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RESUMO
COMPOSTOS MIMETICOS DE LISINA MODIFICADOS

Revelam—-se compostos miméticos de 1isina gque tém

atividade farmacologica util, tal COmo atividade
antiarritmica e propriedades de piodisponibilidade
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DESCRICAC
COMPOSTOS MIMETICOS DE LISINA MODIFICADOS
Campo

Os presentes ensinamentos referem-se a compostos

;)
rA
b
O
bete
(

O3]
~

-

joX

miméticos de lisina que tém atividade farme
r

itmica, e propriedades desejavels de

Antecedentes

H& um reconhecimento elevado de gque a comunicagao
intercelular é essencial para a homeostase, proliferacédc e
diferenciacdo celulares. Acredita-se gue tal comunicacéo

seja facilitada por Fjungdes comunicantes. Estas estruturas
séo consideradas uma via para acoplar células e permitir a

"comunicagdo cruzada'". {Veja-se em geral. Sperelakis N.,

3 e el T < o - e Ty Tiar e ~D ~ e A
eds., Cell Interactions and Gap Junctions, CRC Press, Inc.
{71

(\;_9

89)). A comunicacdo cruzada entre jungdes comunicantes é
o

denominada "comunicacdo intercelular de Jjuncido comunicante®
(GJIC) .

Em geral, as Jungdes comunicantes sd0 regides
especializadas da membrana da célula gque contém conjuntos
de centenas a milhares de canais densamente reunidas gue
conectam  diretamente o citoplasma de duas células

adjacentes. 05 canais de juncdo comunicante sa0 compostos

de dois hemicanais, ou de conexons, proporci

uma das duas células

<1
f\

c
zinhas. Cada conexon €, pPor sua vez,

~hamadas conexinas.
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O
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através das Jjuncgbes comunicantes. GJIC anormais estéao
ligadas a uma variliedade de estados de doencga, incluindo
doenga cardiaca. For exemplo, mostrou-se gue ratinhos
heterozigdticos para o gene Cx43, que codifica uma conexina

ventricular especifica, desenvolvem arritmias ventriculares

reduzida de Cx43 em ratinhos heterozigdticos esta

diretamente ligada a uma incidéncia aumentada de arritmias

ventriculares dur

Circulation, 101, 547-552 (2000})). Diversos outros estudos

mostraram a expressdo reduzida ou a distribuigdc alterada
a

de Cx43 em corac¢des cronic:

Diversocs péptidos gue influencian GJIC foram
identificados, incluindo os péptidos antiarritmicos AAP

onuma et al., Chem. Pharm. Bull. (Tokyo), 28, 3332-3339
{1980}y, AARP10 ({(Dhein et al., Naunyn Schmiedebergs Arch
Pharmacol., 350, 174-184 (1294); Muller et al., &kur. J.
Pharmacol., 327, 65-72 (1¢ y, & HP5 (divulgado na Patente

997)
Us N° 4.775.743). Entretanto, estes péptidos exibem as

caracteristicas indesejaveis, incluindo a baixa
estabilidade, a semivida curta, e uma falta da

s v s
disponibilidade bioldgica oral.

O documento WO 2004/048400 descreve dipéptidos gque

I

facilitam a comunicacdoc intracelular mediada por Jjungdes
comunicantes Este documento propds gue os  dipéptidos
descritos sdao uteis no tratamento de doengas ssocliadas com
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De maneira ampla, os presentes ensinamentos referem-se

aos compostos miméticos de lisina, como fol definido na

reivindicacgdo 1, que tém a atividade farmacoldgica util,
tal como atividade antiarritmica, e propriedades desejaveis
de disponibilidade bioldgica.
Breve Descrigdo das Figuras
A Figura 1 mostra o©s resultadcos de um teste para
estudar o efeito dos compostos no esforgo metabdlico
na condug¢do atrial induzida que retarda e num moedelo
in vitroc como feoi descritc em Haugan et al., J.

Cardiovasc. Electrophysiol., 16, 537-545 (2005).
Descrig@o Pormenorizada

Os presentes ensinamentos proporcionam compostos gue

tem a Formula T

—

25

e sals farmaceuticamente aceitédveis e hidratos do mesmo, em
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i
[N
o
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I__\

ilo opcionalmente substituido com 1-5 grupos Q;

Q, em cada ocorréncia, ndependentemente & selecioconado a

partir de F, Cl, B

s

~ o -
; Ly Cioqp aLlqulio,

10 alguilo, OH, NH;, NH(Ci.; alguilo},

NHC {O) Cq.19 alquilo;

R™ & H;

R° ¢ H e R’ é selecionado a partir de H, Ci.isalquilo,
C(O)R", e C(O)OR;

R & OH ou NHy;

R° & H ou Ciig alguilo;

R® é selecionado a partir de H, e C...y, alguilo.

3 1oy anl o4 P R TRAD 2 L TT 3
Em algumas formas de realizacdo, Y' & NR‘R’, R® & H, R’
& C{O)R” @ R & H {isto &, R & C{O)H) ou um hﬁmelquilo

D
Q
°c
Q

. - . P ¢ -3
opcionalmente substitulido (por exemplo, R

Os compostos de acordo com 08 presentes ensinamentos

{

incluem aqueles que tém as seguintes estruturas:

g
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N

e sals farmaceuticamente aceitaveis e hidratos do mesmo.
Em outro aspeto, ok presentes ensinamentos
proporcionam composicdes farmacéuticas que compreendem um

composto de acordo com ©s presentes ensinamentos e  um

velculo farmaceuticamente aceitavel.

Revelam—-se no presente documento métodos de prevencga
ou tratamento de uma condicido patoldgica gue compreende

administrar a um individuo com necessidade do mesmoc (por

eficaz de um composto ou composicido farmacéutica de acordo
com ©8 presentes ensinamentos. 0s exemplos das condigdes

patologicas que poecdem ser tratadas ou prevenidas usando
compostos dos presentes ensinamentos incliuem, mas nac sac

limitados a, doenga cardiovascular (por exemplo, fi

atrial, vibracdo atrial, taguicardia ventricular ou
fibrilacdo ventricular); osteoporose; inflamacgao do

epitélic da wvia aérea; desordens do tecido alveolar;
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uindo neuropatia diabética e retinopatia; condicgde
relacionadas ao CNS; disquemia (por exemplo, isguemia do
stema nervoso central, da medula espinhal, do cérebro ou

da haste do cérebr@); desordens do tecido dental que

hematoldgicas {(por exemplo, anemia, leucopenia,
trombocitopenia, e pancitopenia) especialmente seguindo
T

o com compostos citostaticos ou  terapia da

irradiacio; feridas tails como feridas superficiais e

5

do 'traumatism@; deficiéncia
r

h
D
=
l.

0,
je3)
U2
T
~
O
th
=
]
(o8
o3}

€

v’

\’

o

}__.l
o+
&D

inflamacéo subcrdnica e crénica; cancer; falha da
transplantagdo da medula e da célula de haste; condigdes
gque se levantam durante a transplantacdo das células e dos
tecidos ou durante procedimentos méedicos tais como a

cirurgia; condicdes causadas por um excesso de espécies de

oxigénio reative, de radicais livres ou de o6xido nitrico;
doencgas ou desocrdens da gravidez {(por exemplo, pré-
mpsia e trabalho prematuro); e acidente vascular

Os compostos e composicdes farmacéuticas de acordo com
0os presentes ensinamentos podem ser formulados ara a

o3}
Q,
i_.l
o}
"
2]
ot
N
Q
)
n
O
e
o
[
)
o
C
@]
&3}
o
o
O
In}
w
}._J

A  menos gue especificado de outra maneira, as

de trx
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em geral aceite trés cdédigos da letra para outros o-
aminodcidos, tais como sarcosina (Sar). Onde a forma de L
ou de D ndo foil especificada, deve ser compreendido gue ©

aminocacido na pergunta pode ser a forma de L ou de D. Uma

denominada racémica e designada pelo prefixo DL, por

exemplo, DL-leucina. Pode alternativamente ser designada

velo prefiko rac— (por exemplo, rac-leucina) ou pelo
sentes ensinamentos incluem todos os

crefixo [+/-]. Os pre
estereocisdmercs pPoss
ITIT assim como dos compostos especificos mostrados n

presente documento.

O termo "péptide" designa no presente documentc uma
cadeia de duas ou mais moléculas gue

ligadas por meio
de uma ligacgdo peptidica. 0s péptidos podem conter um ou
varics aminodcidcs naturais, um ou varios amincacidos ndo
naturais, uma ou varias moléculas que ndoc saoc aminocdcidos,
mas sdo capazes de formar ligacgdes peptidicas, ou de

e oo oy gme 3 .
MiIsTUras aos mesmos.

O termo "amincadcido" refere-se a uma molécula gue tem

s

formula geral NHR-CHR'-COOH (em que R é H e R' & uma

s}
On
C

cadeia lateral de aminoacido, ou R e R juntamente com o
carbono e o© azcto ao qual eles estdo ligados formam um

anel, por exemplo, prolina) a gual ¢ capaz de formar uma

ligag¢do peptidica com uma ou varias outras moléculas gue
tém & mesma fdérmula geral. 0O termo engloba ambos

Um "amincacido de ocorréncia natural® refere-se a um
dos seguintes 20 amincacidos: Ala (&), Cys {C), Ser (%),

Thr (T), Asp (D), Glu (E), Asn (N), Glu (Q), His (H), Arg

(R), Lys (K), Ile (I), Leu (L), Met (M), Val (V), Phe (F),
e

Tyr (YY), Trp W), Gly (G), e Pro (P)}. Normalment

~
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Como usado no presente documento, o termo "mimético de
lisina™ rafere-se a um amincédcido ndo natural Jue
compreende um anel Cs.gcalifatico ou aromdtico e pelo menos

. U . | 3 -« A o 3 - : - T A N] - T_
uma funcionalidade béasica de amina além do gue a N-amina

férmula NHR-CHR'-COCH, onde R e R' juntamente com ¢ carbono

e 0 azoto ao qual eles estdo ligados formam um anel de 5-6
membros, onde o anel (a) contém pelo mencs um azoto de anel

2
mimético de lisina tem a férmula NHR-CHR'-CCOH onde R & H e
a lateral <gue compreende um anel Cg-
romatico, onde {(a) o anel contém pelo menos

um azoto de anel ou carrega um substituinte amina, e (b) o

0
estrutura principal. Os

de lisina podem igualmente ter a fdrmula NHR-CR'R"-COOH
J os fo

um anel Csalifdtico ou

T§
=]
Q
3

aroméatico, onde o anel contém pelo menos um azoto do anel
carrega um substituinte amina. Um exemplo ndoc limitante
i

'po de mimético de lisina € acido —amino-
1u

O
o
o]
o
k
O
=
V]
)
e
(9]
QK
o
o
0)]
h
-
]
e}
H- =
O
o]
85}
'_l
Q
85}
O,
®
6]
o)
QO
[95]
I._l
Q
Q
193]
Q.
®

93}
=3
I_J
o]
93}
Q «
O
O
0
o)
W]
@]
e
l_l
T
)
[0}

acima, como © &cide 3,b-diamino-
o
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de 4-aminoprolina onde o azocto de anel prolina ndoc esta
presente (por exemplo, dcido 3-
aminocciclopentanccarboxilico) ou estd localizado em outra
posigdo no anel prolina {(pox exemplo, adcido 3-
aminopirrolidina-l-carboxilico ou 3- aminopirroclidina-1-
carboxamida). Em gualguer dos mimetico de 1lisina, as

funcionalidades bédsicas da amina podem s um grupd  amino
primario (por exemplo, 4AmF, Damba, 42Ampi, e 4Amp) ou um
grupce amino secundario (por exemplo, Pip e Ica). Os
exemplos de miméticos de lisina tém grupcs amina ciclices
alifédticos e aminas arilicas incluem Damba, 4Amp, 4Ampi,
Ica, Pip, e 4AmF, gue tem as sequintes estruturas:

el
M

fAmp

Ok

HaM

Hz

Damba

M.

ZX

[oy]

MH

fca

Mol

0 termo “halogénio” refere-se a F, Cl, Br, e I.

O termo “alguile” como € usado no presente documento
em separado ou como parte de um oubtro grupo, refere-se a
uma cadeia de hidrocarboneto alifdtica substituida ou nao
substituida, por exemplo, gue tem 1 a 10 &tomos de carbono,
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que podem ser de cadeia linear ou ramificada. 0s exemplos
de grupos azlguilc incluem metilo (Me) etilo (Et), propilo
(por exemplo, n-propilo e iscopropilo), butilco {(por exemplo,
n-butilo, iscbutilo, s-butilo, t-butilo), grupos pentilo
(por exemplo, n-pentilo, isopentilo, neocpenti110) e
similares. Incluido especificamente dentro da definicdo de
“alguilo” s&o aquelas cadeias de hidrocarboneto alifaticas
gque sdo substituidas opcionaln e,

G  termo “alguenilio”, como € usado no  presente

documento em separado ou como parte de outro grupo, refere-
se a uma cadeia de hidrocar
nédc substituida, por exemplo, que tem de 2 a 10 &dtomos de
carbono, gque podem ser de cadeia linear ou ramificada e
contém uma ou varias ligagdes duplas carbono-carbono. Uma

ou varias ligacgdes duplas podem ser internas (tal como, em

2 n

Preferivelmente as porcdes alquenilo contém uma ou duas
ligag¢des duplas. O termo “alguenilo” inclilui ambos isémeros
E e Z de cada um de uma ou varias ligacdes duplas. Incluido

especificamente dentro da definigdo de “alguenilo” séo
to

aguelas 1
substituidas cpcionalmente., s exemplos de por¢des
1 % 1

alquenilo incluem vinilo, alilo, e butenilo (por exemplo,
I~
como & usado no presente

ti
or exemplo, dque tem 2 a 10 atomos de

3
o
O
n
C:.v
O
)
t
}_l
o
[
| -l
(o}
)
e}

carbono, gque podem ser de cadeid inear ou ramificada e

ia

contém uma ou vérias ligacgdes triplas rbono-carbono. Uma
ou varias ligacgbes triplas carbono-carbo podem ser
internas (tal comc, em 2-butino) ou terminal (tal como, em

l1-butinoe). Incluido eapecificamente dentro da definicido de

—
o
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“alguinilo” S&0 aquelas cadelas de hidrocarboneto
alifdticas que sido substituidas opcicnalmente. Os exemplos
de grupos algquinilo incluem etinilo, propinilc, butinilo,

pentinilo, e similares.

omo é usado no presente documento em separado ou COmMO

rarte de um outro grupo, o termo “cicloalgquilo” refere-se a
grupos carbociclicos nfAo aromaticos substituides ou ndo
substituidos, por exemplo, que tem de 3 a 20 atomos de

exemplo, 1, 2 ou 3) ligac¢des duplas ou triplas, incluindo
alguilo ciclizada, alquenilo, e grupos algquinilo. 0s grupos
cicloalguilo podem ser monociclicos {por exemplo,
ciclohexilo) ou policiclico (por exemplo, sistema de anel

carbono

]
i 2
T
ot
~
o
-
@]
o
T
@]
I
e
@]
]
ct
M
~
h
o
0
J
Q
B
o
O
~—
~
Q
o
@
<
0
Q
—+
O
3
Q
(€]
(o}
0]

opriada do anel da porgao cicloalquiloc pode ser

cova n estrutura guimica definida. Os
exemplos de grupos cicloalguilo incluem ciclopropilo,
ciclopropilmetilo, ciclobutilo, ciclopentilo, c¢iclohexilo,
ciclohexilmetilo, ciclohexiletilo, cicloheptilo,
ciclopentenilo, ciclohexenilo ciclohexadienilo,
cicloheptatrienilo, norbornilo, norpinilo, norcarnilo,
adamantilo, grupos espiro f4.5]decanilo, homélogos,
isdmeros, e similares. Ifgualmente sd8o incluidas na

-

ligagdo em comum com) ao anel cicleoalguilo, por exemplo
a

derivados benzo de ciclopentano {indanil

{tetra-hidronaftilo), S similares. Incluidos
especificamente dentro da definicdo de “cicloalguilo” séao

agueles carbociclos gue sao substituidos opcionalmente.

O termo “arilo”, como €& usado no presente documento em

separadoe ou como parte de um outro grupo, refere-se a

-
—
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fenilo, naftilo, an renilo, e similares. Em
algumas formas de realizacdo, os grupos arilicos tém de 6 a

no
ailgquilo, como definido no presente documento. ©Os grupos

aralgquilo sdo ligados covalentemente a estrutura gquimica

definida através de seus grupos alguilo. Cs grupos

-

aralquil opcionalmente podem ser substituidos na porgio

arilo, porgado algquilo, ou ambos.

gser unido a estrutura qguimica efinida em gualguer
hetercatome ou atomo de carbonoe que resulte numa est ura
estavel. Un  ou mais atomos de N ou S num anel
ciclohetercalguilo podem ser oxidados (por exemplo, N-
hidroxipiperidina, N-6xido de morfolina, S-oxido de
tiomorfolina, S,S8-didxido de tiomorfolina). Os exemplos de
grupos ciclohetercalgquilo incluem morfolina, tiomorfolina,
piranc, imidazolidina, imidazolina, oxazolidina,

-
Ny
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olidina, pirazolina, pirrolidina, pirrolins,

T
tetrahidrcfurano,

(_
=
83}
S
Q
]
?
O
th
D
]
@)
T
|,_.I
o]
D
]
|,_.I
Q
l__l
o]
Q)

piperazina, e similares. Igualmente sé&o incluidas na

em comum C

Qenzim1dazelina, Sromano, Cromeno,

indolinotetrahidroguinolina, e similares. Os grupos
ciclohetervalguilo podem igualmente conter um ou mais
grupos oxo0, tal como ftalimida, piperidona, oxazclidinona,

icamente dentro da definicdo de

o]
parte de um outro grupoc, Thetercarilo” refere-se
1 o]

os
sistemas de anel aromdticos monociclicos ou policiclicos
que tém de 5 a 20 atomos do anel e contendo de 1-4

definida em qualquer heterocdtome ou atomo de carbono gue
e

ro
uma estrutura estdavel. Um ou mails atomos de N ou

w

i
num anel heterocariloc podem ser oxidados {por exemplo, N-

hidroxipiridina, N-6xido de piridina, S-d6xido de tiofeno,
X

ido de tiofeno). Os exemplos de grupos heterocarilo

incluem, por exemplo, pirrol, furano, tiofeno, piridina,
pirimidina, piridazina, pirazina, triazol, pirazol,

imidazol, disctiazol, tiazol, tiadiazol, isoxazol, oxazol,

—
(i)
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quinazolina, benrzotriazol, benztetrazol, indazol,

benzimidazol, benzotiazol, benzisotiazol, benzisoxazol,
e

benzoxadiazol, benzoxazol, cinolina, lH-indazol, 2H-
indazol, indolizina, isobenzofurano, naftiridina,
ftalazina, pteridina, purina, oxazolopiridinag,
tiazolopiriding, imidazopiridina, furopiridina,
tienopiridina, piridepirimidina, piridopirazina,

Atomo de carbono gque resulte numa estrutura estavel.

~

O termo “heterociclo” significa wuma hetercarilo ou

ciclohetercalguilo como definida no presente documento,

Silverman, The Oc

Q
83}
]
5
@]
)
()]
o
0]
f
$
@]
i~
T
o

[te]
o
o
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:r-‘ -

Q
]
o))
-}
Q
w]
Q

Action (Academic Press, 1992). 0s exemplos de bioisdsteros

de Aacido carboxilico incluem, mas nao

amidas, sulfonamidas, adcidos sulfénicos, 4dcidos

fosfonamidicos, fosfanatos de algquilo, N- cianocacetamidas,
X

i-4H-piran-4-ona, imidazol, oxazol, tiazol,

I

pirazol, triazol, oxadiazol, tiadiazol, ou tetrazol, cada
um dos quails pode ser opcionalmente substituido (por
exemplo, por Ciojo alguilo, OH, etc.).

Como € usado no presente documento, Yhbioisdéstero de
amida”; significa um substituinte ou grupo gue tenha as

5
H
i

~ fadadaa £ ~ Flamd mna aimilaraa Nemic
propriedades dJquimicas ou IlgsicCas slmliiares adgue

-
g



EP1966130B1

porgdo amida e gue produza de maneira ampla propriedades
bioldgicas similares aquela de uma porcgdo amida. Veija, em
geral, R. B. Silverman, The Organic Chemistry of Drug
Design and ug Action (Academic Press, 1992). 0Os exemplos
de bioisdésteros de amida incluem, mas ndoc sdo limitados a,
acidos carboxilicos, sulfonamidas, dcidos sulfdénicos,
dcidos fosfonamidicos, fesfanatos de alguilo, N-
cianocacetamidas, 3-hidroxi-4H-piran—-4-ona, imidazol,
oxazol, tiazol, pirazol, triazol, oxadiazol, tiadiazol, ou

tetrazol, cada um dos gQuais pode ser opcicnalmente

substituido (por exemplo, por Ci_.¢ alguilo, OH, etc.).

A frase “Vgrupo hidrofdébice” refere-se a um anel
carbono aromatico opciconalmente substituido,
preferivelmente um anel carbonc aromatico de 6 a 12

e a
membros. 0O grupo hidrofdbico pode ser ocpcionalmente
substituido como discutido abaixo. Us grupos hidrofdbicos
trativos incluem benzilo, fenilo, e naftilo.

«.fi

O termo opcionalmente substituidc como € usado no

presente documento, significa um ou mais Atomos de
e

hidrogénio (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 &tomos de
hidrogénio) do grupo gue cada um pode ser substituido com

um Atomo ou grupce comumente usade na quimica farmacéutica.

Cada substituinte pode ser o mesmo ou diferente. Os

limitados a, alguilo, alguenilo, quinilo, cicloalquilo,
1 T~ _ 3 7 - — . N T [ ! -
arilo, aralguilo, ciclcheterocalgquilo, hetercarilo, OR® (porx

(
i, hetercariloxi, aralguiloxi, éter, és

propoxi), arilox i 1 ter,
carbamato, etc.), hidroxialgquilo, alcoxicarbonilo,

alcoxialcoxi, perhaloalquilo, perfluorcalgquilo (pox

exemplio, CFi, CFCF3), perflucorcalcdxi (por exemplo, OCFs,

¢

-
4

OCF,CF5), alcoxialguilo, SR’ (por exemplo, tiol, alquilt

tio, etc.), SR%, S{O)R%,

'®)
g

-t
o
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SO,RY, NRR’  (por exemplo, amina primaria (isto €&, NH;),
amina secundéria, amina terciédria, amida, carbamatc, uréia,
etc.), hidrazida, haleto, nitrilo, nitro, sul
uwlféxido, sulfona, sulfonamida, ticl, carboxi, aldeido,
ceto, acido carboxilico, éster, amida, imina, e 1imida,
incluindo selenc e derivadoes tio dos mesmos, onde cada um
es ainda podem ser opcionalmente
gubstituides. Preferivelmente, 1-3 substituintes opcionais
e

asentes, onde os substituintes sac grupos Q

izacdo em que um grupo funcional com um anel aromadtico
d

lo, tais substituigdes numerarao

ferivelmente de 1 a 5, com cerca de 1 ou 2

Cs numeros de carbono usados nas definigdes no

o]
3
D
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D
]
part
D
O
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Q
=
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O
&)
O
[
D
b
D
3
§e)
}_l
O
Q
I
D
)
| -
i
o
I_A
| -
]
c
N
5

Em varios lugares nos presentes substituintes da

— R - = NP \ [, [ - 2 . o
e;peciflccéco dos compostos dos presentes ensinamentos sao

@

S grupcs ou nos 1intervalos. Pretende-se
especificamente gue os presentes ensinamentos incluam ca
1gao individual dos membros de tals grupos
or exemplo o termo “Cis alguilo” é
pretendido especificamente para divulgar individualmente
Ciy Co, Ca, Cy4, Cs, Cg, C1-Cs, Ci1-Cs, Ci-C4, C1-Cz, C:i-Cp, Cp—Cg,
Cp=Cs, Cp=Cs, Cu—=Cy, C3-Ceq, C3-Cs, C3-C4, C4-Ce, Cu—Cy, e Cs-
Csalguilo. Similarmente, o) termo “Ci—1¢ alguilo” é

pretendido especificamente para divulgar individualmente

-t
o
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Os compostos dos presentes ensinamentos podem conter

um adtomo assimétrico {igualmente referido como um centro

quiral), e alguns dos compostos podem conter um ou mais
Atomos ou centros assimétricos, que podem assim causar
isdémeros dticos {enantidmeros) e diasteredmeros. Os

presentes ensinamentos incluem tails enantidmeros e

diasteredmeros, assim como 0s esterecisdmeros racémicos e

resolvidos, enantiomericamente puros R e 3, assim como
outras misturas dos esterecisdmeros R e S e sais

farmaceuticamente aceiltdvels dos mesmos. 0 isdmeros Aticos

ensinamentos igualmente englobam isdmeros eis e trans de
compostos contendo porgdes alquenilo (por exemplo, alcenos
e iminas; . Igualmente compreende—-se gue 0s presentes
ensinamentos abrang e

gem todos o8 regilolsdmeros possiveis,
©o

as misturas dos mesmo que bdem ser obtidas na forma purs

Os termos “Vmodulador de comunicagdao interceluliar”,
“facilitador de Juncgéo comunicante”, “composto gue facilita
Jjuncgao comunicante” e “abridor de Juncédo

etc., todos referem-se a um composto gue

f));
@]

mantém, ou normaliza, uma comunicaca

8%}

UNgao comunicante (GJIC),

-
~
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O termc “agonista” refere-se a um composto gue possa

ir com um tecidco, uma céliula ou uma fracidc de célula

P

a
gque seja o alvo de um composto AAP, AAP10, ou HP> (ou do
andlogo funcional do mesmo), para causar substancialmente
o

ho  tecido, c¢eélula ou

o]

as mesmas respostas fisiclogicas
la comc o© composto AAP, AAP10, ou HPS (ocu

o funcional do mesmo). Num aspeto, a resposta

fisioldgica é uma ou varias da contracado, relaxamento,
secrecio, ativagdo da enzima, etc. Preferivelmente, o)
composto se liga ao tecido, célula ou fracdo de célula. Num
aspeto, o composto se liga a um recetor no tecide, célula,
s

fragido de célula, gque se liga a AAP, AAP10, ou HPS (ocu um

iniba ou antaqonize uma ou mais respostas fisiocldgicas

cbhservadas num tecido, c¢élula ou fragdo de célula apds ter
T

contatado o ecido, «célula, ou fracdc de célula com o©
composto AAP, AAP10, ou HP5 (ou andlogo funcional do
mesmo) . Num aspeto, a resposta fisioldgica é uma ou mais de

contracgdo, relaxamento, secregdc, ativacdo da enzima, etc.
e, S

Preferivelment o composto se liga ao tecido, célula ou
fragdo de célula. Num aspeto, o composto se liga a um
recetor no tecido, célula, ou fracgio de célula que se ligam

ou n s
que inibe o emperramento de um ou mais do andlogo de AAP,

ARP10, ou HPS (ou anédlogo funcional do mesmo) ao recetor.

—
o]
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Como ¢ usado no presente documento, “normalizar”
refere-se a uma mudanca numa resposta fisioldgica tal que a
resposta se torna insignificantemente diferente de uma

obhservada num paclente normal. Assim, a normalizacdo pode

envolver um aumento ou uma diminuicdo na resposta

dependendo da patologia envolvida.

B. Compostos Exemplares

O

0

compostos exemplares d acordo com 0S presentes

)]

ensinamentos estdo listados abaixo. Em alguns casos, OS
nomes alternados para os compostos sd&o incluidos entre

parénteses apds © nome guimico.

Composte 1: Acido (25, 4R) 1-(Z-amino—acetil)-4- (4~
nitro-benzoilamino)-pirrolidina-2-carboxilico {(H-Gly—-(ZS,
AR) —4Amp (4-Nitrobenzoil) —-0H)

Composto 2 acido (25, 4R) 1-(2-amino—acetil) -4-
benzoilamino-pirrolidina-Z-carboxilico (Acido {2S8,4R)-1-{(2-
aminoacetil)-4-benzamidopirrolidina-2-carboxilico, H-Gly-
(235, 4R)-4Amp {Benzoil)~0H)

Composto 3: acido {238, 4R) 1-{(Z2-amino-acetil)—-4-(4-
metil-benzoilamino)-pirrolidina-2-carboxilico (H-CGly— (285,
—~4 A

Amp (4-metiibenzoil) ~0OH)

Composto 4: Acido {2S,4R) l1-{(2-amino—acetil)—-4-(4-
metoxi-benzoil m1uﬂ)—pl?lolldlna—Z—ca;boxilic* (H- Gly-

(25, 4R) ~4Amp (4-metoxibenzoil) ~0H)

Composto O d (2S5, 4R 1-{(Z-amino—acetil)—4-(4-
hidroxi-benzoilamino)-pirrolidina-2-arboxilico (H- Gly-

-
w0
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Composto 11: 4cide (285,48) 1-(2-aminc-acetil)-4- (4~
enzoilamino) ~pirrolidina-2-carboxilico (H- Gly-

(25,43)~4Amp (4-metoxibenzoil) ~0OH)

Compeosto 12: A&cide (25,438} 1-{Z-amino-acetil)-4-{4-
1idi Z2—-carbo

metil-benzoilamino)-pirrolidina~2-c
43

28, —~4Amp (4-metilbenzoil)-0H)
Composto 13: 4acido (25,48) 1-{2-aminoc-aceti

1)~-
-Gl

S
—~
I\)A
[08]

-

nitro-kenzoilamino)-pirrclidina~2-carboxilico (H-Gly~
438y ~4Amp (4-—nitrobenzoil) ~0OH)
Composto 14: dacido (25,48) i-{(2-aminc—acetil)—-4-

benzoilamino-pirrolidina-2-carboxilico {

]
G
I._.A
=
IS
w
s
w)
s
3
o)

{(benzoil)-0H)

Composto 18: Acido (25,453) I-(2-Amino—acetil)—-4-
benzoilamino-piperidine~2-carboxilico {(H-Gly~ (234S) ~4Ampi

(Benzoil)—-0H)

Composto 64 : (25, 4R) 1-{Z-aminoacetil)-4-

benzamidopirrolidina-2-carboxamida

Composto 65: (23,4R) 1-(2-aminocacetil)-4-benzamido-N-

tilpirrolidina-2-carboxamida

Composto 66: (25,4R) 1-(2—aminaacetil)-4-benzamido-N-

etilpirrolidina-2-carboxamida

i

Composto 67: (25,4R) 1-(2-amincacetil)-4-benzamido-N-

isopropilpirrolidina-Z-carboxamida

Composto 68: (2S,4R) 1-(2-amincacetil)-4-benzamido-N-

~101 0
— .

opropilpirrolidina-2-carboxamida

ic

20
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Composto 69: (23

.
o3

outoxicarbonilamino)acetil) pirrolidi

Composto 70: (2S,4R) 1-(2-amincacetil)-4-benzamido-N-
{(pentan-3-il)pirrolidina-2-carboxamida
Composto 7

1 (2S,4R) 1-(Z2-aminocacetil)-4-benzamido-N-

A

P
pa
-
sy
(@)

~enzamido-N-

,4RY 1-(2-aminocacetil)-4-benzamido—-N-

-1
N

iclobutiipirreolidina~-2-carboxamida

A CL

Composto 74: (25,4R) 1-(2-aminocacetil)-4-benzamido-N-

)

terc-butilpirrolidina-2-carboxamida

Composto 76: (25,4R) 1-(2-aminocacetil)-4-benzamido-N-

1-(2-amincacetil)-4-benzamido-N-

o

N
|
(3}
-
(O8]
|

Q.
-
i
3
D
ot
-
o
jan
jart
ol
)

|
~NO

|
[

ilyplrrolidina-Z2-carboxamida

Composto 80: acido (2S5

benzamideopirrcelidina~2-carboxi

Composto 83: &cido (2S,4R) 4-benzamido-1-(Z-{terc~

butoxicarbonilamino)acetil) pirrolidina-Z-carboxilico

21
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Composto 85: acido (25, 4R) 4-benzamido-1-(2-
formamidoacetil)pirrolidina—-2-carboxilico

Composto 923: Acido (25,4R) I-{(2-amincacetil)—-4-(2-
fluorcbenzamido)pirrolidina-2-carboxilico

Composto 24: Acido (2S8,4R) 1-{2-aminocacetil)-4- (3~
fluorobenzamido)pirrolidina-2-carboxilico

Composto 95: 4cido (25, 4R} 1-{2-aminocacetil) -4- (4-
fluorobenzamido)pirrolidina-2-carboxilico

Composto S26: &cido (2S5, 4R) I1-(2-aminocacetil)—-4-{(2-
metilbenzamido)pirreolidina-2-carboxilico

Composto 87: &cido (23, 4R} 1-(2-amlnoacetil) -4-(3-
metilbenzamido)pirrolidina-2-carboxilico

1l)—4-(4-

metilbenzamido)pirrolidina-Z2-carboxilico

Composto 99: Acido (28, 4R) 1-(2-aminocacetil)-4-(4-
metoxibenzamido)pirrolidina-2-carboxilico

Composto 100: acido (25,4R) 1-(2-amincacetil)-4- (3~
metoxibenzamido)pirrelidina~2-carboxilico

Composto 101: éacido (25,4R) 1

minocacetil)—4-

hidroxibenzamido)pirrolidina-2-carboxilico

Composto 102: 4&cido (28,4R) 1-(2-aminocacetil)-4- (3~
hidroxibenzamido)pirrolidina-2-carboxilico

Os presentes ensinamentos abrangem tTambém isdmeros
e/ou enantidmeros dos compostos listados acima {(por

22
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b T & = o DOETY S ET DY E O
R4S, 3853, 355k, 3RHR, 3R58},
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icamente aceitéveis dos compostos dos
presentes ensinamentos gue tém uma porgdo acidica podem ser
formados usando bases orgénicas e 1inorganicas. Os sais
apropriados formados com bases incluem sais de metal, tais
ino terroso, por

1
exemplio, sSals de sdédio, otassio, ou magnésic; o0s sais de

- -

aménia e salis de amina orgénica, tais como agueles formados
com morfolina, tiomorfolina

)
di- ou trialgquilamina de cadeia curta (por exemplo, etil-
terc-butil-, dietil-, diisopropil-, triet

dimetilpropilaminaj, ou mono-, di-, ou tri-hidroxi

alguilamina de cadeia curta (por exemplo, mwmono—, di—- ou
trietanolamina) . 0s sais internos também podem  ger

c
succinico, fumédricce, maléico, malénico, mandéico, malico,

3

frtalico, cloridrico bromidrico, sférico, nitrico,
sulfarico, metanossulfdnico, naftalenossulfdnico,
benzenocossulfdénico, ciluenossulfdnico, e canforsulfdnic
assim como outrcos Acidos farmaceuticamente conhecideos. Os

com amincacidos tais como lisina, glicina, ou fenilalanina.

O
O
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V)]

Também se revelam prdéd-fiarma

no presente documento. Como € usado no presente documento,

23
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funcionais presentes nos compcestos de tal maneira gue as
modificagbes s&oc clivadas, ou por manipulacdoc de rotina ou
in vivo, dos compostos de origem. Os exemplos dos préd-
farmacos incluem compostos dos presentes ensinamentos como

descritos no presente documentoc que contém uma ou mais
porcdes moleculares adicionadas & um Jgrupo hidroxilo,
amino, sulfidrilo, ou carbozilo do composto, e gque qguando
administrados a um individuo mamifero, sdo cl
rmar © grupo hidroxilo, amino, sulfidrilo, ou
P

carboxilo livre, respetivamente. Os exem

— ¥ o -] 3 T o s - 1 - - T J - ~ o -
sd0 formados preferivelmente com alcoois de cadeia curta,

pré-fadrmacos sédc discutidas em T. Higuchi e V. Stella,
“Pro-drugs as Novel Delivery Systems”, Vol. 14 de A.C.S.
Symposium Seriles, e em Bioreversible Carriers in Drug

Design, ed. Edward B. Roche, American Pharmaceutical

Asscciation and Pergamcn Press, 19287.

Também se revelam derivados dos compostos, e mais
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C. ComposigBes Farmacéuticas

Os compostos dos presentes ensinamentos podem servir

como medicamento em sua forma pura ou como composicgdes
farmacéuticas, gue podem ser administradas através de

individualmente ou em combinacio. As comp

farmacéuticas de acordo com 035 presentes ensinamentos poden

compreender um composto dos presentes ensinamentos na
adigdo de mistura com um ou mais portadores, dilu S,

composigdes podem ser formuladas ¢ administragdo ora

) subcuténea (s.c¢), intramuscular (i.m.),

-
3
+
-

3
93]
<
T W
o}
O
9]
Q_\
—
J

.

>
<
.
-
-

intraperitoneal (i.p.)). Outras wvias de administracéio

formulacbes preferidas pr

S
dos compostos dos presentes ensinamentos. As composigdes

O
®
e
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fonso R. Gennaro (Ed.), Marca Publishing Company, Easton,

Tais composicbes contém em geral uma guantidade eficaz
de um ou mais compostos ativos dos pr
untamente com um portador apropriado a fim de fornecer a
dosagem numa Iforma compativel com a via de administracéo

selecionada. Preferivelmen 0 portador estid n

25
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r i N
Lerapeuticamente eficazes da preparacadce sejam libertadas na
circulacdo sancuinea ao longoe de muitas horas ou dias que
se

ex

for ag

incluem polimeros Dbiodegradaveis, tais como Acido L-
léctico dcido D-lactico, é&cido DiL-1léactico, glicdlido,
acido gllcélico, e isomeros dos mesmos. De maneira similar,
o portador ou o diluente pode incluilr gualguer material de
libertacdo sustentada conhecido na técnica, tal como

em separado ou misturado com uma cera.

Outras formulagdes de libertacgdao sustentada podem
incluir, mas nédo sédo limitadas a, formulagdes gue incluem
pelo menos um dos compostos divulgados combinados nisto com
lipossomos, microesferas, emulsdes U micelas e
estabilizadores liquidoes.

As doses dos compostos e das composicdes dos presentes
ensinamentos reqgquerem para OF] efeitos terapéuticos
deseiados e dependerdo da poténcia do cvmposto, da

exemplo, o0s compostos podem ser admi
aproximadamente 1 mg a cerca de 1000 mg por paciente por
dia, de aproximadamente 10 mg a cerca de 100 mg or

o o ] i ] o
paciente por dia, ou cerca de 50 mg por pacien por dia.

26
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presentes ensinamentos, depende dos fatores tais como a
d dem particular gue estdoc a ser tratados, o

enga ou a desor
T

,-\
o]

Q.
()]
92]
®
(W)
W

do, e a idade, o peso ou o indice de massa

corporal, e as condigdes fisicas gerais do paciente. A

administracédo pode ser conduzida numa forma farmacéutic

unica para aliviar sintomas agudos ou come uma terapia
S

sob a forma das doses multiplas sobre o tempo.

N
-

ternativamente, 08 sistemas continucs da infusdc ou

formulacdes depot de libertacgdc lenta podem ser utilizados.

Dois ou mais compostos ou composicdes armacéuticas de
acordo com 0S8 presentes ensinamentos podem ser
coadministrados simultaneamente ou sequencialmente en

qualguer ordem. Além disso, ©0s compostos € as composicdes
1 a

odem ser administrados

Cs compostos de acordo com os presentes ensi

O

|__|

o]
R
[0

= :
)

)

r.__l

podem facilitar e/ou manter a comunicacgd

negociada  por Jungdes comunicantes. Num aspeto, oS

n
direcicnam-se as mesmas células alvo por AAP, AAP1(, HPD,

r andlogos funcionais das mesmas, isto &, os
3

s
agonizando a fungdo de AAP, AAP1(, HPS5,

e/ou analogos funcionais dos mesmos. O a@mbitc dos presentes

ensinamentos, entretanto, nadc & limitado

+

c
&m propriedac agonisticas ou antagonisticas eup@b’f';as
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danificada e métodos para usar estas composigdes, por
02/077

exemplo, como divulgado no documentce WO 02/077017 “New
1

ular Communication Facilitating

Descrevem—se no presente documento métodos de
ratamento de um individuo

individuo em risco desenvolva, uma condigdo associada com

GJIC prejudicado (por exemplo, arritmia cardiaca ou
osteoporose que compreende administrar uma quantidade

terapeuticamente eficaz de alguns dos compostos dos

presentes ensinamentos. Os  individuos que podem sexr
tratados usando compostos de acordo co 0S presentes

ensinamentos ncluem, mas nac sao limitados a, animais,

preferivelmente mamiferos, ror exemplo, roedores (que

oy

incluem ratinh

A

105, ratos, hamster, e lagomorfos, tais como

coelhos), cées, porcos, cabras {em geral algum animal

~ .

doméstico), e primatas. Num aspeto preferido, o individuo é

ser humano.
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tecido (gue incluem a doencga periodental); doencas do rim;
a

manifestacdes hematoldgicas {(por exemplo, anemia,
leucopenia, trombocitopenia, e pancitopenia, especialmente
seguindo tratamentc com compostos citos— téticces ou terapia
da irradiacao); traumatismo resultante das feridas (por

exemplo, feridas superficiais e feridas profundas); fratura
Dex

haste; condi¢des que se levantam duran a
das células e dos tecidos ou durante procedimentos médicos

1i
6xido nitrico; doencas ou disturbios da gravidez (por

exemplo, pré-eclampsia e trabalho prematuro); infertilidade

usados para induzir o trabalho (por exemplo, facilitando o
efeito de oxitocina na contracdo do Gtero).
Num aspeto preferido, 0s presentes ensinamentos

proporcionam um composto antiarritmico farmacologicamente

ativo para o tratamento ou a prevengao das arritmias e
complicagdes trombdticas gque levantam-se durante distlrbios
cardiovasculares, tais como a doenca cardiaca isguémica
aguda (por exemplo, angina pectoris estéavel, angina
pectoris instavel, infarto do miocardio agudo), parada

cardiaca congestiva {(por sexemplc,
c

S
‘ardiaca de rendimento elevado, a rendiment

parada 1 1 baixo,
no lado direito ou esquerdo doengas cardiacas
concenlitals ulmonar ado ntcleo cardiomiovatia

congenlitals, pulmon ao nuclLeo, cardaiomiopatia,

Q
6]
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taquicardia supraventricular paroximal, tagquicardia

reentrante do nd da cavidade, taquicardia reentrante nodal

de AV, e tagquicardia ventricular n&c sustentada). Além

e
®
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1ss50, 0s compostos de acordo com ©0s pr
podem ser Utels no alivio de uma condicgdoc patoldgica onde o
retardamento da velocidade da condugdo & um fator
importante, por ex

fibrilacdo wventricular, e fibrilac¢doc atrial. 0Os compostos

de acordo com 0s presentes ensinamentos podem  ser
administrados scozinhos ou em combinagéoc com  outros
compostos antiarritmicos, tais como agentes de classe IIX
(por exemplo, lidocaina}, agentes de classe 1II (por
exemplo, metoprolol ou propranolol), agentes de classe III

Os compostos de acordo com 0s presentes ensinamentos
podem igualmente ser usadoes para tratar ou prevenir uma ou
mals arritmias da reentrada, da cardicomiopatia ventricular

da reentrada (por exemplo, aparecimento durante o infarto

N

S N N, B PR PN . - b 4 — PR, B 4 1 A a . -
miocardio agudo, o infarto miocardico crdénico, a angina
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endotelial e a coordenacido de respostas vasomotoras (Christ
et al. Braz. J Med Bicl. Res., 33, A23-429 (2000} .

entemente, o©s compostos de acorde com 0s presentes
ensinamentos podem ser usados para realgar respostas

vasculares conduzidas e para melhorar a fonte de sangue

exemplo, exercicio fisico, taquicardia

- - " . 2 33 ey A - = v N P 2 -~ - L 3 L vy oy
refere—-se a diminuic¢do, prevencdo ou alivio dos sintomas
a

associades com ¢ inchamento néac dese’d:

c
ossc tal como © cérebro, a medula e a medula espinhal. Cs
compostos dos presentes ensinamentos podem ser usados para
prevenir ou tratar ferimento isqguémico nos drgdos de um
mamiferc com necessidade de tal tratamento, incluindo, por
exemplo, do coracédo, do sistema nervoso central, do rim, do
aparelho gastrointestinal, do figado, dos pulmdes, e dos

menbros.

Descreve-se no presente documentc a utilizacé&c dos
compostos para tratar ou prevenir as manifestacgdes

hematoldg

} ¢ observada nos pacientes apds ©
ratamento citostadtice 5-fluorouracilo (5-FU}. Isto inclui
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a auséncia de recuperacao de contagens de sangue
periféricas, incluindoc neutropenia severa, anemia severa
com reticulocitopenia e a presencga de eritrécitos
periféricos anormais e de trombocitopenia severa. Além, 5-8
dobras diminuem a celularidade da medula dssea e do indice
hematopoético progenitor (formagao de unidades
granulomacrofdgicas da coldnia {(CFU-GM;} , O estouro
eritrdide de formacdo de unidade (BFU-E), as unidades de
formacgdo coldénias misturadas ({(mistura CFU), e as unidades
de formagdo coldénias totais (CFU~ C) na medula Ossea sao
observados. (Veja, por exemplo, Montecino- Rodriguez et
al., Blood, 96, 917-924, (2000); Presley et al., Abstract
N° 55, IGJC 2085, Whistler, Canadéd (2005)). S0 incluidos
neste aspeto dos presentes ensinamentos o Tratamento ou a
prevencao das situagdes clinicas geral comumente
associadas ao pancitopenia iatrogénico.

Os compostos de acordo com o0s presentes ensinamentos
podem ser usados para tratar ou prevenir a osteoporose.
Sabe—-se gue esse GJIC € importante na formacdc do osso. A
eficdcia dos compostos pode ser avaliada, por exemplo, por
um aumento na atividade do osteoblasto num ensaic padraoc da
atividade do osteoblasto que meca ou a formacido da onda do
cadlcio e/ou a atividade da fosfatase alcalina de células do
ostecblasto na presencga dos compostos. A atividade da
fosfatase alcalina igualmente pode ser usada para fornecer
uma medida da atividade do osteoblasto usando ensaios

lorimétricos padréo.

Preferivelmente, unm ou mais dos compostos ou
composigdes farmacéuticas de acordo com  os  presentes
ensinamentos sSao administrado a 1am individuo na
necessidade disso numa quantidade terapéutica eficaz. Como
é usado no presente documento, uma quantidade
terapeuticamente eficaz” refere-se a uma gquantidade qgue
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reduz sintomas de uma dada condicg
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ser determinada utilizando métodos
podem variar com uma dada con
aspeto, uma guantidade terapeuticamente eficaz de um ou

malrs compostos ou composigdes farmacéuticas é uma

30%, mais preferencialmente dentro de + 20%, e ainda mais
preferencialmente dentro de =+ 10% do wvalor) do parametro

num individuo sem a condigido ocu a patologia,

d
pacientes. Entretanto, a quantidade eficaz do composto pode

;

oelo menos a um peso corporal de aproximadamente 10

o

r
ng/kg/dia, tal como pelo menos o peso corporal de

3
Q

aproximadamente 100 ug/kg/dia, pelo menocs © peso Co

de aproximadamente 300 ug/kg/dia, e pelc menos o peso
corporal de aproximadamente 1000 pg/kg/dia. De um outro
lado, a quantidade eficaz do composte cu do dimero pode serxr

I8}

no maximo aproximadamente 100 mg/kg/dia de peso corpor

Q
L
~

tal como no maximo aproximadamente 50 mg/kg/dia de peso
n

maximo aproximadamente 10 mg/kg/dia de peso
o

0
corporal. Espera-se gque a guantidad

@
O
h
I_.l
Q
@
N
Q
)
Q
O
3
T
O
W
part

a um peso corporal previsto de aproximadamente 300
ng/kg/dia ou peso corporal de aproximadamente 1000 upg/kg.
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E. Ensaios Biolégicos

Cs compostos preferidos dos pr

r
podem mostrar ligacgdo, preferivelmente ligacéo espeéitica,
1

&3]

um tecido, a uma célula, ou a uma fracgdo de célu

¢ referido no presente documento como um “teste de ligacéo

i )
do  local padrdc de  AAP”Y O  teste ©pode detetar ¢
opCLOnalminte guantificar & ligacao de um  composto

funcional disso. fuma forma de realizacaoc preferida, o
composto pode ser um modulador da fungdo de tal tecido,

célula, ou fracédo de célula (isto €, o composto agoniza ou

.
antagoniza a funcdo do péptide antiarritmico}. Em outra
forma de realizagdo, o composto pode ser um modulador de um

recetor para o péptido antiarritmico (isto é, o composto é
um agonista ou um antagonista do recetor). 0s compostos
adicionalmente preferidos de acordo com 0©s presentes

e como moduladores de

f])z

ensinamentos podem mostrax

83

boa fung
uma comunicacado conectiva da abertura (por exemplo, como o0s
agonistas ou os antagonistas de AAP). Num aspeto, O0S

compostos podem funcionar como fédrmacos antiarritmicos.

Os compostos preferidos do agonista dos presentes
ensinamentos pode: fornecer uma condutibilidade
intracelular (G3) que seja substancialmente a mesma como,

menos de 20%) do que o

i

ao0s mesmos valores encontrados em

células nao isguémicas. Os compostos adicicnalmente
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ensaio de arritmia induzido por calcio padrdo”. Os

compostos dos presentes ensinamentos podem prevenir a
condugido cardiaca gue retarda na presencga de vérias formas
do estresse metabdlico (por exempl isquemia, hipoglicemi

a
ou acidez) em gque ¢ referido no presente documento como um

modelo da tira atrial isclada padrao de estresse

metabdlico induzido por lenta condugéo"° Os compostos dos
presentes ensinamentos podem adicionalmente mostrar

dininulgées na incidéncia de arritmias da reentrada ou no
‘:{

tamanho de uma zona do enfarte observada em que € referido

Em algumas formas de realizacgao, os compostos dos
X semivida de

0 presente documento como um

nsaio de estabilidade de plasma in vitro”. Os compostos

que mostram uma boa estabilidade no ensaio tém numa forma

de realizacgdo uma semivida de mais do gue aproximadamente

48 horas, ou mais de 24 horas, ou mails de
de 6 horas, ou mais de 3 horas, ou mais de 1 hor
de 30 minutos, ou mais de 20 minutos, ou mais de 15
minutos, ou mails de 10 minutos, ou mais de 5 minutos, ou
mais de 1 minuto. Nestas formas de realizacgic, 0s compostos

dos presentes ensinamentos podem mostrar a estabilidade

Os ensaios ©particulares uteis ©para identificar e
opcicnalmente determinar a atividade dos compostos dos

presentes ensinamentos sdo adicionalmente descritos abaixo.
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1. Ensaios padric de estabilidade de plasma
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presente documento compostos  gue

possuem estabilidade aumentada in vitro ou in vivoe. Como

ost
mpreendem uma ligagdoc de péptido podem ser

s
de outra maneira modificados para estabilizar o composto

contra degradacg enzimatica. Alternativamente ou
adicionalmente, compostos podem compreender um ou mais

o 0
aminocdcidos D. E possivel testar se um composto possui
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Num exemplo de um ensaic de estabilidade de plasma in
vitro, ©s compostos s&c incubados em plasma o©ou sSoro e
amostras sdo tomadas em intervalos regulares para andlise
C/MS/MS, para guantificar o teor de composto
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02/077017, a descrigdoc inteira do gual € incorporada por
referéncia no presente documento). As condicbes apropriadas
{coluna, solvente, gradiente e temperatura) para tal
andlise séo estimadas para assegurar que o plcc do composto
e 0s picos do plasma nd&c tenham o mesmo tempo de retencao.
Isto é feito por injegdes subseguentes de um composto,
plasma e uma coinjecdo com o composto e o plasma, segulidos
pela otimizacgdo de paréametros do étodc LC até gue um

separacac satisfatdéria seja obtida. Uma amcstra de plasm

de controlo sem o composto de péptido, tratada da mesma

maneira, igualmente & tomada e avalliada. As amostras podem
a

S ndc sac limitadas a, um branco, o composto a
a

uma concentracdoc apropriada (por exemplo, 0,1 mg/ml),
plasma sem composto, uma ou mals amostras para £t = 0 e uma
ou mai amostras em cada intervalo regular.
Preferivelmente, amostras multiplas s&o tomadas em

raralelo. As concentragdes de amostra (altura de pico em

mAU ou contagens de 1i&c) s&o tracadas contra o tempo e
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adequadas para uma funcdo gue descreve um decalmento
monoexponencial (por exemplo, usandc um pacote padréoc
Excel). Preferivelmente, um composto de acordo com 08
presentes ensinamentos tem uma meia vida de mais do que
aproximadamente 30 minutcs (por exemplc, mais do que

aproximadamente 1 hora, ou mais do que aproximadamente 3

I

horas, ou mais do gue aproximadamente 6 horas, ou mais do
1

que aproximadamente 2 horas, ou mais do que

{

aproximadamente 24 horas, ou mails do que aproximadamente 48

S
horas) como determinado usando este ensaio.

administrados a um mamifero, tal comc um ratinho, por
injecdes de bolus em volumes de aproximadamente 1 ml/kg

tanto para dosagem i.v. gguanto p.o. Preferivelmente, 0©s
a

E}
o)
o3
c
0]
Q) “
W
o))
O
0]
ot
-
o
6]
(o}
@

compostocs saco testados paralel:
m

controlo tais como tam
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amostras podem ser determinadas usando métodos de rotina na

arte, tal como LC/MS/MS. Por exemplo, as concentracdes de
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compostos em amostras de plasma podem ser calculad:

curva padrado externa cobrindo os intervalos de concentragdo

do composto de 1,00 a 1000 nM. As concentracbes de plasma
contra dados de tempo podem ser usadas para wmodelagem
farmacocinética em WinNonLin 3.5 (Pharsight, Mountain Vi
CA) wusando andlise ndo compartimen
resultantes de AUC, Fpo, Clb, tl/2, Cmax e tmax podem ser

determinades como € conhecido na técnica.
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3. Ensaio padrio de arritmia induzida por célcio

‘ardiovasc. Pharmacol. 3:49 60,
Ratinhos machos CD-1 sdo anestesiados com Cetamina (75

mg/kyg) e medetomidina (I mg/kg) IP. Uma cénula 1i.v. é

introduzida na velia da cauda. Um sinal de ECG da derivacao
1

IT é registado continuamente posicionando elétrodes de ago
inoxidavel de ECG sobre o membro frontal direito e o membro

frontal esquerdo. O elétrodo de terra é colocado no membro
r

o direito. O sinal é amplificado e filtrado usando

componentes do fisidgrafo Gould e o software de aguisicédo
de dados po-ne-mah. Apds um periodo de equilibrio de 90

w
o

QO
[
]
O
O
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I8 b oo A v -
de teste & ins

30 segundos) . Os ratinhos pré-tratados com veiculo

S tados como animails de controlo. O volume de injegdo
é de 100 npil/ratinho de 30 g em todas as experiéncias.
i/ml, 0,1 ml/min/ratinho de 30 g, 100
2cada 3 minutos apds administracido IV de

e
farmaco ou veiculo (solugdo salina a 0,9%). O retardo de

tempo para o inicio do bloco de condugé&o cardiaco é
&

@]
3]
73
=
Q
l,_l
]
It
(o
@]

conducéo é definido comoe © primeiro intervalo
que ou igual a 3 vezes um intervalo RR do periodo do pré-
tratamento. O primeiro evento arritmico cocorrido € um bloco

AV de segundce grau {(falha intermitente da condugdc de AV
X

caracterizada por uma onda P sem o complexo concomitante de
QRS) ou um bloco AS de segundc grau {(intervalo RR
prolongado e um complexo QRS sem uma onda P precedente). As
respostas s&0 expressas com relacldo ao tempo até o bloco AV

3

de 2° grau ccorrido em ratinhos tratados com veiculo.
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4. Modelo de tira atrial isclada padréoc de diminuicglo de

condugdo induzida por stress metabdlico

Os péptidos apropriados para administracdoc as c¢élulas
cardiacas podem ser identificados num modelo in ViEro Como
descrito por Haugan et al. (J. Cardiovasc. Electrophysiol.,

Ratos (300-400 g) sdo0 mortos por um golpe agudo no

®
(

-
g»
)
%)
s
D
I
i_l
[
O

o)
pescoco. O coragdo € extirpado rapidamente
para um prafo pequenc contendo

igenado 37° contendo {(em mM): NaCl 136, KC1 4, MoCl, 0,8,

1
CaCl, 1,8 HEPES 5, MES 5, glicose 6, pH 7,3. 0 é&trio

esquerdo ¢ dissecado com cuidado e uma amostra de tecido de
2x6 milimetros aproximadamente ¢é retirada do apéndice
atrial esguerdo e colocada numa cédmara de tecido (volume de

5 ml) (Steiert Organ Bath, Hu

Um elétrodo Dbipolar de estimulacgdc {ago inoxidavel
e teflion, didmetro de 75 uM) & colocado numa

extremidade do tecido. A estimulacdc & efet

uvada a 1 Hz
usando pulsos retangulares no dobro do limiar (duracgac do
estimulo 0,2 ms) libertados por um estimuladcr (Hugo Sachs

de uma unidade de isclacac (Universal

S
Isolated Stimulator Unit tipo 263, Hugo Sachs, Alemanha).

Dois microelétrodos separados de iridio puro (
Precision Instruments, impedéncia da ponta 3,5-4,0 MQ) sio
colocados nume 1

longitudinal da preparagdo para registrar CV atrial. As

segundc microelétrodos sao de 1,5-2,0 mm e 3,0-4,0 mmw,

respetivament

o e T A v~ A . J P S
a microelétrodo € conectado a um pré-
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amplificador do estdgio principa de 10x os
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regqulagdo a 1 Hz é iniciada. Durante o imeiro periodo de
registro de 20 minutos (pericdo da linha de base), a camara
fica sob perfusidoc com tampdo Tyrodes oxigenado a 37°C, pH
7.3. 0Os compostos (por exemplo, compostos miméticos de
lisina modificados dos ensinamentos presentes, AAP, AAP10
ou controlos) sao adicionados, entéao, ao tampdc de perfusido

o
W
H
83
C
=2
O
a
&
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O

*U

iodo de 20 minutos (per

i
tratamento). Depois dos 20 minutos de pré- tratamento, a

perfusdo € mudada para um tampdo Tyrodes ndo oxigenado

A mudanga na velocidade de condugac durante o stress
metabdlico € comparada a um grupo de controlcos néo

, a condugdo diminui

i A il j R E 1 4 AT e £ 3 3 o Y o 3 b
AAP, AAP10, HP5, ou um anadlogo funcional dos mesmos, isto

Os compostos dos presentes

O

nsinamentos podem também
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=rminar seus efeitos na aceleracao da
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e
0 tratamento concomitante com um composto dos presentes

ensinamentos.

F. Preparagdo de compostos exemplares

numerosos e variagdes néo

-
S
]
o]
t
O
@]
.

varte dos presentes ens

Os compostos miméticeos de lisina dos presentes
ensinamentos podem ser sintetizados por meio de sintese de

s

fase sbélida ou de fase de solugéaoc. Neste contexto,

referéncia é feita, entre muitos outros, a Fields et al.,
“Principles and practice of solid-pha

Synthetic Peptides (2002, 2° edicéo).
O esquema 1 i1lustra uma sintese exemplar de composto

de acido (ZS, 4R) ~4-penzamido-1~ (2~ (4, 5-di-hidro-1H~

imidazol-2- ilamino)acetil)pirrolidina-2-carboxilico.
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Esquema 1
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Diferentes derivados de minoacid N-substituidos

podem ser usados para sintetizar outros compostos. Por
exemplo, 2-clorco-iH-imidazol ou 4-bromo-1H- imidazol pode
ger tratado com glicina em &gua

leterminado em European Journal of Medicinal
Chemistry (1989}, 24 {(6), 623-5) para formar acido 2-{(1H-

imidazol-2- ilamino)acético ou dcido 2(1H-imidazol-4-

ilamino)aceético, respetivamente, gue pode entdc ser usado

")

para sintetizar Acildo (28, 4R)-1-(2-(1lH-imidazol—-2-
ilamino)acetil)-4-benzamidopirrolidina-Z2-carboxilico ou
acido (2S,4R)-1(2- (1 H-imidazol-4-ilaminc)acetil)—-4-
venzamidopirrolidina-~2-carboxilico de uma maneira similar
ao  esguen L. Os compostos tais como acido (28,4R)—-4-

benzamido-1-(2-

carboxilico podem de maneira similar ser sintetizados de

dcido Z-{(piridin-2- ilamino)acético, é&cido 2-{(pirimidin-
ilaminc)acélico e 4acido 2-{pirimidin-2- ilamino)acetico,
respetivamente.

Alternativamente, o derivado de glicina pode ser

sintetizado de acordo com ¢ esquema 2:
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Esguema 2

NN guommeon W |
. o

H
el

No exemplo acima, o adcido 2-{1lH-pirazol-5-
ilamino)yacético produzide assir pode ser usado para
sintetizar acido (28,4R)~-1-(2-(1H-pirazol- 5-
ilaminec)acetil)~4-benzamidopirrclidina~-2-carboxilicc usando

r
o esguema 1 utilizando o3 materiais de partida de &cido

carboxilico apropriados. Por exemplo, Aacido (25,4R)-4-
benzamido-1-(lH-imidazol-2- carbonil)pirrolidina—-2-

carboxilico, é&cido (2S,4R)-4-benzamido-1i-{(1 H-pirazola-
carbonil)pirrolidina-2-carboxilico ou dcido (253, 4F

N

benzamido-1-(1H- imidazol-5-carbonil)pirrold

,_J
=
-3
3
g\

carboxilico pode ser sintetizado de acordo com o esguema 1

usando acido IH-imidazol-2-carboxilico, acido de 1H-

(93N

cirazol-b-carboxilico ou &cido 1H-imidazol-b5-carboxilico

espetivamente.

composto. Neste exemplo, acido (2S,4R)-4-benzamido-1- (2~ (3~

N
©
-
ot
=
0]
[N
Q.
e}
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Q
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T
=
[
=
O
Q
]
—
—
QO

|
N

!
Q
)
[

2
O
o
A
[N
Q
O

~

o

W

(D~



EP1966130B1

Esguena 3

PhNCO
THF

LiOH
THF

esquema 3 para produzir outras ureias (por exemplo, &

e & mplo, acido
(28, 4R)—-4-benzamido-1-(2- (3-
metilureido)acetil)pirrolidina-2-carboxilico ou acido
(25, 4R) —-4-benzamido- 1-{(2-(3-
isopropilureidoj)acetil)pirrolidina-2-carboxilico).

O esguema 4 ilustra uma sintese ezxemplar de Acido

(28, 4R) —-4- benzamido—1 - {2-
(metilsulfonamido)acetil)pirrolidi 2-carpboxilico.

d’ d’
O MSSO:G‘ o]
" ‘ "
w* MeOH Firidina +
N HN Pl H.N u‘ HN O
/5=0

2 OH
0 "
LIOH K Nj$
I ————— . A}
THF B w
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Comegando com outros cloretos de sulfonilo (por
exemplio, cloreto do etancssulfonilo ou cloreto de propano-
2-sulfonilo), sulfonamidas diferentes (por exemplo, Acido

(28, 4R) —4-benzamido-1-(2-

{etilsulfonamidojacetil)pirroiidina-2-carbexiliico ou acidce

{25, 4R) -4 benzamido—1 - {2~ (1
metiletilsulfonamido)yacetil)pirrolidina-2-carboxilico)
podem ser preparadas usando o méetodo mostrado no esguema 4.
Outros composto {(por exemplo, Acide (Z25,4R)~-1-(3~
aminopropanoil)-4-benzamidopirrolidina-2-carboxilico) podem

r
ser sintetizados, por exemplo, de acordo com o Esguema 5.

13 MaOK, MelH
23 KT, 1,4-dipxang, DOM

ik HOB8t, EDC
ol Y]

C Esguema 6 mostra uma sintese exemplar de composto,

adcido (28, 4R) -1~ (2-aminocacetil)-4-(fenilamino)pirrclidina-
X

46



EP1966130B1

Esguema 6

L% %o o4
" e 0 - o
N “% Phir, ;;S;a(;caﬁ ﬁwg;—{o 13 LIOM, THF !.5; __{Q

2} Ma,50,, THF

1} MeOH, HC 1) NaOH, MaOH g
‘ M (: 2) HCH, 1,4-iioxano, DCM ‘ —%
n?" ' bl
HOBt, EOCH ‘%/ F&’*"@
DCM %

De maneira similar, o Esguema 7 ilustra um composto de

sintese exemplar, acido (25, 4R) -1~ (Z—-aminoacetil) -4~

(benzilamino)pirrolidina-2-carboxilico.

Esquema 7

.
Mo L0, THE o

‘ % Me 50, THE O 1HMeOH, HC }9
e
P : HM
2R o T 2 R -

G
megmrwrg ;g“

Doat

1) oD, MaOH

23 HCL, 4, 4-dioxans, “ZHCL 1 adionens, ./\ﬁ« ; gi
jainc) N

Outros compostos podem ser pre

[

materiais de partida apropriados de acordo
dos Esguemas 6 ou 7.

exemplar de comgposto,

]

2-aminoacetil) ~4- (2~

fenilacetamido)pirrolidina-2- carboxilico.

O Esguema 8 mostra uma sintese ex
4

dcido (2

=
et
[N
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Esguema 8

o 4 Q.

2 O PLITH, THE : o
“{ 21 B8, 80, THF 1 RSE0H, HO _
Hd vy HEBnCOCH piriding @"iﬁ' o 23 9 4 S ﬁ il
_,_%“ _'%‘ o

)
f;, —

¥OBY, EDCH

B

13 NaOH, MaOH o F
2)HCL, 1, 4-gioxano, @.\'}Lwﬁ» ‘?
OCHM ¥ Hy
Cutrocs compostos podem ser preparados  usands 08

materiais de partida apropriados de acordo com o método do

Esquema 9

Oy

o 1) LIOM, THE

o ' 25 Mo, S0, THE
Hah ,é 2 PhSoCl,
giriding

1) MaOH, §820M

2L HCH 1 4dioxana, &
DCHM A

C FEsquema 10 mestra uma sintese exemplar de acido

(28,4R) - 1 -{2-aminocacetil)-4-{4-feniloxazol-2-
il)ypirrelidina-2-carboxilico (veja-se, ror exemplo,
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Esguema 10
{

%)‘R

HOBL EDCL
acetoniwiip s’

1} HaOM, M0
2y HCY, 1 4-dicxano

O Esquema 11 ilustra a sintese de um outro composto
dcido (23

(28, 4R) -1- (2—aminocacetil)-4-(5-feniloxazol-
2ilypirrolidina—-2- carboxilico {veia—-se or exemplo
L - LS | i L4
Journal of Heterocyclic Chemistry (19938}, 35(0), 1533-

1534).

Esquema 11

1§ WaQn,
a0

2 HE,
1 dioxane
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A sintese de ainda cutroc compost acido (28,4R)-1-(2-
amincacetil} -4~ {4-fenil~1H~-imidazol- 2=-1il)ypilrrolidina—2-
carboxilico é tra no Esquema 12 (veja-se, por exemplo,
‘etrahedron: Asymmetry, 14(20), 3141-3152; 2003; Journal of
Medicinal Chemistry, 44(18), 2990-3000; 2001).

Esquema 12

3]
: ; i falm] -
'“'{g} J&%& NH ?::ﬁ ne ¥ PN %wﬁ o g
e, B, ] .
-.ifg HC MaﬁHﬂ ¢ ‘3 Re§uxo G /
%

Caglolhy BIOH 3
21 NHLDAC, xilenc

oo r?'
on M =~§ 13 8a0H, MeOH

HOB, EDCL fii%ﬁﬁ%, mHmAAdhmno ﬂﬁ“ ; g
' . N

O Esquema 13 ilustra uma sintese exemplar de um
composto N—-( (3R, 5S)-1-(2—aminocacetil)-5-(1 H-tetrazol-5-

ilYpirrolidin-3- il)benzamida.

Esquema 13

1) {4300, Bac0 o

OH

a o
g LW 2) Trickoreto dlanurico )
og P
' 2 Ky, ZAF W
FEO 4 HEY, MeOH L

v

O Esquema 14 mostra um outro método pelo qual certos

compostos podem ser sintetizados (veja-se, por exemplo,
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Journal of Medicinal Chemistry, 44(18), 2990- 3000; 2001).

Esquema 14

o . .’*Z
B
LA ¢ { w P
ﬁ* £5,00,;, 810K kM@\J
¥ MK
@ 2 NHOAC, sieno |
G}m } MH,OAC, xilen ) %ﬁ
b )
M
1A-ioRERD
D

Além da N-( ~5-{5-metili~1H-
imidazol-2- il)ypi mostrada no
Esqguema 14, os compostos que tém bioisdsteros diferentes do
dcido carboxilicoe podem ser sintetizados de acordo com este
método usando reagentes diferentes de bromocarbonilo (por
exemplo, N—-((3R,58)-1-(Z-aminocacetil)-5- (1 H-imidazol-2-
ilYpilirrolidin-3- il)benzamida ou N-{ (3R, 58)-1 - (2-
aminoacetil)-5-(b-isopropil-1 H-imidazol-2- il)pirrolidin-
3-il)benzamida) .

Os Esquemas 15-17 ilustram outros métodos exemplares
para sintetizar certos.
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Esquema 15
O on Qi
o . o o
'q: ﬁ“% MHy g N-‘% )&vaa'
o _ e H‘
it N@ p ¥

[ H HN HOBE, EDGH, w "N o AcONaE, ACOH
' }gg Acstonitiic f

ol 2

N-((3R,58)-1 - (2—-aminocacetil)-
5~ {4-metiloxazol—2—
il)pirrolidin-3- il)}benzamida

Esguema 16

=t | N,

N HOBL €DCE,
#g Acetonitrilo

Hﬁ%ﬁ '
x N&\
¥ Haid

N-({(3R,58)—-1 —~(2—-aminocacetil)-5- (5-—
metil—-48-1,2,4~triazol-3-il)pirrolidin~-
3~ il)benzamida
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Esquema 17

G
x
£

N-{(3R;58)~1 —~{2-amincacetil)-
B~ {(5-metil-48-1,3, 4~
oxadiazol-2-il)pirrolidin-3~
ilybenzamida

Além dos compostos mostrados nos Esquemas 15-17, os

compostos gue tém bioisdsteros carboxilicos diferentes

podem ser sintetizados de acordo com estes métodos por meio
da variagéo dos reagentes. Por exemplo diferentes

reagentes de Dbrometo podem ser usados no Esguema 15 (por

exemplo, para produéif N-( (3R, 5S8)-1-(2-aminoacetil)-5-
(oxazol-Z-il)pirrolidin-3-il)benzamida); dimetilaminocetais

para produzir - {(3R,53) -1~ (2-amincacetil)-5-(4H-1,2,4-
triazol-3- il)pirrolidin-3-il)benzamida ou N-{(3R, 58)-1-

\

(2-aminoacetil)-5-(b—-isopropil—-4H- i,
a

podem ser usados no Esquema 17 (por exemplo, para produzir
- { (3R, 58)-1-(2- aminoacetil)-5-{(1,3,4-oxadiazcl-2-

il)pirrolidin-3-il)benzamida) .

1. Sintese geral de péptido

preparados usando o méto escrito, por
exemplo, no documento WO 98 inteira do
a £

documento) .

primdrio cou produtce similar a péptide gue tem um contra-ido
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flucroacetat 2 qgue pode ser apropriado para a
preparacaoc de um medicamento. Em alguns cascs, entretanto,

pode ser wvantajoso executar uma permuta de contra-ido de

trifluorcacetato para um anidc farmaceuticamente aceitavel
ou preferido (por exemplo, acetato), por exemplo, or
cromatografia de permut idnica. Alternativamente, o)

diluide para obter o cloridrato purificado.

polietileno equipado com um filtro de polipropileno para
filtragem wusando 9-fluorenilme

terc-butiloxicarbonilo {(RBoc) ou grupos de protecgdo de outra
maneira apropriados para as fu

cadeia lateral tais como Alil, Al

O solvente DMF (N,N-dimetilformamida, Riedel de-Hi&en,
Alemanha) foi purificade passando através de uma coluna
empacotada com uma resina de forte permuta de catides
(dcido forte Lewatit S 100 MB/H, Baver AG Leverkusen,
Alemanha) e analisado guanto a

a
utilizacdo por adicdo de 3,4-di-hidro-3-hidroxi-4-oxo-

1,2,3-benzotriazina (Dhbt-CH) dando surgimento a uma cor
amarela (anidc de Dhbt-0) se as aminas livres estiveren

i

presentes. O solvente DCM {(diclorometano, grau analiitico,

Riedel de—-Haen, Alemanha) foi usado diretamente sem
r

)

o {grau HPLC, Lab-3Scan, Dublin,

o
EEN
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Irlanda) foil usado diretamente sem purificacéo.
Aminodcidos

Amincacidos protegidos por Fmoc e Boc foram comprados
de Advanced ChemTech (ACT), Bachem e de NeoMPS em formas
protegidas de cadeia lateral adequadas.
Derivados de acido benzoico

Derivados de acido benzoico foram comprados de Aldrich
e usados sem purificacdo adicional.
Reagentes de acoplamento

Reagente de acoplamento di-iscpropilcarbodiimida (DIC)
foi comprado de (Riedel de-Hien, Alemanha).

Suportes Sélidos

Os péptidos fora sintetizados em TentaGel (por
exemplo, SRam) e Poliestirenc (por exemplo, resina PAM) de
Advanced ChemTech e Rapp.
Catalisadores e outros Reagentes

Diisopropiletilamina (DIEBA) fol comprada de Aldrich,
Alemanha, e etilenodiamina de Fluka, hidrazina, piperidina
e piridina de Riedel de-Hien, Frankfurt, Alemanha. 4-(N,N-
dimetilamino)piridina (DMAP) foi comprada de Fluka, Suica e
usada como ul atalisador em ©reacgdes de acoplamento
envolvendo anidrides simétricos. Etanditiol e Ticanisol
foram omprados de Riedel de-H3en, Frankfurt Alemanha.
3,4mdi dro-3-hidroxi-4-oxo~1,2,3 benzctriazina (Dhbt-
OH}, ~hidroxibenzotriazol (HOBt) (HCOAL) foram obtidos de
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Procedimentos de acoplamento

O primeiro aminoadcido pode ser acoplado comoc um

anidrido simétrico em DMF gerado do aminodcido N-o-

=
protegido apropriado e os aminocédcidos subseguentes podem
ger acoplades como ésteres de HOBL ou HOAt gerados in situ
feitos de aminoacidos N-w-protegidos apropriados = HOBt ou

HOAL por meio de DIC em DMF. As acilacbes foram verificadas
pelo teste de ninhidrina executado a 80°C a fim de prevenir
a desprotecido d

Fmoc durante o teste (B.D. Larsen, A.

e
Holm, Int. J. Pept. Protein Res., 43, 1-

O
[
el
L
IS
~——
~—r

Desprotecgdo do Grupo de Frotegdo (Fmoc e Fm)
A desprotecdo do grupc Fmoc e Fm foi executada pelo
com piperidina 20% em DMF (1x5 e 1x10 minuto),

o
seguide de lavagem com DME (5

wn
b
on
=
e
N
(O}
=3
Er_l -
s}
o
-t
@]
@]
)]
O
)]
—
Q

wn

- | 1 - T - F N s de J - A P =
que nenhuma cor amarela pudesse ser detetada apds adigdo de

Dhibt-0H ao DMF drenado.

A desprotecgcdo do grupo Boc e tBu foi executada pelo
tratamentc com o TFA 50% em DCM v (2 % 2 minuto, 1 x 30
minuto) seguido de lavagem com DCM (6x2 minuto) e, entéo,

com tratamento de DMF {(2x2 minuto) com a DIEA 5% em DMF v/v
o)

~
Z
(3 ¥ 2 minuto) e seguido finalmente de lavagem com DMEF (6 x

2 minuto).

Ima soluciéo de 3 eg. PdA{PPhs), dissolvidos em 15-20 ml
CHCls, AcOH, NMM (37:2:1) foi adicionada a resina de
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ecéptido. O tratamento foil c¢ontinuado por trés horas em
temperatura ambiente acompanhadc de borbulhamentc de uma
o

rrente de N, através da mistura.

a3 -] - - AT b vy £ +- - e i - - 2 - ™y -~
dissolvidos em DMEF juntamente com 3 eg. HOBt & 32 eg. DIC g,
entédo, adiciconados a resina.
Anidrido Simétrico Preformado

Seis eqg. de aminoacidce N-o—amino protegido foram

adicionados e a reacgado continuou por 10 minutos. O solvente
fo removido a vacuo e o restante dissolvido em DMF. A

1
solugdo fol adiciconada imediatamente a resina segulda por
1 e

Clivagem do Composto da resina usando TFMSA

ich) etanditicl 2%, tiocanisol 4% v/v a t. a. por 30-60
minutos. A resina filtrada foi lavada com TFA e
filtrados e os lavados evaporados sob pressido reduzida. O

s o - £ : Sora el - RN ~ s 4T3 3 3 A~
esiduo foi lavado com ~ter e liofilizado do acido

analisado por cromatografia liquida d zlto desempenho
(HPLC) e identificado por espectrometria de massa de

ionizagdo por eletrospray (ESMS).

m
=~
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A  resina d Peptidilo foi  tratada com acido

a
triflucrcacético (TFA, Riedel de~HAen, Frankfurt, Alemanha)
- Agua 95% v/v ou com TFA 95% e etanditiol 5% v/v a

temperatura ambiente por 2 horas. A resina filtrada foi

lavada com TFA-Zgua 95% e os filtrades e os lavados

liofilizado bruto foi

O
@]
o]
O
=
@]
=
o]
=
&3]
ct
O
(s
Q)
]
'—l
j¢3]
|. -1
[N
Q
o
|. a
[OR
o3}

a a
de alto desempenho (HPLC) e identificado por espectrometria

. ~ N
H
L.

de massa de ionizacdo por elet

A cromatografia preparativa fol realizada usando uma
VISION Workstation (PerSeptive Biosystem) equipada com um

de instrumentoc e

~
R
@8]
H
O
P
<
W
Fh
O
o
[on
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)
Q.
)
o
Q
=
O
0
O
]
ct
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O
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(@]

Kromasilo (EXKA Chemicals) KRiO0-10-C8 100a, C-8, 10

C-18, 10—~ 15 pm, 250 x 50 mm. O sistema de tampdo usado

o

incluiu A: 0,1% de TFA em MQV; B: 0,085% de TrFA, 10% de
MOV, 90% de MeCN. As taxas de fluxc foram de 35-40 ml/min e
a temperatura da coluna foil de 25°C. Detecdo de UV foi

executada a 215 nm e 280 nm. Gradientes apropriadcos foram

A andlise de gradiente de HPLC foi feita usando um

sistema de HPLC Hewlett Packard HP 1100 consistindo numa
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Bomba Quaternaria HP 1100, wum Autocamostrador HP 1100 um
Termostato de Coluna HP 1100 e Detetor de Comprimento de

Onda Multiplo HP 1100 Hewlett Packard Chemstation para o
software LC (rev. A.06.01) fol wusado para controlo de

Phenomenex 00F-4053-E0; 5 um C-18, 300A 150 x 4,6 mm e

a de tampac incluiu A: 0,1% de TFA em MQOV;

B: (,085% de TrA, 10% de MQV, 90% de MeCN. As taxas de
f

foram de 1 ml/minuto A temperatura preferida da

-t

coluna foi de 40°C. A detecgdo UV foi executada em 215 nm.

Como acima, o©s gradientes apropriados foram aperfeicoado

O

(ﬂ

. a

prara os peptidos individuais.

e A

Espectroscopia de Massa

e v =

Os peptidos foram dissolvidos em metanol super

(Millipore, Bedford, MA) e acido f£érmico (Merck, Damstadt,

no modo de polaridade positiva por ESI-TOF-MS usando um

espectrometro de massa LCT (Micromass, Manchester, Reino

as sinteses, a resina seca foi colocada num

®
p_s

S
vasc de polietiienc equipado com um filtro de polipropileno
para filtragem. A resina foi inchada em DMF. O primeiro
aminocdcido foi acoplado ou como um anidrido simétrico
creformado ou como um éster pré-ativado 2 HOBt como
N ;

incacido de acordc com a

quéncia foi acoplado como um éster preformado de HObt
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como descrito acima. Todos 0Ss acoplamentos foram

continuados por no minimo 2 horas, a menos gue especificado

de outra maneira. O acoplamento do derivado de Aacido
benzocico a funcionalidade amino da cadeia lateral no

aminocacido mimético de lisina foi em todos o©s casos
o)

executado usando um ester de HObt preformado‘ 0O pr
a

,_‘
o
©
Q
=
o))

1 de péptide foi clivado do suporte sdli

Em tocdos o0s casos o derivado de acido kenzoico é
funcionalizado como um Acido carboxilico e foi acoplado
como um éster de HOBt gerado in situ por meio de DIC em

THE .

Todos os acoplamentos foram continuados por no minimo
horas. As acilacgdes foram verificadas pelo teste de

nteriormente.

a
sintese terminada a resina de péptido foi lavada com

a
H
i

minuto

cada uma), éter dietilico (3 x 15 ml, 1 minuto cada uma) e
seca a vacuo. 0 péptido fcoil clivado, entdo, da resina como

descrito acima e seco por congelamento. Apds a purificacéo

usando a HPLC preparativa como descrito acima, o produto de
péptide foi colhido e a identidade do péptido foi
confirmada por ES-MS,
Sintese de fase de Solugdo Exemp

Um amincacido protegido apropriado ou um hidroxi ou
tiohidroxi &cido acético com um Aacido carboxilico néo
protegido (1 eg.) é dissolvido em DMF Jjuntamente com DIC (1

eg.) e HOBt (1 eqg.). Apds 1 hora de pré-ativagdc um bloco

a
1 eg.) Juntamente com o TEA

)

a noite a

-
-
(93]
D
Q
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Q¥
=
-
0
ct
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D
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i}
N

1
séddio (0,1 M) {(3) a&gua a fim remover o excesgso de material

de partida. A fase c¢rgé&nica & tratada com o MgS0,
{(dessecado) filtrado e evaporado até a secura.

0 grupo amino protegido restante do LM é desprotegido
usando TFA/DCM se o© grupo de protecdoc é baseado em tBu,

ciclohexanco Pd se baseado em enzilo, piperidina/DCM se

baseado em fliluorenilo, hidrazina se baseado em Dde. Apés
r

terminar a reacgao de desprotecao (1-2 horas) a mistura de

:
0]
(]
O
'._1
o
ot
'._/
'.__I
|..J
O
@)
o
Q.
}_l -
0]
wn
[®)
}_l
<
I_.I -
Q.
9)
o

DME “Juntamente com 1,3 eq.

)

A mistura de reagdo ¢ evaporada
residuo € dissolvido em acetato de etilo. A fa
de etilo & extraida com (1) uma solugdc aquosa de acido
cloridrico (0,1 M) e (2} uma sclucdo aquosa de hidrédxido de
géddio (0,1 M) (3) 4dgua a fim remover o excesso de material

v ot 1 Y o3 o F . LS A SRV Y - N oy e P 3
de partida. A fase organica € tratada com MgS0Os (dessecado)

Os grupos de protegdc restantes sao desprotegidos

) ] T TYVEINA g 7 b = o X 1 s o 3 o Py
usando TFA/DCM se os grupos de protecdo sao baseados em

tBu, Ciclohexenoc de Pd se basead
P )

&1
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horas) a mistura de reagdao & evaporada até a secura. O
~egiduo €& lavado com éter dietilico

T
TFA/Agua e purificade wusando HPLC preparativa. Apds

purificacgdo usando HPLC preparativa como descrito acima, 0
produte de péptido fol colhido e a identidade do péptido

foi confirmada por ES-MS.

2. Sintese de Fase S$4lida do Composto 2: 4acid

amino-acetil)-4- benzoilamino-pirrolidina-2-c¢

Rezina PAM (Advanced Chemtech) foi inchada em DMFE,
lavada com Trietilo amina 5% (TEA) em DMF e lavada com DMF
até que nenhuma cor amarela pudesse ser detetada apds
adicionar Dhbt-OH ac DMF drenado. {234R) Boc—4Amp (Fmoc)~CH

foil acoplado como anidrido simétrico como se segue.,

removido a vécuo & o residuo dissolvido em DMF. A sclugédo
fol adicionada imediatamente a resi e
de DMAP. O acoplamento foi continuadoe durante toda a noite.
0 reagente de acoplamento em excesso foi removido por
lavagem com DMF. A desprotecdo do grupo Fmoc foil executada
celo tratamente com piperidina 20

minuto), seguldo de lavagem com DMF até gque nenhuma cCor

imarela pudesse ser detetada apds adicgédo de Dhbt-CH ao DMF

O acoplamento de acido benzoi

1
segue. 3 eq. de 4&acido benzoico foram dissolvidos em DMF

Juntamente com 3 eg. HOBL e 3 eg. DIC e adicionados, entéo,
a resina. O acoplamento foi continuado durante toda a

(74
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a fol tratada com DCM. A desprotegdo do grupo Boc foil
2

‘minuto, 1 x 30 minuto) seguidoe pela lavagem com DCM e,

entdo, com DMF e, entdo, tratamento com 5% DIEA em DMF v/v

O acoplamento de Boc-Gly-0OH fol realizado como se
segue. 3 eg. Boc-Gly-OH foram dissolvidos em DMF Jjuntamente

com 3 eg. HOBt e 3 eqg. DIC e adicioconados, entdo, a resina.

acoplamento em excesso fol removido por lavagem com DMEF. O
acoplamento foi repetido e continuado durante toda a noite.
Antes da clivagem do péptido do suporte sdélide a resina de

péptido foil lavada com DCM e, entdo, com eter e seca

A clivagem do dipéptido da Resina PAM foi realizada

como se segue. A resina de péptide foi tratada com &acido
(TFA, Riedel de-Hden) e apds 10 minuto un

volume correspondente a 10% do volume total de TFA de acido
1

trifluorometanossu

1
das com TFA. A

=3
W
ct
0N
=
;_J -
W)
!
ol
3
=
@

r

rificada usandc HPLC pr o)

0,1% de TFA em Agua; Tampdc B: 90% AcCN; 0,1% de TFA; 9, 9%
ua. Fluxo: 35 mi/minutc Gradiente: 0 - 47 minuto 100% A a

75% A {(linear). Pureza HPLC: 99%. M3: calculado M + H =

291,12; encontrado M + H = 291,7.

3. Sintese de Fase de Solucgdo do Composto 2
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temperatura ambiente por 24 h para dar 46,0 g de
cioridratoc de 4- benzamidopirroclidina-Z-carboxilatc de (285,

r
4RY-metilo (rendimento de 929%). "'H RMA (CD.0D, &, ppm):

;78 {t, J =8,5 Hz, 1

A uma solucédo de BOC-Gly-OH (28,13 g, 00,1606 mol) e 1-

hidroxibenzotriazol (0,1686 mol, 25,64 g; contém 11,12% em

peso de Hy0) em THF (1,3 L) foili adicionado cloridrato de N-

(3—dimetilaminopropil)- N'etilcarbodiimida (0,1686 mol,
32,328 g) {frasco A). A mistura fol agitada a temperatura
ampbiente por 4 h, a seguir a agitacgdo fci paralisada e o
residuo oleoso foi deixado sedimentar. Num frasco separado

2

.

.

e
(frasco B), NaOH (00,1606 mol; 32 ml de solugdo 5N} foi

adicionado a uma suspensao de cloridrato de 4-
benzamidopirrolidina-2-carboxilato de (25, 4Ry -metilo
(0,1606 mol, 45,73 g) em THF (0,52 1) durante 15 minuto A

mistura fol agitada a temperatura ambiente por 10 minuto,

durante cujo tempo a maioria dos sdlidos se dissolveu. A

-
@]

solugdc de éster de HOBt preparada no frasco A foi
adicionada ao frasco B a temperatura ambient

ey . -~ L. . - & ~ e S A 1 P I . B
minuto, deixando para tras o residuo oleoso. O residuo no

Frasco A foi lavado com 250 ml de THF e

n
de volume residual). ELOAc (500 mi) foi adicionado, seg
e a

por salmoura (300 ml). As fases foram separadas e a fase
aguogsa fol extraida com 2x300 ml de EtCAc. A fracdo

X
ml de solugdo de NaHCC; sat. e 150 ml de s=almoura, entao,
r ]

seca sobre MgS0O; e concentrada par

85
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metil-4-benzamido-1-(2-(terc-
butoxicarbonilamino)acetil)pirrolidina—-2~carboxilato como

um sdlido espumoso (rendimento de 74%). 'H RMN (CDCls, O,

epm; para dois conformadores)y: 7,81-7,72 {m, 2 H), 7,57-
7,39 {m, 3 H), 6,41 (d, J = 6 Hz, 0,8 H), 6,25 (d, J = b

Hz, 0,2 H), 5,32 (Br, s, 1 H), 4,88-4,74 (m, 1 H), 4,65 (t,

L

3,76 {s, 3 Hy, 3,69-3,56 (M, 1 H), 2,65-2,3 {m, 2 H)y 1 1,43
(s, 9 H), MS (m/z, ESI positivo, para M + Na): 428.

A uma solucgdoc de (25, 4R) metil-4-benzamido-1-{(2-

(terc- butoxicarbonil-amino)acetil)pirrolidina—-2-

carboxilate (23,33 g, 00,0575 mol) em metanol (450 ml) foi
)

adicionado NaOH (0,2875 mol, 144 ml de solucdo aquosa 2N) a
-1 a 1°C durante 15 minutco A mistura foi agitada a -5 a -

1°C por 2,5 h. HC1 (0,2875 mol, 144 ml de solucgdc aguosa
2N) foil adicionado a -3 a 1°C durante 25 minuto MeOH foi

destilado sob vacuo, entao, 500 ml1 de EtOAc foran
f

adicionados. A fase agquosa foi saturada com NaCl e as fases
foram separadas. A fase aquosa foi extraida com 2x250 ml
FEtOAc e a soclucido combinada de EtOAc fol seca sobre MgSOs e
concentrada para dar 22,54 g de &dcidoe {28, 4R} 4-benzamido-
1-{(2-({terc— butoxicarbonilamino)acetil)pirrolidina—-2-

o)
(1
6]
@]
=
o
O
g
0O
Q
fi
®
=}

WL
(@R
[0)
Nej
fInY

- @
8]
[
o
5]
~1 ot
o
(O
O
@]
o
=
83}
=3
t
O
>
9]

residual). 'H RMN (CDsOD, &, ppm): 7,8

M+ Na: 414,

66
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solvente fol evaporado scb  vacuo para remover EtOAc
residual. O residuo foi dissolvide em dioxanc anidro (200
ar

ml) e HCI (100 ml de solucido recentemente prep

em diocoxano) foi adicionado a 10 - 12°C. A solucgdo foi
deixada aquecer até a temperatura ambiente |

a
comegou apds aproximadamente 2 minuto). A mistura de reacid

fol agitada a temperatura ambiente por 21 h, em cujo tempo

30 ml de solucgdo de HCl ~3,6N foram adicionados e a mistura

(DMSO-d6, &8, ppm, para dois conformadores): 8,77 (d, J = 7
Hz, 0,8 H), 8,7 (¢, J = 7 Hz, ¢,2 HY, 8,68-7,25 {1, 2 H},
7,92-7,83 ] H ¢

4. Sintese dos compostos 64-68 e 70-78

Acido (25, 4R) ~4-benzamido-1- (2~ {terc-
butoxicarbonilamino)acetil)pirrolidina-2-carboxilico (0, 05
g, 0,1 mmol); monohidrato de i-hidroxibenzotriazol
(Aldrich, ¢,021 g, 0,15 mmol, 1,2 aquivalentes) e

CT

cloridratc de 1-(3,3-dimetilaminopropil)-3~etilcarbodiimida

5
H
<L

(Aldrich, 0,029 g, 0,15 mmo 1,2 equivalentes) foram
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dissolvidos em acetonitrilo (15 ml) sob atmosfera de azoto
com arrefecimento com gel A temperatura fol aumentada
radualmente a temperatura ambiente durante o periodo de
tempo de 2 horas e a mistura foi entao agitada a
temperatura amblente durante a noite. A solugdo de reacgdo
foi arrefecida ocutra vez até 0°C, solugdo aqgquosa 25-30% da
amina correspondente (preparada de um reagente puro obtido
de Aldrich) (0,1 ml) foi adicionada e a agitacgdo foi

continuada com

temperatura

removidos a

minutos

]
O
},_J
Q
|__I
e}
|,__.I
O
[
O
=
o®
o
W
]
]
e}
W
[n]

C produto da etapa precedente foil dissolvido em
diclorometano seco (10 ml) sob atmesfera de azoto e solugéao
etérea 1M de Acido cloridrico {(Aldrich) (1L ml) foi
adicionada enguanto mantendo a temperatura a- baizo de
30°C. A mistura de reacdo foi agitada durante a noilte sob
atmosfera de azoto. O precipitado foi filtrado, lavado com
diclorometano (2 ml) e éter dietilice {2 ml} e seco sob

Composto

80: acido (23, ARy —-1- (2~

benzamidopirrolidina-2-carboxilico

A uma solucdo de acido (254R) —{(2-amino—acetil)-4-
benzoilamino-pirrolidina-2-carboxilico (0,05 g, 0,17 mmol)
e trietilamina (Alidrich) (G,19 ml, 1,37 mmol, 3
eqguivalentes) em acetona (3 mly foli lentamente adicionado
anidrido acético (0,13 ml, 1,37 mmol, 8 equivalentes) com

88
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temperatura ambiente sob a atmosfera de azoto

Lt

a
mistura foi agitada por 3 horas engquantce meonitorada por
conclusdo, os volateis foram removidos a
uo e o residuo foi purificado por HPLC preparativa

{(coluna: Xterra MSCI18 50 x 250 m, 10u) usando 40/60 a 90/10
r t

A uma solucgdo de 4-benzamidopirrolidina-2-carboxilato
e

o

(25, 4rR)y-metilo (intermedidrioc na sintese do Composto 2)
(0,05 g, 0,20 mmol}, cloridrato de i- (3, 3-

dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida {Aldrich) (0,043 g,
0,22 mmol, 1,1 equivalentes), monohidrato de 1-
hidroxibenzotriazol {Aldrich) (0,030 g, 0,22 mmol, 1,1

equivalentes) e &acido 2-{terc— butoxicarbonil{metil)amino)

sob atmosfera de azoto a 0°C. A mistura de reacdoc foi
deixada aquecer a temperatura ambiente durante o periodo de

amibiente. Os volédteis foram removidcocs a vécuo e o residuoc

foi purificado por cromatografia de silica gel (EM), 0,040~
0,063 mm) (solvente de revelacdo: metanol/diclorometano
gradiente 3-5%) para dar 0,064 g (rendimento de 75%) do
produto de acoplamento 4-benzamido- 1-(2-(terc-
butoxicarbonil (metil)amino)acetil) pirrolidina-2-
carboxilato de (25, 4R)—- metilo.

A uma solucdo do amido acima mencionado (0,064 g, de

89
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2N de hidrdéxido de sédio (0,38 ml, dos 0,75 mnmmol, 5
egquivalentes) a 0°C sob atmosfera de azoto durante 5

minutos. A reacido foi monitorada por LCMS e terminada em

horas. Acido cloridrico 2N aquoso (Aldrich)

mmol, 5 equivalentes) fol adicionado a 0°C durante 5 minuto

Metanol foil destilado sob vacuo. Acetato de etilec (10 ml) e
a

(1 ml) foram adicionades. A fase agquosa fol saturada

branco adcido (253, 4R) —4-benzamido-1-(2-(terc-
butoxicarbonilo (metil)amino)acetil)pirrolidina-2-
carboxilico que foi usado na etapa seguinte sem

etapa precedente fol dissolvido em
diclorometano seco (10 ml) sob atmosfera de azoto e solugdo

etérea 1M de Acido cloridrico {(Aldrich) { o
adicionada enguanto mantendo a temperatura a- baizo de

gitada durante a noi

a i
atmosfera de azoto. O precipitade formado foil £filtrado,

-

lavado com diclorometano (2 ml), éter dietil

)
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ainda purificado por

HPLC preparativa {coluna: Xterra MSCI8 19 x 150 mm) usando
gradiente metanol/adgua de 5% a 95
metanol e 4cido fdrmico 0,1% em agua) para dar 0,026 g (38%

sobre 3 etapas) do produto desejado.

(2-(2,2,2- trifluorcacetamido)acetil)pirrolidina-2-

ot
pat

-
IS

A uma solugéo de 4cido (254R) 1-{(2-amino—acet
e}

1)
Q
fnt
o}
o}
|
N
!
@]
(2
[}
=
7y
O
L
A
[N
)
Q
o]
e

SOMPOosSto

NS
N

o
-

<
o]
~

70



EP1966130B1

17 mmol) e trietilamina {(Aldrich) (0,048 ml, C,34 mmol, 2

r
/e l =

1
eguivalentes) em acetona (3 ml)y foi adicionado lentamente

anidrido trifluoroacético (0,024 ml, 0,17 mmol) com

agitacdc a temperatura ambiente sob atmosfera de azoto. A

ram removidos a
I

vacuo e o residuo foi purificadoc por HPLC preparativa
{coluna: Xterra MSCLI8 50 x 250 mm, 10w gradiente
metanol/agua de 5% a 90% {(&cido fdérmicc 0,1% em metanol e
dcido férmico 0,1% em dgua) para dar 0,012 ¢ (rendimento de
18%) do produto desejado.

8. Sintese do Composto 84: Acido (23, 4R)-4-benzamido-1-
a

(2—- {(dimetilamino)acetil) pirrolidina-2-c

olidina-2-carboxilico (Composto 2, 0,05 g,
7 mmol) em metanol (3 ml) & temperatura ambiente foi
adicionado formaldeido aquoso 37% (Aldrich)y (0,1 ml). A
mistura resultante fol agitada nesta temperatura por 3

horas, a segulr arrefecida até 0°C e cilanoborohidreto de

sédic {(Aldrich) (0,042 g, 0,69 mmol, 4 eguivalentes) foi
adicionado em parcelas durante 5 minutos. Apds agitagao por

preparativa {(coliuna: XTerra MS €18, 3u, 19%9x150mm) usandc
gradiente de metanol/adgua de 5% a 95% (dcido fdérmico 0,1%

e KR} = 4 N N 1o - r - . o ~ i
em metanol e Aacido fdérmico §,1% em agua) para dar 0,017 g

o

(rendimento de 31%) do produto desejado.

~

9. Sintese do Composto 85: dcido (28, 4R)-4-benzamido-1-(2-

-~

formamidoacetil) pirrolidina-2

Z i

Anidride acético (Acros) (0,32 ml, 3,4 mmol, 10

o~ A 7 N S - A~ A A N - N - 1 1 Iy
quivalentes) foi adicionado gota a gota a uma solucido de
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acido (2S4R) 1-(2-aminc—-acetil)-4- benzoilamino-—
pirrolidina—-2-carboxilico {(Composto 2, 0,1 g, 0,34 mmol, 1

eguivalente) em acido férmico (J.T.Baker) (1 mi) a 0°C.
Depols gue a adicgdo estava completa, a mistu de reacio
fol deixada aguecer até a temperatura ambiente e agitada
por Z4 horas adicioconais. A mistura de reagao foi nitorada
por TLC e LCMS. Um montante suplementar de anidride acético
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que foi ainda purificado por HPLC (coluna: Water Atlantis
19 x 150 milimetros) usando &cido férmice 0,1% em H:O

20-40% MeOH durante 15 minutos de gradiente para dar 0,031

Cs procedimentos gerals esbocados acima foram usados
rara a sintese dos compostos exemplares listados no Quadro
1.

Quadro 1

Composto Nonme MH+ MH+ Pureza
encontradojicalculadol de Rendimento
HPLC

L aci o—acetil)—4-{(4- 336,17 330,11 89 18
nit irrolidina-2-—
CAar

3 aci I-{2-Amino-acetil)-4-{4- {305,2 305,14 g7 28
met Llamino) -pirrolidina-2-
car

4 Aci —{2-Amino-acetil)—-4—-(4- {321,118 321,13 95 37
mat ilaminc}-pirrolidina-2-
carbo

e aci y1-{(2-Amino—4-carboxi- 363,16 363,14 97 18

(referéncia)lbut enzoilamino-pirrolidina
2_

it aci ~{2-Amino-acetil) -4- (4~ {321,05 321,13 99 36
meat benzoilamineo) -pirrolidina-2-—
car

12 aci "(Z"Amipo"aceril>"4"(4m 305,27 305,14 99 37
metl nzoilamino)-pirrolidina—2-—-
carb

72




EP1966130B1

=] [ie) o o)) =] < o) I~ —i o) el Is} < =t Tel o —
= il i o o) o ) [<0) < o 10 < <1 oy < < 10
o)) ™ o~ ~ [te) - o~ 0y <o o) o r~ o) Ly o)) W fe¢]
&) &) N &) o &) ) o)) ) D o)) r~ o) o)) 0 &) N
o o~ i o o~ i8] o <t <t Is} [ e} &) o o~ o
==l == ==t ===l ===l ==l o=l o o o= o o <O o o=l D
.- .- . - - - . ~ . .~ . ~ . ~ . .
[Ne) o Ne) i — o [Xo) Te] i i 0 Ty} o~ ™ -~ oM
™ o3 ™ o~ o o~ ™ < = -~ [¢5] Tg} ~N =t N o
™ [N 2 ™ ™ 5] [s0) o s8] s8] s8] o s8] s8] s8] o~
™ o) &) o)) [ie) o)) [ o~ (os] <o fe} Ly o)) —i —
™~ — ™~ ™~ ) - o~ [aM] o~ o~ o —t o~ o~ —
! o) ~ — = [¢o) Tel o o [} e} o ™ r~ o
[o2) %) I o ol o o <t r~ o) Tol o <t SN o
ol 0] s8] = [20) [s8) [50) [30) ™ 50 0] [30) 58] 58] o
O O
&} [N
| - sl |~
i Pl O ) i} o)
o~ o~ [ R0) Wl
- o 0 | I ¢ Of-r
-l O oo | = e O © T E
4+ ) ! | s o i b — | o i ] ©
[0} - [ QN g g ! — O] 0 - - [N |
&} o} P o c @ - | U - 4 IS Ol O
© N > © X © o x | ® (SR ) @ @ X ol alo
| [ “a C G = O O o Of-+H (ORI NI I = =] —i O - AN
o] (0] 43 - 43 - O — 3 Mo O (SR e ERON M| 1 - 2 ElR Bl G
o io] o] v T - N - [} 30 A G O O <t O O c|lO T|O
el | P = o =i = e L2140 @~ ~ b = | E 4]0
& —~ [ [ (0o | Z o= o] RO | o [ A
q e} ¢ QO < Q Q0 Q <t IO Ui Ot — s <t O -Af{st Ot OO
t ~ ~ M @~ - <M T~ W~ O - - 3 QO i~ N~ N| g
™~ o IS [ ] | ~ i [ = | | . | = =l N
- <t - < - ~i<t O < | =i e i al se) oy B | 0 Ui o 9f 8
| — 0, — O, Of— — s 0, 0 cil €]l R [o}Ne] | o] R FH
~ - - af- | -~ — 1 g {0 |0 0 NG i o) O lo ]l
— — el I et SRE =R Rl o oo @ SRS I R [ R i
—~ o~ —~Q —~ O £~ -~ —~ O g i ] - [ORR =t =] - 4 Cld 0T
{92} w0 oo oo @ [92) 0 oo T WL E L E £ m - IS IS e ol
<t < <t - <t | fsp <t <t ] P w - < - [ o] &Gt | T < Te}
w0 {95} w 199] e} 02 9} [ - U] l i - | | | ~
N ™~ o~ N — N ™~ ~N — —{N @ o ~ — ¢ o ) s8]
= N Nt — |- N - IS NN b - e — 0 O}~ e — —
o oy o . 0 O
0 o} o} 0 ofo o} 0 C cio 0 0 0 O @ - 0 0 0
T T o] T Q1T T T Q LT -4|T T T T T T T T
- - - - St - oo R P - - - B () - - -
Q - Q ¢} Q @O Q O @ o O Q [} [ Qg U [ O Q
Nos] XS] NG, Ros] G Eeip Nl ] [SFR0 O, ! 3 e T Koline] K] @
-
i &}
<«
o}
Y
0] <t e o) o2 oy Yol -~ o o)) (o) o~ = o)) [ Y
oA = o~ o ™ ™ ™ s8] s8] < < < =3 L~ |0

73




EP1966130B1

52 acido (2S84R)4-Benzoilamino—1-(2- 292,15 292,25 93 25
(referéncia)fhidroxi— acetil)-pirrolidina-2-
carbo co
i oilamino—5—-{(2-hidroxi-— 314,10 314,09 96 12
e —benzoico
i idoe 1-Benzoil-3-{2-hidroxi-278,12 278,09 95 17
azolidina—2— carboxzilico
—aminoacetil) ~4- 1 291, 1 98 77
irrelidina—-Z2-carboxamida
(2—aminoacetil) —4-benzamido-i305 305, 1 >9G 82
ilpirreolidina-2-carboxamida
66 (25, 4R) 1-(2-aminoacetil)—-4-benzamido-i{317, 1 318,1 >9G 76
N- etilpirrolidina-2-carboxamida
67 (28,4R} 1—-{(2—-aminoacetil)-4-benzamido—-i{333,2 333,2 >99 81
N- isopropilpirrolidina-2-carboxamida
63 (25,4R)y l1-(2-aminoacetil)-4-benzamido—i{331,3 331,2 99 84
N- ciclopropilpirrolidina-2-
carboxamida
63 (25, 4R} 4-benzamido—-1-{2-(terc- 391 3%1,2 >9G 80
butoxicarbonilamino)acetil)
pirrolidina-2- carboxamida
70 (28, 4R} 1—-(2-aminoacetil)—-4-benzamido-{361, 1 361, 2 >99 81
N- (pentan-3-il)pirrolidina—-2-
carboxamid
71 (25, 4R) 1-(2-aminoacetil)—-4-benzamido-i359 359, 2 99 81
N- ciclopentilpirrolidina-2
arHHXnm1da
72 (28, 4R) 1-(2-aminoacetil)—4-benzamido-i347 347,2 99 79
N— lSObdtllplr ~oiidine-2-ca ‘o :
73 (28, 4R) 1—-(2—-aminoacetil)-4-be 345, 2 >9G 78
N *lobutilpirrolidina— :
74 (25, 4R) 1—!2—am1nodbetll)—4—bepzamido—346,9 347, 2 >99 83
N- terc-butilpirrolidina—-2-carbozamida
; 4R}y 1—-{(2—-aminoacetil)-4-benzamido—-i{374,9 375,2 >99 75
tetrahidro-ZH-piran—4-
sirrolidina—-2— carbozanida
4R} 1—-(2-aminoacetil)-4-benzemido-i{361 361, 2 99 80
{Ry—3-metilbutan-2 il)pirroclidina-
carboxamida
, 4R) 1—-(2-aminoacetil)-4-benzamide-i374, 9 375,2 99 83
(R} -3, 3~dimetiibutan—-2-
rrolidina—-2—- carbozamida
, 4R} 1—!?—amjnoacetj])—4—ben2dmido—367,2 366, 9 99 82
fenilpirrolidina-2-carboxamida
, 4Ry 1- (? —aminoacatil)~-4-kenzamideo—-i360,3 388,2 >99 13
({R)~tetrahidrofuran—3—
1l)pirrolidina—2- carbozamida
80 dcide (23,4R) 1-{(2-acetamideoacetil)-4-i334,1 334, 1 >99 35
benzamidapirrolidina-2- < aruuxlllco
81 {28, 4R) 4-benzamido-— 1—(7 3 306, 1 >9G 38
acetil) Lidina—-2-aci
carb 0
82 aci 4 4-benzamido 388, 1 >80 18
tr acetamido)aceti
2+ carbozilico
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acido (2S$,4R) 4-benzamido-1-(2-{terc- i392,3 392,2 >99 30
butoxicarbonilamino)acetil)
pirrolidina—-2- carboxilico
g4 acido (2S,4R) 4-benzamido-1-(2- 320 320, 1 >99 31
(referéncia){{dimetilamino} acetil})pirrolidina-2-
carboxilico
85 acido (2$,4R) 4d-benzamido-1-(2- 320,1 320, 1 >99 29
formamidoacetil) pirrolidina-2-
carboxilico

G. Dados do ensaio bioldgico

1. Efeito dos compostos em arritmias induzidas por célcio

O efeito antiarritmico dos compostos de acordo com 08
induzidas por célcio de acocrdo com o modelo de Lynch et
al., J. Cardiovasc. Pharmacol. (19281), 3: 49%-60. Ratinhos

CD-1 machos foram anestesiados com Cetamina (75 mg/kg) e

medetomidina (1 mg/kg) IP. Uma cénula i.v. foi introduzida

{ L

na vela da cau Un sinal de ECG da derivacao II foi
registado continuamente posicionando elétrodos de aco
idédvel de ECG sobre o membro frontal direito e o membro
al esquerdo. O elétrodo de terra foi colocado no
o

traseiro direito. O sinal foi amplificado e filtrado

6s um pericdo de equilibrio

de 90 segundos composto de teste fol injetado na vela da

veiculeo (salina 0,9%) foram testad como animais de
controlo. O volume de injecgd&c fol de 100 ul/ratinho de 30 g
em todas as experiéncias. Infusdo de CaCl: (30 mg/ml, 0,1
ml/min/ratinho de 30 g, 100 mg/kg/min) foi comegada 3

minutos apds administracgdo IV de farmacc ou veicule. O

f—

retardo 2 tempo para o inicic do bloco de cond

u
empo do comeg¢o da infusd

(e

cardiaceo foi determinadoe como ©

de CaCl, até o primeiro evento arritmico ocorrido. O

e,
H

rimeiro bloco de conducdoe foi definido como o primeiro

75
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de segundo grau (intervalc RR prolongado e um comple

Ratinhos pré-tratados com veiculo (salina 0, 9%) foram
testados em todcs os dias como uma medida para o nivel de

controlo em animal naoc tratado. O volume da injecido fol de

0 pl em todas as experiéncias. 0 retardo de tempo para o

PO
da infusd&c de CaCl, ate o primeiro evento de bloco de
conducéo definido como falha intermitente da
ou AV caracterizada por ativacao re
SA) ou uma onda P sem o comp

AV). O retardo de tempo para inicio de bloco AV é dado no
o

Quadro 2
Composto |Tempo para bloco AV (s)

Sclugao 62 - 78
salina
(controlo)

ja—

a
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2 134, 7
6 117,9
26 122,8

5 Py a—
D4 135, 6
S 1017 07
jor: Lad,
5¢ 128,1
64 11,7

[

- 527
67 134, 4
68 143, 8
8 111,5
81 123,72
82 113, 8
83 110, 9
g4 108, 8

5

rovém dos dados apresentados no Quadro 2 gue o pré-
tratamento de wum ratinho com uma série de compostos dos
presentes ensinamentos resultou num aumento consistente no
tempo para um bloco AV no ratinho apdés infusido de Call,. Os
t

aos presentes ensinamento

=S
e

antiarritmicas.

2. Efeito dos

induzida por stress metabdlico

compostos na redugdo de condugdoe

atrial

A habilidade de manter a condugdao durante stress
metabdlico foi testada num modelo in vitro como descrito
pror Haugan et al. (J. Cardiovasc. Electrophysiol., 2005:16:
537-545%5). Ratos (300-400 g) foram mortos com um golpe
brusco no pescogo. O coragao fol extirpado rapidamente e
transferido para um prato pequeno contendo tampdc Tyrodes
modificado oxigenado a 37° (em mM) NaCl 136, KC1 4, MgCl,
0,8, CaCl, 1,8 HEPES 5, MES 5, Glicose 6, pH 7,3. 0O atrio



EP1966130B1

|..J
[0
O

esquerdo fol dissecado com cuidado e uma amostra de teci

[

de 2x6 mm aproximadamente foi retirada do apéndice atria

esquerdo e colocada numa camara de tecido (volume 5 ml)
(Steiert Organ Bath, Hugo Sach Electronic, Alemanha). A

cémara ficou em perfusdo durante 1«
o

o)
des a 37°C a uma taxa de 10 ml/minuto.

usando pulsos ret

I

estimulo 0,2 mg) libertados por um estimulader (Hugo Se

Tipo 215} através de uma unidade da isclagédo (Un rsal

Isolated Stimulat Unit tipo 263, Hugo Sachs, Alemanha).
Dois microelétreodos separados de iridio puro (Werld

Precision Instruments, impedédncia da ponta 3,5-4,0 MQ)

}__l
O
3
]
i__l
o
[
Q.
3
)
l_.l
[ON
)

foram colocados numa linha ao longo do eixo

amplificadores foram conectados a um médule amplificador de

biopotencial gue foli conectado ao sistema de aquisicédo de
dados através de um Hugo Sachs PLUGSYS. 0Os sinais foram

filtrados a 1 kHz e amostrados a 10 kHz.

Depois de um pericdo de egquilibrio de 30 minutos,

regulagem a 1 Hz foi iniciada. Durante os primeiros 2Z0
minutos de periodo de gravacdo (periodo da linha de base),

usdo com tampédo T
37°C, eH 7,3. Entédc, a amostra de teste {Composto Z) ou

controlo foi adicicnada ao tampdo de perfusido para um outro

-3

pericodo de 20 minutos (periodce de pré-tratamento). Depois
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dos 20 minutos de pré- tratamento, a perfusio I«
1

para um tampdo

37°C, pH 7,3 (com ou sem compostos do interesse) por 40
minutos (periocdoe de stress metabdlico). 0s resultados

destas experiéncias saoc mostrados graficamente na figura 1.

Com referéncia a figura 1, em preparac¢des gue contém o
controlo, a velocidade de condugdo diminuiu em 22%. Em
contraste, em preparagdes tratadas com ¢ Composto 2, a

velocidade de condug¢do atrial ndoc mudou em comparagido com a

linha de base.

to de uma tira atrial de ratinho isclada com um

dos presentes ensinamentos impediu

tivamente a redugdo de condugdo cardiaca induzida

res metabdlico. As doencas cardiacas tais como
atrial, a vibracgédo atrial, taguicardia

lar e fibrilacao ventricular s30 todas
erizadas pela presencga de redugao de condugao
cardiaca anormal. Assim, por meic do efeito na ndugdo

co
cardiaca, espera-se que o0s compostos dos presentes

ensinamentos exercam efeitcs antiarrit

s
jan]
et
Q
L
w
°

3. Ensaio da estabilidade de plasma

1 pM a 37°C. Apdés 3 horas, a reacdo fol arrefecida
abruptamente com acetonitrilo fria. A solucgdao foi
centrifugada e o sobrenadante foi analisado com LC-MS

sando as egulintes condig¢bes de HPLC: coluna Thermo

-~ -

u S
Hypersil-Keystone Aguasilo Ci8 {(50mm x 2,
T

-
B
-

5 M) a

N

vente A: acide fdrmico 0,1% em

it
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dgua; Solvente B: 4cido foéormico 0,1% em acetonitrilo;
gradiente de sclivente: 100% A a 50% A durante 2,5 min, a
10% A durante 1,5 min e retornandc a 100% A e
reeguilibrando por 1,5 minuto; taxa de fluxo: 0,8 ml/minuto
A percentagem de composto restante fol calculada dividindo
as contagens de area de sinal LC-MS de amostra de incubacéo
de 3 horas pelo tempo = contagens de &drea. 0Os resultados
destas experiéncias estéo resumidos no Quadro 3 a segulr.
Quadro 3
Compostol $ Restante

2 93

64 27

65 7

66 10

67 100

68 96

69 92

70 93

71 90

72 88

73 95

80 100

g1 100

82 34

83 0

84 0

85 10
4. Ensaio de Estabilidade Metabdlica

Para ©prever a estabiiidade do composto sob  ©

metabolismo da primeira passagem (Fase 1I), compostos dos
presentes ensinamentos foram incubados em microssomas de
figado de ratinho macho a concentragdoc de 1 pM e
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concentragdc de proteina de 0,5 wmg/ml a 37°C. Apbds 15

)
o]
st
«

0
O
=

minuto, a reacao foi arrefecida rapidam

acetonitrileo fria. A solugdo  foi centrifugada e ©

ol analisado com LC-MS usando as condigdes de
s

secdo 3 acima. A percentagem restante foil
mo

calculada dividindo as contagens de area LC-MS da amostra
de 15 minutos de incubacgio pelo tempo = 0 con

S
81, 82, 83 e 84 tiveram semividas mailores do que 30 minutos

em microgsomas de figado de ratinho macho.

5. Modelo de Tamanho de Infarto Canine e Arritmia ds

Reperfusio

O Compcsto 2 fol testado em cades submetidcs a uma

oclusdo da artéria coronadria de 60 minutcs e reperfusdoc de
or a X
Pharmacol. Ther., 317, 236-43 (2006)). O composto 2 foil
o)

+ infusdao IV em doses de: 0,25 nug/kg de bolus + 0,19
Hg/kg/h de infusdo (n=6); 2,5 ug/}

/
de infusdo (n=7); 25 ug/kg de bolus + 19 ug/kg/h de infusio
e

prematurcs (PVCs) foram guantificados durante a reperfusao.
Quatro ou mais PVCs consecutivos foram definidos como
uvzida significativamente com as duas doses mals elevadas
(eventos 1,7+0,8; 2,2+1,4; p<0,05) enm
comparacgdo com os controlos (23+6,1). Os PVCs totais foram

s significativamente de 11,1+£1,6% em animais de
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6. Modelo de Inchamento de célula in vitro e Retomada de

Tintura

Péptidos capazes de demonstrar citoprotecgido podem ser
dentificados num modelo in vitro de inchamento de célula

‘

induzido por isguemia e retomada de tintura. Nesta
r

ezperiéncia, o efeito do Composto 2 na retomada de tintu

de calceina induzido pela inibicido metabdlica em células de
glioma C6 cultivadas que sobre-expressam conexina 43 foi
estudado. As células foram incubadas sob condigdes de

controlo e durante isquemia simulada (SI) por 40 minutos na

ulas foram submetidas a microscopia de epifluocrescéncia

' ]

1
para determinar a retomada de calce
lulas C6 em meio SI aumentou a retomada de tintur:

0]
}—4 N
(\
B
',_l
i
9]
o
o
D
w €
(@)
Q.
o

veres acima dos valores de controlo. A retomada foi inibida
dependentemente da dose pelo Composto 2 & a retomada minima

foi obtida a 100 uM de Composto 2 (32% de reducgdo relativa

células de controlo exibiram inchamento de célula durante o

font
[
1))
o+
o
(o)
a
O,
O

Esta ycumentos referidos pelo autor do presente
pedido de patente foi elaborada apenas para informacado do

leitor. Nac €& parte integrante do documento de patente
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europeia. Nao obstante o cuidado na sua elaboraca

o, o I
nac assume gualguer responsabilidade pcor eventuals erros ou
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® WO 02077017 A [00%2] ([0108] [0110]

e WO 9811125 & [0145]

TTRTY
[

Literatura ndc¢c relacionada com patentes referida na

descrigdo

® Cell Interactions and Gap Juncfions. CRC Press, Inc,
1989 [0002]

® GUERRERQO et al. J. Ciin. Invest., 1997, wvol. 99, 1991-
1998 [0004]

e LERNER et al. Circulation, 2000, wvol. 101, 547-552
[0004]

® KAPRELIAN et al. Circulation, 19928, wvol. 97, 651-660

{0004}

® PETERS et al. Circulation, 1993, wvol. 88, 864-875

{0004}

® SAFFITZ et al. Cardiovasc. Res., 1999, wvol. 42, 09—
317 [0004]

s AONUMA et al. Chem. Pharm., Bull. (Tokyo), 1980, wvol
28, 3332-33329 [0005]

J DHEIN et al. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol.,
1994, vol. 350, 174-184 [0005]

® MULLER et al. Fur. J. Pharmacol., 1997, wvol. 327, 65—
72 [0005]

® HAUGAN et al. J. Cardiovasc Flectrophysioi., 2005,

s Elect
vol. 16, 537-545 [0008] [0112] [0187]

e R. B. SILVERMAN. The Organic Chemistry of Drug Design

83



EP1966130B1

and Drug Action. Academic Press, 1992 [0033]

® Pro—-drugs as Novel Delivery Systems. T. HIGUCHI ; V.
STELLA. A.C.S. Symposium Series, and in Bioreversible
Carriers in Drug Design. American Pharmaceutical
Asscociation and Pergamon Press, 1987, wvol. 14 [0084]

® Remington’s Pharmaceutical Sciences. Mark Publishing
vqu4h ; 1985 {90851

s CHRIST et al. raz. J Med Biocl. Res., 2000, wvol. 33,
423-429 [0097]

J MONTECINO-RODRIGUEZ et al. Blood, 2000, wvol. 96, 9817~
924 {0098}

® PRESLEY et al. IGJC 2005, 2005 [00359]

® LYNCH et al. J Cardiovasc. Pharmacol., 1981, wvol. 3,
49-60 [0111]

® Principles and rractice of solid-phase peptide
synthesis. FIELDS et al. Synthetic Peptides. 2002
[0120]

® European Journal of Medicinal Chemistry, 1989, vol. 24
(6), 623-5 [01l22]

® Tetrahedron: Asymmetry, 2003, vol. 14 (20}, 3141i-315H2
[0137] [0139]

D Journal of Heterocyclic Chemistry, 1998, vol. 35 (&),
1533-15324 [0138]

® Journal of Medicinal Chemistry, 2001, wvol. 44 (18),
2990-3000 [0138] (0141}

® B. D. LARSEN ; A. HOLM. Int. J. Pept. Protein Res.,
1994, vol. 43, 1-9 [G1B3]

® LYNCH et al. J. ardlovasc. Pharmacol, 1981, wvol. 3,

-60 [01894]

s HENNAN et al. J. Exp. Pharmacol. Ther., 2006, vol.
317, 236-43 [0205]

Lisboa, 21 de Janeiro de 2014



EP1966130B1

REIVINDICAGCOES

1. Um composto representado pela Formula III1:

O 4

N—7Z

5

ou um sal farmaceuticamente aceitdvel ou hidrato do mesmo,
em gue:

R' é hidrogénio

~u

. .

< oy 7 2 PR TR 7 z - '
y' & NRR° em gue R° ¢ hidrogénio, e R’ & selecicnado a

partir de hidrogénio, Ci1p alquilo, C(O)R” e C(O)ORY;

hidrogénio e Ci10 alguilo;

2, em gue cada grupoc 2 é independentemente selecionado a
partir de ¥, Cl, Br, I, 1-10 alguilo, CFs, OCF3, NOz, 0-Ci-

. e =0 . 3
2, O composto de acordo com a reivindicacao 1, em qgque R
é hidrogénioc.

4, 0 composto de acordo com qualguer uma das

a 3 gue tem a seguinte estrutura:
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R5/
ou um sal farmaceuticamente acelitavel ou hidrato
5. O composto de acordo com qualguer
reivindicag¢des 1 a 3 que tem a seguinte estrutur

4
O

R
ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do n
6. O composto de acordo com qualquer uina
reivindicagbes 1 a 3 cgue tem a seguinte estrutura:
0 4
Y!
1
=
N 7
5
=
ou um sal farmaceuticamente aceitédvel ou hidrato do mesmo.
7. O composto de acordc com qualguer uma
relvindicagdes 1 a 3 que tem a seguinte estrutura:
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Y!

8. O composto de acordo com a reivindicacgido 1 que é:
acido 1—-(Z2-amino—acetil)—-4-(4-nitro—-benzoilamino}

dcido i-({2~aminc—acetil)~4-benzcilamino~pirrolidina~2-

ido I-(2-amino—-acetil)—-4-{4d-metil-benzoilamino)

—~{Z2-amino—~acetil) -4~ (4d-metoxi-benzoilamino) -

Q

pirrolidina-2-carboxilico;

acido 1-(2-aminc—-acetil)-4-{(4-hidroxi-benzoilamino} -

y -Z2-arboxiliico;

a
ou um sal farmaceuticamente aceitdvel ou hidrato do mesmo.

NeJ
O
(@)
O
o
@)
[93)
part
@]
Q.
®
83}
0
O
[}
Q.
@)
Q
Q
=
o
[
®
|._J -
<
o]
@)
l_l -
(@]
j63)
()
oan
@)
|._.}
@)
o
0
6
D

acido (283, 4R} 1-(2-amino-acetil)-4-benzoilamino-
plirrolidina-Z-carboxilico;
adcid (25, 4R) i1-(2-amino—-acetil) -4~ (4d-metil

jo—

@
=t
=
.
o]
e}
~—
R
i’
i
=
]
-~
o
s
]
O
.
—
—
93]
|
N
|
@]
8]
H
-~
J
]
BN
-
G
o
e

ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do mesmo.
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iI-(2-aminocacetil) ~4-benzamido-N-metiipirrolidina-2-
carboxamida;
1-(2-amincacetil)-4-benzamido-N-etilpirrolidina-2-

-~ {2—-amincacetil)~4-benzamido-N-isopropilpirrcliidina-2-

arboxamida

ot
}»_
=
|
o
|
O
D
o
N
Q_)
=
-
Q.
»--
}_4
f'
}_J
O
T
i~
(
_(
‘.__J
T
|-
h
F_.\
[
I
fon
F
5)
[\)
|

1-(2-amincacet]
carboxamida;
i-{2-amincacetil}~4-benzamido~-N- (pentan~-3-il}pirrclidina-
Z—carboxamida;
1-(2-amincacetil)—-4-benzamido-N-ciclopentilpirrolidina-2-

carboxamida;

1-{(2-amincacetil)~4-benzamido~N~isgobutilpirrolidina-2-
carboxamida;
1-(2-amincacetil)—-4-benzamido-N-ciclobutilpirrolidina-2-

carboxamida;

-

-aminoacetil) ~4d-benzamido-N-terc-butilpirrolidina-2-

1-(2-
carboxamida;

ou
acido d-benzamido-1-(2-{(2,2,2~
trifluorocacetamide)acetil)pirrolidina~-2~carboxilico;

ou um sal farmaceuticamente aceitdvel ou hidrato do mesmo.

(25, 4R) 1-(2-amincacetil)-4-benzamido-N-
isopropilpirreolidina-2-carboxamida;

(23, 4R) I—-(2—-aminocacetil) -4-benzamido—-N-
ciclopropilpirrolidina-2-carboxamida;

(253, 4R) i1-{2~amincacetil}~4-benzamido~N-(pentan—-3-

g
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(22,

4AR) 1-(2—-amincacetil)-4-benzamido—N-

ciclopentilpirrcliidina~-Z-carboxamida;

(28,

(25,
butilpirro
ou

acido

fo—

trif

4R) 1—-(2—aminocacetil)-4-benzamido-N-

—{(2—aminocacetil)-4-benzamido—-N-

1SS
T
[

pirrolidina~Z-carboxamida;
4R} 1-{2—-aminoacetil)-4-benzamido-N-terc-

idina-Z-carboxamida;

(25, 4R} 4-penzamido-1-{(2-(2,2,2~

cetamido)acetil)pirrolidina-2-carboxilico;

i

¢
ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do mesmo.

12. O composto de acordo com a reivindicacéa

1 gue é:

>

o)
—{Z-acetamidoacetil)-4-benzamidopirrolidina-2-

carboxilico;
dcido 4-benzamido-1-{(2-(metilamino)acetil)-pirrolidina-2-
carboxilico;
adcidce 4-benzamido—-1-{2- (terc-butoxicarbonilamino)

W

72 : I -y ) E T .
olidina-Z-carboxilico;

~benzamido-1-{2-formamidoacetil)pirrolidina-2-

X
—{2-amincacetil)-4-benzamidopirrolidina-2-carboxamida;

butoxicarbonilamino)acetil)pirrciidina-Z2-carboxamida;
1

ou hidrato do mesmo.

13. O composto de acordo com a reivindicacac 1 ou 12 gue
é:

\

(25, 4R} 1-{(2-acetamidoacetil) -4~

e g P
rrolidina-Z-carboxilico;

; AR} d-benzamido-1-(2-{metilamino)acetil) -

(28, AR} 4-benzamido-1-(2-{(terc-
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butoxicarbonilamino)acetil)pirrolidina-2- carboxilico;
acido (23, 4R) 4-benzamido-1- (2~
formamidoacetil)pirrolidina-2-carboxilico;

[9p]
-

i
py}
N
}._..

1-{2-amincacetil)-4-benzamidopirrolidina-2-

(25, 4R) 4-benzamido-1-{2- (terc
butoxicarbonilamino)acetil)pirrcolidina-2-carboxamida;
ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do mesmo.

14, O composto de acordo com a reivindicagao
1

15. O composto de acordo com a reivindicacdo 14 que €
acido (28, 4R} l1-{(2-amino-acetil)-4-benzoillamino-

ina—-Z-carboxiliico, ou um sal farmaceuticamente

i
aceitdvel ou hidrato do mesmo.

18, Unm composto de acordo com gualguer ume das
reivindicagdes 1 a 15 para wutilizagdo num método de
prevencdo ou tratamento de uma condigado pato

a condigdo patoldgica € isguemia.

19. Um composto de acordo com qualgquer uma das
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érgéos de um mamifer
20. Um composto de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 15 para utilizacdo num método de
prevengado ou tratamento de a condicgdo patoldgica, em gue
a condicdo patoldégica é doenga cardiovascular.
21. Um comnposto de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacles 1 a 5 para utilizacdo num metodo de
prevengac ou tratamento de uma condigdc patocldgica de
acordo com  a reivindicagédo 20, em  gue a doenga
cardiovascular ¢é fi lagdo atrial, palpitacao atrial,
taquicardia ventricular ou fibrilacgdo ventricular.
22, O composto de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 15 para utilizacgdo um  método de
erevengdo ou tratamento de uma condigdo patoldgica de
qualgquer uma das reivindicagdes 18 a 21, em gue © composto
é formulado para a administracdo parentérica ou oral.
23, Utilizacgdo de um composto de acordo com qualquer uma
das reivindicacgbes 1 a 15 na preparagido de um medicamento
para a prevencgdo ou tratamento de uma condicdo patoldgica,
em gue a condicdo patoldgica & isguemia.
24, Utilizacdo de um composto de acordo com gualgquer uma
das reivindicagbes 1 a 15 na preparacgidco de um medicamento
ara a prevencdo ou tratamento de lesdo isguémica em um ou
als 6rgdos de um mamifero,
25, Utilizacdo de um composto de acordo com gualguer uma
das reivindicag¢bes 1 a 15 na preparagdoc de um medicamento
rara a prevengdo ou tratamento de uma condig¢do patoldgica,
em gque a condigdoc patoldgica é doenga cardiovascular.

~
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26. A utilizacdoc de acordo com a

.

r Y
a doenca cardiovascular ¢ fibriliacéao alpitacgéo
f

—
ct
o
|_.| -
9
'_l
-
4e)

atrial, taguicardia ventricular ou fibrilacdoc ventricular.

27. A utilizacédo de acordo com qualquer uma da

&)

&3}

I

reivindicagdes 23 a 26, em que o composto ¢ formulado par
a

Ligboa, 21 de Janeiro de 2014
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