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DITOS ANALOGOS. A presente invencéo refere-se a novos composto, composicdes farmacéuticas que compreendem os
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "COMPOS-
TOS ANALOGOS DE OXITOCINA, COMPOSICAO FARMACEUTICA
COMPREENDENDO OS MESMOS E USO DOS DITOS ANALOGOS*.
CAMPO TECNICO DA INVENCAQO

A presente invencgéao refere-se a novos compostos, composicoes

farmacéuticas que compreendem os mesmos, uso dos ditos compostos para
a fabricagcdo de um medicamento para tratamento inter alia de condi¢cbes
comprometidas de lactacdo, bem como um método para tratamento das di-
tas condi¢cbes, em que os ditos compostos sdo administrados.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Os agonistas de receptores peptidicos de oxitocina incluem o

hormoénio natural oxitocina, e carbetocina.

Cglls——-Tyr—lIe—GIn—Asn—C)lfs-Pro—Leu—Gly—NHg (oxitocina)

S S

A oxitocina é um agente uterotonico potente, usado clinicamente

para induzir o parto, e demonstrou intensificar o inicio e manutencao da lac-
tacao (Gimpl, G. et al., Physiol Rev. 81:629-683 (2001); Ruis, H. et al., British
Medical Jornal 283:340-342 (1981)). A carbetocina (1-desamino-1-carba-2-
tirosina-(O-metil)-oxitocina) também €& um agente uterotdnico potente usado
clinicamente para o controle de atonia uterina e sangramento excessivo. Ou-
tra pesquisa indica que os agonistas de oxitocina séo Uteis para o tratamento
de inflamacéao e dor, incluindo dor abdominal e dorsal; disfuncéo sexual, ma-
culina e feminina; sindrome do intestino irritavel (IBS), constipacdo e obstru-
cao gastrointestinal; autismo, tenséo, ansiedade (incluindo disturbio de ansi-
edade) e depressao (Pitman, R. et al., Psychiatry Research, 48:107-117,
Kirsch, P. et al., The Journal of Neuroscience 25(49):11489-11493); perda
cirargica de sangue, controle de hemorragia pés-parto, cicatrizacdo de feri-
das e infeccdo; mastite e expulsdo placentaria; e osteoporose. Adicional-
mente, 0s agonistas de oxitocina podem ser Uteis para o diagnéstico de can-
cer e insuficiéncia placentaria.

Uma desvantagem de oxitocina e também carbetocina € sua falta
de seletividade sobre receptores de vasopressinas, especialmente o receptor

V2. Durante a administracdo de oxitocina, esta desvantagem é observada
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por efeitos colaterais tais como antidiurese e hiponatremia.

Para melhorar as propriedades farmacolégicas de oxitocina,
analogos de oxitocina foram sintetizados. Tais analogos s&do descritos por
Grozonka, Z. ef al., em J. Med. Chem. 26:555-559 (1983) e J. Med. Chem.
26:1786-1787 (1983), e por Engstrom, T. et al. em E. J. Pharmacol. 355:203-
210 (1998). Adicionalmente, os analogos de oxitocina com atividade antago-
nista no receptor de oxitocina foram descritos por Fragiadaki, M. et al., em E.
J. Med. Chem. 799-806 (2007).

A presente invengdo pode prover compostos eficazes e seleti-
vos, fornecendo alternativas e/ou melhoras possiveis, por exemplo, no tra-
tamento de condi¢gdes de lactagdo comprometidas.

DESCRICAO DA INVENCAO
A presente invencao refere-se a compostos representados pela

formula genérica (1):
R

N
/\)ok 'y |
lle—GIn—Asn R2
W ” /k”/ “NH \(CHz)p o)
: !
X o ' p Leu—Gly-NH,

O
e

3
(1)

em que:

n é selecionado entre 0, 1 e 2;

p é selecionadoentre 0, 1, 2, 3,4, 5e 6;

R; é selecionado entre arila opcionalmente substituida com pelo
menos um substituinte OH, F, Cl, Br, alquila ou O-alquila;

R; é selecionado entre R4, H, alquila, cicloalquila, arila e siste-
mas anelares heteroaromaticos com 5 e 6 membros;

R3 é selecionado entre H e uma ligagdo covalente a R;, quando
R é Ry, para formar uma estrutura anelar,

R4 € um grupamento alquileno de C1s com pelo menos um subs-
tituinte O-alquila, S-alquila ou OH;

W e X sao selecionados, um independentemente do outro, entre
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CH; e S, mas néo podem ser ambos CHjy;

- a alquila é selecionada entre alquila com cadeia linear de C1s e
ramificada de C4 g € tem opcionalmente pelo menos um substituinte hidroxila;

- a arila é selecionada entre fenila e fenila monossubstituida ou
polissubstituida;

desde que, quando R, é H,pé 1,R;é€H,né 1e W e X sdo am-
bos S, R ndo seja 4-hidroxi-fenila;

- a cicloalquila é selecionada entre cicloalquila de C3 5 e tem op-
cionalmente pelo menos um substituinte hidroxila; e

seus solvatos e sais farmaceuticamente aceitaveis.

A presente invengao pode se referir ainda a compostos repre-
sentados pela férmula (I) acima com outra ressalva que, quando R é H, p é
0,RzéH,né 1, eWe X sdo ambos S, Ry ndo seja 4-hidroxi-fenila. Assim
sendo, a presente inven¢do pode se referir a compostos da férmula (I) acima
com a ressalva que o composto nao seja [1-$-Mpa,7-Sar]OT e/ou ndo {dea-
mino-[7-glicina]-oxitocina}.

Para os propositos da presente invengao, a terminologia que se
segue é utilizada.

Alquila com cadeia linear de Cs denota que tem entre um e seis
atomos de carbono, incluindo qualquer nimero entre eles.

Alquila com cadeia ramificada de C45 denota todos grupos alqui-
la ramificados contendo quatro a oito atomos de carbono, incluindo as confi-
guragdes iso-, sec- e terc-, pois a dita expressao ndo esta relacionada ao
local de ligacdo da cadeia alquila em questao.

Cicloalquila de C3s denota um sistema anelar carbociclico que
contém entre trés e seis atomos de carbono, incluindo qualquer nimero en-
tre eles. O sistema anelar pode conter ligagbes insaturadas entre atomos de
carbono.

Um sistema anelar heteroaromatico com cinco membros é um
sistema anelar aromatico monociclico que tem cinco atomos no anel, em que
1, 2, 3 ou 4 atomos do anel sdo selecionados independentemente entre N, O

e S. Os sistemas anelares preferidos sao selecionados no grupo que consis-
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te em tienila, furila, imidazolila, tiazolila, tiadiazolila e tetrazolila.

Um sistema anelar heteroaromatico com seis membros é um sis-
tema anelar aromatico monociclico que tem seis atomos no anel, em que 1,
2, 3 ou 4 atomos do anel sdo selecionados independentemente entre N, O e
S. Os sistemas anelares preferidos sdo selecionados no grupo que consiste
em piridila.

Arila denota um grupo aromatico selecionado entre fenila e fenila
monossubstituida ou polissubstituida.

As porgoes substituintes podem ser selecionadas entre atomos de
fldor (F), cloro (F) e bromo (BR), e alquila, hidréxi (-OH), alcéxi (-O-alquila) e
alquil-tio (-S-alquila).

Os exemplos de sais farmaceuticamente aceitaveis compreen-
dem sais de adicdo de acidos, por exemplo, um sal formado pela reagéao
com acidos halogenidricos tais como acido cloridrico e acidos minerais, tais
como acido sulfurico, acido fosférico e acido nitrico, bem como acidos car-
boxilicos alifaticos, aromaticos ou heterociclicos, sulfénicos, tais como acido
férmico, acido acético, acido propibnico, acido succinico, acido glicdlico, aci-
do latico, acido malico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido
ascoérbico, acido maleico, acido hidréxi-maleico, acido pirtivico, acido p-hi-
dréxi-benzoico, acido embonico, acido metanossulfénico, acido halo-benze-
nossulfénico, acido triflior-acético, acido triflior-metanossulfénico, acido to-
luenossulfénico, e acido naftalenossulfénico.

Em uma modalidade preferida, n é 1.

Em modalidades preferidas, p é selecionado entre 1, 2, 3,4 e 5.

Em modalidades preferidas, R' é selecionado entre fenila, 4-hi-
droxi-fenila, 4-metdxi-fenila e 4 etil-fenila.

Em modalidades preferidas, R? & selecionado entre etila, n-propila,
n-butila, ciclopropila, 2-hidroxi-etila, 2-metéxi-etila, 2-fenil-etila, fenila, benzila,
2-metil-fenila, 3-metil-fenila, 4-metil-fenila, 4-metoéxi-fenila, 4-flior-fenila, 3,4-di-
flior-fenila, 2-tienila, 2-tetra-hidrofurila, 2-furila, 2-piridila e 4-piridila.

Em modalidades preferidas, R® é H.

Em modalidades preferidas, a dita estrutura anelar é selecionada



entre (R)-4-metéxi-pirrolidinila, (R)-4-metil-tiopirrolidinila, e (S)-4-hidroxi-pirro-
lidinila.

Em modalidades preferidas, W & CH,, e X é S.

Em modalidades preferidas, W é S e X é CH..

Em modalidades preferidas, W e X sdo ambos S.

Na modalidade mais preferida, a invengao é um composto sele-

cionado entre um grupo que consiste em:
OH

lle—Gin—Asn_ (10)

N
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Leu—Gly-NH,
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Além disso, a presente invengao refere-se a um composto como

enunciado acima para uso como um produto farmacéutico.

Consequentemente, a presente invencao refere-se também a

5 uma composicao farmacéutica que compreende um composto como enunci-

ado acima como ingrediente ativo em associagdo com um adjuvante, diluen-

te ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.

A composigcao farmacéutica pode ser adaptada para administra-

¢ao oral, intfravenosa, topica, intraperitoneal, nasal, bucal, intraocular, intra-

10  aural, sublingual ou subcutdnea ou para administragcdo por intermédio do

trato respiratério, por exemplo, na forma de um aerossol ou pé fino em sus-

pensao no ar. A composicdo pode assim, por exemplo, estar na forma de

comprimidos, capsulas, p6s, microparticulas, granulos, xaropes, suspen-

soes, solugdes emplastros transdérmicos ou supositérios.
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Deve-se assinalar que a composi¢do de acordo com a presente
invengao pode incluir opcionalmente dois ou mais dos compostos delineados
acima.

A presente composicao farmacéutica pode compreender opcio-
nalmente, por exemplo, pelo menos um outro aditivo selecionado entre um
agente desintegrador, ligante, lubrificante, agente saporifero, conservante,
colorante e qualquer mistura deles. Os exemplos desses outros aditivos sdo
encontrados em "Handbook of Pharmaceutical Excipients”, editor A. H. Kib-
be, 32 edicao, American Pharmaceutical Association, USA and Pharmaceuti-
cal Press UK, 2000.

A presente composi¢do farmacéutica pode ser adaptada para
administragéo nasal. Ela pode compreender uma preparagao aquosa estéril,
de preferéncia, isotdnica com o sangue do recebedor. Esta preparagdo a-
quosa pode ser formulada de acordo com métodos conhecidos, usando a-
gentes dispersantes ou umectantes e agentes de suspenséao apropriados. A
formulagdo de spray nasal SYNTOCINON® (oxitocina) é exemplificativa de
uma formulacao farmacéutica apropriada aplicavel também para os compos-
tos da invengéo aqui descritos. Agua, solugdo de Ringer, e solugéo isotdnica
de cloreto de s6dio séo diluentes exemplificativos aceitaveis. A preparacio
pode incluir também excipientes tais como fosfato de sédio, acido citrico,
cloreto de sédio, glicerina, solugcdo de sorbitol, para-hidréxi-benzoato de me-
tila (metilparaben), para-hidroxi-benzoato de propila (propilparaben) e cloro-
butanol.

Além disso, a presente invencao refere-se ao uso de um com-
posto como delineado acima para tratamento, ou para a fabricagdo de um
medicamento para o tratamento de uma ou mais condigbes médicas, tais
como condigbes comprometidas de lactagdo; enfraquecimento de inducéo
do parto; condi¢cdes de atonia uterina; sangramento excessivo; inflamagéo e
dor, incluindo dor abdominal e dorsal; disfuncao sexual, masculina e também
feminina; sindrome do intestino irritavel (IBS), constipagdo e obstrucdo gas-
trointestinal; autismo, tensao, ansiedade (incluindo distirbio de ansiedade) e

depressao; perda cirdrgica de sangue, hemorragia pés-parto, cicatrizagio e
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infeccao de feridas; mastite e enfraquecimento de expulsdo placentaria; e
osteoporose; e para o diagnéstico de cancer e insuficiéncia placentaria. Nes-
te relatorio descritivo, o termo "ansiedade" inclui distirbio de ansiedade. O
disturbio de ansiedade inclui as indicagées dependentes disturbio de ansie-
dade generalizada, distirbio do péanico, agorafobia, fobias, distarbio de ansi-
edade social, distirbio obsessivo-compulsivo, distlirbio de tensao poés-
traumdtica, e ansiedade da separagao.

Em outra modalidade a invengéo refere-se a um método para o
tratamento de condigées comprometidas de lactagao; enfraquecimento de
inducdo do parto; condicdes de atonia uterina; sangramento excessivo; in-
flamacgao e dor, incluindo dor abdominal e dorsal; disfungao sexual, masculi-
na e também feminina; sindrome do intestino irritavel (IBS), constipacdo e
obstrucao gastrointestinal; autismo, tensao, ansiedade (incluindo disturbio de
ansiedade) e depressao; perda cirdrgica de sangue, hemorragia p6s-parto,
cicatrizacdo e infecgdo de feridas; mastite e enfraquecimento de expulsédo
placentaria; e osteoporose; e para o diagnéstico de cancer e insuficiéncia
placentaria.

A dosagem tipica dos compostos de acordo com a presente in-
vencao varia dentro de uma ampla faixa e dependera de varios fatores, tais
como as necessidades individuais de cada paciente, e da via de administra-
¢ao. Um médico versado na técnica sera capaz de otimizar a dosagem para
a situacao em questao.

Por exemplo, caso a composi¢do da invencao seja para intensi-
ficar o inicio e manutencdo de lactagdo (por exemplo, para administragao
nasal), uma dose tipica pode ficar na faixa de 0,05 a 1,0 yg/kg de peso cor-
poral para cada sessao de bombeamento das mamas. Uma dose intranasal
pode ser dividida, por exemplo, em 1, 2 ou 3 doses menores (por exemplo,
fungadas), por exemplo, distribuidas para uma ou ambas narinas, conforme
necessario. Os versados nessas téchicas ou um médico podem considerar
relevantes variantes desta faixa de dosagem e implementacdes praticas pa-
ra adaptar a situagao em questao.

Em outro exemplo, a composigao da invengdo pode ser adminis-
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trada como uma infusd@o intravenosa, por exemplo, para o tratamento de

hemorragia pés-parto ou perda cirtrgica de sangue. Neste exemplo, ela po-

de ser administrada durante um periodo mais longo. Uma dosagem exempli-

ficativa para administragdo por infusdo intravenosa é 0,5-200 pg/kg em peso

corporal por hora.

Em outro exemplo, a composicdo da invencdo pode ser para

administracdo subcutanea, intranasal ou bucal, por exemplo, para tratar dis-

turbio de ansiedade ou depressdo. Uma dosagem exemplificativa para ad-

ministragado subcutanea , intranasal ou bucal é 0,5-1.000 pg/kg em peso cor-

poral. A dosagem pode ser, por exemplo, para administragédo tantas vezes

ao dia quanto necessario, por exemplo, uma ou duas vezes ao dia.

AcOH
Boc
BOP
Bua
Bu

CH3CN
DCC
DCM

DIC
DIPEA
DMF
4-FBzIGly
Fmoc
Fmoc-ClI
Fmoc-OSu
h

HBTU
Hcy

HF

As abreviaturas usadas sao:

acido acético

t-butéxi-carbonila

benzotriazol-1-iloxi hexafitrofosfato de trisdimetilaminofosfénio
acido butirico

residuos de butil-alquila podem ser denotados ainda um residuo n
(normal, isto &, ndo ramificado), i (isso), s (sec) e terc (terciario)
acetonitrila

N,N’-diciclo-hexil-carbodi-imida

dicloro-metano

N,N’'-di-isopropil-carbodi-imida

N,N-di-isopropil-etil-amina

N,N-dimetil-formamida

N-(4-flaor-benzil)-glicina

9-fluorenil-metdxi-carbonila

cloreto de 9-fluorenil-metéxi-carbonila
N-(9-fluorenil-metoxi-carbonil)-succinimida

hora(s)

O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-hexaflGor-fosfato de terametil -urénio
homocisteina

acido fluoridrico
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10

HObt 1-hidréxi-benzotriazol

HPLC cromatografia liquida de alto desempenho
IPA alcool isopropilico

MeOH metanol

MBHA 4-metil-benzidril-amina

NMM 4-metil-morfolina

4-Pic 4-picolil-(4-piridil-metila)

PyBOP benzotriazol-1-iloxi-hexafluorofosfato trispirrolidinofosfénico
tBu terc-butila

tBuOH alcool t-butilico

TEA trietilamina

TFA acido trifluoroacético

TIS tri-isopropil-silano

Trt tritil-ftrifenil-metil, (CsHs)3C-]

A menos que diferentemente especificado, foram usados L-ami-
nodcidos, e a terminologia convencional de aminoacidos é seguida.

Secao Experimental (sintese)

Os derivados de aminoacidos e as resinas foram adquiridas em
fornecedores comerciais (Bachem, Novabiochem e Peptides International).
N-Fmoc-N-(R2(CH.)p)-glicina, Fmoc-Hcy(t-butéxi-carbonil-etil)-OH foram sin-
tetizados de acordo com a literatura [Weber e fal., J. Med.Chem. 46:1918
(2003); Prochaska et al., Collect. Crech. Chem. Commun. 57:1335 (1992); e
Wisnieski et al. no documento n2 WO 03/072597]. Outros produtos quimicos
e solventes foram fornecidos pela Sigma-Aldrich, fluka e Across Organics.

Os compostos desta invencao foram sintetizados por métodos
usuais com quimica de peptideos em fase sdélida, utilizando metodologia
Fmoc e Boc. Todo acoplamento de aminoacidos protegidos com Fmoc foi
mediado com DIC/HOBY/DMF e todo acoplamento de aminoacidos protegi-
dos com Boc foi mediado com DIC ou DCC em DCM. A remogéo do grupo
Fmoc foi realizada com piperidina a 20% em DMF e a remocao do grupo Boc
foi realizada em uma mistura de 50% de TFA/DCM com 1% de m-cresol por

5 e 25 minutos. As lavagens requeridas da resina foram realizadas com
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DCM, IPA e MeOH. A neutralizagédo, conforme necessaria, foi realizada com
2 lavagens da resina de 10% de TEA/DCM por 5 minutos.

A menos que diferentemente mencionado, todas rea¢des foram
realizadas a temperatura ambiente. Além das referéncias citadas acima, a
seguinte literatura referencial padrao fornece orientagdo adicional sobre a
organizagédo experimental geral, bem como sobre a disponibilidade das ma-
térias-primas e reagentes necessarios:

Kates, S.A., Albericio, F., Editores, "Solid Phase Synthesis: A
Practical Guide", Marcel Dekker, Nova lorque, Basel, 2000;

Stewart, J.M., Young, J.D., "Solid Phase Synthesis", Pierce
Chemical Company, 1984;

Bisello ef al., J. Biol. Chem. 273:22498-22505 (1998); e

Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154 (1963).

A pureza do peptideo sintetizado pode ser determinada por H-
PLC em fase reversa. A integridade estrutural dos peptideos pode ser con-
formada usando analise de aminoacidos e espectrometria de massas por
eletrospray.

Metodologias de Fmoc e Boc foram usadas para sintetizar o di-
peptideo (Leu) na posicao 8 e (Gly) na posi¢édo 9 ligado a resina.

O derivado de aminoacido na posicao 7 do residuo de aminoaci-
dos foi introduzido por intermédio de uma das seguinte rotas: acido bromoa-
cético foi acoplado ao dipeptideo ligado a resina sob condigdes de DIC/
HOBY/DMF e o atomode bromo foi deslocado com (Rx(CH>),)NH;, produzin-
do uma N-(Rz(CH.),)-glicina ou um derivado de Fmoc-pro-OH foi acoplado
ao dipeptideo ligado a resina, de acordo com a metodologia de Fmoc. Todos
os acoplamentos de aminoacidos subsequentes seguiram a metodologia de
Fmoc, a menos que diferentemente especificado.

O derivado de aminoacido introduzido na posicao 6 foi um dos
seguintes: Fmoc-Cys(Trt)-OH; FmocHcy(t-butéxi-acarbonil-etil)-OH ou Fmoc-
Cys(t-butodxi-carbonil-propil)-OH. Os analogos de peptideos nos quais a po-
sicdo 6 era Fmoc-Cys(Trt)-OH requereu acoplamento de Mpa(Trt)-OH ao

terminal N do residuo de nonapeptideo ligado a resina.
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Os peptideos sintetizados usando um suporte de resina amida
Rink foram clivados da resina, junto com quaisquer grupos protetores labeis
a acidos tais como Boc, tritila e terc-butila, com solugdo de TFA/TIS/H.O
95/2,5/2,5 (vivlv). Os ditos peptideos foram ciclizados depois da clivagem do
peptideo da resina. Os peptideos sintetizados usando um suporte de resina
de MBHA foram clivados da resina com solugdo de HF/anisol 14/1 (v/v). Os
ditos peptideos foram ciclizados antes da clivagem do peptideo da resina.

A ciclizagdo do nonapeptideo linear através da formacéao de dis-
sulfeto (anel) foi realizada por oxidagdo de peptideos lineares dissolvidos em
solugdo aquosa de TFA a 10% com iodo. A ciclizagdo do nonapeptideo atra-
vés da formacdo de ligagdo amida foi realizada por mediacdo com HB-
TU/DIPEA/DMF ou PyBOP/DIPEA/DMF em uma alta diluigdo.

Os peptideos foram purificados por HPLC preparatéria em tam-
poes de fosfato de trietilaménio (aquosos) e dessalinizados com um sistema
de tampao de acido acético (aquoso)/acetonitrila. As fracdes com uma pure-
za maior do que 97% foram selecionadas e liofilizadas.

A tabela 1 lista os compostos preparados pelo procedimento a-

win

cima. Um asterisco "*" marca as modalidades mais preferidas.

Tabela 1
Compostos Preparados com a Férmula (1)
SEQID w X Ry n R; p R,
No.
1 CH, S | 4-metoxi-fenila 1 CH,-(R)-CH(OCH3)-CH, - ligacao
2 CH, S | 4-metoxi-fenila | 1 CH,-(R)-CH(SCHj3)-CH, - | ligagéo
3 CH, | S 4-etil-fenila 1 | CHxo(R)-CH(OCH;)-CH, | - | ligacao
4 S | CHy| 4-etil-fenila 1 CH,~(S)-CH(OH)-CH, - | ligagéo
5 CH, S | 4-metoxi-fenila 1 H 0 H
6 CH, | S 4-gtil-fenila 1 CH,-(S)-CH(OH)-CH; - | ligacéo
7 S S | 4-hidroxi-fenila | 1 H 4 H
8 S S | 4-hidroxi-fenila | 1 fenila 2 H
9 S S | 4-hidroxi-fenila | 1 2-furyl 1 H
10 S S | 4-hidroxi-fenila | 1 4-pyridyl 1 H
11 S S | 4-hidroxi-fenila | 1 3,4-difluorophenyi 1 H
12 S S | 4-hidréxi-fenila | 1 3-metil-fenila 1 H
13 S S | 4-hidroxi-fenila | 1 2-methylphenyl 1 H
14 S S | 4-hidroxi-fenila | 1 H 5 H
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SEQID w X Ry n R, P R;
No.
16 S S | 4-hidréxi-fenila | 1 4-methylphenyl 2 H
16 S S | 4-hidréxi-fenila 1 2-tienila 1 H
17 S S | 4-hidréxi-fenila 1 4-pyridyl 2 H
18* S S | 4-hidréxi-fenila 1 2-pyridyl 2 H
19 S S | 4-hidréxi-fenila 1 4-fluorofenila 1 H
20 S S | 4-hidréxi-fenila | 1 methoxy 2 H
21 S S | 4-hidroxi-fenila 1 cyclopropyl 1 H
22 S S | 4-hidroxi-fenila 1 4-metoxi-fenila 1 H
23 S S | 4-hidroxi-fenila | 1 4-methylphenyl 1 H
24 S S | 4-hidréxi-fenila 1 2-tienila 2 H
25 S S | 4-hidroxi-fenila 1 fenila 3 H
26 S S | 4-hidroxi-fenila 1 2-tetrahydrofuryl 1 H
27 S S | 4-hidroxi-fenila 1 2-tetrahydrofuryl 1 H
28 S CH, fenila 1 methoxy 2 H
29 CH, S fenila 1 methoxy 2 H
30 CH, S | 4-hidréxi-fenila 1 methoxy 2 H
31 S CH, fenila 1 2-tienila 1 H
32 S CH, | 4-hidroéxi-fenila 1 fenila 1 H
33 S CH, | 4-hidréxi-fenila 1 fenila 2 H
34* S CH, fenila 1 fenila 1 H
35 CH, S | 4-hidroxi-fenila | 1 H 4 H
36 S CH, fenila 1 OH 3 H
37 CH, S fenila 1 H 3 H
38 S CH, fenila 1 H 3 H
39 CH, S fenila 1 H 5 H
40 S CH, fenila 1 H 5 H
41 CH, S fenila 1 H 4 H
42 S CH, fenila 1 H 4 H
43 CH, S | 4-hidréxi-fenila 1 3,4-difluorophenyl 1 H
44 S CH; | 4-hidroxi-fenila 1 3-metil-fenila 1 H
45 S CH, | 4-hidroéxi-fenila 1 4-fluorofenila 1 H
46 CH, S | 4-hidréxi-fenila | 1 fenila 1 H
47* S CH, fenila 1 4-fluorofenila 1 H
48 CH, S | 4-hidréxi-fenila 1 2-tienila 1 H
49* CH, S | 4-hidroxi-fenila 1 4-fluorofenila 1 H
50 CH, S | 4-hidréxi-fenila 1 3-metil-fenila 1 H
51* CH, S | 4-hidréxi-fenila | 1 fenila 2 H
52* S CH, fenila 1 fenila 2 H
53 S CH, fenila 1 3-metil-fenila 1 H
54 CH, S | 4-hidroxi-fenila | 1 OH 3 H
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Os exemplos detalhados que se seguem sao foram fornecidos
para ilustrar ainda mais a sintese.

Em todas as sinteses, foi realizada HPLC analitica em um cro-
matografo de Liquido Waters 600, usando uma coluna Vydac C18, 5 um, 4,6
x 250 mm, em uma vazao de 2 mL/min. A HPLC preparatéria foi realizada
em um cromatégrafo de liqguido Waters 2000, usando um cartucho PrePak
de 47 x 300 mm em uma vazao de 100 mL/min. A analise do composto final
foi realizada em um cromatdgrafo de liquido Agilent 1100, usando uma colu-
na Vydac C18, 5 ym, 2,1 x 250 mm, em uma vazao de 0,3 mL/min. Os es-
pectros de massas foram registrados em um espectrémetro Finnigan MAT.

Composto 49: carba-1-[4-FBzIGly'][dOT

Os derivados de aminoacidos usados foram Fmoc-Gly-OH, Fmoc
-Leu-OH, Fmoc-Cys(t-butéxi-carbonil-propil)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Gin
(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, e Boc-Tyr(tBtu)-OH (Peptides International). Fmoc-Cys
(t-butéxi-carbonil-propil)-OH foi sintetizado como descrito acima.

A resina com peptideo completamente protegida foi sintetizada
manualmente, partindo de 1,45 g (0,87 mol) de resina Amida AM Rink de
0,074-0,037 mm (200-400 mesh, Novabiochem). Foram realizados acopla-
mentos individuais mediados com DIC/HOBt/DMF com um excesso de 3 ve-
zes de derivados dos aminoacidos Gly e Leu. O residuo N-(4-fliorbenzil)-
glicina foi introduzido com um excesso de 4 vezes de BrCH,CO,;H/DIC/HOBt
em DMF e subsequente substituicdo de bromo por um excesso de 10 vezes
de 4-fluorbenzil-amina em DMF. O acoplamento mediado por DIC/DCM com
um excesso de 4 vezes de Fmoc-Cys(t-butdxi-carbonil-propil)-OH foi realiza-
do. Foram realizados subsequentes acoplamentos individuais mediados por
DIC/HOBYDMF com um excesso de 3 vezes de derivados de aminoacidos
Asn, GIn, lle e Tyr. Os grupos Fmoc foram removidos com solugao de piperi-
dina a 20% em DMF. Depois de completada a sintese em fase sélida, a resi-
na foi tratada com uma solugdo de TFA/TIS/H,0 96/2,5/1,5 (v/viv) (50 mL)
por 1,5 h, e removida por filtragdo. O filtrado foi concentrado sob vacuo e o
peptideo linear bruto foi precipitado com etoxi-etano. O precipitado em DMF

(300 mL) foi adicionado em 3 parcelas (3 x 100 mL) a uma solugao sob agi-
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tacao intensa de DIPEA (1 mL) em DMF (100 mL). HBTU (150 mg) em DMF
(6 mL) foi adicionado a mistura reativa depois da adicdo de cada parcela de
100 mL da solugdo de peptideo; o pH da solucéo reativa foi mantido em pH
9 pela adicdo de DIPEA pura, conforme necessario. A reagédo foi monitorada
por HPLC analitica. A solugao reativa foi concentrada sob vacuo e o residuo
foi dissolvido em AcOH/CH;CN/H,0. A mistura foi carregada em uma coluna
de HPLC e purificada usando um tampéo de fosfato de trietil-amonio com pH
5,2. O composto foi eluido com um gradiente de acetonitrila. As fragées com
uma pureza maior do que 97% foram selecionadas, diluidas com agua (2
volumes), e carregadas em uma coluna pré-equilibrada com solugdo aquosa
de AcOH a 2%. O composto desejado foi eluido com um gradiente rapido
(3%/min) de CHiCN. As fragdes que continham o produto desejado foram
selecionadas e liofilizadas. 434 mg (rendimento de ~40%, baseado no carre-
gamento da resina inicial € presumindo 85% de teor do peptideo) do com-
posto amorfo em p6 foram obtidos. HPLC: Rt = 19,4 min; gradiente: 5% de B
por 5 min, t = 40 °C; solvente A: solugdo de TFA a 0,01%, solvente B:
CH3CN a 70%, 0,01% de TFA (aquoso); pureza: 99,3%; MS (M+H"): espera-
do 1.042 4, observado 1.042,5.

O texto que se segue é uma sintese em larga escala (isto é, au-
mento de escala) do Composto 49: carba-1-[4-FBzIGly’]|dOT

Os derivados de aminoacidos usados foram Fmoc-Gly-OH, Fmoc -
Leu-OH, Fmoc-4-FBzIGly-OH, Fmoc-Cys(t-butéxi-carbonil-propil)-OH, Fmoc-
Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, e Boc-Tyr(tBtu)-OH (Peptides
International). Fmoc-4-FBzIGly-OH e Fmoc-Cys(t-butdxi-carbonil-propil)-OH
foram sintetizados como descrito acima. O peptideo foi sintetizado por aco-
plamentos individuais mediados por DIC/HOBt/DMF com um excesso de 3
vezes de derivado de aminoacido. A sintese remanescente e a caracteriza-
¢ao do composto 49 foram seguidas como fornecido acima. 434 mg (rendi-
mento de ~40%, baseado no carregamento da resina inicial @ presumindo
85% de teor do peptideo) de um p6 amorfo branco foram obtidos.

Composto 10: [4-PicGly’]dOT

Os derivados de aminoacidos usados foram Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
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Leu-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Gin(Trt)-OH, Fmoc-lle-
OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, e Mpa(Trt)-OH (Peptides International). A resina com
peptideo completamente protegida foi sintetizada manualmente, partindo de
1,33 g (0,65 mol) de resina Rink AM de 0,074-0,037 mm (200-400 mesh,
Novabiochem). Foram realizados acoplamentos individuais mediados por
DIC/HOBY/DMF com um excesso de 3 vezes dos derivados de aminoacidos
Gly e Leu. O residuo N-(4-picolil)-glicina foi introduzido com um excesso de
4 vezes de BrCH,CO,H/DIC/HOBt em DMF e a subsequente substituicao de
bromo por um excesso de 10 vezes de 4-picoli-amina em DMF. O acopla-
mento mediado por DIC/DCM com um excesso de 4 vezes de Fmoc-Cys
(Trt)-OHe os acoplamentos individuais mediados por DIC/HOBt/DMF com
um excessso de 3 vezes dos derivados de aminoacidos Asn, lle, tyr e Mpa
foram realizados. Os grupos Fmoc foram removidos com piperidina a 20%
em DMF. Depois de completada a sintese em fase solida, a resina foi tratada
com uma solucao de TFA/TIS/H,O 96/2/2 (viviv) (50 mL) por 1,5 h, e remo-
vida por filtragdo. O filtrado foi concentrado sob vacuo e o peptideo linear
bruto foi precipitado com etéxi-etano. O precipitado foi dissolvido em TFA
ouro (50 mL), vertido sobre uma solugdo aquosa de acetonitrila a 5% (600
mL) sob agitacdo com um agitador magnético, e o peptideo foi oxidado adi-
cionando |2 a 0,1 M em metanol até que persistisse uma cor amarela. O ex-
cesso de iodo foi reduzido com acido ascérbico sélido (Sigma-Aldrich) e o
pH da solucao foi ajustado até cerca de 4 adicionando amdénea concentrada
(aquosa). A mistura foi carregada em uma coluna de HPLC e purificada u-
sando um tampao de fosfato de trietil-amoénio com pH 5,2. O composto foi
eluido com um gradiente de acetonitrila. As fragdes com uma pureza maior
do que 97% foram selecionadas, diluidas com agua (2 volumes), e carrega-
das em uma coluna pré-equilibrada com solugédo aquosa de AcOH a 2%. O
composto desejado foi eluido com um gradiente rapido (3%/min) de acetoni-
trila. As fragbes que continham o produto desejado foram selecionadas e
liofilizadas. 348,7 mg (rendimento de ~44%, baseado no carregamento da
resina inicial e presumindo 85% de teor do peptideo) de um pé amorfo bran-
co foram obtidos. HPLC: Rt = 21,7 min; gradiente: 5% de B por 0,5 min,
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5-5>10% de B em 0,5 min, 10—>30% de B durante 20 min e 100% de B por 5
min, t = 40 °C; solvente A: solugdo aquosa de TFA a 0,01%, solvente B:
CHsCN a 70%, 0,01% de TFA (aquoso); pureza: 99,9%; MS (M+H"): espera-
do 1.043,4, observado 1.043 4.

Composto 29: carba-6-[Phe? MeOEtGly’]doT

Os derivados de aminoacidos usados foram Boc-Gly-OH e Boc-
Leu-OH (Bachem), Fmoc-Hcy(t-butodxi-carbonil-etil)}-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH,
Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, e Boc-Phe-OH (Peptides International).
Fmoc-Hcey(t-butdxi-carbonil-etil)-OH foi sintetizado como descrito acima.

A resina com peptideo completamente protegido foi sintetizada
manualmente, partindo de 1,33 g (0,94 mol) de resina MBHA (Novabio-
chem). A resina foi neutralizada com TEA a 10% em DCM. Foram realizados
acoplamentos individuais mediados por DIC/DCM com um excesso de 1,7
vez dos aminoacidos Boc-Gly-OH e Boc-Leu-OH. O residuo N-(2-metoxi-etil)
-glicina foi introduzido com um excesso de 3,6 vezes de BrCH,CO;H/
DIC/HOBt em DMF e subsequente substituicao do bromo por um excesso de
7 vezes de 2-metbxi-etila e um excesso de 4 vezes de DIPEA em DMF (10
mL); a reacéo foi agitada por 5 h. Foram realizados o acoplamento mediado
por DIC/DCM com um excesso de 4 vezes dos derivados de Fmoc-Hcy(t-
butoéxi-carbonil-etil)-OH e os acoplamentos individuais mediados por
DIC/HOBY/DMF com um excesso de 3 vezes dos derivados de aminoacidos
Asn e GIn. Os dois acoplamentos individuais finais com Fmoc-lle-OH e Boc-
Phe-OH foram realizados com DIC/DCM para produzir o peptideo linear li-
gado a resina protegida. Os grupos Fmoc foram removidos com piperidina a
20% em DMF. A resina foi tratada com TFA/H,O/TIS 95/3/2 (viviv) por 2 h,
para remover os grupos tritila, Boc e t-butila. BOP (4 eq) e DIPEA (10 eq)
foram adicionados a uma suspensao da resina em DMF (10 mL) sob agita-
¢éo; deoiis de 2 h, PyBOP (2 eq) e DIPEA (5 eq) foram adicionados. O pep-
tideo foi clivado da resina usando 70 mL de HF anidro contendo 5 mL de
anisol a 0 °C por 90 min. O HF foi removido sob vécuo e o peptideo linear
bruto foi lavado com etoxi-etila (300 mL). O peptideo foi dissolvido em A-
cOH/CH3CN/H,O 1/2/7 (viviv) (400 mL). A mistura resultante foi carregada
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diretamente em uma coluna de HPLC e purificada usando tampéo de fosfato
de trietil-amébnio em pH 2,3. O composto foi eluido com um gradiente de ace-
tonitrila. As fragdes com uma pureza maior do que 97% foram selecionadas,
diluidas com agua (2 volumes), e carregadas em uma coluna pré-equilibrada
com solugéao aquosa de AcOH a 2%. O composto desejado foi eluido com
um gradiente de 1% de AcOH/CH3;CN. As fragdes que continham o produto
desejado foram selecionadas e liofilizadas.

292,7 mg (rendimento de ~27%, baseado no carregamento da
resina inicial e presumindo 85% de teor do peptideo) de um pd amorfo bran-
co foram obtidos. HPLC: Rt = 16,7 min; gradiente: 5% de B por 0,5 min,
5—30% de B em 0,5 min, 30—>50% de B durante 20 min e 100% de B por 5
min, t = 40 °C; solvente A: solugdo aquosa de TFA a 0,01%, solvente B:
CH3CN a 70%, 0,01% de TFA (aquoso); pureza: 100,0%; MS (M+H"): espe-
rado 976,5, observado 976,3.

Os outros compostos foram preparados por variagdo analoga
destes procedimentos sintéticos.

Secao Experimental (testes biolégicos)

Ensaios de receptores in vitro:

A atividade agonista de compostos sobre o receptor hOT foi de-
terminada em um ensaio de gene repérter de transcrigéo transfectando de
forma transiente um DNA com expressao do receptor hOT dentro da linha-
gem de células do ovario do hamster chinés (CHO) conjuntamente com um
DNA repérter que contém elementos promotores responsivos a calcio intra-
celular que regulam a expresséo de luciferase de pirilampo. Vide Boss, V.,
Talpade, D.J., Murphy, T.J., J. Biol. Chem. 271(18):10429-10432 (3 de maio
de 1996) para obter informagdes adicionais sobre este ensaio. As células
foram expostas a diluigdes seriais de compostos diluidos 10 vezes por dose
durante 5 h, e em seguida, lise das células, determinagéo de eficacias dos
compostos e valor de CEsp através de regressdo nao-linear. Oxitocina (OT)
foi usada como controle interno em cada experimento, e os compostos foram
testados em pelo menos trés experimentos independentes. Para determinar

a seletividade, os compostos foram testados ainda em ensaios de gene re-
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porter de transcricdo baseados em luciferase, expressando o receptor de
vasopressina (hV3) humano.

Com propésitos comparativos adicionais, carbetocina foi usada
como composto referencial.

Os resultados nos ensaios in vivo estao representados na tabe-
la 2 abaixo. O valor de CEsy fornecido € a média geométrica expressa em
nanomol/L (nM). Os valores de seletividade sdo fornecidos em relagdes de
CEso.

Tabela 2
Resultados dos Testes Biolégicos

Composto Testado Eso do Receptor CEs do receptor Seletividade
hOT hV, hV,/hOT

1 0,980 688,22 702
2 0,817 671,12 822
3 0,207 446,76 2158
4 0,033 17,70 544
5 0,370 448,67 1211
6 0,064 39,95 629
7 0,062 34,78 558
8 0,116 65,55 565
9 0,114 61,79 544
10 0,464 384,04 828
11 0,026 58,54 2217
12 0,011 29,78 2607
13 0,121 67,81 562
14 0,005 77,11 15124
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Composto Testado Eso do Receptor CEsp do receptor Seletividade
hOT hV, hVo/hOT
15 0,040 101,77 2533
16 0,009 57,29 6067
17 0,023 47,27 2014
18 0,115 180,32 1561
19 0,012 82,03 6607
20 0,030 80,29 2659
21 0,006 9,87 1729
22 0,063 77,83 1245
23 0,148 83,55 565
24 0,016 86,10 5469
25 0,058 159,44 2736
26 0,072 226,14 3160
27 0,189 238,02 1259
28 0,847 1264,33 1493
29 0,957 1100,45 1149
30 0,109 69,68 639
31 0,297 760,80 2564
32 0,051 35,83 705
33 0,046 100,71 2203
34 0,405 718,38 1774
35 0,122 72,66 597
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Composto Testado Eso do Receptor CEsy do receptor Seletividade
hOT hV, hV./hOT

36 0,859 2551,62 2970

37 0,228 441,72 1941

38 0,271 227,03 839

39 0,254 2058,97 8115

40 0,069 1024,67 14945

41 0,227 1999,84 8793

42 0,086 1192,93 13901

43 0,104 123,61 1187

44 0,023 55,14 2404

45 0,036 140,24 3914

46 0,039 140,36 3632

47 0,228 1415,28 6221

48 0,089 253,03 2854

49 0,08 328,57 4293

50 0,077 212,57 2761

51 0,045 161,91 3614

52 0,779 3005,36 3860

53 0,562 1613,76 2870

54 0,013 496,61 37735

oxitocina 2,34 7,33 3

carbetocina 0,70 171,98 244
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Os resultados precedentes indicam que os compostos exemplifi-
cativos estdo dentro do ambito de invengao e podem ser Uteis, por exemplo,
no tratamento seguro e eficaz de seres humanos, para induzir parto, contro-
lar atonia uterina, promover e manter lactagao, etc.

O ambito de presente invengao esta definido ainda nas reivindi-

cagdes que se seguem.
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2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pe-

5 lo fato de ser selecionado do grupo que consiste em:
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NH
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Leu—Gly-NH,

3. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pe-

lo fato de que o composto é:

lle—GIn— Asn

0
\\\ N\)’k
W Leu—Gly-NH,

5 0

]

4. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 3, caracterizado pelo fato de ser para uso como produto farmacéutico.

5. Composicado farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende um composto como definido em qualquer uma das reivindica-

10 ¢bes 1 a 3, como ingrediente ativo, em associagdo com um adjuvante, dilu-
ente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.

6. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1

a 3, caracterizado pelo fato de ser para uso no tratamento de uma ou mais

dentre condi¢cdes comprometidas de lactagcéo, enfraquecimento de indugao

15 do parto, condi¢cdes de atonia uterina, sangramento excessivo, inflamacao,

dor, dor abdominal, dor dorsal, disfuncdo sexual masculina e feminina, sin-
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drome do intestino irritavel (IBS), constipagdo, obstrucdo gastrointestinal,
autismo, tenséo, ansiedade, depresséo, disturbio de ansiedade, perda cirur-
gica de sangue, hemorragia pos-parto, cicatrizacdo de feridas, infeccao,
mastite, enfraquecimento de expulsdo placentaria e osteoporose.

5 7. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 3, caracterizado pelo fato de ser para uso no diagndéstico de cancer ou in-
suficiéncia placentaria.

8. Uso de um composto como definido em qualquer uma das rei-

vindica¢gOes 1 a 3, caracterizado pelo fato de ser para a fabricacdo de um

10 medicamento para tratamento de condicdes comprometidas de lactacéo,

enfraquecimento de inducdo do parto, condicdes de atonia uterina, sangra-

mento excessivo, inflamacao, dor, dor abdominal, dor dorsal, disfuncdo se-

xual masculina e feminina, sindrome do intestino irritavel (IBS), constipacao,

obstrucdo gastrointestinal, autismo, tensdo, ansiedade, depresséo, disturbio

15 de ansiedade, perda cirurgica de sangue, hemorragia pos-parto, cicatrizacao

de feridas, infec¢do, mastite, enfraquecimento de expulsdo placentaria ou
osteoporose.

9. Uso de um composto como definido em qualquer uma das rei-

vindicagOes 1 a 3, caracterizado pelo fato de ser na fabricagcdo de um medi-

20 camento para o diagnostico de cancer ou insuficiéncia placentaria.
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