicidade de um agente que seja citotoxico para uma célula de
tumor. Esse método compreende, por exemplo, a administragdo de um dos
presentes compostos a célula de tumor enquanto a célula de tumor é exposta ao
agente citotoxico em questdo. O efeito terapéutico de um agente quimioterapéutico,
ou antineopiésico, pode assim ser aumentado. A resisténcia a muiltiplas drogas de
uma célula de tumor para um agente citotoxico durante a quimioterapia pode ser
reduzida ou eliminada.

Os presentes compostos podem também ser utilizados num método de
tratamento de uma doenga no qual o agente patogénico em causa exiba resisténcia
a multiplas drogas, por exemplo formas de malaria (PIasmodiUm falciparum),
tuberculose, leishmaniose e disenteria amibica, resistentes a multiplas drogas.
Esse método compreende por exemplo, a administragdo de um dos presentes
compostos com (separadamente, simultaneamente ou sequencialmente) a droga
em relagdo a qual o agente patogénico em questdo exibe resisténcia a multiplas
drogas. O efeito terapéutico da droga pode assim ser aumentado.

Um paciente animal ou humano abrigando um tumor pode ser tratado da
resisténcia a um agente quimioterapéutico, por um método compreendendo a
administragdo de um dos presentes compostos. O presente composto €
administrado numa quantidade eficaz para potenciar a citotoxicidade do referido
agente quimioterapéutico. Exemplos de agentes quimioterapéuticos ou
antineoplasicos que sdo preferidos no contexto da presente invengéo incluem
alcaldides da Vinca tais como a vincristina e a vinblastina; antibitticos de
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antraciclina tais como daunorubicina e doxorubicina; mitoxantrona; actinomicina D;
taxanos, e.g. taxol; epipodofilotoxinas, e.g. etopoposido e plicamicina.

Adicionalmente, um paciente animal ou humano que sofra de uma doenca
na qual o agente patogénico responsavel exiba resisténcia a mdltiplas drogas,
pode ser tratado da resisténcia a um agente terapéutico por um método
compreendendo a administragdo de um dos presentes compostos.

Exemplos de tais doengas incluem formas de malaria (Plasmodium
falciparum), tuberculose, leishmaniose e disenteria amibica, resistentes a multiplas
drogas.

Os moduladores de MDR tém também utilidade na administragéo de drogas
através da barreira sanguinea cerebral e no tratamento da SIDA e do complexo
relacionado com a SIDA. Os presentes compostos podem portanto ser utilizados
num método para facilitar a administragéo de drogas através da barreira sanguinea
cerebral e para o tratamento da SIDA e do complexo relacionado com a SIDA. Um
paciente animal ou humano, necessitado desse tratamento, pode ser tratado por
um método compreendendo a administragdo de um dos presentes compostos.

Os presentes compostos podem ser administrados numa variedade de
formas de dosagem, por exemplo, oralmente tal como na forma de comprimidos,
capsulas, comprimidos revestidos com aglicar ou com uma pelicula, solugdes ou
suspensdes liquidas, ou parentericamente, por exemplo intramuscularmente,
intravenosamente ou subcutaneamente. Os presentes compostos podem portanto
ser administrados por injecgdo ou infuséo.

A dosagem depende de varios factores inciuindo a idade, peso e condi¢do
do paciente e da via de administragao. Tipicamente, no entanto, a dosagem
adoptada para cada via de administragao, quando um composto da invengéo é
administrado sozinho a humanos adultos, € de 0,001 a 50 mg/kg, mais
comummente na gama de 0,01 a 5 mg/kg, de peso corporal. Uma tal dosagem
pode ser administrada, por exemplo, de 1 a 5 vezes por dia por infusdo de uma sb
vez, infusdo ao longo de varias horas e/ou administragdo repetida.

Um derivado de piperazinadiona de formula (I) ou um sal derivado
farmaceuticamente aceitavel ¢ formulado para utilizagdo como composic&o
farmacéutica ou veterinaria, compreendendo também um velculo ou diluente
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farmaceuticamente ou veterinariamente aceitavel. As composigdes séo tipicamente
preparadas seguindo métodos convencionais e sdo administradas numa forma
farmaceuticamente ou veterinariamente aceitavel. E assim proporcionado um
agente para utilizagdo como modulador de resisténcia a multiplas drogas
compreendendo qualquer um dos presentes compostos.

Por exemplo, as formas orais sélidas podem conter, em conjunto com o
composto activo, diluentes tais como lactose, dextrose, sacarose, celulose, amido
de milho ou amido de batata; lubrificantes tais como silica, talco, acido estearico,
estearato de magnésio ou de calcio e/ou polietilenoglicois;, agentes ligantes tais
como amidos, gomas arabicas, gelatina, metilcelulose, carboximetilcelulose, ou
polivinilpirrolidona; agentes desintegrantes tais como amido, acido alginico,
alginatos ou glicolato de amido e sodio; misturas efervescentes; corantes,
edulcorantes; agentes humidificantes tais como lecitina, polisorbatos, laurilsulfatos.
Tais preparagdes podem ser manufacturadas de maneiras conhecidas, por
exemplo, por meio de processos de mistura, granulag@o, compressao, revestimento
com agUcar ou revestimento com peliculas.

As dispersdes liquidas para administragdo oral podem ser xaropes,
emulsdes e suspensdes. Os xaropes podem conter como veiculo, por exemplo,
sacarose ou sacarose com glicerol e/ou manitol e/ou sorbitol. Em particular, um
xarope para pacientes diabéticos pode conter como veiculos apenas produtos, por
exemplo sorbitol, que n&o sejam metabolizados em glucose ou que sejam apenas
metabolizados em glucose numa pequena quantidade. As suspensbes podem
conter como veiculo, por exemplo, uma goma natural, agar, alginato de sdédio,
pectina, metilcelulose, carboximetilcelulose ou poli(alcool vinilico).

As suspensdes ou solugbes para injecgbes intramusculares podem conter,
em conjunto com o composto activo, um veiculo farmaceuticamente aceitavel tal
como agua estéril, azeite, oleato de etilo, glicois tais como propilenoglicol e, se
desejado, uma quantidade adequada de cloridrato de lidocaina. Alguns dos
presentes compostos sdo insoluveis em agua. Esses compostos podem ser
encapsulados em lipossomas.

A invencdo sera ilustrada mais completamente nos Exemplos que se
seguem.
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Exemplo de Referéncia 1: 1-acetil-3-benzilideno-4-metil-2,5-piperazinadiona.

Tratou-se 1,4-diacetil-2,5-piperazinadiona (descrita por Marcuccio e Elix em
Aust. J. Chem., 1984, 37, 1791) (25,0 g, 126 mmol) a 130°C em DMF (200 ml), com
trietilamina (17,6 ml, 126 mmol) e benzaldeido (13,0 ml, 126 mmol). Ap6s 4 horas, a
mistura foi arrefecida até & temperatura ambiente e vertida em EtOAc (1000 mi) e
lavada 3 vezes com salmoura. Qualquer solido formado neste passo foi removido
por filtragdo. O filtrado foi seco (MgSO4) e o solvente foi removido em vacuo. O
residuo foi recristalizado em EtOAc:Hexano para dar 11,78 g (38%) de 1-acetil-3-
benzilideno-2,5-piperazinadiona. '

O composto anterior foi tratado com NaH e Mel em DMF: THF (1:5) a uma
temperatura de 0°C e deixado aquecer até a temperatura ambiente para dar o

composto do titulo com um rendimento de 57%.

Exemplo de Referéncia 2: Preparagdo de aminas H-R® por meio de nitrobenzeno

substituido.
OoN
+ HN
Br : NPh
2a 2b
OzN )
\Q/\N/\ o
K/NPh
2c
HaN
\Q/\N
(e

2.1
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Tratou-se 4-bromoetilnitrobenzeno (2a) com 1-fenilpiperazina (2b) na
presenca de K,CO3 em DMF a 80°C, durante 8 horas. O composto 2c foi obtido
com um rendimento de 58%. O composto 2c foi entdo reduzido por tratamento com
p6 de ferro e HCI concentrado em MeOH sob refluxo durante 3 horas. A amina
desejada 2.1 foi obtida com um rendimento de 40%.

Sequindo uma via de sintese analoga, mas usando quando necessario
4-bromoetilnitrobenzeno  ou  4-(3-bromopropil)nitrobenzeno  em vez de
4-(2-bromoetil)nitrobenzeno (2a) e substituindo a 4-fenilpiperazina (2b) pelo
composto apropriado de formula (VII), prepararam-se outras aminas H-R® tal como
mostrado na Tabela 1. As condigdes empregues em cada passo na preparagéo
destas outras aminas foram tal como descrito acima para a amina 2.1.

TABELA 1
Composto (V1) Composto VI Amina
H-R?
(N°)

em que m é:

OMe.
x

2 HC!.H@[OMO /O/\/N OMe
HNT NF

(22)

\ @
HN Pz
H;N

(23)

: ' |
Sud
/ X0 T
ﬂ HN

(25)
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/T \
1 HN NPh
\_/
OMe

1 L
HCLHN ZoMe

1 "O\—u:@
H

N /OMe .
3 |
HCLHN Z~0Me

OMe
$06
HaN

(2.10)

Exemplo de Referéncia 3: Preparacdo de aminas H-R® por meio de nitrilo

substituido.

OMe OMe
C@i Oil
HCLHN NC
OMe ~ AN OMe

3a

OMe
. __Ixx
HoNT OMe

3.1

3b
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Tratou-se cloridrato de 6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina (3a) com

cloroacetonitrilo na presenga de K,COs;, em acetonitrilo sob refluxo, durante 24

horas.
entdo

O composto 3b foi obtido com um rendimento de 92%. O composto 3b foi
tratado com LiAlH; em éter etilenoglicol-dimetilico a temperatura ambiente

durante a noite. A temperatura foi entdo elevada para 40°C e a reacgao continuou
durante 30 minutos. A amina desejada, 3.1, foi obtida com um rendimento de 98%.

Seguindo uma via de sintese analoga, mas modificando as condigbes do

primeiro passo, quando necessario e substituindo o composto 3a pelo composto
apropriado de férmula VII, prepararam-se as outras aminas H-R® listadas na

Tabela 2:
TABELA 2
Composto de férmula Condigdes do Amina H-R’ (N°)
Vil primeiro passo
/N K2C03 Nr_\NMe
N e CICH,CN, CH3CN N N
refluxo 20 h G2

KoCOs oM
M| CICH.CN N

HmmC@i . ENg oM
OMe

Refluxo 24 h
395
3. Amina 4.3
CO,H OMe
——-» N
BOCN BOCN
OMe
4c 4d
O
l\ll ‘ N OMe
HN
Z OMe
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O composto 4c foi tratado com 6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina
em CH.Cl, a 0°C, na presenca de iodeto de 2-cloro-1-metilpiridinio e de trietilamina.
A solugédo foi deixada aquecer até a temperatura ambiente durante a noite. O
composto 4d, que foi obtido com um rendimento de 93%, foi tratado com acido
trifluoroacético em diclorometano & temperatura ambiente, durante 30 minutos. 6]
composto 4e foi obtido com um rendimento de 10%, apds trituragdo com acetona.
O composto 4e foi tratado com LiAlHs em THF a 10°C e deixado durante a noite a
aquecer até a temperatura ambiente . 0 composto 4.3 foi obtido com um rendimento
de 75%.

Exemplo de Referéncia 5: Preparacéo de aldeidos de formula (1)

Método 1

Os aldeidos de formula llla listados na Tabela 3 abaixo foram preparados
por tratamento de acido 3-formilbenzoico com a amina H-R® apropriada (um
composto preparado num dos Exemplos de Referéncia 2 e 3) em CHyClz, na
presenga de iodeto de 2-cloro-1-metilpiridinio a 0°C. A mistura de reacgéo foi
deixada aquecer até a temperatura ambiente durante a noite.

(Segue Tabela 3)
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TABELA 3: Aldeidos de formula llla

O, @
OHC COR3

Aldeido n° R’ Amina H- R®
correspondente
6.1 CIK 2.2
—m’\)
6.2 — 2.1
,@/\)‘u"“‘
.
6.3 27
N |
| N
AT
6.5 e 3.5
_“H/\/"‘\/L/kw
Método 2

Os aldeidos de formula lllb listados na Tabela 4 abaixo foram preparados
por tratamento de cloreto de 4-formilbenzoilo com a amina H-R® apropriada em
CH,Cl,, na presenga de trietilamina a 0°C. No caso do aldeido 6,32, utilizou-se
4-carboxibenzaldeido em vez de cloreto de 4-formilbenzoilo e adicionalmente,
estava presente iodeto de 2-cloro-1-piridinio na mistura reaccional. A mistura de
reacgdo foi deixada aquecer até & temperatura ambiente durante a noite. Cada
amina era, ou um composto preparado num dos Exemplos de Referéncia 2 e 3, ou

um produto comercialmente disponivel.
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TABELA 4: Aldeidos de formula Ilib

oo
OHC (b))

Aldeido n° R’ Amina H- R® '
correspondente
6.7 2.2
Me
{
-.—WIG/\/N
6.8 3.2
N NMe
—NHT N\
6.9 3.1
x OMe
|
—~N Z NoMe
6.11 Produto comercial
CFy
—\ "‘G
*/@/\/‘u
6.13 Produto comercial
o]
_NH/\/N\ ;
6.14 Produto comercial
—NH N [o]
N/
6.15 2.7
. N Mo
A
.
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6.16 2.3
oA L
6.21 2.5
Swe
g
—NH
6.22 2.8
N
~—NH H
6.23 2.1
/\
NPh
o
—NH
6.24 2.6
/T N\
N NPh
—/
—NH
6.27 , 2.10
D/\/\(m
N
6.32 4.3
D CC
P

Exemplo 1: Preparacdo de compostos de férmula (1)

Por tratamento de 1-acetil-3-benzilideno-4-metil-2,5-piperazinadiona, como
descrito no Exemplo de Referéncia 1, com um aldeido preparado no Exemplo de
Referéncia 5 em DMF, na presenca de Cs>COs, a uma temperatura compreendida
entre 80 e 90°C, prepararam-se os compostos de formula | listados na Tabela 5:
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TABELA 5
Aldeido N° Composto de formuia |
6,7 9006
6,8 9007
6,9 9008
6,11 9049
6,1 9051
6,13 9053
6,14 9054
6,15 9064
6,16 9065
6,21 9080
6,2 9083
6,22 9096
6,23 9103
6,24 9104
6,3 9128
6,5 9136
6,27 9161
6,32 9200

Os compostos 9052, 9071, 9076, 9116, 9104, 9053, 9054, 9064 e 9051
foram convertidos, num passo final, nos seus sais cloridrato, fazendo borbulhar HCI
gasoso através de uma solugéo de cada um dos compostos em THF. (Para estes
compostos, foi utilizado o sal cloridrato em vez da base livre, no ensaio biologico
descrito no Exemplo 3).

Exemplo 2: Composicdo Farmacéutica
Os comprimidos, pesando cada um 0,15 g e contendo 25 mg de um
composto da invengéo, podem ser manufacturados como se segue:

Composicdo para 10000 comprimidos

composto da invengéo (250 g)
lactose (800 g)
amido de milho (415 g)
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p6 de talco (30 g)
estearato de magnésio (5 g)

Misturam-se o composto da invengdo, a lactose e metade do amido de
milho. A mistura é entdo forgada através de um crivo de 0,5 mm de dimenséo de
malha. Suspende-se amido de milho (10 g) em agua quente (90 ml). A pasta
resultante é utilizada para granular o p6. O granulado é seco e partido em
pequenos fragmentos num crivo de 1,4 mm de dimensédo de malha. A quantidade
remanescente de amido, talco e estearato de magnésio € adicionada,
cuidadosamente misturada e processada em comprimidos.

Exemplo 3: ensaio de compostos (1) como moduladores da MDR

Materiais e Métodos

Cultivaram-se a linha celular de carcinoma mamario de ratinho EMT6 e a
sub-linha AR 1,0 MDR resistente, em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal
de vitela e glutamina 2 mM a 37°C em 5% de CO2. As células foram passadas
entre 1 e 200 e 1 e 2000 no caso da linha celular progenitora e entre 1e 20 e 1 e
200 no caso da sub-linha MDR resistente, apos triptinizagao (0,25% de tripsina,
0,2 gI'", EDTA).

1. Ensaio de acumulagéo de droga
Semearam-se células AR 1,0 em placas opacas de cultura de 96 pogos

(Canberra Packard). O meio de ensaio continha uma mistura de Daunorubicina
tritiada (DNR), um agente citotdxico, um DNR ndo marcado (0,3 p Ci/ml; 2 pM). Os
compostos de formula | foram diluidos em série em meio de ensaio, numa gama de
concentragdes desde 5 nM a 100 puM. As células foram incubadas a 37°C durante
1 hora, antes da lavagem e determinagado da radioactividade associada as células.
Os resultados foram expressos como % de acumulagdo maxima em que 100% de
acumulagéo é a observada na presenca do RMA verapamil conhecido, a 100 puM.
Quando possivel foi determinado um I1Csp.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 6, seguinte.
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TABELA 6
ICs0 (M) Acumulagao

Composto N° Acumulagéo Max
9006 0,4
9007 30%
9008 3,0
9049 20%
9051 0,15
9053 50
9054 32%
9064 0,3
9065 6
9080 18%
9083 2
9096 20%
9103 20%
9104 5
9128 3 -
9136 0,9 -
9161 20%
9200 1,700

2. Potenciacdo da toxicidade da Doxorubicina

Os compostos de formula (1) foram examinados quanto a sua capacidade para
potenciar a toxicidade da doxorubicina em células AR 1,0. Em ensaios iniciais de
proliferagdo, os compostos foram titulados contra uma concentragdo fixa de
doxorubicina (0,86 pm), a qual por si s6 ndo é toxica para as células AR 1,0. Apos
uma incubagéo de quatro dias com doxorubicina, a proliferagéo foi medida usando
o ensaio colorimétrico com sulforrodamina B (Skehan et al.; J. Natl. Cancer Inst. 82
pag. 1107-1112 (1990)). Os resultados s&o aprescntados na Tabela 7.

Os compostos que demonstraram ser capazes de sensibilizar as células AR 1,0
para doxorubicina 0,86 uM sem uma toxicidade inata elevada, foram seleccionados
para estudo posterior. As células foram cultivadas durante quatro dias com um titulo
de doxorubicina (0,01 nm — 50 uM), na presenca de uma concentragao fixada de
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cada composto. A proliferagdo foi quantificada tal como descrito por Skehan et al.,
loc cit. O 1Csp (concentragdo requerida para reduzir a proliferagéo para 50% dos
controlos ndo tratados) para a doxorubicina sozinha e com cada composto, foi
derivado e utilizado para calcular o indice de potenciagéo (Pl):

ICso para Doxorubicina sozinha

! ICsq para Doxorubicina mais RMA
Os resultados sdo apresentados na Tabela 8:
TABELA7
Toxicidade do composto | Toxicidade com agente
Composto N° (ICsp uM) citotoxico
(ICs0 pM)
9006 2 0,04
9008 10 2,0
9049 2 0,2
9051 2 0,01
9053 40 4,0
9054 50 30
9064 2 0,01
9065 2 0,2
9083 3 0,1
9104 40 0,05
9128 10 2
9136 13 2
9200 13 0,8
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TABELA 8
Indices de Potenciagao
Composto N° Indice de Potenciagdo
(RMA a 1 pM)
9006 1000
9049 15
9051 2000
9064 750
9065 15
9104 17
9136 25

Exemplo 4: Caracterizacéo dos presentes compostos

Os compostos e sais preparados nos Exemplos anteriores foram caracterizados
por técnicas de espectroscopia de massa, microanaliticas e de RMN do protdo. Os
resultados s&o apresentados nas tabelas 9 e 10:

(Seguem Tabelas)
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REIVINDICACOES

1 - Piperazinadiona de formula geral (1):

em que R’ é seleccionado de entre:
- hidrogénio; e

- um grupo de férmula -COR® em que R® é um grupo de formula:

emquevélenéOoulemén,1,2ou 3, sendo pelo menos umde entrene m
outro que ndo 0, e R* e R®, em conjunto com o atomo de azoto ao qual estéo
ligados, formam um grupo heterociclico seleccionado de entre (1) a (4):

® @
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em que R® e R7, que s&o iguais ou diferentes, s&o H ou alcoxi C+-Cs ou R® e R’
formam em conjunto um grupo metilenodioxi; e Y € O ou -NR® em que R® & alquilo
C4-Cg ou um grupo fenilo opcionalmente substituido com CF3; e

R? & hidrogénio ou um grupo de formula —COR?, tal como definido acima, desde
que um de entre R' e R? seja hidrogénio e o outro néo seja hidrogénio; ou um sal
farmaceuticamente aceitavel seu derivado.

2 — Composto de acordo com a reivindicagdo 1 em que R & hidrogénio e R?
é um grupo de formula —COR?, tal como definido na reivindicagéo 1.

3 - Composto de acordo com a reivindicagéo 1 em que R? é hidrogénio e R’
& um grupo de formula —COR3, tal como definido na reivindicagéo 1.

4 - Composto de acordo com qualquer uma das reivindicages anteriores,
em que na formula (A),né0emé2,ouné emé0,1,20u3,ounéliemeéle
R* e R® formam, em conjunto com o atomo de azoto ao qual estdo ligados, um
grupo heterociclico seleccionado de entre 0s grupos de formulas: (1) em que Rée
R’ sdo ambos H ou ambos alcoxi C4-Cs, ou em conjunto formam um grupo
metilenodioxi; (2) em que Y & O ou -NR® em que R® & metilo, fenilo ou
trifluorometiifenilo; (3); e (4).

5 — Composto seleccionado de entre:

Cloridrato de N—(4-(4-fenil-1-piperaziniI)meti|feniI)-4-((3Z,62)-6-benzilideno-1-metil-
2 5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (91 04)

N-(2-(4-metil-1 -piperazinil)etil)-4-((3Z,6Z)-6-benzilideno-1-metil-2,5-d ioxo-3-
piperazinilideno)metilbenzamida (9007)

Cloridrato de I_\l_-(2-morfolinoetil)-4-((32,62)-6-benzilideno-1 -metil-2,5-dioxo-3-
piperazinilideno)metilbenzamida (9053)

Cloridrato  de _N-(4-morfoIinofenil)—4-((3Z,62)—6-benzi|ideno—1-metil-2,5-dioxo-3—
piperazinilideno)metilbenzamida (9054)

N-(4-(2-(1,2,3,4-tetra-hid ro-ﬁ-carbolin-2-i|)etil)feniI)-4-((32,62)-6-benzilideno-1 -metil-
2 5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9080)
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N-(4-(1,2,3,4-tetra-hidro-B-carbolin-2-il)metilfenil)-4-((3Z,6 Z)-6-benzilideno-1-metil-
2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9096)

N-(4-(2-(4-fenil-1-piperazinil)etil Jfenil)}-4-((3Z,6Z)-6-benzilideno-1-metil-2,5-dioxo-3-
piperazinilideno)metilbenzamida (9103)

N-(4-(2-(1,2,3,4-tetra-hidro-2-isoquinolil)etil)fenil)-4-((3Z,6 Z)-6-benzilideno-1-metil-
2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9065)

N-(4-(2-(4-(3-trifluorometilfenil)-1-piperazinil)etil)fenil)-4-((3Z2,6 2)-6-benzilideno-1-
metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9049)

N-(4-(2-(6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidro-2-isoquinolil)etil)fenil }-4-((3Z,6 2)-6-
benzilideno-1-metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9006)

N-(2-(6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidro-2-isoquinolil)etil}-4-((3Z,6Z)-6-benzilideno-1-
metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9008)

Cloridrato de N-(4-(6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidro-2-isoquinolil)metilfenil }-4-
((3Z,62)-6-benzilideno-1-metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9064)

Cloridrato de  N-(4-(2-(6,7-dimetoxi-1,2,3 4-tetra-hidro-2-isoquinoilil)etil)fenil)-3-
((3Z,62)-6-benzilideno-1-metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9051)

N-(4-(6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidro-2-isoquinolil)metilfenil)-3-((3Z,6 Z)-6-
benzilideno-1-metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9128)

N-(2-(6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidro-2-isoquinolil)etil)-3-((3Z,6 Z)-6-benzilideno-1-
metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9136)

N-(4-(2-(4-fenil-1-piperazinil)etil)fenil)-3-((3Z,6Z)-6-benzilideno-1-metil-2,5-dioxo-3-
piperazinilideno)metilbenzamida (9083)

Cloridrato de N-(4-(3-(6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidro-2-isoquinolil)propil yfenil)-3-
((32,62)-6-benzilideno-1-metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzamida (9161)
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1-(4-((3Z,6Z)-6-benzilideno-1 -metil-2,5-dioxo-3-piperazinilideno)metilbenzoil)-4-(6,7-
dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolil)metilpiperidina (9200),

e os seus sais farmaceuticamente aceitaveis

6 — Composigdo farmacéutica ou veterinaria que compreende um veiculo ou
diluente farmaceuticamente ou veterinariamente aceitavel e, como principio activo,
um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagbes anteriores.

7 — Processo para a produgdo de um composto tal como definido na
reivindicagdo 1, processo esse que compreende o tratamento de 1-acetil-3-
benzilideno-4-metil-2,5-piperazinadiona, com um aldeido de férmula (11):

R1
OHC/@RZ | ()

emqueR'e R2 s3o tal como definidos na reivindicagdo 1, num solvente organico
na presenca de uma base; e, se desejado, a conversdo do composto resultante
num sal seu derivado farmaceuticamente aceitavel.

8 — Composto de acordo com o definido em qualquer uma das reivindicagées
1 a 6, para utilizagdo como modulador na resisténcia a multiplas drogas.

9 — Utilizagdo de um composto de acordo com 0 definido em qualquer uma

das reivindicagées 1 a 6, na manufactura de um medicamento para utilizagdo como
modulador na resisténcia a multiplas drogas.
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