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DESCRICA

"COMPOSICAO E METODO PARA TRATAR A ANSIEDADE"

A presente invengo relaciona-se com o tratamento da ansicdade e

das perturbagdes a ela associadas.

A quarta edigdo do Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-IVT™)_  publicada em 1994 pela American Psychiatric
Association, Washington, DC, define a ansiedade e as perturbagdes a ela
associadas. Estas sdo a perturbagéo dec panico sem agorafobia, a perturbagio de
panico com agorafobia, a agorafobia sem histdria de perturbag@o de pénico, fobia
especifica, fobia social, perturbacgio obsessivo-compulsiva, perturbagéo pds-stress
traumatico, perturbagdo aguda de stress, perturbagdo da ansiedade generalizada,
perturbagdo de ansiedade provocada por um estado fisico geral, perturbagéo de
ansiedade induzida por substincia e perturbagdo da ansiedade sem outra

especificagdo.

As perturbagdes de ansiedade sdo geralmente tratadas através de
aconselhamento ou com farmacos. As classes dos farmacos que sdo largamente
prescritas para o tratamento das perturbacdes de ansiedade incluem as

benzodiazepinas (tais como o diazepam) e o hidrocloreto de buspirona.

As benzodiazepinas foram introduzidas durante os anos 60. Alcan-
caram grande aceitagdo, mas o seu uso estd, no entanto, restrito devido ao seu
perfil de efeitos secundarios adversos, em particular a sua tendéncia para induzir a

dependéncia.



O hidrocloreto de buspirona foi introduzido no inicio dos anos 80.
Nao tem efcitos secundérios que conduzam & dependéncia, mas tem um inicio de

ac¢do lento (cerca de 4 semanas).

Existe, por conseguinte, a necessidade de novos farmacos para o

tratamento da ansiedade e perturbagdes a ela associadas.

Foram desenvolvidos varios modelos animais que s3o reconhecidos
na técnica como sendo proféticos da actividade ansiolitica. Estes incluem o
modelo do choque potenciado pelo medo, descrito por Davis em
Psychopharmacology 62:1; 1979 e Behav. Neurosci. 100:814; 1986, o modelo de
mais elevagdo descrito por Lister em Psychopharmacol. 92:180-185; 1987, ¢ o
bem conhecido modelo de resposta a punigio (conflito), descrito, por exemplo,
em “Psychopharmacology of Anxiolytics and Antidepressants”, editado por S.E.
File, pp. 131-153, Raven Press, Nova lorque, 1991.

No sistema nervoso central (SNC) dos mamiferos, a transmissio de
impulsos nervosos € controlada pela interac¢do entre um neurotransmissor, que é
libertado por um neurénio transmissor, e um receptor de superficie num neurénio
receptor, provocando a excitagdo deste neurdnio receptor. Acredita-se que tanto
as benzodiazepinas como o hidrocloreto de buspirona exortem o seu efeito
ansiolitico pela ligagdo a esses receptores. Em particular, acredita-se que as
benzodiazepinas actuem por ligagdo aos receptores GABA, enquanto se acredita

que o hidrocloreto de buspirona se ligue aos receptores SHT},.

O L-Glutamato, que é o neurotransmissor mais abundante do SNC,
medeia a via excitatoria principal dos mamiferos, e é referido como um amino-

acido excitador (AAE). Os receptores que respondem ao glutamato sio chamados



receptores de amino-dcido excitador (receptores de AAE). A esle respeito, ver
Watkins & Evans, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 21, 165 (1981); Monaghan,
Bridges e Cotman, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 29, 365 (1989); Watkins,
Krogsgaard-Larsen, e Honore, Trans. Pharm. Sci., 11, 25 (1990). Os amino-
acidos excitadores sdo de grande importéncia fisiolégica, desempenhando um
papel numa série de processos fisiologicos, tais como a potenciagéo a longo prazo
(aprendizagem ¢ memoria), o desenvolvimento da plasticidade sinaptica, o
controle motor, a respiragdo, a regulagido cardiovascular, estados emocionais e

percepgdo sensorial.

Os receptores de amino-acidos excitadores sio classificados em dois
tipos gerais. Os receptores que estdo directamente acoplados a abertura dos canais
de catido na membrana celular dos neurénios sio denominados “ionotrépicos”.
Este tipo de receptor foi subdividido em pelo menos trés subtipos, que sio
definidos pelas ac¢des de despolarizagdo dos agonistas selectivos de N-metil-D-
aspartato (NMDA), 4cido o-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiénico (a-
amino-3-hidroxi-5-methylisoxazole-4-propionic acid, AMPA), e acido cainico
(Kainic Acid, KA). O segundo tipo geral de receptor € o receptor de proteina G
ou receptor “metabotrépico” de amino-acido excitador ligado ao segundo
mensageiro. Este segundo tipo estd acoplado a multiplos sistemas de segundo
mensageiro que levam a hidrélise aumentada dos fosfoinositideos, a activa¢io da
fosfolipase D, a aumentos ou decréscimos na formagdo do cAMP, e a mudangas
na fungdo dos canais de ides. Schoepp e Conn, Trends in Pharmacol. Sci., 14, 13
(1993). Ambos os tipos de receptores parecem ndo apenas mediar a transmissdo
singptica normal ao longo das vias excitatérias, mas também participar na
modificagdo das conexdes sindpticas durante o desenvolvimento e ao longo da
vida. Schoepp, Bockaert, e Sladeczeck, Trends in Pharmacol. Sci., 11, 508
(1990); McDonald e Johnson, Brain Research Reviews, 15, 41 (1990).



Os receptores metabotrdpicos de glutamato s3o uma familia
altamentc heterogénea de receptores de glutamato que estdo ligados a multiplas
vias de segundo mensageiro. Geralmente, estes receptores funcionam a fim de
modular a libertagdo pré-sinaptica do glutamato, e a sensibilidade pos-sinaptica
da célula neurdnica a excitagdo pelo glutamato. Os receptores metabotropicos de
glutamato  (metabotropic  glutamate receptors, mGluR) foram divididos
farmacologicamente em dois sub-tipos. Um grupo de receptores estd acoplado
positivamente a fosfolipase C, o que provoca a hidrélise dos fosfoinositideos (PI)
celulares. Este primeiro grupo ¢ designado como o dos receptores metabotrépicos
de glutamato ligados ao PI. O segundo grupo de receptores estda acoplado
negativamentc a ciclase do adenil, o que evita a acumulagio de monofosfato de
adenosina ciclica (cyclic Adenosine Monophosphate, cAMP) estimulada por
forescolina. Schoepp e Conn, Trends Pharmacol. Sci., 14, 13 (1993). Os
receptores pertencentes a este segundo grupo sio designados como receptores

metabotropicos de glutamato ligados ao cAMP.

Fo1 agora descoberto que um composto que é um agonista que actua
selectivamente nos receptores metabotropicos de glutamato ligados ao cAMP
acoplados negativamente ¢ eficaz nos modelos de ansiedade de choque
potenciado pelo medo ¢ dc labirinto mais elevagio, mas ndo tém uma eficacia

semelhante a das benzodiazepinas no modelo de resposta a punigdo (conflito)).

A presente invengdo fornece o uso de um agonista que actua nos
receptores metabotropicos de glutamato ligados ao cAMP acoplados
negativamentc para o fabrico de um medicamento para o tratamento da ansiedade

e perturbagdes a ela associadas.

Descobriu-se que um composto inovador que actua selectivamente

como um agonista nos receptores metabotrépicos de glutamato ligados ao cAMP



acoplados negativamente, o acido (+)-2-aminobiciclo(3.1.0)hexano-2,6- dicarbo-
xilico, ¢ eficaz nos modelos de ansiedade de choque potenciado pelo medo e de
labirinto mais elevagdo. Uma vez que as benzodiazepinas e o hidrocloreto de
buspirona sio eficazes nestes modelos e sfo teis de modo geral no tratamento
das perturbagdes de ansiedade, acredita-se que as perturbacdes de ansiedade serdo
passivels de ser tratadas utilizando qualquer agonista que actue nos receptores
metabotrépicos de glutamato acoplados negativamente ligados ao cAMP,

especialmente um agonista que actue selectivamente.

Os modelos de choque potenciado pelo medo e mais elevagio
medem ambos a capacidade de um composto de teste para proteger um animal de
teste do efeito da exposi¢do a um ambiente provocador de ansiedade. No teste
anterior, o ambicnte provocador de ansiedade compreende um estimulo neutro, tal
como uma luz, que o animal de teste esta condicionado a associar a um estimulo
adverso, tal como um choque eléctrico. Neste 1iltimo teste, o ambiente provocador
de ansiedade compreende um espago aberto, pelo qual os roedores t¢m uma

aversdo natural.

De acordo com um aspecto preferido, por conseguinte, a presente
mnvencdo fornece a utilizagdo de um agonista que actua nos receptores
metabotrépicos de glutamato acoplados negativamente ligados ao cAMP para o
fabrico de um medicamento para proteger um mamifero do efeito de um ambiente
provocador de ansiedade, preferencialmente um agonista que actua selectiva-

mente.

Verificar-se-4 que o efeito de um ambiente provocador de ansiedade
num mamifero pode ser condicionado (como medido no modelo de choque
potenciado pelo medo) ou natural (como medido no modelo de labirinto mais
elevacio). De acordo com isto, um ambiente particular pode produzir ansiedade

apenas em individuos especificos ou no geral de uma populagio.
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Exemplos de perturbagdes de ansicdade que podem ser produzidos
em individuos especificos sdo aqueles que sdo descritos no Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, publicado em 1994 pela American

Psychiatric Association, Washington, D.C.

A dosc especifica de agonista administrada de acordo com esta
invenglo scrd, claro estd, determinada pelas circunstincias especificas que
rodetam o caso, incluindo a actividade do agonista especifico administrado, a via
de administragio, a situagdo particular a ser tratada, e consideragdes semelhantes.
O agonista pode ser administrado através de uma diversidade de vias, incluindo a
via oral, rectal, transdérmica, subcutinea, intravenosa, intramuscular, ou
intranasal. Alternativamente, o agonista pode ser administrado através de infusdo
continua. Uma dose diaria tipica contera de cerca de 0,001 mg/kg a cerca de 100
mg/kg do agonista. Preferencialmente, as doses didrias serdo de cerca de 0,05
mg/kg a cerca de 50 mg/kg, mais preferencialmente de cerca de 0,1 mg/kg a cerca

de 20 mg/kg.

Os agonistas que actuam nos receptores metabotropicos de
glutamato acoplados negativamente ligados ao ¢cAMP podem ser identificados
utilizando o procedimento experimental a seguir. Primeiramente, a afinidade de
um composto de teste com os receptores metabotrdpicos de glutamato pode ser
demonstrada pelo deslocamento selectivo da ligagdo do [*H]glutamato sensivel ao
acido (18, 3R)-1-aminociclopentano-1,3-dicarboxilico s membranas celulares do
cérebro dos ratos. A ligagio do [*H]glutamato ([’H]Glu) é conduzida com
membranas cruas do prosencéfalo dos ratos, como descrito por Schoepp e True.
Schoepp e True, Neuroscience Lett., 145, 100-104 (1992); Wright , McDonald, e
Schoepp, J. Neurochem., 63, 938-945 (1994). A afinidade de um composto de

teste com o receptor pode ser expressa como a concentragdo do composto de teste



que inibe 50% da ligagao (ICsg), ou a percentagem de deslocamento do PH]Glu a
uma concentragao de 10 pM ou 100 uM do composto da férmula I. Neste teste,
descobriu-se que o ICsy para o acido (+)-2-aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-

dicarboxilico ¢ de 0,18 uM.

A capacidade de um composto de teste para actuar como um
agonista nos receptores metabotrépicos de glutamato acoplados negativamente
ligados ao cAMP pode ser medida utilizando o método a seguir. Os compostos de
teste sdo testados para verificar a sua capacidade para diminuir a formagio de
CAMP estimulada por forescolina no hipocampo dos ratos e no cértex cerebral
dos ratos, utilizando os procedimentos descritos em Schoepp e Johnson. Schoepp
¢ Johnson, Neurochem. Int., 22, 277-283 (1993). Neste teste, verificou-se que o
acido  (+)-2-aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico dava o resultado

apresentado na Tabela II abaixo.

Tabela II. Inibi¢io da Formagio de cAMP Estimulada por Forescolina

ECso (LM)
Cortex cerebral dos ratos 0,055+ 0,017
Hipocampo dos ratos 0,036 £ 0,015

A capacidade dos compostos de férmula I para tratar a ansiedade ou
uma perturbagdo a ela associada pode ser demonstrada utilizando os bem
conhecidos modelos de ansiedade de choque potenciado pelo medo e de labirinto

mais elevagio.

No modelo de choque potenciado pelo medo, os animais sio
€xpostos a um estimulo neutro tal como luz (estimulo condicionado) com um

estimulo adverso tal como um choque (estimulo ndo condicionado). A seguir ao



condicionamento, quando os animais sdo confrontados com um estimulo acustico
de alto volume de som, as maiores respostas de choque sio produzidas quando o

estimulo de choque ¢ precedido por luz.

O modelo de labirinto mais elevagio baseia-se na aversdo natural

dos roedores a altura e aos espagos abertos.

O diazepam ¢ o hidrocloreto de buspirona, que sdo ansioliticos
clinicamente testados, sdo eficazes na redugio do medo (resposta de choque
aumentado) associado a confrontagdo com luz no modelo de choque potenciado, e

na redug@o do medo dos espagos abertos no modelo de elevagio mais labirinto.

Ratos Long Evans machos (180-400 g) ou ratinhos Suicos NIH
machos (18-35 g) foram obtidos através da Harlan Sprague-Dawley, Cumberland,
IN, EUA e aclimatados pelo menos 3 dias antes de serem submetidos aos testes.
Os animais foram guardados a 23+2°C (30% a 70% de humidade relativa) e
alimentados com Purina Certified Rodent Chow e dgua ad libitum. O fotoperiodo
foi de 12 horas de luz e 12 horas dc escuriddo, com o estabelecimento da
escuriddo aproximadamente as 1800 horas.
compostos de teste foram dissolvidos num veiculo de 4gua purificada e
neutralizados com 5 N NaOH a um pH de 7-8 quando aplicavel. Diazepam
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) foi suspenso em 4gua purificada
através da adig8io gota a gota de Tween 80. Os animais de controle receberam o

veiculo respectivo.

Choque potenciado pelo medo: Foram usadas cimaras SL-LAB (San Diego
Instruments, San Diego, CA) para sessdes de condicionamento e para a produgéo
e registo das respostas de choque. Foi usado um procedimento de

condicionamento cléssico para produzir a potenciagdo das respostas de choque.



Resumidamente, nos primeiros 2 dias os ratos foram colocados em cimaras de
choque escuras, nas quais foram instaladas grelhas de choque. Passado um
periodo de 5 minutos de aclimatagdo, cada rato recebeu um choque eléctrico de
ImA (500 ms) precedido por uma confrontagdo de 5 segundos com luz (15 watt)
que se¢ manteve acesa durante o tempo de durag¢do do choque. Foram efectuadas
dez confrontagdes da luz e do choque em cada sessdo de condicionamento, os
ratos foram submetidos a gavagem com uma solugio de composto de teste e dgua
e as scssoes de teste de choque foram conduzidas. No inicio da sessdo foi
apresentado um bloco de 10 confrontagdes consecutivas de estimulos de choque
acusticos (110 dB, ndo sincronizados com a luz) a fim de minimizar as influéncias
da fase rapida inicial de habituagio ao estimulo. Isto foi seguido por 20
experimentagdes alternadas do ruido por si s6 ou do ruido precedido por luz.
Excluindo o bloco de experimentagéo inicial, as amplitudes de resposta ao choque
para cada tipo de experimentagdo (ruido por si sé versus luz + ruido) foram
avaliadas relativamente a cada rato ao longo de toda a sessdo de teste. Os dados
sdo apresentados como a diferenga entre ruido por si s6 e luz + ruido. Verificou-
se que o acido (+)-2-Aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico deu um EDs,

de 0,3 mg/kg, p.o. neste teste.

Elevacio Automatizada Mais Labirinto: A construgdo da elevagdo mais
labirinto foi baseada numa concepgdo validada para ratos por Lister (1987). O
labirinto foi na sua totalidade construido de Plexiglas transparente. O labirinto
era composto de dois bragos abertos (30x5x0,25 cm) e dois bragos fechados
(30x5x15 cm). O piso de cada brago do labirinto era corrugado para conferir
textura. Os bragos estendiam-se a partir de uma plataforma central e a um angulo
de 90° em relag@o uns aos outros. O labirinto era elevado a uma altura de 45 cm
acima do piso e iluminado por luz vermelha. Foram montadas células de
infravermelhos individuais ao longo de cada brago do labirinto a fim de

monitorar a actividade fechada, aberta ¢ de introdu¢do do focinho. Os ratos
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foram colocados individualmente sobre a plataforma central do labirinto ¢ o
numero de contagem de brago fechado, brago aberto, e de introdugo do focinho
(introduzir a cabeca apenas no brago aberto a partir do brago fechado do
labirinto) foi registado e utilizado como uma medida de entradas nos bragos e de
tempo gasto nas varias secgdes do labirinto durante um periodo de teste de cinco

minutos.

A administracdo oral de acido (+)-2-aminobiciclo[3.1.0]hexano-
2,6-dicarboxilico produziu aumentos significativos na actividade do abrago
aberto em doses de 1, 3 ¢ 10 mg/kg. A contagem de introducio do focinho
mostrou um aumento significativo a 3 mg/kg. A contagem da actividade do
brago fechado ndo foi alterada de forma significativa a nenhuma dose do

composto.

O 4cido (+)-2-aminobiciclo[3.1.0Thexano-2,6-dicarboxilico pode
ser preparado reagindo brometo dec carboximetildimetilssulfonio com 2-
ciclopenten-1-ona na presenga de uma base, tal como 1,8-diazabiciclo[5.4.0]-
undec-7-eno a fim de proporcionar 2-oxobiciclo[3.1.0]hexano-6-carboxilato de
etilo. Este éster pode entdo ser reagido com uma solugdo aquosa de cianeto de
potassio ou cianeto de sodio ¢ carbonato de amoénio a fim de produzir uma
hidantoina intermediaria, (a reacgdo de Bucherer-Bergs), que € entfo hidrolizada
utilizando hidréxido de sédio, a fim de proporcionar uma mistura
diastereomérica de 2-aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilatos de dietilo. O
diasteredbmero desejado pode ser obtido através de cristalizagdo com Aacido
oxalico. Este diasteredmero pode entdo ser re-solvido formando um sal cristalino
com acido (+)-di-p-toluoil-D-tartarico e recuperando 2-aminobiciclo[3.1.0]-
hexano-2,6-dicarboxilato de (-)-dietilo. A hidrdlise deste diéster utilizando hidré-
xido de sédio aquoso da acido (+)-2-aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxi-

lico. Alternativamente, o 4cido etil 2-oxobiciclo[3.1.0]hexano-6-carboxilico pode
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ser hidrolizado utilizando hidréxido de sodio a fim de dar 4cido 2-oxobici-
clo[3.1.0]hcxano-6-carboxilico. Este acido pode entdo scr re-solvido formando
um sal cristalino com (S)-1-fenietilamina ¢ recuperando acido (+)-2-
oxobiciclo[3.1.0]hexano-6-dicarboxilico. Este acido pode entdo ser convertido
em acido (+)—2-aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico por reacgdo com
uma solugdo aquosa de cianeto de potassio ou cianeto de sodio e carbonato de
amonio a fim de produzir uma hidantoina intermediaria (a reac¢@o de Bucherer-
Bergs) seguida de hidrélise da hidantoina utilizando hidroxido de sodio. Este
procedimento também pode ser modificado realizando o passo de re-solugdo
sobre a hidantoina em vez de sobre o 4cido 2-oxobiciclo[3.1.0]hexano-6-carbo-
xilico. Neste caso, descobriu-sc que a (R)-1-feniletilamina ¢ um agente rc-

solvente adequado.

Os agonistas sdo preferencialmente formulados antes da adminis-
tracio em combinagdo com um ou mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis,
diluentes, ou excipientes. As formulagdes farmacéuticas sdo preparadas através
de procedimentos conhecidos utilizando ingredientes bem conhecidos ¢
prontamente disponiveis. Na execugdo das composigdes, o ingrediente activo
serd geralmente misturado com um veiculo, ou diluido por um veiculo, ou
encerrado dentro de um veiculo, e pode ser na forma de uma cépsula, saqueta,
papel, ou outro recipiente. Quando o veiculo scrve como um diluente, pode ser
um material solido, semi-solido ou liquido que actua como veiculo, excipiente,
ou meio para o ingrediente activo. As composi¢oes podem ser na forma de
comprimidos, pilulas, pés, pastilhas, saquetas, hostias, elixires, suspensoes,
emulsdes, solugdes, xaropes, aerossdis, unguento contendo, por exemplo até
10% em peso de composto activo, cépsulas de gelatina macia ou dura,
supositorios, ~solugdes injectaveis estéreis, adesivo dérmico, implante

subcutineo, e pds embalados estéreis.



Alguns exemplo de veiculos adequados, excipientes, e diluentes
incluem lactose, dextrose, sacarose, sorbitol, manitol, amidos, gomas, acacia,
fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de célcio, celulose
microcristalina, polivinilpirrolidona, celulose, xarope de agua, metil celulose,
hidroxibenzoatos de metilo e propilo, talco, estearato de magnésio, acido
estearico, ¢ olco mineral. As formulagdes podem conter adicionalmente agentes
lubrificantes, agentes humedecedores (tensioactivos), agentes emulsionantes e de
suspensao, agentes preservantes, agente adogantes, ou agentes aromatizantes. As
composi¢des podem ser formuladas de modo a proporcionar um fornecimento
rapido, sustentado ou retardado do ingrediente activo ap6s administragdo ao

paciente empregando procedimentos bem conhecidos na arte.

As composi¢des sdo formuladas preferencialmente numa forma de
dosagem unitéria, contendo cada dosagem de cerca de 1 mg a cerca de 500 mg,
mais preferencialmente cerca de 5 mg a cerca de 200 mg do ingrediente activo.
O termo “forma de dosagem unitéria” refere-se a uma unidade fisicamente
discreta adequada como dosagens unitdrias para sujeitos humanos e outros
mamiferos, contendo cada unidade uma quantidade predeterminada de material
activo calculado para produzir o efcito terapéutico desejado, em associagdo com
um veiculo, diluente, ou excipiente farmaceuticamente adequado. Os exemplos

de formulagdes a seguir sdo apenas ilustrativos.

Formulacao 1

Capsulas de gelatina dura sdo preparadas utilizando os seguintes

ingredientes:
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Quantidade
(mg/capsula)
Acido 2-aminobiciclo[3.1 .OJhexano-2,6-dicarboxilico 250
Amido, scco 200
Estearato de magnésio 10
Total 460 mg

Os ingredientes acima sdo misturados e colocados dentro de

capsulas de gelatina dura em quantidades de 460 mg.

Formulacéo 2

Um comprimido ¢ preparado utilizando os ingredientes abaixo:

Quantidade
(mg/comprimido)
Acido 2-aminobiciclo[3.1 .0]Jhexano-2,6-dicarboxilico 250
Celulose, microcristalina 400
Didxido de silicone, fumado 10
Acido estearico 5
Total 665 mg

Os componentes sdo misturados ¢ prensados para formar

comprimidos pesando cada um 665 mg.

Formulagio 3

Uma solugdo de aerossol ¢ preparada contendo os seguintes

componentes:
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Peso %
Acido 2-aminobiciclo[3.1.0Jhexano-2,6-dicarboxilico 0,25
Etanol 29,75
Propulsor 22 70,00
(clorodifluorometano)
Total 100,00

O composto activo é misturado com etanol e a mistura
adicionada a uma porgdo do Propulsor 22, arrefecida até ~30°C e transferida para
um dispositivo de enchimento. A quantidade requerida ¢ entdo alimentada a um
recipiente de ago inoxidavel e diluida com o restante do propulsor. As unidades

de valvulas sdo entdio instaladas no recipiente.

Formulacéo 4

Comprimidos contendo cada um 60 mg de ingrediente activo sdo

feitos como a seguir:

Quantidade
(mg/comprimido)

Acido 2-aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico 60 mg
Amido 45 mg
Celulose microcristalina 35mg
Polivinilpirrolidona 4 mg
Carboximetilamido de s6dio 4,5 mg
Estearato de magnésio 0,5 mg
Talco 1 mg

Total 150 mg
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O ingrediente activo, amido ¢ celulose sdo passados através de um
crivo de orificios de 45 x 10 m (malha U.S. No. 45) e muito bem misturados. A
solucio de polivinilpirrolidona ¢ misturada com os pds resultantes, que s@o entéo
passados através de um crivo de orificios de 1,25 x 107 (malha U.S. No. 14). Os
granulos produzidos desta forma sdo secos a 50°C e passados através de um
crivo de orificios de 107 m (malha U.S. No. 18). O carboximetilamido de sédio,
estearato de magnésio, ¢ talco, previamente passados através de um crivo de
orificios de 2,5 x 10” m (malha U.S. No. 60), sio entio adicionados aos granulos
que, depois de misturados, sdo prensados numa maquina de fazer comprimidos a

fim de proporcionar comprimidos pesando cada um 150 mg.

Formulagéo 5

Céapsulas contendo cada uma 80 mg de ingrediente activo so feitas

COmo a seguir:

Acido 2-aminobiciclo[3.1.0Jhexano-2,6-dicarboxilico 80 mg
Amido 59 mg
Celulose microcristalina 59 mg
Estearato de magnésio 2 mg

Total 200 mg

O ingrediente activo, a celulose, 0 amido e o estearato de magnésio s3o
misturados, passados através de um crivo de orificios de 4 x 10* m (malha U.S. No.
45), e colocados dentro de capsulas de gelatina dura em quantidades de 200 mg.

Formulagéo 6

Supositorios contendo cada um 225 mg de ingrediente activo



podem ser feitos como a seguir:

Acido 2-aminobiciclo{3.1.0]Thexano-2,6-dicarboxilico 225 mg
Acidos glicéridos gordos saturados 2.000 mg
Total 2.225 mg

O ingrediente activo é passado através de um crivo de orificios de
2,5 x 10* m (malha U.S. No. 60), e suspenso nos glicéridos de acidos gordos
saturados previamente fundido utilizando o minimo de calor necessirio. A
mistura ¢ entdo vertida para dentro de um molde de supositério de capacidade

nominal de 2 g e deixado a arrefecer.

Formulag¢io 7

Suspensdes contendo cada uma 50 mg de ingrediente activo por

dose de 5 ml sdo feitas como a seguit:

Acido 2-aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico 50 mg
Carboximetilcelulose de sédio 50 mg
Xarope 1,25 ml
Solug¢do de acido benzdico 0,10 ml
Aromatizante q.b.
Corante q.b.
Agua purificada para perfazer 5 ml

O farmaco é passado através de um crivo de orificios de 4 x 10° m
(malha U.S. No. 45) ¢ misturado com a carboximetilcelulose de sodio e xarope a
fim de formar uma pasta lisa. A solugdo de acido benzdico, o aromatizante e 0

corante s3o diluidos com parte da 4gua e adicionados, com agitag@o. E entdo
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adicionada agua suficiente para produzir o volume requerido.

Formulacio 8

Uma formulago intravenosa pode ser preparada como a seguir:

Acido 2-aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico 100 mg
Manitol 100 mg
Hidroéxido de sodio 5 N 200 ml
Agua purificada para perfazer 5 ml

Os Exemplos a seguir ilustram ainda métodos para a sua sintese de

acido (+)-2-aminobiciclo[3.1 .0]hexano-2,6-dicarboxilico.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados sob uma
pressdo positiva de nitrogénio seco ou argon. Todos os solventes e reagentes
foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados tal como foram recebidos,
salvo indicacio em contrario. Tetrahidrofurano (THF) seco foi obtido por
destilagio a partir de soédio ou benzofenonacetil de sodio antes de usar. Os
espectros de ressondncia magnética nuclear de protdo (‘"H RMN) foram obtidos
num espectrometro GE QE-300 a 300,15 MHz, um espectrometro Brucker AM-
500 a 500 MHz, ou um espectrdmetro Brucker AC-200P a 200 MHz. Foi
realizada espectroscopia de massa de bombardeamento de atomos livres
(FABMS) num instrumento VG ZAB-2SE. Foi realizada espectroscopia de
massa de dessor¢do de campo (FDMS) utilizando um instrumento VG 70SE ou
um Varian MAT 731. As rotagdes Opticas foram medidas com um polarimetro
Perkin-Elmer. A separagdo cromatografica num Waters Prep 500 LC foi
geralmente levada a cabo utilizando um gradiente linear dos solventes indicados

no texto. As reacgio foram geralmente monitoradas para conclusdo utilizando



18 R H— -

cromatografia de camada fina (TLC). A cromatografia de camada f{ina foi
realizada utilizando placas E. Merck Kieselgel 60 F254, de 5 cm x 10 cm, com
espessura de 0,25 mm. As manchas foram detectadas utilizando uma combinagéo
de UV e detecglo quimica (placas mergulthadas numa solugdo de molibdato de
aménio cérico [75 g de molibdato de amonio e 4 g de sulfato de cério (IV) em
500 ml de 4cido sulfurico aquoso a 10%)] e depois aquecidas numa placa quente).
Foi realizada cromatografia “flash” como descrito por Still, ef al., Still, Kahn, €
Mitra, J. Org. Chem., 43,2923 (1978). Foram determinadas analises elementares
para carbono, hidrogénio, € nitrogénio num Control Equipment Corporation 440
Elemecntal Analyser, ou foram realizadas pelo Centro Analitico da Universidade
Complutense (Falcultad de Farmacia, Madrid, Espanha). Os pontos de fusdo
foram determinados em capilares de vidro abertos num aparelho de ponto de
fusdo de banho de ar quente Gallenkamp ou um aparelho de ponto de fusdo
Biichi, ¢ estio sem correcgdo. O nimero entre paréntesis depois do nome do

composto refere-se ao nimero do composto.

Preparacio 1

Brometo de Carbetoximetildimetilssulfénio

Uma solugdo de bromoacetato de etilo (265 g) ¢ sulfureto de
dimetilo (114 g) em acetona (500 mL) foi agitada a temperatura ambiente.
Depois de trés dias, o composto do titulo foi isolado por filtragdo da mistura de

reacgio. Ponto de fusdo 88-90°C.

Exemplo 1

(1SR, 5RS, 6SR)-2-oxobiciclo[3.1 .0]hexano-6-carboxilato de etilo

Uma suspensdo de brometo de carbetoximetildietilssulfonio (45,5



g) em tolueno (350 mL) foi tratada com 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno (30,2
g). A mistura resultante foi agitada a temperatura ambiente. Ao fim de uma hora,
a mistura de reacgdo foi tratada com 2-ciclopenten-1-ona (19,57 g). Depois de 18
horas adicionais, a mistura de reac¢do foi adicionada a uma solugéo de 1 N acido
cloridrico/cloreto de sddio. A mistura resultante foi extraida com éter dietilico.
Os extractos combinados de éter foram secos sobre sulfato de magnésio,
filtrados, e concentrados in vacuo. O residuo foi purificado utilizando
cromatografia de gel de silica, eluindo com um gradiente linear de acetato de
etilo/hexanos a 10% a acetato de etilo/hexanos a 50%, a fim de proporcionar

22,81 g do composto do titulo. Ponto de fusdo: 36-38°C.

FDMS: m/z = 168 (M+).
Analise calculada para CoH,,05: C, 64,27; H, 7,19.
Encontrado: C, 64,54; H, 7,11.

Exemplo 2

(1SR, 2RS, 5RS, 65R)-2-Aminobiciclo[3.1.0]-hexano-2,6-dicarboxilato de dietilo
e (1SR, 2S8R, SRS, 6SR)-2-Aminobiciclo[3.1.0]-hexano-2,6-dicarboxilato de

dietilo

Uma solucio do composto preparado como descrito no Exemplo 1
(22,81 g) em etanol (200 mL) foi tratada com uma solugdo aquosa de cianeto de
potdssio (9,71 g) e carbonato de amoénio (21,2 g) em agua (200 mL). A mistura
resultante foi aquecida até cerca de 50° C. Passadas cerca de 18 horas, a mistura
de reacgdo foi deixada a arrefecer até a temperatura ambiente e tratada com
hidroxido de sodio (16,2 g). A mistura resultante foi aquecida até ao refluxo.

Passadas cerca de 18 horas, a mistura de reacgdo foi deixada a arrefecer até a
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temperatura ambiente, depois arrefecida até 0° C. O pH da mistura fria foi
ajustado para pH1 pela adi¢do de é4cido cloridrico concentrado. Esta mistura foi
concentrada até a secagem in vacuo. O residuo foi dissolvido em ctanol,
arrefecido até aos 0° C, e tratado com cloreto de tionilo (80,6 g). A mistura
resultante foi aquecida até ao refluxo. Passadas cerca de 48 horas, a reacgdo foi
concentrada até & sccagem in vacuo. O tesiduo foi tratado com 1 N hidréxido de
sodio, ¢ a mistura resultante extraida com éter dietilico. Os extractos combinados
de éter foram sccos sobre carbonato de potassio, filtrados, e concentrados in

vacuo a fim de proporcionar 24,6 g de uma mistura dos compostos do titulo.

Exemplo 3

(1SR, 28R, SRS, 65R)—2-Aminobiciclo[3.l.O]-hexano-Z,6-dicarb0xilato de dietilo

Uma solugio dos compostos preparados como descrito no Exemplo
2 (20,71 g) cm acetato de etilo (200 mL) foi tratada com uma solug#o de acido
oxalico (15,46 g) em etanol (50 mL). A mistura resultante foi agitada a
temperatura ambiente. Ao fim de uma hora, a mistura de reacgdo foi tratada com
etanol adicional (50 mL). Passadas 18 horas, a mistura foi filtrada, € o filtrado foi
evaporado até & secagem in vacuo. O residuo foi tratado com 1 N hidréxido de
sodio, e a mistura resultante extraida com éter dietilico. Os extractos combinados
de éter foram lavados com salmoura, secos sobre carbonato de potassio, filtrados,
e concentrados in vacuo. O residuo foi purificado por cromatografia de gel de
silica, cluindo com cloreto de metileno: de hidréoxido de aménio/metanol a 5%

(97:3), a fim de proporcionar 15,41 g do composto do titulo.

FDMS: m/z = 242 (M+H).
Analise calculada para C,,H;oNOy: C, 59,74; H, 7,94; N, 5,81. Encontrado: C,
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59,78, H, 8,13; N, 5,77.
Exemplo 4
(-)-2-Aminobiciclo[3.1.0]-hexano-2,6-dicarboxilato de dietilo

Uma solu¢do da mistura racémica de compostos preparados como
descrito no Exemplo 3 (6,56 g) em acetato de etilo (100 mL) foi tratada com uma
solugio de acido (+)-di-p-toluoil-D-tartarico (12,0 g) em acetato de etilo (100
mL). Depois de repousar de um dia para o outro & temperatura ambiente, o solido
cristalino foi removido por filtragdo e seco a fim de proporcionar 14,7 g. O sé6lido
cristalino adicional foi obtido arrefccendo o filtrado até 0° C. Os solidos
cristalinos combinados foram dissolvidos em acetato de etilo quente, contendo 2-
propanol suficiente para uma dissolugdo completa. Depois de arrefecer até 0° C, o
s6lido cristalino foi isolado por filtragdo, a fim de proporcionar 2,3 g de um sélido
tendo um excesso enantiomérico de = 95%. A forma de base livre foi obtida
através da partigdo do sal entre bicarbonato de sédio aquoso € acetato de ctilo. A
fase organica foi separada, seca sobre carbonato de potassio, filtrada, e

concentrada in vacuo a fim de proporcionar 0,77 g do composto do titulo.

FDMS: m/z = 242 (M+H).

Rotagdo optica: op = -5,15° (¢ = 1, EtOH).

Analise calculada para C,H;oNO,: C, 59,74; H, 7,94; N, 5,81. Encontrado: C,
59,68; H, 8,13; N, 5,58.

Exemplo 5

Acido (+)-2-Aminobiciclo[3.1.0]-hexano-2,6-dicarboxilico
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Uma solugdo do composto preparado como descrito no Exemplo 4
(0,69 g) em tetrahidrofurano (10 mL) foi tratada com 1 N hidréxido de sédio (10
mL), e a mistura resultante foi vigorosamente agitada a temperatura ambiente. Ao
fim de vérios dias, o composto foi isolado por cromatografia de permuta aniénica
(Bio-Rad AG1-X8), eluindo com 4cido acético/dgua a 50%, a fim de proporcionar

0,53 g do composto do titulo.

FDMS: m/z = 186 (M+H).

Rotagdo optica: ap = 21,32° (¢ =1, 1 N HCI).

Andlise calculada para CgH;NO4e1,25 H,O : C, 46,26; H, 6,55; N, 6,74.
Encontrado: C, 46,68; H, 6,47; N, 6,49.

Exemplo 6

Acido 2-Oxobiciclo[3.1 .0]-hexano-6-carboxilico

Uma mistura de 60 g de 2-oxobiciclo [3.1.0] hexano-6-carboxilato
de (1SR, SRS, 6SR) etilo ¢ 300 ml de 1 N hidréxido de sodio foi agitada a 25-30°
C. Ao fim de 2,5 horas, foi adicionado acido cloridrico concentrado a fim de
ajustar o pH para 0,8-1,2. A solugdo resultante foi extraida com acetato de etilo.
Os extractos foram secos sobre sulfato de magnésio, filtrados, e concentrados a

fim de proporcionar 49,1 g (98%) do material bruto.

A recristalizagdo a partir de 100 ml de acetato de etilo proporcionou

o composto do titulo, pf 123,5-128° C.

FDMS: m/z = 140 (M+).
Analisc calculada para C;11303: C, 60,00; I1, 5,75. Encontrado: C, 60,14; H, 5,79.
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Exemplo 7
Sal dc acido 2-Oxobiciclo[3.1.0]-hexano-6-carboxilico com (S)-1-feniletilamina

Uma solugdo de 14 g do composto preparado no Exemplo 6 em 140
ml de ctanol a 25% em acetato de etilo foi combinada com (S)-1-feniletilamina (1
eq.). Apos agitagdo de um dia para o outro, o sal precipitado foi isolado através de
filtragdo ¢ scco a fim de proporcionar 11,87 g (45,4%) do sal desejado. A
conversdo do sal no acido 2-oxobiciclo[3.1.0]-hexano-6-carboxilico parcialmente
re-dissolvido pelo método do Exemplo 8 ¢ a analise indicaram que o sal era 68%
ee. O excesso enantiomérico foi determinado por conversdo no metil éster com
diazometano com posterior HPLC quiral numa coluna Chiralpak AS a 40° C
cluida com isonopropanol a 10%/hexano a 90% a 1 ml/min com detecgdo a 210

nm.

Exemplo 8
Acido (+)-2-Oxobiciclo[3.1.0]-hexano-6-carboxilico

Uma mistura de 1,31 g do produto do Exemplo 7 ¢ 10 ml de acido
cloridrico 1IN foi agitada durante 5 minutos e extraida com acetato de etilo. Os
extractos foram secos sobre sulfato de sodio, filtrados, € concentrados a fim de
proporcionar 0,61 g do composto do titulo, pf 110-115° C. Determinou-se que o

produto era 68% ee através de HPLC quiral (método do Exemplo 7).

FDMS: m/z = 141 (M+).

Rotagdo Optlica: ap — 49,85°
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Exemplo 9

Acido (-)-2-Spiro-5'-hidantoinbiciclo[3.1 .0]-hexano-6-carboxilico

Uma solugio do composto preparado como descrito no Exemplo 8
(68% ee, 1 eq.), cianeto de potassio (1,25 eq.), carbonato de amoénio (2,5 eq.) foi
combinada e agitada em etanol/agua a 25° C durante 40 horas. A mistura foi
acidificada com 6N écido cloridrico, concentrada, diluida com 4agua, e filtrada a
fim de dar um rendimento de 79% de uma mistura de 90:10 de diastereémeros, pf
786-290° C. A mistura diastercomérica foi recristalizada a partir de
isopropanol/agua a fim de dar um rendimento de 48% do composto do titulo em
pureza 100% diastereomérica ¢ 100% enantiomérica (taxa enantiomérica
determinada através de HPLC quiral numa coluna Chiralcel OD-H de 4,6 x 150
mm, eluida com isopropanol a 15% /hexano a 85% a 1 ml/min a 40° C com
detecgdo a 220 nm; taxa diastereomérica determinada por HPLC numa coluna
Zorbax SB-fenil a 40° C com elui¢io com 90:10 de tamp3o/acetonitrilo eluido a 2
ml/min com detecgdo a 220 nm (tampdo = monohidrato de fosfato dibasico de

sédio 0,1 M ajustado para um pH de 2,1 com écido fosférico).
FDMS: m/z =211 (M+H)
Rotagdo optica: op = 25,98°
Anélise calculada para CoH oN,O4: C, 51,43; H, 4,79; N, 13,33. Encontrado: C,
51,38; H, 4,80; N, 13,26.
Exemplo 10

2-Spiro-5'-hidantoinbiciclo[3.1.0]-hexano-6-carboxilato de Etilo

Uma mistura de 5,05 g de 2-oxobiciclo[3.1.0]-hexano-6-carboxilato
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de ctilo, 2,15 g de cianeto de potassio, 5,77 g de carbonato de amoOnio, 30 ml de
2B-3 ctanol ¢ 12 ml de agua foi agitada a 35° C ate a reacg@o cstar completa por
HPLC. Ao fim de 15 horas, a mistura de reacgio foi arrefecida até aos 0° C e
foram adicionados & mistura 33 ml de Agua. Passadas 2 horas a 0° C, o
precipitado foi isolado por filtragdo e seco a fim de proporcionar 5,23 g (73%) do

composto do titulo, pf 217-220° C.

FDMS: m/z = 238,1 (M+)
Analitico calculado para C,H4sN,O4: C, 55,46; H, 5,92; N, 11,76. Encontrado: C,
55,74; H, 5,88; N, 11,50.

Exemplo 11
Acido 2-Spiro-5-hidantoinbiciclo[3.1 .0]-hexano-6-carboxilico

Uma mistura de 16,32 g do produto do Exemplo 10 e 137 ml de 2N
NaOH foi agitada a 25° C. Ao fim de 1 hora, foi adicionado 4cido cloridrico
concentrado para ajustar o pH para 1,0. O precipitado resultante foi 1solado por
filtracdo e seco a fim de proporcionar 13,70 g (95%) do composto do titulo, pf
277-279° C.

FDMS: m/z = 210,1 (M+)
Analise calculada para CoH oN,O4: C, 51,43; H, 4,79; N, 13,33, Encontrado: C,
51,70; H, 4,93; N, 13,43.

Exemplo 12

Acido 2-Spiro-5'-hidantoinbiciclo[3.1.0]—hexano—6-carboxilico, sal de (S)-1-

feniletilamina



Uma mistura de 1,05 g do produto do Exemplo 11 ¢ 16,6 ml de uma
solugio de acetona:agua na proporgdo de 1,6:1 foi agitada a 25° C enquanto se
adicionavam 1,53 g de R-(+)-1-feniletilamina. A mistura foi agitada durante 2
horas 4 temperatura ambiente. Os cristais foram filtrados, enxaguados com
acetona, ¢ secos a fim de proporcionar 0,74 g (45%) do composto do titulo, pf

205-212° C.
Rotacdo Optica: ap =-31,88° (¢ = 1, metanol)
Exemplo 13
Acido (-)-2-Spiro-5"-hidantoinbiciclo[3.1.0]-hexano-6-carboxilico

Uma mistura de 0,74 g do produto do Exemplo 12 ¢ 10 ml de agua
foi agitada a 25° C enquanto o pH era ajustado de 6,81 para 1,0 usando IN HClL.
A mistura de reacgdo foi agitada durante 1 hora e o produto foi recothido por
filtragdo ¢ seco a fim de proporcionar 0,35 g (75%) do composto do titulo, pf
310° C (decomp).

FDMS: 210,1 (M+)

Rotagdo Optica: ap, = -24,22° (¢ = 1, metanol)

Anélise calculada para CoH oN,O4: C, 51,43; H, 4,80; N, 13,33. Encontrado: C,
51,67; H,4,87; N, 13,61.

Exemplo 14

Acido (+)-2-aminobiciclo[3.1.0]-hexano-2,6-dicarboxilico

Uma solugdo de 184 g de 4cido (-)-2-spiro-5'-hidantoinbiciclo[3.1.0]

hexano-6-carboxilico ¢ 1750 ml de 3N NaOH foi aquecida até ao refluxo até a
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reacgdo estar completa por HPLC. Ao fim de 28 horas, a solugdo foi arrcfecida
até & temperatura ambiente e filtrada através de papel de vidro a fim de remover
quantidades diminutas de material insolivel. O pH da solugdo foi ajustado para
3.0 usando HCI concentrado. A mistura de reacgdo foi agitada durante 1 hora a
temperatura ambiente ¢ duas horas a 0° C. O produto precipitado foi recolhido por
filtracdo, lavado com 170 ml de agua fria e seco a fim de proporcionar 152,5

gramas (86%) do composto do titulo.

FDMS: m/z - 180,1 (M+1)
Rotagdo Optica: ap = -23,18° (¢ =1, IN HCl)

Lisboa, 6 de Dezembro de 2001

ALBERTO CANELAS
Agente Oficial da Propriedade Industrial
RUA VICTOR CORDON, 14
1200 LISBOA
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REIVINDICACOES

1. O uso de um agonista que actua nos receptores metabo-
trépicos de glutamato ligados a0 cAMP acoplados negativamente para o fabrico
de um medicamento para o tratamento da ansiedade € perturbagoes a ela

associadas.

2. Uso como reivindicado na Reivindicagdo 1, no qual o ago-

nista actua selectivamente.

3. O uso de um agonista que actua nos receptores
metabotropicos ligados ao cAMP acoplados negativamente para o fabrico de um
medicamento para fornecer protecgdo do efeito de exposigdo a um ambiente

provocador de ansicdade.

4. Uso como reivindicado na Reivindicagdo 3, no qual o ago-

nista actua selectivamente.

5. Uso como reivindicado na Reivindicagdo 2, no qual o ago-

nista ¢ acido (+)-2-aminobiciclo[3.1 .0]-hexano-2,6-dicarboxilico.

6. Uso como reivindicado na Reivindicagdo 4, no qual o ago-

nista é acido (+)-2-aminobiciclo[3.1 .0]-hexano-2,6-dicarboxilico.

Lisboa, 6 de Dezembro de 2001

ALBERTO CANELAS
Agente Oficial da Propriedade Industrial
RUA VICTOR CORDON, 14
1200 LISBOA
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