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RESUMO

"COMPOSTOS DE ACIDO [ (5H-PIRROLO[2,1-c][1,4]BENZODIAZEPIN-

11-IL) PIPERAZIN-1-IL]-2,2-DIMETIL-PROPANOICO SUBSTITUIDO

UTILIZADOS ENQUANTO AGONISTAS INVERSOS DE H1l/ANTAGONISTAS
DE 5-HT.x COM DUPLA ATIVIDADE"

Sdo descritos um antagonista recetor de H1/5-HTaa

duplo da férmula:

as suas utilizacbes, e métodos para a sua preparacéo.



PE2683719 -1 -

DESCRICAO

"COMPOSTOS DE ACIDO [ (5H-PIRROLO[2,1-c][1,4]BENZODIAZEPIN-
11-IL) PIPERAZIN-1-IL]-2,2-DIMETIL-PROPANOICO SUBSTITUIDO
UTILIZADOS ENQUANTO AGONISTAS INVERSOS DE H1/ANTAGONISTAS

DE 5-HT.x COM DUPLA ATIVIDADE"

A histamina desempenha um papel importante numa
variedade de processos psicoldgicos através da sua
interacdo com pelo menos quatro diferentes —recetores
acoplados a proteina G, o0s recetores H1-H4. ©No SNC,
recetores H1l desempenham um papel chave no ciclo de
regulacdo do sono e antagonistas/agonistas inversos de HI

sdo conhecidos por induzir sonoléncia.

Do mesmo modo, a serotonina desempenha
importantes papéis em diversos processos fisioldgicos
através da sua interacdo com pelo menos catorze diferentes
recetores acoplados a proteina G. A modulacdo de recetores
5-HT2a no SNC desempenha um papel <chave no ciclo de
regulacdo do sono e o0s antagonistas de 5-HTzx demonstraram
ser capazes de melhorar o sono de ondas lentas e a

manutencdo do sono em pacientes com insdnia.

Os compostos possuindo atividade agonista inversa
ou antagonista de H1 ou 5-HT,a tém sido wutilizados no

tratamento de insénia (e.qg. doxepina e trazodona,
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respetivamente) e tém apresentado efeitos farmacoldgicos
significativos em estudos do sono em animais. Contudo,
nenhuns agonistas inversos/antagonistas de H1/5-HT2a com
atividade dupla seletivos estdo atualmente disponiveis

comercialmente.

US 4192803 descreve determinados compostos 4- (5H-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-11-il)piperazinilo substi-

tuidos para utilizacdo como antipsicdédticos e neuroléticos.

A presente invencdo proporciona uma familia de
compostos de &cido (5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzodiazepin-11-
il)piperazin-1-il]-2,2-dimetilpropanocico substituido com
alta poténcia agonista inversa para o recetor Hl e alta
poténcia antagonista para o recetor 5-HTsa. Determinados
compostos da presente invencdo sdo também seletivos para os
recetores H1 e 5-HTza, em particular face a outros
recetores de histamina, recetores de serotonina e outros
recetores fisiologicamente relevantes, em particular face
ao recetor 5-HTyc, recetor GABAp, recetores muscarinicos,
recetores dopaminérgicos, recetores adrenérgicos, e o canal
hERG. Através de modelos animais determinados compostos
demonstraram também que poderdo ser Uteis no tratamento de
distlrbios do sono caracterizados por fraca manutencdo do
sono. Como tal, cré-se gue o0s compostos da invencdo s&o
GUteis no tratamento de disttrbios do sono caracterizados
por laténcia de sono fraca ou manutencdo de sono fraca ou
ambas, tais como o tratamento de insdénia, como por exemplo

insdénia primaria crdénica ou transitédria, ou insdénia
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secundaria crénica ou transitdria, ou ambas. Exemplos de
insénia secundaria incluem, mas ndo se limitam a insdnia
associada a disturbios depressivos (e.g. disturbio depres-
sivo maior, distimia, e/ou ciclotimia), insdnia associada a
distlrbios de ansiedade (e.g. disttrbio de ansiedade
generalizada e/ou fobia social), insdénia associada a dor
(e.g. fibromialgia, dor crdénica dos ossos ou articulacdes,
tais como associada a artrite inflamatdria ou osteoartrite,
ou dor neuropatica diabética), insdénia associada a reacdes
alérgicas (e.g. asma alérgica, prurido, rinite, congestio-
namento, etc.), insdénia associada a disturbios pulmonares
ou das vias aéreas (e.g. a apneia do sono obstrutiva,
doenca reativas das vias &reas, etc.), insdnia associada a
disttrbios psiquidtricos, deméncia, e/ou doencas neurode-
generativas, e/ou insdénia associada a disturbios do sono do
ritmo circadiano (e.g. disttrbio do sono do trabalho por
turnos, disturbio do jet 1ag, sindrome do atraso das fases
do sono, sindrome do sono antecipado, e sindrome do ciclo

de 24 horas de sono-vigilia alterado, etc.).

Além disto, determinados compostos da presente
invencdo demonstram potenciacdo dos seus efeitos no sono de
movimento de olhos ndo-rdpido (sono NREM) e manutencdo do
sono quando coadministrados com inibidores de recaptacdo de

serotonina seletivos.

A presente invencdo proporciona compostos da

Férmula I:
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OH

N
N\ R3
1
R N = R

em que R! é& cloro ou metilo;

RZ ¢ metilo, etilo, isopropilo, cloro, bromo, trifluo-
rometilo, ou metiltio; e

R3® ¢ hidrogénio ou metoxi;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitéavel.

Num outro aspeto da invencdo é proporcionada uma
composicdo farmacéutica compreendendo um composto da For-
mula I ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel, em
combinacdo com pelo menos um veiculo, diluente, ou
excipiente farmaceuticamente aceitéavel. Além do mais, este
aspeto da invencdo proporciona uma composicdo farmacéutica
adaptada ao tratamento de insdénia, como por exemplo insédnia
caracterizada por laténcia do sono prolongada ou manutencéo
do sono fraca ou ambas, como por exemplo insdénia priméria,
jet lag, disturbio do sono do trabalho por turnos, sindrome
do atraso das fases do sono, sindrome do sono antecipado,
e/ou sindrome do ciclo de 24 horas de sono-vigilia alte-
rado, compreendendo um composto da Fdérmula I ou um seu sal
farmaceuticamente aceitével, em combinacdo com um ou mais
excipientes, veiculos, ou diluentes farmaceuticamente

aceitéaveis.
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Um outro modelo de realizacdo deste aspeto da
invencdo proporciona uma composicdo farmacéutica compre-
endendo um composto de acordo com a Férmula I, ou seu sal
farmaceuticamente aceitavel, em combinacdo com pelo menos
um veiculo, excipiente ou diluente farmaceuticamente acei-
t4dvel, e opcionalmente outros ingredientes terapéuticos.
Ainda num outro modelo de realizacdo deste aspeto da
invencdo, a composicdo farmacéutica compreende ainda um
segundo agente terapéutico que é um inibidor de recaptacéo
de serotonina, como por exemplo citalopram, paroxetina,

fluoxetina e/ou fluvoxetina.

A presente invencdo também proporciona compostos
da Férmula I para utilizacdo num método de tratamento de
insdénia, como por exemplo insdénia caracterizada por
laténcia do sono prolongada ou manutencdo do sono fraca ou
ambas, como por exemplo insdédnia primaria, jet lag,
distirbio do sono do trabalho por turnos, sindrome do
atraso das fases do sono, sindrome do sono antecipado, e/ou
sindrome do ciclo de 24 horas de sono-vigilia alterado, num
mamifero compreendendo a administracdo a um mamifero que
precise de tal tratamento de uma gquantidade eficaz de um
composto da Férmula I ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel, ou a administracdo em simultdneo, em separado ou
em combinacdo sequencial, de um segundo agente terapéutico
que é um inibidor de recaptacdo de serotonina, como por
exemplo citalopram, paroxetina, fluoxetina e/ou fluvo-
xetina. Num modelo de realizacdo especifico destes métodos

de tratamento, o mamifero ¢ um humano.
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Esta invencdo também proporciona um composto da
Formula I ou um seu sal farmaceuticamente aceitédvel para
utilizacdo em terapia. No ambito deste aspeto, a invencéo
proporciona um composto da Férmula I, ou um seu sal
farmaceuticamente aceitavel, para utilizacdo no tratamento
de insdénia. Em modelos de realizacdo adicionais, a insédnia
é caracterizada por laténcia do sono prolongada ou
manutencdo do sono fraca ou ambas, como por exemplo insédnia
priméaria, jet lag, disturbio do sono do trabalho por
turnos, sindrome do atraso das fases do sono, sindrome do
sono antecipado, e/ou sindrome do ciclo de 24 horas de
sono-vigilia alterado. Num outro modelo de realizacdo deste
aspeto, a invencdo proporciona um composto de acordo com a
Férmula I, ou um seu sal farmaceuticamente aceitével, para
utilizacdo em simultédneo, em separado ou em combinacido
sequencial com um inibidor de recaptacdo de serotonina,
como por exemplo citalopram, paroxetina, fluoxetina e/ou
fluvoxetina, no tratamento de insdénia. Num modelo de
realizacdo especifico deste aspeto das invencdes, as

utilizacdes sédo em mamiferos, em particular humanos.

Outro aspeto desta invencéo proporciona a
utilizacdo de um composto da Férmula I, ou um seu sal
farmaceuticamente aceitéavel, no fabrico de um medicamento
para o tratamento de insdénia, como por exemplo insdnia
primédria caracterizada por laténcia do sono prolongada ou
manutencdo do sono fraca ou ambas, como por exemplo insdnia

primaria, jet lag, disturbio do sono do trabalho por
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turnos, sindrome do atraso das fases do sono, sindrome do
sono antecipado, e/ou sindrome do ciclo de 24 horas de
sono-vigilia alterado. Outro modelo de realizacdo deste
aspeto da invencdo proporciona a utilizacdo de um composto
da Férmula I, ou um seu sal farmaceuticamente aceitével, e
um segundo agente terapéutico que ¢é um inibidor de
recaptacdo de serotonina, como por exemplo citalopram,
paroxetina, fluoxetina e/ou fluvoxetina, no fabrico de um
medicamento para o tratamento de insdénia, como por exemplo,
insdénia caracterizada por laténcia do sono prolongada e/ou
manutencdo do sono fraca, como por exemplo insdnia
primaria, jet lag, disturbio do sono do trabalho por
turnos, sindrome do atraso das fases do sono, sindrome do
sono antecipado, e/ou sindrome do ciclo de 24 horas de

sono-vigilia alterado.

Para que seja claro, a seguinte numeracdo da
estrutura de anel triciclico seréd wutilizada ao longo do

pedido de patente:

OH

Os compostos desta invencdo possuem porcdes
bédsicas e acidicas, e reagem em conformidade com um numero

de &cidos e bases orgénicos e inorgénicos para formar sais
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farmaceuticamente aceitaveis. Sais farmaceuticamente
aceitdveis de cada uma dos compostos da presente invencao
sdo considerados dentro do admbito do presente pedido de
patente. O termo "sal farmaceuticamente aceitdvel" tal como
aqui ¢é wutilizado, diz respeito a qualguer sal de um
composto da invencdo que é substancialmente nédo-tdéxico para
organismos vivos. Tais sais incluem o0s gue se encontram
elencados no Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2-19
(1977), os quais sdo conhecidos junto dos especialistas da

técnica.

Classes preferidas de compostos da presente

invencdo sdo compostos em que:

1) R® ¢ hidrogénio;

2) R® é metoxi;

3) R é cloro;

4) Rl é metilo;

5) R! & cloro e R® é hidrogénio;
6) Rl &€ metilo e R® é hidrogénio;
7) R2 & metilo, etilo, ou isopropilo;
8) R?2 & metilo;

9) RZ & cloro ou bromo;

10) R? é cloro;

11) R? é trifluorometilo; e

12) R? é metiltio.

Serd entendido que compostos preferidos adicio-

nais sdo aqueles que combinam as selecdes preferidas
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anteriormente referidas para um dado substituinte ou subs-
tituintes com selecdes preferidas de outros substituintes.
Exemplos de tais combinac&es incluem, mas ndo se limitam as

seguintes classes preferidas de compostos:

13) compostos preferidos de qualquer uma das classes
preferidas 7-12 (gque sdo selecbes preferidas para R?2) em
que R?® é hidrogénio (classe preferida 1);

14) compostos preferidos de qualquer uma das classes
preferidas 7-12 (que sdo selecdes preferidas para R?) em
que R! é cloro e R® é hidrogénio (classe preferida 5); e

15) compostos preferidos da classe preferida 8 em que R® é

metoxi (classe preferida 2).

Os compostos preferidos especificos sdo o0s
descritos nos Exemplos incluindo as suas bases livres e

seus sails farmaceuticamente aceitaveis.

Um determinado composto preferido é

Acido 3-[4-(7-cloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodia-
zepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-dimetilpropanoico, ou  um
seu sal farmaceuticamente aceitédvel (i.e. o composto de

Exemplo 1 e seus sais farmaceuticamente aceitaveis).

Abreviaturas aqui utilizadas sdo definidas como

se segue:
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"BSA" quer dizer albumina de soro bovino.

"DCG IV"™ quer dizer (2S,2'R,3'R)-2-(2',3'-dicarboxiciclo-
propil)glicina.

"DCM" quer dizer diclorometano.

"DMEM quer dizer Meio de Eagle Minimo modificado por
Dulbecco.

"DMSO" quer dizer sulfdéxido de dimetilo.

"DPBS" quer dizer solucdo salina de Dulbecco tamponada com
fosfato.

"DSC" quer dizer calorimetria de varrimento diferencial.
"EtOAc" quer dizer acetato de etilo.

"GC" quer dizer cromatografia de gés.

"HBSS" quer dizer solucdo salina tamponada de Hank.

"HEPES" quer dizer acido 4-(2-hidroxietil)-1l-piperazino-
etanossulfdénico.

"HPLC" quer dizer cromatografia liquida de alta pressédo.
"h" quer dizer hora ou horas.

"IBMX" quer dizer 3-isobutil-l-metilxantina

"ICsp" quer dizer a concentracdo a qual 50% da inibicéo

maxima é alcancada.

"i.v." quer dizer intravenoso ou intravenosamente.
"i.p." gquer dizer intraperitoneal.
"LC-MS" quer dizer HPLC - espetrografia de massa.

"MeOH" quer dizer metanol.
"mFST" quer dizer teste de natacdo forcada do ratinho; um
modelo animal para atividade antidepressiva.

min" gquer dizer minutos.
"mp" quer dizer ponto de fusdo.

"MS" quer dizer espetroscopia de massa.
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"MS (ES+)" quer dizer espetroscopia de massa utilizando
ionizacdo por eletropulverizacéo.

"MTBE" quer dizer éter metil-t-butilico.

"NMR" quer dizer ressondnica magnética nuclear.

"p.o." quer dizer per os, através da boca.

"SCX-2" quer dizer colunas de permuta catidnica forte
Biotage Isolute Flash SCX-2®.

"THF" quer dizer tetra-hidrofurano.

Quimica Geral

Os compostos da presente invencdo podem ser
preparados de acordo com o0s seguintes esquemas sintéticos
através de métodos gerais bem conhecidos e levados em conta
na técnica. Condicdes de reacdo adegquadas para 0S8 passos
destes esquemas s&o bem conhecidas na técnica e
substituicdes apropriadas de solventes e co-reagentes
encontram-se no ambito da especialidade. Do mesmo modo,
serd tido em consideracdo pelos especialistas na técnica
que intermedidrios sintéticos possam ser 1isolados e/ou
purificados através de diversas técnicas bem conhecidas
como necessario ou desejado, e que frequentemente, sera
possivel wutilizar diversos intermedidrios diretamente em
passos sintéticos subsequentes com pouca ou nenhuma
purificacdo. Além do mais, o especialista na técnica iré
ter em conta que em algumas circunstédncias, a ordem segundo
a qual as porcgdes sdo introduzidas ndo € critica. A ordem
de passos especifica necessdria para produzir os compostos
da presente invencdo depende do composto especifico a ser

sintetizado, o composto de partida, e a dependéncia rela-
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tiva das porg¢des substituidas, tal como é bem tido em con-
sideracdo pelo quimico especialista. Todos o0s substituin-
tes, exceto se for indicado de outro modo, s&do tal como
previamente definido, e todos ©0s reagentes sdo bem

conhecidos e tidos em consideracdo na técnica.

Geralmente, um composto da Férmula I pode ser
preparado a partir de um composto da Férmula II em que Pg é
um grupo protetor de carboxilo adequado (Esquema 1). Mais
especificamente, um composto da Fédrmula II em que Pg é um
grupo Ci-Cz alquilo é sujeito a reacdo com um agente de
desprotecdo adequado tal como hidrdéxido de sdédio agquoso num
co-solvente orgadnico tal como &lcool isopropilico para
proporcionar, a seguir a neutralizacdo com um &acido, um

composto da Férmula TI.

Esquema 1

Y
z

II I

Geralmente, um composto da Férmula II pode ser
preparado a partir de um composto da Férmula III ou um
composto da Foérmula IV (Esquema 2). Mais especificamente,
um composto da Férmula III é sujeito a reacdo com cloreto
de fosforilo num solvente adequado tal como metoxibenzeno

ou diclorometano para proporcionar o intermediario
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iminocloreto. O iminocloreto pode ser isolado ou sujeito a
reacao diretamente com 2,2-dimetil-3-piperazin-1-il-
propanocato de Pg na presenca de uma base adequada tal como
carbonato de potédssio para proporcionar um composto da
Foérmula II. A reacdo é realizada num solvente adequado tal
como acetonitrilo. Em alternativa, o iminocloreto pode ser
sujeito a reacdo com piperazina na presenca de uma base
adequada tal como carbonato de césio para proporcionar um
composto da Foérmula IV. A reacdo é realizada num solvente
adequado tal como acetonitrilo. Um composto da Férmula IV é
alquilado com 2,2-dimetil-3-oxopropancato de Pg na presenca
de um agente de reducdo adequado tal como triacetoxiboro-
hidreto de sdédio para proporcionar um composto da Foérmula
IT. A reagdo ¢ tipicamente realizada num solvente tal como

diclorometano.

Esquema 2

¥ oBge, Sedimetileds
Plpeeaainsl
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Um composto da Férmula III pode ser preparado a
partir de um composto da Férmula V em que R* é metilo ou
etilo (Esquema 3). Mais especificamente, um composto da
Formula V é sujeito a reacdo com um agente adequado para
reducdo do grupo nitro do arilo até a correspondente
anilina. Agentes de reducdo adequados incluem hidrogénio na
presenca de um catalisador de metal de transicdo tal como
platina; ferro em &cido acético; e dicloreto de estanho em
acido cloridrico. A anilina correspondente pode ser
primeiramente isolada ou diretamente sujeita a reacdo sob
condicdes de ciclizacdo para proporcionar um composto da
Férmula III. A ciclizacdo é realizada na presenca de um
dcido tal como é&cido cloridrico ou uma base tal como t-
butéxido de potdssio. Um composto da Férmula V em que R* é
metilo ou etilo pode ser preparado tal como descrito nas
preparacdes ou através de procedimentos conhecidos nas
técnicas de gquimica para a producéo de compostos

estruturalmente anédlogos.

Esquema 3

Nas preparagdes ilustrativas e exemplos que se
seguem, foram obtidos reagentes a partir de diversas fontes

comerciais. Os solventes sdo geralmente removidos sob pres-
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sdo reduzida (evaporados). Em alguns procedimentos rendi-
mentos indicados s&o rendimentos brutos representativos
para produtos que sdo isolados por evaporacdo ou filtracéo

e usados diretamente sem purificacdo adicional.

Preparacgédo 1

Sintese de 2,2-dimetil-3-oxo-propanocato de metilo.

Adicionar 3-hidroxi-2,2-dimetilpropancato de me-
tilo (33 g, 250 mmol) a periodinano de Dess-Martin (106 g,
250 mmol) suspenso em DCM (1000 mL) a 0°C e agitar a
temperatura ambiente durante 18 h. Filtrar a mistura de
reacdo através de um leito de celite e concentrar o
filtrado. Lavar o filtrado concentrado com pentano (2 x 200
mL) . Separar a camada de pentano e concentrar in vacuo para
dar 2,2-dimetil-3-oxo-propancato de metilo (31,93 g,
quantitativo). 'H NMR (ds-DMSO) & 9,59 (s, 1H), 3,67 (s,

3H), 1,26 (s, ©H).

Preparacgédo 2

Sintese de 4-(3-metoxi-2,2-dimetil-3-oxopropil)piperazino-

l-carboxilato de tert-butilo.

Agitar uma solucdo de 2,2-dimetil-3-oxo-pro-
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panoato de metilo (30,88 g, 237,31 mmoles) e piperazino-1-
carboxilato de tert-butilo (34,00 g, 182,55 mmoles) em DCM
(500 mL) a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Adicionar &cido acético (2 eguiv); 20,92 mL, 365,09 mmoles)
seguido de triacetoxiboro-hidreto de sdédio (1,4 equiv;
54,17 g, 255,56 mmoles) ao longo de 0,5 h e agitar a
mistura resultante agitada a temperatura ambiente de um dia
para o outro. Cuidadosamente temperar com agua (250 mL) e
transferir a mistura para um funil de separacdo com DCM
(300 mL). Lavar a camada orgénica resultante com salmoura.
Secar sobre MgS04, filtrar e evaporar para dar 4-(3-metoxi-
2,2-dimetil-3-oxopropil)piperazino-l-carboxilato de tert-

butilo. (58 g, 100%). MS (m/z): 301,2 (M+1).

Preparacgédo 3

Sintese de di-hidrocloreto de 2,2-dimetil-3-(piperazin-1-

il)propanocato de metilo

A uma solucéo de 4-(3-metoxi-2,2-dimetil-3-
oxopropil)piperazino-l-carboxilato de tert-butilo (58,0 g,
193,08 mmoles) em &lcool isopropilico (150 mL) adicionar
uma solucdo 4M de cloreto de hidrogénio em dioxano (4
equiv); 193,08 mL, 772,31 mmoles) ao longo de 15 minutos,
observando-se libertacdo do gas e um precipitado fino.
Aquecer a 55°C durante 3 h para dar um precipitado branco.

Arrefecer até aos 10°C e recolher o sélido branco através
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de filtracgdo, lavar com mais &lcool isopropilico (30 mL),
seguido de EtOAc. Secar num forno de vacuo a 45°C durante 1
h para dar di-hidrocloreto de 2,2-dimetil-3-(piperazin-1-
il)propancato de metilo (31 g, 59% de rendimento). MS

(m/z): =201,1 (M+1).

Preparacgao 4

Sintese de hidrocloreto de 2,2-dimetil-3-(piperazin-1-il)-

propanocato de metilo.

Dissolver di-hidrocloreto de 2,2-dimetil-3- (pipe-
razin-1-il)propanocato de metilo (112,0 g, 409,95 mmoles) em
agua (250 mL). Adicionar bicarbonato de sédio sélido para
dar uma camada aquosa de pH 4 e extrair a mistura numa
solugcdo de DCM a 10% em éter dietilico (300 mL) para
remover alguma matéria sdélida escura e alguma cor.
Descartar a camada orgadnica. Basificar a fase aquosa até ao
pH 8 com solucdo aquosa de hidréoxido de sédio 2M, depois
saturar com cloreto de sdédio sdlido. Extrair numa solucéo
de isopropanol a 10% em clordéformio. Adicionar mais
hidréxido de sdéddio aquoso 2M para manter o pH 8. Repetir a
extracdo numa solucdo de isopropanol a 10% em clorofdrmio.
Continuar o processo de extracdo até que 85% do material
esperado tenha sido recuperado. Lavar o isopropanol em
clorofdédrmio solucdo com salmoura, secar sobre Na»S0q4,

filtrar e evaporar para dar hidrocloreto de 2,2-dimetil-3-
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o\©

(piperazin-1-il)propanoato de metilo (82,1 g de

rendimento). MS (m/z): 201,1 (M+1).

Preparagédo 5

Sintese de 4-etenil-l1H-pirrole-2-carboxilato de metilo.

Desgaseificar, através de purga com azoto durante
10 minutos, uma solucdo de 4-bromo-lH-pirrole-2-carboxilato
de metilo (2,0 g, 9,8 mmoles), trietenilboroxinopiridina
(1,3 equiv; 3,1 g, 12,7 mmoles), e carbonato de potéssio (3
equiv; 4,1 g, 29,4 mmoles) numa mistura de 1,4-dioxano (20
mL) e &4gua (10 mL). Adicionar tris(dibenzilidenoaceto-
nil)bis-paladio (Pda(dba)s) (0,01 equiv; 0,0925 g, 98,0
pmoles) e 1,1'-bis(di-tert-butilfosfino)ferroceno (dtbpf)
(0,03 equiv; 0,0853 g, 294,1 umoles) e aquecer a 95°C
durante 3 h. Arrefecer até a temperatura ambiente seguindo-
se partilha entre é4dgua (50 mL) e uma mistura 1:1 de
hexanos/éter dietilico (100 mL). A camada orgénica ¢ lavada
com agua (2 x 50 mL) depois salmoura. Secar sobre NazSO0g,
filtrar e evaporar para dar 4-etenil-1H-pirrole-2-
carboxilato de metilo como um &6leo cor de palha (1,5 g).
Usar sem purificacdo adicional. 1H-NMR (CDClz), o&: 8,90
(14, br. s), 7,02 (1H, m), 6,95 (1H, m), 6,56 (1H, qg) 5,48

(14, dd), 5,05 (1H, dd), 3,86 (3H, s).
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Preparagédo 6

Sintese de 4-etil-l1H-pirrole-2-carboxilato de metilo.

/ N\ 0~

Carregar numa garrafa de Parr de 500 mL, uma
mistura de palddio a 5% em carvido vegetal (0,2 g) em etanol
(25 mL) e adicionar 4-etenil-1H-pirrole-2-carboxilato de
metilo (1,4 g, 9,3 mmoles). Hidrogenar a 206,8 kPa durante
3 h para dar conversdo completa por LC-MS. Filtrar através
de celite e evaporar para dar um 6leo. Passar através de
uma almofada de gel de silica com iso-hexano/acetato de
etilo (100:0 até 75:25) para dar o composto em epigrafe
como um 6leo amarelo palido (1,12 g). 1H-NMR (CDClz), O:
8,87 (lH, br. s), 6,73-6,78 (2H, m), 3,83 (3H, s), 2,50

(24, g, J = 7,8 Hz) e 1,19 (3H, t, J= 17,3 Hz).

Preparagao 7

Sintese de 4-(prop-l-en-2-il)-1H-pirrole-2-carboxilato de

metilo.

Misturar 4-iodo-l1H-pirrole-2-carboxilato de meti-

lo (1,5 g, 5,98 mmoles), 4,4,5,5-tetrametil-2- (prop-l-en-2-
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il)-1,3,2-dioxaborolano (3,01 g, 17,98 mmoles) 1,1'-bis(di-
tert-butilfosfino) ferroceno (dtbpf) (0,3 g, 0,06 mmoles),
tris(dibenzilidencacetonil)bis-palddio (Pdz(dba)z) (0,3 g,
0,06 mmoles), fosfato de tripotéssio (2,54 g, 11,95 mmoles)
e metanol (12 mlL). Agquecer a mistura num tubo selado num
micro-ondas a 140°C durante 30 minutos. Arrefecer, filtrar
a mistura de reacdo e lavar o sinterizado com metanol,
evaporar o filtrado sob pressdo reduzida e cromatografar em
silica eluindo com iso-hexano/diclorometano (eluicéao
gradiente, 100:0 até 0:100). Evaporar as fracdes contendo
produto para dar 4- (prop-l-en-2-il)-1H-pirrole-2-
carboxilato de metilo. (0,679 g, 68,79% de rendimento). MS

(m/z): 1l66,1 (M+1).

Preparacédo 8

Sintese de 3-metoxi-4-metil-l1H-pirrole-2-carboxilato de

etilo.

Adicionar sulfato de dimetilo (3 mL, 3,99 g,
31,63 mmoles) a uma mistura de éster de etilo de &acido 3-
hidroxi-4-metil-1H-pirrole-2-carboxilico (3,5 g, 20,69
mmoles) e hidréxido de sdé6dio 2M (75 mL, 1500 mmoles) e
agitar a mistura de reacdo vigorosamente durante 30 min a
temp. ambiente (aplicacdo de banho de arrefecimento com
agua) . Recolher o precipitado resultante e lavar com &agua.

Adicionar mais sulfato de dimetilo (3 mL, 3,99 g, 31,63
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mmoles) ao filtrado e agitar durante 30 minutos. Recolher o
precipitado resultante e lavar com &gua. Adicionar mais
sulfato de dimetilo (3 mL, 3,99 g, 31,63 mmoles) ao
filtrado e agitar durante 1h. Combinar os pricipitados
isolados e secar num forno de véacuo a 50°C durante 30
minutos para dar 3-metoxi-4-metil-1H-pirrole-2-carboxilato
de etilo (3,221 g, 84,98% de rendimento). MS (m/z): 184,09

(M+1) .

Preparacgédo 9

Sintese de 1-(5-cloro-2-nitrobenzil)-4-metil-1H-pirrole-2-

carboxilato de etilo.

Agitar vigorosamente uma solucdo de 2-(bromo-
metil)-4-cloro-1l-nitro-benzeno (25,02 g, 99,88 mmoles) em
DCM (200 mL), e adicionar a isto uma solucdo de 4-metil-1H-
pirrole-2-carboxilato de etilo (15 g, 97,92 mmoles) em DCM
(200 mL). Depois adicionar hidréxido de tetra-n-butilamdnio
30-hidratado (0,508 g) e arrefecer a mistura agitada sob
azoto até aos 5°C utilizando um banho de gelo externo.
Adicionar hidrdéxido de sdédio ag. a 25% (200 mL) gota a gota
ao longo de 15 minutos observando a subida da temperatura
interna até aos 10°C. Agitar e deixar a aquecer até a
temperatura ambiente. Agitar a temperatura ambiente durante

3,5 h. Adicionar mais hidréxido de sdédio ag. a 50% (20 mL)
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e agitar a temperatura ambiente durante mais 1 h. Parar a
agitacdo e deixar separar as camadas. Transferir para um
funil de separacdo e lavar a camada orgadnica com acido
cloridrico 1IN (200mL), observando se o pH desta camada ¢
4dcido utilizando papel indicador. De seguida lavar a camada
orgédnica com agua (600 mL) e depois salmoura (600 mL) e
finalmente secar sobre Na;S04. Filtrar a mistura e remover
o solvente in vacuo a 40°C para dar 6leo cor-de-laranja.
Purificar passando através de uma almofada de gel de silica
com iso-hexano/acetato de etilo (eluicdo gradiente desde 10
até 20%) para dar 1-(5-cloro-2-nitrobenzil)-4-metil-1H-
pirrole-2-carboxilato de etilo como um ¢leo amarelo (33 g,

quantitativo). MS (m/z): 322,98 (M+1).

Preparacdo 9 alternativa

Sintese de 1-(5-cloro-2-nitrobenzil)-4-metil-1H-pirrole-2-

carboxilato de etilo.

Sob uma atmosfera de azoto com agitacdo adicionar
carbonato de césio (96 g, 295 mmoles) a uma solucdo de 4-
metil-1H-pirrole-2-carboxilato de etilo (30 g, 196 mmoles)
em DMF (240 mL) e aquecer a mistura de reacdo até aos 40°C
a 45°C durante 1 hora. Arrefecer a mistura de reacdo até a
temperatura ambiente e adicionar uma solucdo de 2-
(bromometil)-4-cloro-1-nitro-benzeno (54 g, 216 mmoles) em
DMF (120 mL) gota a gota. Agitar a suspensdo resultante
durante 1,5 h a 2,0 h, filtrar os sélidos e enxaguar o bolo

de filtracdo com DMF (45 mL). Transferir os sélidos para um
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recipiente de reacdo limpo, adicionar &gua (200 mL) e
arrefecer a suspensdo até aos 10°C até 15°C com agitacdo
durante 1 h a 2 h. Filtrar a suspensdo, enxaguar com agua
(75 mL) e transferir os sélidos para outro recipiente de
reacdo. Adicionar etanol (125 mL) e agitar a suspensdo a
5°C a 10°C durante 1 h a 2 h. Filtrar os sélidos, enxaguar
0 bolo de filtracdo com etanol (20 mL), e secar os sdélidos
num forno a menos de 50°C sob pressdo reduzida para dar 1-
(5-cloro-2-nitrobenzil)-4-metil-1H-pirrole-2-carboxilato de
etilo como um sélido amarelo (54 g, 94,1% de pureza, 73,3%

de rendimento).

Preparacgédo 10

Sintese de etil-4-bromo-1-(5-cloro-2-nitrobenzil)-1H-pir-

role-2-carboxilato de etilo.

Lavar hidreto de sédio suspenso em 6leo mineral a
0% (1,2 equiv; 1,1 g, 27,52 mmoles) com uma pequena
quantidade de iso-hexano (x 2). Suspender em N,N-dimetil-
acetamida (15 mL) e arrefecer num banho de gelo. Adicionar
4-bromo-1H-pirrole-2-carboxilato de etilo (5,0 g, 22,93
mmoles) em porcdes ao longo de 15 minutos deixando que a

libertacdo do géas diminua entre adicdes. Agitar a tempe-
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ratura ambiente durante 15 minutos para dar uma solucgédo
castanha. Adicionar 2-(bromometil)-4-cloro-l-nitro-benzeno
(1,15 equiv; 6,61 g, 26,37 mmoles) em porcdes ao longo de
15 minutos e agitar solucdo purpura resultante a tempe-
ratura ambiente durante 2,5 h. Arrefecer num banho de gelo
e temperar com agua (10 mL). Partilhar entre &cido
cloridrico 1M (100 mL) e EtOAc (300 mL). Lavar a camada
orgdnica com agua (2 x 100 mL) depois salmoura. Secar sobre
Na»S04 e descolorir com carvdo vegetal ativado. Filtrar
através de celite e evaporar para dar etilo 4-bromo-1-(5-
cloro-2-nitrobenzil)-1H-pirrole-2-carboxilato de etilo como
um O6leo cor-de-laranja (9,1 g, quantitativo). 1H-NMR
(CbClz) o&: 8,12 (1H, d), 7,40 (1H, dd), 7,07 (1H, 4d), 6,92
(1, d), 6,53 (1H, d), 5,87 (2H, s), 4,17 (2H, qg), 1,25

(3H, t).

Os seguintes compostos sdo preparados essencial-

mente através do método da Preparacédo 10.

Preparacdo N°. [Nome Estrutura Dados fisicos

4-Metil-1-(5-metil-

/ \ OEt
2-nitrobenzil) -1H-

N
11 o MS (m/z): 303,09 (M+l).
pirrole-2-carboxi-
NO,

lato de etilo

1- (5-Metil-2-nitro- F,C 1H NMR (d6-DMSO) &: 8,06 (1H,
benzil) -4~ (trifluo- / \_ OEt |d), 7,9 (H, s), 7,37 (1§,
12 rometil) -1H-pirrole- | 0 d), 7,25 (1H, s), 6,31 (1H,
3-carboxilato de \d’\lo s), 5,87 (2H, s), 4,09 (2H,
2

etilo a, 2,27 (34, s), 1,13 (3H, t)
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(continuacéao)
Preparacdo N°. [Nome Estrutura Dados fisicos
Cl

4-Cloro-1- (5-cloro- = o 1H NMR (CDC1l3) &: 8,16 (1H,
Me
3-nitrobenzil) -1H- N d), 7,40 (1H, dd),6,98 (1H,
13 o]
pirrole-3-carboxi- C'\E:\H d), 6,8 (1H, d), 6,53 (1H,
lato de metilo NO, d), 5,86 (2H, s), 3,73 (3H, 8)
1- (5-Cloro-3-nitro- MeS
benzil) -4~ (metilsul- m\(om
N
14 fanil)-1H-pirrole-3- | Q MS (m/z): 340,98 (1)
carboxilato de me—
NO,
tilo
Br
4-Bromo-1- (5-metil-
7\ OMe
2-nitrobenzil) -1H- N
15 0 MS (m/z): 352,98 (M+1)
pirrole-2-carboxi-
lato de metilo NO,
1- (5-Cloro-2-nitro- R OMe
benzil)-4-etil-1H- N
16 cl 0 MS (m/z) 323,18 (M+1)
pirrole-2-carboxi-
lato de metilo NO,
1- (5-Cloro-3-nitro-
benzil) -4- (prop-1- 7\ OMe
17 en-2-il)-1H-pirrole- ol N 0 MS (m/z): 334,98 (M+1)
3-carboxilato de \1[:::Ijj
metilo Noz
F.C IH NMR (CDC13) d: 8,14 (1H,
1- (5-Cloro-3-nitrcb-
/ N\ OBt |d, 7,43 (1H, dd), 7,25 (1H,
enzil)-4- (trifluoro— N
18 a o] s), 7,22 (1H, d), 6,51 (1H,
metil)-1Hpirrole-3-
d), 5,92 (2H, s), 4,20 (24,
carboxilato de etilo NO,
9, 1,28 (3H, t).
1-(5-Metil-2-nitro- MeS
benzil) -4- (metilsul- \\__OMe
19 fanil)-1H-pirrole-2- O MS (m/z): 321,03 (M+l)

carboxilato de

metilo
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(continuacéao)

Preparacdo N°. [Nome Estrutura Dados fisicos

OMe
1- (5-Cloro-2-nitro- z_\g\‘( OEt
benzil)-3-metoxi-4- N
20 Cl o} MS (m/z): 353,13 (M+1)
metil-1Fpirrole-2-
carboxilato de etilo NO

3-Metoxi-4-metil-1- OMe
(5-metil-3-nitro- 7\ OEt
N
21 benzil)-1H-pirrole- o MS (m/z): 333,18 (M+1)
3-carboxilato de
NO,
etilo

Preparagédo 22

Sintese de 1-(2-amino-5-clorobenzil)-4-metil-1H-pirrole-2-

carboxilato de etilo.

Carregar platina(S) a 5%/carvdo vegetal (2,5 g),
e 1-(5-cloro-2-nitrobenzil)-4-metil-1H-pirrole-2-carboxila-
to de etilo (16,0 g, 49,57 mmoles) numa garrafa de Parr de
500 mL. Adicionar etanol (200 mL) depois dibrometo de zinco
(0,22 equiv; 2,46 g, 10,91 mmoles) e colocar a mistura sob
hidrogénio a 275,8 kPa e hidrogenar a temperatura ambiente
de um dia para o outro, monitorizando a formacdo de um
intermedidrio parcialmente hidrogenado. Remover a garrafa
de Parr, aquecer cuidadosamente num banho de &gua para

dissolver o material cristalizado, e filtrar através de
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celite. Combinar com o filtrado de uma operacdo idéntica e
evaporar para dar 1-(2-amino-5-clorobenzil)-4-metil-1H-
pirrole-2-carboxilato de etilo um sélido esbranquicado.
Colocar sob alto vacuo para remover o etanol residual para

dar o material (35 g, gquantitativo). MS (m/z): 293,1 (M+1).

Preparacgdo 22 alternativa

Sintese de 1-(2-amino-5-clorobenzil)-4-metil-1H-pirrole-2-

carboxilato de etilo.

Num recipiente de reacdo sob azoto carregar uma
solugcdo de 1-(b-cloro-2-nitrobenzil)-4-metil-1H-pirrole-2-
carboxilato de etilo (100,0 g, 310 mmoles) em THEF (800 mL)
e adicionar dibrometo de =zinco (0,22 equiv; 15,4 g, 68,4
mmoles) com agitacdo a temperatura ambiente. Carregar uma
lama de platina(S) a 5%/carvdo vegetal (13,3 g) em THEF (25
mL), e colocar o recipiente sob hidrogénio a 380 kPa.
Hidrogenar a temperatura ambiente durante 30 h. a 40 h.,
monitorizando a formacdo de um intermedidrio parcialmente
hidrogenado e filtrar sobre diatomite. Enxaguar o adjuvante
de filtracdo com THF (300 mL) e concentrar o filtrado,
abaixo de 40°C, até chegar um volume de aproximadamente 200
mL. Adicionar DCM (250 mL), concentrar a solucdo, a menos
de 40°C, para alcancar um volume de aproximadamente 200 mL,
e adicionar mais DCM (600 mL). Este processo pode ser
repetido tanto quanto necessidrio para remover niveis
indesejados de THF da mistura de reacdo. Carregar agua (500

mL), separar as camadas, e lavar a camada orgédnica com Aagua
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(300 mL), seguida de solucdo aquosa de cloreto de sdédio a
25% (250 mL). Concentrar a solucdo, 40°C, para alcancar um
volume de aproximadamente 200 mL, adicionar heptano (400
mlL), e concentrar a solucdo, a menos de 40°C, para alcancar
um volume de aproximadamente 200 mL. Adicionar heptano (400
mL) e aquecer a mistura de reacdo até aos 40-45°C com
agitacdo ao longo de 2-3 h. Arrefecer a mistura de reacédo
até aos 5-10°C e continuar a agitar a esta temperatura
durante 1-2 h. Filtrar os sélidos resultantes e secar num
forno a menos de 50°C sob pressdo reduzida para dar 1-(2-
amino-5-clorobenzil)-4-metil-1H-pirrole-2-carboxilato de
etilo (81,4 g, 95,8% de pureza, 85,9% de rendimento) como

um sbé6lido amarelo.

Os seguintes compostos sdo preparados essencial-

mente através do método da Preparacédo 22.

MS (m/z):
Preparagdo N°. Nome Estrutura
(M+1) .
Me,
J\ OEt
1-(3-Amino-5-metillenzil) —4-metil-1H- N
23 Me (¢ 273,09
pirrole-3-carboxilato de etilo
NH,,
F.C
1- (3-Amino-5-metilbenzil) -4- 7\ OEt
N
24 (trifluorcmetil)-1H-pirrole-2- Me o 327,18
carboxilato de etilo
NH,
Me OMe
1- (3-2mino-5-metilbenzil) -3-metoxi-4- /A OEt
N
25 metil-1H-pirrole-2-carboxilato del pe o 303,19
etilo
NH,
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Preparagdo 26

Sintese de 1-(2-amino-5-clorobenzil)-4-bromo-1H-pirrole-2-

carboxilato de etilo.

I\  OEt

A uma solucdo bem agitada de 4-bromo-1-(5-cloro-
2-nitrobenzil)-1H-pirrole-2-carboxilato de etilo (9,1 g,
23,48 mmoles) em &cido acético (60,00 mL) a 70°C, adicionar
ferro (5 equiv; 6,56 g, 117,38 mmoles) em porcgdes ao longo
de 0,5 h. A meio da adicdo, observa-se uma exotermia para
manter uma temperatura de 85°C com o banho de 6leo re-
movido. A mistura de reacdo ird tornar-se mais espessa a
medida que a exotermia se dissipa e pode ser adicionado o
restante ferro. Agitar a 85°C durante 0,5 h. Arrefecer até
a temperatura ambiente e verter em agua (200 mL). Extrair
em clorofdédrmio (2 x 200 mL). Combinar camadas orgédnicas e
lavar com &dgua (2 x 100 mL) depois solucdo aquosa saturada
de NaHCOz. Secar sobre NayS0s4, filtrar e evaporar até ao
composto em epigrafe como um 6leo cor-de-laranja (7,7 g,

92% de rendimento). MS (m/z): 358,98 (M+1).

Os seguintes compostos sdo preparados essencial-

mente através do método da Preparacédo 26.



PE2683719 - 30 -

MS (m/z):
Preparagdo N°. Nome Estrutura
(M+1) .

1- (2-Amino-5-clorobenzil) -4-cloro-1H- 298, 99 /

/
N
27 el (o]
pirrole-3-carboxilato de metilo 301,09
NH,

MeS,
1- (2-Amino-5-clorcbenzil) —4- MOME
28 (metilsulfanil)-1H-pirrole-2- al ) ©) 311,13
carboxilato de metilo \d

1- (3-Amino-5-metillbenzil) —4-bromo-1H-

Br
/
N
29 Me o) 322,98
pirrole-2-carboxilato de metilo
NH

1- (2-Amino-5-clorobenzil) —4-etil-1H-

30 oW 293,14
pirrole-2-carboxilato de metilo Cl\(:ﬁ
NH

1-(2-Amino—5-clorobenzil) -4- (propan—2-

Me
Me
/
31 DR 307,09
il)-1Hpirrole-2-carboxilato de metilo Cl\cﬁ
NH

Preparacgédo 32

Sintese de 7-cloro-2-metil-5,10-di-hidro-11H-pirrolo[2,1-

c] [1,4]benzodiazepin-1l1-ona.

A uma solucédo de 1-[ (2-amino-5-cloro-fe-

nil)metil]-4-metil-pirrole-2-carboxilato de etilo (35 g,
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119,55 mmoles) em sulfdéxido de dimetilo (120 mL) adicionar
t-butdéxido de potéssio (14,76 g, 131,5 mmoles) ao longo de
10 minutos. Aquecer a 80°C (temperatura do banho de 6leo)
ao longo de 1 h. Deixar arrefecer depois verter em &gua
(400 mL). Recolher o s6¢lido castanho em pd resultante
através de filtracdo, lavando Dbem com &gua. Secar o
sinterizado por succdo o maximo possivel depois transferir
para um prato e secar num forno de vacuo a 55°C sobre
pentdéxido de fésforo de um dia para o outro, para dar 7-
cloro-2-metil-5,10-di-hidro-11H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzo-

diazepin-ll-ona. (22 g, 91%). MS (m/z): 247,1 (M+1).

Preparacdo 32 alternativa

Sintese de 7-cloro-2-metil-5,10-di-hidro-11H-pirrolo[2,1-

c] [1,4]benzodiazepin-1l1-ona.

A uma solucdo de 1-[(2-amino-5-cloro-fenil)me-
til]-4-metil-pirrole-2-carboxilato de etilo (20 g, 68,3
mmoles) em sulfdéxido de dimetilo (60 mL) adicionar ¢t-
butéxido de potéssio (8,4 g, 74,9 mmoles) em DMSO (40 mL) e
aquecer a mistura de reacdo até aos 75-80°C durante 1-2 h.
Adicionar Agua (200 mL) lentamente, arrefecer até a
temperatura ambiente, e agitar durante 1-2 h. Filtrar os
sélidos, lavar o bolo de filtracdo com é&gua (75 mL), e
transferir os sdélidos para um recipiente de reacdo limpo.
Adicionar THEF (100 mL) e aquecer a mistura de reacdo até
aos 30-35°C até que os sdélidos se dissolvam. Adicionar DCM

(350 mL) e continuar a agitar a 30-35°C durante 1-2 h.
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Adicionar é4cido cloridrico 1IN (250 mL) e continuar a agitar
a 30-35°C durante 1-2 h. Separar as camadas, lavar a camada
orgadnica com 4&acido cloridrico 1IN (250 mL) seguido de
solucdo aqgquosa de cloreto de sdédio a 25% (50 mL), e
concentrar a solucdo, a menos de 50°C, para alcancar um
volume de aproximadamente 25 mL. Adicionar etanol (50 mL),
concentrar a solucdo, a menos de 50°C, para alcancar um
volume de aproximadamente 25 mL, e adicionar mais etanol
(50 mL). Concentrar a solucdo, a menos de 50°C, para
alcancar um volume de aproximadamente 25 mL, aquecer a
mistura de reacdo até aos 45-50°C, e agitar durante 1-2 h.
Arrefecer a mistura de reacdo até aos 5-10°C com agitacdo
ao longo de 2-3 h, e filtrar os s6lidos resultantes.
Enxaguar o bolo de filtracdo com etanol (25 mL) e secar num
forno a menos de 50°C sob pressdo reduzida para dar 7-
cloro-2-metil-5,10-di-hidro-11H-pirrolo[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-11l-ona como um sdbélido esbrangquicado

(14,9 g, 99,9% de pureza, 88,5% de rendimento).

Os seguintes compostos sdo preparados essencial-

mente através do método da Preparacédo 32.

MS (m/z):
Preparacdo N°. Nome Estrutura
(M+1) .

2,7-Dimetil-5,10-di-hidro-11H-

H
N
33 pirrolo[3,1-c][1, 4]benzodiaze- — 227,09
N ~Me

pin-11-ona Me

2-Bromo-7-cloro-5, 10-di-hidro—

34 11H-pirrolo(3,1-c] [1, 4]benzod- — 312,93
N/ Br
ilazepin-ll-ona
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(continuacéao)
MS (m/z):
Preparacdo N°. Nome Estrutura
(M+1) .
e
T-Metil-2- (trifluorometil) -5, 10— N
35 di-hidro-11H-pirrolo[3, 1- - 281,14
N/ —CF,
c] [1,4]benzodiazepin-11-ona Me
O
H

2,7-Dicloro-5, 10-di-hidro-11H-

N
36 pirrolo(3,1-c] [1, 4]benzodiaze— - 267,04
N/~ Cl
pin-11-ona

Cl
H @] 279,04
7-Cloro-3- (metilsulfanil) -5, 10— N
[M+H]+
37 di-hidro-11H-pirrolo[2, 1- -
N/ ~SMe 579,02
cl[1,4]benzodiazepin-11-ona cl
[2M+Na ]+
H P
2-Bromo-7-metil-5, 10-di-hidro— N

_ 291,04/
38 11Hpirrolo(2,1-c] [1,4]benzodia-
N Br 292,99

zepin-11-ona Me

7-Cloro—-2- (1-metiletil) -5, 10-di-

39 hidro-11H-pirrolo[3, 1- /@\/N "/ Me| 275,19
cl[1,4]benzodiazepin-11-ona

7-Cloro-3- (trifluorometil) -5, 10—

40 di-hidro-11H-pirrolo[2, 1- - 300, 99
N —CF,
cl [1,4]benzodiazepin-11-ona

7-Cloro-2-etil-5, 10~di-hidro-

41 11Hpirrolo[2,1-c][1, 4]benzodi- g\/N_—/ Me 261,19
azepin-l1l-ona

cl
O
1-Metoxi-2, 7-dimetil-5, 10-di- H OMe
42 hidro-11H-pirrolo[2,1-c][1,4]- /Ki:;;i\\//N"' 257,14
Me
benzodiazepin-11-ona Me

Preparacgdo 43

Sintese alternativa de 7-cloro-2-(trifluorometil)-5,10-di-

hidro-11H-pirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepin-11-ona.
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Adicionar dicloreto de estanho (3 equiv; 3,02 g,
15,77 mmol) em &cido cloridrico 5M (20 mL, 100 mmol) a 1-
(b-cloro-2-nitrobenzil)-4- (trifluorometil)-1H-pirrole-2-
carboxilato de etilo (1 equiv; 1,98 g, 5,26 mmoles) e
etanol (100 mL) a 50°C. Aquecer de um dia para o outro e
depois durante mais 26 h, remover a maior parte do etanol
in vacuo e diluir a solucdo resultante com &gua e recolher
o0 precipitado resultante através de filtracdo, lavar bem
com &gua e secar 1in vacuo a 40°C. Absorver o sb6lido em
silica, cromatografar eluindo com DCM/metanol (5:95) para
dar um aminoéster ndo ciclizado (0,260 g) e 7-cloro-2-
(trifluorometil)-5,10-di-hidro-11H-pirrolo[2,1-c][1,4]ben-
zodiazepin-1l-ona (0,613 g). Agquecer o éster nédo ciclizado
numa mistura de A&cido cloridrico 5M (10 mL, 50 mmol)
durante 80 h. Remover o etanol in vacuo e recolher o sélido
precipitado resultante através de filtracdo e lavar com
dgua para dar 7-cloro-2-(trifluorometil)-5,10-di-hidro-11H-
pirrolo[2,1-c][1,4]1benzodiazepin-11-ona (0,17 g). Combinar
com a 7-cloro-2-(trifluorometil)-5,10-di-hidro-11H-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-11-ona anterior para dar

(0,794 g, 50% de rendimento). MS (m/z): 300,99 (M+1).

O seguinte composto ¢é preparado essencialmente

através do método da Preparacdo 43.
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MS (m/z):
Preparacdo Nr. Nome Intermedidrio
(MH+1) .

o}

7-Cloro-l-metoxi-2-metil-5, 10-di- ﬁ OMe
44 hidro-11H-pirrolo[2,1-c] [1,4]- j(i:ji\«/ = 277,09

N ZMe

benzodiazepin-1l1l-ona Cl

Preparagédo 45

Sintese de 7,l1l-dicloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]ben-

zodiazepina.

A uma suspensdo de 7-cloro-2-metil-5,10-di-hidro-
l11H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzodiazepin-11-ona (40,6 g, 164,58
mmoles) em metoxibenzeno (250 mL) a 70°C adicionar N,N-
dimetilanilina (2,8 equiv; 58,59 mL, 460,8 mmoles) numa
porcdo seguida de cloreto de fosforilo (2,3 equiv (molar);
35,18 mL, 378,52 mmoles) ao longo de 20 minutos,
controlando a exotermia por adicdo. Aqgquecer a solucédo
escura resultante a 90°C durante 1,5 h. Adicionar mais
cloreto de fosforilo (0,33 equiv; 5,05 mL, 54,31 mmoles) e
aquecer a mistura a 90°C durante mais 1lh para dar conversio
completa. Evaporar quase até a secura e partilhar o residuo
entre 4gua (500 mL) e acetato de etilo (2 x 500 mL).
Combinar as camadas organicas e lavar com agua (500 mL)
depois salmoura. Secar sobre NaS04, filtrar e evaporar em
silica. Passar através de uma almofada de gel de silica com

iso-hexano/acetato de etilo (eluicdo gradiente desde 5 até
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25%) . Combinar as fragdes do produto e evaporar até uma
pequena quantidade de solvente. Adicionar iso-hexano (150
mL) e recolher o pd amarelo resultante através de
filtracdo, para dar 7,11-dicloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepina (34,0 g, 78% de rendimento). MS

(m/z): 265,1 (M+1).

Sintese alternativa:

Sob uma atmosfera de Nz adicionar cloreto de
fosforilo (124 g, 819 mmol) a uma mistura de 7-cloro-2-
metil-5,10-di-hidro-11H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-
ll-ona (100 g, 405 mmol), N,N-dimetilanilina (138 g, 1,14
mol) e anisole (550 mL). Agquecer até aos 80-85°C e agitar
durante 4 h a 6 h. Concentrar até um total de 1,5 volumes a
2,5 volumes engquanto a temperatura ¢é mantida abaixo dos
75°C. Arrefecer até aos 15-25°C. Adicionar diclorometano
(600 mL) gota a gota e agitar durante 1 h. Adicionar a
mistura resultante a agua (600 mL) enquanto a temperatura é
mantida entre os 10°C e os 35°C. Agitar durante 1 h. e
depois separar as camadas. Extrair a camada agquosa com
diclorometano (600 mL). Lavar as camadas orgénicas
combinadas com HC1 1,0N (600 g) seguido de NaHCOz a 7% (600
g). Filtrar a camada orgénica através de diatomite (20 g a
30 g) e silica gel (60 g a 100 g). Concentrar o filtrado
resultante num total de 1,5 volumes a 2,5 volumes enquanto
a temperatura ¢ mantida abaixo dos 45°C. Adicionar heptano

(270 g a 410 g) e concentrar o filtrado resultante num
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total de 1,5 volumes a 2,5 volumes enquanto a temperatura é
mantida abaixo dos 45°C. Adicionar heptano (150 g a 210 g),
arrefecer até aos 5°C a 10°C, e agitar durante 2 h a 3 h.
Filtrar, enxaguar o bolo de filtracdo com heptano, e secar

sob vacuo, a menos de 45°C, para obter o composto em

e

epigrafe como um sé6lido amarelo péalido (90% a 95 de

rendimento)

Os seguintes compostos sdo preparados essencial-

mente através do método da Preparacédo 45.

Preparacdo N°. Nome Estrutura MS (m/z): (M+l).

Cl
N=—

46 pirrolo[3,1-c][1,4]benzodiaze— Q\/N—_/ . 265,09/267,04

pina Me

3,11-Dicloro-7-metil-5H-

Cl
7,11-Dicloro-1-metoxi-3-metil—

N— OMe
47 SH-pirrolo/2,1-c][1,4]benzodia- QVN_‘/ " 295,09/297,04
e

Zepina Cl
11-Cloro-2, 7-dimetil-1-metoxi- Ne— o OMe

48 SH-pirrolo/2,1-c][1,4]benzodia- QVN_‘/ Ve 275,14/277,09
zepina Me

Cl
2-Bromo-11-cloro-7-metil-5H—

N—
49 pirrolo[2,1-c] [1, 4]benzodia- Q;bB 309,04/310, 98
r

zepina Me

Preparacgédo 50

Sintese de 3-[4-(7-cloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]ben-
zodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-dimetilpropanocato de

metilo.
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CO,Me

Adicionar cloreto de fosforilo (1,47 mL, 2,43 g,
15,85 mmoles) a 7-cloro-2-metil-5,10-di-hidro-11H-pirrolo-
[2,1-c][1,4]benzodiazepin-11-ona (1,117 g, 4,53 mmoles) em
DCM (50 mL) e agitar a temperatura ambiente ao longo de um
fim-de-semana. Adicionar gelo-4dgua a mistura de reacéo
depois adicionar DCM, separar a camada aquosa e lavar a
camada de DCM com &gua e solucdo de hidrogenocarbonato de
sébdio. Secar a solucdo em DCM com MgSQO4, filtrar e evaporar
o solvente 1in vacuo para dar 7,1l-dicloro-2-metil-5H-

pirrolo[2,1-c][1,4]1benzodiazepina (1,167 qg).

Dissolver di-hidrocloreto de 2,2-dimetil-3- (pipe-
razin-1-il)propancato de metilo (1,61 g, 5,89 mmoles) em
agua e carregar em dois cartuchos SCX-2 (10 g). Lavar os
cartuchos com metanol e eluir com amoniaco 2M em metanol.
Concentrar in vacuo, depois dissolver o ¢leo resultante em
acetonitrilo (40 mL). Adicionar 7,1l1-dicloro-2-metil-5H-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina (1,167 g, 4,4 mmoles) a
solucdo de acetonitrilo. Dividir a solugdo de acetonitrilo
e colocar dentro de 2 tubos de micro-ondas, adicionar
carbonato de potassio (0,89 g, 6,79 mmoles) a cada tubo de
micro-ondas e aquecer e agitar a 140°C no micro-ondas
durante 3,5 h. Deixar a mistura de reacdo arrefecer, fil-

trar, lavar o sdé6lido recolhido no sinterizado com aceto-
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nitrilo depois concentrar o filtrado in wvacuo, adicionar
metanol e depois evaporar até a secura. Tratar com mais
metanol e recolher o precipitado resultante, lavar o
precipitado com metanol para dar 3-[4-(7-cloro-2-metil-5H-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-
dimetilpropancato de metilo como um sélido cristalino (1,1

g). MS (m/z): 429,18 (M+1).

Sintese alternativa de 3-[4-(7-cloro-2-metil-5H-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-

dimetilpropancato de metilo.

A uma suspensdo de 7,1ll-dicloro-2-metil-5H-pir-
rolo[2,1-c][1,4]1benzodiazepina (34,0 g, 128,23 mmoles) em
acetonitrilo (300 mL) adicionar hidrocloreto de 2,2-
dimetil-3- (piperazin-1-il)-propionato de metilo (2,1 equiv;
63,75 g, 269,29 mmoles) e carbonato de potédssio (4 equiv;
70,89 g, 512,93 mmoles). Aquecer a mistura ao refluxo de um
dia para o outro. Evaporar até a secura. Partilhar o
residuo entre agua (500 mL) e EtOAc (2 x 500 mL). Combinar
a camadas orgédnicas e lavar com agua (500 mL) depois
salmoura. Secar sobre sulfato de sédio, filtrar e evaporar
até um ¢6leo castanho. Adicionar iso-hexano (~150 mL) e um
cristal de semente da Preparacdo 50. Deixar a cristalizar
ao longo de 2 h, depois transferir o Dbaldo para um
frigorifico e deixar a <repousar. Recolher o sélido
cristalino pesado resultante através de filtracdo, lavando
com 1iso-hexano frio. Secar num forno de vacuo a 40°C

durante 1 h, para dar 3-[4-(7-cloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-
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c][1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-i1i1]-2,2-dimetilpro-
panocato de metilo (53,6 g, 97% de rendimento). MS (m/z):

429,18 (M+1).

Segunda sintese alternativa de 3-[4-(7-cloro-2-
metil-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-

1-i1]-2,2-dimetilpropanocato de metilo.

Aquecer uma mistura de 7,1ll-dicloro-2-metil-5H-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina (10,0 g, 37,7 mmol), di-
hidrocloreto de 2,2-dimetil-3-(piperazin-1-il)-propionato
de metilo (19,4 g, 71,0 mmol), di-isopropilamina (22,9 g,
226 mmol), e acetonitrilo (80 g) a 80°C a 85°C durante 22 h
a 26 h. Arrefecer até aos 30°C a 40°C e adicionar acetato
de etilo (80 g). Adicionar &gua (80 g) gota a gota. Agitar
40 min a 60 min e separar as camadas. Extrair a camada
aquosa com acetato de etilo (60 g a 80 g). Lavar as camadas
orgénicas combinadas com cloreto de sdédio aquoso a 25% (2 X
40 g). Concentrar a camada organica até um total de 1,5
volumes e 3,5 volumes enquanto a temperatura é mantida a
menos de 50°C. Adicionar heptano (41 g a 55 g) a 40°C a
50°C)\ e agitar durante 2 h a 3 h. Concentrar até um total
de 1,5 volumes a 3,0 wvolumes engquanto a temperatura é
mantida abaixo dos 50°C. Arrefecer até aos 0°C a 10°C e
agitar durante 2 h a 3 h. Filtrar, lavar o Dbolo de
filtracdo com heptano (3,0 g a 10,0 g), e secar sob vacuo,
a menos de 60°C, para produzir o composto em epigrafe (16,0
g, 94,7% 3%p/p ensaio, 94% de rendimento) como um sdélido

amarelo, leve.
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Preparagao 51

Sintese de 3-[4-(2,7-dicloro-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzo-
diazepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-dimetilpropancato de me-

tilo.
CO,Me

»

N=

Q\/N/ Cl

Cl

Adicionar cloreto de fosforilo (5 equiv; 4,36 mL,
7,19 g, 46,89 mmoles) a 2,7-dicloro-5,10-di-hidro-11H-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-11-ona (1 equiv; 2,505 g,
9,38 mmoles) em clorofédrmio (80 mL) e aquecer e agitar a
50°C de um dia para o outro. Decantar a solucdo da reacdo e
evaporar in vacuo até um &éleo. Dissolver o &6leo em DCM,
lavar com solugdo aquosa de hidrogenocarbonato de sdédio
saturada. Secar a solucdo em DCM sobre NazS0s, filtrar e
concentrar até a secura para dar 2,7,1l-tricloro-5H-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina como um sdélido colorido
de cor creme. Paralelamente dessalinizar hidrocloreto de
2,2-dimetil-3- (piperazin-1-il)propancato de metilo (0,837
g, 3,54 mmoles) através de dissolucdo em metanol, adicionar
a solucdo metandlica a uma coluna SCX-2 (10 g) lavar com
metanol e depois eluir com solucdo 2,5M de amoniaco em
metanol, evaporar a fracdo de amoniaco em metanol para dar
2,2-dimetil-3-(piperazin-1-il)propancato de metilo (0,665

g) como um 6leo. Misturar este 6leo com 2,7,11l-tricloro-5H-



PE2683719 - 42 -

pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina (0,505 g 1,77 mmoles),
carbonato de potéssio (0,733 g, 5,31 mmoles) e acetonitrilo
(20 mL) e aquecer ao refluxo de um dia para o outro.
Arrefecer a mistura de reacdo até a temperatura ambiente e
filtrar, lavando o sinterizado com EtOAc, depois evaporar o
filtrado in vacuo até um sélido. Cromatografar em silica
eluindo com metanol/DCM (eluicdo gradiente 2:98 a 8:92).
Evaporar as fracdes contendo produto para dar 3-[4-(2,7-
dicloro-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzodiazepin-11-

il)piperazin-1-il]-2,2-dimetilpropancato de metilo (0,69

g). MS (m/z): 449,13/451,07 (M+1).

Os seguintes compostos sdo preparados essencial-

mente através do método da Preparacdo 5H1.

Preparacdo Nr. Nome Estrutura MS (m/z): (M+1).
CO,Me
3-[4-(3,7-Dimetil-5H-pirrolo[3, 1-
N,
c][1, 4]benzodiazepin-11-il) pipe- 4 )
52 Nl 409,23
razin-1-i1]-2, 2-dimetilpropancato TN
. Q\/N ZMe
de metilo Me
CO,Me
3-[4- (2-Bromo-7-cloro-5H- /——é GH
N CH;?®
pirrolo(2,1-c][1,4]benzodiazepin- (_ _)
53 l 493,00/ 495,00
11-il)piperazin-1-i1]1-2, 2- /@; -
N #Br
dimetilpropanocato de metilo cl
CO,Me
3-[4- (7-Cloro-2-etil-5H- /—f\
N
pirrolo([2,1-c][1,4]benzodiazepin- (:)
54 el 443,18
11-il)piperazin-1-i1]-2, 2- =
( j\ Nz
dimetilpropancato de metilo al
CO,Me
3,3-Dimetil-3-[4- (7-metil-3- f—(\
N
(trifluorometil)-5H-pirrolo(2,1- (—_)
55 wa 463,17
cl[1,4]benzodiazepin-11-il) pipe- Q\: —
N
razin-1-il]-propancato de metilo | e <
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(continuacéao)

Preparacdo Nr. Nome Estrutura MS (m/z): (M+1).
CO,Me
3-[4- (7-Cloro-3- (trifluorometil) - f—(\
N
S5H-pirrolo(2,1-c][1,4]benzodia— (i)
56 Wl 483,17
zepin-11-il)piperazin-1-i1]-2, 2- Q\:/Sij\
N.#CF.
dimetilpropanocato de metilo cl :
CO,Me
3-[4-(7-Cloro—2- (1l-metiletil) -5H-
N
pirrolo/2,1-cl[1,4]benzodiazepin- (J
57 " 457,07/459. 17
11-il)piperazin-1-i1]-2, 2~ Q\: — e
N/
dimetilpropancato de metilo cl Me
CO,_Me
3, 3-Dimetil-3-[4- (7-metil-3- ‘
N,
(trifluorometil)-5Hpirrolo[3,1- (-)
58 Wl 463,17
cl[1,4]benzodiazepin-11-il) pipe- X::X\jfﬁj>\
N A
razin-1-i1]-propancato de metilo | e s
CO,Me
3-[4- (3-Bromo-7-metil-5H—
N
pirrolo[2,1-c][1,4]lbenzodiazepin- ( _>
59 N 473,12/475,07

11-i1)piperazin-1-il]-2,2-
dimetilpropancato de metilo

N—=

Q\/N/ Br

Me

Preparagédo 60

Sintese de 2,2-dimetil-3-[4-(7-metil-2-(metilsulfanil)-5H-

pirrolo[2,1-¢c] [1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-

propanoato de metilo.

Tratar

nil)-1H-pirrole-2-carboxilato de metilo

9)

(10,5 mmoles;

com &cido acético

CO,Me

(0

oG e

1-(5-metil-2-nitrobenzil)-4- (metilsulfa-

Me

(15 mL)
585 mg)

depois tratar com ferro,

(3,49 mmoles;

1,12

joJe)

depois lentamente aquecer num banho
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de 6leo a 80°C. Apds algumas horas aumentar a temperatura
do banho de 6leo para 90°C. Depois deixar a reacdo a 60°C
durante 2 dias. Depois concentrar até a secura para remover
o &4cido acético depois tratar com EtOAc e lavar através de
uma almofada de silica com mais EtOAc até que a cor laranja
pare de sair. Concentrar o eluente vermelho até a secura
depois tratar com metanol depois re-concentrar e dissolver
em DCM (20 mL) e tratar com cloreto de fosforilo (1,0 mL).
Aquecer a reacdo num banho de 6leo a 50°C de um dia para o
outro. Depois arrefecer a reacdo até a TA e tratar com gelo
depois lavar duas vezes com &gua e depois NaHCO: (aqg).
Secar a camada orgédnica ao longo de MgS0O4, filtrar e
concentrar até um alcatrdo. Entretanto dissolver di-
hidrocloreto de 2,2-dimetil-3-(piperazin-1-il)-propanoato
de metilo (1,60 g, 5,86 mmoles) em Agua depois carregar num
cartucho SCX-2 (2 x 10 g) e lavar com metanol e depois
eluir com amoniaco em metanol. Concentrar a solucdo béasica
até a secura num O6leo. Depois dissolver este 6leo em
acetonitrilo (50 mL) e adicionar a uma mistura do alcatréo
e carbonato de potédssio (1,0 g) depois aquecer até refluxo.
Apbs 2 horas, submeter a reacdo ao micro-ondas até 140°C
durante 2 horas. Depois filtrar a reacdo e extrair com
acetonitrilo e acetona. Combinar e concentrar os licores-

mide até a secura em silica depois purificar através de

cromatografia flash em silica (40 g) (EtOAc a 10-50% em
hexano). Retomar as fracdes que contém produto limpo,

combinar e concentrar para dar 2,2-dimetil-3-[4-(7-metil-2-
(metilsulfanil)-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-11-
il)piperazin-1-il]-propanocato de metilo (418 mg; 27% de

rendimento). MS (m/z): 441,18 (M+1).
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Preparagao 61

Sintese de 7-cloro-2-(metilsulfanil)-11-(piperazin-1-il)-

S5H-pirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepina.

Adicionar cloreto de fosforilo (5 equiv; 2,21 mL,
3,064 g, 23,76 mmoles) a 7-cloro-2-(metilsulfanil)-5,10-di-
hidro-11H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzodiazepin-11-ona (1,38 g,
4,75 mmoles) em clorofdérmio (20 mL) e aguecer e agitar a
45°C durante 2 h. Aumentar a temperatura da reacdo até aos
60°C e agitar durante mais 2 h. Remover o cloroférmio 1in
vacuo e dissolver o residuo em DCM (100 mL) e lavar com
solucdo de bicarbonato de sdédio saturada (100 mL). Filtrar
a camada DCM através de uma frita de separacdo de fases e
evaporar o solvente in vacuo para dar um &éleo wviscoso.
Dissolver o ¢leo em acetonitrilo (10 mL) e adicionar
carbonato de c¢ésio (3 equiv; 4,65 g, 14,26 mmoles).
Adicionar a esta mistura piperazina (10 equiv; 4,09 g,
47,52 mmoles) em acetonitrilo seco (10 mL) e aqgquecer e
agitar a mistura sob refluxo de um dia para o outro.
Arrefecer a mistura de reacdo e adicionar solucdo saturada
de cloreto de aménio (100 mL) e extrair em EtOAc (2 x 50

mL) . Combinar a camadas orgénicas e lavar com agua (3 x 100
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mL), secar sobre MgS0O4, filtrar e evaporar o solvente 1in
vacuo para dar 7-cloro-2-(metilsulfanil)-11-(piperazin-1-
il)-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina (1,0 g, ©60%). MS

(m/z): 347,13 (M+1).

Preparagao 62

Sintese de 3-[4-(7-cloro-2-(metilsulfanil)-5H-pirrolo[2,1-
c] [1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-dimetil-

propanocato de metilo.

Adicionar 2,2-dimetil-3-oxo-propanocato de metilo
(0,928 g, 7,13 mmoles) em DCM (5 mL) a 7-cloro-2-(metil-
sulfanil)-11-(piperazin-1-il)-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzo-
diazepina (1,0 g, 2,85 mmoles) em DCM (10 mL) e agitar sob
azoto durante 30 minutos a temperatura ambiente. Adicionar
triacetoxiboro-hidreto de sédio (3 equiv; 1,89 g, 8,56
mmoles) a mistura de reacdo e agitar sob azoto de um dia
para o outro a temperatura ambiente. Adicionar metanol e
aplicar numa coluna SCX-2, lavar com metanol e eluir com
amoniaco 2M em metanol. Evaporar a solucdo de metanol para
dar 3-[4-(7-cloro-2-(metilsulfanil)-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]-
benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il1]-2,2-dimetilpropanoato

de metilo (1,23 g, 84%). MS (m/z): 461,12 (M+1).
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Preparacgdo 63

Sintese de 2,2-dimetil-3-{4-[7-metil-2-(propan-2-il)-5H-
pirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepin-11-il]piperazin-1-il}pro-

panocato de metilo.
CO,Me

(>

jr@o¥

Misturar 3-[4-(2-bromo-7-metil-5H-pirrolo([2,1-c]-
[1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il1]-2,2-dimetilpro-
panocato de metilo (1,00 equiv; 600,00 mg, 1,27 mmoles),
4,4,5,5-tetrametil-2- (prop-1l-en-2-il)-1, 3, 2-dioxaborolano
(3,00 equiv; 638,93 mg, 3,80 mmoles) em metanol (15 mL).
Adicionar uma mistura pré-misturada de 1,09% em peso de
tris(dibenzilidenocacetonil)bis-paladio (Pdz (dba) 3), 1,16%
em peso de 1,1'-bis(di-tert-butilfosfino)ferroceno (dtbpf)
e 97,75% em peso de fosfato de tripotéassio (1,06 g) e
aquecer a 140°C durante 25 min num micro-ondas. Filtrar a
mistura de reacdo através de celite e diluir até um volume
de 25 mL com metanol. Hidrogenar a solucdo metandlica
passando a 1 mL/min através de um hidrogenador de fluxo H-
Cube® utilizando um cartucho catalitico de Pd a 10%/C a
50°C. Evaporar o solvente in vacuo para dar 2,2-dimetil-3-
{4-[7-metil-2- (propan-2-il)-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodia-
zepin-11-il]piperazin-1-il}propancato de metilo. MS (m/z):

437,28 (M+1).
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Preparacgao 64

Sintese de 3-[4-(2-etil-7-metil-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]ben-
zodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-dimetilpropanocato de

metilo.
CO,Me

»

Misturar 3-[4-(2-bromo-7-metil-5H-pirrolol[2,1-c]-
[1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-dimetilpropa-
noato de metilo (1,00 equiv; ; 620,00 mg, 1,31 mmoles),
trietenilboroxinopiridina (1,5 equiv; 472,79 mg, 1,906
mmoles;) em metanol (15 mL). Adicionar uma mistura pré-
misturada de 1,09% em peso de tris(dibenzilidenoace-
tonil)bis-palédio (Pdo (dba)z), 1,16% em peso de 1,1'-
bis(di-tert-butilfosfino) ferroceno (dtbpf) e 97,75% em peso
de fosfato de tripotéssio (1,10 g) e aquecer a 140°C
durante 25 min num micro-ondas. Filtrar a mistura de reacéo
através de celite e diluir até um volume de 25 mL com
metanol. Hidrogenar a solucdo metandlica passando a 1
mL/min através de um hidrogenador de fluxo H-Cube®
utilizando um cartucho catalitico de Pd a 10%/C a 50°C.
Evaporar o solvente in vacuo para dar 3-[4-(2-etil-T7T-metil-
S5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-

2,2-dimetilpropanocato de metilo. MS (m/z): 423,18 (M+1).
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Exemplo 1

Sintese de &cido 3-[4-(7-cloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-c]-
[1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-

dimetilpropanoico.
COzH

»

o

A  uma suspensdo de 3-[4-(7-cloro-2-metil-5H-
pirrolo[2,1-c][1,4]1benzodiazepin-11-il)piperazin-1-i1]-2,2-
dimetilpropancato de metilo (28,0 g, 65,27 mmoles) numa
mistura de 4&alcool isopropilico (150 mL) e &agua (150 mL)
adicionar hidrdéxido de sdbédio (3 equiv; 7,83 g, 195,82
mmoles) e aquecer a 70°C durante 4 h para dar uma solucdo
transparente. Aquecer a 70°C durante mais 1 h depois
arrefecer ligeiramente. Adicionar é&cido cloridrico 5M para
dar pH 8 e precipitar um sé6lido branco. Adicionar mais
dcido cloridrico 5M para dar um pH entre 6,5 e 7. Reduzir o
volume de solvente para metade e depois arrefecer o balédo
num frigorifico durante 0,5 h. Recolher o sélido branco
resultante através de filtracdo e secar de um dia para o
outro num forno de vacuo a 40°C sobre pentédéxido de fésforo
para dar o 4cido 3-[4-(7-cloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-
c][1l,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-i1]1-2,2-
dimetilpropanoico (26,5 g, 98% de rendimento). MS (m/z):

415,3 (M+1). Ponto de fusdo por DSC = 246,5°C (inicio).
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Os seguintes compostos sdo preparados essencial-

mente através do método do Exemplo 1.

MS (m/z)
Exemplo Nr. Nome Estrutura
(MH1) .
COH
Acido  3-[4-(3,7-dimetil-5H-pirrolo[3,1-c]- (—:I)
2 [1,4]benzodiazepin-11-il) piperazin-1-i1]1-2, 2- N N 395, 28
dimetilpropanoico X::X;:itj>\Me
Me
COH
Acido 3-[4- (2-bromo-7-cloro-5H-pirrolo[2, 1- (—_"—‘7
3 cl[1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-i1]- N N 480, 97
2, 2-dimetilpropanoico Si:i\:if:>\5,
= TO,H
Acido 3-[4-(7-cloro-2-etil-5H-pirrolo[2,1-c]- (if>
4 [1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-i1]1-2, 2- N N 429,18
dimetilpropanoico ji:j;V/Ni; Me
“ COH
Acido  2,2-dimetil-3-{4-[7-metil-2- (trifluo- (ii>
5 rometil) -bHpirrolo[2,1-c][1, 4]1benzodiazepin- N__N 449,18
11-il]piperazin-1-il}propanoico ji:j\:j?i;)\ca
e COZH
Acido  3-[4-(7-cloro-3-(trifluorometil)-5HA s :')
o pirrolo(2,1-cl[1,4]benzodiazepin-11- N N 468, 62
il)piperazin-1-i1]-3, 3—dimetilpropanoico Xi:ﬁ\:ﬁtj>\cﬁ
= COH
Acido 3-[4- (2, 7-dicloro-5H-pirrolo[2,1-c]- (—:‘7
7 [1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-i1]1-2, 2- N N 435,18
dimetilpropanoico Xi:j;:j?j:}\c
= COH
Acido 3-[4-(7-cloro-2- (metilsulfanil)-5H-pir— (ij>
8 rolo/2,1-c] [1,4]benzodiazepin-11-i1) pipe- N N 447,17

razin-1-i1]-3, 3—dimetilpropanoico

s @ oW

Cl
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(continuacéao)
MS (m/z)
Exemplo Nr. Nome Estrutura
o (MH1) .
Acido 2,2-dimetil-3-{4-[7-metil-2- (propan—2- <Fj>
9 il)-5Hpirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-11- Ne N 423,17
il]piperazin-1-il}propanoico /@\/b\(m
Acido  3-[4-(2-etil-7-metil-5H-pirrolo[2,1- (—N
10 cl[1,4]1benzodiazepin-11-il)piperazin-1-i1]- N N') 409,18
2, 2-dimetilpropanoico /@\/b\/m
e CO,H
Acido 3-{4-[7-cloro-2- (propan—-2-il)-5H-pirro— (—j)
11 lo(2,1-c] [1,4]benzodiazepin-11-il Jpiperazin- Ne N 443,18
1-11}-2, 2-dimetilpropanoico g\/,\,‘/ Me
Cl MeCOzH
Acido 2,2-dimetil-3-{4-[7-metil-2-(metilsul- (ij>
12 fanil)-5Hpirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin- N N 427,18
11-il]piperazin-1-il}propanoico Q\/bwe
Me
Exemplo 13

Sintese de di-hidrocloreto de &acido 3-[4-(7-cloro-2-metil-

S5H-pirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-

2,2-dimetilpropanoico.

CO,H
N
(;_) 2 HCl
N—

oW

A uma suspensdo de acido 3-[4-(7-cloro-2-metil-

S5H-pirrolo[2,1-c][1,4]lbenzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-

2,2-dimetilpropanocico (24,25 g, 58,44 mmoles) em

adlcool
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isopropilico (250 mL) a 60°C, adicionar uma solucdo 4M de
cloreto de hidrogénio em dioxano (2,4 equiv; 35,07 mL,
140,26 mmoles) ao longo de 10 minutos para dar uma solucgédo
transparente. Deixar a arrefecer ligeiramente depois
evaporar até um sdé6lido esbranquicado. Triturar com uma
pequena quantidade de éter dietilico e recolher sélido
creme em pd através de filtracdo. Secar num forno de vacuo
a 40°C de um dia para o outro. Moer até um pd fino e secar
num forno de véacuo a 60°C durante 6 h. Monitorizar os
niveis de &lcool isopropilico residual através de 1H NMR.
Dissolver em etanol quente (350 mL) e evaporar até a
secura. Triturar com etanol (50 mL) e evaporar outra vez
até a secura. Triturar com éter dietilico seco (200 mL) e
recolher o sé6lido resultante através de filtracdo. Secar
durante 6 h num forno de vacuo a 50°C para dar di-
hidrocloreto de acido 3-[4-(7-cloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-
cl[1l,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-i1]-2,2-

dimetilpropanoico (26,9 g, 94% de rendimento) MS (m/z):

415,2 (M+1).

Os seguintes compostos sdo preparados essen-

cialmente através do método do Exemplo 13.

MS (m/z) :
Exemplo Nr. Nome Estrutura
(M+1) .

CO.H
Di-hidrocloreto de é&cido 3-[4-(2,7-di-

N
metil-S5HFpirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepin- (r:-)

14 N 395, 28
11-il)piperazin-1-il]-2,2-dimetil- _ 2 HCl
Q\/N ~~Me

propanoico Me
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(continuacéao)

MS (m/z) :
Exemplo Nr. Nome Estrutura
(M+1) .
CO,H
Di-hidrocloreto de 4cido 3-[4- (2-bromo-7- N/—$
cloro-5H-pirrolo[2,1-c] [1, 4]benzodiazepin- (

15 N') ZHC 1480, 97
11-il)piperazin-1-i1]-2, 2~ N%
dimetilpropanoico ol N

COH
Di-hidrocloreto de &cido 3-[4-(7-cloro-2- Nr—&
etil-S5Hpirrolo[2,1-c][1, 4]benzodiazepin- (4 __) .
16 N 429,18
11-i1)piperazin-1-i1]-2, 2~ NN y
e
dimetilpropanoico cl N
COH
Di-hidrocloreto de acido 2,2-dimetil-3-{4- Nr‘{\
[7-metil-2- (trfluorometil) -5Hpirrolo[2, 1- ( j el
17 N N 449,18
cl[1,4]benzodiazepin-11-il]piperazin-1-il1} TN
. N A#~CF3
propanoico Me
CO,H
Di-hidrocloreto de acido 3-{4-[7-cloro-2- N#
(trifluorometil)-5H-pirrolo/(3,1-c][1,4]- (

18 N’) 21C 469,07
benzodiazepin-11-il]piperazin-1-i1}-2, 2- /@53
dimetilpropanoico N N _/~CFs

CO,H
Di-hidrocloreto de 4cido 3-[4-(2,7-di- r«§
N
cloro-5H-pirrolo[2,1-c] [1, 4]benzodiazepin- (‘ _7 el

19 i 434,68
11-il)piperazin-1-i1]-2,2- 4%\
dimetilpropanoico cl N

CO,H
Hidrocloreto de é4acido 3-{4-[7-cloro—2- fo&
(metilsulfanil) -5H-pirrolo 2, 1-c] [1,4]- ()

20 Nl 446,98
benzodiazepin-11-il]piperazin-1-i1}-2, 2- /@\:/%\
dimetilpropanoico ol N sMe

COH
Di-hidrocloreto de acido 2,2-dimetil-3-{4- Nﬁ{\
[7-metil-2- (propan—2-il) -5H-pirrolo[2, 1- (— _} 2 Hol

21 . N 423,18
c]l[[1,4]benzodiazepin-11-il]piperazin-1- TN "
il}propanoico Me Me

COH
Di-hidrocloreto de &cido 3-[4-(2-etil-7- Nr{\
metil-S5Fpirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepin- ( J 2 Hel

22 N 409,18

11-il)piperazin-1-i1]-2, 2-

dimetilpropanoico
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(continuacéao)

MS (m/z) :
Exemplo Nr. Nome Estrutura
(M+1) .
CO,H
Di-hidrocloreto de acido 3-{4-[7-cloro—2- Rk
(propan-2-il1) -5H-pirrolo[2,1-c] [1, 4]benzo- ( J
23 w ZHC 1443,18
diazepin-11-il]piperazin-1-il}-2, 2- Q\i - "
e
. . . N
dimetilpropanoico cl Me
COH
Di-hidrocloreto de acido 2,2-dimetil-3-{4- Rk
[7-metil-2- (metilsulfanil)-5#pirrolo[2,1- ()
24 N 427,18
cl[1,4]benzodiazepin-11-il]piperazin-1-i1} N= _
. Q\/N 2~ SMe
propanoico Ne
Exemplo 25

Sintese de Di-hidrocloreto de A&acido 3-[4-(2-cloro-7-metil-
S5H-pirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-

2,2-dimetilpropanoico.
CO,H

(——N
Nj 2Hal
N=

o

Me

Dissolver di-hidrocloreto de 2,2-dimetil-3-(pipe-
razin-1-il)-propanoato de metilo (1,49 g, 5,47 mmoles) em
dgua e absorver numa coluna SCX2. Lavar a coluna com
metanol e eluir 2,2-dimetil-3-piperazin-l-il-propanoato de
metilo com amoniaco 2M em metanol. Remover o metanol in
vacuo e adicionar o 2,2-dimetil-3-(piperazin-1-il)propa-
noato de metilo a acetonitrilo (12 mL). Adicionar 2,11-

dicloro-7-metil-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina (0,85
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g, 3,22 mmoles) e bicarbonato de sédio (0,405 g, 4,83
mmoles) a solucdo de acetonitrilo. Aquecer e agitar no
micro-ondas durante 30 minutos a 140°C. Arrefecer até a
temperatura ambiente, absorver a mistura de reacdo em
silica e purificar através de cromatografia (eluicéo
gradiente com EtOAc/iso-hexano desde 0:100% até 100:0%).
Recolher as fracdes gue contém produto e evaporar o
solvente in vacuo e dissolver o residuo em metanol (10 mL)
e adicionar hidréxido de 1litio (0,235 g, 9,65 mmoles).
Aquecer e agitar a solugdo metandlica no micro-ondas
durante 12,5 minutos a 140°C. Arrefecer até a temperatura
ambiente e acidificar com acido acético e depois evaporar o
solvente sob pressdo reduzida. Dissolver o residuo em HCI1
2M  (ag) em excesso e depois evaporar até a secura.
Dissolver o residuo em é&agua e 1imobilizar numa resina
macroporosa de hidrogenocarbonato de polistireno (PL-HCO3).
Lavar a resina com &gua e eluir a partir da resina com HCI1
2M  (aq). Evaporar a solucdo até a secura para dar di-
hidrocloreto de acido 3-[4-(2-cloro-7-metil-5H-pirrolo[2,1-
cl][1l,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-dimetil-

propanoico (0,177 g; 11,28% de rendimento). MS (m/z):

415,18 (M+1).

0Os seguintes compostos sdo preparados essencial-

mente através do método do Exemplo 25.
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MS (m/z):
Exemplo Nr. Nome Estrutura
(M+1) .
CG,H
Di-hidrocloreto de acido 3-[4-(7-cloro-1-
N
metoxi-2-metil-5H-pirrolo(2,1-c] [1, 4]benzo- (; _) 2 Hcl
26 445,18
diazepin-11-il)piperazin-1-i1]-2, 2- N:%O\Me ’
. . . Q\/N 2 Me
dimetilpropanoico cl
CO,H
Di-hidrocloreto de &acido 3-[4-(1l-metoxi-|
N
3, 7-dimetil-5H-pirrolo/2,1-c] [1, 4]benzo- (- ’> 2Hal
27 Wl ome 425,18
diazepin-11-il)piperazin-1-i1]-2, 2~ :%\
. . . Q\/N " ~Me
dimetilpropanoico Me
TOH
Di-hidrocloreto de &cido 3-[4-(2-bromo-7- N
. . . . N) 2 HCl 459,07,
28 metil-SFpirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepin- N
- 461,07
11-il)piperazin-1-il]-2, 2-dimetilpropanoico Q\/N'/ . ’
Me
Exemplo 29

Sintese de 3-[4-(7-cloro-2-etil-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]ben-
zodiazepin-11-il)piperazin-1-il]-2,2-dimetilpropanocato de

sbédio.
CO,Na

(D

N=

/@\/N/ Et

Cl

Dissolver di-hidrocloreto de acido 3-[4-(7-cloro-
2-etil-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-
1-i1]-2,2-dimetilpropanocico (201 mg, 400 pmoles em &gua e
metanol (5 mL) depois carregar num cartucho SCX-2 (2 g).
Lavar com metanol e depois eluir com amoniaco em metanol.
Concentrar a solucdo basica até a secura para dar acido 3-

[4- (7-cloro-2-etil-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-11-
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il)piperazin-1-il]-2,2-dimetilpropanoico (160 mg, 373
pmoles). Depois tratar com hidréxido de sédio 2N (187 ul,
(373 pmoles) e agua (3 mL) para provocar a solucdo. Em
seguida secar por congelacdo para produzir 3-[4-(7-cloro-2-
etil-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-
il]-2,2-dimetilpropancato de sbédio (164 mg, 98% de

rendimento). MS (m/z): 429,18 (M+1).

Exemplo 30

Sintese de Di-metanossulfonato de &cido 3-[4-(7-cloro-2-
metil-5H-pirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-

1-il1]1-2,2-dimetilpropanoico

CO,H

N— 2 CH3S0sH

Adicionar acetonitrilo (5 mL) a é&acido 3-[4-(7-
cloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzodiazepin-11-il)pi-
perazin-1-il]-2,2-dimetilpropanoico (0,106 g, 0,255 mmol)
para criar wuma lama. Adicionar &cido metanossulfénico
(0,050 ml, 0,075 g, 0,76 mmol) a lama em agitacdo (1000
rpm) e agitar a solucdo resultante a 60°C até se pricipitar
um sdélido branco. Arrefecer esta lama, e isolar o sdélido

através de filtracdo para obter di-metanossulfonato de
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4dcido 3-[4-(7-cloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-c][1l,4]benzodia-

zepin-11-il)piperazin-1-i1]-2,2-dimetilpropanoico (0,15 g).

Dados da literatura (Morairty SR, Hedley 1,
Flores J, Martin R, Kilduff TS. (2008) Selective 5-HT2A and
5-HT6 recetor, antagonists promote sleep in rats. Sleep 31,
34-44.; e Barbier, A.J., e Bradbury, M.J., Histaminergic
Control of Sleep- Wake Cycles: Recent Therapeutic Advances
for Sleep and Wake Disorders, CNS & Neurological Disorders
- Drug Targets, vol 6, pg. 31-43 (2007)) e dados gerados em
estudos animais ndo-clinicos apoiam o papel dos agonistas
inversos de Hl/antagonistas de 5-HTza com dupla atividade no
tratamento de insdédnia e no tratamento sintomatico de
insdénia associada a outros disturbios tais como disturbios
depressivos, disturbios de ansiedade, dor, alergias,
disturbios dos pulmdes ou das vias aéreas, disturbios
psiquidtricos, deméncia, e/ou doencas neurodegenerativas,
e/ou disturbios do sono do ritmo circadiano. Verificou-se
especificamente que determinados agonistas inversos de
Hl/antagonistas de 5-HTza com dupla atividade s&do eficazes
no aumento do tempo total de sono utilizando roedores
monitorizados com EEG sem hipoatividade desproporcionada ou
clinicamente relevante, reducdo do sono REM, ou hiper-

sonoléncia.

Para melhor demonstrar as caracteristicas dos
presentes compostos, oS compostos podem ser sujeitos aos

seguintes ensaios in vitro e in vivo:
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Ensaios de ligacdo e de atividade in vitro:

Ensaio competitivo de ligacdo a H1

Experiéncias de ligacdo a [°H]-pirilamina sé&o
realizadas em SPA (ensaio de proximidade de cintilacé&o)
formato de 96 cavidades. As membranas usadas neste ensaio
sdo preparadas a partir de células HEK-293 que expressam de
modo estadvel o recetor Hl recombinante (humano). A
incubacdo é iniciada pela adicdo de uma mistura de pérolas

de SPA WGA PVT (1 mg/cavidade, Perkin Elmer (MA, TUSA)
RPNQOQO1) e 3 png de membranas para o tampdo de ensaio (Tris
67 mM; pH 7,6) contendo [°H]-Pirilamina 3,5 nM e variando
as concentracdes do composto de teste (curvas de resposta a
concentracdo de 10 pontos). Ligacdo nédo-esgspecifica &
determinada na presenca de Triprolidina 10 uM. Amostras séo
incubadas durante quatro horas a temperatura ambiente (22°

C) e depois lidas num Microbeta Trilux.

Ensaio competitivo de ligacdo a 5-HToa

Experiéncias de ligacdo a [*H]-cetanserina sé&o
realizadas em formato SPA de 96 cavidades. As membranas
usadas neste ensaio sdo preparadas a partir de células AV-
12 que expressam de forma estdvel o recetor 5-HToa
recombinante (humano). A incubacdo ¢ iniciada através da
adicdo de uma mistura de pérolas de SPA WGA YSi (1
mg/cavidade, Perkin Elmer (MA, USA), RPNQO01l) e 2 ug de

membranas para tampdo de ensaio (Tris 67 mM, EDTA 0,5 mM;
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pH 7,6) contendo [®H]-Cetanserina 3,1 nM e variando as
concentracdes do composto de teste (curvas de resposta a
concentracdo de 10 pontos). Ligacdo nédo especifica ¢é
determinada na presenca de 1-(1-Naftil)piperazina 20 uM.
Amostras foram incubadas durante quatro horas a temperatura

ambiente (22° C) e depois lidas num Microbeta Trilux.

Ensaio competitivo de ligag¢do a 5-HToc

Experiéncias de ligacdo a [125TI]1-(+)DOI  sé&o
realizadas em formato SPA de 96 cavidades. As membranas
usadas neste ensaio sdo preparadas a partir de células AV-
12 que expressam de forma estavel o recetor 5-HTac
recombinante (humano). A incubacdo ¢é iniciada através da
adicdo de uma mistura de pérolas SPA WGA PVT (0,5
mg/cavidade, Perkin Elmer (MA, USA), RPNQO001l) e 2,5 ng de
membranas para tampdo de ensaio (Tris-HC1 50 mM, MgCl; 10
mM, EDTA 0,5 mM, pargilina 10 uM, &cido ascérbico a 0,1%,
pH 7,4) contendo [[125I]-(x)DOI 0,2 nM e wvariando as
concentracdes do composto de teste (curvas de resposta a
concentracdo de 10 pontos). Ligacdo ndo especifica ¢é
determinada na presenca de 1-(1-Naftil)piperazina 20 puM. As
amostras sdo incubadas durante quatro horas a temperatura

ambiente (22° C) e depois lidas num Microbeta Trilux.

Andlise de dados de ligagéo

As curvas sdo avaliadas utilizando uma equacédo

ndo linear logistica de 4 ©parédmetros para obter a
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concentracido de competidor que provoca a inibicdo de 50% de
ligacdo a radioligando (ICsg). As constantes de dissociacéo
no equilibrio (Ki) s&o calculadas de acordo com a equacgéo
Ki = ICso/(1+L/Kg), em que L ¢ 1igual a concentracdo de
radioligando wutilizada na experiéncia e Kg € igual a
constante de dissociacdo no equilibrio do radioligando para
o recetor, determinada a partir da andlise de saturacéo
padrdo ou experiéncias competitivas homdélogas. Valores
reportados para Ki, em que valores n sdo indicados, sé&o
apresentados como média geométrica + o erro padrdo da média
(SEM), com o numero de determinacdes repetidas indicado por
n. As médias geométricas sdo calculadas através da equacédo
GeoMean = 10" (Average) (log Ki 1 + 1log Ki 2 +...log Kj

n)/sqgrt n).

Antagonismo a GABAx utilizando recetores nativos em

culturas neuronais primarias

A atividade dos compostos nos recetores GABAx
nativos ¢é avaliada monitorizando os fluxos de céalcio
utilizando um sistema FLIPR® (Leitor de Placas de Imagens
Flurométricas (FLIPR®, Molecular Devices) de formato de 96
cavidades. Resumidamente, 0s neurdnios embridénicos
corticais sdo dissociados a partir de embrides de ratazana
E18 e colocados em placas de densidade 6tima FLIPR® de 96
cavidades revestidas com poli-D-lisina de fundo transpa-
rente de paredes negras. Depois de carregar as células com
um corante sensivel ao cédlcio (Fluo4-AM, Molecular

Devices), as células sdo 1imersas numa solucdo contendo



PE2683719 - 62 -

baixo teor em cloreto (cloreto substituido por gluconato).
Sob estas condicbdes a ativacdo de recetores GABAx provoca
um efluxo de 1des cloreto (na direcdo do gradiente
quimico), que resulta na despolarizacdo da membrana e
consequentemente ativacdo dos canais de céalcio dependentes
de voltagem (VGCCs). O influxo de célcio através de VGCCs é
registado e analisado offline utilizando o sistema FLIPR®.
Para uma validacdo farmacoldédgica do ensaio, as curvas de
resposta a concentracéo (CRC) sdo registadas para o
agonista padrdo (GABRA) e antagonista padrdo (Gabazina).
Quaisquer efeitos sdo determinados em modo CRC em funcido de
uma concentracdo fixa de agonista GABA a 10 pM (equivalente

a uma resposta GABA ECsg) .

Métodos:

Os efeitos antagonistas dos compostos sdo
quantificados utilizando curvas de resposta a dose de 10
pontos comparando as respostas da fluorescéncia do pico ao
agonista GABA na presenca e auséncia do composto. A janela
de ensaio ¢ definida como sendo a resposta méxima obtida
através de GABA na sua concentracdo ECy pré-determinada
menos a resposta obtida por uma concentracdo de gabazine
(50 pM) completamente inibidora. 0Os efeitos antagonistas
sdo calculados como uma percentagem da janela de ensaio.
Todos os dados sdo calculados como valores ICsg relativos
utilizando um programa de ajustamento da curva logistica de
quatro pardmetros (Prism Graphpad® 3.01). As poténcias
antagonistas para todos os compostos sdo comparadas com

gabazine com trés repeticdes em cada realizacdo de ensaio.
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Os compostos exemplificados ou seus sais
exemplificados s&o testados essencialmente tal como
descrito anteriormente e verificou-se gque tém alta
afinidade para os recetores Hl e b5-HToa e seletividade
sobre o recetor 5-HTyc. Verificou-se que as Ki para os
recetores Hl1 e 5-HT;n para os compostos exemplificados sé&o
menos de 100 nM e 200 nM, respetivamente, enquanto que se
verificou que as K:i para o recetor 5-HTzc sd0 maiores que

1000 nM.

Além disto, os compostos da invencdo podem ser
testados em ensaios de ligacdo e ensaios de atividade
funcional através de métodos bem conhecidos para outros
recetores fisiologicamente importantes tais como, mas néao
se limitando a, o canal hERG, outros recetores de
serotonina (especificamente recetores 5-HTia, 5-HTis, 5-HTip,
5-HTir, 5-HTir, falta de atividade agonista em recetores 5-
HT2g, recetores 5-HTyc, 5-HTy4, 5-HTs, 5-HTs, e b5-HT7),
recetores muscarinicos, recetores dopaminérgicos
(especificamente D1, D2, e D3), recetores GABAa, recetores
adrenérgicos e transportadores de monocamina. Determinados
compostos exemplificados sdo testados nestes recetores e

mostraram falta de atividade significativa.

Os compostos do Exemplos 1 e 13 sdo testados
essencialmente tal como descrito anteriormente e verificou-
se que possuem perfis de atividade tal como apresentado na

Tabela 1.
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Tabela 1. Dados de Seletividade
Exemplo 1 Exemplo 13
K: de H1 (nM) 27,3 16,8
Ki de 5-HToa (nM) 57,5 63,2
ECso (nM) de Agonista de 5-HTss >10000 >10000
Ki de 5-HTzc (nM) 3810 2370
GABAx ICso (pM) - >50
Canal hERG (uM) >100 >100
K:; de Dopamina D; (nM) 3790 1860
Ki de Dopamina Dz (nM) >4500 3420
K; de Dopamina Dz (nM) >5680 >4110
Ki de 5-HTia (nM) >6940 -
Ki de 5-HTis (nM) >5580 >5580
K: de 5-HTip (nM) >3980 >8550
Ki de 5-HTiz (nM) - >5370
K: de 5-HTir (nM) - >8250
K: de 5-HTs (nM) >8830 >9090
K: de 5-HTs (nM) 2690 >5830
K: de 5-HT7 (nM) >2060 >3970
K; de alfaia Adrenérgico (nM) >8910 >8910
K; de alfair Adrenérgico (nM) >10900 >10900
K: de alfaza Adrenérgico (nM) >9030 >8470
Ki de alfazs Adrenérgico (nM) >4980 >4800
K; de alfayc Adrenérgico (nM) >4020 >5330
Transportador de Serotonina >641 >515
Transportador de Norepinefrina >682 >526
Transportador de Dopamina >879 >880
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Portanto, espera-se que doses fisiologicamente
relevantes dos compostos da invencdo proporcionem inibicédo
substancial de recetores Hl e 5-HTsn in vivo, ao ao mesmo
tempo que nao interagem substancialmente com outros
recetores fisiologicamente relevantes, e é por isso
esperado que proporcionem a farmacologia desejada ao mesmo
tempo que evitam efeitos indesejados associados com a
atividade fora do alvo. Tais efeitos indesejados incluem,
mas ndo se limitam aos seguintes: atividade antagonista de
5-HT,c associada ao aumento de peso que emerge do trata-
mento, atividade agonista de 5-HT,s associada com valvulo-
patia, modulacdo do canal hERG associada com prolongamento
QT, e atividade GABAn associada a atividade epilética. Além
disto, ¢ evitada a interferéncia com a fisiologia
sono/vigilia através da seletividade sobre os recetores de
dopamina, outros recetores de serotonina, recetores adre-

nérgicos, e transportadores de monoamina.

Ocupadncia do Recetor 5-HTya: Ocupédncia do recetor &

ensaiada para demonstrar a extensdo da interacdo com o
Recetor 5-HTo,x in vivo. Resumidamente, a ratazanas Sprague-
Dawley macho (Harlan Sprague-Dawley, Indianapolis, 1IN)
pesando aproximadamente 230-280 gramas ¢é dado acesso a
comida e &agua ad 1ib até ter inicio o protocolo experi-
mental de 3 horas. E utilizado 1 mg/kg de cetanserina
(antagonista de 5-HTzx nédo seletivo) como um controlo
positivo para estabelecer a validade do ensaio. Os
compostos de teste ou de controlo sdo administrados através

de sonda oral num veiculo constituido por hidroxipropil-
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beta-ciclodextrina a 20%. MDL 100907 ((R)-(+)-a—(2,3-
Dimetoxifenil)-1-[2-(4-fluorofenil)etil]-4-piperidinometa-

nol), um antagonista de 5-HT.a seletivo, é utilizado como
um marcador. MDL 100907 ¢& suspenso em agua com 5 nul de
dcido léactico diluido (mg/ml), diluido até 6 pg/ml com
solucdo salina, e administrado num volume de 1 mL/kg
intravenosamente através da veia lateral da cauda para
produzir uma dose de marcador de 3 ng/kg. E administrado
composto de teste as ratazanas, cetanserina, ou veiculo (N
= 4), seguido um hora depois por uma dose intravenosa de 3
ng/kg de marcador de MDL 100907. E no momento da
administracdo do marcador que a ocupédncia do recetor (RO)
deve ser medida. Quinze minutos apds a administracdo do
marcador, as ratazanas s&do sacrificadas através de
deslocacdo cervical. S&o recolhidas amostras de plasma e
sdo removidas amostras do coértex frontal e cerebelo. O
nivel de marcador MDL 100907 ¢é medido em cada amostra
cortical e cerebelar. A RO é calculada utilizando o método
de proporcdo bem conhecido o qual usa uma regido de
densidade de recetor alta representativa da ligacdo total
(cOrtex frontal) normalizada por uma Aarea sem recetor ou
com niveis muito baixos de recetor (cerebelo). Esta regido,
referenciada como a regido nula, representa ligacdo néo
especifica da sonda do ligando. A proporcdo de veiculo dos
niveis de marcador no coértex referente ao cerebelo
representa 0% de ocupéncia. Uma proporcdo de 1 representa
100% de ocupéncia e ¢ alcancada gquando toda a ligacédo
especifica ao recetor 5-HTya do marcador MDL 100907 ¢é&

blogqueada. As proporcgdes do intermediario do marcador
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cortical para cerebelar a partir do grupo pré-tratado de
composto de teste sdo interpoladas linearmente entre a pro-
porcdo de niveis de marcador nos animais tratados com vei-
culo (0% de ocupéncia) e uma proporcdo de 1 (100% de ocu-

pancia) de modo a determinar a percentagem de RO de 5-HT2a.

Andlise MDL 100907: Amostras de cdértex e cerebelo séo

pesadas e colocadas em tubos de centrifugacdo cénicos em
gelo. Quatro volumes (p/v) de acetonitrilo contendo &acido
férmico a 0,1% sdo adicionados a cada tubo. As amostras sédo
depois homogeneizadas e centrifugadas a 14000 RPM (21920 x
g) durante 16 minutos. Sobrenadante é diluido adicionando
100-900 pL de &gua esterilizada em frascos de injecédo de
HPLC para anédlise por LC/MS/MS. An&lise de MDL 100907 ¢é
realizada utilizando uma HPLC Agilent modelo 1200 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) e um espectdmetro de massa API
4000. A separacdo cromatogradfica ¢é realizada numa coluna
Cl8 de 2,1 X 50 mm (Agilent numero parcial 971700-907) com
uma fase mével constituida por acetonitrilo a 60% em Aagua
com conteudo global de &4cido férmico de 0,1%. A detecdo de
MDL 100907 ¢é <conseguida através da monitorizacdo da
transicdo ibénica do precursor para produto com uma
proporcdo de massa para carga (m/z) de 374,2 para 123,0.
Padrdes s&do preparados adicionando quantidades conhecidas
de analito a amostras de tecido cerebral de ratazanas né&o

tratadas e processando tal como descrito anteriormente.

Métodos Estatisticos: Curvas para cada estudo sdo ajustadas

a uma funcdo logistica de 4 pardmetros com a base fixada em
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0% utilizando JMP® versdo 8.0 (SAS Institute Inc, Cary NC)
e a EDso absoluta é calculada pelo software. 0s valores sé&o
dados como médias, erros padrdo e intervalos de confianca
de 95%. O composto do Exemplo 13 & testado essencialmente
tal como descrito e verificou-se que alcanca ocupancia alta
do recetor de 5-HTza com uma ECso de 0,27 mg/kg (SE=0,069,

CI de 95%=0,16-0,48 mg/kg).

Ocupadncia do Recetor H1 de Histamina: A RO de Hl1 é ensaiada

para demonstrar a extensdo da interacdo com o recetor H1l in
vivo. Resumidamente, ¢é dado a ratazanas Sprague-Dawley
macho (Harlan Sprague-Dawley, Indianapolis, 1IN) pesando
aproximadamente 230-280 gramas acesso ad 1ib a comida e
dgua até ter inicio o protocolo experimental de 3 horas. O
di-hidrocloreto de &cido 3-[4-(8-fluorodibenzolb,f][1,4]-
oxazepin-11l-il)piperazin-1-il]-2,2-dimetilpropanocico é uti-
lizado como um controlo positivo e doxepina ¢ utilizada
como um marcador. Os compostos de teste e controlo sédo
administrados através de sonda oral num veiculo constituido
por hidroxipropil-beta-ciclodextrina a 20%. A doxepina é&
dissolvida em &gua esterilizada (100 pg/ml), diluida até 2
ng/ml com solugdo salina, e administrada num volume de 0,5
mL/kg intravenosamente através da veia lateral da cauda
para produzir uma dose de marcador de 1 pg/kg. E admi-
nistrado as ratazanas o composto de teste, 15 mg/kg de
controlo positivo, ou veiculo, seguido 1 hora mais tarde
por uma dose de "marcador" intravenoso de doxepina (N = 4).
E no momento da administracdo do marcador que a RO deve ser

medida. 40 min apbdés a administracdo do marcador, as
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ratazanas sdo sacrificadas por deslocacgdo cervical. As
amostras de plasma sdoc recolhidas e o cdértex frontal ¢é
removido. O nivel de marcador de doxepina ¢ medido em cada
amostra cortical. A RO ¢é calculada wutilizando uma
comparacdo dos niveis de marcador dentro do tecido sob
condicdes de veiculo (0% de ocupancia) e condicdes de
controlo positivo (100% de ocupéncia). 15 mg/kg de controlo
positivo administrados intravenosamente com um pré-
tratamento de 30 minutos s&o pré-determinados para repre-
sentar bloqueio total da ligacdo especifica do marcador a
recetores Hl. Grupos de tratamento adicionais com doses de
composto de teste sdo interpolados linearmente entre grupos
de wveiculo e de controlo positivo ©para calcular a

percentagem de RO de HI.

Andlise de Doxepina: Amostras corticais s&do pesadas e

colocadas em tubos de centrifugacdo cdnicos em gelo. Quatro
volumes (p/v) de acetonitrilo contendo &cido férmico a 0,1%
sdo adicionados a cada tubo. As amostras sdo homogeneizadas
e centrifugadas utilizando um a 14000 RPM (21920 x q)
durante 16 minutos. O sobrenadante é diluido com 100-900 pL
de agua esterilizada em frascos de 1injecdo de HPLC para
anidlise de LC/MS/MS. A anédlise de LC/MS/MS de doxepina foi
realizada utilizando uma HPLC Agilent modelo 1200 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) e um espectdmetro de massa API
4000. A separacdo cromatografica usou uma coluna 2,1 X 50
mm Cl18 (numero parcial Agilent 971700-907) e uma fase mdvel
utilizando um método gradiente consistindo em condicdes

Q

iniciais de acetonitrilo (ACN) a 10% em 4&gua com um
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contetido global de é4cido férmico de 0,1%, apds 1 min - ACN
a 10%, 2 min - ACN a 90%, 2,9 min - ACN a 90%, 3,1 min -
ACN a 10%, 5,5 min - Parar. A detecdo de doxepina foi
conseguida através da monitorizacdo da transicdo idnica do
precursor para o0 produto com uma proporcdo de massa para
carga (m/z) de 280 para 107,1. Os padrdes sdo preparados
adicionando quantidades de analito as amostras de tecido
cerebral de ratazanas ndo tratadas e processando tal como

descrito anteriormente.

Métodos Estatisticos: As curvas sdo ajustadas a uma

logistica de 4 parédmetros (nenhum se mantendo constante)
utilizando Prism® versdo 3.02 (GraphPad Software, San
Diego, CA) e a EDsyo relativa ¢é calculada pelo software.
Valores s&o dados como médias * o erro padrdo da média. O
composto do Exemplo 13 ¢é testado essencialmente como
descrito e verificou-se que alcanca RO de H1l elevada com

uma ECsp de 0,3 mg/kg.

Agonismo Inverso de Hl: Para determinar a natureza agonista

inversa dos compostos da presente invencdo, sdo medidos os
seus efeitos nos niveis de fosfato de Mio-Inositol 1 (IP1)
em células HEK293 transfectadas com o recetor H1l recom-
binante humano (HEK293/hm H1 clone R-40). Resumidamente, as
células H1 HEK293/hm (clone R-40) sdo cultivadas até uma
confluéncia de ~90% (DMEM/F12 3:1, FBS a 5%, HEPES 20 mM,
G418 a 500 pg/ml, Pen/Strep/Glutamina a 1%) e colhidas no
dia do ensaio utilizando 1x Tripsin/EDTA (PAA Pasching,

Austria L11-003). 35 pl de células (300K) sdo semeados em
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placas de fundo sélido branco de meia &rea de 96C (Corning,
UK 3688) em tampdo de estimulacdo (NaCl 146 mM, CaCl, 1 mM,
KCcl 4,2 mM, MgCl, 0,5 mM, Glucose 5,5 mM, HEPES 10 mM e
LiCl 50 mM). Os compostos de teste sdo inicialmente
dissolvidos em DMSO a 100% a 1 mM, e diluidos em série
(semi-log) em DMSO a 100% para dar curvas de resposta a
dose de 10 pontos (Biomek 2000, Beckman Coulter UK). Estas
sdo adicionalmente diluidas até uma concentracdo de ensaio
final de x2 em tampdo de estimulacdo utilizando o Cybiwell
(CiBio Jena, Germany) e sdo adicionados 35 ul as células na
placa de ensaio (concentracdo maxima final de 10 pM). As
células mais o composto s&o incubadas durante 1 hora e 30
min a 37°C/CO; a 5% antes da adicdo de 15 pl de cada um dos
reagentes do kit de detecdo de IP1 HTRF (CisBio 62P1APEC).
A placa de células ¢é incubada durante mais uma hora a
temperatura ambiente antes de ser medida a acumulacdo de
IP1 (leitor de placas Envision, Perkin Elmer). A acumulacéio
de IP1 (nM) ¢é calculada por extrapolacdo a partir da
realizacdo da curva IPl padrédo no dia do ensaio. Os valores
ECso sdo calculados utilizando um ajustamento da curva de 4
parémetros (Graph Pad Prism v3.02). Os valores de eficéacia
negativos sdo expressos em relacdo ao controlo positivo
Tripelenamina (10 pM, Sigma, UK P5514). Os compostos
representativos da presente invencdo s&do ensaiados
essencialmente tal como descrito e verificou-se que sé&o
agonistas inversos do recetor Hl1. O composto 13 é testado
essencialmente tal como descrito e verificou-se gue suprime
totalmente a atividade constitutiva (126 = 6%) com uma ICso

de 53,9 £ 37 nM.
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Inibicdo de Atividade de Sacudir a Cabeca Induzida por DOI:

A atividade antagonista do recetor b5-HTsa in vivo dos
compostos da presente invencdo ¢é demonstrada pela sua
capacidade para bloguear a atividade de sacudir a cabeca
induzida pelo agonista do recetor 5-HToa 2,5-dimetoxi-4-
iodoanfetamina (DOI). (ver por exemplo Bartoszyk GD, van
Amsterdam C, Bottcher H, Seyfried CA. EMD 281014, a new
selective serotonin 5-HT2A receptor antagonist. Eur J
Pharmacol. 2003 473: 229-230.) Resumidamente, ratinhos
C57BL/6J machos (20-25 g, Charles River) sdo alojados em
condicdes de alojamento padrdo (32 ratinhos numa gaiola IVC
grande, fase de luz das 07,00 a 19,00, temperatura
constante (19-23°C) e humidade (50% +/-10), comida e &gua
ad 1ib). Os ratinhos receberam ou veiculo (Metilcelulose a
0,25%), ou DOI (3 mg/kg em solucdo salina) ou composto de
teste a 10 mg/kg PO mais DOI (3 mg/kg em solucdo salina).
Os compostos de teste sdo avaliados individualmente em
grupos de guatro por experiéncia com n=4 para cada
composto, Juntamente com o veiculo e DOI+veiculo (n=8).
Apds um tempo de pré-tratamento do composto de teste de 60
minutos os ratinhos recebem ou veiculo (solucdo salina) ou
3 mg/kg de DOI doseados subcutaneamente, e sdo depois
colocados em camaras de observacdo de perspex transparente.
Cinco minutos apds a administracdo de DOI ou veiculo o
numero de sacudimentos de cabeca visualmente registados
exibidos por cada rato individualmente s&o contados durante
15 minutos. Os dados s&@o analisados utilizando um Teste

ANOVA e Teste de Dunnet post-hoc. O0Os compostos exem-
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plificados sd@o testados essencialmente tal como descrito e
verificou-se gque inibem a resposta de sacudimento da cabeca
induzida por DOI em mais de 90% a 10 mg/kg. O composto do
Exemplo 13 ¢é testado essencialmente tal como descrito e
verificou-se gque inibe a resposta de sacudimento da cabeca

induzida por DOI em 100% a 10 mg/kg.

Monitorizacdo de sono e comportamento em ratazanas: Os

compostos representativos da presente invencdo sédo testados
em ratazanas no que diz repeito a sua capacidade para
aumentar a quantidade de sono ou diminuir a interrupcdo do
sono ou ambas sem efeitos indesejados tais como inibicdo do
sono REM, enfraquecimento motor do despertar, e/ou insdnia
rebote. Os animais de teste sdo continuamente monitorizados
através de eletroencefalogramas (EEG), eletromiogramas
(EMG), e movimento para medir o sono ndo REM cumulativo,
sono total cumulativo, duracdo média do surto, duracdo do
surto de sono mais longo, insdénia rebote, inibicdo do sono
REM e intensidade da atividade locomotora durante a vigilia
total. 0Os métodos para tais estudos sdo conhecidos na
técnica (ver por exemplo métodos descritos em Edgar DM,
Seidel WE. Modafinil induces wakefullness without
intensifying motor activity or subsequent rebound
hypersomnolence in the rat. J Pharmacology & Experimental
Therapeutics 1997; 283: 757-769; wvan Gelder RN, Edgar DM,
Dement WC. Real-time automated sleep scoring: validation of
a microcomputer-based system for mice. Sleep 1991, 14: 48-
55; e Gross BA, Walsh CM, Turakhia AA, Booth V, Mashour GA,

Poe GR. Open-source logic-based automated sleep scoring
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software using electrophysiological recordings in rats. J
Neurosci Methods. 2009; 184(1):10-8.) Os estudos sé&o

conduzidos tal como se segue:

Preparacdo dos Animais. Ratazanas Wistar, macho, adultas
(aproximadamente 270-300 g no momento da cirurgia) séo
ajustadas cirurgicamente para registo crdénico de EEG, EMG,
e movimento tal Como se segue: As ratazanas sao
cirurgicamente preparadas com um implante craniano
consistindo em quatro parafusos de aco inoxidavel para
registo do EEG (dois frontais [3,9 mm anteriores a partir
de bregma, e 2,0 mm mediolateralmente] e dois ocipitais
[6,4 mm posteriores a partir de Dbregma, +5,5 mm
mediolateralmente]), e com dois fios de aco inoxidéavel
revestidos com Teflon para registo de EMG (posicionado sob
os musculos do trapézio nucal). Todos os condutores séo
soldados num conector em miniatura (Microtech, Boothwyn,
PA) antes a cirurgia. A Jjuncdo do implante ¢é fixa ao
esqueleto pela combinacdo dos parafusos de registo de EEG
de aco inoxidavel, cianoacrilato aplicado entre o conector
do implante e o esqueleto, e acrilico dental. A atividade
locomotora ¢é monitorizada através de um transmissor em
miniatura (Minimitter PDT4000G, Philips Respironics, Bend,
OU) cirurgicamente colocado no abdbémen. S&do permitidas pelo

menos 3 semanas para recuperacio.

Ambiente de Registo. Cada ratazana ¢ alojada individual-
mente dentro de uma gaiola de microisolamento modificada

com um elevador na parte superior com um filtro de
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policarbonato para permitir mais altura vertical. Um cabo
flexivel que restringe minimamente o0os movimentos é
conectado numa das extremidades a um comutador fixo ao topo
da gaiola e na outra extremidade ao implante craniano do
animal. Cada gaiola estd 1localizada em compartimentos
ventilados, separados de uma cadmara de registo de sono-
vigilia de aco inoxidé&vel. Comida e &gua estdo disponiveis
ad libitum e a temperatura ambiente é mantida em cerca de
23+1°C. Um ciclo de 1luz-escuriddo de 24 h (LE 12:12)
utilizando luz fluorescente é mantido ao longo do estudo. A
média da humidade relativa ¢é de aproximadamente 50%. Os
animais ndo sdo incomodados durante pelo menos 30 h antes e

apdés cada tratamento.

Desenho do Estudo e doseamento. O veiculo (placebo, metil-
celulose 15 centipoise a 0,25% em adgua) ou um dos niveis de
dose do composto de teste ¢ administrado oralmente a 1
mL/kg pseudoaleatoriamente de tal forma que nenhuma
ratazana receba o mesmo tratamento duas vezes, e nenhuma
ratazana receba mais do que dois dos 8 tratamentos em
qualquer um dos estudos. Cada ratazana ¢ removida da sua
gaiola durante <cerca de um minuto para ser pesada e
tratada. Antes e apds cada tratamento existe um periodo de

pelo menos 6 dias de "limpeza'.

Recolha de Dados. A discriminacdo de sono e de vigilia
total pode ser automatizada (e.g., Van Gelder et al. 1991
(anteriormente referido); Edgar et al. 1997 (anteriormente

referido); Winrow CJ, et al., Neuropharmacology 2010;
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58(1):185-94.; e Gross et al., 2009 (anteriormente
referido). O EEG é amplificado e filtrado (X10000, passo da
banda de 1-30 Hz), EMG é amplificado e integrado (passo da
banda de 10-100 Hz, integracdo RMS), e a atividade loco-
motora ndo especifica (LMA) é monitorizada simultaneamente.
Os estados de excitacdo sédo classificados em periodos de 10
segundos como sono ndo REM, sono REM, wvigilia total, ou
vigilia total teta-dominada. A atividade locomotora (LMA) &
registada como contagens por minuto e ¢é detetada por
recetores de telemetria disponiveis comercialmente (ER4000,

Minimitter, Bend, OR).

Andlise Estatistica. Todos o0s animais gque possuam pelo
menos um resultado estdo incluidos nos resultados sumarios
(por exemplo, incluimos dados apropriados de um tratamento
de um animal para o qual os dados de telemetria séo
utilizdveis mas os dados EEG nédo s&do). O periodo de
observacdo pds-tratamento ¢é dividido em intervalos pds-
dosagem apropriados a cada Resultado, em gque o tempo de
dosagem é definido como o inicio da Hora = 0, e o0s resul-
tados sdo resumidos no periodo de observacdo calculando ou
a média de hora a hora ou o valor cumulativo ao longo de
cada periodo (ver legenda da Tabela 1 para definicéo
precisa de cada Resultado). Os surtos de sono séo
analisados na escala logaritmica ©para estabilizar a
variacdo, todas as outras variadveis sdo analisadas na
escala linear. Cada resultado em cada periodo ¢ analisado
através da anédlise de covaridncia wutilizando o grupo de

tratamento e data de tratamento como fatores e o intervalo
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de pré-tratamento correspondente, 24 horas antes, como a
covariavel. Médias ajustadas e a mudanca entre as médias do
veiculo e 08 seus correspondentes erros padrdo s&o
resumidas para cada grupo de tratamento. Os resultados
analisados na escala logaritmica s&do retro-transformados
para reportar médias geométricas e resultados proporcdo-

para-veiculo médios.

Os compostos dos Exemplos 13-28 sdo testados
essencialmente tal como descrito. Verificou-se que o0s
compostos dos Exemplos 13, 15, 16, 18 e 19 aumentam
significativamente o tempo de sono NREM cumulativo e o
tempo de sono cumulativo total sem significativas insédnia
rebote, inibicdo do sono REM ou inibicdo da intensidade
locomotora (LMI) a 3 mg/kg. O composto do Exemplo 13 é
testado essencialmente tal como descrito e verificou-se que
possui o perfil de sono e a intensidade de atividade

locomotora tal como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Composto do Exemplo 13.

Varidveis de eficacia Variaveis de efeito indesejavel
Sono NREM cumulativo Insénia Rebote
Dose (mg/kg PO) N Média Aj. SE N Média Aj. ICL
10 10 51,8 6,5 10 3,1 -6,1
3 14 39,5 5,5 14 -7,8 -15,8
1 14 28,0 5,5 14 -9,7 -17,7
0,50 15 22,2 5,3 15 7,2 -15,1
0,25 15 15,2 5,4 15 -1,9 -9,7
0,10 5 5,9 8,1 5 -5,4 -17,2
0,03 9 51 6,4 9 -0,7 -10,1
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Sono Cuulativo Total

Inibicdo de REM

Dose (mg/kg PO) N Meédia Aj. SE N Média Aj. ICL
10 10 52,8 7,3 10 2,9 -4,6

3 14 42,3 6,2 14 7,0 0,7

1 14 30,6 6,1 14 2,6 -3,7

0,50 15 25,1 6,0 15 5,8 -0,5

0,25 15 17,7 6,1 15 4,7 -1,7

0,10 5 5,9 9,0 5 1,0 -8,0

0,03 9 7,3 7,2 9 1,8 -5,8

Surto de Sono Médio Intensidade da Atividade

Locomotora

Dose (mg/kg PO) N Média Adj. SE N Média Adj. ICL
10 10 2,3 0,3 10 -0,11 -3,09
3 14 1,8 0,2 13 -1,49 -4,19

1 14 1,6 0,2 10 -2,94 -5,87
0,50 15 1,4 0,1 14 -0,14 -2,75

0,25 15 1,2 0,1 12 -0, 58 -3,30
0,10 5 1,1 0,2 5 -0,35 -4,29

0,03 9 1,1 0,1 9 -0,97 -4,07

Dose (mg/kg PO)

Surto de Sono mais Longo

10

0,50

0,25

0,10

0,03

N Média Aj. SE
10 3,1 0,4
14 2,7 0,3
14 2,5 0,3
15 1,8 0,2
15 1,7 0,2
5 1,7 0,3
9 1,3 0,2
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(continuacéao)

Tabela 2. Estatistica dos Resultados: Rbreviaturas: N = tamanho da amostra; Média Aj. =
valor da média do grupo ajustada relativamente aos controlos do veiculo; SE = erro padrdol
da Média; ICL = limite de confianca abaixo dos 95%, NREM = ndo REM, i.e., todos os sonos
que nao o sono REM.

DefinigGes e unidades - as médias sdo diferencas ajustadas a partir dos controlos dos
veiculos:

Sono cumulativo: ao longo das primeiras 6 horas pds-tratamento, em minutos ("Sono Total"
indica sono NREM + sono REM) .

Surto de Sono Médio: média de hora a hora - surtos de sono médios, ao longo das primeiras
6 horas pds-tratamento, expressas como 0 n vezes o aumento relativamente aos controlos do
veiculo.

Surto de sono mais longo: o surto de sono mais longo nas primeiras 6 horas pds—
tratamento, expresso como n vezes o aumento relativamente aos controlos do veiculo.
Insdénia rebote: minutos cumilativos de sono NREMAREM durante as primeiras 3 horas do
periodo de luz acesa, i.e., 77, 8 e 9° horas pds-tratamento.

Inibicdo de REM: minutos cumlativos de sono REM durante as primeiras 12 horas pds-
tratamento.

Intensidade da Atividade Locamotora (IMA): expressa em contagens IMA por minuto de

vigilia total definida por EEG, em média ao longo das primeiras 6 horas pds-tratamento.

Eficdcia Determinante. A eficédcia limiar para cada uma das
quatro variadveis de eficdcia ¢é calculada representando
graficamente o aumento em cada variavel em relacdo aos
controlos do veiculo durante o periodo de 6 horas apds o
tratamento em funcdo do log(dose). A eficédcia limiar para
cada variavel ¢é aquela dose que dad o valor do limiar da
eficdcia definido; +30 min de sono n&o REM acumulado
adicional, +25 min de sono total acumulado adicional, 1,75x
o aumento na duracdo do surto de sono médio, e 1,5x o
aumento da duracdo do surto de sono mais longo. Verificou-
se que o composto do Exemplo 13 possui doses de eficécia

limiar tal como € mostrado na Tabela 3.
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Dose eficaz esti- |[Intervalo de confi-
Tabela 3

mada (mg/kg) anca de 95% (mg/kqg)
acumulacdo NREM = 30 min 1,2 0,89-1,6
acumulacéo de sono total = 25 min 0,58 0,40-0,86
surto de sono mais longo (aumento de 1,75 vezes) (0,21 0,098-0, 44
surto de sono médio (aumento de 1,5 vezes) 0,77 0,44-1,4
Efeitos indesejdveis determinantes. Cada variavel com
resultado de "efeito indesejavel" (ver legenda da Tabela 4

para definicbes), é representada graficamente em funcdo do

log (dose) .

O valor do limiar para inibic&do de REM é definido como uma
reducdo cumulativa do sono REM de -10 min. O wvalor do
limiar para insdénia rebote é definido como -20 min. O valor
do limiar para LMI reduzido é definido como -5 contagens de
atividade locomotora por minuto de vigilia total definida
por EEG. Um efeito indesejavel significativo ¢é definido
como ocorrendo quando o limite mais baixo de confianca
desce abaixo do valor do limiar para todas as doses iguais
ou superiores a dose eficaz média. Para compostos exempli-
ficados, nédo foram observadas ocorréncias indesejéaveis de
inibicdo do REM, insdénia rebote, ou reducdo em LMI em doses
superiores a pelo menos 10 mg/Kg. (valor negativo indica
inibicdo de REM, insénia rebote e LMI reduzido, respetiva-

mente) .

Embora seja possivel administrar compostos uti-

lizados nos métodos desta invencdo diretamente sem qualqgquer
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formulacdo, os compostos sédo geralmente administrados sob a
forma de composicdes farmacéuticas compreendendo pelo menos
um composto da Fé4rmula I, ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel, como ingrediente ativo e pelo menos um veiculo,
diluente e/ou excipiente farmaceuticamente aceitdvel. Estas
composicdes podem ser administradas através de diversas
vias incluindo oral, sublingual, nasal, subcuténea, intra-
venosa, € intramuscular. Tais composicdes farmacéuticas e
processos para a sua preparacdo sdo bem conhecidos na
técnica. Ver, e.g., Remington: The Science and Practice of
Pharmacy (University of the Sciences in Philadelphia, ed.,

21% ed., Lippincott Williams & Wilkins Co., 2005).

As composicdes sdo preferencialmente formuladas
sob a forma de uma dosagem unitéria, cada dosagem contendo
entre cerca de 0,1 e cerca de 60 mg, mais usalmente cerca
de 1 e cerca de 30 mg, como por exemplo entre cerca de 2 e
cerca de 10 mg do ingrediente ativo. O termo "forma de
dosagem unitaria"™ diz respeito a unidades fisicamente
discretas adequadas como dosagens unitédrias para sujeitos
humanos e outros mamiferos, contendo cada wunidade uma
quantidade pré-determinada de material ativo calculado para
produzir o efeito terapéutico desejado, em associacdo com
pelo menos um veiculo, diluente e/ou excipiente farmaceu-

ticamente aceitdvel adequado.

Os compostos da Férmula I sdo geralmente eficazes
ao longo de uma ampla gama de dosagens. Por exemplo,

dosagens diarias normalmente encontram-se dentro da gama de
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cerca de 0,002 até cerca de 1,0 mg/kg, mais usualmente
entre cerca de 0,015 até 0,5 mg/kg, e como por exemplo
entre 0,03 e 0,15 mg/kg de peso corporal. Em alguns casos
niveis de dosagem abaixo do limite mais baixo da gama
supracitada podem ser mais do que adequados, enquanto que
noutros casos podem ser ainda aplicadas doses maiores sem
causar qualgquer efeito colateral nocivo, e portanto nédo se
pretende que as dosagens supracitadas limitem de modo
nenhum o ambito da invencdo. Serada entendido que a quanti-
dade do composto realmente administrado serd determinada
por um médico, & luz das <circunstédncias <relevantes,
incluindo a condicdo a ser tratada, a via de administracéo
escolhida, o composto ou compostos particulares adminis-
trados, a idade, o peso, e resposta do paciente individual,

e a gravidade dos sintomas do paciente.

Lisboa, 12 de maio de 2015
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REIVINDICACOES

1. Um composto da férmula

OH

N
N— RS
1
R N = Rz

em que R! & cloro ou metilo;
RZ ¢ metilo, etilo, isopropilo, cloro, bromo, trifluoro-
metilo, ou metiltio; e

R3 ¢ hidrogénio ou metoxi;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitéavel.

2. Um composto de acordo com a Reivindicacédo 1,

em que R?® ¢ hidrogénio, ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel.

3. Um composto de acordo com a Reivindicacédo 1

ou com a Reivindicacdo 2, em gque R! & cloro, ou um seu sal

farmaceuticamente aceitéavel.

4, Um composto de acordo com a Reivindicacédo 1
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que é o é&cido 3-[4-(7-Cloro-2-metil-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]-
benzodiazepin-11-il)piperazin-1-i1]-2,2-dimetilpropanoico,

ou um seu sal farmaceuticamente aceitéavel.

5. Um composto de acordo com a Reivindicacédo 1
que é o di-hidrocloreto de &cido 3-[4-(7-Cloro-2-metil-5H-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-11-il)piperazin-1-i1]-2,2-

dimetilpropanoico.

6. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um
composto de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes 1 a
5, ou um seu sal farmaceuticamente aceitével, em combinacéio
com pelo menos um veiculo, diluente, ou excipiente farma-

ceuticamente aceitével.

7. Umn composto de acordo com qualguer uma das
Reivindicacdes 1 a 5, ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel, para utilizacdo em terapia.

8. Um composto de acordo com qualguer uma das
Reivindicacgdes 1 a 5, ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel, para utilizacdo no tratamento de insdnia.

9. Um composto de acordo com qualquer uma das
Reivindicacdes 1 a 5, ou um seu sal farmaceuticamente
aceitédvel, para utilizacdo no tratamento de insdédnia em que
a insénia ¢é caracterizada por dificuldades em iniciar o

sono ou manter o sono ou ambas.
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10. Um composto para a utilizacdo de acordo com

a Reivindicacdo 8 ou 9 num humano.

11. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um
composto de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
5, ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel, em combinacéio
com pelo menos um veiculo, excipiente ou diluente farma-
ceuticamente aceitédvel, e um inibidor de recaptacdo de

serotonina seletivo.

Lisboa, 12 de maio de 2015
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