INPI

(HSTITUTO INACIONAL
DA PROPRIEDALE

(11) Nimero de Publicacio: PT 809635 E

(51) Classificagao Internacional: (Ed. 6 )

C07D241/44 A A61K031/495 B

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(22) Data de deposito: 1996.01.24

(30) Prioridade: 1995.02.16 US 389525

(43) Data de publicagao do pedido:
1997.12.03

(45) Data e BPI da concessao:
2001.10.04

(73) Titular(es):
WARNER-LAMBERT COMPANY
201 TABOR ROAD, MORRIS PLAINS NEW JERSEY 07950

(72) Inventor(es):

KEVIN KA-WANG WANG
PO-WAI YUEN

(74) Mandatario(s):
PEDRO DA SILVA ALVES MOREIRA
RUA DO PATROCINIO, 94 1350 LISBOA

us

us
us

PT

(54) Epigrafe: HIDRAZINAS ALFA-SUBSTITUIDAS COM ACTIVIDADE INIBIDORA DE CALPAINA

(57) Resumo:

HIDRAZINAS ALFA-SUBSTITUIDAS COM ACTIVIDADE INIBIDORA DE
CALPAINA




DESCRICAO

"HIDRAZIDAS «-SUBSTITUIDAS COM ACTIVIDADE INIBIDORA DE
caLPAINA"

ANTECEDENTES DA INVENGAO

A protease dependente de cdlcio (caplaina) existe na maior
parte dos tipos de células de mamiferos. Esta enzima tem duas
isoformas que diferem quanto & sua sensibilidade a ides c&lcio
(calpaina I e calpaina II) (ver Murachi T., Biochem. Int. 1989;
18:263-264). A calpaina reside no citossol das células e &
activada por ca2* a pH fisiolégico. A sua actividade
proteolitica parecer ser selectiva contra certas proteinas alvo,
tais como componentes do citoesqueleto e enzimas dependentes de
calmodulina. Até a data, nao estdo descritos inibidores de
calpaina com afinidade elevada, selectivos, ndo-peptidicos (ver

Wang K. K. W., Trends Pharmacol. Sci. 1990; 11:139-142).

A excitagao excessiva por um glutamato neurotransmissor
pode conduzir a morte de células nervosas (neurénios) e
neurodegeneragdo (ver Meldrum B., Garthwaite J., Trends
Pharmacol. Sci., Special Report 1991, 1991:54-62). Cré-se que o
efeito t6xico do glutamato resulta da sobreactivagdo dos seus
receptores alvo de glutamato (e.g., em patologias isquémicas ou
derrame). Esta por seu turno produz um influxo de ido cédlcio
(Ca2*) para os neurénios. O aumento do nivel de Ca2* celular
despoleta a activagao da calpaina. A calpaina provoca entdo a
degradagdo de proteinas citoesqueléticas tais como espectrina,
que se cré perturbar as fungdes celulares normais, e leva
eventualmente a morte celular (Siman R., Noszek J. C., Kegerise
C., J. Neurosciences 1989; 9:1579-1590). A inibigdo de produtos
secundarios de calpaina abrangida pela presente invencao
minimiza a lesdo celular e portanto impede a neurodegeneragao.



pemonstrou-se que varios inibidores nio-selectivos de calpaina
siao neuroprotectores em varios modelos de isquémia (arai A.,
Kessler M., Lee K.S., Lynch G., Brain Res. 1990; 532:63-68).

0 processamento andémalo de proteinas esta implicado na
doenca de Alzheimer e a calpaina e véarias das suas proteinas
alvo incluindo a proteina precursora de amiléides e a proteina
tau foram identificadas como OS principais componentes dos
agregados neurofibrilares da doenga de Alzheimer (Holtzman D.
M., Mobley W. C., Trends Biochem. Sci. 1991; 16:140-144; Iwamoto
N., Thangnipon W., crawford C., Emson P. C., Brain Res.
1991:177-180) em regides afectadas do cérebro. Também se
verificou que a proteina precursora de amiléides €& sensivel a
digestdo por calpaina (Siman R., et al., J. Neuroscience 1990;
10:2400-2411). E concebivel que uma actividade defeituosa de
calpaina possa levar ao processamento anémalo da sua proteina
alvo. O argumento € que a inibigao de produtos secundéirios da
calpaina abrangida pela presente 1invengao proporcionara
vantagens terapéuticas a doentes com doenga de Alzheimer.

A catarata ¢é uma opacidade gue ocorre na lente em
resultado de uma variedade de lesbes na lente (Shearer T. R.,
pavid L. L., Anderson R. S., Current Eye Res. 1987; 6:280-300).
Num modelo experimental em que a catarata é induzida por um
excesso de selenito de sédio (catarata de selenito), demonstrou-
se que a lente apresenta aumento de cédlcio e proteinas
insoliveis em dgua. Também se encontra calpaina em concentragao
elevada no epitélio cérneo da lente. Na catarata de selenito,
demonstrou-se que as proteinas da lente tais como a-, fB-
cristalinas, e proteinas citoesqueléticas foram degradadas
durante a formagao da catarata (Marcantonio J. M., Duncan G.,
Biochem. Soc. Trans. 1991; 19:1148-1150). Demonstrou-se que O
inibidor de cisteino protease E64, que inibe a calpaina, reduz a
taxa de formagao de cataratas em animais integrais (Azuma, M.,
pavid L. L., Shearer T. R., Current Eye Res. 1991; 10:657-666).
Os inibidores de calpaina tais como Os COMPOStos abrangidos pela



presente invengao podem ter utilidade na retardagdc da formagao
de cataratas.

Demonstrou-se que o nivel de célcio intracelular aumenta
apés uma lesao traumdtica do cérebro ou da medula espinal (Banik
N. L., Hogan E. L., Whetstine L. J., Balentine J. D., 1984;
1:131-137). Cré-se que a sobreactivagao de calpaina desempenha
um papel no processo degenerativo que ocorre ap6és a lesao,
semelhante ao da toxicidade dos amino é&cidos excitatérios no
cérebro (Taft W. C., Lyeth B. G., Dixon C. E., Hayes R. L., Soc.
Neurosciences 1991:164, Abstr. 17). Também existem provas da
degradagao da proteina mielina que pode provocar
neurodegeneragao (Banik N., McAlhaney W. W., Hogan E. L., J.
Neurochemistry 1985;45:581-588). Os inibidores de calpaina da
presente invengao podem minimizar a degeneragao observada.

0 enfarte do miocardio isquémico é um resultado do
blogueamento da alimentagao de sangue aos vasos COronarios. Foi
descrito que se observou a activagao de calpaina nos miocitos
cardiacos durante estes estados (Iizuka K., Kawaguchi H., Yasuda
H., Biochemical Medicine and Metabolic Biology 1991; 46:427-
431). Verificou-se que a reperfusdo coronaria de inibidor de
cisteino protease E64c apés enfarte agudo do miocérdio em caes
reduzia significativamente o tamanho do enfarte (Toda G.,
Matsushita S., Kuramoto L., et al., Jap. Heart J. 1989; 30:375-
386). Mais uma vez, OS inibidores de calpaina da presente

invengdo podem proporcionar vantagens terapéuticas.

A angioplastia corondaria percutdnea transluminal &
actualmente um procedimento médico largamente aceite para
expandir o diametro interno da artéria blogqueada em doentes com
doenga aterosclerética das artérias corondrias. Contudo, a taxa
de sucesso deste procedimento é ensombrada pelo reestreitamento
espontdneo, lento das artérias (restenose) (McBride W., Lange R.
A., Hillis L. D., New Eng. J. Med. 1988; 318:1734-1737).
Recentemente, demonstrou-se o controlo da proliferagado e



migragao das células do misculo liso para a camada neointima do
vaso sanguineo por inibidores de calpaina I e outros inibidores
de cisteino proteases (March K. L., Roeske R., Hathaway D. R.,
Clin. Res. 1990; 38:234A). Demonstrou-se adicionalmente que
estes agentes podem inibir a restenose (Wilensky R. L., March K.
L., Hathaway D. R., J. Amer. Coll. Cardiol. 1991; 17:268A). Uma
vez que os compostos desta invengdo também sdo inibidores de
calpaina, devem ser Gteis na redugdo da restenose angiopléstica.

Encontra-se calpaina no liquido sinovial (articular) da
articulagdo do joelho. De facto, verificou-se que tanto a
calpaina I como a calpaina II no liquido sinovial aumentam
varias vezes em doentes com artrite reumatéide (Fukui I., Tanaka
K., Murachi T., Biochem. Biophys. Res. Commun. 1989; 162:559-
566). Também se verificou que um proteoglicano principal
componente da cartilagem é um substrato de calpaina (Suzuki K.,
et al., Biochem. J. 1992;285:857-862). Cré-se que a
sobreactivagdo da calpaina tem um efeito lesionante sobre a
articulagao e sobre o préprio processo inflamatério. A inibicdo
da actividade da calpaina por compostos da presente invengao
pode proporcionar vantagens a doentes que sofrem dessa
inflamagdo.

A perturbagao da regulagao da concentragdo de cé&lcio
intracelular foi descrita na distrofia muscular, tal como a
distrofia muscular de Duchenne (DMD) e apés a desnervagao
muscular. Verificou-se que o0s niveis de c&lcio intracelular em
murganhos com distrofia muscular era significativamente
aumentado resultando numa degradagdo acrescida de proteinas.
Muitas proteinas miofibrilares (tais como miosina, Troponina I e
T) sao de facto bons substratos para a calpaina (Sugita H.,
Tshiura S., Kamakura K., Nakase H., Hagiwara K., Nonaka I., In:
Calcium Regulation in Biological Systems, (Ebashi S., Endo M.,
Imahori K., Kakiuchi S., Nishizuka Y., eds., Academic Press,
1984:243-257) e a concentragao de calpaina II era mais elevada
no misculo esquelético distréfico em animais (Johnson P., Hammer



J. L., Int. J. Biochem. 1988; 20:1227-30). Consequentemente, &
concebivel que a sobreactivagdo de calpaina desempenhe um papel
importante na degradagdo anémala de miofibras. Os inibidores de
calpaina descritos nesta invengdo serdo idteis para o tratamento
de doengas degenerativas musculares tais como distrofia muscular
ou desnervagao do misculo.

A formagdo de codgulos sanguineos (trombos) € um resultado
da agregagdo de plaquetas. Quando as plaquetas sdo estimuladas
por trombina ou plasmina, ocorrem dois acontecimentos chave que
levam a agregagdo de plaquetas (Puri R. N., et al., Am. J.
Physiol. 1990; 259:C862): 1) a agregina de receptores de ADP
putativa é proteolizada e 2) os receptores de fibrinogénio ficam
expostos a superficie das plaquetas. A agregina foi hidrolizada
in vitro por calpaina mas ndo por trombina. Verificou-se
adicionalmente que a trombina aumentou os niveis de calcio
intracelular em plaquetas activando assim a calpaina que
hidrolizou entdo a agregina. A calpaina também pareceu modificar
a estrutura membranar das plaquetas expondo assim os receptores
de fribrinogénio latentes (Baldassare J. J., et al., J. Biol.
Chem. 1985; 260:10531-10535). Isto permite que o fibrinogénio se
ligue as plaquetas gue conduz a agregagao de plaquetas.
Demonstrou-se que os inibidores de calpaina Phe-Gln-Val-Val-
Cys(3-nitro-2-tiopiridino)-Gly-NH2 e quininogénio de peso
molecular elevado bloqueiam a degradagdo de agregina e a
agregacao de plaquetas (Puri N., et al., Am. J. Physiol. 1990;
259:C0862; Puri R. N., et al., Blood 1991; 77:500-507). Assim, os
inibidores de calpaina descritos nesta patente devem ser

inibidores eficazes da agregagao de plaqguetas.

Provas crescentes sugerem que a activagdo excessiva da
proteasc calpaina dependente de calt pode desempenhar um papel
numa diversidade de patologias: isquémia cerebral, cataratas,
isquémia do miocardio, distrofia muscular, e agregagao de
plaquetas (Wang, K. K. K., et al., TIPS 1994; 15:412-419).



Os resultados demonstram que o efeito neuroprotector de um
inibidor de calpaina penetrador nas células quando administrado
sistemicamente e portanto direccionado para mecanismos
intracelulares, activados por cdlcio tais como protedlise & uma
estratégia terapéutica viavel para 1limitagdao da lesao
neurolégica ap6és isquémia (Hong S.-C., et al., Stroke 199%4;
25:663-669).

Uma série de estudos demonstrou que um inibidor potente de
calpaina, AK275, aplicado directamente nas superficies de
neocortex isquémico pode reduzir de forma dramidtica e inequivoca
o tamanho do enfarte esperado (Bartus R. T., et al., J. Cereb.
Blood Flow Metab. 1994; 14:537-577).

0 pedido de patente dos Estados Unidos co-pendente com o

Ndamero de Série 08/132.624 depositado em 21 de Maio de 1993,
descreve uma série de &dcidos a-mercaptoacrilicos como possuindo

actividade inibidora potente de calpaina. Este pedido é aqui
dado como incorporado por citagao.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengdo proporciona uma série de hidrazidas
substituidas de Férmula

0

W B RI.*J\/ :

os seus tautémeros ou isémeros e os seus sais de adigao de base
ou de 4cido farmaceuticamente aceitéveis em que R, R1, R2, A e X

estio descritos adiante.



Estes ndo-péptidos selectivos inibem tanto a calpaina I
como a calpaina II e sdo inibidores irreversiveis de sitios

activos.

A presente invengdo também inclui composigdes
farmacéuticas compreendendo uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um ou mais compostos de Férmula I conjuntamente com um
veiculo farmaceuticamente aceitédvel na forma de dosagem
unitéria.

A presente invengdo inclui métodos para utilizagao dos
compostos de Férmula I para a preparagao de composigdes
farmacéuticas para o tratamento de doengas neurodegenerativas
incluindo doengas cerebrovasculares bem como para O tratamento
de lesdes traumaticas do cérebro, lesdes da medula espinal e/ou
dos nervos periféricos, enfarte cardiaco, catarata, inflamagéao,
restenose, distrofia muscular, e agregagao de plaquetas.

A presente invengdo também inclui um método para a
preparagao de composigdes farmacéuticas para o tratamento de
patologias que respondem ao bloqueamento de uma ou ambas a
calpaina I e calpaina II compreendendo a administragdao a um
mamifero, incluindo um ser humano, dela necessitado de uma
quantidade terapeuticamente eficaz da composigdo acima referida.

A invengdo também inclui métodos para a preparagao de
composigbées farmacéuticas para o tratamento de derrame,
isquémica cerebral, enfarte cerebral, vasospasmo cerebral,
hipoglicémia, paragem cardiaca, doenga de Alzheimer, leséao
traumidtica do cérebro, lesdo da medula espinal e/ou dos nervos
periféricos, enfarte cardiaco, catarata, inflamagdo, restenose,

distrofia muscular, e agregagao de plaqguetas.

A invencdo inclui adicionalmente processos para a
preparagao de compostos de Férmula I.



DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

Os compostos da presente invengao sao inibidores nao-

peptidicos selectivos de calpaina.

As hidrazidas a-substituidas da presente invengao s&do as

de FOrmula

0

o n o

0s seus tautdmeros e isémeros e um seu sal farmaceuticamente

aceitével em que

A & Cy-C¢ alquilo ou em que n € um nimero inteiro desde

0 até 3;

Rl e R3 sao cada um independentemente

hidrogénio

C1-Ce alquilo (que pode ser nao-substituido ou substituido
por um ou mais de halogéneo, hidroxilo, amino ou Ci-Cg
alquiloxi), C2-Ce¢ alcenilo, C2-C¢ alcinilo, arilo, que é&
ndo-substituido ou substituido por um ou mais de
halogéneo, nitro, C1-C¢ alquilo (que pode ser ndo-
substituido ou substituido por um ou mais de halogéneo,
hidroxilo, amino ou C1-C¢ alquiloxi),

C1-C¢ alquiloxi, Cj-Cg¢ alquiltio ou hidroxilo, fenilo,

naftilo, e bifenilo),



——

heteroarilo, que é um grupo monociclico com 5 ou 6
membros, biciclico ou triciclico, contendo pelo menos um
até quatro heterodtomos no anel se for monociclico ou em
pelo menos um dos anéis, se for biciclico ou triciclico
fundido,
arilaquilo, em que arilo e alquilo s&do como definidos
acima,
arilalcenilo, em que arilo e alcenilo sao como definidos
acima,
arilalcinilo, em que arilo e alcinilo sao como definidos
acima,
heteroarilalquilo, em que heteroarilo e alquilo sao como
definidos acima,
heteroarilalcenilo, em que heteroarilo e alcenilo sao como
definidos acima,
heteroarilalcinilo, em que heteroarilo e alcinilo sao como
definidos acima;

R2 e R4 sdo cada um independentemente
hidrogénio,
halogéneo,
hidroxilo,
C1-Cg alquilo (que pode ser ndo-substituido ou substituido
por um ou mais de halogéneo, hidroxilo, amino ou C1-Cg
alquiloxi, em que alquilo & como definido acima), amino,
nitro, ciano, e
COOR5 em que R5 & hidrogénio, C1-Ce alquilo, ou arilo tal
como definido acima;

R é hidrogénio,
C1-C¢ alquilo tal como definido acima, ou
arilo tal como definidos acima; e

X é halogéneo,
C1-Cg alquiloxi tal como definido acima, on 02CRe em que
Rg ¢é hidrogénio, C1-Cg alquilo, ou arilo tal como

definidos acima.



0Os compostos preferidos da invengao sao os de Férmula I em
que

R] e R3 sao cada um independentemente hidrogénio;

R e R4 sao cada um independentemente seleccionados de
hidrogénio, halogéneo, hidroxilo, e COORs em gue R5 €
hidrogénio, Ci-C¢ alquilo tal como definido acima, ou
arilo tal como definido acimaj;

R é hidrogénio ou C]1-C¢ alquilo tal como definido acima; e

X é halogéneo, ou 02CRg em que Ré é hidrogénio, C1-Ce¢ alquilo
tal como definido acima, ou arilo, tal como definido

acima.

Os compostos mais preferidos da invengao sdo os de Férmula
I em gue
R, R1 e R2 sao hidrogénio;
A é metilo, fenilo, ou 4-clorofenilo; e
X é cloro ou bromo.

Os compostos ainda mais preferidos da invengao séo os de
Formula I e seleccionados de
(4—metil—3-oxo—3,4—dihidro—1H-quinoxa1in-2—ilideno)—
hidrazida do &cido 2-cloro-acético;
(3—oxo—4-feni1-3,4-dihidro-1H—quinoxa1in—2-ilideno)-
hidrazida do &cido 2-bromo-acético;
[4—(4-cloro—feni1)—3-oxo—3,4—dihidro—lH-quinoxalin—Z—
ilideno]-hidrazida do &cido 2-cloro-acético; e
(3—oxo-4—fenil-3,4-dihidro—1H—quinoxalin-2-ilideno)-

hidrazida do &cido 2-cloro-acético.

Os grupos C1-Ce alquilo contemplados na presente invengao
tais como alquilo per se, aminoalquilo, arilalquilo,
heterocicloalquilo sdo tanto de cadeia de atomos de carbono

linar como ramificada.

C1-Cg alquilo significa uma cadeia linear ou uma cadeia

ramificada com desde um até seis atomos de carbono incluindo mas

10



ndo limitado a metilo, etilo, propilo, n-propilo, butilo, 2-
butilo, isobutilo, pentilo, hexilo, n-hexilo, e outros
semelhantes. Os grupos alquilo podem ser n&o-substituidos ou
substituidos por um ou mais substituintes seleccionados de:
halogéneo, amino e C1-¢ alquiloxi.

C2-Cg alcenilo significa um grupo com desde dois até seis
atomos de carbono, contendo pelo menos uma ligagdo dupla. Estes
sdo, por exemplo, mas ndo limitados a etileno, 1,2- ou 2,3-
propileno, 1,2-, 2,3-, ou 3,4-butileno, 1,2-, 2,3~, 3,4- ou 4,5-

pentileno, ou hexileno, ou os seus isémeros.

C2-Cg alcinilo significa um grupo com desde dois até seis
atomos de carbono, contendo pelo menos uma ligagdo tripla. Estes
sdo, por exemplo, mas nado limitados a etinilo, 2,3-propinilo ou

3,4~butinilo, ou os seus isémeros.

Cicloalquilo significa um anel saturado com desde trés até
cerca de seis ou sete atomos de carbono. Esses grupos incluem
mas ndo estdo limitados a ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclohexilo que sao ndo substituidos ou
substituidos por um ou mais substituintes seleccionados de:

halogéneo, alcoxi, alquilo, ou hidroxilo.

Cicloalcenilo significa um anel insaturado com desde
quatro até seis &atomos de carbono contendo uma ou duas ligagles
duplas carbono-carbono.

Heterociclo significa um grupo monociclico com 5 ou 6
membros, biciclico ou triciclico, contendo pelo menos um até
quatro heterodtomos num anel se for monociclico ou em pelo menos
um dos anéis, se for biciclico ou triciclico fundido. Os
heterodtomos sdo azoto, oxigénio, ou enxofre ou uma sua
combinagdo, quando possivel. Esses heterociclos incluem tienilo,
benzotienilo, furanilo, benzofuranilo, pirazinilo, pirazolilo,
piridazinilo, piridilo, pirimidinilo, pirrolilo, isotiazolilo,

11



tiazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, triazolilo, tetrazolilo,
imidazolilo, tiadiazolilo, benzotiadiazolilo, oxadiazolilo,
benzotiazolilo, indolilo, carbazolilo, quinolinilo,

isoquinolinilo, ou os seus N-6xidos.

0 termo arilo inclui fenilo, naftilo, e bifenilo
substituidos ou ndo-substituidos. Os substituintes incluem um ou
mais seleccionados de: halogéneo, nitro, Ci-Ce¢ alquilo, Ci-Ce
alquiloxi, C3-Ce¢ alquiltio, hidroxilo, ou outros tal como

especificado acima.
0 termo halogéneo inclui fldor, cloro, bromo, e iodo.

Grupos protectores bem conhecidos e a sua introdugao e
remogao podem ser utilizados de acordo com a arte e estéo
descritos, por exemplo, em McOmie J. F. W., Protective Groups in
Organic Chemistry, Plenum Press, London, New York (1973), e
Greene T. W., Wuts P. G. M., Protective Groups in Organic
Synthesis, Second Edition, Wiley, New York (1991).

0Os compostos da presente invengdo podem conter atomos de
carbono assimétricos. A presente invengac também pode incluir os
diastereémeros e enantiémeros individuais, que podem ser
preparados ou isolados por métodos conhecidos pelos
especialistas na matéria.

Compostos seleccionados da presente invengao também podem
existir como formas anti e sin e também estdo reivindicados na
presente invengao. Compostos seleccionados também podem existir
como is6émeros com ligagdo dupla E e Z. Ambas as formas estao
incluidas na presente invengao.

0s compostos da presente invengdo também podem existir em
formas tautoméricas.

12



Qualquer racemato resultante pode ser resolvido nos
antipodas Opticos por métodos conhecidos, por exemplo por
separacdo dos seus sais diastereoméricos, com uma amina
opticamente activa, e libertagac do composto acido opticamente
activo por tratamento com um 4cido. Os compostos racémicos da
presente invencdo podem ser assim ser resolvidos nos seus
antipodas 6pticos e.g., por cristalizagao fraccionada a partir
de d- ou l-o-metil-benzilamina, brucina. quinidina, ou sais de

quinina.

Pode utilizar-se métodos adicionais para a resolugao de
isémeros 6pticos, conhecidos pelos especialistas na arte, por
exemplo os discutidos por J. Jaques, A. Collet, e S. Wilen em
Enantiomers, Racemates, and Resolutions, John Wiley and Sonms,
New York (1981).

Os sais farmaceuticamente aceitéveis dos compostos de
Férmula I também estdo incluidos como parte da presente

invengéao.

Os sais de bases podem ser produzidos a partir de
compostos de F6rmula I com um equivalente de uma base adequada,
nao-t6xica, farmaceuticamente aceitavel seguida por evaporagao
da reacgdo do solvente utilizado e recristalizagdo do sal, se
necessario. Os compostos de Férmula I podem ser recuperados do
sal de base por reacgdo do sal com uma solugdo aquosa de um
dcido adequado tal como 4&cido bromidrico, cloridrico, ou
acético.

Bases adequadas para a formagdo de sais de bases dos
compostos desta invengdo incluem aminas tais como trietilamina
ou dibutilamina, ou bases de metais alcalinos e bases de metais
alcalino-terrosos. Hidréxidos de metais alcalinos e hidréxidos
de metais alcalino-terrosos preferidos como formadores de sais
sio os hidréxidos de 1litio, sédio, potédssio, magnésio, ou
cdlcio. A classe de bases adequada para a formagdo de sais nao-
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t6xicos, farmaceuticamente aceitdveis é bem conhecida pelos
praticantes das artes de formulagao farmacéutica. Ver, por
exemplo, Berge S. N., et al., J. Pharm. Sci. 1977; 66:1-19.

Acidos adequados para a formagdo de sais de &acido dos
compostos desta invengdo contendo um grupo bdsico incluem, mas
nao estao necessariamente limitados aos &cidos acético,
benzéico, benzenossulfénico, tartdrico, bromidrico, cloridrico,
citrico, fumdrico, glucénico, glucurénico, glutdmico, lactico,
madlico, maleico, metanossulfénico, paméico, salicilico,
estedrico, succinico, sulfirico, e tartdrico. Os sais de adigao
de dcido sdo formados por procedimentos bem conhecidos na arte.

Além disso, os compostos desta invengdo podem existir
tanto em formas nao-solvatadas como solvatadas com solventes
farmaceuticamente aceitéveis tais como &gua, etanol, e outros
semelhantes. Em geral, as formas solvatadas sdo consideradas
equivalentes as formas nado-solvatadas para efeitos da presente
invengao.

Os compostos da presente invengao podem ser administrados
numa grande variedade de formas de dosagem orais e parentéricas.
Sserd evidente para os especialistas na arte que as seguintes
formas de dosagem podem compreender como componente activo, ou
um composto de Férmula I ou um correspondente sal
farmaceuticamente aceitédvel de um composto de Férmula I.

Para a preparag¢do de composigdes farmacéuticas dos
compostos da presente invengdo, os veiculos farmaceuticamente
aceitdveis podem ser soélidos ou liquidos. As preparagbes na
forma so6lida incluem pés, comprimidos, pilulas, céapsulas,
"cachets", supositérios, e granulos dispersdveis. Um veiculo
s6lido pode ser uma ou mais substdncias que também podem actuar
como diluentes, agentes aromatizantes, solubilizantes,
lubrificantes, agentes de suspensado, aglutinantes, conservantes,
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agentes de desintegragao de comprimidos, ou um material
encapsulante.

Nos p6s, o veiculo & um s6lido finamente dividido que se
encontra em mistura com o componente activo finamente dividido.

Em comprimidos, o componente activo é misturado com
adjuvantes com as necessarias propriedades aglutinantes em
proporgdes adequadas e compactado na forma e tamanho desejados.

Os pés e comprimidos preferencialmente contém desde 5% ou
10% até cerca de 70% do composto activo. Os veiculos adequados
sao carbonato de magnésio, estearato de magnésio, talco, agicar,
lactose, pectina, dextrina, amido, gelatina, tragacanta,
metilcelulose, carboximetilcelulose de s6dio, uma cera de baixo
ponto de fusao, manteiga de cacau, e outros semelhantes. O termo
"preparagdo" pretende incluir a formulagdao do composto activo
com um material encapsulante como um veiculo proporcionando uma
capsula em que o componente activo, com ou sem veiculos, esté
rodeado por um veiculo, que estd assim em associagdo com ele.
Analogamente, estdo incluidos "cachets"™ e pastilhas. Os
comprimidos, pé6és, cépsulas, pilulas, "cachets", e pastilhas
podem ser utilizados como formas de dosagem sé6lidas adequadas
para administragao oral.

Para a preparacgao de supositérios, primeiro funde-se uma
cera de baixo ponto de fusdo, tal como uma mistura de glicéridos
gordos ou manteiga de cacau, e o componente activo é nela
disperso homogeneamente, tal como por agitagao. A mistura
homogénea fundida €é entdo vertida em moldes de tamanho
conveniente, deixada arrefecer, e assim solidifica.

As preparagbées na forma liquida incluem solugdes,

suspensdes, e emulsdes, por exemplo, solugdes em 4gua ou &gua e

propileno glicol. Por exemplo, as preparagdes liquidas para
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injecgao parentérica podem ser formuladas em solugdo, tal como,
em solucao aquosa de polietileno glicol.

As solucdes aquosas adequadas para utilizagao oral podem
ser preparadas por dissolugao do componente activo em &agua e
adicdo de corantes, aromatizantes, estabilizantes, e agentes
espessantes, consoante desejado.

As suspensdes aquosas adequadas para utilizagdo oral podem
ser preparadas por dispersado do componente activo finamente
dividido em &dgua com material viscoso, tal como gomas naturais
ou sintéticas, resinas, metilcelulose, carboximetilcelulose de
s6dio, e outros agentes de suspensido bem conhecidos.

Também estdo incluidas preparagbes na forma s6lida que se
destinam a ser convertidas, pouco antes da utilizagao, em
preparagbes na forma liquida para administragdo oral. Essas
formas liquidas incluem solugdes, suspensdOes, e emulsOes. Estas
preparagdes podem conter, para além do componente activo,
corantes, aromatizantes, estabilizantes, tampdes, edulcorantes
naturais e artificiais, dispersantes, espessantes, agentes
solubilizantes, e outros semelhantes.

A preparagdo farmacéutica estd preferencialmente na forma
de dosagem unitdria. Nessa forma, a preparagao & subdividida em
doses unitdrias contendo quantidades apropriadas do componente
activo. A forma de dosagem unitdria podem ser uma preparagao
embalada, contendo a embalagem quantidades discretas de
preparagdo, tais como comprimidos, céapsulas ou pés embalados em
frascos ou ampolas. Além disso, a forma de dosagem unitaria pode
ser uma capsula, comprimido, "cachet", ou pastilha propriamente
dita, ou pode ser o ndmero apropriado de qualquer destas na

forma embalada.

A quantidade de componente activo numa preparagao de dose
unitdria pode ser variada ou ajustada desde 0,1 mg até 1000 mg,
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preferencialmente 10 mg até 100 mg de acordo com a aplicagdo
particular e a poténcia do componente activo. A composigdo pode,
se desejado, conter também outros agentes terapéuticos

compativeis.

Os compostos da presente invengao apresentam propriedades
farmacolégicas valiosas por inibigdo selectiva de proteases
neutras dependentes de cdlcio em mamiferos. Os compostos sdo por
isso uteis para o tratamento de doengas que respondem a inibigdo
de proteases neutras dependentes de cdlcio em mamiferos.

Essas patologias incluem mas nado estao limitadas a
isquémia cerebral ou enfarte cerebral resultantes de uma gama de
patologias tais como derrame tromboemb6lico ou hemorragico,
vasospasmo cerebral, hipoglicémia, paragem cardiaca, status
epilepticus, e asfixia perinatal, anoxia tal como por
afogamento, cirurgia pulmonar, e trauma cerebral. Outros
tratamentos sao para doengas neurodegenerativas tais como doenga
de Alzheimer, 1lesdao da medula espinal e/ou de nervos
periféricos, e envenenamento por venenos de NMDA exdégenos (e.g.,
algumas formas de latirismo). Utilizagdes adicionais incluem o
tratamento de enfarte cardiaco, catarata, inflamagdo, restenose,

distrofia muscular, e agregacao de plaquetas.

Especificamente, os compostos da presente invengdo tém
actividade como inibidores das proteases neutras dependentes de
cédlcio. Como tal, os compostos da presente invengao sao
inibidores de cisteino proteinases especificas de calpaina.

Por exemplo, os compostos da invengdo apresentam
propriedades biol6gicas valiosas devido a estas propriedades
inibidoras de protcases neutras dependentes de cAlcio. Estas
propriedades podem ser verificadas por um ou mais dos ensaios
sequintes.
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ENSAIOS BIOLOGICOS

EXEMPLO 1
Doseamento da actividade de calpaina: Purificou-se

calpaina I a partir de eritrécitos humanos tal como descrito por
Wang K. K. W., Roufogalis B. D., e Villalobo A., Arch. Biochem.
Biophys. 1988; 267:317-327. A actividade de calpaina foi doseada
num formato em microplaca com 96 pogos (Buroker-Kilgore M. e
Wang K. K. W., Anal. Biochem. 1993; 208:387-392). Em 250 pL de
mistura reaccional, incubou-se caseina substrato (0,5 mg/mL) com
0,01 unidades (80-120 ng) de calpaina I, 20 mM de ditiotreitol
(DTT), 50 mM de Tris-HCl (pH 7,4 a 25°C) e 4 mM de CaClz a 25°C
durante 60 minutos. Retirou-se duas aliquotas de 100 uL para
andlise de ligagado com Azul de Coomassie para quantificar a
caseina remanescente.

Como se pode verificar pelos resultados da Tabela I, as
hidrazidas a-substituidas listadas apresentaram poténcia variada

contra calpaina I e II neste ensaio in vitro. As concentragdes
de composto que produzem 50% de inibigdo (ICs50) sao tal como
indicado (Tabela I). Também estd apresentada a taxa em segundos
da inactivagdo de calpaina I para 2 compostos.

TABELA I. Actividade Inibidora de Hidrazidas a-Substituidas

contra Calpaina I e II Humana

Exemplo IC50 (uM) IC50 (uM) Ki/[1] (M~1ls-1)
Calpaina I Calpaina II Calpaina I
0,364 0,590 109
0,697 0,574 ND
0,486 0,158 63,7
14 8,28 10,84 ND

ND = Nao determinada.
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EXEMPLO 2
selectividade de Hidrazidas o-Substituidas: Doseou-se

calpaina I e II tal como descrito no Exemplo 1. Doseou-se uma a
2 ng de papaina (latex de papaia, Sigma, P3125), 1,25 pug de
tripsina (de pancreas bovino, Sigma, T8003), 5 ug de termolisina
(Bacillus thermoproteolyticus, Sigma, P1512) utilizando 0,5
mg/mL de caseina como substrato no formato em microplacas
(volume de reacgao de 250 uL), essencialmente tal como descrito
por Buroker-Kilgore, M. e Wang K. K. W., Anal. Biochem. 1993;
208:387-392. Doseou-se catepsina B (0,002 unidades, bago de
bovino) com 50 mM de MES (pH 5,5), 100 uM de carbobenzoxi-Arg-
Arg-4-metoxi-nafatlamida (Cbz-Arg-Arg-MNA), inibidor, e 2 mM de
DTT em 200 pL durante 60 minutos a temperatura ambiente.
Transferiu-se aliquotas de cingquenta microlitros para uma placa
compativel com fluorescéncia e em seqguida leu-se com um
fluorémetro Perkin-Elmer LS-50B (excitagdo a 340 nm e emissao a
425 nm). Doseou-se calcineurina (de cérebro de bovino, Sigma) (5
-~g, 0,8 unidades) com 10 mM de fosfato de p-nitrofenilo em 1 mM
de DTT, 1 mM de CaCly, 1 mM de MnCl2, 200 uM de calmodulina
(caM, se adicionado), e 50 mM de Tris-HC1 (pH 7,4) a 25°C
durante 60 minutos ou mais. A produgdo de p-nitrofenol foi
monitorizada a 405 nm. A inibigdo destas proteases é apresentada
como ICK(.

Tal como apresentado na Tabela 2, um exemplo de uma
hidrazida a-substituida inibiu a Calpaina I e II com uma IC50
entre 0,36 uM a 0,59 pM mas ndo inibiu a tripsina (uma serino
protease) ou a metaloprotease termolisina. A papaina (uma
cisteino protease) foi inibida a concentragoes mais elevadas.
Assim, estes resultados mostraram due as hidrazidas o~
substituidas apresentaram boa selectividade para calpaina em

relagdo a outras proteases.
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TABELA II. Actividade Inibidora da Hidrazida a-Substituida do

Exemplo 5 Contra Varias Proteases

Protease IC50 (M)
Calpaina I 0,364
Calpaina II 0,590
Catepsina B >200
Papaina 5,6
Tripsina >200
Termolisina >500
Calmodulina-calcineurina >500
EXEMPLO 3

Doseamento_de calpaina de base celular: Anteriormente,

demonstrou-se que o tratamento com A23187 de células Molt-4 de
leucemia humana conduz a uma degradagdo distinta de espectrina
por calpaina endégena, nomeadamente a formagdo de fragmentos de
150 kD e 145 kD sequencialmente (saido, et al., J. Biol Chem.
1992; 267:24585-24590). Nos presentes estudos, lavou-se células
Molt-4 trés vezes com meio RPMI 1640 isento de soro e
ressuspendeu-se até 4 milhdes/0,5 mL e pré-incubou-se durante 1
hora. Para activar adicionou-se entdo calpaina end6gena, 15 uM
de A23187 (como uma solugdo-mde 5 mM em DMF), e as células foram
incubadas durante mais 90 minutos a 37°C. As células foram entdo
lisadas com SDS a 2% (p/v), 5 mM de EGTA, 5 mM de EDTA, 150 mM
de NaCl, 0,5 mM de PMSF, 10 Hg/mL de AEBSF, 5 ug/mL de
leupeptina, 10 ug/mL de pepsatina, 10 ug/mL de TLCK, 10 Hg/mL de
TPCK, e 20 mM de Tris-Hcl (pH 7,4) a temperatura ambiente
durante 5 a 10 minutos. Adicionou-se cem microlitros de TCA 1
100% (p/v) e o precipitado de proteina total foi recolhido por
microcentrifugagdo. Os sedimentos finais foram neutralizados com
Tris base. Eluiu-se amostras de proteina (50 upg) em SDS-PAGE com
0 sistema tampdo de eluigdo de Tris-glicina e transferiu-se para
uma membrana de PVDF. As manchas foram testadas com um anticorpo
de anti-espectrina (ndo-eritréide) e um segundo anticorpo com
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conjugado de fosfatase alcalina. As manchas foram reveladas com
azul de nitro tetrazdélio e fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-
indolilo. O pré-tratamento das células com hidrazidas a-

substituidas diminuiu a formagdo do fragmento com 145 kD com uma
IC50 de 15 a 25 uM (Tabela III).

TABELA III. Actividade Inibidora de Hidrazidas oa-~Substituidas

Sobre a Degradagdo de Espectrina em Células Molt-4
de Leucemia Humana Tratadas com o Ionéforo de
C4lcio A23187

Exemplo ICsq (M)
5 25
4 25
9 15
EXEMPLO 4

Efeitos Neuroprotectores de Hidrazidas o-Substituidas em

Culturas de Neurdnios Cerebrocorticais

(i) Doseamento de Lactato desidrogenase (ILDH): Cultivou-se

células corticais fetais de rato em placas com 12 pogos tal como
descrito por RKoh J. Y., Choi D. W., J. Neurosci. Methods 1987;
20:83-90). Pré-tratou-se culturas com setenta dias com 200 uM de
composto inibidor de calpaina (quando adicionado) durante 1 hora
antes do tratamento de 500 uM de D-aspartato de N-metilo (NMDA)
durante 30 minutos (na auséncia ou na presenga do composto).
ap6s mais 4 horas na auséncia ou na presenga do composto
(Exemplo 5), realizou-se a determinagdo da libertagao de LHD de
neurénios para o meio como uma medida da morte celular induzida
por NMDA analogamente ao descrito por Koh J. Y., Choi D. W., J.
Neurosci. Methods 1987; 20:83-90).

Os resultados apresentados na Tabela IV mostram que 195
minutos de hipoxia/hipoglicémia induziram cerca de 170

unidades/mL de libertagdo de LHD das c¢élulas. Também se
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verificou que o Exemplo 5 de hidrazida a-substituida permitiu
que os neurénios resistissem a privagdo de oxigénio/glucose
durante mais tempo, como reflectido pela libertagdo de LHD apds

24 horas.

TABELA IV. Efeitos do Composto do Exemplo 5 sobre a
Libertagao de LDH Induzida por Privagdo de
Oxigénio/Glucose de Culturas Cerebrocorticais
Fetals de Rato

Condigoes Libertagao de LDH

(Unidades/mL)

Normoxia 46,13 + 6,08 (6)

Hipoxia/Hipoglicémia 143,81 +* 9,72 (6)

Composto do Exemplo 5 57,27 * 8,11 (6)**

Os resultados apresentados sac médias e EPM. O nimero de

experiéncias realizadas estéd indicado entre paréntesis.

** Gignificativamente diferente de Hipoxia/Hipoglicémia s6 (p <
0,001).

(ii) Efeitos neuroprotectores do composto do Exemplo 5

contra a toxicidade de AMPA para células Purkinje em laminas

cerebelares: Isolou-se laminas cerebelares rapidamente de ratos
adultos e manteve-se num banho oxigenado durante a duragdo da
experiéncia tal como descrito noutro local (Caner, et al., Brain

Research 1993; 607:354-356). Adicionou-se Exemplo 5 (100 uM) a
ACSF (124 mM de NaCl, 3,3 mM de KCl, 2 mM de CaCly, 25,7 mM de

NaHCO3, 2,4 mM de MgSOs4, 1,25 mM de KH2PO4, 10 mM de glucose) 60
minutos antes da adigdo de Acido aminio-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazole propiénico (AMPA; 30 uM durante 30 minutos). Deixou-se
entdo que as laminas recuperassem em ACSF normal durante mais 90
minutos. Identificou-se e quantificou-sc as lesdes histolégicas
produzidas nas células Purkinje tal como descrito em pormenor
noutro local (Caner, et al., Brain Research 1993; 607:354-356).
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Os resultados apresentados na Tabela V mostraram que a
neurotoxicidade induzida por AMPA pode ser melhorada com O
composto do Exemplo 5.

No seu conjunto, os resultados apresentados acima mostram
que as hidrazidas o«a-substituidas descritas acima sao

neutroprotectoras.

TABELA V. Efeitos Neuroprotectores do Composto do Exemplo 5
Contra a Toxicidade de AMPA para Células Purjinke
em Laminas Cerebelares

Condicoes % de Neurdnios Purkinie Vivos
Controlo 94,41 * 0,97 (10)
AMPA 13,41 + 2,34 (10)
AMPA + Composto do Exemplo 5 51,03 + 4,80 (10)**

Os resultados apresentados sédo médias e EPM. O nimero de

experiéncias realizadas estd indicado entre paréntesis.

** Significativamente diferente do tratamento com AMPA s6 (p <
0,005).

Consequentemente, os compostos de F6érmula I e os seus sais
farmaceuticamente aceitdveis sdo agentes eficazes para a
profilaxia e/ou tratamento terapéutico de patologias que
respondem a agentes que inibem proteases neutras dependentes de
c4lcio, constituindo analogamente assim um aspecto adicional da

presente invengao.

Fm vista dos resultados apresentados prevé-se que Os
compostos novos da presente invengao sejam dteis para o
tratamento de patologias do sistema nervoso central relacionadas
com a sua actividade bioldégica. Isto inclui alivio, tratamento
ou eliminacdo de uma indicagdo associada a actividade biolégica.
Isto inclui especialmente psicose relacionada com calpaina,
anorexia relacionada com calpaina, isquémica relacionada com
calpaina, derrame, vasosSpasmo cerebral, lesdo traumdtica do
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cérebro, e lesdo da medula espinal e/ou dos nervos periféricos.
Também inclui enfarte cardiaco, catarata, inflamagdo, restenose,
distrofia muscular, e agregagdo de plaquetas.

0s exemplos seguintes sd3o ilustrativos da presente
invengdo mas nao tém a intengdo de limitar o seu aAmbito.

EXEMPLO QUIMICO 1

H
NH,  Et0,CCO,Et N #°
—__,.
@ refluxo
NHPh | 0
Ph

1

Referéncia: Cheeseman G. W. H., J. Chem. Soc., 1804 (1995).

Aqueceu-se uma solugdo de N-fenil-o-fenilenodiamina (10,79
g, 58,56 mmol) em 25 mL de oxalato de dietilo a refluxo durante
5 horas. A suspensao de cor azul foi arrefecida até a
temperatura ambiente e diluida com etanol (60 mL). O s6lido foi
recolhido e lavado com etanol (2 x 60 mL). O s6lido cinzento foi
seco sob vacuo para dar 9,59 g da quinoxalinodiona 1. Foi
utilizada sem purificagdo adicional.
'HRMN (300 MHz, DMSO-d6) & 12,14 (1H, s), 7,66-7,53 (3H, m),
7,39 (24, 4, 9=7,02 Hz), 7,23 (1H, dd, J=7,93, 1,39 Hz), 7,14
(1H, dt, J=8,48, 1,16 Hz), 6,98 (1H, dt, J=8,14, 1,08 Hz), 6,31
(1H, 4, J=7,33 Hz).
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EXEMPLO 2

H
cl
N 0 SOC12, DMF N\
r
0 tolueno, refluxo 0

|
Ph Ph

8]

1

A uma suspensdo da quinoxalinodiona 1 (4,38 g, 18,38 mmol)
em tolueno (175 mL) e dimetilformamida (11 mL) adicionou-se
cloreto de tionilo (2 mL, 27,42 mmol). A suspensao acinzentada
foi aquecida a refluxo durante 4 horas. No final do periodo de 4
horas, a solugdo verde foi arrefecida até a temperatura
ambiente. Adicionou-se dqua (100 mL) e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 15 minutos. A camada orgénica foi
recolhida e seca com sulfato de magnésio, filtrada e
concentrada. O residuo foi redissolvido em acetato de etilo (250
ml.). Adicionou-se carvao activado (3 ¢g) e a mistura foi aquecida
a refluxo. A mistura foi filtrada a quente para remover O Carvao
activado. O residuo foi lavado com acetato de etilo (3 x 60 mL).
0 filtrado e as lavagens foram concentrados para dar um sélido.
0 s6lido foi triturado a quente com 20% de acetato de etilo em
hexanos (200 mL). O sélido esbranquigado foi recolhido por
filtracdo e depois seco ao ar de um dia para o outro para dar
3,50 g do Composto 2 clorado.
1gRMN (300 MHz, DMSO-dg) & 7,84 (1H, d4d, J=7,90, 1,46 Hz), 7,70-
7,61 (3H, m), 7,50-7,37 (44, m), 6,56 (1H, dd, J=8,24, 1,22 Hz).

EXEMPI.O 3
N H,NNH, . XH,0 Ny~ NHNH
>
| 0 EtOH, refluxo | o)
Ph Ph
2 3
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A uma suspensdo do Composto 2 clorado (1,87 g, 7,29 mmol)
em etanol absoluto (20 mL) adicionou-se hidrato de hidrazina
(8,8 mL). A mistura foi aquecida a refluxo durante 1 hora. A
mistura reaccional foi arrefecida a 0°C e diluida com agua (12
mL). O precipitado esbranquigado foi recolhido e lavado com agua
(2 x 30 mL) e depois com éter (30 mL). O s6lido foi entao seco
ao ar para dar 1,68 g do produto.
lgrMN (300 MHz, DMSO-de¢) d 8,95 (1H, s largo), 7,67-7,58 (3H,
m), 7,47 (1, 4, J=7,86 Hz), 7,40 (2H, 4, J=7,09 Hz), 7,8 (1H,
t, J=7,60 Hz), 7,01 (1H, t, J=7,70 Hz), 6,37 (1H, d, J=8,59 Hz),
4,63 (2H, s largo).

EXEMPLO 4
(3-0xo-4-fenil-3,4-dihidro- 1H-quinoxalin-2-ilideno)-hidrazida do

acido 2-bromo-acético

0
H
NHNH» N Br
S BrCH,COCl, NaHCO3 /N‘NJ\/
—> H
0 THF, H,0 o
I

Ph ll>h

3 4

A uma solugdo da hidrazona 3 (1,06 g, 4,20 mmol) em 100 mL
de tetrahidrofurano adicionou-se uma solugdo aquosa 1 M de
bicarbonato de s6dio (15 mL). Adicionou-se lentamente cloreto de
bromoacetilo (0,5 mL, 6,06 mmol) a mistura reaccional a
temperatura ambiente. A mistura foi agitada a temperatura
ambiente durante 20 minutos.Adicionou-se &agua (50 mL) e a
mistura foi saturada com brometo de sédio. A camada organica foi
recolhida e a camada aquosa foi extraida com acetato de etilo (3
x 50 mL). As camadas orgédnicas combinadas foram secas com
sulfato de magnésio, filtradas e concentradas para dar 0,94 g de
um sélido castanho. O sélido foi dissolvido em 50 ml de metanol
quente, tratado com carvao activado, filtrado, e arrefecido até

26



A temperatura ambiente para dar 0,62 g da hidrazida 4 como um
s6lido branco; p.f. = 215°C (dec).
Anal. Cald. para C16H13BrNg02:
c, 51,49; H, 3,51; N, 15,01.
Encontrada: ¢C, 52,27; H, 3,51; N, 15,15.

EXEMPLO 5
(3-0xo-4-fenil-3,4 -dihidro-1H-quinoxalin-2-ilideno) ~hidrazida do

scido 2-cloro-acético

0
H

NHNH N . c1

X C1CH,COCL, NaHCOj N N’u\V’
— H

o THF, H,0 o
|
Ph ll"h

3 5

A uma solugdo da hidrazona 3 (2,38 g, 9,43 mmol) em 200 mL
de tetrahidrofurano adicionou-se 75 mL de uma solugao semi-
saturada de bicarbonato de sédio. A mistura reaccional foi
arrefecida a 0°C e adicionou-se lentamente cloreto de
cloroacetilo (1 mL, 12,56 mmol). A mistura reaccional foi
agitada a 0°c durante 30 minutos. A mistura foi saturada com
cloreto de s6dio e a camada organica foi recolhida. A camada
aquosa foi extraida com acetato de etilo (3 x 100 mL). As
camadas organicas combinadas foram secas com sulfato de
magnésio, filtradas e concentradas para dar um s6lido
esbranquicado. O s6lido foi recristalizado de metanol para dar
2,45 g da hidrazida.
1gRMN (300 MHz, DMSO-dg) & 10,41 (1H, s largo), 8,55 (1H, s
largo), 7,63-7,53 (3H, m), 7,48-7,39 (2H, m), 7,17 (1H, t,
j=7,57 ®z), 7,07 (1H, %, J=7,69 Hz), 6,38 (i@, 4, J=8,06 Hz),
4,21 (2H, s).

27



EXEMPLO 6

NH;
@[ Et0,CCO,Et @:
»>
NH refluxo o)

H
N 0}

Ccl Cl

[

Aqueceu-se uma mistura de 2-amino-4'-clorodifenilamina
(15,08 g, 68,96 mmol) e oxalato de dietilo (27,49 g, 1,88 mol) a
refluxo durante 4 horas. A suspensdoc de cor pilrpura foi
arrefecida até a temperatura ambiente. Adicionou-se etanol (60
mL). O s6lido foi recolhido por filtragao e lavado com etanol (5
X 60 mL).
1HRMN (400 MHz, DMSO-dg) & 12,20 (1H, s), 7,65-7,54 (3H, m),
7,39 (28, 4, J=7,23 Hz), 7,23 (1H, 4, J=2,17 HZ2), 7,04 (1H, dd,
J=8,92, 2,41 Hz), 6,29 (1H, d, J=8,92 Hz).

EXEMPLO 7
. Cc1
N 0 S0Cl,, DMF X
>
0 tolueno, refluxo o
cl Cl
6 1

A uma suspensao da quinoxalinodiona 6 (8,89 g, 32,60 mmol)
em 360 mL. de tolueno adicionou-se 23 mlL de dimetilformamida e
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cloreto de tionilo (5 mL, 68,55 mmol). A suspensio foi aquecida
a refluxo durante 4 horas. A solugdo azul escura foi arrefecida
até a temperatura ambiente. Adicionou-se &agua (200 mL) e a
mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 10 minutos. A
camada orgdnica foi recolhida e a camada aquosa foi reextraida
com éter (2 x 200 mL). As camadas organicas combinadas foram
secas com sulfato de magnésio, filtradas e concentradas para dar
um s6lido pirpura. O s6lido foi triturado com solugdo de 5% de
acetato de etilo em hexanos. O sélido cinzento foi recolhido por
filtragao e seco ao ar para dar 7,59 g de produto..

lHRMN (200 MHz, DMSO-dg) & 7,96 (1H, d, J=2,37 Hz), 7,71-7,44
(6H, m), 6,56 (1H, d, J=8,98 Hz).

EXEMPLO 8
I\ a HzNNHZ - XH20 . IK NHNH2
>
o EtOH, refluxo

5

Cl Cl

1

oo

A uma suspensao da cloroimina 7 (7,38 g, 60,41 mmol) em 75
mL de etanol adicionou-se hidrazina (31 mL). A mistura foi
aquecida a refluxo durante 1 hora. A mistura reaccional foi
arrefecida até a temperatura ambiente e diluida com 45 mI, de
dgua. O s6lido foi recolhido por filtragdo e depois lavado com
agua (2 x 60 mL), metanol (1 x 30 mL) e éter (2 x 40 mL). O
s6lido pirpura claro foi seco ao ar para dar 6,68 g da hidrazona
8.
lHRMN (400 MHz, DMSO-d¢) & 9,30 (1H, s), 7,66-7,55 (3H, m),
7,42-7,40 (2H, m), 7,02 (1H, dd, J=8,92, 2,41 Hz), 6,34 (H, 4,
J=8,68 Hz), 4,74 (2H, s).
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EXEMPLO 9
r4-(4—Cloro—fenil)-3-oxo-3,4—dihidro—lH—quinoxaiin—z—ilideno]—

hidrazida do &cido 2-cloro-acético
H 0

NENH, N . cl

S C1CH,COC1, NaHCO; Z NJI\/

> H
o THF, H,0 o
cl c1
8 2

A uma solugdo da hidrazona 8 (3,58 g, 12,49 mmol) em 250
ml de tetrahidrofurano adicionou-se 100 mL de uma solugdo semi-
saturada de bicarbonato de sédio. Adicionou-se lentamente
cloreto de cloroacetilo (1,5 mL, 18,83 mmol) a mistura
reaccional & temperatura ambiente. A mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Adicionou-se &gua (100
mlL) e em sequida a mistura foi saturada com cloreto de sé6dio. A
camada organica foi recolhida e a camada aquosa foi extraida com
acetato de etilo (3 x 70 mL). As camadas organicas combinadas
foram secas com sulfato de magnésio, filtradas e concentradas
para dar um 6leo castanho. O sélido foi dissolvido em 200 mL de
metanol quente. Adicionou-se carvdo activado (2,5 g) e a mistura
foi aquecida & fervura. A mistura foi filtrada a quente e o
filtrado foi deixado arrefecer até a temperatura ambiente.
Obteve-se um s6lido branco que foi recolhido por filtragédo e
lavado com éter (2 X 60 mL). O sélido foi seco ao ar para dar
2,88 g da hidrazida 9; p.f. = 213-214°C.
Anal. Cald. para C1gH12C12N402:

¢, 52,91; H, 3,33; N, 15,43.

Encontrada: ¢, 53,14; H, 3,34; N, 15,44.
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EXEMPLO 10

NO; H, (50 psi), Pd/C a 5% NH
>
MeOH
NHMe

NHMe

10

Uma mistura de N-metil-o-nitroanilina (16,3 g, 0,107 mol)
e catalisador Pd/C a 5% (0,6 g) em 100 mL de metanol foi agitada
num agitador Parr sob 50 psi de hidrogénio durante 3,5 horas. O
catalisador foi removido por filtragdo e o filtrado foi
concentrado para dar um 6leo escuro. O 6leo foi entdo passado
através de uma coluna de silica gel eluida com 50% de acetato de
etilo em hexanos para retirar as impurezas da linha de base.

Obteve-se a diamina 10 com rendimento de 13,76 g como um 6leo
cor de laranja.

1HRMN (300 MHz, CDC1l3) d 6,91-6,67 (4H, m), 3,35 (3H, s), 2,88
(3H, s).

EXEMPLO 11
H
NH;  EtO0,CCO,Et M0
_—»
@( refluxo
NHMe | 0
Me
10 11

Aqueceu-se uma mistura da diamina 10 (7,38 g, 60,41 mmol)
e oxalato de dietilo (24 g, 0,164 mol) a refluxo de um dia para
o outro. A suspensao azul foi arrefecida até a temperatura
ambiente e depois diluida com etanol (20 mL). Os precipitados
foram recolhidos por filtragao e lavados com etanol (2 x 40 mL).
0 s6lido azul resultante foi recristalizado de metanol (800 mL)
para dar 6,76 g da quinoxalinodiona 11 como um pé cinzento.
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l1grRMN (300 MHz, DMSO-dg) & 12,02 (1H, s), 7,37-7,33 (1H, m),
7,21-7,16 (3H, m), 3,51 (3H, s).

EXEMPLO 12
' - cl
™¢©®  soci,, puF R
>
0 tolueno, refluxo | o
|
Me Me
11 12

A uma suspensdo da quinoxalinodiona 11 (1,87 g, 10,61
mmol) em 120 mL de tolueno anidro e 6 mL de dimetilformamida
anidra adicionou-se cloreto de tionilo (1,2 mL, 16,45 mmol). A
mistura reaccional foi aquecida a refluxo de um dia para o
outro. A solugao castanha foi arrefecida até a temperatura
ambiente. Adicionou-se &gua (50 mL) para remover O excesso de
dimetilformamida. A camada orgédnica foi recolhida e seca com
sulfato de magnésio. A mistura foi filtrada e concentrada para
dar 2,1 g da cloroimina 12 como um s6lido castanho. O material

foi utilizado sem purificag¢des adicionais.
I§yRMN (300 MHz, CDCl3) & 7,78-7,30 (4H, m), 3,74 (3H, s).

EXEMPLO 13
LN H,NNH, . XH,0 Ny~ NHNH
>
0 EtOH, refluxo o
| |
Me Me
12 13

A uma suspensdo da cloroimina 12 (2,1 g, 10,79 mmol) em 30
ml de etanol adicionou-se hidrato de hidrazina (13 mL). A
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mistura foi aquecida a refluxo durante 1 hora, depois foi
arrefecida até a temperatura ambiente e diluida com 20 mL. de
dgua. O precipitado amarelo foi recolhido por filtragdo e seco
ao ar. Foli entdo recristalizado em 60 mL de etanol para dar 1,56
g da hidrazona 13 como agulhas esbranquigadas.

lgRMN (300 MHz, CDC13) & 7,65-7,55 (1H, m), 7,38 (lH, s largo),
7,35-7,20 (3H, m), 4,09 (1H, s), 4,08 (1H, s), 3,72 (3H, s).

EXEMPLO 14
(4-Metil-3-0x0~-3,4-dihidro-1H-quinoxalin-2-ilideno)-hidrazida do

dcido 2-cloro-acético

0
H

NHNH; N . cl

& C1CH,COCl, NaHCO3 N NJJ\/
y H

o THF, H,0 o
|
Me re

13 14

A uma solucdo da hidrazona 13 (1,13 g, 5,94 mmol) em 60 mL
de tetrahidrofurano anidro a 0°C adicionou-se cloreto de
cloroacetilo (0,52 mL, 6,53 mmol). A mistura reaccional
transformou-se imediatamente numa suspens&o branca. A suspensao
foi agitada a 0°C durante 15 minutos e depois a temperatura
ambiente durante 1 hora. Adicionou-se solugao saturada de
bicarbonato de s6dio (100 mL). A mistura reaccional transformou-
se numa solugao amarela e um precipitado branco reapareceu
lentamente por agitag¢do adicional. A mistura reaccional foi
agitada a temperatura ambiente durante 15 minutos. O precipitado
foi recolhido por filtragao. O s6lido foi lavado com dgua (3 x
60 mL) seguida por éter (2 x 60 mL). O sélido foi recristalizado
em 550 mL de etanol para dar 1,24 g da hidrazida 14 como um pé
branco, p.f.= 194-195°C (dec).
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Anal. Cald. para C11H11C1N402:
c, 49,54; H, 4,16; N, 20,59.
Encontrada: C, 49,40; H, 4,10; N, 20,59.

Lisboa, 6 de Dezembro de 2001

LN I'E OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
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REIVINDICACOES

1. Composto de Férmula

O

os seus tautémeros e isémeros e um seu sal

farmaceuticamente aceitédvel em que

A & C1-Cg alquilo que pode ser ndo-substituido ou
substituido por um ou mais de halogéneo, hidroxilo, amino
~
(CHZ)n

ou C,-Cg alquiloxi ou em que n é um ndmero inteiro

desde 0 até 3;

R} e R3 sdo cada um independentemente
hidrogénio
C1-C¢ alquilo (que pode ser nao-substituido ou
substituido por um ou mais de halogéneo, hidroxilo,
amino ou C1-Ce¢ alquiloxi), C2-Ce¢ alcenilo, C2-C¢
alcinilo, arilo que é fenilo, naftilo, e bifenilo,
que é nido-substituido ou substituido por um ou mais
de halogéneo, nitro, C1-C¢ alquilo (que pode ser
nao-substituido ou substituido por um ou mais de
halogéneo, hidroxilo, amino ou C1-Ce alquiloxi),
C1-C¢ alquiloxi, C1-C¢ alquiltio ou hidroxilo,

fenilo, naftilo, e bifenilo),



heteroarilo, que é um grupo monociclico com 5 ou 6
membros, biciclico ou triciclico, contendo pelo
menos um até gquatro heterodtomos no anel se for
monociclico ou em pelo menos um dos anéis, se for
biciclico ou triciclico fundido,

arilagquilo, em que arilo e alquilo sao como
definidos acima,

arilalcenilo, em que arilo e alcenilo sao como
definidos acima,

arilalcinilo, em que arilo e alcinilo sao como
definidos acima,

heteroarilalquilo, em que heteroarilo e alquilo s&o
como definidos acima,

heteroarilalcenilo, em que heteroarilo e alcenilo
sdo como definidos acima,

heteroarilalcinilo, em que heteroarilo e alcinilo

sao como definidos acima;

R2 e R4 sao cada um independentemente

hidrogénio,

halogéneo,

hidroxilo,

C1-C6¢ alquilo (que pode ser nao-substituido ou
substituido por um ou mais de halogéneo, hidroxilo,
amino ou C1-Cg alquiloxi, em que alquilo & como
definido acima), amino, nitro, ciano, e

COOR5 em que Rs é hidrogénio, C1-Ce alquilo, ou

arilo tal como definido acima;

R é hidrogénio,

C1-Ce alquilo tal como definido acima, ou

arilo tal como definido acima; e

X & halogéneo,

C1-Ce alguiloxi tal como definido acima, ou O02CRe em
que Rg € hidrogénio, Ci1-Ce¢ alquilo, ou arilo tal

como definidos acima.



Composto de acordo com a reivindicagao 1 em que
R] e R3 sdo cada um independentemente hidrogénio;

R? e R4 sdao cada um independentemente seleccionados de
hidrogénio, halogéneo, hidroxilo, e COOR5 em que R5
é hidrogénio, C}-Ce alquilo tal como definido acima,
ou arilo que ¢é fenilo, naftilo, e bifenilo
substituido ou ndo-substituido tal como definido
acima;

R é hidrogénio ou C1-Cg alquilo tal como definido acima; e

X é halogéneo, ou 02CRg em que Rg € hidrogénio, Cji-Cé¢
alquilo tal como definido acima, ou arilo, tal como
definido acima.

Composto de acordo com as reivindicagbes 1 ou 2 em que
R, R] e Ry sdo cada um hidrogénio;

A é metilo, fenilo, ou 4-clorofenilo; e

X é cloro ou bromo.

Composto de acordo com as reivindicagdes 1 a 3
seleccionado de:

(4-metil-3-o0x0-3,4-dihidro-1H-quinoxal in-2-ilideno)-
hidrazida do &cido 2-cloro-acético;
(3-oxo-4-fenil-3,4-dihidro-1H-quinoxal in-2-ilideno)-
hidrazida do &cido 2-bromo-acético;
[4-(4~-cloro-fenil)-3~-0x0-3, 4-dihidro-1H-quinoxalin-2-
ilideno]-hidrazida do 4cido 2-cloro-acético; e
(3-oxo-4-fenil-3,4-dihidro-1H-quinoxal in-2-ilideno)-
hidrazida do &cido 2-cloro-acético.

Composigdo farmacéutica compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um composto de acordo com as
reivndicagdes 1 a 4 conjuntamente com um veiculo

farmaceuticamente aceitdvel em forma de dosagem unitdaria.

Utilizagdo de um composto de acordo com as reivndicagdes 1

a 4 para o fabrico de uma composigao farmacéutica para o



tratamento de patologias que respondem ao bloqueamento de
uma ou ambas de calpaina I e calpaina II e para o
tratamento de doengas neurogegenerativas.

Utilizagao de um composto de acordo com as reivndicagdes 1
a 4 para o fabrico de uma composigdo farmacéutica para o
tratamento de patologias que respondem ao bloqueamento de
uma ou ambas de calpaina I e calpaina II e para o
tratamento de derrames.

Utilizagao de um composto de acordo com as reivndicacdes 1
a 4 para o fabrico de uma composigdo farmacéutica para o
tratamento de patologias que respondem aoc bloqueamento de
uma ou ambas de calpaina I e calpaina II e para o
tratamento de lesGes traumaticas do cérebro.

Utilizagao de um composto de acordo com as reivndicagdes 1
a 4 para o fabrico de uma composigdc farmacéutica para o
tratamento de patologias que respondem ao bloqueamento de
uma ou ambas de calpaina I e calpaina II e para o
tratamento da restenose.

Lisboa, 6 de Dezembro de 2001
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