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A presente invencéao refere-se ao fornecimento de sais excepcionais
de trimebutina e N-desmetil trimebutina, e seus estereocisdmeros
correspondentes, contendo propriedades analgésicas aperfeicoadas
Uteis no tratamento de dor visceral. Os sais da presente invencéao sao
particularmente Uteis no tratamento de condigbes caracterizadas por
dor abdominal, tais como doenc¢a inflamatéria do intestino (IBD) e
sindrome do intestino irritavel (IBS), gastroparese diabética, e
dispepsia.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "SAIS DE
TRIMEBUTINA E N-DESMETIL TRIMEBUTINA".

Este pedido de patente reivindica o beneficio do pedido de pa-
tente provisério US No 60 / 804.067, depositado em 6 de Junho 2006.
Campo da Invencéo

A presente invencgao refere-se a sais excepcionais de trimebuti-
na e N-monodesmetila, e a seus estereocisbmeros correspondentes, com
propriedades analgésicas aperfeicoadas Uteis no tratamento da dor visceral
em geral e mais particularmente no tratamento de condi¢des caracterizadas
por dor abdominal, por exemplo em pacientes com doengas intestinais, tais
como doenga inflamatéria intestinal (IBD) e sindrome do intestino irritavel
(IBS), gastroparese diabética, e dispepsia.

Fundamento da Invencao

Trimebutina [acido 3,4,5-trimetoxibenzdico 2-(dimetilamino)-2-
fenilbutiléster e seu sal de maleato] tem sido usada em muitos paises desde
1969 para o tratamento de disturbios funcionais do intestino, incluindo IBS. A
eficacia de trimebutina para o alivio da dor abdominal tem sido demonstrada

em diversos estudos clinicos (ver por exemplo, Ghidini et al (1986) "Single
drug treatment for irritable colon: Rociverine versus trimebutine maleate. Curr
Ther Res 39: 541-548). Trimebutina mostrou ser eficaz no tratamento da dor
abdominal aguda e crdénica em pacientes com disturbios funcionais do intes-

tino, especialmente IBS, em doses que variam de 300 até 600 mg/dia. Ela

também é eficaz em criancas que apresentam dor abdominal.

Acredita-se que as agoes de trimebutina no trato gastrointestinal
sdo mediadas em parte via (i) um efeito agonista nos receptores periféricos
mu, capa e delta de opiato e (ii) desprendimento de peptideos gastrointesti-
nais, tais como motilina, e modulagcdo do desprendimento de outros pepti-
deos, incluindo peptideos intestinais vasoativos, gastrina e glucagonio. Além
disso, trimebutina acelera a evacuagao gastrica, induz a uma fase prematura
11l do complexo motor de migragédo no intestino, e modula a atividade contra-
til do célon. Recentemente, mostrou-se que trimebutina também diminui re-

flexos induzidos por distenséo do lumen do intestino em animais, para modu-
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e quando comparado a componente de desprendimento de NO, desprendi-
mento de H,S ou desprendimento de NO e de H,S individualmente. Esses
sais sao particularmente Uteis no tratamento de condi¢Oes caracterizadas
por dor abdominal, tal como sindrome de intestino irritavel, doencga intestinal
inflamatéria, gastroparese diabética, dispepsia e semelhantes.

Resumo da Invencao

Em geral sao fornecidos sais de trimebutina (TMB) e seu meta-
bélito ativo N-desmetil trimebutina (Nor-TMB) e seus estereoisbmeros cor-
respondentes, (R)-TBM, (S)-TMB, (R)-Nor-TBM e (S)-Nor-TBM, os referidos
sais sendo formados empregando componentes de desprendimento de NO,
desprendimento de H.,S, ou desprendimento combinado de NO e de H,S.
Formando um sal com um componente de desprendimento de NO, despren-
dimento de H,S ou desprendimento combinado de NO e H,S, aumentou-se
surpreendentemente o efeito anti-nociceptivo de TMB e Nor-TMB.

Mais particularmente, os sais TMB e Nor-TMB da presente in-
vencao sao superiores a TMB e Nor-TMB individualmente € a um compo-
nente de desprendimento de NO, desprendimento de H,S ou desprendimen-
to combinado de NO e H.S individualmente na reducao da dor visceral asso-
ciada a uma distensdo coloretal. Os componentes de desprendimento de
NO, desprendimento de H>S ou desprendimento combinado de NO e H,S
nao parecem ter quaisquer efeitos significativos na dor visceral associada a
distensao coloretal quando administrados individualmente. Portanto, em um
aspecto da invengao, os sais da presente invengao sao uteis em aliviar a dor
associada a qualquer disturbio do sistema digestivo que estd associado com
dor abdominal.

De um modo geral, os sais da invengao tém a seguinte férmula
geral:

AteX (férmula I)
na qual:
Aé



HsCO
CH,CHj,
HaCO COOCH,-C
N(CH3)»
H5CO
Trimebutina
ou
HaCQO
(|3H20H3
H3CO COOCHQ-T—-Q
HN .
HsCO CHs

N-desmetil trimebutina,

e seus estereoisdbmeros correspondentes;

e X é um componente de desprendimento de NO, desprendimento de H>S
ou de desprendimento combinado de NO e H.S.

Em um modo de execugao preferido, X é selecionado do grupo que consiste

de:

N02
i g
c C
HO/ Y\/\N/ \NH2
H
NH>
nitroarginina,
HO
o) NO,
/
HS NH N\
—H ",
HoN o) NH

cisteinila-nitroarginina,

S

HoOoC
NH,

TBZ- carboxylate

acido 4-(tiocarbamoil) benzodico



O
HO HN—NO,
NH
NH NH
s—S o)
/ (o]
S
5-fenil-1,2-ditiona-3-tiona (ADT)-nitroarginina, e
O
HO—C// NH,

NH>_\—-/N H—<\N—No2
S O>|:o
HoN :

p-hidroxitiobenzamida-nitroarginina.

Compreende-se que qualquer componente nao-toxico de des-
prendimento eficaz de NO, desprendimento de H>S ou de desprendimento
combinado de NO e H,S, pode ser usado na presente invengao.

Compostos preferidos sao aqueles das seguintes férmulas:

H3CO
CH20H3
HaCO COOCH2
+N"l(CHa)z

HaCO

(%

Ho
|

Nitroargininato de trimebutina (1)



HsCO
CH,CH,
H3CO COOCH,-C
+NH(CH3),
HsCO

T

Nitroargininato de trimebutina cisteinila (1)

HsCO
CH,CHg
HaCO COOCH,-C
+NH(CHg),
HsCO

S : O
H,N 0o

Tiocarbamoilbenzoato de trimebutina (l11)

H3CO

CH,CHg

H3CO COOCH,-C
(CH3)

O
(o] HN—NO,
NH
NH NH
S/S o)
/ O
S v

Nitroargininato de 5-fenil-1,2-ditiona-3-tiona (ADT)- trimebutina (1V)



H3CO,

(|)HZCH
HsCO COOCHZ-T—Q
+NH(CH3)2
o

H3;CO

—C NH,

NH‘<
NH>>_\—/ \N—N02
S >:O
)
HoN v

Nitroargininato de trimebutina p-hidroxitiobenzamida (V)

CHZCHs
H3CO COOCHZ
H2N +
H3CO CH3
HN—C

Nitroargininato de N-desmetiltrimebutina (V1)

H3CO
»—12<:H3
H3CO cooc:H2
H2N ¥
H;CO 0
o) NO,

HS NH N\
_‘>—< >-NH2
HoN O NH

Nitroargininato de N-desmetiltrimebutina cisteinila (VII)



HaCO
CH,CHg
H;CO COOCH,-C
+ NH20H3
H3CO

S o3
HoN : ;o

VIH

Tiocarbamoilbenzoato de N-desmetiltrimebutina (VIII)
H3CQO
CHQCHa
H3CO COOCH2
+NHQCH3
H3CO
o HN—NO,

NH
s—S >:o
/ (@]
S X

N-desmetiltrimebutina 5-fenil-1,2-ditiona-3-tiona (ADT)-nitroargininato (I1X)

pﬂoom.

e Vs

Nitroargininato de N-desmetiltrimebutina p-hidroxitiobenzamida (X)

NH
NH

G

—

Além disso, novos componentes de desprendimento combinado de NO e

5 H,S sédo fornecidos contendo a férmula geral, nitroarginina-R, de preferéncia:
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na qual R é um componente de desprendimento de H.S. Em um
modo de execugao preferido, R é selecionado do grupo que consiste de 5-p-
hidroxifenil-1,2-ditiona-3-tiona, cisteina, e acido 4-(tiocarbamoil) benzdico.
Além disso, é fornecido um método para tratamento da dor visceral em um
individuo com necessidade de um tal tratamento, compreendendo a adminis-
tragao ao individuo de uma quantidade de um composto da presente inven-
cao para alivio da dor visceral. Em um outro modo de execug¢ao, a dor visce-
ral € uma dor abdominal. Em outro modo de execugao, a dor abdominal é
causada por doencgas intestinais, tais como doencgas inflamatérias do intesti-
no (IBD), sindrome do intestino irritavel (IBS), gastroparese diabética, e dis-
pepsia.

Breve Descricdo dos Desenhos

A figura 1 (a) mostra a escore da percepgao (Escore AWR) em
um modelo de rato de percepg¢ao de dor visceral usando veiculo e maleato
de trimebutina;

a figura 1 (b) mostra a presséo coloretal (mmHg) em um modelo
de rato de percepcao de dor visceral usando veiculo e maleato de trimebuti-
na individualmente;

a figura 2 (a) mostra a escore da percepgao (Escore AWR) em
um modelo de rato de percepg¢ao de dor visceral usando veiculo e nitroargi-
nina individualmente;

a figura 2 (b) mostra a pressao coloretal (mmHg) em um modelo
de rato de percepcao de dor visceral usando veiculo e nitroarginina individu-
almente;

a figura 3 (a) mostra a escore da percepgao (Escore AWR) em
um modelo de rato de percepgao de dor visceral usando veiculo e nitroargi-
ninato de trimebutina (sal I);

a figura 3 (b) mostra a pressao coloretal (mmHg) em um modelo
de rato de percep¢ao de dor visceral usando veiculo e nitroargininato de tri-

mebutina (sal I);
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a figura 4 (a) mostra a escore da percepcao (Escore AWR) em
um modelo de rato de percepc¢ao de dor visceral usando veiculo ou nitroar-
gininato de trimebutina (sal I), com ou sem pré-tratamento com L-NAME;

a figura 4 (b) mostra a escore da percep¢ao (Escore AWR) em
um modelo de rato de percepcao de dor visceral usando veiculo ou nitroar-
gininato de trimebutina (sal 1), com ou sem pré-tratamento com azul de meti-
leno;

a figura 5 (a) mostra a escore da percepgao (Escore AWR) em
um modelo de rato de percep¢ado de dor visceral usando veiculo e maleato
de trimebutina e tiocarbamoilbenzoato de trimebutina (sal 1ll);

a figura 5 (b) mostra a escore da percepgédo (Escore AWR) em
um modelo de rato de percepc¢ao de dor visceral usando veiculo e tiocarba-
moilbenzoato (TBZ) individualmente; e

figura 6 € um gréafico de barras mostrando a gerag¢ao de H,S de

, acido 4-(tiocarbamoil) benzodico (TBZ) e 5-(4-amino-fenil)-[1,2]ditiol-3-tiona

(ADT-OH).

Descricao Detalhada do Modo de Realizacdo Preferido

A invengdo sera agora descrita no que diz respeito aos modos

de realizacao preferidos descritos aqui. Deve ser considerado entretanto que
esses modos de realizacdo sdo para fins de ilustragdo da inveng¢ao, e néo
devem ser considerados como limitantes do escopo da invengédo conforme
definido pelas reivindicagdes.
Os compostos da presente invengdo contém dois componentes ativos, (1)
tanto TMB ou Nor-TMB, quanto seus estereocisomeros, e (2) um componente
desprendedor de NO, um componente desprendedor de H>S, ou componen-
tes de desprendimento combinado de NO- e H,S. Em muitos casos, os sais
da presente invengdo podem ser preparados usando materiais de partida e
reagentes conhecidos.

Compostos da presente invencao podem ser utilizados para o
tratamento de dor visceral, tal como dor abdominal, associada com vérias
doengas, incluindo, mas nio limitado a, doengca de Crohn, colite ulcerativa,

sindrome do intestino irritavel, colite infecciosa (p.ex., colite pseudomembra-
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nosa tal como Clostridium difficile colitis, salmonella enteritis, infecgdes shi-
gella, yersiniose, criptospiridiose, infecgdes microspridiais, e infeccdes vi-
rais), colite induzida por radiagdo, colite no hospedeiro imunocomprometido,
gastroparese diabética e dispepsia.

Dependendo da condigdo especifica ou estado de doencga a ser
tratado, os individuos podem receber compostos da presente invengdo em
qualquer dosagem apropriada terapeuticamente efetiva e segura, como pode
ser rapidamente determinada dentro do conhecimento da técnica. Esses
compostos sao, de preferéncia, administrados em dosagens variando de
aproximadamente 1 a aproximadamente 2000 mg por dia, em uma dose Uuni-
ca ou doses divididas, ainda que variagdes necessariamente ocorram de-
pendendo do peso e condigao do individuo que esta sendo tratado e a rota
de administragao particular escolhida. Entretanto, um nivel de dosagem que
esteja na faixa de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 mg/kg, de
preferéncia entre aproximadamente 5 e 90 mg/kg, e mais preferentemente
entre aproximadamente 5 e 50 mg/kg, € mais desejavel. Variagbes podem,
entretanto ocorrer, dependendo do peso e condigbes das pessoas que estao
sendo tratadas e de suas respostas individuais aos referidos medicamentos,
assim como do tipo da formulagao farmacéutica escolhida e o periodo e in-
tervalo de tempo durante o qual tal administracao é efetuada. Em alguns
casos, niveis de dosagem abaixo do limite minimo da faixa referida acima
podem ser mais do que adequados, enquanto que em outros casos dosa-
gens ainda maiores podem ser empregadas sem causar quaisquer efeitos
colaterais nocivos, contanto que tais doses elevadas sejam primeiramente
divididas em varias pequenas doses para administragao ao longo do dia.

Os compostos da presente invengdo podem ser administrados
na forma de qualquer formulagédo farmacéutica, cuja natureza dependera da
via de administragdo. Essas composi¢cdes farmacéuticas podem ser prepa-
radas por métodos convencionais, usando excipientes ou veiculos compati-
veis, farmaceuticamente aceitaveis. Exemplos de tais composi¢des incluem
tabletes, adesivos transdérmicos, losangos, trociscos, sprays, xaropes, pds,
granulados, géis, elixires, supositorios, e semelhantes para a preparagao de
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Exemplo 2
Sintese de nitroarg/n/nato de trimebutina cisteinila (Il)
0]

\ HoN
HaN \KL S—Trt \C—OtBu SH
HN NO, T
(—>' OtBu N/ FA o NH
S —————
N—NO, DCC/HOBY A
v C—NH, Z°
N

HN—C, Boc—NH [
\NHz a ﬁ (|:
HACO, AN N OH
(IZHZCH (|3/ NO2
H,CO coocnz—cl: NH, b
HsCO HyCO
GH,CHs

HoO/EtOH

H3CO COOCH,-C

H(CH3)2
H,CO

T

Sintese de 4cido 2—(2—amino-3-mercapto-propionilamino)-5-nitroguanidino-
pentandico (b)

5 A uma solugdo de Boc-Cys(Trt)-OH (3,0 mmol) em 50 mL de
dimetilformamida, adicionou-se hidréxibenzotriazola (3,3 mmol) e DCC (3,3
mmol) com agitacdo a 0° C por 1 h. A mistura de reacdo adicionou-se H-
Arg(NO2)-OtBu (3,0 mmoles) e agitou-se mecanicamente por3h a 0°C e 24
h a temperatura ambiente. Apés filtracao, o filtrado foi evaporado sob pres-

10  sao reduzida para remover o solvente. O residuo oleoso assim obtido foi dis-
solvido em acetato de etila; a camada organica foi lavada com salmoura,
secada em MgSQ, anidro, filtrada e o solvente foi evaporado. O produto in-
termediario crd a foi tratado com uma solugdo de acido triflioracético em
diclorometano (40% TFA em DCM). Ap6s 1 h o solvente foi removido para

15  obter H-Cys-Arg(NO.)-OH_ TFA como um residuo cru que foi precipitado
com dietil éter; o sélido obtido foi dissolvido em agua e NaOH 1 N lentamen-
te para obter acido 2-(2-amino-3-mercapto-propionilamino)-5-nitroguanidino-
pentandico (b) como um sdlido branco que foi recuperado por filtragéo.
Sintese de trimebutina cisteinil-nitroargininato (1)

20 A uma mistura de acido 2-(2-amino-3-mercapto-propionilamino)-
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5-nitroguanidino-pentandico (b; 0,1 moles) e trimebutina (0,1 moles), adicio-
nou-se agua (200 mL) e alcool etilico (20 mL) e a suspensdo resultante foi
agitada a temperatura ambiente até ficar clara. Depois a solugéo foi conge-
lada e liofilizada fornecendo o sal desejado (rendimento quantitativo).
Exemplo 3
Sintese de benzoato de trimebutina tiocarbamoila (1)
Preparacao de acido 3,4,5-trimetdxibenzéico 2-(dimetilamino)-2-fenilbutil és-
ter de benzoato de 4-tiocarbamoila (Trimebutina tiocarbamoilbenzoato)

i

HOO! H
CHCI
NH, J:

HsC H, COOCH,~ l

chw i o,

H, COOCH,- Hcd

| HO/EtOH

N(CHg)2
HiCO

NH,

|

Adicionou-se a uma mistura de acido 4-(tiocarbamoil) benzdico
(0,1 mol) e trimebutina (0,1 mol), Agua (200 ml) e alcool etilico (20 mL) e a
suspensao resultante foi agitada a temperatura ambiente até clarear. Depois
a solucao foi congelada a temperatura ambiente e liofilizada fornecendo o
sal desejado (rendimento quantitativo).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): ) 0,60 (t, 3H), 1,45-1,75 (m, 4H),
1,80-1,90 (m, 2H), 2,28 (s, 6H), 2,90-3,40 (m, 2H), 3,69 (s, 9H), 3,95 (m, 1H),
4,73 (dd, 2H), 7,01 (s, 2H), 7,22 (t, 1H), 7,35 (t, 2H), 7,46 (d, 2H) 7,93 (dd,
4H), 9,65 (bs, 1H, NH), 10,05 (bs, 1H, NH).

SC-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 9,07, 28,9, 56,5, 60,8, 64,5,
65,7, 107,1, 125,3, 127,4, 128,1, 128,6, 129,5, 129,7, 132,3, 141,8, 142,5,
148,5, 153,4, 154,8, 165,9, 169,4, 172,5, 188,6.
mp 66-68°C (dec).

Sintese de dcido 4-(tiocarbamoil) benzoico
O composto foi sintetizado de acordo com um procedimento ja



10

15

16

mencionado na literatura (Fairfull, E. S., Lowe J. L., Peak D. A. J. Chem.

Soc. 1952, 742), incorporado aqui como referéncia.
NH,

H,S/ EN S

A

HOOC l _ HOOC
N

Acido 4-(tiocarbamoil) benzéico (2)

Dissolveu-se 3 g de acido 4-cianobenzéico 1 (20,4 mmol) em 40
mL de piridina e adicionou-se 2,1 mL de trietilamina (20,4 mmoles). Sulfeto
de hidrogénio seco foi passado através da solugdo em um vapor constante
por 4h. A mistura foi entdo entornada em agua e o sélido coletado por filtra-
¢ao. A recristalizagao de éter de petroleo produziu 2,51 g do 2 (rendimento
68%).
MS (ESI), m/e 182,2 (M").

'H NMR (DMSO-dg): 6 7,92 (dd, 4H ), 9,68 (s, 1H, NH), 10,12 (s,
1H, NH), 13,25 (s, 1H, OH).

8C NMR (DMSO-de): 5 127,3, 129, 6, 132,0, 148,5, 169,4, 188,
m.p. 296-298°C (dec.)

Exemplo 4
Sintese de trimebutina ADT- nitroargininato (V)
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Q
S oZN—<j>—o>—C| 0 o
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s—S DMAP O o =
a

S—g
0o
HO HN—NO;
1. N NH
OzN\NHJ\NH COOtBu NH NH
S/S le)
DMAP  NH,
/ O
2. TFA b
: s
HaCQ CH,CH3
HaCO COOCH~C
N(CH
Hyod (CH3)2
H,O/EtOH
HaCO
CH,CH3
HsCO COOCH,-C
+NH(CHa)z
HaCO
3 0o
o HN—NO,
NH
NH NH
S/S o)
/ O
s v

Sintese de dcido carboxilico 4-nitro-fenil éster 4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-
fenil éster (a)

A uma suspensdo agitada de ADT-OH (1,04 mmol) em CHxCl,
(10 ml) foi levemente adicionado 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 1,16 mmo-
les) e cloroformato de 4 -nitrofenila (1,15 mmol). A mistura de reagao foi agi-
tada por 10 horas a temperatura ambiente. A cromatografia de camada fina
indicou que a formacédo do produto desejado foi completada. O solvente foi
removido e o residuo foi tratado com dietil éter; o produto a foi recuperado
por filtracao e usado sem maior purificagéo (rendimento 81%).
Sintese de acido 5-nitroguanidino-2-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-
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fenoxicarbonil-amino]-pentandico (b)

Adicionou-se a uma solugdo de a (1,04 mmol) em 50 mL de
CHzCl; 4-dimetilaminopiridina (1,16 mmol) e H-Arg(NO;)-OtBu (1,02 mmol) e
a solucao foi agitada por 20 h a temperatura ambiente. Depois, a mistura de
reacao foi diluida com CH.Cl, lavada com NaHCO; sat. NaCl sat., e secada
em MgSO,. O produto intermediario cru foi tratado com uma solugao de aci-
do triflioracético em diclorometano (40% TFA em DCM). Apds 1 h o solvente
foi removido para obter o produto b como um residuo cru que foi precipitado
com dietil éter; o sdlido obtido foi dissolvido em agua e NaOH 1N foi lenta-
mente adicionado para se obter acido 5-nitroguanidino-2-[4-(5-tioxo-5H-
[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarbonil-amino]-pentandico (b) como um sdlido branco
que foi recuperado por filtragao.

Sintese de trimebutina ADT-nitroargininato (1V)

A uma mistura de acido 5-nitroguanidino-2-[4-(5-tioxo-5H-
[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarbonil-amino]-pentandico (b; 0,1 mol) e trimebutina
(0,1 mol), adicionou-se agua (200 mL) e alcool etilico (20 mL) e a suspensao
resultante foi agitada a temperatura ambiente até ficar clara. Depois a solu-
¢ao foi congelada e liofilizada fornecendo o sal desejado (rendimento quanti-
tativo).

Exemplo 5
Sintese de trimebutina p-hidroxitiobenzamida-nitroargininato (V)
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_©_>L oo

i N .

) \ /©/ T Q(
° S

o}
V4
HO—C NH,
)l\ COO1BU NH N—NO,
NHZ  NH
/\/\l/ N >:O
DMAP NH,
o
b
2. TFA g
H,CO
CH,CH,
H,CO COOCH,-C
N(CH),
H,CO
H,O/EtOH
HsCO
CH,CH3
HaCO COOCH,-C
NH(CHg),
HsCO
o
/
O=—==C NH2

Sintese de &cido carboxilico 4-nitro-fenil éster 4-tiocarbamoil-fenil éster (a)
Adicionou-se a uma suspensao agitada de p-
hidréxitiobenzamida (1,04 mmol) em CHxCl, (10 ml) 4-dimetilaminopiridina
(DMAP, 1,16 mmol) e 4-nitrofenil cloroformato (1,15 mmol). A mistura de re-
ac3o foi agitada por 10 h a temperatura ambiente. A cromatografia de cama-
da fina indicou que a formacéo do produto desejado foi completada. O sol-
vente foi recuperado e o residuo foi tratado com dietil éter; o produto a foi

recuperado por filtracdo e usado sem maior purificagdo (rendimento 81%).
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Sintese de dcido 5-nitroguanidino-2-(4-tiocarbamoil-fenoxicarbonilamino)-
pentandico (b)

Adicionou-se a solugao de a (1,04 mmol) em 50 mL de CH.Cl, 4-
dimetilaminopiridina (1,16 mmol) e H-Arg(NO,)-OtBu (1,02 mmol) e a solu-
¢ao foi agitada por 20 hs a temperatura ambiente. Depois, a mistura de rea-
¢ao foi diluida com CH,Cl,, lavada com NaHCO; sat. e NaCl sat., e secada
em MgSO,. O produto intermediario cru foi tratado com uma solugéo de aci-
do trifidoracético em diclorometano (TFA 40% em DCM). Apds 1 h o solvente
foi removido para se obter o produto b como um residuo cra que foi precipi-
tado com dietil éter; o sdlido obtido foi dissolvido em agua e NaOH 1N foi
lentamente adicionado para se obter Aacido 5-nitroguanidino-2-(4-
tiocarbamoil-fenoxicarbonilamino)-pentandico (b) como um sélido branco
que foi recuperado por filtragao.

Sintese de trimebutina p-hidroxitiobenzamida-nitroargininato (V)

A uma mistura de &acido 5-nitroguanidino-2-(4-tiocarbamoil-
fenoxicarbonilamino)-pentandico (b; 0,1 moles) e trimebutina (0,1 moles),
adicionou-se agua (200 mL) e alcool etilico (20 mL) e a suspenséao resultante
foi agitada a temperatura ambiente até ficar clara. Depois a solugédo foi res-
friada e liofilizada fornecendo o sal desejado (rendimento quantitativo).
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Exemplo 6
Sintese de nitroargininato de N-desmetiltrimebutina (VI)
A"
HoN Y HsCO
<« CH,CH,
OH |
H,CO N—NO, HyC COOCHZ-C@
CH,CH Hn—d |
| NH, AN
Haf COOCH,—C —_—_— H;CO HoN o CHy
| HoO/EtOH 2 /
HN\ C
H,CO CHa \O_
N—NO,
V4
HN—C
\

A uma mistura de H-Arg(NOz)-OH (0,1 mol) e N-
desmetiltrimebutina (0,1 mol), adicionou-se dgua (200 mL) e alcool etilico (20
mL) e a suspensédo resultante foi agitada a temperatura ambiente até ficar
clara. Depois a solugéo foi congelada e liofilizada fornecendo o sal desejado
(rendimento quantitativo).

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ag): - 0,72 (t, 3H), 1,45-1,75 (m, 4H),
1,80-1,90 (m, 2H), 2,07 (s, 3H), 2,90-3,40 (m, 2H), 3,75 (s, 9H), 3,95 (m, 1H),
4,64 (dd, 2H), 7,07 (s, 2H), 7,22 (1, 1H), 7,35 (t, 2H), 7,51 (d, 2H).

*C-NMR (400 MHz, DMSO-ds): = 9,07, 22,8, 26,4, 28,9, 29,1, 47,9, 56,4,
60,8, 64,4, 65,8, 107,3, 125,2, 127,4, 128,0, 128,5, 141,7, 142,5, 153,4,
158,3, 165,9, 170,2.

p.f. 78-80°C (dec)

Sintese de N-desmetiltrimebutina

O composto foi sintetizado seguindo com leves modificagdes o
procedimento reportado na literatura ( Martin, A., Figadére B., Saivin S.,
Houin G., Chomard J. M., Cahiez G. Arzneim.-Forsch. / Drug Res. 2000 (50),
544).
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HN COOH HN OOOEt PhCHO H 1. NaH, THF
SO, H.O MgSO, , EzN N COO&t 2. B, 3%CuClp
—_— —— —_—
EtOH Ll
1 2 3
HCl . HoN OOOEt cooa
H IN HCI
N oot ——— -——>
E:-O-THF
4 5 6

o

H
o) ?“3 OJL
HN.__COOEt HN_ _CHy R

AcO LIAIH, 1 n-BuLi, THF, -78°C
_—»‘ ———*
HCOOH THF 2 RCOCH
7 OCH, 9

R= OCH3
OCtHg
Etiléster hidrocloreto (2) de fenilglicina
HaN COOH H2N COOEt
SOCl, .
HCI
EtOH
1 2

Adicionou-se gota a gota 22 mL de SOCI,; a uma solugdo de 30
g de fenilglicina 1 (198,5 mmoles) em 200 mL de etanol anidro. Um leve re-
fluxo ocorreu espontaneamente e foi mantido por 3 h. Permitiu-se que a rea-
¢éo esfriasse até a temperatura ambiente e agitou-se durante a noite. O sol-
vente foi removido sob vacuo para se obter 41,8 g de 2 como um pé branco
(98 % de rendimento).
MS (ESI), m/e 179,8 (M*).
Etil N-(fenilmetileno)glicinato (3)
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HoN COOEt PhCHO H
. MgSO,, Et;N
HCl 3 N COOEt
CH,Cl,
2 3

Adicionou-se a uma mistura de 10,6 g de fenilglicinato hidroclo-
reto de etila 2 (49,3 mmol), 100 mL de diclorometano, 5 ml de benzaldeido
(49,2 mmol) e 30 g de sulfato de magnésio (249,2 mmol) a temperatura am-
biente, sob uma atmosfera de nitrogénio, 21,25 mL de trietilamina (152,46
mmoles). Apds agitagao por 17h a mistura de reagcao heterogénea foi filtrada
e o solido foi lavado com 100 mL de diclorometano. Os solventes foram eva-
porados sob pressao reduzida e o 6leo viscoso assim obtido foi agitado com
80 mL de dietil éter e 80 mL de agua até a dissolugdo. Apds a decantagéo, a
camada organica foi secada em sulfato de sédio e o solvente foi evaporado
sob vacuo. O éster de imina 3 (12,4 g, 94% de rendimento) foi obtido como
um Oleo amarelo claro.

MS (ESI), m/e 268,3 (M*).
Etil 2-fenil-2-(N-fenilmetileno)-butanoato (4)

H 1. NaH, THF H
_—
3 4

Sob uma atmosfera de nitrogénio, adicionou-se gota a gota uma
solugao 12,39 g (46,4 mmol) de 3 em 64 mL de THF anidro, sob agitacao, a
uma mistura de 2,04 de hidreto de sdédio (60% de dispersdao de dleo, 85
mmol), 192 mg de CuCl, e 128 mL de THF anidro. Apds 9h a temperatura
ambiente, 4,66 mL (57,7 mmoles) de iodeto de etila foram rapidamente adi-
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cionados a mistura de reagdo. A agitagdo continuou por 18h e 0,86 mL de
etanol anidro foi adicionado cuidadosamente a mistura de reagdo. Durante a
agitacao a cor da reagcdo mudou de amarelo para vermelho e laranja e de-
pois para verde. Depois da concentragcdo da mistura de reagao sob vacuo,
adicionou-se 95,8 ml de dietil éter e 160 ml de agua e a mistura resultante foi
agitada por 10 minutos, depois filtrada através de celite. Apds decantacao a
camada organica foi lavada trés vezes com agua e secada em sulfato de
sodio, depois o dietil éter foi evaporado sob pressao reduzida para fornecer
5,82 g de 4 (43 % de rendimento). O produto bruto obtido como um éleo a-
marelo alaranjado, era puro o suficiente para ser usado sem maior purifica-
¢ao.

MS (ESI), m/e 296.1 (M*).

Hidrocloreto de etil 2-amino-2-fenilbutanoato (5)

HCI . HoN COOEt
H IN HCI
N COOEt —— >
Et,O - THF
4 5

5,8 gde 4 (19,73 mmol), 17,6 mL de THF, 35,17 mL de dietil éter, 44 mL de
agua e 2,64 mL de HCI concentrado foram agitados a temperatura ambiente
por 24h. Solventes foram removidos de uma mistura sob vacuo e a solugéo
aquosa resultante foi lavada duas vezes com dietil éter. Agua foi entdo eva-
porada sob pressao reduzida para originar 3,8 g de 5 como um dleo laranja
(79% de rendimento).

Etil 2-amino-2-fenilbutanoato (6)

HCI « HoN COOEt HoN COOEt
EtzN
— >
Et,O
5 6

O produto cru 5 foi dissolvido em 22 mL de THF anidro e adicio-
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nou-se 2,64 mL de trietil amina. Apés agitagdo por 30 minutos, a mistura foi
filtrada através de celite e o sélido lavado com 100 mL de dietil éter anidro. A
concentracéo dos solventes usando um evaporador rotativo obteve 2,49 g de
6 como um dleo azul (77% de rendimento).

MS (ESI), m/e 208 (M").

Etil 2-Formilamino-2-fenilbutanoato (7)

H2N COOEt
HN COOEt

AcyO

HCOOH

6 7

12,72 mL de acido férmico depois 25,38 mL de anidrido acético foram adi-
cionados gota a gota, sob agitagéo, a 2,49 g (12,03 mmol) de amina 6. Apés
15h a temperatura ambiente, os solventes foram removidos sob pressao re-
duzida originando 3,09 g de 7 como um 6leo verde viscoso (100% de rendi-
mento).
Rf = 0,85 (CHCI3 / MeOH 9,5:0,5)
MS(ESI), m/e 236 (M*).
2-Metilamino-2-fenilbutanol (8)

H

o ?Hs
HN COOEt HN CHoO0H
LiAlH,
—_—-
THF
7 8

Adicionou-se gota a gota a uma suspensdo de 900 mg (23,71
mmol) de hidreto de litio aluminio (LiAIH4s) em 30 mL de THF anidro, 3,09 g
(13,15 mmol) de 7, previamente preparado em 18 ml de THF anidro. Apds
4h sob refluxo, permitiu-se que a mistura de reagéo resfriasse a temperatura
ambiente e uma quantidade adicional de hidreto de litio aluminio (900 mg) foi
introduzida. O refluxo foi mantido por 4 h depois uma solugéo sulfato de

magnésio foi lentamente adicionada a -10°C sob agitacdo vigorosa até a
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formagao de um precipitado. O sdlido foi filtrado e lavado diversas vezes
com THF. O solvente organico foi evaporado sob pressao reduzida até a
obtencao de uma solugédo aquosa. A solugao foi adicionada com 100 mL de
dietil éter e a camada organica foi secada em sulfato de magnésio. A evapo-
racdo do solvente rendeu 1,84 g de 8 como um 6leo amarelo. (78% de ren-
dimento).

MS(ESI), m/e 180.1 (M?).

(2-Metilamino-2-fenilbutil) 3,4,5-trimetoxibenzoato (N-desmetiltrimebutina (9)

o)
Cle ?HS JI\
HN CH20H HN CH,0 R
I.n-BuLi, THF. -78°C
e
2.RCOCI
8 OCHg 9
R= OCHj3
OCHg3

Adicionou-se gota a gota a uma solugdo de 1,84 g de 8 (10,3
mmol) em 28 mL de THF anidro, a -78°C, 4,11 mL de n-BuLi (2,5 mol/L em
hexanos). Apds 15 minutos, adicionou-se uma solugdo de 2,31 g (10,01
mmol) de 3,4,5-cloreto de trimetoxibenzoila em 15,8 mL de THF anidro.
Permitiu-se, entdo, a mistura de reagao amornar a -30°C (ca 1h) e adicio-
nou-se cuidadosamente 19 mL de acido acético. Solventes foram removidos
sob vacuo e 55 mL de dietil éter e adicionou-se 55 mL de adgua ao dleo pre-
viamente obtido. Apds agitacdo até a completa dissolugdo, a mistura resul-
tante foi entdo decantada e a camada aquosa alcalinizou completamente
com Na,COj3; sdlido e foi re-extraida com dietil éter. As camadas organicas
foram lavadas duas vezes com uma solugdo aquosa saturada de carbonato
de sédio e com salmoura e depois lavadas com sulfato de sédio. O dietil éter
foi evaporado sob vacuo e o éster 9 foi purificado por cromatografia em co-
luna de silica gel (acetato de etila/ n-hexano, 7,3) para produzir 1,4 g de N-
desmetiltrimebutina pura 9 (49% de rendimento) como um dleo amarelo cla-
ro. MS(ESI), m/e 374,1 (M*).
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'H NMR (CDCls): & 0,72 (t, 3H), 1,7 (s, 1H, NH), 1,75-1,9 (m, 2H), 2,6 (s,
3H), 3,76 (s, 6H), 3,80 (s, 3H), 4,50 (dd, 2H), 7,07-7.44 (m, 7H).

3C NMR (DMSO-de): & 7,4, 28,5, 28,6, 55,9, 60,1, 61,1, 66,3, 100,5, 126,5,
127,0, 129,3, 128,0, 142,0, 142,5, 152,7, 165,6.
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Exemplo 7
Sintese de cisteinil-nitroargininato de N-desmetiltrimebutina (Vi)
VII
HoN
SH
HoN /o) BocH S—Trt —OtBu
4
OtBu (o] NH
N—NO.
HN—ci’ 2 DCC/HOBt Bo C—NH C/O
NH, |
HN\ /N\ OH

H,CO, C

?H;CH |
H,CO COOCH,- @ NHz b
HaCO HN~Gh,

CH,CHg

HaCO COOCHZ-T—Q H,O/EtOH
H2N+\
H3CO 0 CHg
o NO,
/
HS NH N\
P )
HoN e} NH

Sintese de dcido 2-(2-amino-3-mercapto-propionilamino)-5-nitroguanidino-
pentandico (b)

A uma solugdo de Boc-Cys(Trt)-OH (3,0 mmol) em 50 mL de
dimetilformamida, adicionou-se hidroxibenzotriazola (3,3 mmol) e DCC (3,3
mmol) com agitagdo a 0° C por 1 h. A mistura de reacéo, adicionou-se H-
Arg(NO,)-OtBu (3,0 mmol) e agitou-se mecanicamente por3ha0°Ce 24 h
a temperatura ambiente. Depois da filtragao, o filtrado foi evaporado sob
pressao reduzida para remover o solvente. O residuo oleoso assim obtido foi
dissolvido em acetate de etila; a camada orgénica layer lavada com salmou-
ra, secada sobre MgSQ, anidro, filtrada e o solvente foi evaporado. O produ-
to intermediario cru a foi tratado com uma solucao de acido trifluoracético em
diclorometano (40% TFA em DCM). Apés 1 h o solvente foi removido para
obter H-Cys-Arg(NO,)-OH =i TFA como um residuo crd, o qual foi precipitado
com dietil éter; o sélido obtido foi dissolvido em dgua e 1N NaOH foi adicio-
nado vagarosamente para obter acido 2-(2-amino-3-mercapto-
propionilamino)-5-nitroguanidino-pentandico (b) como um sélido branco, o

qual foi recuperado por filtragao.
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Sintese de cysteinil - nitroargininato de N-desmetiltrimebutina (Vi)

A uma mistura de acido 2-(2-amino-3-mercapto-propionilamino)-
5-nitroguanidino-pentandico (b; 0,1 mol) e N-desmetiltrimebutina (0,1 mol),
adicionou-se agua (200 mL) e alcool etilico (20 mL) e a suspensao resultante
foi agitada a temperatura ambiente até tornar-se clara. A solucao foi entao
congelada e liofilizada para fornecer o sal desejado (rendimento quantitati-
vO).

Exemplo 8

Preparagdo de acido 3,4,5-trimetoxibenzoico 2-(metilamino)-2-fenilbutil éster

4-tiocarbamoil benzoato (N-desmetiltrimebutina tiocarbamoilbenzoato (Vi)
Vil

HOOC HsCQ
CH,C
NH;, é
HsCQ H,00 COOCH,-
CHCH;, +

é s ) HgN\
H,00 COOCH,- HaCO CHs
' H,O/EtOH/ACN
ANH o
HLCO HC

NH;

|

Uma mistura de acido 4-(tiocarbamoil) benzdico (0,1 mol) e
desmetiltrimebutina (0,1 mol) foi dissolvida em alcool etilico (20 mL) e aceto-
nitrila (20mL), entdo adicionou-se agua (200mL) e a suspensao resultante foi
agitada a temperatura ambiente até tornar-se clara. Entao a solugao foi con-
gelada e liofilizada para fornecer o sal desejado (rendimento quantitativo).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): [ 0,72 (t, 3H), 1,70-1,80 (m, 4H),
1,80-1,90 (m, 2H), 2,08 (s, 3H), 2,90-3,40 (m, 2H), 3,69 (s, 9H), 3,95 (m, 1H),
4,41 (dd, 2H), 7,07 (s, 2H), 7,22 (t, 1H), 7,33 (t, 2H), 7,52 (d, 2H) 7,93 (dd,
4H), 9,63 (bs, 1H, NH), 10,02 (bs, 1H, NH).

8C-NMR (400 MHz, DMSO-ds): C 9,07, 28,7, 56,5, 60,5, 64,6,
65,8, 107,2, 125,5, 127,2, 128,2, 128,6, 129,5, 129,4, 132,5, 141,9, 1424,
148,5, 153,5, 154,7, 165,7, 169,4, 172,5, 188,6.
p.f. 65-67°C (dec.)
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Exemplo 9

Sintese de ADT- nitroargininato de N-desmetiltrimebutina (IX)

Q
»—ci
S OQNOO o o
o / he
—S DMAP 0
s ON =
a

S—¢
o)
HO! HN—NO,
. NH NH«
OaN COO1Bu NH NH
NH™ TNH
S o}
DMAP  NH;
/ (o]
b
2. TFA S
H CO
3 CH,CHj
H3CO COOCH,-C
NHCH;
HgCO
H,O/EtOH
H3CO
CH,CHg
H3CO COOCH,-C
+NH,CHy
HaCO
N o)
o HN—NO,
NH~<
N NH
—S o
/ (0]
s IX

Sintese de dcido carbdnico 4-nitro-fenil éster 4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-
fenil éster (a)

A uma suspensio agitada de ADT-OH (1,04 mmol) em CH.CI>
(10 ml) adicionou-se 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 1,16 mmol) e 4-nitrofenil
cloroformato (1,15 mmol). A mistura de reagéo foi agitada por 10 h a tempe-
ratura ambiente. Cromatografia de filme fino indicou que a formagéao do pro-
duto desejado se completou. O solvente foi removido e o residuo foi tratado

com dietil éter; o produto a foi recuperado por filtragdo e usado sem purifica-
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¢ao posterior (rendimento 81%).
Sintese de dcido 5-nitroguanidino-2-[4-(5-tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-
fenoxicarbonil-amino]-pentandico (b)

A solucéo de a (1,04 mmol) em 50 mL de CH.Cl, adicionou-se 4-
dimetilaminopiridina (1,16 mmol) e H-Arg(NO,)-OtBu (1,02 mmol) e a solu-
cdo foi agitada por 20 h a temperatura ambiente. Entdo, a mistura de reagao
foi diluida com CHxCl,, lavada com sal. NaHCO3; e NaCl saturado, e secada

sobre MgSQ,. O produto intermediario cru foi tratado com uma solugéo de
acido trifluoracético em diclorometano (40% TFA em DCM). Apds 1 h o sol-
vente foi removido para obter o produto b como um residuo cru, o qual foi
precipitado com dietil éter; o sdlido obtido foi dissolvido em agua e 1N NaOH
foi adicionado vagarosamente para obter acido 5-nitroguanidino-2-[4-(5-
tioxo-5H-[1,2]ditiol-3-il)-fendxicarbonil-amino]-pentandico (b) como um sélido
branco, o qual foi recuperado por filtragao.

Sintese de ADT-nitroargininato de N-desmetiltrimebutina (1X)

A uma mistura de acido 5-nitroguanidina-2-[4-(5-tioxo-5H-
[1,2]ditiol-3-il)-fenoxicarbonil-amino]-pentandico (b; 0,1 mol) e N-
desmetiltrimebutina (0,1 mol), adicionou-se dgua (200 mL) e alcool etilico (20
mL) e a suspenséo resultante foi agitada a temperatura ambiente até tornar-
se clara. Entdo a solugdo foi congelada e liofilizada para fornecer o sal dese-
jado (rendimento quantitativo).

Exemplo 10
Sintese de nitro-argininato de N-desmetiltrimebutina p-hidroxitiobenzamida
(X)

X
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Sintese de dcido carbénico 4-nitro-fenil éster 4-tiocarbamoil-fenil éster (a)

A uma suspensio agitada de p-hidroxitiobenzamida (1,04 mmol)
em CHCl, (10 ml) adicionou-se 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 1,16 mmol) e
4-nitrofenil cloroformato (1,15 mmol). A mistura de reagao foi agitada por 10
h a temperatura ambiente. Cromatografia de filme fino indicou que a forma-
¢do do produto desejado se completou. O solvente foi removido e o residuo
foi tratado com dietil éter; o produto a foi recuperado por filtragcdo e usado
sem purificagao posterior (rendimento 81%).

Sintese de 4dcido 5-nitroguanidina-2-(4-tiocarbamoil-fendxicarbonilamino)-
pentanoico (b)

A solugdo de a (1,04 mmol) em 50 mL de CH.Cl, adicionou-se 4-
dimetilaminopiridina (1,16 mmol) e H-Arg(NO;)-OtBu (1,02 mmol) e a solu-
cao foi agitada por 20 h a temperatura ambiente. Entao, a mistura de reagao
foi diluida com CH.ClI,, lavada com NaHCO; saturado e NaCl saturado, e se-
cada sobre MgSQ,. O produto intermediario cru foi tratado com uma solugao
de acido trifluoracético em diclorometano (40% TFA em DCM). Apés 1 h o
solvente foi removido para obter produto b como um residuo cru, o qual foi
precipitado com dietil éter; o sélido obtido foi dissolvido em agua e NaOH 1N
foi adicionado vagarosamente para obter acido 5-nitroguanidino-2-(4-
tiocarbamoil-fendxicarbonilamino)-pentandico (b) como um sdlido branco, o
qual foi recuperado por filtragao.

Sintese de p-hidroxitiobenzamida-nitroargininato de N-desmetiltrimebutina
(X)

A uma mistura de acido 5-nitroguanidino-2-(4-tiocarbamoil-
fendxicarbonilamino)-pentandico (b; 0,1 mol) e N-desmetiltrimebutina (0,1
mol), adicionou-se agua (200 mL) e alcool etilico (20 mL) e a suspenséo re-
sultante foi agitada a temperatura ambiente até tornar-se clara. Entao a so-
lugdo foi congelada e liofilizada para fornecer o sal desejado (rendimento
quantitativo).

Teste dos Compostos

Exemplo 11
Comparagdo dos Efeitos do Sal I, Trimebutina Nitroargininato, versus Trime-
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butina individualmente e Nitroarginina individualmente em um modelo de
Rato de percepgao de dor visceral

Um modelo de rato de percepgdo de dor visceral, um modelo
pré-clinico de sindrome do intestino irritavel, foi usado no exemplo seguinte.
Ratos (macho, Wistar, 200-250 g, obtidos de Charles River, Monza, ltélia,
foram alojados em gaiolas plasticas e mantidos sob condigdes controladas
com um ciclo de 12-horas claro/escuro com luzes acesas a partir de 07:00 h.
Agua da torneira e padrao de laboratério Chow foram disponibilizados livre-
mente. Antes das experiéncias, os ratos foram individualmente treinados
durante 2-3 horas por dia em uma gaiola de plexiglas por 2-3 dias. Isso pos-
sibilitou que eles se adaptassem ao ambiente de movimento restrito. Alimen-
tacao foi suspensa por 12 horas antes da execugado da gravagao da disten-
sdo colo-retal (CRD). Experiéncias foram executadas em ratos acordados e
foram conduzidos de uma maneira cega, visto que o observador nao tinha
conhecimento da identidade da droga administrada a cada animal.

No dia do teste, ratos foram sedados com inalagéo de éter e um
balao de latex com 2 cm de comprimento foi inserido intra-retalmente 2 cm
do bordo anal e fixados na base da cauda. O balao foi conectado através de
uma canula de parede dupla a um transdutor de pressdo para monitorar con-
tinuamente a pressao retal por computador (PowerLab PC, A.D. Instruments,
Milford, MA, USA) e a uma seringa para inflar/desinflar o baldo. Os ratos fo-
ram entdo alojados em uma pequena gaiola (20 x 8 x 8 cm) em uma plata-
forma elevada de Plexiglas™ e acordados e adaptados por 1 hora. Apés
recuperacdo da sedagdo, os animais foram submetidos ao procedimento
CRD e respostas comportamentais foram testadas. Na noite anterior aos
experimentos, os baldoes foram inflados e deixados assim por toda a noite,
de forma que o latex se esticou e os baldes se tornaram complacentes.

CRD de 20 segundos, executados a cada 5 minutos, foram apli-
cados em incrementos de 0,4 ml comegando de 0,4 ml até 1,6 ml de agua.
Para atingir uma medi¢do acurada dos parametros e percepgao coldnicos,
as distensdes foram repetidas duas vezes para cada intensidade e tirou-se a

média dos dados para cada animal para andlise. Cada animal foi submetido
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a um duplo conjunto de CRD. Vinte minutos apds a primeira sequéncia de
CRD (0,4 mL-1,6 ml de agua), medicamentos foram administrados intraperi-
tonealmente (i.p.) e um segundo conjunto de CRD foi executado. Respostas
comportamentais durante o primeiro € o segundo conjunto de CRD foram
avaliados e comparados.

A resposta comportamental ao CRD foi avaliada através da me-
dicado do reflexo de retirada abdominal (abdominal withdrawal reflex) (AWR)
usando um escore semi-quantitativo (1). O AWR é um reflexo motor involun-
tario similar ao reflexo visceromotor, mas ele tem a grande vantagem de
que, ao contrario deste ultimo, ele nao requer cirurgia abdominal para im-
plantar eletrodos de gravagao e fios na parede do musculo abdominal, que
poderia causar uma sensibilizagdo adicional (ver Ness, T.J. and Gebhart,
G.F. (1990) Pain 41:167-234, incorporada aqui por referéncia).

A medicao do AWR consistiu de observagao visual da resposta
do animal a um CRD graduado por um observador cego e atribuicao de um
escore AWR de acordo com a escala comportamental conforme descrita
previamente em Al-Chaer, E.D. et al. (2000) Gastroenterology 19: 1276-85,
incorporada aqui por referéncia, em que o grau O corresponde a nenhuma
resposta comportamental a CRD, grau 1 corresponde a movimento breve da
cabe¢a no momento do estimulo, seguido por imobilidade, grau 2 corres-
ponde a uma leve contragdo dos musculos abdominais embora os ratos nao
levantem o abdémen fora da plataforma, grau 3 corresponde a uma contra-
¢ao forte dos musculos abdominais com a elevagao do abdome para fora da
plataforma, e grau 4 corresponde a uma severa contracdo do musculo ab-
dominal manifestada por arqueamento do corpo e a elevagao do abdome e
das estruturas pélvicas e escroto.

Os efeitos de maleato de trimebutina, nitroarginina e nitroargini-
nato de trimebutina sobre a complacéncia e sensibilidade coldnica foram
determinadas usando um total de 15 ratos em jejum. Para investigar se a
administracao de maleato de trimebutina, nitroarginina e nitroargininato de
trimebutina poderiam reduzir a dor induzida por CRD, apds a primeira se-
quéncia de CRD (tratado com veiculo), 5 ratos foram tratados com maleato
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de trimebutina a uma dose de 10 mg/kg i.p., nitroarginina a uma dose de 6
mg/kg ou nitroargininato de trimebutina a uma dose de 16 mg/kg i.p., apés o
que um segundo conjunto de CRD foi repetido. Os resultados desses expe-
rimentos sao mostrados nas figuras 1(a), 2(a) e 3(a).

Para determinar o efeito de maleato de trimebutina, nitroarginina
e nitroargininato de trimebutina sobre o musculo liso coldnico, a complacén-
cia do colo-reto durante CRD foi obtida do volume e pressao intracolo-retais
e expressos como mb/mmHg. Esses resultados sdo mostrados nas figuras
1(b), 2(b) e 3(b).

Para determinar o papel do NO nos efeitos analgésicos viscerais
de nitroargininato de trimebutina, experiéncias foram executadas nas quais
ratos foram pré-tratados 10 minutos antes da administragao do nitroarginina-
to de trimebutina (16 mg/kg i.p.) ou veiculo com azul de metileno (1 mg/kg
i.p.), L-NAME (25 mg/kg i.v.) ou veiculo. Os resultados sdo mostrados nas
figuras 4(a) e 4(b).

Todos os dados sdo apresentados como a média L. SEM (desvio
padrao), com tamanhos de amostra de 5 ratos/grupo; a comparag¢ao estatis-
tica dos dados foi executada por um teste emparelhado t de Student. Uma
probabilidade associada (p- valor) de menos do que 5% foi considerada sig-
nificativa, conforme indicado por um asterisco.

As figuras 1(a), 2(a) e 3(a) mostram que nitroargininato de trime-
butina é mais efetivo do que tanto maleato de trimebutina ou nitroarginina
para reduzir dor visceral em resposta a distensao colo-retal. Entretanto, ne-
nhum desses compostos foi particularmente efetivo na redugao da pressao
intra-retal, como mostrado nas figuras 1(b), 2(b) e 3(b). Figuras 4(a) e 4(b)
mostram que os efeitos analgésicos viscerais de nitroargininato de trimebuti-
na sao largamente abolidos por pré-tratamento com um inibidor de sintase
de 6xido nitrico (L-NAME) ou com um inibidor de guanilato ciclase soluvel
(azul de metileno). Esses resultados sugerem que o desprendimento de Oxi-
do nitrico de nitroargininato de trimebutina, e o estimulo de guanilato ciclase
soluvel, contribui significativamente para os efeitos analgésicos viscerais

desse composto.
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Assim, nitroargininato de trimebutina € Gtil no tratamento de dor
abdominal associada com varias condi¢gdes inflamatérias do trato alimentar,
assim como disturbios funcionais gastrointestinais, tal como sindrome do
intestino irritavel, dispepsia, etc., que sdo caracterizadas por nocicepgao vis-
ceral aumentada (com ou sem inflamacao de acompanhamento).

Exemplo 12

Comparacdo dos Efeitos de Sal Ill, Tiocarbamoilbenzoato de Trimebutina,
versus Trimebutina individualmente e Tiocarbamoilbenzoato individualmente,
em um Modelo de Rato de percep¢éo de dor visceral

Experiéncias foram executadas conforme descrito no exemplo
11, exceto pelo fato de que grupos de 5 ratos cada foram tratados com vei-
culo, maleato de trimebutina (10 mg/kg), ou com doses equimolares de tio-
carbamoilbenzoato de trimebutina (sal Ill) ou tiocarbamoilbenzoato apenas.
As figuras 5(a) e 5(b) mostram que tiocarbamoilbenzoato de trimebutina €
mais efetiva do que tanto maleato de trimebutina ou tiocarbamoilbenzoato na
reducdo de dor visceral em resposta a distenséo colo-retal.

Portanto, tiocarbamoilbenzoato de trimebutina é util no tratamen-
to de dor abdominal associada com varias condigdes inflamatorias do trato
alimentar, assim como disturbios functionais gastrointestinais, tal como sin-
drome do intestino irritavel, dispepsia, etc., que sdo caracterizadas por noci-
cepcao visceral aumentada (com ou sem inflamagdo de acompanhamento).
Exemplo 13
Geracdo de H.S por acido 4-(tiocarbamoil) benzdico e 5-(4-amino-fenil)-
[1,2]ditiole-3-tiona

Dois compostos foram testados, 5-(4-amino-fenil)-[1,2]ditiole-3-
tiona (ADT-OH ) e acido 4-(tiocarbamoil) benzoéico (TBZ) quanto a C HzS sob
trés diferentes condigOes para geragdo de H,S. Em particular, concentragoes
de H,S gerado dentro de 1 hora a partir de concentragdes de ADT-OH e TBZ
de 1 mM foram medidas. O desprendimento de H,S foi testado sob trés con-
digbes: (i) quando o composto estava em tampao, (ii) quando o composto
estava em um homogenato de figado, e (iii) quando o composto estava em
um homogenato de figado, junto com um inibidor de sintese de H.S, o qual
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bloqueia a atividade da enzima um inibidor de cistationina-y-liase (PAG. =
DL-propargilglicina; 2 mM). Resultados sdo mostrados na figura 6. Asterisco
(*) indica uma elevagao significativa (p<0.05) versus o grupo correspondente
tratado com veiculo. O alfa (a) representa uma significativa redugdo na sin-

tese de H,S como um resultado de incubagédo na presenca de PAG.



REIVINDICACOES

1. Composto de férmula geral:

AteX:
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HyCO
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b CH.
e e,

e seus estereoisdmeros correspondentes;
e X é um componente de desprendimento de NO, de desprendimento de
H2S, ou de desprendimento combinado de NO e H,S.

10 2. Composto de acordo com a reivindicagéo 1, onde X é selecio-

nado do grupo que consiste de:
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3. Composto de acordo com a reivindicagédo 2, onde o composto
é argininato de trimebutina.

4. Composto de acordo com a reivindicagdo 2, onde o composto
é cisteinil-nitroargininato de trimebutina.

5. Composto de acordo com a reivindicagdo 2, onde o composto
é tiocarbamoil benzoato de trimebutina.

6. Composto de acordo com a reivindicagao 2, onde o composto
é 5-fenil-1,2-ditiona-3-tiona-nitroargininato de trimebutina.

7. Composto de acordo com a reivindicacdo 2, onde o composto
€ p-hidroxi tiobenzamida-nitroargininato de trimebutina.

8. Composto de acordo com a reivindicagao 2, onde o composto
€ nitroargininato de N-desmetil trimebutina.

9. Composto de acordo com a reivindicacao 2, onde o composto
¢é cisteinil-nitroargininato de N-desmetil trimebutina.

10. Composto de acordo com a reivindicagdo 2, onde o compos-
to é tiocarbamoil benzoato de N-desmetil trimebutina.

11. Composto de acordo com a reivindicagdo 2, onde o compos-
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to é 5-fenil-1,2-ditiona-3-tiona nitroargininato de N-desmetil trimebutina.

12. Composto de acordo com a reivindicagdo 2, onde o compos-
to € p-hidroxi tiobenzamida-nitroargininato de N-desmetil trimebutina.

13. Composicao farmacéutica compreendendo um composto de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10 e um excipiente ou car-
reador farmaceuticamente aceitavel.

14. Método para tratamento de dor visceral em um individuo com
necessidade de um tal tratamento, compreendendo a administragdo ao indi-
viduo de uma quantidade suficiente para aliviar a dor de um composto de
acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a 10.

15. Método de acordo com a reivindicagdo 14, onde a dor visce-
ral é dor abdominal.

16. Método de acordo com a reivindicacao 15, onde a dor abdo-
minal é devida a doengas intestinais, tais como doenca inflamatéria do intes-
tino (IBD), sindrome do intestino irritavel (IBS), gastroparese diabética, e
dispepsia.

17. Composto contendo a férmula geral nitroarginina-R, onde R
€ um componente de desprendimento de H2S, para a preparacgio de sais de
trimebutina e N-monodesmetil trimebutina.

18. Composto de acordo com a reivindicagdo 17, onde R é sele-
cionado do grupo que consiste de 5-p-hidroxifenil-1,2-ditiona-3-tiona, cistei-
na, e acido 4-(tiocarbamoil) benzdico.

19. Emprego de um composto de acordo com as reivindicacoes
1-10 para a preparagdo de um medicamento para o tratamento de dor visce-
ral em um individuo com necessidade de tal tratamento.

20. Emprego de acordo com a reivindicagdo 19, onde a dor vis-
ceral é dor abdominal.

21. Emprego de acordo com a reivindicagdo 20, onde a dor ab-
dominal é devida a doengas intestinais tais como doenga inflamatdria do in-
testino (IBD), sindrome do intestino irritavel (IBS), gastroparese diabética, e

dispepsia.
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RESUMO
Patente de Invencédo: "SAIS DE TRIMEBUTINA E N-DESMETIL TRIMEBU-
TINA".

A presente invengado refere-se ao fornecimento de sais excep-
cionais de trimebutina e N-desmetil trimebutina, e seus estereocisdmeros cor-
respondentes, contendo propriedades analgésicas aperfeigcoadas uteis no
tratamento de dor visceral. Os sais da presente invencéo sao particularmen-
te uteis no tratamento de condi¢gdes caracterizadas por dor abdominal, tais
como doenca inflamatéria do intestino (IBD) e sindrome do intestino irritavel
(IBS), gastroparese diabética, e dispepsia.
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