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MEMORIA DESCRITIVA

Resuiinm

m

{1 presente invento diz respeiio a um professo DaEra
Utilizacl8io de E-isopropil-Z-fenil-B-~{fenetilaminoivaleronitrilos
substituidoes como imunossupressores nurn wpétodo de bratamento o
rejeiclo an transplante de Org8o, guer isolads susr em colabora-—
c8x com & asdministraclc de ciclosporing de ums maneirs sinsrgis-—

tica que permite o uso de dosagens mais baixas de ciclosporing do

ot s uweadas se oa ciclosporing for administrads iscladamente.

]

mEcanisne de acolo & pensadds no senibido de ser indepenclente o

iid

setividade de blosgusamento oo canal de cileio rdiovascular do

'J’i

compnstos .

g2 conpgstos aoors wbilizados aeresentam & formuls!
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e o5 seus sals farmaceubicamentes aceitéveis, 2m qus R, representa
Fidroedd ) alguileo, slcenilo ouw a&lcinilo de 1 oaté 10 &tomos de car—
bone substituido ow n8o substituido, em gue o referido substi-
tuinte & hidrosi o ceto] alguwilcarbonilo de 1 até 10 atomos  de
carkons! alcowicarbonile de 1 atdé 10 Stomos  de carbono! o &l
quidlamids de 1 até 10 &tomos de carbonog R?, HS’ Rﬁ & Rg PERTE
sentanm independentemente hidrowmi o mxlcowmi Ee i atéﬂiﬁ éiamms e
carbono; e Rd & H? representan independentementes hidrogénioc, =l-
auile, slcenilo ou alcinilo de 1 até& 10 &Gtomos de carbono) m & wum
inteiro desds 1 atd 2, inclusive! & v & um inteiro desde 1 atd &,

inclusive.
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Fundamento oo Invento

e

& presente invento proporcions novos ndétodos de whili-
zacds de novos conpostos e composiofes, sendo sstes  compostos
farmacologicanente Otedis como gnti-hipertensivos & pars oo imunog—
supresslio de um namifers & sencds sspecialmente Oteis para & imu-
nossupressio nuws mamifero em conjungfo com & administracic de
outros medicamentos de imunossupressSo, especialmente a ciclospo-

rivng (também conbecida por ciclosporinag A3,

Mais especificamente, o mé&todo do  presente invento &
caudssar & imunussupressfo pels adwinistrac8o de umas classe de 2
—isopropil-2—fenil-bG-{fenetilaminolivaleromitrilos, semnds  substi-

tuidos na porclic fenetilamino,

{2 compostos do presents invento estfc  estruturalmente

relacionados com o verapanil, gue & conhbecido por ser ww Blogues—

ci
canalis de c&lcio & de poltissic,

in

cor de canal de 180 misto para o



Camnpo o Invento

A dmuncssupressio & uma  téonics necessiris

J‘l

NSE CRIBEOS
da transplantac8o de orgdo e de medula Sssea. U agentes de imu-
nossupresslo s8c wiilizados pare & profilaxia e bratamento  da
rejeic8n do drg8io em bransplantes alogeneicons (fransplantes entre
individucos da mesus  espécie, mas  nfo geneticamente idénticos).
Une tal terapia ajuda a prolongar a sobrevivéncix dos  transplan-
tes oo rim, figado & coraclo, bewm coms dos transplantes de exten—
s8o inferice do péncreas, transplantes de coracBo-pulm8n & trans-—

plantes de meduls fsse Egts imancssupressdic & necesséris  de

& .
mowdn & alterar as rescofes oo sistena imune & presenca oo Grofio
o oo tecido estranbe, aue resuldtard normaloente na rejeiclc e
destruicds indiscriminada pelos sistema imune oo hospedeive oo

Srgiio ou oo tecids bransplantads,

A ciclogporing & & um zgente inunossupressor particular—

mente eficar na profilaxia & tratamento da rejeic8n do Orgfo. &
ciclaosporing A & um elemento de wma familis de compostos & & um

undecapertides hidrofdbicsn  produrido pelos fungo Tolypoclaodium

inflatunm gams, Oubras ciclosporinas incluem & ciclogsporinag B e &
ciclosporina G. A ciclosporina A suprimse & imunidscde Rumural
assim comt as  reacofes mediadas por céluls. A ciclosporina A

estid indicada para & rejeicls de Sragfic em transplantes de  vim,
figado, coracl8o, pédncreas, medula Ssses e coracfo-pulm8o. & ci-
closporina A & também Gbil no tratamento da dosvga de Croboy,
oftalmopatisa de Graves, PEOTrIASE severs, anemia apléstica, escle—
rose mGltipla, alopecia argata, g pénfigus & penfigdide, dermato-
mivsite, polimiosite, doenca de Bechet, uveite, sarcocidiose pul-

munar, cirrose biliar, miastenia gravis = dermatite atopica.

Infelizmente, & ciclosporing 4 pode provocar toxicidade

renal & hepdtica, causands significativos danos no rim e figado



dos pacientes que recebem transplantes de Org8os, incluindo danos
para o propric figedo transplanteado se o processo for um  trans-—
plante de rim.  Por omssguinte, & um objectivo do pressnte inven—
to proporcionsar we métods de administrac8o de ums classe de come
postos gue, guarsde administrados & um mamiferos, sfectivem &  imu—
nossupressdc & exiban sinds uma  toxicidade significstivamente

inferior do gue & da adwninistrac8o da ciclosporina.

£ wm ocutro obhjective do presents invento eroporciconsr
uma ©lasse de compostos gue, guands administrados & um mawmi fero
simul taneanente com uma ciclosporing ou owbros IHUNCSSURTESEOTES,
actuen de uma mansira sinergistica  pars baixar & dosagen de um
ciclosporing ou oubro iNUNCESUPTESEOT NECesséria para s slcancar
um dacdo mivel de immossupressio, diminuindo desta maneira a pos—
sibilidade de caussar toxmicidade pela ciclosporing ou outro imunos-—
sUpressor. 08 outros imunossupressores incluem levamisol, corti-
costerdides, drogas nfic-esterdides anti-inflamatorias (NESIDSD,

certas prostaglandinas e o macrdlicdo FE-S08 (Fujisaws).

1 presente invento proporciona um nove método de adomis—
traclo de novos  S-isopropil-2-fenil-B-{fenstilaminoivaleronitri-
los substituidos, que se mostram eficares como agentes de imnos-
supressfio emn virtuwde da  sus capacidade em inibir a producl8c de
interleucing, inibkindo em consequéncia disso os linfoblastos T &,
por comseguints, a proliferac8o da cglula T, & inibic8s da pro-—
Viferaclio da célula T blogueard por sus ver & activacHo dos limfo-
citos citobdxicos T, um passo chave na resposta imune ode um mami-

feroa normal.

¢ presente invento zinda proporciona o facto de gue os
compostos 8m agqul aotividade e utilidade como anti-hipertensivos
gistémicos, actividade vasodilatadors selectiva oo local Gtil  no

trataments da isguemia renel & isguemis cevebral . O mecanismo ode



grodo para as actividades imunoldgicas odos compostos do presente
invento & pensada no sentido de ser independente da actividade de

bloqusaments oo canal de c&loio dos compostos.

Suredric  do Invento

& invento refere-se & um novoe método de admnistraclio de

novos compostos de formula de estrutura geral 1

N
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& dos seus saizs farmaceuticamente aceitiéveis, om gque

R rapresenta hidrogénio! hidrosi)
aglauilo, alcenilo ou &lcinilo de 1 até 10 stomos de  carbong
) substituicdo ou n8o substituide, sm gue o referido substituin-
te & hidrosmi ou ceto)
glauilcarbonilo de 1 até 10 dtomos de carbovm
slecocsicarbonilo de 1 até 10 &tomos de carbong!  ou
alauilamicdo de 1 até 10 Atomos de carbono
R

'q, Rq = RF refpresentan independentemente Ridrosd oad alcoosd
cde 1 até 10 stomos de carbonoc!

prxd

Rd & R representan  independentenents hidvogénio) slauilo, slce—
ilo ou alcinilo de 1 até 10 Stomos de carbomns]
it g wm inteivo desdes 1 até 2, inclusive!

e 2
11 & wm inteiro desde 1 zté 5, inclusive.



Um encorvporaments nais prefericds oo presente invento
refere-se & admistracic de novos compostos de formuls de estru-

tura geral 11

- /% cn{ ‘cn Ry

g dos seuws sais farmaceubicamente aceitiveis, em gue

Ri repyresents hidrogénio; hidrosi )
aglovilo, alcenilo ow aslcinilo de 1 sté 10 &tones de  carbono
substituicds ou n8o substituido, em gue o referido substituin-—
te & ceto ou Midromi;

alauilcarbomilo de 1 até 10 &tomos de carbono: oy

i

slawilamido de 1 até 10 Stomos de carbono.

O compostos & as suas composicfes farmacéuticas  s8o

— tieis nos métodos de imuncossupressdo do dnvento. O invento  pro-—
porciona também para  administraclo formas unitérias de  doszgem

para administraclic oral, torica & parentérica. Ainda proporcico—

nada neste invento & a administraclo dos sais farmeceuticamente

sceitiveis dos compostos, para & imumossupressSo.

Descyricion Detalhada oo Invento

Guando agui wubilizadas, as espressfes “alqguils®, “"alce-—

c
nilo’ & Yalcinile”  s8o definidas de mocds & incluirem ligacfes



carbono-carbons lineares ou  ramificadas de 1 atd 10 Atomos  de

D termos “alguilcavbonilo” & Yaloowicarbonilo” a8
definidos de modo a incluirewm porcefies alawilo, alcenilo & alcini-

o comen zacims se definivam.

terme Yalawilamido” & definide de modo & incluir por-

i1
cles alauilo, alcenilo & alcinilo como acima se definiram.

& terme Ysais farmacewticamente aceitiveis” refere-se &
sals ndo toxicos dos compostos  deste invenio gue s8o gevalments
preparadoes pela rescclo da base livee com e Scido inorofnico o
orgénicon adequads ow pela rescc8o oo &coildo oom wms hase adeguscda.

O gais representativos incluen o8 seguintes szis!

fAcetato lactobionato
Benzenossul fonato Laurato

Bavzoato Malato
EBicarbonato Malaato
Bissulfato Marndelato
EBitartaratso Mesilato

Borato Metilbromsto
Erometo Metilnitrato
Edetato de célcio Matilsulfato
Gamsilato Mucatho

Cavrbomato Mapsilato

Sloreto Nitrato
Clavulanato Dleato

Citrato fmalato
Gi-hidrocloreto Famoato (Embonatol
Edetato Falmitato
Edisilatn Fantotenato
Egilamto Fosfatoldifosfato
Egtolato FPoligalacturonabo
Fumarato Balicilato
Gluceptats Estearato
Hlucomato Subascetato
Glutamato Succinato
Glicolilarsanilato Sulfatao
He«ilresorcinato Tanata

Hidvrabaming Tartarato



Hidrobrometo Teoclato
Hidrocloreto Tosilato
Hidvominaf tosto Trigtiodeto
Iodeto Valerato
Igsetionato

Lactmto

SQuarndo aouwd wtilizado, o termo Yimuncssupressiic” signi-
ficard a diminuic8o controlads artificial ouw a prevenclo da  resg-—

Fostea imune de um mamifero.

& termo Yisouemia” significard deficiéncia de sangus
para uma parbte odo corpo, devida & constico8o de um o mais  vasos

SHNMGUI NEOS .

& terms  “hipgriens8o” significard press8c sanguines

arterial persistentemente slevada.

0 termo "guantidade farmacologicamente eficazx” refrip-
~ga-& Aouela guantidade de droge ouw agente Farmacdutics gue oli-
citard & resposta bicldgice ou médica de wum tecido, sistems o

animal gues =sta 8 ser obijecto de pesguisas de wuwm investigador o

mEdico,

£ terms "sogentes imunossupressor? incluird ciclosoori-
nas A, B e G, corticosterdides, levamisol, drogas ndc-ssterdides
gnti—inflamatdrias ¢ as prostaglandines oue  exiben actividade

IMUNOSSURTSSSOTEa .

e compostos wbtilizados ne préatics do pétodos inunossu-
pressor do invento podem ser prontamente preparados de scoordo oo
o esdquemnas de resccdo seouintes, oo &5 suas modificacfles, wbili-
zands processos de sintess conmvencimmals g reasentes & materials

de partida prontamente disponivedis. Nestas reaccfies, & tanbém



possivel fazser uso de variantss gue sd8o 2las proprias conhecidas,

was n&n s8o mencionadas e meior detalbe.



EXEMPLO 1
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Esquema Il
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Esquema III
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Nos esquemas anterioves, Ac indica uma porc8o  COCH.

o

Ph indica uma porcfio fenilo.

Na reaslizaclo ds imuncssupress8o, os compostos do pre—
sante invento podem ser administrados em formas de dosagem  oral
coms comprimidos, capsulas, pilulas, s, agrénulos, elixires,
tinturas, suspensfies, xaropes e enulsfSes. Semelhantements, eles
tambadt podern ser adimistrados de forms intravencsa, intraserito—
neal, subcuténes  ow intramusculsy,  todas formas o de wbilizscSo

conbecidas dos peritos habitusis nas téonicas farmaceuticas,

Em geral, a forma preferida de administrac8o & & oral.
Upa auantidade eficaz mas ndo toxica de uwm dos compostos reivin-
dicados e nove ndgtods pode ser enpreguE CoOmD  LHUNCSSURTESEOTER N
inibiclo da resposta  imune de  wm mamiferoc ouw no bratamento  da
hipertensdo, isgusmia renal ouw isguemia cerebral. Um  encorpors—
manta alternative do presente invento & wum novo método de adminis-—
trac8io de uma gquantidade eficazr mas nfo téxica de um ou mais  dos
referidos compostos ewn colaborac8o com auantidades eficazes, mas
meErmres o gque as previamente descritas, ode uma ciclosporina num
regime de terapia imuncssupressora. O regime de dosagem do  pre-—
sente invento & escolhide de acords com uma varisdade de factores
incluindo o tipo, sspécie, idade, peso, sexwc & condicfs médica oo
pacients;] a severidade da comdic8io & ser tratada! a via de admnmis-
traclio; & funclc renal e hepédtics do pariente!] & o composto par—
ticular ou o ssu sal empregus.  Un médico ou veteringrio com  pe—
ricia normal pode prontamente delerminar e prescrever a auantida—

Ry
de eficar da droge reguerids para se alcancar a imunossusressio.

As dossgens dos compostos 5 wbtilizar nos métodos do
presente invento, guando wbilizados para os efeitos indicados,
gituar-se—8o mdma ganz desde cerca de 0,1 miligrams oovr guilogra-

ma e peso corporal por dia  Cmalkg/diad até cerca wle



1,000 mag/kag/dia & preferivelmente 1,0-100 mog/bkgldia. Vantajosa—

mente, o compostoes utilizados no método do presente invento  po-

P

dem ser administrados numa dose Onica odidrvia ouw a dossoem total
didria pode ser aodmmistrads ewm doses divididas de 2, 3 ou 4 vezes

dif&rias.

futrossin, o compostos preferidos utilizedos no presen-
te invento podem ser administrados em forma intranasal, via wuso
topico de veiculos  intranasais adequados, ouw via  transdérmics,
utilizando as formas de soplastros para pele transdérmicos bem
cembrecidas dos peritos hebitusis nesta té€onica.  Para serem adwi-
nistrados na forme de um sistems de entrega transdérmicos, a  acdm—
nistracio serd, certaments, continue ac lonogo de todo o regime de

dosagen .

Nos mdtodos do presents invento, os compostos aaul des—
critos em delalhe podem formar o ingrediente activo & s8io tipica-—
mente admnistrados ewm mistura com odi lusntes, excipientes o agsn—
tes de  suporte (colectivamenie referidos dagui  em diante coms
materiais "azente de suporte”) farmaceuticamente adequados, &de—
guadamente sscolhidos em relaclo & forma pretendids de adwministra—
g, isto &, comprimidos, cépsulas, bdinturas, zaropses e semelhan-
tes orais, & consistentes com as priticas farmacéuticas comvencio—

i,

For exemplo, pars adenistraclo oral ne forms de wm com—
primicdo ou capsula, a components da droge activa pode ser combinas—
da com un agente de  suporte oral, nfo téwico, farmaceubicamente
aceitivel, inerte, tal come lactoss, amido, sacarose, glicose,
metilcelulose, estearato de magndsio, fosfato de dicilcic, swlfz-
s dde c&lcio, manitol, sorbitol & semelhantes) para admistrac8o
aral ne forms liguids, &8 componentes da  droos orais podem  ser

combinacdos com qualoguer agente  de suporte oral, n8c towmico,



farmaceuticamente aceitével, inerte, tavil, glicerol,

&
igcio ol necessrio,

x]
L
Y
i
1]

&
gBoua & semelhantes. Aléw disso, auando J
poder tambéln ser incorporadoss na mistura sgentes ligantes, lubri-
ficantes, agentes de desintegrscls e agentes d
chys. Os ligantes adeguedos incluem amico, gelabting, actesr nabu-
val tal como glicose ou fB-lactose, azentes adocantes de gr8c de
cererl, gumas naturais e sintéticas tals como ac&cia,  trasacanto
sddic, carboximetilcelulose, polistilenc-glicol,
antes. Os lubrificantes wtilizados em tais formas
1 tao e sadia, estesrato de séddic, sstearsto

&
che maon@sio, benzoato de sédio, acetato de soédio, cloveto de  so-

dio g semelhantes. Uz zoentes de desintegraco incluem, sem  li-
mitacso, amido, metilcelulose, &zar, bentonite goma <antana =

semelhantes.

s compostos utilizsdos no pressnte invento podem tam-
bém ser administrados na forms de sistemas de entregs de liposso—
ma, tais como vesiculas unilamelares peauenas, vesiculas unilame—
lares grandes & vesiculas muliilamelares. e lipossomas pocdem
ser formpados & partir de ume variedade de fosfolipidos, tais como

colesternl , estesvilaninag ow fosfatidilcalinx.

g compostos wtilizados no presente invento podem Lam—
bé&Em ser entresuss pela utilizac8o de anticorpos monoclomais como
sgentes e suporte individuais aos guais as moléculas do composto

s8n acopladss.

U compostos wtilizados no presente invento podem Lam—

bé&m ser acoplados com polimeros soltdveis na forms de agentes  de

suports de drogas rotuliveis.  Tais polimeros podem incluir poli-
vinilpirrolidona, copolimere de pivanc, poli-hidrosiprogilosts--
evilamida—Ffenol, poli-hidroxietilaspartimida~fencsl ou Suids de

polistileno-polilisinag substituida  com residuns de palmitoilo.



i
ot
L
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Alem dissc, o8 compostos poden ser acoplados a uma classe de  poe

limeros bicdegradiveis gteis para se aleangar a5 libertacl8c conbro-
lada de uma droga, por exemplo, &cido polilictico, &cido poligli-

calico, copclimeros de &cido poliléctico @ &cido polislicolico,

poli-g-caprolactons, &cido poli-hidrowibutivicon, poliorioésterss,

Foliscetsis, polidi-hidropiranos, policiancacrilatos & copoline—

ros de bloco anfipiticos ou de ligac8s coruzadas de hidvooéis.

s compostos wiilizedos no método deste invento exibem

actividade de imunossupressSco 0til  vo tratamento da rejeic8c de
Grgfios transplantados. g processcos de teste empresues para  mee

dir esta actividade dos compostos sfo descritos & seguir.



EXEMPLD 2

s gspectros de RPN foram cbdicdos suer num sspec by Ome-
tro Varian XL-200  guer num GTE-QF 300 num  solvente conmforme o

ividicmedo oo {ﬁHﬁbﬂﬁi coms padrfio interns. Os espectros de infra-
=varmelbe foram registados mam espsctromstros Perkin-Elmer &85 em
CHCL.. .

s

Frocesso geral Pars & preparscdo oed

2t 2 d-dimetonifenil i-F-isopropil~6-L2, d—dimetoni—(&~

~fenetil substituidedmetilaminolvaleronitrilo

A uma  soluc8o sgitada de 2,5 wmol  de  verapamil  em
250 ml de benmenc  fol adicionads 30 mwol de acetbsto de palédio
I3 & & mistura de veacc8o  foil sgitads  durante guatre  dias.
Esta fol em seguids transferids para um aparelhs gasométrico  [R.
F. Heck, J. A. . &., 83, 1097 196131, borbulbads com  mondsido
de carbovuee (COY 2, & temperatura ambiente, com a adicfSo de nucled-
filos (Alcool, aming, reagentes de Grignard)y. Apos guatro horas,
a mistura de reacc8io fol filtrada e o solvente fol removido  sob

pressfio reduzids. O residug fol cromatografade sobre gel de si-

lica.
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EXEMPLO 4
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& composto en titulo fol ereparado & partir da  adic8o
de &cido citrico em dter & soluc8n stérea do produto oo Exemplo 3

emn &ter., O precipitads fol filtrado & seco.

Evicombrado! C - 50,11 H -~ 7,10; N - 3,99,
cRHHAHN2&1ﬁ requer: C - b3,85; H - &,86; N -~ 3,397,

Felo caminho oo método acima descrito, wm perito vulgsre
na técnica pode obier o sal do &oido 1,2 3—-proparmmtricarboxilico

otd o ogal do &Geido 2, 8—di-hidrosibutenodidics.



EXEMPLO &
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Fela sdic8c de t-butilaming ao complexss de palédic cer-
bomilado obteve-se o composto em bitulo, 0 sal oo Scids citrico

do composto em Litulo fol ohibido & partir da adicl8o &cido citrico

saturads & soluc8c stéres da base livre., O precipitado recolhido

fol weco.,  Obkicdo: 32 0%

Alternastivamente, & adicls o

g metilaming em ver de t-bu-
tilamina produrird & correspondente mebil

Encontrada: - &

J=8,8 Hzd) 1,46 (3H, s3; 2,8 C3H, s, Nemsd)
H.81 (3H, s} F,EZO(BH, s} &, 977,08 (4H, md;
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FPelo wétodo do Exemplo 4, pode ser obbtido o sal do &ci-

A v

do citrico, o sal do &cido 1,2, 3tricarboxilico ou oo

i

Acivhy  2,3-di-hidrosibutancodiGicn.



EXEMPLO S
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Fol adicionads 4 9 de verapamil (2,8 mool) am 100 ml de
benzens a 2,2 9 de PdilfAc?. & a mistura de reascclc foi agitada

durante austre dias & temperatura ambiente. Ums soluclc saturads

i}

de NaCl em 100 ml de OH, & 98 ml de ascetona foi adicionads &  so-

luclo resultante, aue fol azitsds & temeeratura ashiente durante

5 minutos., O solvente foi em ssguida removido sob pressfo redu-—

icis.

Em seguida fol adicionade 100 wml de toluens e 25 ml  de
trigtilamina & a mistura fol aguecida & 120 °C durante 2 horas =,
en seguida, deisads arrefecer até & temceratuirs ambiente. fal

fase orgénica fol filtrads, lavads com &dgus, seca, novamente fil-

trada & o soclvente fol remcovichs,

Depois de ums cromatografis, foil obbidso o compostoc  em

ik

titule CF,2 g; 80 %y p.f. 119121 °C fa partirv de &terd.

Encontrads! ¢ - 71,87; H - 3,30; N - B,25;
Calouladdo: C - 731,234; H - 2,10} N - 5,35
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EXEMPLO 7

! CHs 0
C N

CHs™™ 0

/O CH{ CH,
CH3

Foi adicionado isopropancl ao complexs de palidic carbo-—
vilado., Okt 40 %.

Encorntrado: G- &8,24; H - 8,32 N - 4,92

Calouladds: O~ 583,85 H - 2,20 N - &, 18,



CaH, s); 5,24 (1M, sepleto J=8,6 Hz); £,73 (1H,
1

g3, &,30 (3H, mdy; 7,05 ¢

IV (CuCl,) 1714 cw

EXEMFPLO &
a8, Efeitos sobve & proliferasc8o da c&lula T ivcdusicds

oy midcboemdéne,

Wtilizando métodos bem conbecidos pelos peritos normals
na tecnics, ificma-se que os compostos wtilizados no presente
invento inibew & proliferasclio da célula T oinduzida por fito-hems-
glutinina (FHAY num models refericdo & dose, gue cobre ume gans
cdesde 10 atdé 100 gM. 4 ordem relative de poténciz testads foli o
composto do Exemplo 4 (o sal oo &cido 1,2, Z-propanctvricarbosxili-
cod oo composto do Exemplo B (o sal do &cidos 1,2, B-propanotri-
carboxilicod o composto do Exemplo & (o sal do &cido 2, Hedi-

—Fidromibistanodidicol .

Uma semelhante relaclc  derendente da dose 2 ordem  de
poténcia relativa na  inibic8o da proliferac8c oa cdlula T péds
ser observads wtilizands células linfToblasto T induzidas por PHA
dependente de interleucina~2 como  rdtulos dos varios  compostos.,
A adigdo de -2 recombinante humans exdgena guer & cdlulas blzs—
o dinduzidas por PHA guer a culiuras recentes de PHA & leuwcocitos
moncride leares oo sanoue periférico (FEMO) no supers os  efeitos

antiproliferativos dos compostos.,



B. SZinergismo dos  compostos wbilizados no presente
invento com & ciclosporinag A (OsA)3 na inibic8o  odm

Froliferac8io da célula T induzida por mitoodnec.

s compostos utilizscdos oo presente invento  sinevrgizam
com & Cs8A no lcauasmento da proliferac8o da célula T in vitro.

Utilizands métodos bem conhecivdos pelos peritos normais na téeni-

i

ca, foram feitas culturas de FEMC estimulados por FHA nums dose

comstante de cada composto testado & com doses decrescentes  de
A, partindo com a dose minims de OsA gue blogueis totalmente =

proliferacd8s (125 no/wml). Forvawm utilizadas doses de CsA L8z pe—

Hguenas como S ngdml. A comcentraclo do composto do Fuenplo 40 (o
sal do &cido 1,2, 3-propanctricarboxilics? foi mantida constante a
B ouM, ernguantc as concentracfes oo composto do Exemplo 5 (o &l
g Gcido 1,2, 3-propanctricarboxilicon? e oo composto do Exemplo 5
fo o gmal  do &cide 2, 3-di-hidrosdibutencdidicad  foram mantidas &

25 M. 0 sinevgisme fol evidenciado por uma inibic8c superaditi-
va da proliferaclo da célula T induzida por mitogénes, pelos efei-
tos antiproliferativos mediados pela CsA 2 compostos testados. A
adiclio dos compostos urilizados no presente invento fex variar &
IC

o da CsA de 3 & 4 vezes.

C. Efeitos dos compostos wutilizados no presente inven—
to sobre & exspressfioc do gene de asctivacs8o da célu—

la T

A CsA tem viaricos efelltos caracteristicos schre & expres—
s8o de varios sventos branscriciomais de novo sm oculturas sstimu-—
ladas por PHA. A transcriclio do RNA mensageiro (wRNAY da  inter—
leucina—2 (IL-2), mas ndo do wRNA receptor de IL-2, & blogueads
nos FEMCs humanos estinulados por mitogénes. O FBNS bobsl  fFol
extraids de FEMCOs humanos a partir de culiuras tratadas (100 ub)

gde drogs egstimulada eor mitogénes & ndo estimuladass. f41



transcric8o foi analisada por técnicas de mancha de Northern: o
RNA fai hibridizeado para sondas de cDNA radicorrotulado para  IL-2
g mRNA receptor de IL-2 BB (TAC, CD2EB). O composto do Fxemplo 4
(o sal do &coido 1,2, 3-propanctricarboxilicn? & o composto do Eweme—
plo 5 (o sal oo &dcido 1,2, 3-propanotricarboxilics? & 100 oM abo-
Yivam & acunuelaclo de mRNA de  IL- gnauanto o oRNS recestor  de

2
-2 fod, no wé&eime, ligeiramsnte diminuido., A expressfc de sy

[

perficie & translacclio da proteing oo receptor de IL-2 mRE (ODIE)

-ty
X]

i apenas ligeiraments inibida por gualauer dos compostos. Aps—
sar da expressfc de CD2E fer sido ligeiramente redurids por  cone
centracfes glevadas dog dols compostos, & expressfco de superficie
da proteins TAC CDEEY ol nitidamente detectével pels andlise
FACE utilizando anticorpos antimonoclonais CDE5.  Em  aditamento,
& expressfic de superficie induzide por  sctivacso de antigenes
HLA-DR nflo fol inibida por estes sgentes. Em conmitraste, manterndo
& auséncis de mRNA de IL-2, &8 eroteing da IL-Z2 n8o pdde ser de—
i

s sobrenadantes da culiura pelo uso de um sistems FELISA.

iz compostos wtilizsdos no método do presente invento

Lam uma inespsrada, surpresndente & nBo ébvia actividads como
imumossupressores . Do omesoes podo, o sel efeito sinergistico com
CeA foi inespsrado & ndo ébvio., O seu sinergismes gue diminui =z
dose com s CsA significs aue na imuncssupressio terapdutica pode
sEperar-se que eles evitem efeitos laterais de hipotensiSo, bradi-—

=
cardia & nefrotosicidads.

EXEWMPLO 9

Verificou-se Sue o compasto produto do Esemplo 1, as—
auems 1, era selectivo do local pars o tecido cerebral e renal as
causar decréscime na resisténcia vascular abravés da  actividade

de Bloguedio oo canal de cilcio.
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Sob ansstesia de éter, foram canulados a veia jugular,
g artéria femoral & o ventriculo esauerds de um SHR macho adul o,
Apds un periodo de recuperaclo ode 3B horas, o animzsis  foram
tratados quer com o composto de beste auer com o placebo. Foram
concedidos der minubos para se alcancarem as condiclBes de sstado
uniforms. A pressfic arterial fol em sesuids acompanhads via c&-
nula femoral . Imediatamente depois desta medic8o, foi tomads &
amxsira de sangue de referéncia & forawm injectadass no ventriculo
egauerds microesferas rotuladas radicactivaments. Foram em segui-
da sacrificadas ratazenas; foram removidos os Grgfcs, pesados e
comtados. 0 sinal de saids cardiaco foi computado. & distribui-
clo do sinal de saids cardisco percentusl  por grams de  tecido,
fluse por grama de tecido ¢ resisténcia vezes grams de  tecido
foram calocwlados para o seauintes orglios! cérebro, coracdo, ring,
orgdos espléncnicos (figado mais péncreas, bago 2 tracto G.1.37,
mosculo esquelético @ pele. O composto testado foi adwinistrado
na forma de bodus IV, de 1,0 mafkg. Os diferencas nos  valores
mEdios entre os grupcs de tratamento & de controlo foram anal isa—

das por anglise de uma variavel de via Onica & tests de difsrenca

significativa minims. o compnsts suielto causouy uma  diminuic8o

da resisténcia vascular ao cérebrod

Exgmelo 1, Esaguesms 1 149 wmkHg min g/ml
Combrolo, DHES0 240 Mg min g9/ml

o 0,08

8@ ans rinsd

=ewmplo 1, Esquema 1 22,4 mesHg min giml
Comtrolo, DMSO IV .8 mnMg min g9/ml

g 0,08



A utilidade terapdutics de umas 5l selectividade oo

Imet
2
Ea]
m
Tond

reside no tratamento da isauemia cerebral ouw rensl.

EXEMPLO 10

A actividade antagonista do cilcio & medida in vitro
medivdo o péy to logaritmo negativo da constante de dissociac8o
sparente da éalécula da drogs para o Sl retepbor) no mosculo
liso adritico dsolado da ratazana  espontaneamente  hipertensa
Quianto meior o péy, maior o antagomisms do cslcic.  Un composto &

comsiderado dCf’V” coman antagonists do cadloico se o pAL, for 6,0 ou

maior.

s b o

£ Q8o Cm desempanha um papel sssencizl ne reducdcs o
manutencio da contractilidade do misculo liso vascular., Noo mlg—

culo liso vascular despolarizads oo H+, o antagonistas de il
cio blogusiamn & sntracds de Ca++ na cdluls, inibindo em comsesusn-
cia disso as contracofes ivdduzidas pelo Ca++. A inibdic8o da con—
traccfo induzida pelo .4++ o omasculo liso vascuwlar & whilirzads
cores modelo para tesitar os compostos em velac8s ac antagomismo do

cilcio vascular,

As doencas cardiovasculares tzis como arritmias, angina—
—pactoris, hipsrtensdo, doenca vasculayr periférica poddem ser cau-

salmente relascionasdas com  ancormalidades no manuseamento celular

++ . . . . .
cog ifles Ca {0 segmento adrtico excisado & montads num banho

de tecido gue combém solucls de Erebs modificada. Apos despola-

. , I . .
rizaclio do tecido com K 100 wMr, Ca  , em concentracies cumula—
- - RSCEN o .,
tivas de 10 ° M, 3,2 = 10 Me 107 M, & injectads no banhs para

produzir & contracclio oo misculo liso vascuwlar., 8 tens8c  desen—

volvida (97 & medida ¢ obtém-se o valores de resposta & dose  de
controlo,  Apds uma hora de incubac8Sco com wn composto de teste em
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concentraci8a 10 M, wio reretida

N
5 mesmas doses de O A

in

&
curvas de resposta & dose de combtrolo, log, & apds o bratamento

80 analisadas por regress8o linear.
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EXEMPLO 11

e efeitos da presslo sanguines sistémics s8n  determi—
nados in vivo numas ratazans espontansamente hipertensa  anestesis

da 3 composto de teste & adwninistrads intragastricamente & 10

—t
g

! m'

A méEdia inicial da pressfo sznguines arterial (MAF)Y &
medida directamente via um cateter artsrial previamsnte inplants-—

i dmediztamente antes dis adwinistrac8s do composto. As leituras

das pressfes sanguinsas s8o normalmente feitas 1, 2, % g 4 horas
depsis de administracl8o oo composto de teste. Esta tabela de
leituras pode variar a pedido.,  Uma dose do composto de Leste &

classificads como metiva se & média da pressdc

i

anguinegs post-tra-
taments das  ratazsnas  tratadas & significativaments di

CRa=0,002 da doe grupo de controlo slacebo concorrente.  S8c fei-
tas comparacles estatisticas ubilizancds o teste do tode  Student
nas gmparelbsads relativo ao controlo tratado pelo veicwlo (place-

Bamd .
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Um grups mais prefericdsy de compostos  wbtilizados nos
novos métodos do dnvento € constituido por gqualauer, ouw  todos,

dos seguintes compostos!
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Estes compostos nfo s8o, contuds, para serem considera-—
dos coms comstituindo o tnico zorupamento gue & considerade Gbil
iy invento @ qualagusr combinac8io de tails compostos pode, ela pro-

eris, formar um asrupamnentc.

Ainds gue o invento terhs sido descrito & ilustrado com
referédncia a cerins encorpovamentos dele preferidos, o8 peritos
s béonics apreciar8c aue varias mudarncas, sodificacles e substi-

tuicles podem nele ser feitas sem afastamento do espirito e alcan—
1o, dosagens eficazes diferentes das

ce oo dnvento., Por exens
ganas preferidas  indicadas anteriormente  podem ser  aplicéveis,
coms consequéncia de varisoles na susceptibilidade do mamiferac &
ser btratado & ssveridade da rejeiclic ao  transplante de  drgfo,
gfeitos sdversos relacionados com a dosagen, s existirem, & con—
sideracfes andlogas. De mode semelbante, a8 respostas farmacolo-
gicas sspecificas cohservadas podem varisr de acordo com & depen—
dends dos compostos activos particulares sscolhidos o de estarsm
presentes alauns agentes de suporte farmscduticos, bem como oo

tipo de formulac8o & mods de acoministracds enpresue, & tais vari-

gles e diferencas esperadas nos resulbados =80 contempladas  de
agoordo com o8 ohdsctivos & préaticas do presents invento. Tem—se

g intenclic, por consesuinte, de aue o inventos sejs apenas limita—

o pelo &ubito ¢ alcance das sus

0

regivindicacfies & gus ossas rei-
vindicacfles sejam interpretsdas t8o amplamente ouantc seis razos-—

vel .



Reivindicacles

18, — Método de imunossupressfc de um mamifers com  ne—
cessidade dele, caracterizado por compresnder o passo de adminis—
tracia ao referidoe memifera de uma suantidade farmacolooicamente

eficar de uwm composto de farmula de sstrutura:

& dos seus sais farmaceuticamente scsitévels, em gue

rapresenta hidrosxi)

sglowilo, alcernilo ou alcinila de 1 atée 10 &tomos de  carbono

substituicde ou ndo  substituido, =2m gue o referido substi-

— tuinte & hidrosi ou cetog
alauilcarbonilo de 1 at dbomos de carbong)

& t
gloomicarbonilo de 1 até 10 Stomos de carbono ou

alauilamicds de 1 até 10 Atomos ode carbono

K representan independenterente hidrosi ow aleoosi

&
ge 1 oatd 10 &Stomos de carbonc) &

i3
Tode

5

R, & R7 reprasentan  independentensnte hidvrogénio! alguilo, al-
%

cenilo ow alecinilo de 1 até 10 &tomos de carbono



~

t & i inteiro desde 1 atée 2, inclusive) e
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%] & w inteiro desde 1 até

senco & gama de dosagesm oo composto mctive de 0,1 a 1 000 mg por
auilograms de  peso corporal  por dia, de preferéncia  de

100 mg por guilograns de peso corporal por dia.

28, - Método de imnossusressSo de un mamifero com  ne—

cessidade dele, caraciterizados poy compresnder o passo de adminis—
tracl8o ac referide memifero de ums ouantidade Ffarmacologiczment

1]

eficaz de um compostos de foarmula de estruturas gsral!

cH— © O~cH,

0 cH R
a CH 1
CH3/ 3

zzis farmacewticamente asceitivelis, am gus

it
Q.
]
i
i
bl

represaents hidrosi)
alouilo, alcenilo ou alcinilo de 1| zté 10 &tomos de  carbono
substituicdo ow n8n substituido, =sm ogue o referido subshi-
tuinte & ceto ouw hidroxi:

t

aglooicarbonilo de 1 sté 1

(B3

alaouilcarbonilo de 1 10 Gtomos de carbonn

o

 Htoos de carbeooms) ou

fir.
.
li"

alguilamido de 1 atd 10 &tonos de carbono



i

sevlo & gama de dosagem do composto active de G,1 a2 1 00D mg  por
auilograms de peso corporal por diz,  de preferéncia de 1,0 =z

100 mg por guilograns de peso corporal por dia.

S8, - Método de acords com s reivindicacso 1, carscte-

rimacdo poy o composto adninistrados ter 2 farsuls de sstruturs

i CH,§ o0-CHs

48, - Método de acords com oa reivindicac8o 1, caracthe-

rizado por oo composto aodministrads ter & formuls de sstrubura!
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&, —~ Métoddo de acovdo com a reivindicac8o 1, caracte—
rizado por o composto administrade ter & formuls de estrutura:
“SCH;,
0 @)
NH



BE., — Método de acordo com & reivindicac8o 1, caracte—

rizado por o composto adninistrado ter & formula de estrotura:

N
Hl CH; O’CHa
¢ N
O
CH3/ ' O\CH3

o
CH
CH3/ 3 CH3

OH OH

OH
OH

78, - Método de acordo com & reivindicac8s 1, carac e

rizadoe por o composto administrado ter a3 formuls de estruturad



I o o-Cts
N
. o o
/ CHy CH;,
CHj 5
N
CH,
28, - Método de acordo com & reilvindicac8os 1, caracte—

rizado por o composto administrade ter & formuls de estruturs!

N
1] CH, o~ CHs
¢ N
cH~©C —O~cH,
CHj O—CHj o
o)
OH

OH
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H

B8, - Método de acordo com a reivindicac8o 1, carmche—

rizado por o composto adwinistrado ter a formuls de estruturs:

N
m CH3 O,CHa
c N
CHs © O~cH,
T ° ond on O=CI;
3 o) PY
A OH
CH, o
0
HO
3)

108, — Métoodo de acorcs com & reivindicac8o 1, caraschs—

rizads por o composto sdministrads ter s férmuls de ssbruturs!



i] (.:H;, o’CH3
(0] i N
CHy O~cH,
o o
CH / CH3 CHa
3 NH
CH3+CH3
CHa,
118, - Mébtodo de acordo com & reivindicacHos 1, carache—

rizado por o composto adeinistrado ter & foarmuls de sstruturs:

N
% N
cH— ©
3 O~cH,
o _
CH3/ CH3 CHa O—?
NH
Hac—'ll—CH ; ® OH
CHg O
. o)
CH, HO
HO OH



128, — Mébtooks de acords com a reivindicacs8o 1, caracte—

rizade por o composto administrado ter & formuls de estrutura

~—
N
Il CHy 0—CHs
¢ N
0 O<cn
CH3 3
e C’> CHY CH,
CH,

138, - Método de tratamento da hipertensio de um mami-
feras com necessidade dele, caracterizads por compresndsy a  admi-
nistracio ao refericdo memifero de uma guantidade farmacologica—
mente eficazs de um conposto de scordo com a reivindicac8o 1, sen—
der & gams  de dosagem oo composto active de 0,1 a 1 000 mg  por
auilograms de  peso corporal  por dia,  de prefergncis de 1,0 &

—— 100 may por guilograma de peso corporal por dia,

148, - Método de tratamento de isquemia rensl de  um
mamifers com necessidade dele, caraciterizads por compreender &
agdministracic a0 referido memifero de uma guantidade farmacolo—

~ gicamente eficar de um composto de acordn com a reivindicac8o 1,

sencds a gans de dosagem do composto sctive de 0,1 & 1 000 mg  por

guilograma de  pess corporal  por odia,  de preferdnciz o de 1,0

1]

100 mg por sullograms de peso corporal por dis.



168, — Métoods de tratamento de isquemia cerebral de  um
mamifers com necessidade dele, caracterizado por compresnder =
actministraclo as referide mamifers Jde uma guantidade farmacolo—
gicamente eficar de um composto de moordo com & reivindicac8s 1,
sends & gama de dosagem oo composto Bctive de 0,10 a2 1 000 mg  por
Auilograms de  pesoe corporal  por dis, de preferéncis de 1,0 =&

100 mg por guilograms de peso corporal por oia.
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