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(57) Resumo: DERIVADOS DE AMINOACIDOS CONTENDO UM
GRUPAMENTO DI-SULFANILA, MEDICAMENTO, COMPOSICAO
FARMACEUTICA E USO. A invengéao tem por objeto novos compostos
de férmula (1) HoN-CH(R4)-CH»-S-S-CH-CH(R2)-CONH-R; na qual Ry
representa uma cadeia hidrocarbonada, um radical metileno
substituido por um hetero ciclo com 5 ou 6 atomos; R, representa um
radical fenila ou benzila, um hetero cicloaromatico com 5 ou 6 atomos,
um grupo metileno substituido por um hetero ciclo com 5 ou 6 atomos;
Rs representa seja um radical CH(R3)-COOR4 no qual. R; representa
um hidrogénio, um grupamento OH ou OR, uma cadeia
hidrocarbonada saturada, um radical fenila ou benzila, e OR.
representa um éster hidréfilo; seja um hetero ciclo com 5 ou 6 cadeias
compreendendo varios heteroatomos, escolhidos no grupo constituido
pelo nitrogénio, pelo enxofre e pelo oxigénio dos quais pelo menos 2
atomos de nitrogénio, esse hetero ciclo podendo ser substituido por
um radical alquila em CIl -C6, fenila ou benzila. A invengéao refere-se
também a utilizagéo a titulo de medicamento desses compostos e uma
composicao farmacéutica compreendendo esses compostos e um
excipiente farmaceuticamente apropriado. A invencéo refere-se enfim
a utilizagdo em assobiacdo de pelo menos um derivado de
canabindides, para potencializar o efeito analgésico e antidepressivo
dos novos compostos de férmula () e/ou da morfina ou de um de seus
derivados.



10

15

20

25

30

P1- 061$94€-5

Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "DERIVADOS

'DE AMINOACIDOS CONTENDO UM GRUPAMENTO DI-SULFANILA,

MEDICAMENTO, COMPOSICAO FARMACEUTICA E USO".

A invencdo refere-se aos novos inibidores mistos da neprilisina e
da amino peptidase N. _

Sabe-se que os peptideos opidides naturais ou enquefélinas -
(Tyr-Gly-Gly-Phe-Met ou Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) - sdo essencialmente degra-
dados por duas metalo peptidases com zinco, a neprilisina (EC 3.4.24.11)'
que cliva a ligagao Gly-3-Phe4 (Nature 276 (1978) 523) e amino peptidase N
(EC 3.4.11.2) que corta a ligagao Tyrl-Gly2 desses peptideos (Eur. J. Phar-
macol 117 (1985) 233; revista em Pharmacological review., 1993, 45, 87-
146). S0 conhecidos inibidores mistos dessas duas enzimas que, prote-
gendo completamente as enquefalinas endogenas de sua _degradagéé enzi-
matica, revelam as atividades farmacoldgicas, em particular analgésicas e
antidepressivas, enquefalinas. Os inibidores mistos, descritos na técnica an-
terior, dessas duas atividades enzimaticas, sdo compostos com fungao hi-
droxamate (FR 2 518 088 e FR 2 605 004), compostos aminofosfinicos (FR
2755 135 e FR 2 777 780) e derivados de aminoéacidos (FR 2 651 229). Os
compostos descritos nesses pedidos de patente apresentam uma excelente
atividade in vitro e in vivo apds administragao por via intracerebroventricular;
isto foi particularmente demonstrado no caso dos hidroxamatos (Eur. J.
Pharmacol., 102, (1984), 525-528; Eur. J. Pharmacol., 165, (1989), 199-207;
Eur. J. Pharmacol., 192, (192, (1991), 253-262), para os quais uma atividade
significativa pdde também ser demonstrado apds administracdo intravenosa
(iv) em um modelo de rato artritico (Brain Research, 497, (1989), 94-101).
No caso dos dverivados fosfinicos e dos derivados aminoacidos, uma boa
atividade in vivo foi demonstrada apoés administra¢éo por via intravenosa,
quando as moléculas estudadas foram solubilizadas em uma mistura de 6-
leo, de etanol e de agua (J. Med. Chem., 43, (2000), 1398-1408; J. Med
Chem., 44, (2001), 3523-3530; J. Pharm. Exp. Ther., 261, (1992), 181-190).
Todavia, mesmo se um dos compostos pertencentes a série dos derivados
de aminoacidos se mostrou relativamente solavel na agua (Pain, 73, (1997),
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383-391), nenhuma das moléculas anteriormente descritas nao possuem
uma solubilidade em fase aquosa e uma biodisponibilidade suficiente para
ser administrada por via oral e apresentar respostas analgésicas interessan-
tes em doses suficientemente fracas no animal para serem transpostas no
homem. Da mesma forma, nenhuma das moléculas anteriormente citadas
permite uma administracdo intravenosa, ja que exigem nos testes em ani-
mais uma solubilizacdo em misturas incompativeis com a administracédo por
essa via no homem.

Um dos objetivos da invencao é de fornecer novos compostos
hidrosoluveis capazes de inibir conjuntamente as duas atividades enzimati-
cas responsaveis pela degradagdo das enquefalinas e manifestar suas pro-
priedades farmacoldgicas apds colocagao em solugao em um soluto aquoso
e injecao intravenosa, subcutanea, percutanea, intratecal, intra-articular e
por via oral ou nasal. |

Foi também admitido que a barreira hematoencefdlica € mais
facilmente vencida por moléculas hidréfobas e ndo polares. Todavia, de for-
ma inesperada, as moléculas hidrofilas que foram sintetizadas apresentam
respostas potentes em testes centrais, indicando a existéncia de uma boa
capacidade para a’tingir as estruturas cerebrais e alguns sao as vias de ad-
ministracdo (com excegao da via local). Um outro objeto da invencao e de
fornecer novos compostos que apresentam propriedades das substancias
morfinicas, em particular a analgesia, os efeitos benéficos sobre o compor-
tamento (diminuicdo da componente emocional da dor e respostas antide-
pressivas) e efeitos periféricos (antidiarréico, antitussigeno, antiinflamatério)
sem ter os inconvenientes maiores (tolerdncia, dependéncias fisica e psiqui-
ca, depressao respiratoria, constipacdo, nausea).

Além disso, as dores inflamatdrias e neurogénicas, cuja compo-
nente periférica € importante, sdo reduzidas até mesmo eliminadas pelos
compostos da invengdo administrados por via oral e, portanto, sem que es-
tes sejam levados a atingir o sistema nervoso central. Esse resuitado, muito
interessante, mas inesperado, foi formalmente demonstrado por utilizagdo de

um antagonista incapaz de entrar no cérebro. Isto reduz totalmente todos os
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efeitos devido ao estimulo dos receptores opidides cerebrais pelos compos-
tos da invengdo, sem alterar os efeitos analgésicos dos compostos sobre
essas dores, em particular neurogénico. '

A invencado tem mais particularmente por objeto compostos cor-
respondentes a seguinte férmula (l):'

H,N-CH(R1)-CH2-S-S-CH,-CH(R2)-CONH-Rs
na qual: h

R, representa: |
- uma cadeia hidrocarbonada, saturada ou insaturada, linear ou ramificada,
comportando de 1 a 6 atomos de carbonos, eventuaimente substituida por:

- um radical OR, SR ou S(O)R, em cada um desses radicais R -
representa um hidrogénio, uma cadeia hidrocarbonada, linear ou ramificada,
de 1 a 4 atomos de carbono, um radical fenila ou benzila; |

- um radical fenila ou benzila; N

- um radical fenila ou benzila eventualmenvte substituido por:

- 1 a 5 halogénios, notadamente o fluor;

- um radical OR, SR ou S(O)R, em cada um desses radicais R
tendo a mesma significagdo que anteriormente; _

- um radical metileno substituido por um heterociclo com 5 ou 6
atomos, aromatico ou saturado, possuindo como heteroatomo, um atomo de
nitrogénio ou de enxofre, eventualmente oxidado sob a forma de N-éxido ou
de S-Oxido;

R. representa:

- um radical fenila ou benzila, eventualmente substituido por:

- 1 a 5 atomos de halogénios notadamente o fluor;

- um radical OR ou SR, em cada um desses radicais R tendo a
mesma significacdo que anteriormente; |

- um grupamento amino eventualmente mono- ou di- substituido
por um grupamento alifatico, ciclico ou linear, de 1 a 6 atomos de carbonos;

- um cicloaromatico com 5 ou 6-atomos;

~ - um heterocicloaromatico com 5 ou 6 atomos, o heteroatomo sendo um oxi-

génio, um nitrogénio ou um enxofre;
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- um grupo metileno substituido por um heterociclo com cinco ou 6 atomos,
aromatico ou saturado, heteroatomo sendo um oxigénio, um nitrogénio ou
um enxofre, os atomos de nitrogénio e de enxofre podendo ser oxidados sob
a forma de N-6xido ou de S-6xido.
Rs representa:
a) um radical CH(R3)-COOR; no qual
- R3 representa:

- um hidrogénio;

- um grupamento OH ou OR, R tendo a mesma significacao que
anteriormente;

- uma cadeia hidrocarbonada saturada (alquila), linear ou ramifi-
cada, comportando de 1 a 6 atomos de carbono, eventualmente substituido
por um radical OR ou SR, em cada um desses radicais R.tem a mesma sig-
nificagcdo que anteriormente;

- um radical fenila ou benzila, eventualmente substituido por:

- 1 a 5 halogénios notadamente o fluor;
- um radical OR ou SR, R tendo a mesma definicdo que anteri-
ormente; e

~ OR4 representa:

- um radical glicolato OCH,COOR’ ou lactato OCH(CH3)COOR’,
em cada um desses radicais R’ representa; )
- uma cadeia hidrocarbonada saturada (alquila) de 1 a 6 ato-
mos de carbono, linear ou ramificada, eventualmente substituida por um
grupamento alcdxi em C1 a C3, de preferéncia um grupo alquila em C1-C4
eventualmente substituido por um grupo metéxi;
- um grupamento cicloalquila de C5 a C8, de preferéncia um
grupo cicloalquila em C5-C6;
- um grupamento fenila, benzila, heteroarila, alquil-heteroarila;
- um grupamento OCH(R")O(CO)OR’ ou OCH(R")YO(CO)R’, em
cada um desses radicais R’ tem a mesma significacdo que anteriormente e
R" representa;
- um atomo de hidrogénio;
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- uma cadeia alquila em C1-C6, linear ou ramificada, eventual-

| mente substituida por um grupamento alcéxi de C1 a C3, de preferéncia um

grupo alquila em C1-C4 eventualmente substituido por um grupo metéxi;

- um grupo cicloalquila de C5 a C8, de‘preferénéia um grupo
cicloalquila em C5-C6; ‘

- um grupamento fenila, benzila, heteroarila, alquil heteroarila;

- um radical triglicen’deo. OCH(CH.OCOR’), ou OCH,-
CH(OCOR’)—CHQO‘COR”, em cada um desses radicais R’ tendo a mesma
significagcdo que anteriormente;

- um radical glicosideo, tal como D-glicose, B-D-glicopiranose, a
-ou B-galactopiranose; |

- um radical sulfonato OCH.CH2(SO,)CHg;

- um radical OCH(CH2OH),;

b) um heterociclo, com 5 ou 6 cadeias, compreendendo vério‘s heteroato-
mos, escolhidos no grupo constituido pelo nitrogénib, pelo enxofré e pelo
oxigénio, dos quais 2 a&tomos de nitrogénio, esse heterociclo podendo ser
substituido por um radical alquila em C1-C6, fenila ou benzila,

assim como os sais de adi¢do desses compostos (I) com os acidos minerais
ou ofgénicos farmaceuticamente aceitaveis.

A invencao tendo também por objeto os sais de adicao dos
compostos de formula (1), obtidos com &cidos organicos ou minerais farma-
cologicamente aceitaveis, tais como os fosfatos, o cloridrato, o acetato, o
metano-sulfonato, o bbrato, o lactato, o fumarato, o succinato, o hemi-
succinato, o citrato, o tartarato, o hemi-tartarato, o maleato, o ascorbato, o
hemi-fumarato, o hexanoato, o heptanoato, o hipurato, o hidrocinamato, o
fenilglioxilato e o nicotinato.

No &mbito da presente invengao, a éxpresséo “cadeia hidrocar-
bonada” designa alcanos, alcenos ou alcinos. Em particular, a expressao
“cadeia hidrocarbonada saturada” designa radicais alquilas, cbmportahdo de
1 a 6 atomos de carbono (C1-C6) ou de 1 a 4 atomos de carbono (C1-C4),

- lineares ou ramificados. Como exemplo de radicais alquilas comportando de

1'a 4 atomos de carbonos, podem-se citar os radicais metila, etila, propila,
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butila, isopropila, 1-metil-etila, 1-rheti|-propila, 2-metil-propila. Como exemplo
de radicais alquilas, comportando de 1 a 6 atomos de carbonos, podem-se
além disso citar-os radicais pentila, hexila, 1-metil-butila, 1-metil-pentil 2-
metil-butila, 2-metil-pentila, 3-metil-butila, 3-metil-penfila, 4-metil-pe_ntila ou 1-
etil-propila, 1-etil-butila, 2-etil-butila. A expressdo “cadeia hidrocarbonada
insaturada” designa radicais alcenila (pelo menos uma dupla ligacao), por
exemplo vinila, alila ou analogo, ou alcinila (pelo menos uma tripla ligagao),
comportando de 2 a 6 4tomos de carbono, ou de 2 a 4 atomos de carbono,
lineares ou ramificados.

O termo “halogénio” utilizado no caso designa um cloro, um
bromo, um iodo e um fldor. |

Como exemplo de nucleos heterociclicos com 5 ou 6 atomos,
aromaticos ou saturados, possuindo como heterodtomo um atomo de nitro-
génio ou de enxofre, podem-se citar, mas sem limitacédo, os seguintes radi-
cais: tienila, pirrolila, imidazolila, pirazolila, isotiazolila, piridila, pirazinila, pi-
rimidinila, piridasinila, pirrolidinila, pirrolinila, imidazolidinila, pirazolidinila,
pirazolinila, piperidila, piperazinila, tiadiazolila, os 4&tomos de nitrogénio e de
enxofre sendo eventualmente oxidados sob a forma de N-6xido ou de S-
oxido.

Como exemplo de novos heterociclicos com 5 ou 6 atomos, a-
romaticos ou saturados, possuindo como’ heteroatomo ou 4&tomo de oxigénio,
podem-se citar, mas sem limitacao, os seguintes radicais: furila, piranila, iso-
xazolila, morfolinila, furazanila, oxazolila, oxazolidinila, oxazolinila.

O radical R; representa vantajosamente um radical alquila tendo
de 1 a 4 atomos de carbono, eventualmente substituido por um radical OR,
SR ou S(O)R, em cada um desses radicais R tem a mesma significagdo que
anteriormente. Ry representa ainda mais vantajosamente um radical alquila
tendo de 1 a 4 atomos de carbono substituido por um radical SR, R tendo a
mesma significagdo que anteriormente, em particular R representa uma ca-
deia hidrocarbonada saturada, linear ou ramificada, de 1 a 4 atomos de car-
bono.

O radical R, representa vantajosamente:
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- um radical benzila ou fenila;

- um radical metileno substituido por um heterociclo com 5 ou 6
atomos, aromatico ou saturado, possuindo como heteroatomo, um atomo de |
nitrogénio ou de enxofre, eventualmente oxidado sob a forma de N-6xido ou
de S-éxido;

Em particular, o radical R, representa um radical benzila ou um
radical metileno substituido por um heterociclo com 5 a 6 atomos, aromatico
ou saturado, possuindo como heteroatomo, um atomo de nitrogénio ou de
enxofre, eventualmente oxidado sob a forma de N-6xido ou de S-éxido, ain-
da mais vantajosamente um radical benzila ou um radical metileno substitui-
do por um radical tio fenila (tienila).

O radical Rs € um radical que permite aumentar o carater hidrofi-
lo do conjunto da molécula que, em outros termos, é uma molécula antes de
tudo hidréfoba.

De acordo com uma primeira variante da‘invengéo,' o radical Rs
representa um radical CH(R3)-COOR,;.

Nessa primeira variante, o radical R; representa vantajosamente
um atomo de hidrogénio ou um radical alquila tendo de 1 a 6 atomos de car-
bono, ainda mais vantajosamente 1 a 4 atomos de carbono, eventualmente
substituido por um radical OR ou SR, em cada um desses radicais R tendo a
mesma significagao que anteriormente. O radical Rs representa ainda mais
vantajosamente um atomo de hidrogénio ou um radical alquila, tendo de 1 a
6 atomos de carbono, ainda mais vantajosamente 1 a 4 4tomos de carbono,
substituido por um radical OH ou SH.

” O radical OR4 representa vantajosamente:

- um radical glicolato OCH,COOR’, R’ tendo a mesma significa-
¢ao que anteriormente (em particular R’ representa um grupo alquila em C1-
C4, eventuaimente substituido por um grupo metdxi ou um grupo cicloalquila
em C5-C6); .

- um radical OCH(R")O(CO)OR’ ou OCH(R"YO(CO)R’, R’ e R
tendo a mesma significacao que anteriormente (em particular R’ e/ou R" re-

presenta um grupo alquila em C1-C4 eventualmente substituido por um gru-
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po metdxi ou um grupo cicloalquila em C5-C6 ou R" representa um atomo de
hidrogénio);

- um radical triglicerideo OCH(CH,OCOR'’), ou OCH,-
CH(OCOR’)-CH,OCOR’, em cada um desses radicais R’ tendo a mesma
Significagéo que anteriormente;

- um radical glicosideo tal como D-glicose;

- um radical sulfonato OCH>CH2(SO2)CHg;

- um radical OCH(CH20H),.

Em particular, o radical OR4 representa-um grupamento O-

| CH(R")YO(CO)OR’ ou OCH(R")(CO)R’ o radical R’ representando uma cadeia

alquila em C1-C4 (em particular o radical etila) e o radical R" representando
um radical metila, CH(CHpa),, ciclohexila ou fenila. '

De acordo uma segunda variante da ihvengéo, o radical Rs re-
presenta um heterociclo, com 5 ou 6 cadeias, compreendendo varios hete-
roatomos, escolhidos no grupo constituido pelo nitrogénio, pelo enxofre e
pelo oxigénio, dos quais 2 atomos de nitrogénio, esse heterociclo podendo
ser substituido por um radical alquila em C1-C6 ou um radical fenila ou ben-
zila.

Nessa segunda variante, o heterociclo é vantajosamente um he-
terociclo com 5 cadeias, compreendendo 2 atomos de nitrogénio, eventual-
mente substituido por uma cadeia alquila em C1-C4 em particular 2-etil-
1,3,4-tiadiazol. '

A invencao refere-se em particular aos seguintes compostos:

1-(2-(1-(2,3-diacetoxipropoxicarbonil)-etilcarbamoil)-3-tiofen-3-il
propildisulfanilmetil)-3-metil sulfanil propil amina;

1-(2-(1-(2-metano-sulfonil etéxi carbonil)-etil carbamoil) -3-tiofen-
3-il propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil amina;

1-(2-(1-(1-etéxi carbonil 6xi etdxi cabonil))-etil carbamoil) -3-
tiofen- 3-il-propil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil amina,;

| 1-(2-(1-etdxi carbonil metil iléxi carbonil etil carbamoil) -3-tiofen-
3-il-propil di-sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil amina

1-(2-(1-(1-etdxi carbonil éxi etdxi cabonil)-2-hidréxi propil carba-
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moil) -3-tiofen-3-il propil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil-amona;

1-(2-(1-(2-acetoxi-1-acetdxi metil etdxi carbonil)-etil carbamoil) -
3-tiofen-3-il propil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil amina;

1-(2-(1-(2-hidréxi -1-hidréxi metil etoxo carbonil)-etil carbamoil) -
3-tiofen-3-il propil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil amina;

1-(2-(1-(3,4',5,6-tetra hidroxi tetra hidro piran-2-il metéxi carbonil)
-etil carbamoil)-3-tiofen-3-il-propil di suifanil metil) -3-metil sulfanil propil ami-
na ' » |

1-(2-(1-(1-etdxi carbonil 6xi-etdxi carbonil)-2-hidréxi propil car-
bamoil) -3-fenil propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil amina;

1-(2-(1-(2-acetoxi -1-acetdxi metil-etéxi carbonil)-2-hidroxi propil .
carbamoil)-3-fenil propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil amina;

1-(2-((1-etdxi carbonil 6xi-etdxi carbonil metil)-carbamoil)-3'-fenii -
propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil amina

3-(2-amino- 4-metil sulfanil-butil di sulfanil)-2-benzil-N-(5-etil-
(1,3,4) -tiadiazol-2-il)-propionamida

1-(2-((1-etdxi  carbonil éxi-2-méti|-propéxi carbonil  metil)-
carbamoil) -3-fenil -propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil amina

1-(2-((ciclohexil -etoxi carbonil éxi-metdéxi carbonil metil)-
carbamoil) -3-fenil -propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil amina

1-(2-((etoxi carbonil 6xi-fenil-metdxi carbonil metil)-carbamoil) -3-
fenil -propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil amina

3-metil sulfanil-1- (3-fenil-2-((1-propionil 6xi-etéxi carbonil metil) -
carbamoil) -propil di sulfanil metil)-propil amina

1-(2-((2-metil-1-propionil 6xi-propdxi carbonil metil)-carbamoil)—
carbamoil)-3-fenil-propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil-propil- amina

1-(2-((ciclohexil-propionil éxi-metoxi carbonil 'metil) -carbamoil) -
3-fenil -propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil amina

3-metil sulfanil-1-(3-fenil-2-((fenil-propionil éxi-rhetéxi carbonil
metil)-carbamoil)-propil di sulfanil metil)-propil amina;

Os compostos de formula (I) tém potencialmente de 2 a 9 cen-
tros de assimetria. Os radicais Ry, Rz € R3 serdo introduzidos de forma a se-
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rem obtidos encadeamentos opticamente puros correspondendo a uma este-
reoquimica reconhecida pelas atividades enzimaticas. Os radicais R4 pode-
rdo eventualmente conter um centro de assimetria ndo resoluto.

Os compostos de formula (1) sdo obtidos:v

12 por condensacdo de um beta-amino-tiol protegido sobre a
fungdo amina por um grupamento t-butiléxi carbonila (Boc) (ll) com um acido
mercapto alcandico (Il) por meio de um cloreto de metdxi carbonil sulfonila

em solucao no THF (tetra-hidro furano), levando ao IV.

Boc:HN : COOH " :

R, RZ R'I RJ

L n v

O Boc beta-amino tiol (I} é preparado a partir de Boc aminoaci-
do comercial correspondente, de configuragdo absoluta S com retengéo de

“configuragdo, segundo um processo bem conhecido do técnico (J. Med.

Chem., 35, (1992) 1259).

O acido mercapto alcandico Il é obtido a partir do mono éster
metilico do malonato correspondente V, que, segundo um processo bem
conhecido do técnico (Ber., 57, (1924), 1116) é transformado em acrilato VI.

BocHN.__.COOH . .
B“”NY\O- Boc-HN\‘/\SCOCH Boc~HNﬁ/\SH
3
R R, — R,

Y —

R,

HOOC

——

R R, )

COOH
b Y Hocos” Y Hocos” Y
R,

v Vi Vil VIl
A adicao de acido tio acético, ao acrilato VI, leva a'o derivado VIi
racémico (Biochemistry, 16, (1977), 5484). Uma resolugdo por alfa-
quimotripsina permite isolar o acetil tio acido Vill opticamente para (Bioorg.
Med. Chem. Let., 3, (1993), 2681). A hidrélise alcalina do tio éster leva ao
composto lll;
22 os compostos de férmula (), nos quais o radical Rs representa

‘um radical CH(R3)-COOR,, podem ser obtidos pelas vias de sintese a se-

quir:
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2.12 o di-sulfeto dissimétrico IV é acoplado, nas condigdes clas-
sicas do acoplamento peptidico com o amino éster IX, levando ao inibidor
protegido X.

B@HN\‘/\S_S,YCOOH /RQ . BooHN A(E\ j‘i
R, R, + HN" “COOR, —= 11/\8-'8 ! N~ TCOOR,

: IX
v | X

~De acordo com um método valternativo, 0s compdétos podem ser
obtidos por condensacao, por meio do cloreto de metdxi carbonil sulfenila,
de um Boc-B-amino tiol Il com um mercapto acil amino éster de férmula XI.
' O mercapto acil amino éster XI é preparado a partir db composto
ll. Este é oxidado por uma solugdo etandlica de iodo em di-sulfeto XIl. O
composto Xll € acoplado nas condi¢gdes classicas do acoplamento peptidico
com o0 amino éster IX, levando a Xlll. O tratamento de Xlll por um agente
redutor tal como a mistura Z, + HCI 3N, libra o composto XI.

o &
HE COOH . { S/YCOOH] {3/\,)Lﬁ)\ COOR{l
R, R 2 R 2

i Xi Xilf
LR
Boc'HN X
Y\SH HS/\l)I\E COOR, X
R, + R,
fl X1
LE P
BocHN HCOO HNL
R1 Rz Rl ’ Rz
X xw

| LI
A H.NL
— . Y\s—s’\,)\” COOR,
R, R,

{

O corte do grupamento N-terminal Boc de X é realizado por agao
do acido férmico, liberando XIV. A mudanca de contra-ion de XIV é obtida de
forma quantitativa por tratamento por um equivalente de N;HCO3; 0,1M, ex-
tracdo em meio organico (EtOAc) do composto possuindo uma fungdo amina

livre, depois adicao de um equivalente do acido organico ou mineral escolhi-
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do paralevaral. _
| 2.2° O amino éster IX é obtido por condensa¢ado de um Boc ami-
no acido Xll com o alcool R4OH, depois desprotecao pelo acido trifluoro acé-
tico (TFA) e neutralizagao pela soda. Se o alcool R4OH for um alcool prima-
- 5 rio, 0 acoplamento com XII sera feito nas condi¢des classicas (hidro cloreto
de 1-[3-(dimetil amino)propil]-3-etil carbodiimida (EDCI), 1-hidroxi benzo tria-
zol hidrato (HOBt) ou éster ativado). Se o alcool R4OH é um alcool secunda-
rio, a condensagao é feita por intermédio de uma reagéo de Mitsunobu (sin-
tese (1981) 1-28), utilizando a mistura di etil azo di carboxilato/tri fenil fosfina
10 (DEAD/Pphesy).

Boc'HN

Ycoou R,OH  BocHN.__COOR,

4
L T

Ry

Os alcoois R4OH sdao na maior parte dos casos dos compostos
comerciais. Quando RsOH é um alcool levando a um éster “cascata”, este é
sintetizado a partir dos métodos descritos em uma literatura. '
2Bis Os compostos de férmula (l), nos quais o radical Rs repre-
15 senta um radical hetero ciclo, tal como definido anteriormente, podem ser
obtidos pelas seguintes vias de sintese. |

| HN\J
1L L’\/IL 8 - sﬁin "

Xvi
O di-sulfeto dissimétrico IV é acoplado nas condigdes classicas
do acoplamento peptidico com hetero ciclo aminado XV para levar a XVI. A

20 desprotecao do grupamento Boc é feita como anteriormente, levando ao de-

rivado XVII.
B“HN\:/\S—sﬁin \({%\R A H, N\/\S—S /J
I R, \ 1)HCOOH \({%\R
i N—N 2) AH \ N—N

S~ Lo S
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O hetero ciclo aminado XV é sintetizado segundo os métodos

descrltos os métodos descritos na literatura.
Por exemplo, o 2-amino-5-etil-(1,3,4) tiadiazol XV é obtido con-

forme descrito (Takatori et al. Yakugaku Zasshi 79, 1959, 913) por conden-

5 sagdo do tio-semicarbazida XVIll e do cloreto de propionila XIX.

/\Lﬁ HI?\"“z - \< \I/\

2Bis 2
De acordo com um método alternativo, os compostos de féormula

(1), nos quais o radical Rs representa um hetero ciclo, podem ser obtidos por
condensagao do hetero ciclo XV sobre o composto XII, levando a XX. Apos
10- corte da ponte di-sulfeto, conforme descrito anteriormente, 0 compostos XXI

obtido é condensado sobre Il para levar ao XVI

{Ar““ . P \{,,.

Xxv _ — z

_ -
N _/ﬁ»)( N
“/\?)L \é + —— \Rl./\ R \<,,—"&_R
n—’“ .
o Xxvi
A invengao tem também por objeto, as composi¢des farmacéuti-
cas, contendo a titulo de principio ativo pelo menos um dos compostos de
féormula geral (I) ou um de seus sais ou hidratos de seus sais, em combina-
¢a0 com um ou varios suportes inertes ou outros veiculos farmaceuticamen-
te aceitaveis. Esses compostos apresentam as propriedades das substan-
cias morfinicas, em particular a analgesia, ai compreendidos em seus com-
ponentes periféricos (inflamatérios, neurogénicos), os efeitos benéficos so-
bre o comportamento, em particular em caso de depressao e/ou de ansieda-
de, sem ter os inconvenientes maiores (toleréncia/dependéncia, depressao

respiratoria, constipagdo). Assim, ao encontro dos agonistas opidides exoé-
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genos interagindo com os receptores delta, os inibidores mistos, de acordo
com a invencao, tém efeitos antidepressivos, sem provocar risco de aciona-
mento de crises epileptiformes ou de convulsdes e agem ra'pidamente (Ba-
amonde A. et al. 1992, Jukiewicz E.M. et al., 2005). Esses compostos s&o
capazes de passar a barreira hematoencefalico. A principal aplicacao dos
compostos, de acordo com a invencao, esta, portanto, no dominio da anal-
gesia, dos antidepressivos e dos ansioliticos.

As composi¢des farmacéuticas, de acordo com a invengao, po-
dem ser, a titulo de exemplo, composi¢cGes administraveis por via oral, nasal
(administragao por aerossol), sublingual (administragéo por difuséo perlin-
guavel), retal, parenteral intravenosa e percutanea. A titulo de exemplo de
composi¢des administraveis por via oral, podem-se citar os comprimidos, as
geléias, os granulados, as microesferas, os pos e as solugdes ou suspen-
soes orais. O radical Rs confere uma hidrofilia suficiente aos compostos, de
acordo com a invenc¢do, que sdo assim soluveis na agua e os solventes hi-
dréfilos em presenca ou nao de diversos tensoativos. Em particular, eles sao
soluveis nos solventes do tipo alcool/polisssorbato/agua, em particular eta-
nol/Tween® /agua e manitol/agua com o auxilio de ciclo dextrinas apropria-
das a administragéo' no homem, que sao frequentemente utilizados para a
administracao por via intravenosa. As composigoes, de acordo com a inven-
cdo, podem, portanto, ser administradas por via intravenosa. Elas podem
também ser administradas por via oral ou nasal, em particular via um aeros-
sol ou por difusdo perlingual ou no meio de um preparado galénico apropria-

do (micro emulsdes). Da mesma forma, essas composi¢cdes podem ser utili-

- zadas para administragdes transdérmicas. Essas composi¢ées podem ser

utilizadas em particular como analgésico maior, como a antalgico potente
nas dores inflamatorias e neurogénicas, e como antidepressivo.

E muito interessante constatar que as composicdes, de acordo
com a inveng¢do, podem ser administradas seja sob a forma de aerosséis
(microemulsdes) por via oral ou nasal, seja por via intravenosa. Essas vias
de administragao permitem assim uma administragdo da composigdo, de
acordo com a invengdo, por uma via nao digestiva. Isto é particularmente
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~ interessante, quando a composigdo compreende compostos complementa-

res, que podem apresentar efeitos ndo desejados sobre o sistema digestivo
(em particular o intestino), tais como, por exemplo, derivados de canabinéi-
des. Isto permite também aumentar a biodisponibilidade cerebral dos com-
postbs ou associagdes.

Um outro objetivo da invengdo é a utilizagéo a titulo de medica-
mento dos compostos, tais como devfin'idos anteriormente ou. obtidos por um
processo, tal como definido anteriormente.

Foi, além disso, constatado, de maneira surpreendente, que a
associagcdo dos novos compostos, de acordo com a presente inven¢ido com
derivados canabindides leva a ‘efeitos analgésicos ainda mais consideraveis -
(superiores a soma de cada um dos efeitos que podem ser observados para
cada composto, isto é para os compostos segundo a inven(;éo ou para 0s
denvados canabindides).

Até 1954, a cannabis foi considerada como uma planta medici-
nal, apresentando propriedades multiplas: analgésicas, antlespamodlcas,
anticonvulsivas, antiinflamatérias, antivdmitos, bronco dilatoras, vaso dilata-
doras, relaxantes e sondriferas. Recentemente propriedades antiproliferati-
vas e antineurodegenerativas foram colocadas em evidéncia.

Alguns efeitos nefastos da cannabis, ligados mais freqiientemen-
te a uma superdosagem, foram descritos: crises de ansiedade para pessoas
deprimidas e }alucinagc”)es, quando o produto é ingerido pela bebida (cha) ou
pelo alimento (doces). ' ' | |

Os efeitos da cannabis se explicam por sua acao sobre os re-
ceptores canabindides. Esses receptores estdao presentes em nuMerosas
estruturas cerebrais e uma molécula endégena que se liga naturalmente a
isso, a anandamida, foi identificada. |

Dos tipos de receptores foram caracterizados os receptores CB1
que sao encontrados ao mesmo tempo no sistema nervoso central e na peri-
feria e os receptores CB2 que sdo essencialmente periféricos. Os receptores
CB1 parecem implicados na modulagdo da liberagdo neurbhal dos neuro-
transmissores excitadores ou inibidores no cérebro. O papel dos receptores
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- CB2 é menos claro, mas parece que intervém na modulagao do sistema i-

munitario.

As moléculas enddgenas que se ligam aos receptores CB1 e
CB2, denominadas (endocanabindides), tais como a anandamida, interagem
com 0s receptores canabindides no cérebro e na periferia, induzindo diver-
sos efeitos farmacoldgicos. ' |

O composto psicotrépico o mais abundante presente na canna-
bis (cannabis sativa) é o A® tetra-hidro canabinol (A° THC). |

O A° THC induz numerosas respostas farmacolégicas, tais como
a analgesia, uma hipotermia, uma atividade locomotora reduzida e uma par-
te da vigilancia e da atengao devido a interagbes com os receptores CB1
presentes no cérebro. Determinadas dessas propriedades tém aplicagoes
terapéuticas interessantes para o tratamento da dor ou do glaucoma, tam-
bém para atenuar as nduseas e para estimular o apetite de paciente tratados
com compostos antitumorais e antivirais que apresentam severos efeitos
secundarios. O A° THC, e mais geralmente os agonistas do receptor CB1
sdo também capazes de reduzir os efeitos dolorosos associados as crises
de esclerose em placa, reduzindo a evolugao da doenga. Isto leva todavia ao
desenvolvimento do SATIVEX que é um preparado diretamente oriundo da
planta (cannabis sativa) e que contém uma mistura em partes iguais de A°
THC e de canabidiol (outra substancia presente na planta). Esse preparado
esta atualmente no fim de uma exploragao clinica. Todavia, as doses admi-
nistradas por via orobucal sdo elevadas e efeitos secundarios foram obser-
vados (Current Opinion in Investigational Drugs 2004, 5, 748).

Uma outra particularidade do sistema endocanabindides endé-
geno (anandamida) refere-se ao modo de sintese e de secre¢édo desse neu-
rotransmissor particular. Formada por via enzimatica a partir dos fosfolipi-
deos das membranas dos organelles, a anandamida é secretada por um
transportador a partir de neurdnio pds - sinaptico para interagir com 0s re-
ceptores CB1 situados sobre uma terminagao pré-sinaptica (neurotransmis-
s30 retrograda) (Piomeli et al, TIS, 2000, 21, 218-224).

Todavia, varios efeitos comportamentais, tais como uma perda
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da vigilancia e da atengdo, uma sedag¢do, uma ataxia, disturbios da visao,
uma taquicardia, hipotermias e disttrbios complementares, tais como aluci-
nagbes, uma ansiedade, um ataque de péanico e disturbios da meméria pro-
duzidos por uma exposicao crénica aos canabindides naturais ou sintéticos,
limitam sua utilizagao clinica (revista em E. A . Carlini, The good and the bad
effects of (-) trans-delta-g-tetra-hidrocanabinol Ag THC em seres humanos,
Toxicon, 2004, 44, 461-467). Além diséo, no homem, os efeitos analgésicos
do A®° THC sao obtidos com doses muito elevadas préximas das doses que
dao os efeitos indesejaveis citados mais acima (Campbell F.A . et al., Are
canabinnoids an effective and safe treatment option in the management of
pain? A quantitative systemic review, Br. Med. J., 2001, 323, 12-16).

Foi constatado, de maneira surpreendente, que a coadministra-
cao (simultdnea ou aferida no tempo) de pequenas doses de derivados de
canabindides (em particular, o A® THC) permite potencializar o e_feito analgé-
sico e o efeito antidepressivo dos derivados, de acordo com a invengao
(férmula (1)) sem induzir, de maneira significativa, os efeitos nefastos desses
canabindides que por via intravenosa aparecem a partir dos 4-5 mg/kg (se-
dagdo). | ' ‘

No sentido da presente invengdo entende-se pela expressao
“teores muito baixos em canabindides dos teores em canabindides inferiores
aqueles que induzem esses efeitos secundarios indesejaveis.

No sentido da presente invengao, entendem-se pela expressao
“canabindides” o A° THC dos agonistas do receptor CB1 sintéticos ou dos
inibidores da degradagdo da anandamida. Os canabindides introduzidos nas
composicdes, de acordo com a invenco, sdo de preferéncia 0.A° THC.

A invencgao tem também por objeto uma composicao farmacéuti-
ca, compreendendo pelo menos um composto de férmula (1), tal como defi-
nido anteriormente, pelo menos um derivado de canabindides, em particular
o A° THC, ou um protetor de seu metabolismo (revista Piomelli et al, TIPS,
2000) e um excipiente farmaceuticamente apropriado, em particular um ex-
cipiente apropriado para uma administragao por via oral, nasal, intravenosa
ou transcutanea.
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A invencao refere-se também a utilizacdo de pelo menos um de-
rivado de canabindides em particular o A° THC, em uma composicao farma-
céutica para potencializar o efeito analgésico e/ou antidepréssivo dos com-
postos de férmula (1), tais como definidos anteriormente.

A invengao refere-se também a utilizagao de uma combinacgao
de pelo menos um composto de férmula (1), tal como definido anteriormente
e de pelo menos um derivado de canabindides, em particular o A° THC, para
o preparo de um medicamento destinado ao tratamento da depresséo e da
dor.

Um outro objeto da invengao é uma composicao farmacéutica,
compreendendo: | |

I) pelo menos um composto de féormula (1), tal como definido an-
teriormente;

Il) pelo menos um derivado de canabindides;

- como produtos de combinagao para uma utilizagao simultédnea, separada ou

aferida no tempo.

Da mesma forma, a invengao tem também por objeto a utilizagao
de uma composicao farmacéutica, compreendendo:

1) pelo menos um composto de férmula (1), tal como definido an-
teriormente;

| Il) pelo menos um derivado de canabindides;

como produtos de combinagdo para uma utilizagao simultanea, separada ou
aferida no tempo, para a fabricagdo de um medicamento destinado ao trata-
mento da depressao e da dor no ambito da presente invencao, o termo dor
designa os diferentes tipos de dor, tais como a dor aguda, a dor inflamatéria
e a dor neurogénica, ai compreendida a dor associada a esclerose em placa.
Os compostos, de acordo com a invengao, eventualmente em associagao
com um derivado de canabindides sdo também apropriados para o tratamen-
to do glaucoma.

A invencao tem também por objeto a associacao dos novos
compostos, de acordo com a invengao, com a morfina ou um de seus deri-

vados. Com efeito, a morfina é também capaz de potencializar o efeito anal-
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gésico induzido pelos compostos, de acordo com a invengéo.

A invengao tem, portanto, por bbjeto uma composicao farmacéu-
tica, compreendendo pelo menos um composto de formula (1), tal como defi-
nido anteriormente, a morfina ou um de seus derivados e um excipiente far-
maceuticamente apropriado, em particular um excipiente apropriado para
uma administragao por via oral, nasal, intravenosa ou transcutanea. A com-
posicdo pode, além disso, compreender pelo menos um derivado de canabi-
néides, em particular o A° THC, ou um protetor de seu metabolismo.

Essa composi¢cao pode ser utilizada como medicamento, nota-
damente no tratamento da depressado e da dor. Os diferentes compostos
podem ser utilizados como produtos de combinagdo para uma utilizagéo si-
multénea, separada ou aferida no tempo.

| E a boa solubilidade aquosa dos compostos da invengdo, se-
gundo a formula (I), que facilita amplamente a constituicdo de _preparado
(microemulsdes, solugdo em presencga de tensoativo ...) apropriado a utiliza-
¢ao em terapéutica pelas via intravenosa, nasal, pulmonar (aerossobl) ou
transcutanea. ' '

A dose eficaz de um composto da invencao varia em fungao de
numerosos parametros, tais como, por éxemplo, a via de administragao es-
colhida, o peso, a idade, o sexo, o estado de avanc¢o da patologia a tratar e a
sensibilidade do individuo a tratar. Em conseqiiéncia, a posologia 6tima de-
vera ser determinada, em funcdo dos parametros considerados pertinentes,
pelo especialista na matéria. ‘

A invengdo sera ainda ilustrada sem de modo nenhum ser limi-
tada pelos exemplos a seguir. A lista dos compostos preparados, segundo o
exemplo 12, é dada na tabela 1. Para todos os compostos descritos nesses
exemplos.

- Ry representa o radical -CH,-CH>-S-CHj,

- CH2~(C:CH.S.CH:CH) representa O radical tiofen-3-il metila.

- C:CH.CH:CH-CH:CH representa o radical fenila.

- CeH11 representa o radical ciclohexila.
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Exemplo |R: Rs R,
12a -CH,-(C:CH.S.CH:CH) -CH;, -CH,-C(OCOCH;)(CH,OCO
| CHz)
12b -CH»~(C:CH.S.CH:CH) -CHs, -CHz-CH,-SO,-CHj
12¢ -CH,~(C:CH.S.CH:CH) -CH, | -CH(CHa)-0-CO-0-C,Hs
12d -CH,-(C:CH.S.CH:CH) -CHs -CH,-CO-0-C,Hs
12e -CH,-(C:CH.S.CH:CH) -CH(OH)CHs |-CH(CHa)-O-CO-O-C,Hs
12f -CHa-(C:CH.S.CH:CH) -CHs -CH(CH,OCOCH,),
129 -CH~(C:CH.S.CH:CH) -CHs -CH(CH,OH),
12h -CHa-(C:CH.S.CH:CH) -CHa Mo om
OH
| OH 'OH

12i -C:CH.CH:CH-CH:CH -CH(OH)CHs |-CH(CHs)-0-CO-0-C,Hs
12] -C:CH.CH:CH-CH:CH -CH(OH)CH; |-CH(CH.OCOCHs),
12k -C:CH.CH:CH-CH:CH -H -CH(CHa)-0-CO-0O-CHs
12| -C:CH.CH:CH-CH:CH -H -CH(CH(CHs),)-0-CO-O-

C.Hs
12m -C:CH.CH:CH-CH:CH -H -CH(C¢H11)-O-CO-0-CoHs
12n -C:CH.CH:CH-CH:CH -H -CH(C:CH.CH:CH-CH:CH)-

0-CO-0-C,Hs
120 -C:CH.CH:CH-CH:CH -H -CH(CH3)-O-CO-CHs
12p -C:CH.CH:CH-CH:CH -H -CH(CH(CHa)5)-O-CO-C;Hs
12q -C:CH.CH:CH-CH:CH -H -CH(CgH11)-O-CO-C,Hs
12r -C:CH.CH:CH-CH:CH -CH(C:CH.CH:CH-CH:CH)-

0-CO-CzHs

Tabela 1: Radicais dos exemplos 12a a 12r

Legenda das figuras:

Figura 1: curva dose/resposta da analgesia induzida pela morfi-

na ou pelo composto 15 injetado por via intravenosa no rato (teste da placa

quente 52 °C); em abscissas dose em mg/kg e em ordenadas % analgesia.

O traco negro (trago superior) corresponde aos resultados obti-

dos pela morfina, o trago cinza (trago inferior) corresponde aos resultados

obtidos para o composto 15.

Figura 2:

A) Resposta antinociceptiva induzida pelo composto 15 injetado

per os 20 minutos antes do teste da pIaCa quente (52 °C, laténcia do salto,
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segundo) nos ratos OF1 machos (n = 10); em abscissas dose de composto
15 em mg/kg e em ordenadas % analgesia. 7 _

B) Cinética do efeito do composto 15 apds administragéo. per os

(n =10-17); em abscissas tempo (minutos) e em ordenadas % ahalgesia.
| Figura 3: Resposta antinociceptiva induzida pela associagdo do

composto 15 e do A°® -tetra-hidro canabinol. Placa quente (52+1 °C), laténcia
do salto, rato OF1 machos. Cuff-off: 240 segundos * * . p < 0,001 versus
controle, ###, p < 0,001 versus composto 15 ¢ AS-THC. ANOVA + Newman-
Keuls.

| Em abscissas doses de composto 15 (0,4 mg/kg), de THC
(0,375 mg/kg) e composto 15/THC (0,4 e 0,38 mg/kg) e em ordenada % a- .
nalgesia.
Exemplo 1: Sintese do Boc-Metioninetiol (composto 1)

Esse composto é preparado seguindo o protocolo descrito em J.
Med. Chem., 35, 1992, 2473. Sélido branco: p.f.: 37 °C; Rf (ciclohexano
(CHex), acetato de etila (ACOEt) = 1,1) 0,73; ap2®C; -21,1° (¢ = 1,0 CHCly).
Exemplo 2: Sintese de acido (2S)-2-mercapto metil-3-fenil propandico (com-
posto 2) |

Etapa 1. O éster metilico do acido 2-acetil tio metil-3-fenil propa-
ndico, obtido por agdo do acido tio acético sobre o éster metilico do acrilato
correspondente, preparado de acordo (Ber., 57, 1924, 1116), é tratado pelo
a-quimiotripsina, de acordo com o protocolo geral descrito em (Bioor. Chem.,
3,1993,2681). ' '

Rendimento: 71,4%; excesso enantiomérico (ee): 88% ap2°°C: -
42,7°, |

Etapa 2. Acido (2S)-mercapto metil-3-fenil propandico.

O composto da etapa 1 € dissolvido em metanol (MeOH) desga-
seificado a 0 °C. Sdo acrescentados sob atmosfera inerte 3 equivalentes
(eq.) de soda (NaOH) 1N. A mistura é agitada durante 30 minutos a tempe-
ratura ambiente (TA). A mistura é acidificada por acréscimo de acido cloridri-
co (HCI) 6N (25 ml) e MeOH é evaporado sob pressao reduzida. A fase a-
quosa € extraida por 2x125 ml AcOEt. A fase organica é lavada por uma so-
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lugao de cloreto de sddio saf_urado (NaCl sat.) depois secada sobre sulfato
de sodio (Na;SQO,) e evaporada a seco. Obtém-se um 6leo amarelo. |

Rendimento 100%. HPLC Kromasil C18 CH3CN/H,O (0,5% tri-
fluoro acetato TFA) 60-40 4,96 minutos. ,

Exemplo 3: Sintese do acido (2RS) 2-mercaptometil-3-tiofen-3-il
propandico (composto 3) |

Etapa 1: Uma mistura de di metil malonato (392 mmols, 45 ml, 1
eq), tiofen-3-il aldeido (0,357 mmol), piperidina (1,87 mi; 0,05 eq) e &cido
benzdico (4,58 g; 0,05 eq) é levado durante 12 horas ao refluxo com o auxi-
lio de um Dean-Stark em 270 ml de tolueno. A fase organica é lavada por
2x140 ml de HCI 1N, 2x140 ml de carbonato de sodio (NaHCO3) 10% e 140
ml de NaCl saturada. A fase organica é secada sobre Na,SO4 e evaporada a
seco. Obtém-se um dleo.

Rendimento 100%. HPLC Kromasil C18 CH3CN/H2O (0,5% TFA)

- 60-40: 5,97 minutos.

Etapa 2. O composto da etapa 1 (340mmols) é solubilizado em
MeOH (540 ml). A mistura é resfriada a 0 °C e boro-hidreto de sodio (NaBH,)
€ acrescentado pouco a pouco. A mistura é agitada durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A reacao é parada por acréscimo de 450 ml HCI 1N.

O metanol é evaporado e a mistura reacional é extraida por 2x500 mi de clo-

‘roférmio (CHCIy). A fase organica é lavada por NaCl saturado, depois seca-

do sobre Na2804 e evaporado a seco. Obtém-se um 6leo.
Peso P=64,1 g. Rendimento 82,4%. '

HPLC Kromasil C18 CH3CN/HO (0,5% TFA) 60-40: 5,91 minu-
tos.

Etapa 3. O composto precedente (30 mmols) é dissolvido em
MeOH (27 ml). A mistura é resfriada a 0 °C e uma solugdo de potassa KOH
(1,71 g 30,6 mmols) em MeOH (365 ml) é acrescentado pouco a pouco. A
mistura é agitada 48 horas em 4 °C. O metanol é evaporado e o sélido obti-
do é triturado em éter etilico Et,O. O sdlido obtido é filtrado, lavado e secado
P=25,5 g. Rendimento 71,0%. HPLC Kromasil C18 CH3CN/HO (0,5% TFA)
60-40: 3,79 minutos. '
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Etapa 4. O composto precedente (21,9 mmols) é dissolvido no
THF (30 ml). A di etil amina Et2NH (3,0 ml; 2 eq) e formaldeido a 37% (3,7
ml; 1,5 eq) sdo acrescentados. A mistura é levada ao refluxo & noite. O THF
é evaporado e a mistura é retomada em 90 ml AcOEt. A fase organica é la-
vada por 3x30 ml HCI 1N, NaCl saturado, depois secada sobre NéQSO4 e
evaporada a seco. Obtém-se um 6leo incolor.

P=13,1 g. Rendimento’?Z,O%.

HPLC Kromasil C18 CH3CN/H20 (0,5% TFA) 50-50: 14,75 minu-
tos. |

Etapa 5. O composto. precedente (72 mmols) é levado a 80 °C
durante 5 horas em acido tio acético CH3COSH (10.ml, 144 mmols, 2 eq). O .
acido tio acético é evaporado sob pressao reduzida. A mistura é coevapora-
da varias vezes com ciclohexano. Obtém-se um 6leo alaranjado. P=18,6 g.
Rendimento 100%. : ‘ '

HPLC Kromasil C18 CHsCN/H,0 (0,5% TFA) 50-50: 17,16 minu-
tos. ' ‘ |

Etapa 6. O composto da etapa 5 é dissolvido em MeOH desga-
seificado a 0 °C. Sao acrescentados sob atmosfera inerte 3 eq. de NaOH
1N. A mistura é agitada durante 30 minutos a T.A. A mistura é acidificada
por acréscimo de HCI 6N (25 ml) e MeOH é evaporada sob pressdo reduzi-
da. A fase aquosa é extraida por 2x125 ml AcOEt. A fase organica é lavada
com NaCl saturada, depois secada sobre Na,SO, e evaporada a seco. Ob-
tém-se um 6leo amarelo.

Rendimento 100%. HPLC Kromasil C18 CH3CN/H20 (0,5% TFA)
50-50 6,80 minutos. |

Exemplo 4: Sintese de acido (2S)-2-mercaptometil-3-tiofen-3-
ilpropandico (composto 4)

Etapa 1. O éster metilico do acido 2-acetil tio metil-3-tiofen-3-il
propandico, descrito'na etapa 5 da sintese do composto 3, é tratado pelo a-
quimiotripsina, conforme descrito na sintese de 2 (etapa 1). Rendimento
87,3%.

HPLC Kromasil C18 CH3CN/H20 (0,5% TFA) 50-50 7,37 minu-
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tos. ee=76% _
| Etapa 2. O acido (2S) acetil tio metil-3-tiofen-3-il propandico, ob-
tido na ’etapa 1, é tratado como descrito na etapa 2 do compbsto 2.
Rendimento 97,0%. HPLC Kromasil C18 CH3;CN/HO (0,5%

TFA) 50-50 6,80 minutos

Exemplo 5: Sintese de acido 2(2S)-benzil 3((2S)2t. butil véxi car-
bonil amino-4-metil sulfanil-butil di suifanil)-propandico (composto 5)

Uma mistura de 23 ml MeOH e 23 ml THF é resfriada a 0 °C sob
nitrogénio e o cloro-sulfonil cloreto (1,3 ml, 15,25 mmols, 1,09 eq) é acres-
centada. A mistura é agitada durante 15 minutos a 0 °C para dar o metoxi
carbonil sulfenila cloreto. Depois, o composto 1 (14,86 mmols, 1,06 eq) em
16 ml THF/MeOH é acrescentado em uma Unica vez. A mistura é levada &

temperatura ambiente e é agitada durante 30 minutos. A solugao precedente

~é acrescentada gota a gota a uma solugdo do composto 2 (14,02 mmols, 1

- eq) em 100 ml de CHCI; desgaseificado em presenca de Et;N (1 eq). A so-

lugdo ¢é agitada durante 1 hora & temperatura ambiente. O solvente é evapo-
rado sob pressdo reduzida. A mistura é retomada em di cloro metano
CH.Cl,. A fase organica é lavada: acido citrico 10%, NaCl Saturado, depois

- secada sobre Na,SO4 para dar um produto bruto, que é cromatografado so-

bre silica com uma mistura ciclohexano (CHex)/AcOEt 8/2, depois 6/4 como
purificador. P=4,1g Rendimento 65,9%. HPLC Kromasil C18 CH3;CN/H,O
(0,5% TFA) 70-30: 8,20 minutos |

Exemplo 6: Sintese de acido 3-((2S)2t. butil 6xi carbonil amiho-4-
metil sulfanil-butil di sulfanil)-(2S)2-tiofen-3-il metil-propanéico (composto 6)

Seguindo-se o protocolo descrito para a sintese de 5 e substitu-
indo-se 0 composto 2 pelo composto 3, obtém-se o composto 6.

~ Rendimento 77,0%. HPLC Kromasil C18 CHsCN/H:0 (0,5%

TFA) 70-30: 7,36 minutos

Exemplo 7: Sintese de acido 3-(2S)2t. butil 6xi carbonil amino-4-
metil sulfanil-butil di sulfanil)-(2S)2-tiofen-3-il metil-propandico {composto 7)
| Seguindo-se o protocolo descrito para a sintese de 5 e substitu-
indo-se 0 composto 2 pelo composto 4, obtém-se 0 composto 7.
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Rendimento 77% HPLC Kromasil C18 CH3CN/H20 (0,5% TFA) 70-30: 7,36
minutos | ‘

Exemplo 8: Sintese dos ésteres de alanina .

Composto 8a: alanina 2-metil sulfonil etil éster, TFA.

Uma solugdo de 1 eq de BocAlaOH, HOBt (1,2 eq, 879 mg),
EDCI (1,2 eq, 1,93 g), EtsN (tri etil amina) (3 eq, 2,9 ml) em 10 ml CH,Cl» é
agitado 12 horas a temperatura ambiente em presencga de 1,2 eq. de 2-metil
sulfonil etanol em'solug‘éo no CHxCl,. O solvente é evaporado sob presséo
reduzida. A mistura reacional é retomada em AcOEVH.O. A fase organica é
lavada por acido citrico 10% (2x15 ml), NaCl saturada, secada sobre
NaySO4 e evaporada sob pressdo reduzida para dar um produto bruto que é |
cromatografado sobre silica com uma mistura CHex/AcOEt 8/2 como purifi-
cador para dar 989 mg de produto. N |

Rendimento: 61,8% Rf (CHex/AcOEt: 6/4): 0,49.

435 mg (1 ,488 mmols) desse produto sd0 solubilizados a frio em
2,5 mi de CH.Cl, e 1,2 ml de TFA sao acrescehtados. A mistura é agitada
durante 2 horas a temperatura ambiente. Os solventes séo evaporadbs'sob
pressao reduzida. A mistura € coevaporada pelo ciclohexano. O produto é
precipitado a frio em Et,O . '

Composto 8b: alanina 2,3-di acetoxi propil éster.

Uma solugdo de 1,026 g (5,428 mmols, 1 eq) de BocAlaOH,
HOBt (1,2 eq, 879 mg), EDCI (1,2 eq, 1,93 @), Et3N (3 eq, 2,9 ml) em 10 ml
CH.Cl, é agitada durante 12 horas a temperatura ambiente em presenga de
2,3-di acetéxi propanol (preparado segundo Jehsen, Topics in Lipid Chemis-
try, 1972, 3, 1) em CHxCl,. O solvente é evaporado sob presséo redtjzida. A
mistura reacional € retomada em AcOEt/H20. A fase organica é lavada por
acido citrico 10% (2x15 ml), NaHCO3; 10% (2x15 ml), NaCl saturada, secada
sobre Na,SO,4 e evaporada sob pressdo reduzida para dar 1,62 g de um
produto bruto. A mistura é cromatografada sobre silica cofn ‘uma mistura
CHex/AcOEt 8/2 como purificador para dar 1,29 g de produto.

Rendimento: 68,7% HPLC Kromasil C18 CH3CN/H.O (0,5%
TFA) 70-30: 4,25 minutos.
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Esse produto é solubilizado a frio em 6 m! de CH.Cl, e 6 ml de
TFA séo acrescentados. A mistura é agitada durante 2 horas a temperatura
ambiente. Os solventes so evaporados sob pressao reduzida. A mistura é
coevaporada pelo ciclohexano. O produto 8b € precipitado a frio em Et,0.
P=1,33g. Rendimento: 100% Rf (CHex, EtOAc: 6,4): 0,14.

Composto 8c: alanina 1',3-di acetoxi-2-propil éster, TFA

1,23 g de 1,3-di acetil-2-propanol (preparado segundo Bentley e
McCrae, J. Chem, 1971, 35, 2082) (7 mmols, 1,1 eq) é solubilizado em 50 ml
de Et,O. Sdo acrescentados em seguida o di etil azo di carboxilato (DE-
AD)(1,2 eq, 1,1 ml), BocAlanina (5,83 mmols, 1 eq) seguido pela tri fenil fos-
fina (PPhg) (1,2 eq, 1,83 9) e.a mistura é agitada durante a noite a tempera-
tura ambiente. O solvente é evaporado sob pressdo reduzida. A mistura é

Cromatografada sobre silica com uma mistura Heptano/AcOEt 8/2 uma noite

“para dar 2,14 g de produto. Rendimento: 84,6%. Rf (Hept/AcOEt: 6/4): 0,42.

2,0 g (4,7 mmols) desse produto é solubilizado a frio em 6,5 mi
de CH,Cl; e 6,5 ml de TFA sdo acrescentados. A mistura € agitada durante
2 horas a temperatura ambiente. .Os solventes sdo evaporados sob pressao
reduzida. A mistura é coevaporada pelo ciclohexano. Cromatografada sobre
silica com uma mistura CH>Cl,/MeOH/AcOH 9/1/0,5 como purificador para
dar 1,16 do composto 8c.

" Rendimento: 65% Rf (CH2CI2/MeOH/AcOH: 9/1/0,5): 0,22.

Composto 8d: Alanina 1,3 (t. butil di metil silil) hidréxi-2-propil |

éster. ,

A di hidréxi acetona (2 g 11,10 mmols) € dissolvida em 50 mi de
di metil formamida (DMF), o cloreto de terc-butil di metil silil ({BuDMSCI) (4,8
eq, 8,03 g) e o imidasol (10eq, 7,56 g) sdo acrescentados e a mistura é agi-
tada durante 12 horas a 20 °C. A mistura é evaporada a seco, retomada em
150 ml AcOEt. A fase organica é lavada pela agua H,O (2x50 ml), HCI 10%
(2x50 ml), NaCl saturada, depois secada sobre Na,SO,4 e evaporada sob
pressdo reduzida para dar 20,1 g de produto bruto. A mistura é cromatogra-
fada sobre silica com CHex/AcOEt 8/2 como purificador para dar 5,96 g de
produto. Rendimento: 84,5% Rf (CH.Cl./MeOH/AcOH: 9/1/0,5): 0,24.
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Esse produto (8,82 g, 27,73 mmoils) é dissolvida em THF (74 ml)

e Hy0 (4,8 ml). A mistura é resfriada a 5 °C e NaBH, (965 mg, 1 eq) é acres-

centada pouco a pouco. A mistura é agitada durante 30 minutos a 5 °C. o)
excesso de NaBH, é destruido por adigdo de acido acético (1 ml). O THF é
evaporado sob pressao reduzida para dar 8,24 g de produto. Rendimento:
93,0%. ’ |

2,93 g desse composto (9,07 mmols, 1,1 eq) sao solubilizados
em 60 ml de Et2O. A mistura é agitada a temperatura ambiente e DEAD (1,2
eq, 1,56 ml), Bocacido aminado (8,25 mmols, 1 eq) sdo acrescentados se-
guido por PPhs (1,2 eq, 2,59_g). O solvente é evaporado sob pressao reduzi-
da. A mistura é cromatografada sobre silica com uma mistura CHex/AcOEt
95/5 como purificador para dar 4,42 g de produto.

Rendimento: 92,9%. Rf (CHex/AcOEt: 9/1): 0,65.

881 mg (1,79 mmol) desse produto sﬁo solubilizados a frio em 3
ml de CH,CI2 e 1,36 ml de TFA sao acrescentados. A mistura é agitada du-
rante 2 horas a temperatura ambiente. Os solventes sdo evaporados sob
pressao reduzida. A mistura é coevaporada pelo ciclohexano. A mistura €
precipitada a frio em Et;O para dar 920 mg de composto 8d. |

Rendimento: 100% Rf (CHex/AcOEt: 9/1): 0,1.
Composto 8e: Alanina carbetdxi metil éster, TFA. |

BocAlaOH (5 g, 26,4 mmols) e EtsN (3,7 ml, eq) sdo dissolvidos™
em 40 ml de AcOEt. A mistura é agitada durante 10 minutos a temperatura
ambiente. O etil bromo acetato (6,62 g; 1,5 eq) é acrescentado e a mistura é
levada durante 30 minutos ao refluxo. O precipitado é filtrado, depois 30 ml
H,O e 50 ml AcOEt sdo acrescentados ao filtrado. A fase aquosa € extraida
por 3 x 30 mi AcOEt. A fase organica € lavada por acido citrico 10% (2 x 30
ml), NaHCO3 10% (2 x 30 ml), NaCl saturada, depois secada sobre Na;SO,
e evaporada sob pressdo reduzida para dar 7,09 g de um produto bruto. A

mistura é cromatografada sobre silica com uma mistura CHex/AcOEt 6/4

como purificador para dar 4,68 g de produto.
Rendimento: 64,3% RF (CHex/AcOEt: 6,4): 0,35.
500 mg (1 ,81 mmol) desse produto é solubilizado a frio em 3 ml
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de CH.Cl, e 1,4 ml de TFA sao acrescentados. A mistura é agitada durante
2 horas a temperatura ambiente. Os solventes sao evaporados sob pressao
reduzida. A mistura é coevaporada pelo ciclohexano. O produto 8e é precipi-
tado a frio em Et,0. |

P=525 mg. Rendimento: 100% Rf (CH2Clo/MeOH: 95/5): 0,14.

Composto 8f: alanina etil carbonato-1-éster, TFA. |

Boc Ala (76,54 mmols) e EtzN (12,27 ml, 1,2 eq) séo dissolvidos
em 70 ml de AcOEt. A mistura é agitada durante 15 minutos a temperatura
ambiente. O etil-1-cloro etil carbonato (preparado segundo Barcelo et Al.
Sintese, 1986, 627) (14,01 g; 1,2 eq) e iodo de sodio Nal (926 mg, 0,1 eq)
sao acrescentados e a mistura é levada durante 16 horas ao refluxo. O pre-
cipitado é filtrado, depois 200 ml H,O e 200 ml AcOEt sao acrescentados ao
filtrado. A fase aquosa é extraida por 3 x 300 ml AcOEt. A fase organica é
lavada por acido citrico 10% (2 x 150 ml), NaHCOa 10% (2 x 150 ml), NaCl

- saturada, depois secada sobre Na;SO4 € evaporada sob pressao reduzida

para dar 24,5 g de um produto bruto. A mistura é cromatografada sobre sili-
ca com uma mistura CHex/AcOEt 9/1 corﬁo purificador para dar 18,1 do pro-
duto. | |

Rendimento: 77,51%. Rf (CH.Cl,/MeOH: 9/1): 0,33.

9,15 g (30 mmols) do produto é solubilizado a frio em 23 mi de
CH.Cl> e 23 ml de TFA sdo acrescentados. A mistura é agitada durante 2
horas a temperatura ambiente. Os solventes sao evaporados sob pressao -
reduzida. A mistura é coevaporada pelo ciclohexano. O produto 8f é precipi-
tado a frio em Et;0. ' .

P = 9,57g. Rendimento> 77,5% (2 etapas). Rf (CHex/AcOEt:
6/4): 0,1.

Composto 8 g: Alanina glucosil éster, TFA.

O penta cloro fenol (3 eq, 10 g, 37,54 mmols) é solubilizado a 0
°C em 12 ml AcOEt e o N,N'-di ciclohexil carbo diimida (DCC) (2,58g, 12,51
mmols) é acrescentado. A mistura é deixada durante 12 horas a -20 °C. He-
Xano frio (10 ml) é acrescentado a mistura e o sélido é filtrado, lavado pelo
hexano frio. O sélido é recristalizado no hexano para dar 10,3 g de sélido
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castanho. Rendimento: 82,0% P.f.: 115-130 °C.

~ Esse complexo € acrescentado a 120 ml de AcOEt. Ap6s disso-
lugao total, a BocAlanina (1,0 eq, 10,25 mmols) é acrescentada e a mistura é
agitada durante a noite & temperatura ambiente. O solvente é evaporado sob
pressao reduzida, depois 100 ml de Et,O sao acrescentados. A suspenséo é
resfriada durante 1 hora, depois o sélido é filtrado. Este € colocado em sus-
pensao em 100 ml dioxéno, filtrado e lavado por duas vezes 20 ml de dioxa-

no. O filtrado é evaporado a seco. O residuo € tratado de novo por dioxano -

para eliminar o diciclo - hexil uréia (DCU). Em seguida, é colocado em sus-
pensao em 100 ml Et,O, colocado no congelador pela noite. O soélido é filtra-

_ do, depois secado para dar 1,29 g de sélido castanho. Rendimento: 27,8%.

A uma solugao de glicose (3 eq, 1,54 g) em 57 ml de piridina
destilada de novo, acrescenta-se 0 composto precedente e o imidézol. A
mistura é agitada durante a noite a temperatura ambiente. O solvente é eva-
porado sob press&o reduzida para dar um produto bruto. A mistura é c'romaf
tografada sobre silica com a mistura ACOE/AcOH 20/1 ‘como'purificado‘r pa-
ra dar 883 mg do produto. Rendimento: 88,3% Rf (AcOEt/AcOH: 20/1): 0,13.

883 mg (2,51' mmols) desse produto sao resfriados é 0 °C e 61
ml de TFA sdo acrescentados. A mistura é agitada durante 5 minutos a 0 °C,
depois durante 30 minutos a temperatura ambiente. O TFA é evaporado sob
pressdo reduzida. A mistura é coevaporada pelo ciclo hexano. A mistura é
precipitada a frio em Et,O para dar 746 mg do composto 8g castanho.

Rendimento: 81,3% Rf (AcOEt/AcOH: 10/1): 0,10.

Exemplo 9: Sintese dos ésteres da treonina.

Composto 9a: Treonina 1,3-di acetil-2-propil éster, TFA

Esse composto é obtido seguindo-se o protocolo descrito pafa
8c, e substituindo a Boc-alanina pela Boc-treonina.

Composto 9b: Treonina Etil carbonato-1-etil éster, TFA.

O composto € obtido, seguindo o protocolo descrito pelo com-
posto 8f, e substituindo a Boc-alanina pela Boc-treonina.

Rendimento: 89,7% Rf (CHex/AcOEt: 6/4): 0,1

Exemplo 10: Sintese dos ésteres da glicina
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Composto 10a: Glicina etil carbonato-1-etil éster, TFA.

Esse composto é obtido, seguindo o protocolo descrito para o
composto 8f, substituindo a Boc alanina pela Boc-glicina.

Rendimento 92% Rf (CHex/AcOEt 8/2) 0,22

Composto 10b: Glicina etil carbonato-1-(-2-metil)propil éster,
TFA. | |

- Esse composto é obtido, seguindo o protocolo descrito para o

composto 10a, substituido o carbonato etil-1-cloro etila pelo carbonato etil-1-
cloro-2- metil -propil.

Rendimento 88% Rf (CHex/AcOEt 8/2) 0,12

Composto 10c: Glicina etil carbonato metil ciclohexil éster, TFA.

Esse composto é obtido, seguindo o protocolo descrito para o
composto 10a substituindo o carbonato etil-1-cloro etila pelo etil-cloro metil

ciclohexil carbonato.

Rendimento 78% Rf (CHex/AcOEt 7/3) 0,31
’Composto 10d: Glicina etil carbonato metil fenil éster, TFA.

Esse composto é obtido, seguindo-se o protocolo descrito para o
composto 10a, substituindo o carbonato etil-1-cloro etila pelo carbonato etil-
cloro metil ciclo-fenil. | |

Rendimento 82% Rf (CHex/AcOEt 7/3) 0,46

Composto 10e: 1-(2-amino-acetoxi)-etil éster acido propiénico
(9li-OCH(CH3)O-COEt)

Esse composto é obtido por condensagao entre a Boc-gli e 0
propionato 1-cloro etila (1,1 eq) em presenga de Nal (0,2 eq) e de EtsN (1,2
eq) no acetato de etila (10 mL/mmol) ao refluxo durante uma noite. Apds res-
friamento, a fase organica é lavada com agua, acido citrico 10%, NaHCO;

- 10% H20, NaCl saturado, e secada sobre Na,SOa.

Apds evaporacdo, obtém-se um produto oleoso. Rendimento
86%.

A desprotecdo do grupamento Boc é feita conforme descrito nos
exemplos precedentes. Produto sélido branco. Rendimento quantitativo.

Rf (CHex/AcOEt 6/4) 0.64



10

15

20

25

30

31

Composto 10f: 1-(2-amino acetoxi)-2-metil- propil éster de acido

propionico (Gli OCH (Ch(CHa)2)O-COEY) |

' Esse composto é obtido,. seguindo-se o protocolo descrito no
exemplo 10e, substituindo-se o propionato 1-cloro etila pelo propionato 1-
cloro-2-metil propil.

Sdlido branco. Rendimento: 78% . sobre as duas etapas.
Rf(CHex/ACOE! 6/4) 0,56 | ,

CompOsto 10g: (2-amino acetoéxi)-ciclohexil-metil éster de propi-
onato (Gli OCH (Chex)O-COEt)

Esse composto é obtido seguindo-se o protocolo descrito no e-
xemplo 10e, substituindo-se o propionato 1-cloro etil pelo cloro metil (ciclo-
hexil)propionato.

Sdlido branco. Rendimento: 72% sobre as duas etapas.
Rf(CHex/AcOEt 6/4) 0,38 _

Composto 10h: (2-amino acetéxi)-fenil-métil ester acido propibni-
co (Gli OCH (Ph)O-COEt)

Esse composto € obtido seguindo-se o protocolo descrito no e-
xemplo 10e, substituindo-se o propionato 1-cloro etil pelo propionato cloro
metil (fenila). |

Solido branco. Rendimento: 75% sobre as duas etapas.
Rf(CHex/AcOEt 6/4) 0,42.

Exemplo 11: Sintese do 2-amino-5 etil-(1,3,4)tiadiazol

Uma mistura de 25 g (0,27 mol) de tio-semicarbazida e de 46,6
mL cloreto de propanoila (0,54 mol, 2 eq) é agitada a 40 °C durante 4 horas.
O excesso de cloreto de propanoila é, entdo, evaporado sob \)écuo e o resi-
duo é triturado no éter. Um produto sélido € obtido. Ele contém o tiadiazol
esperado € uma impureza que se elimina por precipitagao no etanol. Sélido
branco 33,6 g (Rendimento 83%) HPLC Kromasil C18 Tr 6,32 minutos a
30% CH3CN.

Exemplo 12: Sintese dos inibidores mistos para os quais
Rs=CH(R3)COOR;4

O di-sulfeto 5,6 ou 7 (0,54 mmol) é solubilizado-em 4 ml de DMF.
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Acrescenta-se 0 hexa-fluoro fosfato de benzo triazol-1-il-6xi- tris-(di metil a-
mino)-fosfénio (BOP) (1,2 eq; 1,0 g) e a diisopropil -etil -amina (DIEA) (284
ul), depois o éster de amino acido 8‘,9 ou 10 (1,3' eq). A mistura é agitada
durante 20 minutos a temperatura ambiente, depois o DMF & evaporado sob
pressédo reduzida. O produto é retomado em AcOEt. A fase organica é lava-
da por H;0, pelo acido citrico 10% NaHCOs;. 10%; NaCl saturado e secado
sobre Na,SO,. O produto bruto é purificado por cromatografia sobre silica.

O composto obtido (0,38 mmol) é solubilizado em 640 pyl de CH;
Cl, e 320 pl de TFA séo acrescentados. A mistura é agitada durante uma

- hora a temperatura ambiente. O excesso de solvente é evaporado sob pres-

sao reduzida. A mistura é coevaporada com o ciclohexano. A mistura é puri-
ficada por HPLC semipreparatério ou precipitado em uma mistura hexa-
no/Et,0

Composto 12a: trifluoro acetato de 1-(2-(1-(2,3-di acetdxi propoxi
carbonil)-etil carbamoil) -3-tiofen-3-il propil di-sulfanil metil)-3-metil sulfanil
propil amonio (composto 6 ou 7 + composto 8b).

P: 176 mg; Rendimento 66,9%. HPLC Kromasil C18 CH3CN/HO
(0,5% TFA) 40-60: 9,07 e 10,18 minutos. ESI| espectrometiva de massas
com ionizacao por "eletrosparay": (M+H)" = 581. Log Kow = 1,31

Composto 12b: trifluoro acetato de 1-(2-(1-(2-metano sulfonil e-
téxi carbonil) -etil carbamoil)- 3-tiofen-3-il propil di-sulfanil metil) -3-metil sul-
fanil propil amoénio (composto 6 ou 7 + composto 8a).

P: 200 mg; Rendimento 74,1%. HPLC Kromasil C18 CH3CN/H:0
(0,5% TFA) 40-60: 5,0 e 5,35 minutos. ESI: (M+H)" = 529. Log Kow = 0,13

Composto 12c: trifluoro acetato de 1-(2-(1-(1-etéxi carbonil oxi
etdxi carbonil))-etil carbamoil) -3-tiofen-3-il- propil di-sulfanil metil) -3-metil
sulfanil propil aménio (composto 6 ou 7 + composto 8f).

P: 232 mg; Rendimento 71,3%. HPLC Kromasil C18 CH3CN/H;O
(0,5% TFA) 50-50: 3,84 e 4,03 minutos. ESI: (M+H)" = 509. Log Kow = 1,63

Composto 12d: trifluoro acetato de 1-(2-(1-etdxi carbonil metil oxi
carbonil etil carbamoil) -3-tiofen-3-il -propil di-sulfanil metil) -3-metil sulfanil
propil aménio (composto 6 ou 7 + composto 8e).
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P: 261 mg; Rendimento 83,9%. HPLC Kromasil C18 CH3CN/H,0
(0,5% TFA) 50-50: 3,84 e 4,90 minutos. ESI: (M+H)" = 539. Log Kow = 1,35

Composto 12e: 1-(2-(1-(1-etdxi carbonil 6xi etéxi carbonil)-2-
hidréxi propil carbamoil)-3-tiofen-3-il propil di-sulfanil metil)-3-metil sulfanil
prbpil amonio trifluoro acetato (composto 6 ou 7 + composto 9b).

P: 285 mg; Rendimento 47,8%. HPL_C Kromasil C18 CH3CN/H-0
(0,5% TFA) 40-60: 10,55 e 11,09 mihutos. ESI: (M+H)* = 594. Log Kow =
0,76 ' _

Composto 12f: trifluoro acetato de 1-(2-(1-(2-acetoxi- 1-acetoxi
metil etdxi carbonil) -etil carbamoil) -3-tiofen-3-il propil di-sulfanil metil) -3-

. metil sulfanil propil aménio (composto 6 ou 7 + composto 8c).

P: 171 mg; Rendimento 70,1%. HPLC Kromasil C18 CH3zCN/H>0
(0,5% TFA) 40-60: 7,35 € 8,09 minutos. ESI: (M+H)* = 581. Log Kow = 1,31
Composto 12g: 1-(2-(1-(2-hidrdxi -1-hidréxi metil etéxi carbonil)) -
etil carbamoil) -3-tiofen-3-il propil di-sulfanil metil') ‘-3-metil sulfanil propil a-
madnio trifluoro acetato (composto 6 ou 7 + composto 8d).
‘ P: 166 mg; Rendimento 67,2%. HPLC Kromasil C18 CHzCN/H,0O
(0,5% TFA) 40-60: 2,94 e 3,27 minutos. ESI: (M+H)* = 497. Log Kow = 0,29
Composto 12h: trifluoro acetato de 1-(2-(1-(3,4,5,6 -tetra-hidroxi
tetra-hidropiran-2-il metdxi carbonil) -etil carbamoil)-3-tiofen-3-il-propil di-
sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil aménio (composto 6 ou 7 + composto
89).
P: 85 mg; Rendimento 93,2%. HPLC Kromasil C18 CH3CN/H.O
(0,5% TFA) 50-50: 2,34 minutos. ESI: (M+H)* = 585. Log Kow = 1,15
' Composto 12i: trifluoro acetato de 1-(2-((1-(1-etdxi carbonil xi-
etdxi carbonil)-2-hidroxi propil carbamoil)-3-fenil” propil di-sulfanil metil)-3-
metil sulfanil propil aménio (composto 5 + composto 9b).
P 1,88 g; Rendimento 83,8%. HPLC Kromasil C18 CH3CN/H-0O
(0,5% TFA) 45-55: 7,0 minutos. ESI: (M+H)* = 563. Log Kow = 0,76
Composto 12j: trifluoro acetato de 1-(2-(1-(2-acetéxi-1-acetdxi
metil-etdxi carbonil)-2-hidréxi propil carbamoil)-3-fenil propil di-sulfanil metil)-
3-metil sulfanil propil aménio {composto 5 + composto 9a).
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P: 532 mg; Rendimento 53,6%. HPLC Kromasil C18 CH3;CN/H.O
(0,5% TFA) 40-60: 6,16 minutos. ESI: (M+H)* = 605. Log Kow = 0,44
Composto 12k: trifluoro acetato de 1-(2-(1-etdxi carbonil 6xi-etoxi

- carbonil metil)-carbamoil)-3-fenil-propil di-sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil

aménio (composto 5 + composto 10a).

P: 1,76 g; Rendimento 89,5%. HPLC Kromasil C18 CH3;CN/H,O
(0,5% TFA) 50-50: 5,33 minutos. ES!: (M+H)" = 519. Log Kow = 1,39.

Composto 12I: trifluoro acetato de 1(2-((1-etdoxi carbonil 6xi-2-
metil-propoxi carbonil metil)-carbamoil)-3-fenil-propil di-sulfanil metil)-3-metil
sulfanil propil aménio (composto 5 + composto 10b).

P: 1,2 g; Rendimento 82,3%. HPLC Kromasil C18 CH3;CN/H.O
(0,5% TFA) 50/50: 9,33 minutos. ESI: (M+H) = 547.

Composto 12m: trifluoro acetato de 1-2-((ciclohe$(il-etc’>xi carbonil

“Oxi-metdxi carbonil metil)-carbamoil)-3-feni|—propi| di-sulfanil ‘metil)-3-metil

sulfanil propil aménio, (composto 5 + composto 10c).

P: 2,1 g; Rendimento 65,3%. HPLC Kromasil C18 CH3;CN/H>O
(0,5% TFA) 50/50: 12,65 minutos. ESI: (M+H)* = 587.

Composto 12n: trifluoro acetato de 1-2-((etéxi carbonil 6xi-fenil-
metoxi carbonil metil)-carbamoil)-3-fenil-propil di-sulfanil metil)-3-metil sulfa-
nil-propil aménio, (composto 5 + composto 10d).

~ P: 0,95 g; Rendimento 68,1%. HPLC Kromasil C18 CHsCN/H,0O
(0,5% TFA) 50/50: 10,86 minutos. ESI: (M+H)* = 581. |

Composto 120: trifluoro acetato de 3-metil sulfanil-1-(3-fenil-2-
((1-propionildxi-etéxi carbonil metil)-carbamoil)-propil di-sulfanil metil)-propil
amoénio, (composto 5 + composto 10e)

P: 1,6 g. Rendimento 81,2%. HPLC Kromasil C18 CH3;CN/H.O
(0,5% TFA) 50/50: 6,82 minutos ESI (M+H)* = 502.

Composto 12p: trifluoro acetato de 1-(2-((2-metil-1-propionil 6xi-
propéxi carbonil metil)-carbamoil)-3-fenil-propil di-sulfanil metil)-3-metil sulfa-
nil propil amonio, (composto 5 + composto 10f).»
| P: 1,05 g. Rendimento 83%. HPLC Kromasil C18 CHaCN/H,0
(0,5% TFA) 50/50: 8,17 minutos. ESI: (M+H)" = 531.
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Composto 12q: trifluoro acetato de 1-(2-((ciclohexil -propionil 6xi-
metoxi carbonil metil)-carbamoil) -3-fenil-pfopi| di-sulfanil metil)-3-metil sulfa-
nil- propil aménio, (composto 5 + composto 10g). ' |

P: 1,8 g; Rendimento 78,2%. HPLC Kromasil C18 CH;CN/H.0
(0,5% TFA) 50/50: 12,24 minutos. ESI: (M+H)* = 571.

Composto 12r: trifluoro acetato de 3-metil sulfanil-1-(3-fenil-2-
((fenil-propionil 6xi-metdxi carbonil metil)-carbamoil)-propil di-sulfanil metil)-
propil amonio, (composto 5 + composto 10h) _

P: 0,98 g. Rendimento 76,3%. HPLC Kromasil C18 CH3;CN/H,O
(0,5% TFA) 50/50: 11,25 minutos ESI (M+H)* = 565.

Exemplo 13: Sintese dos inibidores mistos para qualquer Rs =
hetero ciclo. ,
O disulfeto 5, 6 ou 7 (0,54 mmol) & dissolvido em 5 mL de
CHJCl, e 0 amino tiadiazol do exemplo 11 (1,2 eq), o TBTU (O-benzotriazol-
1-il-N,N,N’,N’-tetra metil uronio tetra fluoro borato) (3 éq) e a DIEA (di isopro-
pil etil amina) (3 eq) sdo sucessivamente acrescentados. A mistura é agitada
durante 30 minutos a temperatura ambiente ordindria (temperatura ambien-
te, aproximadamente 20 °C). O solvente é evaporado sob vacuo é o residuo
retomado no acetato de etila. A fase organica é lavada ao acido citrico, com
agua, com NaCl saturada e secada sobre NaSOs. Apos filtragem e evapo-
racdo sob vacuo, obtém-se um sélido branco.

O composto obtido € dissolvido no acido férmico e a mistura €
agitada durante uma hora a temperatura ambiente. O excesso de acido for-.
mico é evaporado sob vacuo. O residuo é retomado pelo éter e da um preci-
pitado branco.

Composto 13a = 3-(2-amino-4-metil ‘sulfanil-butil di-sulfanil)-2-
benzil-N-(5-etil-(1,3,4)tiadiazol-2-il)-propionamida |

P =256 mg (rendimento 75%)

Exemplo 14: Mudanga de contra-ion

Os compostos do exemplo 12 e do exemplo 13 (1 mmol) sdo
solubilizados em 9 ml de AcOEt destilado. A fase organica é lavada por 12
ml NaHCO; 0,1N. A fase organica € em seguida secada e evaporada sob
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pressao reduzida. O produto é retomado em AcOEt (3 ml), resfriado a 0 °C e
1 eq do acido AH escolhido em 3 ml de AcOEt é acrescentado. O solvente é
evaporado e o produto é precipitado a frio em uma mistura Et,O/hexano.

(A = fosfato, cloridrato, acetato, metano-sulfonato, borato, lacta-
to, fumarato, succinato, hemi-succinato, citrato, tartarato, hemitartarato, ma-
leato, ascorbato, hemifumarato, hexanoato, heptanoato, hipurato, hidrocina-
mato, fenil glioxilato, nicotinato).

Exemplo 15: Resultados farmacoldgicos - compostos de acordo

com a invencao

O composto 15 da férmula a seguir foi testado nos diferentes

testes biologicos abaixo.

s~ :
o
o. _O_ _OEt
. S—S NH/\ﬂ/ \[(
HPO,; HN o o

Teste da placa quente: ele refere-se ao reflexo de execugéao e de
salto do rato sobre uma placa aquecida a 52 °C (medida da laténcia do salto
nos exemplos dados). Os resultados sao expressos em percentagem de e-
feito possivel maximo (%MPE), isto €, em percentagem de analgesia, utili-

. .. zando a seguinte equagao:

20

25

% MPE = (Tempo de laténcia medido-tempo de laténcia prova)
(Tempo de laténcia maximo-tempo de laténcia prova)

Tempo de laténcia maximo = 240 segundos

Os resultados sao expressos em termos de média + s.e.m. As
diférengas observadas sdo consideradas como sendo significativas, quando
os valores de P séo inferiores a 0,05. O teste feito € o teste ANOVA com um
teste de comparagao multipla. |

a- Respostas antinociceptivas observadas apés inje¢do pela via
intravenosa (iv) do composto 15 no teste da placa quente (52 °C, resposta
por saltb) em ratos machos (n=10).

O composto 15 é dissolvido na mistura ve/manitol (50 mg/mL). Os
tempos de laténcia dos saltos sao determinados 10 minutos apés as inje-
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¢Oes pela via intravenosa.

Tabela 2

Dose mg/kg % analgesia
10 33,4+75**
20 59,2496 * * *
40 | 90,2+7,0** *

Os resultados (tabela 2) mostram que o0 composto 15 apresenta
uma acao analgésica, que é dose-dependente. |

**P<0,01; * * *P<0,001 versus veiculo

A dose eficaz 50, ED50, é de 16,1 mg/kg.

ED50 e a dose (em g/kg de corpos) que da o efeito buscado em
50% da populacdao em quem ela é testada.

b- Efeito antinociceptivo do composto 15 (100 mg/kg per o0s) so-
bre o limite de vocalizagdao quando da pressédo da pata de um rato (macho
Sprague Dawley) tendo uma pata inflamada, a inflamag¢ao sendo induzida
pela inje¢ao intraplantar de carragenina.

O composto 15 e um veiculo (etanol/polietileno glicol (PEQG)
400/agua, 10/40/50) sdo administrados 180 minutos apds uma inje¢ao intra-
plantar de carragenina (1% em solugao salina).

Tabela 3 ,
Limite de vocalizagac (Q)
Limite basal . 298,8+18,7
Pata inflamada + veiculo 205,5+17,8
Pata inflamada + composto 15 292,54+20,1 ** *

A linha de base para o limite de vocalizagdo, quando da pressao
da pata, é medida, antes da inflamagao (B), e, para a pata inflamada 20 mi-
nutos, apds injecao do composto 15 ou do veiculo. Os resultados sao dados
na tabela 3 e expressos em média + s.e.m., n = 10. As diferengas observa-
das sao consideradas como sendo significativas, quando os valores de P
sao inferiores a 0,05. Esses resultados mostram que o composto 15 é eficaz |
no tratamento da dor inflamatdria neurogénica. * * * P<0,001 versus veiculo.
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c- Resposta antinociceptivas observadas apds inje¢do intrave-
nosa do composto 15 dissolvido em etanol/tensoativo/e/ou (10/10/80) no tes-
te da placa quente (52 °C, resposta por salto) em ratos machos OF1 e com-
paragao das respostas em fungédo da natureza do veiculo.

O composto 15 €& dissolvido em uma mistura eta-
nol/cremophor®EL/agua. Os tempos de laténcias do salto sdo deterrhinados
durante 10 minutos, apés as inje¢des intravenosas. Os resultados sao dados
na figura 1.

A resposta dose-dependente fornece uma resposta analgésica
com uma dose eficaz 50, DE 50 = 1,9 + 0,4 mg/kg. Esse valor é préximo da-
quele observado com a morfina (DE = 1,3 + 0,2 mg/kg). * * P<0,01 versus
veiculo. * * * P<0,001.

O composto 15 é também solivel em solventes do tipo eta-
nol/tween®/agua, que sao frequentemente utilizados para a administragcao
por via intravenosa no homem. |

Nesses solventes, as diferengas nao sao significativamente dife-
rentes daquelas observadas com o Cremophor®EL. Isto é ilustrado na tabe-
la 4 (tempo de laténcia antes dos saltos determinados 10 minutos, apds as
injecoes) a uma mesma concentragao de 2,5 mg/kg intravenosa. * * *
P<0,001 versus veiculo.

~—

Tabela 4

% analgesia
Cremophor EL 56,2+6,9 ***
Tween 80 44,7+62***
Tween 20 48,4+102* **

d- Efeito antinociceptivo do composto 15 injetado per os durante
20 minutos, antes do teste da placa quente: a) curva dose-resposta; b) ciné-
tica do efeito apds administragao p.0 de 200 m/kg.

O composto 15 €& dissolvido em uma mistura eta-
nol/PEG400/agua 10/40/50. Os resultados, dados nas figuras 2a e 2b, mos-
tram que o composto 15 apresentam um efeito analgésico dose-dependente
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(2a), DE50 = 135 mg/kg, e que o efeito analgésico do composto 15 é muito
importante exatamente apds a administragcao e perdura, com um efeito me-
nos importante, pelo menos duas horas (2b). '

* P<0,05; * * P<0,01;* * * P<0,001 versus veiculo.

# P=0,05; ### P<0,001 versus composto 15.

e- Respostas antinociceptiva comparativas observadas apods in-
jecao intravenosa do composto 15 (n = 14-17) ou do composto A (n = 8-14),
5 mg/kg, no teste da placa quente 52 °C, resposta por salto, nos ratos ma-
chos.

O composto A é o composto de férmula:
s” v
? E ,
Y $—S N 0™
i %«@
P

que foi descrito no pedido de patente anterior WO 91/02718 (exemplo 7). E
um inibidor misto da neprilisina e da amino peptidase, que abresenta propri-
edades analgésicas. E pouco soluvel nos solventes aquosos ou hidrofilos.
Os Compostos 15 e A sao dissolvidos em uma mistura eta-
nol/CremophorEL/agua, *10/10/80. Os tempos de laténcia do salto sdo me-

didos 10 minutos apds as inje¢des intravenosas.

Tabela 5

% analgesia
Composto 15 _ 87,6+4,6 * *, #i#t#
Composto A 51,1+76**

Os resultados dados na tabela 5 mostram que em doses idénti-
cas (fracas a fim de permitir a administragdo do composto A por via intrave-
nosa), o composto 15 é mais ativo que o composto A.

** P<0,01 versus veiculos, ### P<0,001 versus composto A.

f- Analgesia induzida pela morfina ou pelo composto 15 injetado
por via intravenosa no rato (testa da placa quente 52 °C).
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A analgesia produzida pela morfina ou pelo composto 15 nos
ratos (OF1 machos) no teste da placa quente‘(52 °C) foi determinada. A
morfina em HxO (NaCl, 9/1000) ou no composto 15, dissolvido no veiculo
EtOH/Cremophor EL/agua (10/10/80) € injetado por via intravenosa. Os re-
sultados sao determinados 10 minutos apds a injecao, o tempo de laténcia é
de 240 segundos (equac¢ao dada nos exemplos 15 e 17).

- Os resultados séo reproduzidos na tabela 6 a seguir:

Tabela 6

Dose (mg/kg) |9 2,5 | 5

% analgesia composto 15 46,4456 ** * 56,3+6,9*** |87,6+446***
% analgesia morfina 455+45* * 66+6,0 * * * 100 * **

*** P<0,001, teste Anova.

Constata-se que o composto 15 tem efeitos analgésicos compa-

raveis aqueles obtidos com a morfina. Isto esta em acordo com os resulta-

~ dos de uma outra experiéncia feita em condi¢des idénticas (figura 1 exemplo

15¢).
Exemplo 16 - Efeito analgésico do A° THC sozinho.

A analgesia produzida pelo A® THC em ratos (OF1 machos) no
teste da placa quente (52 °C) foi determinada. O A® THC, dissolvido no vei-
culo EtOH/Cremophor EL/agua (10/10/80), -é injetado por intravenosa. Os
resultados sdo determinados durante 10 minutos, apds a inje¢do, o tempo de
laténcia € de 240 segundos (equagao dada nos exemplos 15 é 17).

Os resultados séo reproduzidos na tabela 7 a seguir:

Tabela 7
Dose (mg/kg) 0,188 0,375 0,75 1,5
% analgesia  |0,4+3,9 |18,2+6,4 [412+127** 57,2+10,9 ***

**P<0,01; ** * P<0,001

Constata-se que o A® THC produz um efeito analgésico dose-
dependente. Valores de analgesia significativo sao observados para doses
de 0,75 mg/kg e 1,5 mg/kg. Em doses mais fracas, a percentagem de anal-

gesia nao é significativa.
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Exemplo 17 - Efeitos analgésicos dos compostos, de acordo com a invencao
+A° THC

As experiéncias descritas para demonstrar a importancia da si-
nergia da acdo dos compostos da invengdo associadas ao A° THC foram
feitas nos roedores (ratos e camundongos), gragas a testes antinociceptivos:
classicamente utilizados na industria farmacéutica para colocar em evidéncia
esse tipo de propriedades, a saber:

- oteste da placa quente (Eddie et Leimbach, J. Pharmacol. Exp.
Ther. 107, 385-389, 1953) no rato.

- 0 teste da retirada da cauda no rato (D’Amour et Smith, J.
Pharmacol. Exp. Ther. 72, 74-79, 1941).

- teste do nado forgado (teste de Porsolt) no rato (Porsolt Arch.
Int. Pharmacodyn. 229, 327, 1977).

Para a realizagao dos testes centrais (placa quente, retirada da
cauda), os teores: |

- em canabindides (A° THC) estardo pfeferencialmente compre-
endidos entre 0,3 e 0,5 mg/kg;

- nos compostos, de acordo com a invengao, (composto 15) es-
tarao preferencialmente compreendidos entre 1 e 2 mg/kg.

As proporgdes relativas sao dependentes do estimulo nocicepti-
vo.

O A®° THC utilizado nos exemplos que se seguem é o produto
comercial comprado no Sigma-Aldrich (T2386).

O inibidor misto utilizado nos exemplos que se seguem é o com-
posto 15 descrito anteriormente (exemplo 15). |

Colocacdo dos compostos em solucdo

Todos os compostos foram solubilizados na mistura eta-
nol/Cremophor 80/agua = 10/10/80.

Pelas experiéncias de potencializagao (sinergia); sao utilizadas
doses de A° THC e de inibidores que, consideradas separadamente, ndo

induzem respostas significativas.
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Modo de administracao.

Os diferentes compostos sdo administrados, em mistura na
mesma seringa por via intravenosa na cauda do rato ou do camundongo.

Animais |

Os ratos utilizados nesses testes sdo os ratos OF1 machos.

Os ratos utilizados nesses testes s&o ratos sprague-Dawley ma-
chos.

Testes farmacoldgicos

- teste da placa quente:

esse teste refere-se ao reflexo de expresséo e de salto do rato
sobre uma placa aquecida a 52 .°C.' Os resultados sdo expressos em percen-
tagem de efeito maximo possivel (%MPE), isto é em percentagem de anal-
gesia, utilizando a seguinte equagao:

(tempo de laténcia medido-tempo de laténcia prova)
%MPE =

(tempo de laténcia maximo-tempo de laténcia prova)

Tempo de laténcia maxima = 240 s

Os resultados sdo expressos em termos de média +/- sem. As
diferengas observadas sdo consideradas como sendo significativas quando
os valores de P sao inferiores a 0,05.

- Teste da retirada da cauda:

Esse teste refere-se ao refluxo de retirada da cauda do rato, es-
timulada pelo calor radiante eminente de uma fonte luminosa focalizada so-
bre uma parte determinada da cauda. Os resultados sdo expressos como na
experiéncia precedente pela medida de uma percentagem de analgesia, se-
gundo a mesma equagédo. O tempo de laténcia maxima é fixado arbitraria-
mente em 15 segundos. |

- Teste do nado forgado:

Esse teste mede o tempo de imobilizagao de um rato colocado
em um banho de agua a 21-23 °C, do qual ela ndo pode escapar. A duracdo
de imobilizagao reflete uma forma de depressao, o rato ndo se debatendo
mais para escapar no meio hostila. Os resultados sdo expressos em duragao
de imobilizagao. O tempo maximo de imobilizagdo é de 4 minutos.
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Por hecessidades de demonstragdo da sinergia da associagao
do composto 15 + A® THC, uma curva dose-resposta do composto 15 sozi-
nho e do A° THC sozinho é feita no solvente etanol/cremophorEL/H,0
(1/1/8), pois o A® THC s6 é utilizavel sozinho por via intravenosa a concen-
tragéo elevada do que nessas condig¢des (exemplo 16). O histograma (figura
3) das respostas analgésicas (placa quente) mostra claramente a potenciali-
zacao muito importante do efeito analgésico da associagdo A° THC + com-
posto 15 em relagéo a um ou ao outro dos produtos sozinhos.

a: Resposta antinociceptiva induzida pela injegcao de uma mistu-
ra do composto 15 e do A® THC por via intravenosa no rato OF1 macho no
teste da placa quente (figura 3). . |

A mistura composta 15 (0,4 mg/kg) e A® THC (0,375 mg/kg) é
injetado no veiculo etanol/Tween 80/agua (10/10/80). Os ratos pesam 25-30
gramas. Essa mistura de solvente é compativel com uma administracao por
via intravenosa no homem e no animal.

A laténcia do saldo é determinada 10 minutos apés a inje¢éo
intravenosa. Os resultados sdo expressos em percentagem de analgesia,
utilizando a equacéo definida anteriormente. Eles sdo dados na figura 3.

A diferenga observada é considerada significativa para um valor
de p < 0,05 - ANOVA 1 fator seguido de um teste de comparagao muitipla * *
*. p < 0,01 versus controle, ###: P< 0,01 versus grupo composto 15 e A°
THC.

b: resposta antinociceptiva induzida pela injecao de uma mistura
do composto 15 e do A® THC por via intravenosa no teste da retirada da
cauda do rato Sprague-Dawley macho. A mistura composto 15 (5 mg/kg) e
A° THC (0,375 mg/kg) é injetada no veiculo etanol/Tween 80/agua
(10/10/80). A laténcia da retirada da cauda é determinada antes da inje¢ao
(pré-teste) e 10 minutos apds a injegao intravenosa (teste).

O tempo de laténcia é de 15 segundos. Os ratos pesam 260-300
gramas.

Os resultados sao dados na tabela 8.
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Tabela 8: Teste da retirada da cauda

% analgesia
Veiculo -3,943,3
Composto 15 -4,2+1,9
A®° THC 23,3424 * * *
Composto 15 + A° THC 39,247,7** *** #

* * *: P<0,001 versus veiculo, * *: < 0,001 versus composto 15, #: p<0,05
versus A° THC
A diferenca observada considerada significativa para um valor

de p<0,05. ANOVA dois fatores seguida de um teste de comparagdao mdulti-

' pla: * ** : p< 0,001, * *: p<0,01 versus grupo veiculo; #: P<0,05 versus grupo

A® THC; * * * p<0,001, * * p<0,01 versus grupo composto 15.

c: Resposta de tipo antidepressivo induzida por inje¢do de uma
mistura do composto 15 e do A® THC por via intravenosa no teste do nado
forcado no rato OF1 macho.

A mistura composta 15 (5 mg/kg) e A° THC (0,375 mg/kg) é inje-
tada no veiculo etanol/Tween 80/agua (10/10/80) por via intravenosa 10 mi-
nutos antes do teste. ,

A duracéo de mobilizagdo é medida durante 4 minutos.

Os resultados sdo dados na tabela 9. Os ratos pesam aproxima-
damente 25-30 gramas.

A diférénca observada é considerada significativa para um valor
de p<0,05. ANOVA 1 fator seguido de um teste de comparagao multipla: * *
*: p<0,001, *:p< 0,05 versus grupo veiculo, ###: p< 0,001 versus grupo com-
posto 15/ A° THC; e grupo A° THC.

Tabela 9: Teste de depressao, nado forgado.

: Mobilizacao, (segundos)
Veiculo 230,7+4,5
Composto 15 180+8,4 ***
A° THC 206+6,1 * * *
Composto 15 + A° THC 137,448,8* *, * * * ###

*** p< 0,001 versus controle, ###: p<0,001 versus THC € composto 15.
Concluséo:
Constata-se que a administragdo de uma pequena dose de ca-
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nabindide, o A® THC, isto ¢, a concentracdes inferiores a 0,5 mg/kg por ad-

ministragao intravenosa no rato, permite pbtencializar as respostas antinoci-
ceptivas ou antidepressivas induzidas pelo composto 15.

Nessas condicdes, a sinergia é muito claramente colocada em
evidéncia, quando se comparam os efeitos analgésicos conseguidos no tes-
te da placa quente no rato, comparando as curvas doses-respostas para o
A’ THC e o composto 15 de um lado, e o efeito produzido por doses suba-
nalgésicas desses dois compostos (figura 3). ,

Pode-se observar que os fatores de amplificagdo dose ativa A®
THC sozinho/dose ativa A° THC+composto 15, e inversamente, dose ativa
composto 15 sozinho/dose ativa composto 15+ A® THC, sdo nos dois casos
muito superiores a 10 e dificilmente calculaveis precisamente, ja que as do-
ses utilizadas do composto 15 e A° THC sdo inativas, quando essaé duas
moléculas sdo utilizadas sozinhos nessas mesmas doses.

A intensidade da resposta antinociceptiva dada pela associagao
do composto segundo a invengao (inibidor misto NEP/APN; por exemplo, o
composto 15) e do A® THC, as duas substancias sendo administradas em
doses muito pequenas onde sdo desprovidas de atividade, indicé a existén-
cia de uma sinergia de agdo entre enkefalinas endégenas (protegidas pelos

compostos, de acordo com a invengéo) e o A® THC. Isto é corroborado por

~ ima andlise isobologréafica das respostas farmacoldgicas.
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REIVINDICACOES

1. Compostos, caracterizados pelo fato de que correspondem a
seguinte férmula (1): '
H2N-CH(R1)-CH2-S-S-CH,-CH(R2)-CONH-Rs
na qual:

R; representa:

- uma cadeia hidrocarbonada, saturada ou insaturada, linear ou ramificada,
comportando de 1 a 6 atomos de carbonos eventualmente substituida por:

- um radical OR, SR ou S(O)R, em cada um desses radicais R
representa um hidrogénio, uma cadeia hidrocarbonada, linear ou ramificada,
de 1 a 4 atomos de carbono, um radical fenila ou benzila;

- um radical fenila ou benzila;

- um radical fenila ou benzila eventualmente substituido por:

- 1 a 5 halogénios, notadamente o fltor, »

um radical OR, SR ou S(O)R, em cada‘um desses radicais R
tendo a mesma significagao que anteriormente;

- um radical metileno substituido por um hetero ciclo com 5 ou 6 atomos,
aromatico ou saturado, possuindo como heteroatomo, um atomo de nitrogé-
nio ou de enxofre, eventualmente oxidado sob a forma de N-O6xido ou de S-
oxido;

R representa:
- um radical fenila ou benzila, eventualmente substituido por:

- 1 a 5 atomos de halogénios notadamente o fldor;

- um radical OR ou SR, em cada um desses radicais R tendo a
mesma significagao que anteriormente;

- um grupamento amino eventualmente mono- ou di- substituido
por um grupamento alifatico de 1 a 6 &tomos de carbonos;

- um cicloaromatico com 5 ou 6 atomos;

- um heterocicloaromatico com 5 ou 6 atomos, o heteroétomd sendo um oxi-
génio, um nitrogénio ou um enxofre; '
- um grupo metileno substituido por um heterociclo com 5 ou 6 atomos, aro-

matico ou saturado, o heteroatomo sendo um oxigénio, um nitrogénio ou um
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enxofre, os atomos de nitrogénio e de enxofre sendo eventualmente oxida-
dos sob a forma de N-éxido ou de S-éxido.
Rs representa:
a) um radical CH(R3)-COOR4 no qual
Rs representa: .
- um hidrogénio;
- um grupamento OH ou OR, R tendo a mesma significagéo que
anteriormente; |
- uma cadeia hidrocarbonada saturada (alquila), linear ou ramifi-
cada, comportando de 1 a 6 atomos de carbono, eventualmente substituido
por um radical OR ou SR, em cada um desses radicais R tem-a mesma sig-
nificagdo que anteriormente;
- um radical fenila ou benzila, eventualmente substituido por:
- 1 a 5 halogénios notadamente o fluor;
- um radical OR ou SR, R tendo.a mesma definicao que anteri-
ormente; e
OR; representa:
- um radical glicolato OCH>,COOR'’ ou lactato OCH(CH3)COOR’,
em cada um desses radicais R’ representa;
- uma cadeia hidrocarbonada saturada (alquila) de 1 a 6 ato-
mos de carbono, linear ou” ramificada, eventualmente substituida por um

- grupamento alcoxi em C1 a C3, de preferéncia um grupo alquila em C1-C4

eventualmente substituido por um grupo metdxi;
- um grupamento cicloalquila de C5 a C8, de preferéncia um
grupo cicloalquila em C5-C6;
- um grupamento fenila, benzila, heteroarila, alquil-heteroarila;
- um grupamento OCH(R")O(CO)OR’ ou OCH(R")O(CO)R’, em
cada um desses radicais R’ tem a mesma significagdo que anteriormente e
R" representa;
- um atomo de hidrogénio;
- uma cadeia alquila em C1-C6, linear ou ramificada, eventual-
mente substituida por um grupamento alcéxi de C1 a C3, de preferéncia um
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grupo alquila em C1-C4 eventualmente substituida por um grupo metoxi;

- um grupo cicloalquila de C5 a C8, de preferéncia um grupo
cicloalquila em C5-C6;

- um grupamento fenila, benzila, heteroarila, alquil heteroarila;

- um radical triglicerideo OCH(CHOCOR’), ou OCH:-
CH(OCOR')-CH,OCOR’, em cada um desses radicais R’ tendo a mesma
significagdao que anteriormente;

- um radical glicosideo, tal como D-glicose, B-D-glucopiranose,»
a -ou B-galactopiranose;

- um radical sulfonato OCHQCHQ(SOQ)CH(;I;

- um radical OCH(CH,OH).;

b) um heterociclo, com 5 ou 6 ligantes, compreendendo varios heteroato-
mos, escolhidos no grupo constituido pelo nitrogénio, pelo enxofre é pelo
oxigénio, dos quais 2 atomos de nitrogénio, esse heterociclo podendo ser
substituido por um radical alquila em C1-C6, fenila ou benzila, o heterociclo
com 5 cadeias sendo selecionadas a partir do grupo que consiste em imida-
zola, pirazola, imidazolinila, pirazolinila, tiadiazolila e furazanila, assim como
os sais de adigdo desses compostos (I) com os acidos minerais ou organicos
farmaceuticamente aceitaveis.

2. Compostos de acordo com a reivindicagao 1, caracterizados
pelo fato de que R representa um radical alquila, tendo de 1 a 4 atomos de
carbono substituido por um radical SR, R tendo a mesma significagcao que
precedentemente, em particular R representa uma cadeia hidrocarbonada
saturada linear ou ramificada de 1 a 4 atomos de carbono. _

3. Compostos, de acordo com qualquer uma das feivindicagées
1 a 2, caracterizados pelo fato de que o radical R, representa um radical
benzila ou um radical metileno substituido por um hetero ciclo com 5 a 6 &-
tomos, aroméatico ou saturado, possuindo como heteroatomo, um atomo de
nitrogénio ou de enxofre, eventualmente oxidado sob a forma de N-6xido ou
de S-6xido.

4. Compostos, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
1 a 3, caracterizados pelo fato de que o radical R; representa um atomo de
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hidrogénio ou um radical alquila tendo de 1 a 6 atomos de carbono substitui-
do por um radical OH ou SH.
5. Compostos, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

1 a 4, caracterizados pelo fato de que o radical OR, representa um grupa-

mento OCH(R")O(CO)OR’ ou OCH(R")O(CO)R’,

- 0 radical R’ representando uma cadeia alquila em C1-C4, em
particular o radical etila, e _

- 0 radical R" representando um radical metila, CH(CHj3),, ciclo-
hexila ou fenila.

6. Compostos, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
1 a 5, caracterizados pelo fato.de que o radical Rs representar um hetero
ciclo com 5 cadeias, compreendendo 2 atomos de nitrogénio, eventualmente
substituido por uma cadeia alquila em C1-C4 ou por um radical fenila ou
benzila.

7. Compostos, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 6, caracterizados pelo fato ‘de que sao escolhidos dentre os seguintes
compostos.

1-(2-(1-(2,3-di acetdxi propoxi carbonil)-etil carbamoil)-3-tiofen-3-
il propil di sulfanil metil)-3-metil-sulfanil propil-amina;

1-(2-(1-(2-metano-sulfonil etéxi carbonil)-etil carbamoil)-3-tiofen-
3-il prdpil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil-amina; )

1-(2-(1-(1-etdxi carbonil oxi etoxi cabohil))-etil carbamoil)-3- -
tiofen-3-il-propil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil-amina;

1-(2-(1-et6xi carbonil metil ildxi carbonil etil carbamoil)-3-tio fen-
3-il-propil di-sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil-amina

1-(2-(1-(1-etdxi carbonil oxi etéxi cabonil)-2-hidroxi propil carba-
moil)-3-tiofen-3-il propil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil-amona;

1-(2-(1-(2-acetdxi-1-acetdxi metil etdxi carbonil)-etil carbamoil)-3-
tiofen-3-il propil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil-amina;

1-(2-(1-(2-hidréxi-1-hidréxi metil etoxi carbonil)-etil carbamoil)-3-
tiofen-3-il propil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil-amina;

1-(2-(1-(3,4,5,6-tetra hidroxi tetra hidro piran-2-il metéxi carbonil)-
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etil carbamoil)-3-tiofen-3-il-propil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil propil-amina
1-(2-(1-(1-etdxi carbonil Oxi-etoxi carbonil)-2-hidréxi propil car-
bamoil) -3-fenil propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil-amina;
1-(2-(1-(2-acetodxi-1-acetoxi metil-etoxi carbonil)-2-hidréxi propil
carbamoil)-3-fenil propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil-amina;'
1-(2-((1-etdxi carbonil 6xi-etoxi carbonil metil)-carbamoil)-3-fenil-
propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil-amina '
3-(2-amino-4-rhetil sulfanil-butil  di  sulfanil)-2-benzil-N-(5-etil-
(1,3,4)-tiadiazol-2-il)-propionamida

1-(2-((1-etdxi  carbonil  6xi-2-metil-propdxi  carbonil = metil)-
carbamoil)-3-fenil-propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil-amina

1-(2-((ciclohexil-etéxi  carbonil  Oxi-metdxi  carbonil - metil)-
carbamoil)-3-fenil-propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil-amina |

1-(2-((etdxi carbonil 6xi-fenil-metdxi carbonil metil)-carbamoil)-3-
fenil-propildi sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil-amina

3-metil sulfanil-1-(3-fenil-2-((1-propionil oxi-etdxi- carbonil metil)-
carbamoil)-propil di sulfanil metil)-propil-amina

1-(2-((2-metil-1-propionil Oxi-propdxi carbonil metil)-cabamoil)-
carbamoil)-3-fenil-propil di sulfanil metil)-3-metil sulfanil-propil- amina

1-(2-((ciclohexil-propionil éxi-metdxi carbonil metil)-carbamoil)-3-
fenil-propil di sulfanil metil) -3-metil sulfanil propil-amina *~

3-metil sulfanil-1-(3-fenil-2-((fenil-propionil  6xi-metdxi carbonil
metil)-carbamoil)-propil di sulfanil métil)-propil-amina;

8. Medicamentos, caracterizados pelo fato de que compreendem
compostos de formula (1), como definidos em qualquer uma das reivindica-
cOes1a7. _

9. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende pelo menos um composto de férmula (I), como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7, e um excipiente farmaceuticamente
apropriado, em particular um excipiente apropriado para uma administragéo
por via oral, nasal ou intravenosa. |

10. Composigao farmacéutica, de acordo com a reivindica¢éao 9,
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caracterizada pelo fato de que é destinada ao tratamento da depresséo e
dos diferentes tipos de dor, tais como a dor aguda, a dor inflamatéria e a dor
neurogénica.

11. Uso de um composto de férmula (I), como definido em qual-
quer uma das reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que é para o
preparo de um medicamento destinado ao tratamento da depressdo e da
dor. |

12. Composigao farmacéutica, de acordo com a reivindicagao 9
ou 10, caracterizada pelo fato de que compreende, além disso, pelo menos
um derivado de canabindides, em particular o A® - tetrahidro canabinol.

13. Uso de pelo menos um derivado de canabindides, em parti-
cular o A® - tetra-hidro canabinol, em uma composicdo farmacéutica, caracte-
rizado pelo fato de que é para potencializar o efeito analgééico e/ou antide-
pressivo dos compostos de férmula (1), como deﬁnidds em uma das reivindi-
cacbes1av’. |
| 14. Uso de uma cdmbinagéo de pelo menos um composto de
férmula (1), como definido em qualquer uma das reivindicagoes 1 a 7, e de
pelo menos um derivado de canabindides, em particular o A® - tetrahidro ca-
nabinol, caracterizado pelo fato de que é para o preparo de um medicamento
destinado ao tratamento da depressao e da dor. |

| 15. Composi¢ao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende:

I) pelo menos um composto de férmula (I), como definido em
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 7,

i) pelo menos um derivado de canabindides como produtos de
combinagao para uma utilizagao simultanea, separada ou aferida no tempo.

16. Uso de uma composi¢ao farmacéutica compreendendo:

I) pelo menos um composto de férmula (I), como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7;

Il) pelo menos um derivado de canabindides como produtos de
combinagao para uma utilizagao simultanea, separada ou aferida no tempo,
caracterizado pelo fato de que é para a fabricacdo de um medicamento des-



tinado ao tratamento da depressao e da dor.

17. Composicao farmacéutica, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 9, 10 e 12, caracterizada pelo fato de que compreende, além
disso, a morfina ou um dos seus derivados. ‘

18. Uso de uma combinac¢do de pelo menos um composto de
formula (1), como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7, e de
morfina ou um de seus derivados, caracterizado pelo fato de que é para o
preparo de um medicamento, destinado ao tratamento da depressé@o e da

dor.
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RESUMO

Patente de Invenc¢ao: "DERIVADOS DE AMINOACIDOS CONTENDO UM
GRUPAMENTO DI-SULFANILA, MEDICAMENTO, COMPOSICI\O FAR-
MACEUTICA E USO". |

, A inveng¢ao tem por objeto novos compostos de formula (1) HaN-
CH(R:)-CH.-S-S-CH2-CH(R2)-CONH-Rs
na qual R, representa uma cadeia hidrocarbonada, um radical metileno
substituido por um hetero ciclo com 5 ou 6 étombs; Rz representa um radical
fenila ou benzila, um hetero cicloaromatico com 5 ou 6 atomos, um grupo
metileno substituido por um hetero ciclo com 5 ou 6 atomos; Rs representa
seja um radical CH(R3)-COOR4 no qual R; representa um hidrogénio, um
grupamento OH ou OR, uma cadeia hidrocarbonada saturada, um radical
fenila ou benzila, e O}R4 represenfa um éster hidréfilo; seja um hetero ciclo
com 5 od 6 cadeias compreéndendo varios heteroétomos, escolhidos no

- grupo constituido pelo nitrogénio, pelo enxofre e pelo oxigénio dos quais pe-

lo menos 2 a&tomos de nitrogénio, esse hetero ciclo podendo ser substituido
por um radical alquila em C1-C6, fenila ou benzila. A invengdo refere-se
também a utilizagdo a titulo de medicamento desses compostos e uma com-

posigdo farmacéutica compreendendo esses compostos e um excipiente

farmaceuticamente apropriado. A invengao refere-se enfim & utilizagdo em
associagdo de pelo menos um derivado de canabindides, para potencializar

o efeito analgésico e antidepressivo dos novos compostos de férmula (I) -

e/ou da morfina ou de um de seus derivados.
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