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potencial no tratamento de tumores e/ou em distlrbios psiquiatricos.
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Relatério Descritivo de Patente de Invenc¢ao

Derivados de Tianeptina, Composigdes Farmacéuticas, Uso, e

Processo para sua Produgéo

Campo da Invencao
A presente invengao refere-se a derivados da tianeptina, em especial a

N-alguil e N-alquenil derivados, a seu uso, bem como a composiges
farmacéuticas compreendendo os mesmos, € a um processo para sua
produgdo. Os compostos derivados de tianeptina possuem aplicagéo potencial

no tratamento de tumores e/ou de disturbios psiquiatricos.

Antecedentes da Invencio

Tianeptina, 7- (3-cloro-6-metil - 6,11 - dihidrodibenzo [c,f] [1,2] tiazepin-
11-ilamino) acido heptandico S,S-dioxido, é uma droga antidepressiva atipica
sintetizada no Instituto Servier, Franga, e descrita pela primeira vez na patente
FR 2104728, durante pesquisas conduZidas para desenvolver novas drogas
antidepressivas mais efetivas e seguras do que as drogas triciclicas. Possuindo
féormula quimica C21H24CIN2NaO4S com peso molecular 436,95¢g, a Tianeptina
apresenta propriedades que vdo de droga antidepressiva a neuroprotetora e
ansiolitica (Guzman et al, 2009, patente W0/2010/051239; Uzbay, 2008;
Blanchard, 2002, patente US 6,441,165; Huet De Barochez & Wuthrich, 1999,
patente US 5,888,542) "

A absorc¢do do sal de sédfo de Tianeptiné é rapida e completa possuindo
meia-vida curta e tratamentos efetivos normalmente requerem diversas
dosagens ao dia (Guzman et al., 2009, pedido de patente W02010/051239;
Huet De Barochez & Wuthrich, 1999, patente US 5,888,542). Existem dois
isdbmeros para a tianeptina sendo o l-isdmero’ aquele que parece ser a forma
terapéutica ativa (Wagstaff et al., 2001; Oluyomi et al., 1997).

A estrutura da tianeptina ¢é caracterizada pelo ndcleo 3-
clorodibenzotiiazepina e uma cadeia lateral aminoheptandica. Pelo menos

algumas de suas atividades biolégicas dependem da presenca da cadeia
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aminocarboxilica, do sistema triciclico com heteroatomo doador de elétrons na
posi¢do 5 e uma substituicdo aromatica com um atomo aceptor de elétrons na
posicao 3 (Labrid et al., 1988). |

Diferente dos antidepressivos classicos (por exemplo, os inibidores da
recaptacdo de serotonina) demonstrou-se que o efeito antidepressivo da
Tianeptina decorre do aumento da captagédo de serotonina sem atividade
significativa nos receptores ou outros transportadores de monoaminas.
Adicionalmente, demonstrou-se que a Tianeptina é efetiva no tratamento clinico
de depressdo severa em adultos e idosos e durante a abstinéncia alcodlica,
bem como possuir propriedades ansioliticas sem efeitos colaterais comuns a
maioria dos antidepressivos (revisado em Brink et al., 2006). Dentre outras
propriedades farmacoldgicas da tianeptina estdo certa atividade analgésica,
melhora da memoéria € da atengéo, tratamento de desordens do péanico e efeito
anticonvulsivante (Zoladz et al., 2008; Uzbay et al.,2007; Kasper & Mcewen,
2005; Ceyhan et al., 2005; Wagstaff et al., 2001).

A Tianeptina também apresenta propriedades neurobiolégicas benéficas
potenciais como efeitos na neuroplasticidade e em varios sistemas de
neurotransmissores (revisado em Mcewen, 2010; Zoladz et al., 2008; Kasper &
Mcewen, 2005; Fuchs et al.,, 2002). O tratamento com Tianeptina reduz a
apoptose, protege as células contra os efeitos de citocinas proinflamatérias e
pode promover neuroplasticidade pelo aumento da expressdo de genes de
fatores neuroplésticos (por exemplo: Brain Derived Neutrophic Féctor, BDNF e
Nerve Growth Factor; NGF) que estédo diﬁ)inuidos no hibocampo e amigdala de
modelos animais de estresse (Svenningsson et al., 2007; Plaisant et al., 2003;
Kole et al., 2002; Kuroda & Mcewen, 1998).

Os sistemas neurotransmissores afetados pelo tratamento com
Tianéptina envolvem em menos escala o jéb“ mencionado sistema
serotoninérgico e em maior escala o sistema glutamatérgico (Bobula & Hess,
2008). A Tianeptina inibe as alteragdes patologicas causadas pelo estresse
neste sistema.
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Adicionalmente, a Tianeptina regula a entrada de calcio prevenindo a
super estimulagdo dos receptores AMPA e modula a atividade dos receptores
NMDA normalizando sua atividade no hipocampo (revisado em Mcewen, 2010).
Apesar de também atuar no sistema serotoninérgico sugere-se que o modo de
acdo primario da Tianeptina € a influéncia da expressdo de plasticidade
sindptica via modulagdo da neurotransmissédo giutamatérgica (Uzbay, 2008;
Zoladz et al., 2008) e via fatores neurotréficos (BDNF, NGF, etc.), reguladores
importantes da sobrevivéncia celular e proliferagéo, que apés o tratamento com
tianeptina apresentam-se aumentados (Reagan et al., 2007; Alfonso et al.,
2006). E ainda, estruturas quimicas relacionadas a tianeptina também
apresentam atividade antiproliferativa vem células de cancer de prostata
humanas (Laconde et al., 2005).

O documento US 7,070,765 revela, dentre outros, ésteres
opcionalmente aromaticos de tianeptina como antidepressivos para inalagéo.

A literatura cientifica que circunscreve a presente invengéo, porém sem
antecipa-la, ¢ listada a seguir. '

Alan H. Nagahara & Mark H. Tuszynski; Nature Reviews Drug Discovery
10, 209-219 (March 2011).

Alfonso J, Frick LR, Silbberman DM, Palumbo ML, Genaro AM, Frasch
AC. Regulation Of Hippocampal Gene Expression Is Conserved In Two Species
Subjected To Different Stressors And Antidepressant Treatments. Biol

Psychiatry. 2006 59:244-51.

Baruah JB, Samuelson AG. Allylic Amiﬁation Promofed by copper.
Tetrahedron 1991 47:9449-9454.

Blanchard J, Turbe H, Brigot D. Process For The Preparation Of 11-
Amino-3-Chloro-6, 11-Dihydro-5, 5-Dioxo-6-Methyl-Dibenzo[C,F][1,2]Thiazepine
And Application To The Synthesis Of Tianeptina. US 6,441,165, 2002.

Bobula B, Hess G. Antidepressant Treatments-Induced Modifications Of
Glutamatergic Transmission In Rat Frontal Cortex. Pharmacol Rep. 2008
60(6):865-71.
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Res. 2005 39:191-6.
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17 Suppl 3:311-7.

Guzman H, Popov A, Rammeloo T, Joachim L, Remenar J, Saoud J,
Tawa M. Tianeptine Sulfate Salt Forms And Methods Of Making And Using The
Same. Wo0/2010/051239. 2009.
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Embora seja um composto versatil, os estudos e desenvolvimentos de
derivados sdo restritos a ésteres alquilicos somente, ndo sendo conhecidos
estudos mais aprofundados sobre a substituigdo por demais grupos e em
outras regides da molécula.

5 Com base nessa lacuna do estado da técnica, a presente invengao
apresenta derivados N-alquil e N-alquenil de tianeptina, com atividade

antitumoral e/ou para o tratamento de distirbios psiquiatricos.

Sumadrio da Invenc¢ao
10 Em um primeiro aspecto, a presente invengao proporciona derivados N-

alquenil de tianeptina, Uteis como antitumorais e/ou para o tratamento de
disturbios psiquiatricos. . ‘

E um objeto da presente invengdo um derivado de tianeptina de acordo
com a estrutura (l) abaixo:

0 .

o
R2
15 : U]

onde:
R1 é C1-C6 alquil, C1-C6 alquehii, ramificado ou néo;
R2 é hidrogénio ou um grupo alquil C1-C8.
E um adicional objeto da presente invengdo um processo de preparo de
20 um derivado de tianeptina de férmula (l) descrita acima, onde o processo
com‘preende a etapa de reagir uma tianeptina de férmdla ().
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(o)

O\R
Z.m

onde R2 é hidrogénio ou um grupo alquil C1-C8,
com um haleto de formula (Ill):
X-R1 (1)
onde X é CI, Br, |;
R1 & C1-C6 alquil, C1-C6 alquenil, ramificado ou néo.

E um adicional objeto da presenfe invengdo o uso de um derivado de
tianeptina de féormula (I) descrita acima na preparagéd de um medicamento
antitumoral e/ou para o tratamento de distarbios psiquiatricos.

E um adicional objeto. da presente invengdo uma composigéo
farmacéutica antitumoral e/ou para o tratamento de disturbios psiquiatricos,
referida composicao compreendendo um derivado de tianeptina de férmula (1)
acima em um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Esses e outros objetos da invengéo seréo melhor explicados com base

na descrigdo detalhada a seguir.

Breve Descri¢ido das Figuras

Figura 1 - Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de

Tianeptina.
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Figura 2 - Espectro de infravermelho (IV) da Tianeptina extraida com
THF.

Figura 3 - RMN de NANTO03

Figura 4 - IV de NANTO3.1 vs. IV Tianeptina

Figura 5. Espectro total de massas de NANTO3.

Figura 6. Espectro de massas ampliado das regies 480-492 de
NANTO3.

Figura 7. Efeitos do tratamento com Tianeptina € NANTO3 sobre a
viabilidade celular em culturas de células de tumor cerebral do tipo
glioblastoma (linhagem U138-MG). O composto foi testado nas seguintes
doses: 0 (grupo controle); 1, 10 e 30 uM. As células foram cultivadas por 2 dias
na presenca dos compostos e a proliferagéao celular foi avaliada utilizando-se o
ensaio de redugdo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium brometo
(MTT). Os resultados estio expressos através de média + erro padréo (N = 3).
As diferengas entre os grupos estao expressas através de: *p<0.05 (Teste T).

' Figura 8. Efeitos do tratamento com Tianeptina e NANTO03 sintetizado
pela Neuroassay sobre a viabilidade celular em culturas de células de tumor
cerebral do tipo glioblastoma (linhagem U138-MG). O composto foi testado nas

-seguintes doses: 0 (grupo controle); 1, 10 e 30 uM. As células foram cultivadas

por 2 dias na presenga dos compostos e a proliferagéd celular foi avaliada
utilizando-se o ensaio de redugdo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium: brometo (MTT). Os resultados estao expréssos como
percentual do controle através de média /ir erro padréo (N = 3). As diferengas
entre os grupos estédo expressas através de: *p<0.05 (Teste T).

Figura 9. NANTO3 diminui a secregcdo de BDNF pelas células de glioma
do tipo U138-MG na dose de 30uM. Os niveis de BDNF no meio de cultura
foram"medidos por ELISA; n=3; ** P < 0.01 comparado és células controle.

Descricao Detalhada da Invengio
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Os exemplos aqui mostrados tém o intuito apenas de ilustrar algumas
das inlmeras formas de realizar a invengdo. Portanto, eles devem ser
encarados de forma ilustrativa, e nao restritiva.

Derivados de Tianeptina

Os derivados de tianeptina da presente invengéo sédo derivados N-alquil

e N-alquenil de acordo com a férmula (1):

0

%&r
()

onde:

R1 é C1-C6 alquil, C1-C8 alquenil, ramificado ou nao;

R2 é hidrogénio ou um grupo alquil C1-C8.

Grupos alquil adequados para uso na presente invengdo incluem, sem
limitacdes, metil, etil, propil, isopropil, n-butil, sec-butil, tert-butil, n-pentil, n-
hexil. 'l '

Grupos alquileno adequados incluem, sem limitagdes, 3-propenil, 4-
buten-1-il, 4-buten-2-il.

Preferencialmente R1 é 3-propenil e R2 é hidrogénio.

Processo de Preparo

O processo de preparo de derivados de acordo com a presente invengéo
baseia-se na reagédo de alquilacdo de aminas, e pode ser descrita como um

processo que compreende uma etapa de reagir uma tianeptina de formula (11):
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(0]

0.
Rz qi
onde R2 é hidrogénio ou um grupo alquil C1-C8,
com um haleto de férmula (lll):
n X-R1 (il)
onde X é Cl, Br, |;
R1 é C1-C6 alquil, C1-C6 alquenil, ramificado ou nao.
A reagdo se processa na presenca de uma base fraca, como por
exemplo bicarbonato de s6dio NaHCOs. O produto da reagéo sofre ainda
etapas de purificagdo comuns do estado da técnica.

Composicéo Farmacéutica

Os compostos da presente invengdo quando em contato com células
tumorais, como por exemplo células de tumor cerebral do tipo glioblastoma
(linhagem U138-MG), é capaz de diminuir a viabilidade celular, apresentando
assim atividade antitumoral.

Aiém disso, os compostos da presente invengdo sdo capazes de
diminuir a expressado do biomarcador BDNF, que esta relacionado a divérsos
tipos de tumores e também a distirbios psiquiatricos, como distarbio bipolar,

depresséo, esquizofrenia.
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Por essa razéo, uma composi¢do farmacéutica compreendendo os
derivados da presente invengao é Util no tratamento de tumores e distirbios
psiquiatricos.

Assim, a composi¢ao farmacéutica da presente invengdo compreende:

5 a) derivados N-alquil e N-alquenil de acordo com a férmula (1):
\ » /O
N—S8~
_N
R1
0
O\R
20
onde:

R1 é C1-C6 alquil, C1-C6 alquenil, ramificado ou n&o;
R2 ¢é hidrogénio ou um grupo alquil C1-C8; e
10 b) um veiculo farmaceuticamente ‘aceitavel.
Exemplo 1 - Extragdo de Tianeptina (STABLON)

Os compnmldos de Stablon foram macerados e Tetrahidrofurano (THF)
foi adicionado a um recipiente adequado. A solucéo foi mantida em agitacéo
por 15 minutos. A solugdo foi filtrada em funil de Biichner com vacuo em

15 kitassato. THF destilado em rotavapor. O produto final no baléo foi a tianeptina,
como pode-se ver pela andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
(Figura 1) e Infravermelho (IV) (Figura 2).

Equipamentos

- RMN 'H: As analises de RMN foram realizadas em aparelhos Varian

20 inova. Os espectros de hidrogénio foram obtid’os a 300MHz em tubos de 5mm

de diametro.
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- Infravermelho: As andlises de absor¢cdo no infravermelho foram
realizadas em um espectrémetro Varian 640-IR FT-IR pela técnica ATR.

- Extragao de solventes: Rotoevaporador Bichi.

- Cromatégrafo gasoso: GC 2010S da Shimadzu

- Espectrémetro de massas por Impacto Eletrénico: GCMS-QP2010S 70
€V com faixa de varredura de 50 - 700 (m/z)

Exemplo 2 — Reagao de Tianeptina + 1-bromopropeno (NANTO03)
Reacgéao de N-alquilagdo

Em um bal&o juntou-se 0,422g de tianeptina, 0,08 ml de bromopropeno e
0,08g de NaHCO:s. A tianeptina é dissolvida em 20ml metanol. Em sistema de
refluxo com agitagdo e aquecimento a 65°C. A reagdo foi mantida por
aproximadamente 25 horas. Em seguida purificou-se em coluna de silica com
separagao das fragées por diclorometano, diclorometano + acetado de etila,
acetato de etila e etanol. As fragdes obtidas foram analisadas por RMN e IV.
NANTO3 _

As reagéo de n-alquilagdo de tianeptina e bromopropeno resultaram no
produto Acido 7-[(3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidrodibenzolc,f]-[1,2]tiazepin-
11-il)N-alilamino]heptandico, aqui denominado de NANTO3.

Exemplo 3 - Cultivo celular

A linhagem celular de glioma, U138, foi obtida do American Type Culture
Collection (ATCC; Rockville, Marylan, EUA). As células cresceram e foram
mantidas em frascos estéreis de 25cm? com meio de cultura DMEN-High
Glucose 15% FBS. As células forém conservadas em incubadora a
temperatura de 37°C, com umidade relativa minima de 95% com atmosfera de
5% de CO..

Determinacgéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo Método do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yf)-2,5difeniltetrazolio brometo).

As células de tumor cerebral do tipo glioblastoma (linhagem U138-MG)
foram cultivadas em placas de 96 pogos numa concentragéo de 4x10° células
por pogo em meio de cultura DMEN-High Glucose 15% FBS por 24 horas.
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Passado este periodo, o meio foi descartado e acrescentou-se 100uL de meio
com 10% de FCS contendo o Tianeptina ou NANTO03 nas concentragdes de
1uM, 10uM e 30pM.

Apos 48h, o meio de cultura foi coletado e armazenado a -80°C para
posterior andlise de BDNF e NGF. Em cada pogo, adicionou-se 100uL de uma
solugéo com meio de cultura e MTT (Sigma Aldrich, Brasil) na concentragao de
5mg/mL. A placa ficou em incubagdo durante 4 horas a 37°C. Em seguida, o
meio foi cuidadosamente removido ‘dos pogos, deixou-se a placa em
temperatura ambiente cerca de 30 minutos até que ela estivesse
completamente seca. Depois, adicionou-se 50uL de dimetil sulféxido (DMSO)
em cada pogo e fez-se imediatamente a leitura em leitor de ELISA no
comprimento de onda de 492nm.

Os resultados mostrados nas Figuras 7 e 8 deixam claro que a
administragdo do derivado de tianeptina da presente invengdo conseguiu
proporcionar uma redugdo na viabilidade celular de maneira estatisticamente
significativa quando comparado com o controle e com a tianeptina,
evidenciando assim um efeito antitumoral.

Quantificagao dos niveis de BDNF

Os niveis de BDNF secretados pelas células foram medidos através de
um kit anti-BDNF do tipo sandwich-ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay), de acordo com as instrugdes do fabricante (Chemicon, Temecula, CA,
USA). / | ‘

Os resultados mostrados na Figura 9 deixam claro que a administragéo
do derivado de tianeptina da presente invengéao proporcionou uma redugio
estatisticamente significativa da secregdo de BDNF quando comparado com o

controle e com a tianeptina. Considerando que BDNF é um biomarcador

'importante em diversas doencas, dentre elas diversos tipos de cancer e

disturbios psiquiatricos, os resultados aqui apresentados sugerem a utilidade
dos compostos da presente invengdo no tratamento de diversos tipos de
cancer e disturbios psiquiatricos.

Analise estatistica
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Os resultados representam 3 experimentos independentes realizados
em triplicata e sdo expressos em média * e.p.. Utilizou-se teste t de Student
para comparagdes com o grupo controle e ANOVA de uma via com pos-hoc
LSD para comparagbes entre todos os grupos. P < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

Os versados na arte imediatamente valorizardo os ensinamentos da

presente invengdo e entenderdo que pequenas variagbes na forma de

- concretizar o conceito inventivo exemplificado acima serdo imediatamente

viabilizadas pela presente descrigdo, devendo ser consideradas dentro do

escopo da invengao e das reivindicagdes anexas.
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Reivindicacdes

1. Derivado de tianeptina caracterizado por possuir estrutura de acordo
com a formula (1):

onde:

R1 é C1-C6 alquenil, ramificado ou néo;

R2 é hidrogénio ou um grupo alquil C1-C8.

2. Derivado de tianeptina, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado por R1 ser 3-propenil.

3. Derivado de tianeptina, de acordo com a reivindicacdo 2,
caracterizado por R1 ser 3-propenil e R2 ser hidrogénio.

4. Derivado de tianeptina, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado por ser util no tratamento de tumores e distUrbios psiquiatricos.

5. Processo de preparo de derivado de tianeptina de acordo com a

férmula (1):
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onde:
R1 é C1-C6 alquenil, ramificado ou néo;
R2 ¢é hidrogénio ou um grupo alquil C1-C8; caracterizado por

compreender a etapa de reagir uma tianeptina de férmula (ll):

/O

O‘R
2 (I
onde R2 é hidrogénio ou um grupo alquil C1-C8,
com um haleto de formula (l11):
X-R1 (111
onde X é Cl, Br, I;
R1 é C1-C6 alquenil, ramificado ou néo.
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6. Processo de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado pela reacéo
se processar na presenca de uma base fraca.

7. Processo de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado pela base
fraca ser NaHCO:s.

8. Composicao farmacéutica para o tratamento de tumores e/ou de
disturbios psiquiatricos caracterizada por compreender:

a) derivados N-alquenil de acordo com a férmula (1):

onde:

R1 é C1-C6 alquenil, ramificado ou néo;

R2 é hidrogénio ou um grupo alquil C1-C8; e

b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

9. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizada por R1 ser 3-propenil.

10. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 9,
caracterizada por R1 ser 3-propenil e R2 ser hidrogénio.

11. Uso de derivados N-alquenil de formula (1):
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onde:

R1 é C1-C6 alquenil, ramificado ou néo;

R2 é hidrogénio ou um grupo alquil C1-C8,

caracterizado por ser para a preparacdo de um medicamento para o

tratamento de tumores e/ou de disturbios psiquiatricos.
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BDNF pg/m
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