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RESUMO

“COMPOSIGAO ANTI-INFLAMATORIA”

A  dinvencdao refere-se a 3-(2',2'-dimetilpropanoilamino)-—
tetra-hidropiridin-2-ona e as suas composicdes farmacéuticas e a
sua utilizacdo para preparar um medicamento destinado a prevenir

ou tratar disturbios inflamatdrios.



DESCRICAO

“COMPOSIGAO ANTI-INFLAMATORIA”

A  dinvencdao refere-se a 3-(2',2'-dimetilpropanocilamino)-
tetra-hidropiridin-2-ona e as suas composicdes farmacéuticas e
sua utilizacdo para preparar um medicamento destinado a prevenir

ou tratar disturbios inflamatdrios.

A inflamacdo € uma componente importante da defesa
fisioldgica do hospedeiro. No entanto, é cada vez mais claro que
respostas inflamatdérias temporal ou espacialmente inapropriadas
desempenham um papel numa grande gama de doencas, incluindo
aquelas com uma componente de leucdcitos dbbvia (tais como as
doencas auto-imunes, asma ou aterosclerose), mas também em
doencas que nao sao tradicionalmente consideradas como
envolvendo leucédcitos (tais como a osteoporose ou doenca de

Alzheimer) .

As quimiocinas sd&o uma grande familia de moléculas de
sinalizagdao com homologia com a interleucina-8, as quais tém
sido implicadas na regulacdo do transito de leucdcitos em
condicdes fisioldgicas e patoldgicas. Com mais de cingquenta
ligandos e vinte receptores envolvidos na sinalizacao por
quimiocinas, o sistema tem a densidade de informagdo necessaria
para abordar os leucdcitos através dos processos reguladores
imunoldégicos complexos da medula &ssea, para a periferia, em
seguida de regresso através dos o6rgdos linfdides secunddrios. No
entanto, esta complexidade do sistema de quimiocinas tem, em

principio, impedido abordagens farmacoldgicas para modular as



respostas inflamatdérias através do bloqueio do receptor de
gquimiocinas. Tem-se revelado dificil determinar que receptor(es)
de quimiocinas deve(m) ser inibido(s) para produzir beneficio

terapéutico numa dada doenca inflamatéria.

Mais recentemente foi descrita uma familia de agentes que
bloqueia simultaneamente a sinalizacdao por uma grande gama de
quimiocinas: Reckless et al., Biochem J. (1999) 340:803-811.
Determinou-se que o primeiro desses agentes, um péptido
designado "Péptido 3", inibe a migracgcdo de leucdcitos induzida
por 5 quimiocinas diferentes, deixando a migragdo inalterada em
resposta a outros quimiotédcticos (tais como fMLP ou TGF-beta).
Este péptido e o0s seus andlogos, tal como NR58-3.14.3 (i. e.
Sequéncia ID N° 1 ¢ (DCys-DGln-DIle-DTrp-DLys-DGln-DLys-DPro-—
DAsp-DLeu-DCys)-NH;), sao colectivamente designados "Inibidores
de Quimiocina de Largo Espectro"™ (BSCI). Grainger et al.,
Biochem. Pharm. 65 (2003) 1027-1034 demonstraram posteriormente
que os BSCI tém actividade anti-inflamatdria util potencialmente
numa gama de modelos animais de doencas. Curiosamente, o
blogqueio simulténeo de multiplas quimiocinas nao esta
manifestamente associado a toxicidade aguda ou crdnica,
sugerindo que esta abordagem pode ser uma estratégia Gtil para
desenvolver novas medicagdes anti-inflamatérias com beneficios
semelhantes aos esterdides mas com efeitos secundarios

reduzidos.

No entanto, os péptidos e derivados peptdides, tal como o
NR58-3.14.3, podem naoc ser Optimos para utilizacdo in vivo.
Estes sdo bastante dispendiosos de sintetizar e tém propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas relativamente desfavoraveis.

Por exemplo, o NR58-3.14.3 nao é biodisponivel por via oral e é



eliminado do plasma sanguineo com um periodo de semi-vida

inferior a 30 minutos apdés injecgdao intravenosa.

Duas estratégias paralelas tém sido adoptadas para
identificar novas preparacdes qgque retém as propriedades anti-
inflamatérias do péptido 3 e NR58-3.14.3, mas tém melhores
caracteristicas para utilizacdo como farmacéuticos. Em primeiro
lugar foli desenvolvida uma série de andlogos de péptidos, alguns
dos quais tém semi-vidas no plasma mais longas do gque o
NR58-3.14.3 e qgue sao consideravelmente mais baratos de
sintetizar. Em segundo lugar foil realizada uma andlise da
actividade estrutural: dos péptidos para identificar
farmacdéforos de modo a propor estruturas nao peptidicas pequenas

gue possam reter as propriedades benéficas do péptido original.

Esta segunda abordagem produziu varias séries de compostos
estruturalmente distintos que retinham as propriedades
anti-inflamatdérias dos péptidos, incluindo os derivados 16—-amino
e l6-aminocalquilo do alcaldéide ioimbina, bem como uma gama de

3-aminoglutarimidas N-substituidas. (Referéncia: Fox et al., J

Med Chem 45(2002) 360-370; documentos WO 99/12968 e
WO 00/42071). Todos estes compostos sdo inibidores de quimiocina
de largo espectro que retém selectividade sobre os

quimiotdcticos nao quimiocinas e foi demonstrado gque varios

deles blogqueiam a inflamag¢ao aguda in vivo.

0O mais potente e selectivo destes compostos fol a
(S)-3-(undec-10-enoil)-aminoglutarimida (NR58,4), a qual inibiu
a migracdo induzida por quimiocinas in vitro com uma EDs, de
5 nM. No entanto, estudos adicionais revelaram gque o anel de
aminoglutarimida era susceptivel a abertura enzimatica de anel

no soro. Consequentemente, para algumas aplicagdes (por exemplo,



nos casos em que a inflamacdo sob tratamento €& crdnica, tal como
nas doencas auto-imunes) estes compostos podem nao ter
propriedades ¢éptimas e um composto mais estavel com propriedades

anti-inflamatérias semelhantes pode ser melhor.

Como uma abordagem para identificar tais andlogos estéaveis,
varios derivados de (S)-3-(undec-10-enoil)-aminoglutarimida
foram testados quanto a sua estabilidade no soro. Um desses
derivados, 0 anadlogo 6-desoxo (S)-3-(undec-10-enoil)-tetra-
hidropiridin-2-ona, ¢é completamente estdvel no soro humano
durante pelo menos 7 dias a 37 °C, mas tem uma poténcia
consideravelmente reduzida em comparacgao com a molécula

parental.

Uma tal familia de inibidores de quimiocina de largo
espectro (BSCI) estdveis sdo as 3-amino-caprolactamas, com um
anel de monolactama de sete membros (ver, por exemplo, 0S
documentos WO02005/053702 e W02006/016152). No entanto, outros
compostos anti-inflamatdérios uteis tém sido também produzidos a
partir de outras 3-aminolactamas com tamanho de anel diferente
(ver, por exemplo, o) documento W02006/134385) . Outras
modificacdes ao anel de lactama, incluindo a introducao de
heterocdtomos e sistemas de anéis de Dbiciclolactama, produzem
também compostos com actividade BSCI (ver, por exemplo, 0S8

documentos W02006/018609 e W0O2006/085096) .

Até a data, a identificacdo de classes gerais de agentes
com actividade BSCI e, por isso, com propriedades
anti-inflamatérias in vivo, tem-se baseado na optimizacdo da
poténcia da actividade BSCI. Por exemplo, divulgacgdes anteriores
ensinaram que a introducdo de dissubstituic¢do-2,2 (no &tomo de

carbono alfa ou ki na cadeia lateral acilo de



acil-3-aminolactamas) leva a um aumento considerdvel da poténcia
como um BSCI, in vitro e in vivo em modelos de inflamacao aguda,
gquer o grupo acilo 2,2-dissubstituido fosse de cadeia aberta
(ver documento wW02005/053702), monociclico (ver documento

W02006/134384) ou policiclico (ver documento W02006/016152).

No entanto, a poténcia do efeito farmacoldégico desejado é
apenas um factor para determinar se um agente produzird um
farmaco humano util, se bem gque seja um factor importante. Em
particular, a farmacocinética (ou disposicdo do agente dentro do
corpo) tem um efeito importante na utilidade de um agente
particular. A farmacocinética (definida no seu sentido mais
lato, como o estudo dos efeitos do corpo no farmaco, em
contraste com a farmacodindmica, a qual é o estudo dos efeitos
do farmaco no corpo) depende de um grande numero de pProcessos
fisioldgicos complexos, incluindo (mas nado estando limitados a)
absorcao, estabilidade no plasma, volume de distribuicdo (e, em
particular, a velocidade de equilibrio para os tecidos *“alvo”),
transformagdo metabdélica (incluindo metabolismo hepdtico, tal
como oxidagdo mediada pela isocenzima do citocromo P450 e
metabolismo de fase 11, tais como sulfatacdao e glucuronidacéao, e
metabolismo extra-hepdtico, tais como modificacdo enzimdtica no
sSoro) e excregao (tais como eliminacdo renal na urina e
eliminacao fecal). Frequentemente, estes processos sao muitas
vezes referidos colectivamente como as propriedades “ADME” do
agente (sendo ADME um acrdénimo para Absorcao, Distribuicgao,

Metabolismo e Excrecgao).

Outro factor importante para determinar a utilidade de um
agente como um féarmaco humano €é a seguranga. Muitos, se néo
todos, o0s compostos administrados desencadeiam efeitos multiplos

no corpo dos dquals os efeitos farmacoldgicos desejaveis séo



geralmente apenas um subconjunto. Os restantes efeitos podem
resultar em dano (efeitos todxicos) ou incdémodo (efeitos
secunddrios) para o doente. 0O estudo dessas propriedades dos
agentes farmacéuticos candidatos ¢é chamado toxicologia ou
farmacologia de seguranca. O0s efeitos indesejados podem ser
geralmente classificados em dois tipos. Os efeitos da classe
estdo intimamente ligados a accdo farmacoldgica desejada e (numa
extensdo maior ou menor) sdo uma consequéncia inevitavel da
manipulagdo do alvo molecular escolhido. Por exemplo, o0s agentes
concebidos para prevenir a inflamacdo patoldgica podem resultar,
num determinado grau, em imunossupressdo e um maior risco de
infecgcdo. 1Isto é porque o dano tecidular inflamatdério e a
infeccdo estdao ambos inextrincavelmente 1ligados ao grau de
actividade do sistema imunitdrio. Como uma consequéncia, todas
as moléculas que partilham um alvo farmacoldgico idéntico
partilhardo, numa extensao maior ou menor, os efeitos da classe.
Em contraste, os efeitos do composto estdo especificamente
associados a uma estrutura de composto particular, geralmente em
consequéncia de uma interaccao (fregquentemente inesperada) com
um alvo distinto do alvo farmacoldégico pretendido. Em principio,
¢ possivel encontrar outra molécula com os mesmos efeitos
farmacoldgicos pretendidos, mas que ¢é completamente desprovida
dos efeitos secunddrios especificos do composto. Alguns efeitos
do composto sao comuns (tal como a interaccdo com hERG, a qual
pode resultar num prolongamento perigoso do intervalo QT durante
o) ritmo cardiaco, resultando em arritmias cardiacas
potencialmente fatais), enquanto outros efeitos do composto

podem ser manifestamente Unicos ao composto particular.

Fundamentalmente, apesar de décadas de experiéncia de
desenvolvimento farmacéutico, continua a nao existir qualquer

método geralmente aceite para prever as propriedades de ADME e



farmacocinéticas de um agente, ou a sua toxicologia e
farmacologia de seguranca. E por esta razdo que a avaliacéo
explicita utilizando, primeiro, sistemas de ensaio in vitro (tal
como linhas de células gque expressam hERG), em seguida em
animais e finalmente em ensaios clinicos de fase I no homem, é
um requisito regulamentar a escala mundial para o)

desenvolvimento de um novo farmaco.

Foram descritos métodos para prever determinados aspectos
de ADME a partir da inspeccdo da estrutura molecular e existem
poucas duvidas de gque um quimico medicinal experiente pode
eliminar, de modo fidedigno, muitas estruturas em Dbases
puramente tedricas. Um exemplo de uma tal "regra de ouro" (pelo
que nao € mais confidvel do que isso) seria as "Regras dos
Cinco" de Lipinsky, com base na observagdo de que a maioria dos
fdrmacos aprovados satisfaz determinados critérios relacionados
com o peso molecular, numero de ligagdes rotativas e polaridade.
Analogamente, ¢é geralmente bem conhecido que as moléculas com
grupos hidréfobos grandes tém maior probabilidade de exibir uma

interaccgao indesejavel com o canal hERG.

Estas linhas de orientacdao gerais, mesmo quando aplicadas
em conjunto, podem ser uteis para eliminar moléculas
inadequadas, mas muitas moléculas muito inadequadas (por varias
razdes) continuariam a passar através da rede. Hoje em dia,
ninguém aprovaria seriamente a selecgcdao de um candidato a
farmaco a partir de uma classe de compostos activos em Dbases
puramente tedricas. Como uma consequéncia, a seleccdo de um
composto particular dentro de uma classe que tem propriedades de
ADME, farmacocinéticas, toxicoldgicas e farmacoldégicas de
seguranc¢a, particularmente vantajosas, requer experimentacao

prdtica considerdvel entre bons candidatos e é uma nova invengao



que nao poderia ser prevista mesmo pelos especialistas na

técnica.

Agqui, a requerente descreve o} novo composto
3-(2',2'-dimetilpropanoilamino) -tetra-hidropiridin-2-ona (I), o

qual nao foi anteriormente divulgado.

ZT

NH

)

Este composto € um membro especifico da classe genérica
lata dos BSCI que foram anteriormente descritos (por exemplo,
ver o documento W02006/134385). No entanto, a requerente
demonstrou agora que apesar de todas as moléculas da classe
terem actividade BSCI, 0s compostos (I) tem propriedades
significativamente superiores para utilizagdo como um farmaco
humano em consequéncia da sua combinacdo de propriedades de
ADME, farmacocinética, toxicologia e farmacologia de seguranca,
quando comparados experimentalmente com outros membros da

classe.

O 4atomo de carbono na posicdo 3 do anel de lactama ¢é
assimétrico e, consequentemente, o8 compostos de acordo com a
presente 1invencao tém, pelo menos, duas formas individuais
possiveis, isto ¢é, as configuracgdes "R" e "S". A presente
invencao abrange as duas formas enantioméricas e todas as
combinac¢des destas formas, incluindo as misturas "RS" racémicas.

Tendo em vista a simplicidade, quando nao for indicada qualquer



configuragcao especifica na  férmula estrutural, deve ser
entendido que sao representadas as duas formas enantioméricas
individuais e as suas misturas. Uma vez dque a 1inversao
enantiomérica nao tem qualgquer efeito nas propriedades—-chave de
ADME responsaveils pela superioridade do composto (e, além disso,
tem apenas um pequeno efeito na poténcia do composto como um
BSCI), ambas as formas enantioméricas, bem como as suas
misturas, representam exemplos especificos gue sdo materialmente

superiores a classe em geral.

De um modo preferido, o composto de férmula (I) de acordo

com esta invencdo serd o composto de férmula (I').

H 0
N@
K NH
0]
@)
0O composto ('), com a configuracao (S) no centro

estereoquimico, ¢é 5-25 vezes mais potente como um BSCI do que o

enantidémero (R).

Sao também proporcionadas composicdes farmacéuticas,
compreendendo, como ingrediente activo, um composto de fdérmula
geral (I) ou (I'), ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel e,
pelo menos, um excipiente e/ou veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

Por sal farmaceuticamente aceitavel entende-se, em

particular, os sais de adicdo de &acidos inorgadnicos, tails como



cloridrato, bromidrato, iodidrato, sulfato, fosfato, difosfato e
nitrato ou de 4&cidos orgadnicos, tais como acetato, maleato,
fumarato, tartarato, succinato, citrato, lactato,
metanossulfonato, p-toluenossulfonato, palmoato e estearato.
Também no &ambito da presente invencdo, encontram-se o0s sais
preparados a partir de bases, tais como hidrdéxido de sdédio ou
potdssio, quando puderem ser utilizados. Para outros exemplos de
sals farmaceuticamente aceitdveis, pode ser feita referéncia a
"Salt selection for basic drugs", Int. J. Pharm. (1986),
33:201-217.

A composicao farmacéutica pode estar na forma de um sdélido,
por exemplo, pds, granulados, comprimidos, cédpsulas de gelatina,
lipossomas ou supositérios. Os suportes soélidos apropriados
podem ser, por exemplo, fosfato de cédlcio, estearato de
magnésio, talco, acgucares, lactose, dextrina, amido, gelatina,
celulose, metilcelulose, carboximetilcelulose sdédica,
polivinilpirrolidina e cera. Outros excipientes e/ou veiculos
farmaceuticamente aceitdveis apropriados serdo conhecidos dos

especialistas na técnica.

As composicdes farmacéuticas de acordo com a invengdo podem
ser também apresentadas na forma liquida, por exemplo, solucgdes,
emulsdes, suspensdes ou xaropes. Os suportes liquidos
apropriados podem ser, por exemplo, 4&gua, solventes organicos,
tais como glicerol ou glicdéis, bem como as suas misturas, em

vadrias proporc¢des, em agua.

A invengao também proporciona a utilizagdo de um composto
de férmula (I) ou ('), ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel, para a preparacdo de um medicamento destinado a

tratar disturbios inflamatdrios.

10



A invencado inclui compostos, composicdes e suas utilizacgdes
como definidos, em que o composto estd na forma hidratada ou

solvatada.

Em comparagdo com a técnica anterior, a melhoria da
presente invengdo assenta na observacgdo inesperada de que a
3-(2',2"'"-dimetilpropanoilamino)-tetra-hidropiridin-2-ona tem
propriedades de ADME superiores em comparagao com as classes
gerais de BSCI de lactama que foram anteriormente descritas
(tais como, por exemplo, o0s Pedidos internacionais supra).
Embora tais compostos fossem descritos como tendo propriedades
farmacodindmicas aceiltdveils (isto é, eles tém um efeito anti-
inflamatério potente in vivo em consequéncia da sua actividade
BSCI) e fosse inferido que tém de possuir farmacocinética
aceitdvel e, por esse motivo, propriedades de ADME, mesmo assim

a avaliacdo directa das propriedades de ADME sugerem gque a 3-

(2',2'-dimetilpropanoilamino)-tetra-hidropiridin-2-ona é, de
modo notdvel e 1nesperadamente, superior (ver o0s exemplos
abaixo) .

Em particular, enquanto estudos de estabilidade in vitro no
SOro anteriores sugeriram que (o] BSCI de lactama eram
consideravelmente melhores do que os BSCI de tipo imida iniciais
(ver, por exemplo, o documento W099/12968), como descrito na
literatura (por exemplo, Fox et al. J. Med. Chem. 2005 48:867-
74), ¢é agora claro gue muitas (ou na verdade a maioria) da
classe de lactamas dos BSCI sao submetidas a metabolismo
indesejado in vivo. A requerente preparou e testou mais de uma
dizia de BSCI da classe de acilaminolactamas e, a excepcdao da
3-(2',2"'-dimetilpropanoilamino)-tetra-hidropiridin-2-ona, todos

0s BSCI da classe de lactamas testados até a data sao submetidos

11



a metabolismo réapido no figado (por hidroxilacdo mediada pelo

citocromo P450 e/ou metabolismo de fase II).

Pelo menos parcialmente, como uma consequéncia do menor
metabolismo in vivo, a eliminacao global de
3-(2',2'-dimetilpropanoilamino)-tetra-hidropiridin-2-ona é
acentuadamente inferior a dos outros BSCI de lactama testados.

Como uma consequéncia, a exposicdao apds uma unica dose oral é

mais do que 10 vezes superior para a
3-(2',2"'"-dimetilpropanocilamino)-tetra-hidropiridin-2-ona. Por
conseguinte, a 3-(2',2"'-dimetilpropancilamino) -tetra-

hidropiridin-2-ona ¢é mais adequada para utilizacdo como um
farmaco humano, em particular nos casos em gue € necessaria
exposicdo oral crdnica para eficédcia, do gque a maioria (se nédo a

totalidade) dos BSCI de lactama anteriormente divulgados.

Os péptidos da técnica anterior (tal como o NR58-3.14.3)
tém as desvantagens de: (a) serem dispendiosos e requererem
sintese em fase sélida (pelo menos, para os maiores) e (b) serem
muito rapidamente eliminados através dos rins e (c) serem
geralmente muito menos potentes (>25 vezes menos potentes

in vitro e >10 000 vezes menos potentes in vivo).

As aminoglutarimidas da técnica anterior sdo baratas, nao
sdao eliminadas rapidamente através dos rins e sao mais potentes
in vitro, MAS sao extremamente instaveis no SOro (em
consequéncia de uma abertura enzimdtica do anel de imida; ver,
por exemplo, Fox et al. J. Med. Chem. 2005 48:867-74). Como uma
consequéncia, o0os BSCI de tipo aminoglutarimida, tal como a
(S)-3-(undec-10-enoilamino)glutarimida, sao pelo menos 250 vezes
menos potentes in vivo do que a 2',2'-dimetilpropanoilamino)-

tetra-hidropiridin-2-ona, mesmo em modelos de inflamacadao aguda

12



(tal como a endotoxemia induzida por LPS acentuada pela producao
sistémica de TNF-o, onde o impacto da estabilidade do composto e

propriedades de ADME é menos evidente).

Outra série de compostos estruturalmente relacionados (mas
funcionalmente muito diferentes) que foi descrita na literatura
sdao o0s compostos autoindutores Dbacterianos que se baseiam
tipicamente em torno da estrutura de homosserinalactona de
6 membros, geralmente com uma cadeia lateral de 3-oxo-acilo (por
exemplo, ver Bycroft et al. documento US 5969158, o qual
reivindica uma gama larga desses compostos). Curiosamente,
embora tais divulgagdes incluam fdérmulas genéricas que abrangem
lactamas, bem como lactonas, poucos, se ¢é qgue algum, dos
compostos exemplificados com propriedades autoindutoras
bacterianas tém grupos cabecgas lactama. Todos esses compostos
(mas, em particular, aqueles com um grupo cabeca lactona e/ou um
grupo cauda 3-oxoacilo) sado conhecidos como sendo relativamente

instdveis, limitando as suas aplicacgdes como medicamentos.

A melhoria aqui descrita, 3-(2',2'-dimetilpropanoilamino)-—
tetra-hidropiridin-2-ona, € pouco dispendiosa de sintetizar (e o
método aqui divulgado permite a sintese directa mesmo a escala
do Kg), e apresenta excelente estabilidade metabdlica nado sé6 em
soro isolado in vitro (uma propriedade partilhada com toda a

classe de lactamas dos BSCI anteriormente divulgados) mas também

in wvivo. Como uma consequéncia, os compostos da presente
invengao encontram-se (entre oS compostos extensivamente
estudados até a data) optimizados de modo Unico para o

tratamento de doengas inflamatdérias no homem em termos de
eficdcia, poténcia e propriedades farmacoldgicas, tais como

ADME, farmacocinética, toxicologia e farmacologia de seguranca.

13



De acordo com esta invencédo, os disturbios inflamatdrios
que se pretende prevenir ou tratar com o0s compostos de
férmula (I) ou (I') ou os seus sals farmaceuticamente aceitdveis
ou composicgdes farmacéuticas ou medicamentos contendo-os como

ingredientes activos incluem de modo notavel:

- doencas auto-imunes, por exemplo tais como esclerose
multipla, artrite reumatdide, lupus, sindrome do

intestino irritdvel, doenca de Crohn;

- disturbios vasculares incluindo acidente vascular
cerebral, doencas corondarias, enfarte do miocéardio,
angina de peito instédvel, aterosclerose ou vasculite,
e. g., sindrome de Behcget, arterite de células
gigantes, polimialgia reumdtica, granulomatose de
Wegener, vasculite do sindrome de Churg-Strauss,

purpura de Henoch-Schdnlein e doenca de Kawasaki;

- infecgdo ou replicacdo viral, e. g. infecg¢des devido a
ou replicacao de virus incluindo virus da variola,
virus do herpes (e. g., Herpesvirus samiri),
citomegalovirus (CMV), virus da hepatite ou lentivirus

(incluindo VIH) ;

- asma e disturbios respiratdrios relacionados tais como

rinite alérgica e COPD;

- osteoporose; (baixa densidade mineral &ssea);

- crescimento de tumores;
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- rejeicdo de transplantes de oOrgdos e/ou funcionamento
retardado de enxerto ou 6rgao, e. g., em doentes com

transplante renal;

- um disturbio caracterizado por um nivel elevado de

TNE - ;

- psoriase;

- feridas da pele e outros disturbios fibrdticos
incluindo cicatrizacao hipertrdfica (formacao de
queldide), formacdes de adesdao apds cirurgia geral ou
ginecolégica, fibrose pulmonar, fibrose hepéatica
(incluindo doenca hepéatica alcodlica) ou fibrose
renal, 1idiopatica ou em consequéncia de uma doenca

subjacente, tal como diabetes (nefropatia diabética);

- disturbios provocados por parasitas intracelulares

tals como maldria ou tuberculose;

- dor neuropatica (tais como dor de membro fantasma pds-—

operatdrio, nevralgia pdbs—herpética, etc.)

- alergias; ou

- doenca de Alzheimer.

De acordo com esta invencao, outros disturbios

inflamatdérios incluem:

- ALS;
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- resposta de memdéria induzida por antigénio

- supressao de resposta imunoldgica.

Estas indicagdes clinicas caem sob a definicdao geral de
disturbios inflamatdérios ou disturbios caracterizados por niveis

elevados de TNFo.

Deve assinalar—-se, para gque nao restem duvidas, gque o
mecanismo primdrio de accdo dos BSCI, incluindo os compostos
aqui reivindicados, € no sistema imunitédrio. Consequentemente,
os efeitos Dbenéficos reivindicados em doencas, tais como
infeccdo e/ou replicagdo viral e crescimento de tumores (estados
que, por si 86, nado sao doencas originariamente do sistema
imunitdrio) resultam dos efeitos consequentes da modulacdo do
sistema imunitdrio na infeccgdo e/ou padrdes de replicacao do
virus, ou no crescimento e disseminacdo do tumor. Uma vez gque 0S
BSCI, incluindo os compostos aqui reivindicados, nao afectam (em
geral) directamente a replicacdo viral ou crescimento de
tumores, esperar—-se—-ia que nao tivessem qualquer efeito de todo
num sistema isolado (por exemplo, numa infeccgdao in vitro de uma
linha de <células cultivada ou num ensaio de proliferacao de
linha de células tumorais) onde estd ausente um sistema
imunitdrio intacto e actuante. Consegquentemente, a informacao
anterior referente aos efeitos de qguaisquer compostos nesses
Sistemas isolados nao pode dar informacao sobre o)

desenvolvimento de BSCI, os quails actuam no sistema imunitéario.
A administracao de um medicamento de acordo com a invencéao

pode ser realizada por via tépica, oral, parentérica, por

injecg¢ao intramuscular, etc.
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A dose de administracdo considerada para um medicamento de
acordo com a invengdo estd compreendida entre 0,1 mg e 10 g

dependendo da formulacdo e via de administracdo utilizadas.
De acordo com a invencdo, os compostos de fdérmula geral (I)

ou (I') podem ser preparados utilizando os processos descritos

daqui em diante.

Preparacdo dos compostos de férmula geral (I) ou (I')

Todos os compostos de fdérmula geral (I) ou (I') podem ser
facilmente preparados de acordo com métodos gerais conhecidos

pelo especialista na técnica.

O composto (I) €& um composto cristalino incolor que pode
ser preparado a partir de ornitina e cloreto de
2,2-dimetilpropionoilo. Para a sintese de (I')
enantiomericamente puro seria utilizada (S)-ornitina. E possivel
um fecho de anel comegcando com ornitina ou o seu éster metilico.
0O aminocdcido pode ser esterificado em metanol seco por geracgéo
in situ de HC1 utilizando cloreto de trimetilsililo.
Alternativamente, o éster isolado pode sofrer fecho de anel, em
quaisquer dos casos utilizando trietilamina. O produto em bruto

pode ser depois acilado apds uma troca de solvente.

0O produto de acilaminolactama (I) tem solubilidade
significativa em &gua e como uma consequéncia, as condicdes de
acilagcao utilizadas para produtos mais hidrdfobos, relacionados
(ver, por exemplo, documento W02006/134385) foram
insatisfatérias. A utilizacao de trés equivalentes de carbonato

de sédio como base resultou na formacao de precipitacéao
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significativa do subproduto hidrogenocarbonato de sdédio, a menos
que fosse utilizada uma grande quantidade de &dgua (>4 mL/mmol de
ornitina). A estas concentrac¢des a extraccao do produto para
diclorometano nao é eficaz. Por conseguinte, 0s trés
equivalentes de carbonato de sédio foram substituidos com 2,5
equivalentes de hidrdéxido de potédssio (os quais neutraliza os
2,5 equivalentes de cloridrato de trietilamina produzidos no
passo de fecho do anel). Com esta Dbase pode wutilizar-se

significativamente menos &agua (menos de 1 mL/mmol de ornitina)

(pH final 8-9). A extraccdo da camada aquosa com AcOEt

(3 X 2 mL/mmol de ornitina) e recristalizacao de AcOEt
(0,5 mL/mmol, quente) e éter de petrdleo 40-60 (5 mL/mmol)
produziram uma primeira colheita com 43% de rendimento (4,25 g a

partir de 50 mmol de ornitina).

Assinale-se que se o pH da camada aquosa for demasiado
baixo durante o processamento, serdao entdo extraidas pegquenas
quantidades de <cloridrato de trietilamina para a camada de
AcOEt. Tentativas para lavar esta solucdo de AcOEt com A&gua
extrairdao quantidades significativas do produto de lactama (I)
juntamente com o <cloridrato de amina. Isto pode ser evitado
aumentando o pH da camada aquosa até 12 (por exemplo, por adicao
de grosseiramente um equivalente de KOH em relacdo ao cloreto de
dcido) antes de ser tentada a extraccdo com AcOEt, em seguida
apenas ¢é extraida trietilamina Dbase livre Jjuntamente com o
produto de lactama (I), a qual pode ser removida mais facilmente

por evaporacgao ou durante a recristalizacéo.

Por conseguinte, ¢é proporcionada a seguinte via sintética

preferida:
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Cl H3N
SSICI Eth H2N JY NH
VeOH KOH H:0

ClHaN CIHN

Monocloridrato de (S)-ornitina (50 mmol) € suspenso em
metanol seco (100 mL) e adicionado cloreto de trimetilsililo
(75 mmol). A reacgao é aquecida a refluxo durante 24 horas. Em
seguida, ¢ adicionada trietilamina (150 mmol) e a reaccao ¢é
aquecida a refluxo durante 48 horas. O metanol ¢é, em seguida
removido sob pressao reduzida (opcionalmente, pode ser
adicionado tolueno nas Ultimas fases para facilitar a remocao) e
o residuo € dissolvido em a&agua (20 mL), com KOH adicionado

(125 mmol) .

A mistura é arrefecida até 0 °C, em seguida, é lentamente
adicionado cloreto de 2,2-dimetilpropionilo (50 mmol) e a
reacgdo agitada durante 18 horas, engquanto é aquecida até a
temperatura ambiente. Em seguida, € adicionado KOH sdélido
(50 mmol) e uma vez dissolvido a reaccdao é extraida com AcOEt (3
X 100 mL). As camadas orgédnicas combinadas sao rapidamente secas
sobre uma combinacdo de Ky;CO; e Na;S0; e reduzidas sob pressao
baixa. O residuo sdélido ¢é depois recristalizado de AcOEt

(25 mL) /éter de ©petrdleo 40-60 (200-250 mL) para dar a

lactama (I'") como um sdédlido cristalino (mais de 50% de
rendimento) .
A identidade e ©pureza (>95%) do produto foi entao

confirmada por espectroscopia de RMN de protao (dH (400 MHz,
cpCls) 6,63 (1H, s 1, NH), 6,01 (1H, s 1, NH), 4,20 (1lH, dt,
J 11, 5,5, CHNH), 3,40-3,31 (2H, m, CH)NH), 2,61 (1H, dg, J 13,
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4,5, CHy), 1,97-1,88 (2H, m, CHp), 1,50 (1H, dddd, J 13, 12, 9,5,

7,5, CHyz), 1,22 (9H, s, 3X CHj).

DEFINICOES

A expressao "cerca de" refere-se a um intervalo em torno do
valor considerado. Como wutilizado neste pedido de patente,
"cerca de X" significa um intervalo desde X menos 10% de X até X
mais 10% de X e, de um modo preferido, um intervalo desde X

menos 5% de X até X mais 5% de X.

A utilizacéo de uma gama numérica nesta descricao
destina-se inequivocamente a incluir no ambito da invencgédo todos
0s numeros inteiros individuais dentro da gama e todas as
combinag¢des de numeros limite superiores e inferiores dentro do
dmbito mais alargado da referida gama. Assim, por exemplo, a
gama de 0,1 mg a 10 g especificada em relacdo (inter alia) a
dose de 3-(2',2'-dimetilpropanoilamino)-tetra-hidropiridin-2-ona
a ser utilizada pretende incluir todas as doses entre 0,1 mg e
10 g e todas as subgamas de cada combinacdo de numeros

superiores e inferiores, explicitamente exemplificado ou néo.

Como aqui utilizado, o termo "compreendendo" ¢é para ser
lido como significando compreendendo e consistindo de.
Consequentemente, quando a invencdo refere-se a uma "composicéo
farmacéutica compreendendo como ingrediente activo" um composto,
esta terminologia destina-se a abranger composicdes nas quais
podem estar ©presentes outros ingredientes activos e também
composicdes que consistem apenas de um ingrediente activo como

definido.
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Salvo indicacdo em contrario, todos os termos técnicos e
cientificos aqui utilizados tém o mesmo significado que aquele
geralmente entendido por um especialista no campo ao dqual
pertence esta invencadao. Analogamente, todas as publicacdes,
pedidos de patente, todas as patentes e todas as outras
referéncias aqui mencionadas sao incorporados por meio de

referéncia (quando legalmente admissivel).

Os exemplos seguintes sado apresentados para ilustrar os
procedimentos acima e nao devem ser considerados, de modo algum,

como limitando o dmbito da invencao.

FIGURAS
A Figura 1 (painéis A a E) mostra 08 graficos
tempo-concentragdo para o0s c¢inco compostos (I') a (V)

testados, apds administracdo de uma unica dose de 3 mg/kg
em CMC a 1% através da via oral a ratos. As trés 1linhas
para cada composto representam réplicas em trés animais. O
eixo dos Y representa a concentracdo em unidades de ng/mL
(0-3000); o eixo dos X representa o tempo em unidades de

minutos (0-480).

A Figura 2 mostra os metabolitos principais identificados
por LC-MS-MS (no modo de varrimento total) em urina
agrupada recolhida ao longo de 24 h de ratos expostos a uma
unica dose oral de cada um dos cinco compostos (I') a (V)
testados, administrada em CMC a 1% a 3 mg/kg. Assinale-se
que foi identificado um metabolito principal do composto
(IV) mas a sua estrutura nao foi elucidada por comparacao

dos padrdes de fragmentacado/rearranjo com o0s publicamente
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disponiveis nas bases de dados Metabolite ID. Embora néao
tivessem sido determinadas as concentracdes dos metabolitos
individuais, eles sdo apresentados por ordem qualitativa de
abunddncia na urina, com a espécie mais abundante na

esquerda de cada fila.

A Figura 3 (painéis A-F) mostra os graficos da corrente
contra o tempo para células que expressam o produto de gene
hERG, quando expostas ao veiculo ou aos cinco
compostos (I') a (V), cada numa experiéncia separada. Em
cada experiéncia, réplicas de células foram expostas ao
composto de controlo positivo, o) qual blogqueia
completamente a corrente transduzida pelo hERG. O eixo dos
Y representa a corrente em unidades de nA; o eixo dos X
representa o tempo em unidades de segundos. O painel G
mostra a corrente de cauda de hERG (a &area sob os graficos
do tempo contra a corrente nos painéis A-F) para réplicas
de células expostas a cada composto ou ao veiculo com 0,1%
de DMSO sozinho (Veic.) ou ao composto de controlo positivo
E-4031 (+ve). 0O eixo dos Y do histograma no painel G
representa a percentagem de inibicdo da corrente de cauda

de hERG relativamente a células nao tratadas.

A Figura 4 mostra uma curva de ligacdao tipica para o
composto (I'). Nesta experiéncia, cada reacgdao recebeu
BN83250 marcado 10 nM (um BSCI de lactama, gque se liga ao
mesmo receptor que o composto (I')), em conjunto com varios
competidores (100 pM-1 pM). A ligagdo especifica total foi
a gquantidade substituida por um grande excesso (100 uM).
Cada barra representa a média de trés determinagdes
repetidas, com os bigodes a representar o SEM. O eixo dos Y

representa as contagens radioactivas ligadas em cada
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experiéncia em unidades de contagens por minuto (cpm). A
linha a tracejado superior representa a ligacdao total nas
condig¢des da experiéncia, enquanto a linha a tracejado
inferior representa a ligacdo nao especifica; a ligacéao
especifica é representada pela distédncia entre as linhas a

tracejado.

A Figura 5 mostra o perfil de reactividade cruzada para
cada um dos cinco compostos (I') a (V) (painel 2A: (II);
B: (III); C: (V); D: (I') e E: (IV)) contra um painel de
75 receptores diferentes que constituem o painel CEREP (ver
texto). Os compostos foram testados a uma unica
concentragao (10 pM) e é indicada a inibigdo da ligacgéo
(eixo dos Y de cada histograma) de um ligando conhecido a
cada dos 75 receptores (portanto -100% representa um
aumento de 2 vezes na ligacao do 1ligando especifico na
presenca do composto de ensaio). Todas as reacgdes foram
realizadas em duplicado e as barras representam a média
(ndo ¢ mostrada a estimativa do erro da repeticdo para
simplificar 0os graficos). Apenas uma inibicéao (ou
estimulacdo) de 50% ou mais da ligacao (gue representa uma
ED50 inferior a 10 pM para a interaccdo do composto de
ensaio com o receptor particular) foi considerada
estatistica e biologicamente significativa neste ensaio de
seleccdo. Para os cinco compostos aqui testados, apenas uma
interacgao (a do composto (II) com o receptor NK2, marcada
pela ponta de seta no painel A) foi considerada
potencialmente significativa, embora mesmo esta interaccgéao

seja fraca (ED50 estimada 5-10 pM).

A Figura 6 (painéis A-E) mostra curvas dose-resposta

representativas para a inibicdo da migracado de leucdcitos
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induzida por guimiocina in vitro, para cada um dos cinco
compostos (I') a (V) no ensaio de migracgdo transwell
ChemoTx™, Em cada experiéncia, células THP-1 foram
induzidas a migrar utilizando uma dose maximamente eficaz
da quimiocina MCP-1 na presenca ou auséncia de varias doses
(desde 10 uM a 1 uM) de cada composto. Em cada experiéncia
foi utilizado um controlo de veiculo apropriado. A
percentagem de 1nibigcdo da migracdo induzida por MCP-1
(calculada como o numero de células migradas na presencga de
MCP-1 menos o numero de células migradas sem MCP-1 na
camara inferior) a cada concentracdo de cada composto de
ensaio é mostrada como a média de determinacgdes em
triplicado, com os bigodes a representar o SEM. A ED50 foi
estimada por interpolacdo linear dos graficos apresentados.
O eixo dos Y de cada grafico representa a percentagem de
inibig¢do da migragado induzida por MCP-1; o eixo dos X
representa a concentracdo de composto de ensaio presente em

unidades de nM (0,01-1000).

A Figura 7 mostra curvas dose-resposta representativas para

a inibicdo da produgdo de TNF-o induzida por LPS in vivo

num modelo murideo de endotoxemia subletal. Em cada
experiéncia, grupos de seis ratinhos receberam
pré-tratamento com o0s cinco compostos (painel A: (II);
B: (III); C: (V); D: (I') e E: (IV)) a varias doses,
através da via oral (circulos) ou via subcutanea
(tridngulos). Apdés 30-60 min, os animais foram inoculados

com LPS através da via intraperitoneal e foil preparado soro
a partir de um sangramento terminal 3 horas depois. 0O nivel
de TNF-a no sangue foi medido por ELISA, e o grau de
inibig¢do da produgdao de TNF-a induzida por LPS (calculada

como a concentragdo de TNF-a em ratinhos expostos a LPS
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menos a concentracdo de TNF-a em ratinhos que receberam uma
exposicao simulada a PBS sem endotoxina) é mostrado no eixo
dos Y de cada grafico como a média de seis animais, com os
bigodes a representar os SEM. A concentracao de TNF-a em
ratinhos que receberam LPS mas sem tratamento com BSCI foi
tipicamente de 5000 a 6000 pg/mL em média (em comparacao
com os <10 pg/mL em ratinhos ndo inoculados). A ED50 foi
estimada por interpolacdo linear dos graficos apresentados.
O eixo dos X de cada grafico representa a dose de cada
composto administrada a cada ratinho no grupo em unidades

de mg (1E-07 a 1).

A Figura 8 mostra o efeito do composto (I') na inflamacao
pulmonar numa experiéncia representativa, como avaliado
pelas contagens de células no ligquido BAL num modelo de
asma em roedor. As barras representam as contagens médias
de células, mostradas no eixo dos Y em unidades de 10°
células, para grupos de 5 animais com os Dbigodes a
representar o SEM; *p < 0,01 contra ‘'sensibilizados'
utilizando o teste t de Student desemparelhado assumindo
varidncia igual, bilateral). A linha horizontal representa
0 numero médio de leucdcitos presentes no liquido BAL dos
pulmdées de ratos nao 1inoculados. Todos o0s ratos nos
restantes trés grupos receberam O mesmo regime de
sensibilizacdo e inoculacdo, mas foram tratados com veiculo
sozinho (“Sensibilizados’”) ou com composto (I') a 0,3 mg/kg
de peso corporal ou com montelucaste (“Singulair™”) a 30
mg/kg de peso corporal, todos administrados diariamente por

sonda oral.

A Figura 9 mostra o efeito do composto (I') na polarizacao

de células T auxiliares numa experiéncia representativa,
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como avaliado através de determinacdo por citometria de
fluxo da producao de IFN-y (uma citocina marcadora de Thl)
e IL-4 (uma citocina marcadora de Th2) por esplendcitos
CD4+ num modelo de asma em roedor. As barras representam as
razdes Thl/Th2 médias, mostradas no eixo dos Y, para grupos
de 10 animais, os bigodes representam o SEM; * p < 0,05
contra ratos nao inoculados; t p < 0,05 contra ratos
sensibilizados e inoculados, em ambos os casos utilizando o
teste t de Student desemparelhado assumindo variéncia
igual, Dbilateral). Todos o0s ratos (excepto o grupo de
'ratos BN', o qual nao foi exposto a ovalbumina) receberam

0 mesmo regimen de sensibilizacdo e inoculacao, mas foram

tratados com veiculo sozinho ('Sensibilizados + veiculo'),
ou com composto (I') a 0,3 mg/kg de peso corporal ou com
montelucaste ('Singulair™') a 30 mg/kg de peso corporal,

todos administrados diariamente por sonda oral.

A Figura 10 ¢é um grafico da semi-vida no plasma (em
minutos) contra a exposigdo oral para uma gama de compostos
BSCI diferentes em rato. Em cada caso, a semi-vida foi
estimada utilizando um modelo de um compartimento padrao de
concentracgdes no plasma as 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6 e 8 h
apés uma unica dose Dbolus iv do composto a 1 mg/kg
dissolvido em CMC a 1%, DMSO a 0,9% em soro fisioldgico. A
exposicdo oral (AUCO-t em wunidades de min.ng/mL) foi
calculada apds uma unica dose oral do composto a 3 mg/kg
dissolvido em CMC a 1%, DMSO a 0,9% em soro fisioldgico. O
enantiémero R do composto (I) que €& a inversao do composto
(I') e é identificado como "(R)-(I)" estéd marcado com um

circulo aberto.
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EXEMPLOS

Em cada dos exemplos 1 a 6 seguintes, a (S)-3-(2',2'-
dimetilpropanoilamino)-tetra-hidropiridin-2-ona (composto I')
foi comparada com uma gama de outros BSCI de lactama, o0s guais
foram seleccionados como sendo representativos das varias
subclasses. Por exemplo, a 3—-(adamantano-l-carbonilamino) -
caprolactama (II) foi seleccionada como tipica da subclasse de
BSCI de tipo policicloacil-lactama (tal como aqueles

anteriormente divulgados no documento W02006/016152).

(ID

Analogamente, a 3-(1'"-metilciclo-hexilcarbonilamino) —
caprolactama (III) foi seleccionada como tipica da subclasse de
BSCI de tipo monocicloacil-lactama (tal como aqueles

anteriormente divulgados no documento W02006/134384).

H 0
K NH
0
(1II)
0 composto 3—-(1',1'-dimetiletilsulfonilamino) -

caprolactama (IV) foi seleccionado como tipico da subclasse de
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BSCI com cadeias laterais algquilo simples (nado ciclicas) (tais
como aqueles anteriormente divulgados no documento
W02005/053702), bem como aqueles com um ligante sulfonilamino

(ao contrdrio do ligante de amida de carbono nos restantes

compostos seleccionados).

VaN 7 NH

O composto final seleccionado, a 3-(3'-hidroxiadamantil-1-
carbonilamino)-caprolactama (V) foi tipica dos BSCI com uma
cadeia lateral acilo substituida (quer de estrutura linear

simples, ramificada, mono- ou policiclica).

HO o)

E importante referir que todos estes compostos BSCI (II) a
(V) foram antes especificamente divulgados e todos tém
actividade BSCI potente in vitro (ED50 <1nM para a inibicado da
migragdo de células THP-1 induzida por MCP-1). Todos tém
excelente estabilidade no soro, 1in vitro e, de uma perspectiva

tedrica, sdo todos excelentes candidatos para desenvolvimento
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como farmacos  humanos com propriedades anti-inflamatérias

in vivo.

Todos os compostos acima (I', II, III, IV e V) foram

testados na configuracao (S) no centro estereoquimico lactama.

Exemplo 1 Farmacocinética apdés uma dose uUnica

Os compostos foram administrados como uma dose Unica
(1 mg/kg de peso corporal em DMSO a 5% através da via
intravenosa ou 3 mg/kg em carboximetilcelulose a 1% através da
via oral) a trés ratos adultos (utilizando ratos diferentes para

cada composto e cada via de administracéao).

0 sangue foi entdao amostrado em varios intervalos de tempo
(incluindo imediatamente antes da administracdo da dose) até
24 h apdés a dose e o nivel dos varios compostos foi avaliado
utilizando um ensaio de LC-MS/MS validado. Resumidamente, 3-5 uL
da amostra desproteinizada foram aplicados numa coluna de
cromatografia de fase inversa Waters Atlantis (C 18 20x2,1 mm,
3 um de tamanho de particula) equilibrada em 0,1% de acido
férmico em &dgua :actetonitrilo 95:5. Ao longo de 3,5 minutos o
material ligado foi eluido com um gradiente que atingiu 0,1% de
dcido férmico em Agua :acetonitrilo 5:95, seguido de um
gradiente em degrau de regresso a 0,1% de 4acido férmico em &agua
racetonitrilo 95:5. 0O eluente da coluna foi entdao dirigido para
um espectrdémetro de massa MS/MS API 4000/3200 QTrap Applied
Biosystems, com uma fonte de ides TurboIonspray™ a funcionar no
modo de 1des positivos. A temperatura da interface foi ajustada
para 650 °C, com um tempo de residéncia de 40 ms para cada

transigdo de MRM, monitorizando os seguintes ides:
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Analito Massa Q1 (amu) Massa Q3 (amu)
(I1) 291,14 135,1
(II1) 253,16 97,0
(V) 307,15 151,1
(") 199,15 57,2
(IV) 249,15 129,3
Padrao interno 213,19 57,1

O padrao interno em cada determinacao foi o composto
relacionado (S)-3-(2',2'-dimetilpropanocilamino)-caprolactama, o
qual foi adicionado a amostra antes da desproteinizacdo. O
limite inferior de quantificacdo (LLOQ) para este ensaio foi
2,4 ng/mL para cada composto excepto 0 ("), onde foi

38,1 ng/mL.

Apbés andlise por LC-MS/MS de cada amostra recolhida, a
disposigcao farmacocinética do composto fol modelada utilizando o
software Kinetica, um pacote de software bem conhecido para

estas aplicacdes.

Resultados

Os graficos da concentracao individual contra o tempo para
cada rato tratado com cada composto através da via oral sao
mostrados na Figura 1. E imediatamente ébvio que destes cinco
BSCI de lactama estruturalmente diferentes apenas o (IV), (V) e
(I') conseguem qualgquer exposicdo oral aprecidvel e, que destes,

o (I') é substancialmente melhor do que os outros.
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Os parédmetros de um modelo farmacocinético simples de um
compartimento sdo mostrados na Tavela 1. Em primeiro lugar, isto
demonstra a exposicdao superior conseguida com (I') - quase
20 vezes superior ao melhor composto seguinte, (V). A razao para
esta exposicdo superior (a qual € calculada como a 4&drea sob a
curva da concentracdo contra o tempo, nas unidades de min.ng/mL)
é também evidente: a eliminacdo de (I'), a qual & definida como
o volume tedrico de sangue que € completamente limpo de farmaco
a cada minuto em unidades de mL/min/kg, ¢é mais de 10 vezes

inferior do que para os outros BSCI de lactama.

Tabela 1. Parametros farmacocinéticos para BSCI de lactama

estruturalmente diferentes.

F tl/2 Eliminacgéo Vss Exposigéao

(%) (min) (mL/min/kg) (L/kg) (min.ng/mL)
(T') 69 196 2,6 0,7 939 000
(ITI) <1 16 84 0,8 477
(ITI) 5 11 55 0,6 2,900
(IV) 45 19 32 0,6 41 400
(V) 59 24 * 31 1,4 57 100

A Dbiodisponibilidade oral (F, %), semi-vida dominante no

plasma (t1/2, min), eliminacéo (mL/min/kg), volume de
distribuicao (Vss, L/kg) e exposicao (AUC 0->infinito,
min.ng/mL) de um modelo farmacocinético simples de um

compartimento para cada composto, baseou-se na média para trés
ratos. * 24 min é a semi-vida dominante para (V) representando a
eliminacdo de mais de 95% da dose injectada; o tl/28 mais
pequeno foi 110 min. Em todos os casos a Cmax foil conseguida em

menos de 30 min, coerente com absorcgao dptima.
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A eliminacdo de (II) e (III) aproxima-se do fluxo sanguineo
hepatico do rato, sugerindo fortemente que ambos estes compostos
sdao metabolizados dquase completamente na primeira passagem
através do figado. Analogamente, as eliminacgdes de (IV) e (V)

excederam o fluxo sanguineo renal no rato por algo como

3-4 vezes, sugerindo mais uma vez uma eliminacdo metabdlica
substancial também presumivelmente mediada pelo figado. Em
contraste acentuado, a eliminacdo de (I') a 2,6 mL/min/kg é

menos de metade do fluxo sanguineo renal (tipicamente citado
como 7-9 mL/min/kg), o que sugere eliminacdo metabdélica minima.
Uma vez que (I') é extremamente soluvel em &gua, com um volume
de distribuicdo coerente com equilibrio livre na &gua de todo o
corpo (0,7 L/kg), & provavel que a eliminacdo abaixo do fluxo
sanguineo renal represente a reabsorcdo com &agua no tubulo
distal renal (em vez de, por exemplo, exposicado reduzida ao rim

devido a sequestro nos compartimentos lipéfilos).

Coerente com a eliminagdo muito menor para (I') em
comparagao com o8 outros compostos, (I') tem uma semi-vida no
plasma substancialmente mais longa (mais do gque 3 horas, em
comparagao com menos de meia hora para os outros quatro

compostos) .

Verifica-se qgue nem todos os BSCI tém biodisponibilidade
oral, ainda que todos o0s cinco compostos escolhidos fossem
conhecidos como tendo Dbiocactividade oral nos critérios de
inflamagao aguda. Isto reflecte provavelmente o metabolismo
rédpido mediado pelo figado de (II) e (III), os gquais séo
absorvidos eficientemente mas convertidos na primeira passagem
através do figado em metabolitos que retém alguma actividade

como BSCI (ver exemplo 2).
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Com base nesta andlise farmacocinética, serd o6bvio para os
especialistas na técnica que apesar da estabilidade quimica e
estabilidade in vitro semelhantes em soro isolado para estes
cinco compostos, bem como das suas propriedades previstas
semelhantes em termos tedricos, todavia (I') € acentuadamente
superior a todos o0s outros. Em particular, a eliminacdo do
composto € muito menor, reflectindo provavelmente uma menor
propensao para o metabolismo mediado pelo figado, resultando
numa semi-vida no plasma 10 vezes mais longa e quase 20 vezes
melhor exposicdao oral do que o melhor composto seguinte

examinado.

Numa experiéncia separada, (I') foi comparado com o segundo
melhor composto (V) quanto aos parédmetros farmacocinéticos numa
espécie diferente (ndo roedora), © cado. Foram administradas
doses tUnicas (1 mg/kg em DMSO a 5% por via intravenosa ou
3 mg/kg em CMC a 1% per se) a um uUnico cado para cada composto
numa concepgao cruzada simples com 1 semana de intervalo entre

as duas vias de administracao.

Os resultados sao mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Comparagdo dos parametros farmacocinéticos para

as duas melhores lactamas

PK Intravenosa (1 mg/kg)

Composto Espécie Semi-vida Eliminacéo Vss (L/kg)
(min) (mL/min/kqg)
(V) Rato 24 33 0,8
cao 66 7,4 0,6
(I') Rato 196 2,6 0,7
cao 236 1,9 0,6
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PK Intravenosa (1 mg/kg)

Composto Espécie Semi-vida Eliminacéao Vss (L/kg)
(min) (mL/min/kqg)

PK Oral (3 mg/kg)

Composto|Espécie Tmax Semi-vida Bio- AUC
(min) (min) disponibilidade | (min.ng/mL)
(%)
(V) Rato* 15 24 59 57100
Cao 60 67 59 240000
(I') Rato 15 - 120 226 81 939000
Cao 60 217 75 1210638

BSCI no rato e cédo. As farmacocinéticas no cao sao, em
geral, semelhantes ao rato. Em ambas as espécies, o)
composto (I') tem eliminacéao consideravelmente inferior,
semi-vida no plasma mais longa e, por isso, maior exposicgao (AUC
em min.ng/mL). Em cada caso a semi-vida predominante (o tl/2a
mais rapido) ¢é responsavel pela eliminagdo de mais de 95% da

dose injectada.

Estas observacdes indicam que as propriedades
farmacocinéticas superiores de (I') nao sao especificas para a
espécie e, consequentemente, ¢é também muito provavel dque sejam

observadas em humanos.

Exemplo 2 Identificacdo dos metabolitos primarios

Foi recolhida urina de ratos expostos a uma uUnica dose oral
(3 mg/kg em CMC a 1%) de cada composto ao longo de um periodo de

24 horas em gaiolas metabdlicas. A amostra de urina agrupada foi
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entdo submetida a andlise por espectrometria de massa de
varrimento total, utilizando as mesmas condig¢des de LC-MS que as
descritas no exemplo 1 acima. Foi entdo realizada uma analise
MS-MS adicional dos 1des produto e as fragmentacdes/rearranjos
provaveis atribuidos a partir da base de dados publicamente

disponivel Metabolite ID.

Para os metabolitos principais, as estruturas atribuidas
foram confirmadas por sintese de amostras auténticas, utilizando
métodos bem conhecidos na técnica, as quais foram submetidas a
andlise por LC-MS-MS nas mesmas condigdes que as amostras de

urina.

Assinale-se que o0s estudos ID de metabolitos proporcionam
apenas estimativas qualitativas das quantidades relativas dos
diferentes metabolitos presentes e seriam necessarios ensaios
validados separadamente com padrdes internos apropriados para

quantificar cada espécie de metabolito.

Resultados

Os metabolitos detectados, por ordem de classificacao da
concentracao detectada sao mostrados na Figura 2 para os cinco
compostos analisados. E importante referir que a metodologia
aqui utilizada néado € necessariamente exaustiva e podem estar
também presentes outros metabolitos (em particular, secundarios)
que estavam abaixo dos limites de deteccdo para os métodos aqui
aplicados. Como uma regra geral, pode assumir-se que 08
metabolitos que representam 10% ou mais da dose injectada seréao
detectados (embora nédo sejam necessariamente identificados em

termos estruturais) pelos métodos aqui utilizados).
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Para os compostos (II) e (IIT) a via principal de
metabolismo ¢é a hidroxilacdo mediada pelo citocromo P450,
coerente com a eliminacdo rdapida a uma velocidade que se
aproxima do fluxo sanguineo hepédtico (ver exemplo 1 acima). O
sitio principal de hidroxilacdao em ambos 0s compostos € no grupo
cicloalquilo da cauda, com uma segunda hidroxilacdo (mais lenta)
a ocorrer no grupo lactama da cabeca. Assinale-se que o0s
produtos de hidroxilacdao da lactama surgiam no MS-MS a -2 amu
(a0 contrdrio de +16 amu) devido a instabilidade dos aductos

7-hidroxilo na fonte de electrospray.

Para o composto (II) o produto di-hidroxilado estava
presente em quantidade suficiente para ser detectado na urina,
enquanto para o composto (III) nao foi detectado qualquer
produto de di-hidroxilacdo. Em ambos os casos, € provavel gue se
tenham também formado produtos secunddrios adicionais abaixo do
nivel de deteccdo do método aplicado (por exemplo, os derivados
3,5-di-hidroxi- e 3,5, 7-tri-hidroxi-adamantilo de (II), bem como
os aductos glucuronidados de ambos hidroxi-(II) e hidroxi-(III),
particularmente porque foi detectado o aducto glucuronidado

de (V)).

Para o composto (V) o composto glucuronidado foi o
metabolito principal, embora no rato apenas uma fracgao menor do
glucuronato seja eliminado na urina, passando a maior parte para
as fezes (em contraste acentuado com o0s humanos, onde este
aducto glucuronidado seria principalmente excretado na urina). E
possivel que se formem também outros metabolitos de fase II (tal
como o 3'-0O-sulfato), mas apenas a niveis (pelo menos na urina)
demasiado baixos para serem detectados pelos métodos aqui

utilizados. Quanto aos compostos (II) e (III) foi também

36



detectada uma pegquena quantidade de produto hidroxilado no grupo
lactama da cabeca (mais uma vez, principalmente como um i&o

produto a -2 amu).

Para o composto (IV) o metabolito principal nédo pdde ser
identificado, embora a perda de composto parental (ver Tabela 3)
fosse claramente coerente com a formacdo de um metabolito nao
identificado (menos de 10% da dose injectada de (IV) foi
recuperada inalterada. Dado que o composto (IV) era o unico
agente contendo uma ligacdo sulfonamida é plausivel, mas nao foi
efectivamente demonstrado que ocorresse dissociacdo metabdlica
(ou outra modificacado) do ligante. Mais uma vez foil também
observada uma pequena dquantidade de hidroxilagdo no grupo de

lactama da cabeca.

Em contraste acentuado com todos os outros compostos néao
foram detectados metabolitos significativos de (I') na urina,
coerente com o aparecimento da maioria da dose injectada na
urina na forma inalterada (ver Tabela 3) e com taxas de
eliminagcao iguais ou inferiores ao fluxo sanguineo renal (ver
exemplo 1 acima). Esta auséncia de formagao de metabolitos € uma
vantagem importante e inesperada de (I') em relagdao aos outros
compostos aqui testados para desenvolvimento como um farmaco
humano e é, pelo menos em parte, responsdvel pelas propriedades

farmacocinéticas superiores descritas no exemplo 1 acima.

Para proporcionar uma estimativa quantitativa do grau de
metabolismo sofrido por cada dos compostos testados, a
quantidade de composto parental inalterado na urina foi medido
utilizando o mesmo ensaio de LC-MS wvalidado descrito no
exemplo 1, utilizando (S)-3-(2"',2'"-dimetilpropanoilamino) -

caprolactama como um padrao interno. Os resultados sdo mostrados
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na Tabela 3. Além disso, fol também determinado o nivel de

compostos em varios tecidos alvo.

Quadro 3. Distribuigdo dos compostos em varios tecidos 24 h

apdés uma dose Unica no rato.

nd = ndo detectado; LLOQ = 2,4 ng/g

Composto |Coracdo|Pulmdo |[Rim|Figado |[Musculo |Cérebro|Urina (ng/mL)
(II) nd nd nd nd nd nd nd
(ITIT) nd nd nd nd nd nd nd
(V) nd nd nd nd nd nd 16300
(I') 5,3 21,9 |5,1| 3,6 3,1 1,6 24567
(IV) nd nd nd nd nd nd 1010
Apenas o0s compostos (I'), (V) e (IV) foram detectdveis na

urina as 24 h apdés uma dose oral uUnica (3 mg/kg em CMC a 1%).
Destes, o) composto (I'") sofreu significativamente menos
metabolismo (mais de 60% da dose injectada foi recuperada na
urina). Além disso, apenas o composto (I') podia ser detectado
em qualquer dos outros tecidos examinados 24 h apds uma dose
tnica. Isto reflecte provavelmente a distribuicdo superior e
maior exposigdo associada a (I') em comparagaoc com oS outros

compostos aqui testados.

A  velocidade de metabolismo muito menor de (I") em
comparagao com ©0s outros compostos demonstra que, de modo
inesperado, (I') é acentuadamente superior a grande gama de BSCI
de lactama anteriormente divulgados para desenvolvimento como um
fdrmaco humano. Este metabolismo reduzido (e, por isso, melhores
propriedades de ADME) é provavelmente responsavel pelas

propriedades farmacocinéticas dramaticamente superiores
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mostradas no exemplo 1 acima. Além disso, uma vez que os BSCI se
destinam ao desenvolvimento como agentes anti-inflamatdérios qgue
visam o recrutamento inapropriado de leucdcitos numa grande gama
de tecidos, a observacdo inesperada de que (I') estava presente
em todos os tecidos do corpo testados 24 h apdés uma dose unica,
enquanto todos os outros BSCI de lactama testados nao estavam,
demonstra inequivocamente a wutilidade particular deste novo

composto.

Exemplo 3. Farmacologia de Seguranca

Os cinco compostos foram submetidos a um ensaio AMES padréo
para avaliar a probabilidade de genotoxicidade. Trés estirpes de
auxotrofos de His de S. Typhinurium (TA102, TA98 e TA100) foram
tratadas com cada um dos compostos a 5 concentracgdes (até
5 mg/mL) na presenca e auséncia de sistema de metabolizacao
microssémico S9 de figado de rato. O numero de coldénias com
mutagdao inversa foli entdo determinado aplicando meio minimo com

vestigios de His.

Os resultados (Tabela 4) mostram gque nenhum dos cinco
compostos aumenta significativamente a formacao de colédénias com
mutacao inversa (com ou sem activacdo metabdlica) em qualquer

uma das estirpes testadas.
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Tabela 4. Formagdo de coldénias com mutagdo inversa no teste

de AMES.

Composto TA100 (TA100 +S9 | TA102 [ TAl102 +S9 TA98 TA98 +S9
(IT) 0,59 * 0,73 0,50 * 0,93 0,58 * 0,60 *
(III) 0,79 0,81 0,69 0,88 0,68 0,55
(V) 0,78 0,88 0,93 1,09 0,96 0,91
(') 0,97 0,95 0,82 0,93 2,00 ** 1,23
(IV) 0,89 0,90 0,85 0,88 0,82 0,90

controlo +vo| 6,89 7,18 5,97 2,65 9,68 19,05
A 5 mg/mL: * = camada de fundo bacteriana escassa
** = valor de controlo baixo nesta experiéncia

= aumento significativo de coldénias com mutagdo inversa

Nenhum dos compostos testados originou um aumento
significativo na formagdao de <coldénias com mutagdao inversa a
qualquer uma das concentragdes testadas (sao mostrados dados
apenas para a dose maxima). Assinale-se que o composto (II)

provocou inibicdo do crescimento da camada bacteriana a 5 mg/mL.

Numa experiéncia separada, todos os cinco compostos foram
testados quanto a interacgdo com o canal 1énico hERG. Os
compostos que interagem com hERG tém o risco de originar
prolongamento QT e arritmia cardiaca potencialmente fatal. Os
compostos que inibem a corrente de cauda de hERG em mais do que
50 a 10 pM sédo geralmente considerados de alto risco para

desenvolvimento como fadrmacos humanos.

Células HEK239 transfectadas de forma estéavel para
expressar hERG foram perfundidas com solugao de banho contendo
os compostos a 10 pM (DMSO a 0,1%). As correntes de cauda de
hERG de trés células foram, em seguida, registadas por andlise

de contacto hermético apds despolarizacao a +20 mV durante 5 s.
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LA poténcia da interaccgdo com hERG foi entdo determinada numa
curva dose-resposta de 4 pontos para qgqualquer um dos compostos

que apresenta modulagdo significativa a 10 uM.

Os resultados (Figura 3) mostram gue nenhum dos cinco

compostos interagiu significativamente com o canal hERG a 10 uM.

A requerente concluiu que, de uma perspectiva de

farmacologia de seguranca, todos os cinco compostos, incluindo

(I') sado igualmente adequados para desenvolvimento como farmacos
humanos. Em particular, as propriedades de ADME e
farmacocinéticas consideravelmente superiores de (I'),

ilustradas nos Exemplos 1 e 2 acima, nao sao acompanhadas pelos

perfis de farmacologia de seguranca correspondentemente piores.

Exemplo 4. Farmacologia geral

A farmacologia geral dos cinco compostos foi avaliada
contra o receptor alvo especifico e contra uma grande variedade
de outros receptores, muitos relacionados em estrutura com O
receptor alvo. A ligagdao especifica ao receptor alvo foi
avaliada por competicdo para a ligacdo de [°H]-BN83250 (BN83250 &
(S)-3-(2',2'"-dimetildodecanoilamino)-caprolactama; Fox et al. J
Med Chem. 200;48(3):867-74; um agente conhecido por se ligar ao
mesmo receptor alvo que os BSCI de lactama aqui divulgados). A
ligacdo a receptores nao alvos foi avaliada por competicdo para

a ligacdo de varios radioligandos especificos ©para outros

receptores, 0s quais sado bem conhecidos na técnica.

Para ligacgao especifica, a linha de células mielomonocitica

humana foil ressuspensa em tampao de ligacdo (HEPES 20 mM, NaCl
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150 mM, pH 7,4; 10° células por reaccdo) a 4 °C na presenca de
[’H]-BN83250 10 nM (a partir de uma solugdo-mde 1 UM em etanol a
100%; 30 Ci/mmol) e varios competidores (concentracdo de veiculo
maxima DMSO a 1%). As reaccdes foram incubadas durante 2 horas
sobre gelo, em seguida filtradas através de filtros GF/C
pré-embebidos em polietilenoimina a 0,5%. O material nao ligado
foi eliminado por lavagem com 5 X 5 mL de tampao de lavagem
gelado (HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) sob um vacuo lento.
Estas condig¢des foram anteriormente demonstradas conseguir uma
ligacao de equilibrio com, pelo menos, 80% de ligacao especifica

(que pode competir com BN83250 frio 10 uM).

A competicdo para o [’H]-BN83250 especifico com os
compostos (I'), (II) e (V) foi entdo determinada a varias
concentracgbes desde 1pM a 10pM. Os compostos (III) e (IV) nao
foram examinados nestas experiéncias. Uma curva de ligacéao

competitiva tipica para (I') é mostrada na Figura 4.

Foi entdo aplicada modelagdo nado linear as curvas de
ligagdo competitiva para os varios compostos, de modo a comparar
a suas propriedades como agentes ligacdo ao receptor alvo
(definido como o sitio de interaccédo especifica do BN83250). Os

parédmetros dos modelos resultantes sdo dados na tabela 5.
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Tabela 5. Modelagdo ndo linear das curvas de 1ligacgédo

competitiva.
Composto| ED50 funcional contra Ka no receptor Declive de
MCP-1 (pM) alvo (pM) Hill
(II) 80 8200 -0,5
(III) 80 Nio testado Ndo testado
(V) 120 10000 -0,5
(I') 50 50 -1,0
(IV) 800 Ndo testado Ndo testado

E importante referir que o composto (I'), em contraste
acentuado com o0s BSCI de lactama (II) e (V), exibiu 1ligacéao
ideal e previsivel ao receptor alvo. Em particular, a afinidade
aparente para se ligar ao receptor foi de uma grandeza
semelhante ao valor de ED50 funcional nos ensaios de inibicdo da
migragcdo. Analogamente, o Declive de Hill foi, aproximadamente,
-1,0 (o valor teoricamente esperado para um modelo de ligacao
competitiva nao cooperativa, simples), enquanto os outros BSCI
de lactama exibiram Declives de Hill consideravelmente menos
acentuados. A razao do afastamento da ligacao ideal ao receptor
alvo para os compostos (II) e (V) nao ¢é conhecida, mas esta
diferenga realga ainda mails a superioridade inesperada do

composto (I').

A ligagao a receptores nao alvos foi avaliada utilizando
protocolos semelhantes, explorando radioligandos especificos
para cada receptor, o0s quails sdo bem conhecidos na técnica. Cada
composto foil testado quanto a competicdo contra a ligacéo
especifica de cada 1ligando apenas a uma Unica concentracao
(10 pM) . Nos casos em gue a inibicado de ligagao foi entre 20% e

80% foi estimado o Ka para a interaccdao. Nos casos em gue a
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inibicdo foi <20%, assumiu-se gque o composto nao tinha gqualquer
interaccdo competitiva com o receptor. Nos casos em que a
inibigdo foi >80%, o Ka foi indicado como <1 uM. Os detalhes
sobre o0s receptores rastreados e o0s radioligandos e tipos de

células utilizados nos ensaios estdo disponiveis em www.cerep.fr

Os resultados (Figura 5) demonstram que todos os compostos
de BSCI de lactama testados sao desprovidos de reactividades
cruzadas importantes com base neste painel de 75 receptores (nao
foram observadas interacg¢des com um Ka estimado <1 uM). Foi

observada (composto (II) com o receptor NKZ2) apenas uma reacgao

cruzada fraca (mas estatisticamente significativa). Nesta base,
o composto (I') foi ligeiramente mais especifico para o receptor
alvo do que o (II), mas todos os compostos de BSCI de lactama

testados foram adegquados para desenvolvimento como farmacos
humanos com base na sua auséncia de ligagcdao a nao alvos
identificada neste formato de ensaio de selecgcdo de alto

rendimento.

Exemplo 5. Actividade de Inibicdo de Quimiocinas de Largo

Espectro in vitro

A actividade bioldégica dos compostos da presente invencao
pode ser demonstrada utilizando gualguer um de uma grande gama
de ensaios funcionais de migracdo de leucédcitos in vitro,
incluindo mas nédo estando limitados a cédmara de Boyden e ensaios
de migracdo transwell relacionados, ensaios de migragdo sob
agarose e cémaras de visualizacdo directa tal como a Camara de

Dunn.
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Por exemplo, para demonstrar a inibicdo da migracédo de
leucécitos em resposta a gquimiocinas (mas nao outros
quimiotécticos) foi utilizado 0 microssistema de ensaio
transwell ChemoTx™ da Neuroprobe (Gaithersburg, MD, EUA) no
formato de 96 pogos. Em principio, este ensaio consiste de duas
cédmaras separadas por uma membrana porosa. O qguimiotdctico é
colocado no compartimento inferior e as células sao colocadas no
compartimento superior. Apds incubacdo, durante um periodo a
37 °C, as células movem-se na direccdo do quimiotdctico e o
numero de células no compartimento inferior ¢é proporcional a
actividade quimiotéactica (relativamente a uma série de

controlos) .

Este ensaio pode ser utilizado com uma gama de populagdes
de leucdcitos diferentes. Por exemplo, podem ser wutilizados
leucécitos de sangue periférico humano recém-preparados.
Alternativamente podem ser preparados subconjuntos de
leucécitos, incluindo células polimorfonucleares ou linfécitos
ou mondécitos utilizando métodos bem conhecidos para @ os
especialistas na técnica, tais como centrifugacdao com gradiente
de densidade ou separacgdes com esferas magnéticas.
Alternativamente podem ser utilizadas linhas de células imortais
que foram consideravelmente validadas como modelos de leucdcitos
de sangue periférico humano, incluindo, mas nao estando
limitadas a células THP-1 como um modelo de mondécitos ou células

Jurkat como modelo de células T naive.

Embora seja aceitdvel uma gama de condic¢des para o ensaio
para demonstrar a inibicdo da migracdo de leucdcitos induzida
por quimiocina (ver, por exemplo, o conselho proporcionado por

Frow et al. Med Res Rev. 2004; 24(3):276-98 sobre as condicgdes
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necessarias para interpretar ensaios de migracdo in vitro) ¢é

aqui proporcionado um exemplo especifico.

Materiais

Os sistemas de migracao transwell sao fabricados por
Neuroprobe, Gaithersburg, MD, EUA. As placas utilizadas séao
placas ChemoTx™ (Neuroprobe 101-8) e placas transparentes de

30 puL (Neuroprobe MP30) .

A Solucédo Salina Equilibrada de Gey ¢ adquirida de Sigma
(Sigma G-9779). A BSA isenta de &cidos gordos € adquirida de
Sigma (Sigma A-8806). 0O MTT, i. e. brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazdlio, ¢é adquirido de Sigma
(Sigma M-5655). O RPMI-1640 sem vermelho de fenol é adgquirido de
Sigma (Sigma R-8755).

A linha de células THP-1 (Colecgado Europeia de Cultura de
Células) foi utilizada como a populacao de células de

leucdcitos.

Protocolo de ensaio

O seguinte procedimento é utilizado para testar o composto
da presente invencgao quanto a aptidao para bloguear

especificamente migracao de leucdcitos induzida por guimiocinas:

Em primeiro lugar, € preparada a suspensao de células a ser

colocada no compartimento superior. As células THP-1 séao

sedimentadas por centrifugacao (770 X g; 4 min) e lavadas com
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Solucdo Salina Equilibrada de Geys com 1 mg/mL de BSA
(GBSS + BSA). Esta lavagem ¢é em sequida repetida e as células
ressedimentadas antes de serem ressuspensas num pequeno volume
de GBSS + BSA para contagem, utilizando, por exemplo, um

hemocitdmetro corrente.

O volume de GBSS + BSA &, em seguida, ajustado dependendo

do numero de células presentes de modo que as células estejam

numa densidade final de 4,45 X 10° células por mL de GBSS + BSA.
Isto garante qgque existam 100000 células THP-1 em cada 25 pL da

solugdo gue serd colocada na cémara superior da placa.

De modo a testar um uUnico composto gquanto a sua aptidéo
para 1inibir a migragdo induzida por quimiocinas, ¢é necessario
preparar dois lotes de células. A suspensao de células THP-1 a
4,45 x 10° células/mL é dividida em dois vasos. A um vaso &
adicionado o inibidor sob ensaio numa concentragdao final
apropriada, num veiculo apropriado (por exemplo a 1 pM em nao
mais do que 1% de DMSO). Ao segundo vaso é adicionado um volume
igual de GBSS + BSA mais veiculo consoante apropriado (e. g. nao

mais do que 1% de DMSO) para actuar como um controlo.

A seguir ¢é preparada a solugao de gquimiotdctico a ser
colocada no compartimento inferior. Por exemplo, a MCP-1 ¢é
diluida em GBSS + BSA para dar uma concentracadao final de
25 ng/mL. Esta é dividida para dois vasos, para a suspensao de
células. A um vaso ¢é adicionado o composto de ensaio a mesma
concentracdo final que foi adicionado a suspensdo de células,
enquanto ao outro vaso é adicionado um volume igual de

GBSS + BSA mais veiculo consoante apropriado (e. g., nao mais do

que 1% de DMSO). Alternativamente, podem ser utilizadas outras
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quimiocinas (SDF-la a 7,5 ng/mL; RANTES a 50 ng/mL; IL-8 a
10 ng/mL wutilizando neutrdéfilos como a populacdo de células
alvo). Em cada caso € importante determinar (numa experiéncia
separada) a concentracdao de cada quimiocina gque origina
estimulacdo madxima da migracdo da populacdo de leucdcitos alvos
escolhidos. Esta concentracdo maxima tem de ser depois utilizada
em experiéncias para testar a actividade inibidora dos compostos
da invencédo. Uma vez qgque as quimiocinas induzem tipicamente a
migragao de leucdcitos com uma curva dose-resposta em forma de
sino, a utilizacdo de uma concentracdo sub- ou supra-maxima de
gquimiocina pode levar a resultados artefactuais (por exemplo, um
composto que ¢é um inibidor de quimiocinas pode produzir uma
estimulacdo paradoxal da migracao de leucécitos se for
incorrectamente seleccionada uma concentracdo supra-maxima de
quimiotdctico para a experiéncia. Outras ilustragdes deste
factor importante na concepgcao de experiéncias de migracao de
leucdcitos in vitro foram proporcionados por Frow e colegas (Med
Res Rev. 2004;24(3):276-98). Além disso, quimiotdcticos nao
quimiocinas podem ser também utilizados para demonstrar a
selectividade para a quimiocina da actividade bioldgica dos
compostos da invencdo (por exemplo, Cba a 25 ng/mL utilizando
neutréfilo como a populacdo de células alvo ou TGF-R1 a 10 ng/mL

utilizando células THP-1 como a populacao alvo).

Refira-se que o volume de ligquido que tem de ser adicionado
com a adicdao do composto de ensaio tem de ser tido em
consideracadao quando se estabelece a concentracao final de MCP-1
na solucgdo para o compartimento inferior e a concentracao final

de células no compartimento superior.

Uma vez preparadas as solucgdes de guimiotdctico para os

pocos inferiores e as solugdes de células para as camaras
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superiores, a cémara de migragdo deve ser montada. Colocar 29 ulL
da solucdo de guimiotdctico apropriado no pocgo inferior da
cédmara. Os ensaios devem ser realizados com, pelo menos,
determinacdes em triplicado de cada condigcado. Uma vez cheias as
cadmaras inferiores, aplicar a membrana porosa a camara de acordo
com as instrug¢bes do fabricante. Finalmente, aplicar 25 pL da
solucdo de células apropriadas a cada camara superior. E
colocada uma tampa pléastica sobre todo o aparelho para prevenir

evaporagao.

A cédmara montada € incubada a 37 °C, 5% de CO;, durante
2 horas. Uma suspensao de células em GBSS + BSA ¢é também
incubada sob condig¢des idénticas num tubo: estas células serao
utilizadas para construir uma curva de calibracao para
determinar o numero de células que migraram para a camara

inferior em cada condicgao.

No final da incubacao, a suspensao liquida de células é
suavemente retirada da cémara superior e sao adicionados 20 uL
de EDTA 20 mM gelado em PBS a cadmara superior e o aparelho ¢é
incubado a 4 °C durante 15 min. Este procedimento faz com que
quaisquer células aderentes ao lado de baixo da membrana caiam

para a camara inferior.

Apbds esta incubacgdo o filtro é cuidadosamente purgado com

GBSS + BSA para eliminar o EDTA e, em seguida, o filtro &

retirado.

O numero de células que migraram para a camara inferior sob
cada condicao pode ser depois determinado por um numero de
métodos, incluindo contagem directa, marcacao com marcadores

fluorescentes ou radioactivos ou através da utilizacdo de um
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corante vital. Tipicamente, a requerente utiliza o corante wvital
MTT. S&do adicionados 3 pL da solugao-mae de MTT a cada pogo e,
em seguida, a placa é incubada a 37 °C, durante 1-2 horas, no
decurso das quais as enzimas desidrogenase dentro das células
convertem o MTT soluvel num produto de formazano azul insoluvel

que pode ser quantificado espectrofotometricamente.

Em paralelo ¢é preparada uma curva de calibragao de
8 pontos. Comecando com o numero de células adicionadas a cada
cédmara superior (100000) e descendo em diluicdes sucessivas por
desdobramento em GBSS + BSA, as células sao adicionadas a uma
placa em 25 ulL, adicionando 3 pL de solugdo-mde de MTT. A placa
da curva de calibracdo ¢é incubada juntamente com a placa de

migracgao.

No final desta incubacdo, o 1liquido ¢ cuidadosamente
removido das camaras 1inferiores, tendo o cuidado de nao
perturbar o produto de formazano precipitado. Depois de deixar
secar ao ar brevemente, sao adicionados 20 pL de DMSO a cada
cédmara inferior para solubilizar o corante azul e €& determinada
a absorvédncia a 595 nm wutilizando um leitor de placas de
96 pocos. A absorvédncia de cada poco ¢é depois interpolada na
curva de calibracao para estimar o numero de células em cada

cémara inferior.

A migracdao estimulada pelo qguimiotdctico ¢é determinada
subtraindo o numero médio de células que atingiu o compartimento
inferior nos pog¢os em que nado foi adicionada quimiotdctico do
numero médio de células gue atingiu o compartimento inferior

quando o guimiotdctico estava presente.
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O impacto da substdncia de ensaio é€ calculado comparando a
migracdo induzida pelo quimiotdctico que ocorreu na presenca ou
auséncia de varias concentracgdes da substédncia de ensaio.
Tipicamente, a 1inibicdo de migracao € expressa Ccomo uma
percentagem da migragdo total induzida pelo guimiotdctico gque
foi bloqueada pela presenca do composto. Para a maioria dos
compostos é construido um grafico dose-resposta determinando a
inibig¢do da migracdo induzida pelo quimiotdctico que ocorre numa
gama de concentragdes diferentes do composto (que vai
tipicamente desde 1 nM a 1 pM ou mais no caso de compostos pouco
activos). A actividade inibidora de cada composto é em seguida
expressa como a concentracdo de composto necessdrio para reduzir
a migracdo induzida pelo guimiotactico em 50% (a concentracgao
EDsp) . Tipicamente, a migracdo induzida por MCP-1 de células
THP-1 tem sido utilizada como o sistema de ensaio padronizado
para a comparacao da actividade biocldégica de uma vasta gama de
compostos (ver, por exemplo, Reckless & Grainger Biochem J. 1999

Jun 15;340 (Pt 3):803-11; Reckless et al. Immunology. 2001

Jun;103(2) :244-54; Fox et al. J Med Chem. 2002 Jan
17;45(2) :360-70; Fox et al. J Med Chem. 2005 Feb
10;48(3):867-74; os Pedidos internacionais supra). 0s compostos

que inibem a migracdo de leucdcitos induzida por mais do gue uma
quimiocina, mas nao por gquimiotdcticos nado gquimiocinas (tais
como TGF-B ou CbHa) sao definidos como Inibidores de Quimiocina
de Largo Espectro (BSCI; ver, por exemplo, Grainger & Reckless
Biochem Pharmacol. 2003 Abr 1; 65(7):1027-34; Grainger et al.
Mini Rev Med Chem. 2005;5(9):825-32).
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Resultados

Uma curva dose-resposta tipica para a inibicdo pelo
composto (I') da migracao induzida por MCP-1 de células THP-1 &
mostrada na Figura 6, em conjunto com curvas dose-resposta
compardveis para outros BSCI de lactama seleccionados conhecidos
como tendo poténcia particularmente alta (isto é, <1 nM). A
poténcia do composto (I") contra varias quimiocinas e
quimiotdcticos ndo guimiocinas expressa como valores de ED50 é

mostrada na Tabela 6 e é comparada com outros BSCI de lactama

anteriormente descritos.

E claro a partir destes dados que o composto (I') pode ser
classificado como um BSCI (uma vez que 1inibe poderosa e
fortemente a migracgdo de 1leucdcitos induzida por uma gama de
gquimiocinas, mas nao tem qualquer efeito na migracdao de
leucdédcitos induzida por um quimiotdctico ndo guimiocina, neste
caso o Cba, anafilatoxina). Além disso, ¢é evidente que o
composto (I') & pelo menos tao potente e poderoso quanto um BSCI

in wvitro como o0s BSCI de lactama seleccionados que foram

anteriormente divulgados (por exemplo, composto (II) no
documento W02006/016152 ou composto (IV) no documento
W02005/053702). Todos os BSCI de lactama aqui examinados séao

consideravelmente mais potentes do que qualquer um dos BSCI de
tipo ndo lactama gque foram divulgados até a data (incluindo
imidas, tal como NR58,4, ioimbamidas, lisergamidas e péptido 3 e
estruturas relacionadas, tal como NR58-3.14.3). De facto, o
composto (I') € mais potente como um BSCI in vitro (pelo menos
contra a migracgdo induzida por MCP-1) do qgue gualguer outro
composto anteriormente divulgado ou descrito. Embora esta
poténcia como um BSCI seja quantitativamente superior aos BSCI

da técnica anterior (se bem gque num pequeno Jrau), nao € esta
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propriedade

inesperadamente

disso, isto

farmacocinéticas inesperadas e,

composto (I)

que

marca

superior aos BSCI da técnica anterior.

demonstra

em

anteriormente divulgados,

que as

comparacao

essencialmente

com

foram conseguidas

uma

o) composto

propriedades

substancialmente superiores,

grande

de forca ou poténcia como um BSCI in vitro.

gama de

(I)

como

Em vez

de ADME e

do
BSCI

sem dqualquer perda

Quadro 6. Efeito dos BSCIs de tipo lactama seleccionados
na migragdo de leucécitos in vitro.
Composto| MCP—- SDF-la RANTES IL-8 C5a
1 neutrdéfilos | neutrdfilos
(II) 80 100 100 600 >1000000
(III) 80 Nio testado | Nio testado | Ndo testado | Ndo testado
(V) 120 200 250 500 >1000000
(I') 50 50 80 600 >1000000
(IV) 800 | Ndo testado | Njo testado | Ndo testado | Ndo testado
Em cada caso ¢é mostrada a dose de composto (em pM)

necessaria para

uma dose madxima do quimiotédctico especificado em 50%

Salvo

células THP-1.

inibir a migracdo de leucdécitos em resposta a

indicagcdo em contréario, os

dados

sao para

(a ED5O0).

a linha de

No caso da migracao induzida por Cba nenhum dos

compostos testados inibiu a migracdo de neutrdédéfilos em qualguer

grau mesmo a concentrac¢do mais alta testada
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Exemplo 6. Actividade anti-inflamatéria in vivo

A requerente utilizou o ensaio de endotoxemia subletal
induzida por LPS para demonstrar as propriedades
anti-inflamatérias in vivo generalizadas dos BSCI anteriormente
divulgados (ver, por exemplo, Fox et al. J Med Chem.
2002;45(2) :360-70; Fox et al. J Med Chem. 2005;48(3):867-74).
Neste ensaio, ratinhos sao inoculados com um pré-inflamatdrio
nao especifico utilizando uma endotoxina bacteriana (LPS) e a
grandeza da resposta inflamatéria sistémica (medida pelos niveis
no soro da citocina pré-inflamatdria central TNF-o, a qual esta
essencialmente ausente do sangue em condig¢des normais, mas é
rapidamente elevada em resposta a uma grande gama de estimulos
inflamatérios). A requerente seleccionou este modelo ainda que
nao seja, por si s6, um modelo particularmente prdéximo de
qualgquer condicao patoldgica inflamatdria humana, porque se sabe
que o TNF-a €& importante em muitas doencas (incluindo artrite
reumatdide, disturbios auto—-imunes, doenca de Crohn,
aterosclerose, asma e muitas mais). Consegquentemente, o0s agentes
que suprimem a producdo de TNF-a jad sdo clinicamente utilizados
(e. g., Enbrel™ e outros produtos de anticorpos anti-TNF-a) para
tratar uma grande gama dessas doencas. A demonstracao de
actividade supressora de TINF-a neste modelo ¢, portanto,
altamente preditiva de um efeito anti-inflamatério clinicamente

util numa grande gama de doencgas.

Os ratinhos (em grupos de 6) foram pré-tratados com varias
doses de cada composto, pela via subcutédnea 30 min antes da
inoculacdo com LPS ou pela via oral (via sonda esofdagica) 60 min
antes de LPS. Os ratinhos foram, em seguida, inoculados com uma
injecgdao intraperitoneal de 750 npg de LPS Dbacteriana e

sacrificados 3 horas depois. Foil preparado soro a partir de um
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sangramento terminal por puncado cardiaca e a concentracao de
TNF - é determinada por ELISA (R&D Systems) . Em cada
experiéncia, um grupo de 6 ratinhos nao recebe qualquer LPS para
funcionar como um controlo negativo e um segundo grupo recebe
apenas LPS (sem qualquer inibidor candidato). O nivel de TNf-u
no soro destes animais, que receberam LPS sem pré-tratamento com
farmaco, € arbitrariamente fixo em 100% (e €& tipicamente da
ordem de 6 000 pg/mL, em comparacdo com os niveis <10 pg/mL
entre o grupo de controlo negativo). A requerente demonstrou
anteriormente que o corticosterdide sintético dexametasona (por
si sd® um medicamento anti-inflamatdério bem conhecido activo numa
grande gama de doencas inflamatérias) inibe a producado de TNF-o
induzida por LPS em, pelo menos, 90% neste modelo, enquanto a
talidomida (outro inibidor da produgcao de TNF-a publicado, gue
actua ao nivel da producdo de TINF-a celular em vez de um
inibidor de recrutamento de leucdcitos como os BSCI aqui
descritos) inibe a produgdo de TNF-oa induzida por LPS em cerca

de 60%.

0O efeito do composto (I') a varias doses, Dbem como de
outros BSCI de lactama seleccionados, ¢é mostrado na Figura 7.
Como esperado, o composto inibe poderosamente a producao de TNF-
o induzida por LPS, seja o composto seja administrado através da
via subcutédnea (circulos) ou da via oral (tridngulos). A doses
acima de 1 nug/ratinho, os niveis de TNF-oa induzidos por LPS
foram geralmente suprimidos em mais de 90%, compardvel aos

efeitos do corticosterdide dexametasona.

Os outros BSCI de lactama testados também inibiram o TNF-«
induzido por LPS de uma maneira dependente da dose (Figura 7),
embora a poténcia in vivo de (I') fosse maior do que gqualgquer um

dos outros compostos testados (e, de facto, maior do que a
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poténcia de outros BSCI de lactama anteriormente divulgados
noutro lado, que foram testados neste ensaio). Este aumento
quantitativo (se bem gue pequeno) na poténcia ndao € a razao
principal pela qual a requerente aqui reivindica o composto (I)
como inesperadamente superior aos BSCI da técnica anterior. Em
vez disso, 1sto demonstra dque as propriedades de ADME e
farmacocinéticas inesperadas, e substancialmente superiores do
composto (I) em comparagcao com uma grande gama de BSCI
anteriormente divulgados, foram conseguidas sem qgualquer perda
de forca ou poténcia como um agente anti-inflamatdério in vivo.
Além disso, estas observacgdes demonstram claramente a utilidade
de (I) como um agente anti-inflamatdério in wvivo, num modelo de
inflamagdao o gque indica a utilidade numa grande variedade de
doencas inflamatdérias onde a producdo aumentada de TNF-oa €& uma

componente do mecanismo patogénico.

E importante referir que a inflamacdo hiperaguda observada
neste modelo ¢é particularmente insensivel as propriedades de
ADME e farmacocinéticas dos agentes anti-inflamatdérios testados.
Uma vez que a estimulagcdao com LPS ¢é administrada apenas
30 minutos apdés o farmaco, mesmo o0s agentes com tempos de
residéncia muito curtos no plasma (tais como os compostos (II) e
(III)) permanecem presentes no plasma em concentracdes
suficientes para desencadear um efeito anti-inflamatdrio
potente. Por conseguinte, apesar de um tal teste nédo acentuar a
superioridade dos compostos reivindicados em relacdo a técnica

anterior, ele mesmo assim demonstra a utilidade do composto.

A utilidade do composto reivindicado ¢é ainda demonstrada
por estudos num modelo animal da doenc¢a humana asma (a resposta
inflamatdéria hiperaguda observada em resposta a exposicdo a LPS

pode nao ser tipica de qualquer doenca humana particular, apesar
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de ser claramente um sistema modelar Uutil da inflamagdo aguda em
geral) . Nestes estudos, roedores (tipicamente ratos) sao
expostos a ovalbumina de acordo com o Seguinte desenho

experimental:

Ratos da Noruega Castanhos Adultos (200-300 g de peso
corporal; n=10 por grupo) foram sensibilizados com uma unica
injeccado intraperitoneal de 0,1 mg de Ovalbumina no dia 0. Cada
rato recebeu em seguida uma inoculacdo intratragqueal com uma
solugdo de 1% de ovalbumina (p/v) no dia 8 e com 2% de
ovalbumina (p/v) nos dias 15, 18 e 21. Os animais foram em
seguida sacrificados 3 horas apdés a inoculacao final no dia 21.
Refira-se que a ovalbumina (Sigma; tipo mais puro disponivel)
foi tornada isenta de endotoxina por passagem através de colunas
EndoTrap™ Red (adquiridas de Cambrex; utilizadas de acordo com
as 1nstrucdes do fabricante) e o nivel de endotoxina foi
confirmado como <5 EU/mg de proteina utilizando o ensaio LAL
(QCL-1000™; Cambrex; realizado de acordo com as instrugdes do
fabricante; 1 mg de endotoxina padrdo contém ~900000 EU/mg).
Isto garante que a resposta de inflamacdo pulmonar resulta da
resposta alérgica a proteina de ovalbumina, em vez da
estimulagcdo nao intencional pela LPS gque ocorre mesmo com as
preparacgdes de ovalbumina de tipo comercial da pureza mais alta
e, por conseguinte, garante que o modelo representa mais de

perto a patologia molecular subjacente a asma humana.

Um grupo de ratinhos (que funciona como um controlo de
base) nao recebeu quaisquer 1inoculag¢des com ovalbumina, mas
quanto ao resto foram tratados de modo idéntico. Um segundo
grupo (controlo positivo) recebeu as i1noculag¢des mas nenhum
tratamento com fdarmaco. Um terceiro grupo foi tratado de modo

idéntico, mas recebeu dosagem didria com o composto (I') a uma
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dose de 0,3 mg/kg através de sonda oral desde o dia 8 até ao
dia 21, sendo a dosagem administrada 1 h antes de qualqgquer
inoculagao subsequente com ovalbumina feita no mesmo dia. O
composto (I') foi administrado como uma solugdo estéril em soro
fisioldgico 1isento de endotoxinas tamponado com fosfato. Um
quarto grupo recebeu montelucaste (o componente activo da
medicagdo para a asma comercialmente disponivel Singulair™) a
30 mg/kg através da via oral, num plano de tratamento idéntico

ao composto (I').

Na altura do sacrificio, o recrutamento total de leucdcitos
no pulmdo foi avaliado realizando uma lavagem broncoalveolar
(BAL) utilizando 4 lotes de 3 mL de soro fisioldgico tamponado
com fosfato estéril, introduzidos através de uma canula na
traqueia. Para cada animal, as lavagens BAL foram combinadas e a
populacao total de células contada (utilizando um
hemocitdémetro). Adicionalmente, os tipos de leucdcitos presentes
foram estimados utilizando um citdmetro de fluxo de acordo com

procedimentos bem conhecidos na técnica.

0O bago de cada ratinho foi também retirado e colocado em
RPMI + 10% FCS + antibidéticos. O baco foi entdo comprimido
através de filtros de nylon de malha fina (100 um) num copo
perfurado estéril colocado numa placa de petri estéril para
produzir suspensdes de células unicas. A suspensao de células
resultante foi entdo centrifugada (328 g; 5 min) e lavada em
RPMI + 10% FCS + antibidéticos, antes de serem ressuspensas em

meio fresco e contadas utilizando um hemocitdmetro.

Um total de 4x10° esplenécitos totais (excluindo RBC) foi
cultivado (37 °C; 5% CO;) em RPMI + 10% FCS + antibidticos de um

dia para o outro na presenca de 2 U/mL (10 ng/mL) de 1IL-2
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muridea em 4 pocos de uma placa de 96 pogos (100 pL de volume
por poco/1x10° células/poco) de cada ratinho. Aproximadamente
24 h depois, os 4 pogos foram divididos em dois grupos de
2 pogos: um grupo foi deixado nado tratado, enquanto o segundo
grupo foi estimulado com 500 ng/mL de Ionomicina e 50 ng/mL de
PMA durante 4 horas a 37 °C. Durante as duas uUltimas horas desta
incubagdo foram adicionados 10 pg/mL de Brefeldin A (solugao-mae
a 1 mg/mL em EtOH) a um poco de cada conjunto. O Brefeldin A
blogqueia o transporte de proteinas para os golgi e, portanto,

permite a acumulacao de proteinas no ER.

Os pocgos sem Brefeldin A, foram incubados durante mais
48 horas a 37 °C. No final da incubacdao, as suspensdes de
células foram centrifugadas (328 g; 5 min) e o sobrenadante foi
submetido a ensaios ELISA (R&D Systems; realizados de acordo com
as 1instrucdes do fabricante) em relacdo a IL-4 muridea (um
marcador de células Th2) e interferdo-y murideo (IFN-y; um

marcador de células Thl).

Os pogos com Brefeldin A foram revelados em relagao aos
IL-4 e IFN-g intracelulares imediatamente no final da incubacéao
de quatro horas como se segue: as células foram reveladas com
anticorpo anti-CD4-FITC (IgG2b de Rato eBioscience, Cdédigo de
Catdlogo 11-0041) durante 30 min sobre gelo, em seguida lavadas
em PBS de Dulbecco e fixadas com 2% de ©paraformaldeido
(concentracadao final) em PBS de Dulbecco durante 20 min. Apds
fixacdo, as células foram tornadas permedveis com PBS de
Dulbecco/1% de BSA/0,5% de saponina (Sigma S$7900) durante 10 min
a temperatura ambiente. As células de cada pogo foram em seguida

divididas em trés tubos FACS separados e incubadas com:
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. IFN-g-PE (IgGl de Rato eBioscience, Cdédigo de Catédlogo
12-7311-82, 100pg) OU

. IT-4-PE (IgGl de Rato eBioscience, Cdédigo de Catalogo
12-7041-82, 100npg) OU

. Controlos de 1isotipo (uma mistura de IgG2b de Rato-FITC,
Cédigo de Catdlogo eBioscience 11-4031 e IgGl de Rato-PE,

Cédigo de Catdlogo eBioscience 12-4301)

durante 30 min a temperatura ambiente. As células foram em
seguida lavadas (duas vezes com PBS/BSA/saponina e, em seguida,
com PBS/BSA sem saponina para permitir o fecho da membrana) e
ressuspensas em PBS de Dulbecco, prontas para andlise por

citometria de fluxo.

As células com revelagdo especifica para CD4 no canal FITC
(que as identifica como células T auxiliares) foram analisadas
quanto a presenca de revelacdo especifica para IL-4 ou IFN-g no
canal PE. A proporcao de células CD4+ com revelacdo positiva
para IFN-g relativamente as células CD4+ com revelacdo positiva
para IL-4 foi entdo indicada como a proporcadao Thl/Th2. Os ratos
da Noruega Castanhos ndo tratados tém uma proporgdo Thl/Th2 de
aproximadamente 2,7 no baco (isto é, aproximadamente 2,7 vezes
mais células CD4+ no bago estdo a sintetizar INF-g do que IL-4).
Apds sensibilizacgcdo e inoculagao repetida com ovalbumina, a
proporgao baixou para menos de 1,5 demonstrando a polarizagao
Th2 acentuada gue acompanha as alteracdes asmaticas em roedores
e humanos (uma proporgao Thl/Th2 inferior indica polarizacgéo
relativa para Th2, enquanto um aumento da proporgdo Thl/Th2

indica uma polarizagdo relativa para Thl).
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A administracdo didria com o composto (I') e o composto de
comparacao de controlo positivo montelucaste reduziu
significativamente o numero de leucdécitos na lavagens BAL
(reducao de 70% com o composto (I'); p < 0,01 teste t de Student

desemparelhado; Figura 8).

Isto demonstra inequivocamente que o composto da invencéao
tem um efeito anti-inflamatdério Gtil num modelo de asma humana,
resultante da sua aptidado para bloquear a migracao de leucdcitos
em resposta a gquimiocinas. A grandeza de um tal efeito é, pelo
menos, comparavel ao dos medicamentos comercialmente disponiveis
que se destinam ao tratamento de asma humana (tal como
Singular™), enquanto os excelentes pardmetros de farmacocinética
e biodistribuicdo do composto (I') sao 1ilustrados pela poténcia
consideravelmente aumentada em comparag¢do com o montelucaste (é
necessaria uma dose de 30 mg/kg de montelucaste para gerar uma
reducao semelhante nas contagens de leucdcitos na BAL em

comparacdo com uma dose de apenas 0,3 mg/kg de composto (I')).

A administracdo didria com o composto (I'), mas ndo com O
composto de comparacgdo de controlo positivo montelucaste,
inverteu significativamente a polarizacdo Th2 (Figura 9), o qgue
é considerado um estimulo principal da patogénese da asma no
modelo de inflamagdo pulmonar induzida por ovalbumina aqgqui
utilizado e na asma humana. O tratamento com composto (I') mesmo
a doses baixas tal como 0,3 mg/kg através da via oral, anula
completamente a polarizacdo Th2 provocada por exposicdo crdnica
a alergénios, tal como ovalbumina, de tal forma que o equilibrio
Thl/Th2 em animais tratados com o composto (I') é essencialmente

indistinguivel de ratos da Noruega Castanhos nao inoculados.
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E interessante assinalar que outras doencas inflamatérias
crdénicas, tal como a aterosclerose, estao associadas a uma
polarizagdo Thl (ao contrdrio de uma Th2). Em ambos os tipos de
doencas, o desequilibrio no perfil de citocinas de células T
auxiliares foi descrito como uma causa patogénica importante da
componente inflamatdéria crdénica da doenga. Nos modelos de uma
doenca associada a uma polarizacéo Thl (tal como na
aterosclerose) a requerente observou anteriormente um desvio
acentuado para Th2 no tratamento com BSCI, tal como ©
composto (I') aqui reivindicado. Ratinhos com uma supressao
homozigdética do gene que codifica a apoE (ratinhos apde -/-)
desenvolvem varias lesdes lipidicas wvasculares, mesmo com uma
dieta de racgdo normal e tém uma proporgao Thl/Th2 de
aproximadamente 8 (em comparacdo com os 3,2 na estirpe de tipo
selvagem C57B16 de base). No entanto, apds tratamento com BSCI
durante um periodo de 3 meses (desde as 12 semanas de idade até
as 24 semanas de idade, o periodo durante o qgual ocorre o
desenvolvimento da maioria das 1lesdes lipidicas) normaliza a
proporcdao Thl/Th2 (e até origina mesmo uma polarizacdo Th2 a
doses muito altas neste modelo). Em conjunto com os dados do
modelo de inflamagdao pulmonar induzida por ovalbumina da asma, a
requerente demonstrou que os BSCI sao capazes de normalizar ou
reequilibrar o perfil de produgao de citocinas das células T
auxiliares independentemente de o defeito patogénico subjacente
ser uma polarizagdao Th2 (como na asma) ou uma polarizacgao Thl
(como na aterosclerose). A requerente acredita que os BSCI sao
presentemente 0s Unicos agentes descritos gque tém este efeito de
"reequilibrio" na populagdo de <células T auxiliares. Estes
conhecimentos mecanisticos sustentam ainda mais (em conjunto com
os dados de eficdcia em numerosos modelos animais de diferentes
doencas com uma componente inflamatdria) a reivindicacao da

requerente de que os BSCI e, em particular, o composto (I) aqui
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reivindicado (em consequéncia das suas propriedades
farmacocinéticas e de biodistribuicao inesperadamente

superiores) sdo Uuteis como medicamentos para tratar uma gama

invulgarmente larga de condigdes com uma componente
inflamatéria.
Exemplo 7. Comparacdo do composto (I') com andlogos

estruturalmente relacionados

Tendo identificado o composto (I) como possuindo
propriedades farmacoldgicas surpreendentemente superiores,
particularmente em relacdo a sua farmacocinética, em comparacao
com outros BSCI de acilaminolactama, a requerente comparou-o, em
seguida, directamente com os andlogos mais estruturalmente

semelhantes que foram anteriormente divulgados.

O painel original dos compostos comparados nos exemplos 1 a
6 tinha sido construido como sendo tédo estruturalmente diferente
quanto possivel, dentro dos limites dos BSCI de tipo
acilaminolactama anteriormente divulgados. O composto (I)
garantiu que eram incluidos “grupos cabeca” de lactama de 6
membros no painel, embora nado houvesse qualquer razao particular
para assumir que fossem geralmente superiores (ou, de facto,
inferiores) aos compostos com anéis de lactama de 7 membros (ver
documento W02006/134385 para uma comparacdao minuciosa de
andlogos de acilaminolactama com tamanhos de anel diferentes em
termos de poténcia como BSCI in vitro). Analogamente, o painel
incluiu um Unico exemplo de uma ligacdo sulfonamida (IV) como

diferente do ligante amida das restantes moléculas.
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Em relacdo aos *“grupos de cauda”, o painel incluiu dois
grupos algquilo simples (ambos pivoilo) e trés grupos alquilo
ciclicos (um grupo metilciclo-hexilo e dois adamantanos, um dos
quails estava substituido). Todos os cinco compostos partilhavam
a dissubstituicdo 2'2 bem estabelecida com A&ngulos de ligacao
tetraédricos no carbono chave (na posicdao 2 relativamente ao
carbonilo do carbonilo da amida, com 4 &dtomos de carbono ligados
a este carbono chave num arranjo tetraédrico). Esta
dissubstituicdo 2'2' caracteristica no atomo de carbono chave ja
foi divulgada (documento W02006/016152) como conferindo poténcia
adicional aos BSCI em comparacgao com o0s “grupos de cauda”
alquilo linear ou outras estruturas gue carecem de quatro Aatomos
de carbono ligados a este carbono chave num arranjo

essencialmente tetraédrico.

Como uma consequéncia, os “grupos de cauda” no painel
original foram seleccionados com o requisito de possuir esta
dissubstituicdo 2',2' caracteristica, para assegurar poténcia
in vitro adegquada, mas também com o requisito de produzir
provavelmente propriedades fisicas aceitdaveis nas moléculas
resultantes. Por exemplo, era esperado que o adamantano,
ciclo-hexilo e grupos alquilo de cadeia curta ramificados na
posicdo 2'2 resultassem em compostos com formas sdlidas
cristalinas (ou semicristalinas), e com solubilidade aceitédvel
em &gua. Em contraste, outros grupos de cauda possiveis, tal
como o 2',2'-dimetildodecanoilo (o gqual de outra maneira estd em
conformidade com o arranjo desejavel de Aatomos de carbono na
posicao chave 2), foram excluidos do painel com base nas suas
formas fisicas amorfas, cerosas como sdé6lidos e na sua extrema
insolubilidade em tampdes fisioldgicos. Ambos estes factores
reduzem a conveniéncia de um composto para desenvolvimento

farmacéutico mesmo antes de se determinarem as propriedades de

64



ADME e toxicoldgicas porque tornam o composto dificil de
manusear, por exemplo, durante a formulacao ou transformacao em
comprimidos e isto aumenta a probabilidade de propriedades de
ADME desfavordaveis, tal como a acumulacdo em depdsitos de
gordura durante a administragdo crdénica ou auséncia de

biodisponibilidade oral.

Assim, os cinco compostos examinados nos exemplos 1 a 6
tinham uma probabilidade aproximadamente igual de serem
adequados para desenvolvimento farmacéutico. Antes de determinar
as suas propriedades de ADME nédo era possivel prever qual seria

superior.

No entanto, uma vez concluida a avaliacdo descrita nos
exemplos 1 a 6, tornou-se <claro que o composto (I) era
substancial e inesperadamente superior aos outros compostos. Uma
vez que o composto (I) era o Unico composto no painel com um
anel de 6 membros, era possivel que as propriedades superiores
fossem devido ao tamanho do anel de lactama. Para determinar se
isto era verdade, a requerente reviu todos os exemplos de
compostos de acilaminolactama anteriormente divulgados com
actividade BSCI e seleccionou os dois compostos com maior
semelhanca estrutural com (I). De todos 0s compostos
anteriormente conhecidos com actividade BSCI, estes foram os

dois compostos com a estrutura mais semelhante ao composto (I).

Os compostos seleccionados foram
3-(2',2'"-dimetildodecanoilamino)-tetra-hidropiridin-2-ona
(exemplo 3 do documento W02006/134385; aqui designado VI) e
3-(adamanatano-l-carbonilamino)-tetra-hidropiridin-2-ona

(exemplo 1 do documento W02006/134385; aqui designado VII):
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Estes compostos partilham em comum com (I) o anel de
lactama de 6 membros, o ligante amida e a presenca da
dissubstituicdo 2',2', com 4 Atomos de carbono ligados ao
carbono chave na posicadao 2 relativamente ao grupo carbonilo da

amida, num arranjo essencialmente tetraédrico.

Os compostos (VI) e (VII) foram submetidos a analise
farmacocinética em ratos utilizando exactamente o0s mesmos
protocolos anteriormente aplicados aos compostos (I) a (V) no
exemplo 1. Refira-se que nestas experiéncias foi wutilizado o
enantiémero (S) de (VI) e (VII), uma vez gue se prevé gque este
seja o enantidmero mais activo em comum com todos os outros BSCI

de tipo acilaminolactama descritos até a data.

Resultados

Infelizmente, (VI) era um sdélido ceroso com tendéncia para
reter solvente. Foi dificil obter uma preparacdao de (VI) que
fosse isenta de solvente, mas isto foi eventualmente conseguido
apds secagem considerdvel durante muitas semanas. No entanto,
esta amostra era completamente insoltvel em 5% de DMSO em soro
fisioldgico, utilizado como veiculo para administracao
intravenosa dos compostos anteriores. Como uma consequéncia, foi

necessario utilizar um veiculo totalmente diferente de modo a
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preparar uma solugdao adequada para administracgado intravenosa. O
composto (VI) foi dissolvido em 50% de PEG400/20% de solutol/30%
de soro fisioldgico para administracdo intravenosa. Todos os
compostos, incluindo (VI), foram suspensos (ou dissolvidos) em
1% de carboximetilcelulose em SOro fisioldgico para
administracdo oral. Embora a comparacao da biodisponibilidade
oral entre experiéncias utilizando veiculos diferentes nao seja
geralmente recomendada (porque o veiculo pode ter um impacto
considerédvel na absorcdo dos compostos no intestino) € contudo
muito improvavel que a seleccao do veiculo afecte
significativamente a semi-vida observada apobds injeccao
intravenosa de (VI) em comparagao com outros compostos, tal

como (I).

Os paradmetros de um modelo farmacocinético simples de um
compartimento sao mostrados na Tabela 7. 0s dados para o
composto (I') da Tabela 1 acima sido mostrados para comparacido. b
evidente que (VI) e (VII) sao ambos acentuadamente inferiores a
(I'), com taxas de eliminacdo mais do que 10 vezes superiores e
uma exposicdo oral dque é 25-50 vezes inferior a que foi

conseguida com (I'")

Tabela 7. Paradmetros farmacocinéticos para BSCI de tipo

acilaminolactama de 6 aneis seleccionados.

F (%) tl/2 Eliminacao vVss Exposicao
(min) (mL/min/kg) (L/kg) (min.ng/mL)
(VI) 16 46 40,3 1,95 11 000
(VII) |35 20 31,1 0,7 32 500
(I") 69 196 2,6 0,7 939 000
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A biodisponibilidade oral (F, %), semi-vida dominante no
plasma (tl/2, min) apds administracdo intravenosa, eliminacéao
(mL/min/kg), volume de distribuicdo (Vss, L/kg) e exposicdo oral
(AUC 0-t, min.ng/mL) de um modelo farmacocinético simples de um
compartimento para cada composto, baseou-se na média para trés
ratos. Para (VII), a Cmax foi conseguida em menos de 15 min,
coerente com absorcgdo o6ptima como para (I'). No entanto, o
hidréfobo (VI) foi absorvido mais lentamente com Tmax entre 60 e

120 min.

Na realidade, € evidente da comparacao da Tabela 7 com a
Tabela 1 que os compostos (VI) e (VII) nao sao sequer tao bons
quanto (IV) e (V) em termos de exposicdo. Apesar de partilharem
a lactama de 6 anéis com (I), os compostos (VI) e (VII) tém
propriedades de ADME acentuadamente inferiores e nao sao
melhores do gque uma grande gama de outros compostos de BSCI de

acilaminolactama que foram anteriormente divulgados.

Coerente com a eliminag¢do muito maior para (VI) e (VII) em
comparacao com (I'), estes compostos tém semi-vidas no plasma
substancialmente mais curtas do gque (I') (menos de 1 hora, em

comparacao com mais de 3 horas).

Com base nesta andlise farmacocinética, serda o6bvio para os
especialistas na técnica gque apesar da estabilidade quimica
semelhante, bem como das suas propriedades previstas semelhantes
em termos tedricos e da sua semelhanca estrutural, mesmo assim
(I') & acentuadamente superior a (VI) e (VII), com 25-50 vezes
melhor exposicdo oral do que qguaisquer destes andlogos de lactama
de 6 anéis. A requerente conclui qgue as 1inesperadamente
excelentes propriedades inesperadas de ADME de (I') nao podem

ser atribuidas a lactama de 6 anéis (uma vez gue outras lactamas
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de 6 anéis, tais como (VI) e (VII) nao partilham as suas
caracteristicas ADME excepcionais), nem ao ligante amida (uma
vez que outros compostos com ligante amida, incluindo (II),
(III) e (V) nao partilham as suas caracteristicas ADME
excepcionais), nem ao grupo de cauda pivoilo (uma vez gue o0
composto (IV) partilha este grupo e nado tem as caracteristicas
ADME excepcionais de (I')). Em vez disso, as caracteristicas
ADME surpreendentes e acentuadamente superiores de (I') dependem
da combinacado particular de caracteristicas estruturais, o que

ndo podia ser previsto.

Exemplo 8. Tentativa para conceber racionalmente um BSCI de

acilaminolactama com propriedades de ADME equivalentes a (I')

No processo de i1dentificacdao das propriedades de ADME
superiores do composto (L"), a requerente analisou a
farmacocinética de uma variedade de acilaminolactamas diferentes
com poténcia sub-nanomolar como BSCI in vitro. Como uma
consequéncia, a requerente esperaria ter adquirido algum
conhecimento sobre os factores gque modulam as propriedades de
ADME para moléculas dentro deste espag¢o estrutural. Por esse
motivo, a requerente tentou wutilizar esta experiéncia para
seleccionar um segundo composto de BSCI de acilaminolactama de
entre as classes estruturais anteriormente divulgadas com
propriedades de ADME tao semelhantes quanto possivel daquelas

de (I').
A eliminacdo relativamente rdapida de (IV) em comparacao

com (I') (ver Tabela 1 acima) sugeriu que o ligante amida pode

estar correlacionado com propriedades de ADME superiores. Por
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conseguinte, a requerente limitou a seleccdao a compostos com

unidades de ligacao amida.

O composto (II) foi muito bem absorvido, mas foi
rapidamente convertido em (V) in vivo, presumivelmente através
da acgao da(s) i1socenzima(s) do citocromo P450 do figado. O
composto (V) nao foi ele mesmo manifestamente mais oxidado
(provavelmente em consequéncia do substituinte de remocdao de
electrdes no anel de adamantino) mas foi contudo eliminado de
forma relativamente rédpida. A auséncia de metabolitos primdrios
detectdveis na urina sugere fortemente que a eliminacdo réapida
foi mediada pela formacdao de um conjugado de fase II, tal como ©
glucuronideo, o qual no rato ¢é excretado nas fezes. Os
conjugados de fase II sao facilmente formados em grupos
hidroxilo, tal como o 3-hidroxiadamantano em (V). Como uma
consequéncia, a requerente propds que um derivado de (II) com um
substituinte de remogdo de electrdes estdvel (para prevenir
hidroxilacdo do anel de adamantino pelo citocromo P450 ou outras
hidroxilases ou oxidases do figado) que foi incapaz de formar
conjugados de fase II, tal como um substituinte halo, pode ter

as propriedades de ADME Optimas gque a requerente estava a

procura.

Como uma consequéncia, o composto (VIII), abaixo, foi
sintetizado e testado. A requerente seleccionou o analogo
substituido com cloro (em vez, por exemplo, do anédlogo

substituido com fluoro) porque este era um composto conhecido
(ver exemplo 8 no documento W02006/016152) para o qual estava
facilmente disponivel uma via sintética. Além disso, a
introducdao de ligacdes C-F alifdticas é um desafio em termos de
sintese e pode aumentar o custo das matérias-primas para o

ingrediente farmacéutico activo numa ordem de grandeza ou mais.
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Como anteriormente (ver Exemplo 7), a requerente escolheu

preparar e avaliar o enantidmero (S) deste composto, uma vez
que, em geral, 0S enantidémeros (S) dos compostos de
acilaminolactama sdo conhecidos como tendo maior actividade BSCI

in vitro.

Uma preocupacgado Oobvia relacionada com esta molécula era a
estabilidade da 1ligacao C-Cl. Por conseguinte, a requerente
examinou a estabilidade de (VIII) in vitro, em soro fisioldgico
e numa preparacao de microssomas de figado de rato. De forma
encorajante, menos de 2% de (VIII) sofreu hidrdlise (determinada
por LC/MS, com deteccdo de duplo i1do do produto de hidrdlise (V)
e do composto parental (VIII)) mesmo apds 24 horas a 37 °C.
BAnalogamente, a incubac¢do de (VIII) a 1 uM com uma preparacgao de
microssomas de rato durante 1 hora a 37 °C resultou em menos de
10% de degradacdo em comparacdo com um ensaio em branco "sem
NADPH". Como uma consequéncia, a requerente concluiu que o
composto (VIII) tem estabilidade e eliminagdao intrinseca 1in

vitro semelhante a (I').

Assim, com base em hipdéteses tedricas utilizando a
experiéncia ganha a partir da descoberta de (I'), bem como na
pericia geral na técnica para prever propriedades de ADME, bem

como utilizando ensaios de seleccao in vitro convencionais, tais
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como estabilidade e eliminacéo intrinseca in vitro em
preparagdes de microssomas de figado, esperar-se-ia que 0

composto (VIII) tivesse propriedades ADME comparaveis a (I').

Por conseguinte, a requerente submeteu (VIII) a andlise
farmacocinética em ratos utilizando exactamente 0S8 mesmos
protocolos anteriormente aplicados aos compostos (I') a (VII)

nos exemplos 1 e 7.

Resultados

Os parédmetros de um modelo farmacocinético simples de um
compartimento sao mostrados na Tabela 8. 0Os dados para o
composto (I') da Tabela 1 acima sido mostrados para comparacido. b
evidente que o composto (VIII) ¢é acentuadamente inferior ao
(I'), com taxas de eliminacdo mais do que 20 vezes superiores e

nenhuma biodisponibilidade oral absolutamente nao detectavel.

tabela 8. Parametros farmacocinéticos para BSCI de lactama

seleccionados.
F tl/2 Eliminacéao Vss Exposicao
(%) (min) (mL/min/kqg) (L/kqg) (min.ng/mL)
(VIII) [<1% |15 62,8 0,7 <100
(I') 69 196 2,6 0,7 939 000

A Dbiodisponibilidade oral (F, %), semi-vida dominante no
plasma (tl1/2, min) apds administragdo intravenosa, eliminacéo

(mL/min/kg), volume de distribuicdo (Vss, L/kg) e exposicdo oral
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(AUC 0-t, min.ng/mL) de um modelo farmacocinético simples de um
compartimento para cada composto, baseou-se na média para trés
ratos. Para (VIII), o nivel de analito foi abaixo do limite de
quantificacdo (~2 ng/mL) em todos os intervalos de tempo apds

administracao oral.

Em conclusao, o composto (VIII), que a requerente tinha
seleccionado com base em consideracdes tedricas e ensaios de
seleccdo 1in vitro, como tendo propriedades de ADME Optimas
estava, contudo, entre os compostos de acilaminolactama menos
adequados, pelo menos entre aqueles cuja PK foi determinada,
para desenvolvimento como um agente farmacéutico. O composto
exibiu eliminacgdo rapida, resultando numa semi-vida no plasma
curta e, além disso, apresentou absolutamente nenhuma

biodisponibilidade oral.

A grandeza da superioridade do composto (I') € ilustrada na
Figura 10. Aqui, a requerente representou graficamente dois
parémetros de PK (semi-vida no plasma e exposicdo oral) para
todos o0s compostos BSCI para os quais foi analisada a
farmacocinética no rato. O composto (I') situa-se bastante longe
do agregado, que representa as propriedades de ADME geralmente
fracas dos compostos neste espago estrutural (e nado atipico de
muitas classes de candidatos a farmaco totalmente nao
relacionadas), indicando gque o composto (I') & inesperadamente

e, invulgarmente, superior.

Exemplo 9. Comparacdo dos enantidémeros (S) e (R) de (I)

Foi demonstrado gque o composto (I') tem propriedades de

ADME inesperadas e acentuadamente superiores (ver exemplo 1).
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Este composto tem um dtomo de carbono assimétrico (na ligacao do
anel com o ligante amida) e, consequentemente, existe em dois
estereoisdmeros: o enantidémero (S) designado (I'") e o

enantiémero oposto (R), designado (R)-(I).

Como com todos os outros BSCI de acilaminolactama descritos
até a data, o enantidémero (S) de (I) é mais potente como um BSCI
in vitro do que o enantidémero (R) correspondente. E por esta
razao que (I') foil estudado na maioria das experiéncias, em vez
do enantiémero (R) isolado ou uma mistura dos enantidémeros. No
entanto, € improvavel que as propriedades de ADME estejam
relacionadas com a actividade farmacoldégica primdria. De facto,
para muitos compostos, as propriedades de ADME de pares
enantioméricos sao muito semelhantes, uma vez gque (em muitos
casos) as propriedades fisicas do composto sd&o particularmente
dominantes na determinacdo da disposicdo in vivo, e as

propriedades fisicas de pares enantioméricos sado idénticas.

Como uma consequéncia, a requerente testou se o}
enantiémero (R) partilha as propriedades de ADME particularmente
excelentes de (I'). Uma vez que a utilidade de qualguer composto
particular depende da poténcia do(s) efeito(s) farmacoldgico(s)
primério(s) e da disposicdo da molécula in vivo (uma vez dque
para ser eficaz, a molécula de farmaco tem de estar presente
no(s) sitio(s) alvo(s) pretendido(s) numa concentracgao
suficiente para exercer os seus efeitos farmacoldgicos), entao
um composto que tenha poténcia inferior mas excelentes
propriedades de ADME pode ser mais eficaz (ou mais potente 1in
vivo) do que um composto de comparacdo de maior poténcia mas

propriedades de ADME inferiores.
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Por conseguinte, o enantidmero (R) isolado de (I) foi
sintetizado (exactamente como aqui descrito para o)
enantiémero (S) isolado, mas substituindo o material de partida
(S)-ornitina por (R)-ornitina comercialmente disponivel de alta
pureza estereoquimica) e as propriedades PK deste agente no rato
foram determinadas utilizando metodologia idéntica a descrita

acima (ver Exemplos 1, 7 e 8).

Resultados

Os paréametros de um modelo farmacocinético simples de um
compartimento sdao mostrados na Tabela 9. 0s dados para o
composto (I') da Tabela 1 acima sdo mostrados para comparacdo. E
evidente que (R)-(I) partilha, em grande medida, as propriedades
de ADME inesperadamente superiores de (I'). Como com (I'"),
(R)—-(I) esté também essencialmente gquantitativamente
biodisponivel por via oral e consegue uma exposicao apds uma
unica dose oral a 3 mg/kg mais de 5 vezes superior ao melhor
composto seguinte testado até a data (ver composto (V) no

exemplo 1; Quadro 1).

Quadro 9. Parametros farmacocinéticos para os enantidmeros

(R) e (S) isolados de (I).

F (%) [tl/2 (min) Eliminacéao Vss (L/kg) |Exposicéo
(mL/min/kqg) (min.ng/mL)
(R) — 84 81 8,6 0,9 295000
(I') 69 196 2,6 0,7 939000
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A biodisponibilidade oral (F, %), semi-vida dominante no
plasma (tl1l/2, min) apds administragdo intravenosa, eliminacéo
(mL/min/kg), volume de distribuicdo (Vss, L/kg) e exposicdo oral
(AUC 0-t, min.ng/mL) de um modelo farmacocinético simples de um
compartimento para cada composto, baseou-se na média para trés
ratos. Em ambos o0s casos, a concentracdo maxima no plasma foi
tipicamente observada cerca dos 30 min, coerente com boa

absorcao.

Embora (R)—-(I) partilhe claramente, numa medida
significativa, as propriedades de ADME invulgarmente benéficas
de (I'), existem contudo algumas diferencas estatisticamente
significativas. A mais acentuada é o aumento da eliminagado do
plasma (~3 vezes maior para (R)-(I) em comparacao com (I')),
resultando numa semi-vida no plasma 2 vezes mails curta apds
administracdo intravenosa bem como uma exposicdo 3 vezes

inferior apds a dose oral unica.

A eliminagdo de (R)-(I) aproxima-se da velocidade de
filtracao glomerular no rato (tipicamente indicada como
9 mL/min/kg), enquanto a eliminacgdo de (I') é significativamente

menor. Uma interpretacao possivel destas observacgdes €& que (I')
€ activamente reabsorvido, eventualmente no tubulo distal do
nefrénio e este processo de reabsorcdao ¢é selectivo para o
enantidémero (S) relativamente ao enantidémero (R). Se, como
parece plausivel, as propriedades de ADME inesperadas e
altamente superiores de (I') sédo devidas, em parte, a recaptacao
no nefrdénio através de um transportador capaz de distinguir o
enantidmero (S) do enantidmero (R), entdo 1isto realgca a
imprevisibilidade das propriedades de ADME, e ilustra ainda a

actividade inventiva da invencao aqui descrita.

76



Nao obstante, o (R)-(I) ¢é também claramente um composto
superior de acordo com a presente invencdao (como ilustrado pelo
circulo aberto na Figura 10, o que ilustra que é mais prdéximo em
termos de propriedades de ADME a (I') do que a classe geral de
acilaminolactamas. Em conclusdo, portanto, ambos (R)-(I) e (I'),
e, por isso, mais geralmente o composto (I) mostrou ter
propriedades de ADME inesperadas e acentuadamente superiores em
comparacao com os outros BSCI de tipo acilaminolactama que foram
divulgados. Além do mais, em geral, o composto (I") é
ligeiramente, mas significativamente, superior ao composto (I) e

é, portanto, preferido.

Lisboa, 8 de Julho de 2014
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REIVINDICACOES

Utilizacao de um composto de fdérmula (I) ou um seu sal
farmaceuticamente aceitavel, para a preparagao de um

medicamento para o tratamento de um disturbio inflamatério:

ZT

NH

{@.

Utilizacao de um composto de férmula (I') ou um seu sal
farmaceuticamente aceitavel, para a preparagao de um

medicamento para o tratamento de um disturbio inflamatério:

Composto de férmula (I) ou um seu sal farmaceuticamente

aceitdavel, para utilizacdo como um medicamento:

H 0O
N
HA,
o)

(D.



Composto de fdérmula (I') ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel, para utilizacdo como um medicamento:

NH

@)

Composto de foérmula (I) ou um seu sal farmaceuticamente

aceitdvel, para utilizacdo no tratamento de um disturbio

inflamatério:
H (o}
N
NH
0
M.
Composto de férmula (I') ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel, para utilizacdo no tratamento de um disturbio

inflamatdério:

™ NH

@).




9.

Composicdo farmaceuticamente aceitdvel compreendendo, como

ingrediente activo, um composto de fdérmula (I) ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel e, pelo menos, um

excipiente e/ou veiculo farmaceuticamente aceitavel:

21

NH

®-

Composicao farmaceuticamente aceitdvel compreendendo, como

ingrediente activo, um composto de fdérmula (I') ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel e, pelo menos, um

excipiente e/ou veiculo farmaceuticamente aceitdvel:

0
i,
NH

Composto de férmula geral (I):

H o
N
XA,
O

@.



10.

11.

12.

Composto de férmula geral (I'):

n (0]
“,
“ NH
0
@)
Utilizacao de um composto de férmula (I) ou (I') de acordo

com qualquer das reivindicagdes 1 ou 2, ou o composto de
féormula (I) ou (I') para utilizacdo de acordo com qualguer
uma das reivindicagdes 5 ou 6, em que o disturbio
inflamatério é seleccionado do grupo consistindo de doencgas
auto-imunes, disturbios vasculares, infeccdo ou replicacao
viral, asma, osteoporose (baixa densidade mineral &ssea),
crescimento de tumores, rejeicdo de transplantes de &érgaos
e/ou funcionamento retardado de enxerto ou dérgdo, um
disturbio caracterizado por um nivel elevado de TINF-q,
psoriase, feridas cuténeas, disturbios provocados por
parasitas intracelulares, dor neuropdatica, alergias, doenca
de Alzheimer, resposta de memdéria induzida por antigénio,
supressao de resposta imunoldgica, artrite reumatdide,

esclerose maltipla, ALS, fibrose e formacdo de adesdes.

Utilizacdao de um composto de fdérmula (I) ou (I'), ou o
composto de fdérmula (I) ou (I') para utilizacado, de acordo
com a reivindicagdo 11, em que o disturbio inflamatdério é
asma, rinite alérgica ou doenca pulmonar obstrutiva

crdénica.



13.

14.

15.

16.

Utilizacdao de um composto de fdérmula (I) ou (I'), ou o
composto de fdérmula (I) ou (I') para utilizacao, de acordo
com a reivindicagdo 11, em que o disturbio inflamatério é a

formacao de adesdes apds cirurgia ginecoldgica ou geral.

Utilizagdao de um composto de fdérmula (I) ou (I'), ou o
composto de fdérmula (I) ou (I') para utilizacao, de acordo
com a reivindicacdo 11, em que o disturbio inflamatdério é

nefropatia, incluindo nefropatia diabética.

Utilizacdo de um composto de férmula (I) ou (I') ou um seu
sal farmaceuticamente aceitdvel, para a preparacdo de um
medicamento para o tratamento, melhoria ou profilaxia de
sintomas de uma doenga inflamatdria (incluindo uma reacgao

inflamatéria desfavordavel a qualquer agente):

@ @).

Composto de féormula (I) ou (I") ou um seu sal
farmaceuticamente aceitdvel, para utilizacdo no tratamento,
melhoria ou profilaxia de sintomas de uma doenca
inflamatdria (incluindo uma reaccgao inflamatéria

desfavordavel a gqualquer agente):



17.

18.

19.

o] o)

I
Zz

NH K NH

@ a.

Composicédo farmaceuticamente aceitdavel de acordo com a
reivindicagdo 7 ou 8, para utilizacdo no tratamento,
melhoria ou profilaxia dos sintomas de um disturbio

inflamatdrio.

Composicao farmaceuticamente aceitdvel para utilizagdo de
acordo com a reivindicacdao 17, em que o disturbio &
seleccionado dos disturbios definidos em qualquer das

reivindicagdes 11 a 14.

Utilizagao, composto, composto para utilizacgao, composicao
ou composicado para utilizacdo de acordo com qualquer
reivindicacado anterior, em que o composto de fdérmula (I) ou

(I') estd na forma hidratada ou solvatada.

Lisboa, 8 de Julho de 2014
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