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DESCRICAO

" ANALOGOS DE GABA E DE ACIDO L-GLUTAMICO PARA O
TRATAMENTO DE DOENCAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL"

A presente invengdo relaciona-se com novos compostos que sdo
analogos do 4cido gama aminobutirico (GABA), e com métodos para a sintese
destes compostos. Mais especificamente, os analogos de acordo com a invengdo
sd0 Uteis como terapia anti-ataque para distirbios do sistema nervoso central tais
como epilepsia, corea de Huntington, isquemia cerebral, doenga de Parkinson,
disquinesia tardia, espasticidade, e, possivelmente como uma actividade anti-

depressiva, ansiolitica e antipsicética.

O 4cido gama aminobutirico (GABA) ¢ um neurotransmissor
principal envolvido na regulagao da actividade neuronal do cérebro. O GABA ¢ o

neurotransmissor inibitério principal (Roberts E, et al., GABA in_Nervous

System Function, Raven Press; New York, 1976; McGeer EG, et al., Glutamine

olutamate, and GABA in the Central Nervous System; Hertz L, Kvamme E,
McGeer EG, Schousbal A, eds., Liss: New York, 1973; 3-17).

Um  desequilibic na concentragdo de um tal
neurotransmissor pode conduzir a estados convulsivos. Concordantemente, €
clinicamente relevante ser capaz de controlar estados convulsivos através do
controle do metabolismo deste neurotransmissor. Quando a concentragdo de
GABA diminui abaixo de um nivel limiar no cérebro, resulta em convulsdes

(Karlsson A, et al., Biochem. Pharmacol 1974; 23: 3053-3061). Quando os niveis

de GABA aumentam no cérebro durante as convulsdes, os ataques terminam



(Hayashi TJ, Physiol. (London) 1959; 145: 570-578). O termo ataque como
usado aqui significa actividade neuronal dessincronizada excessiva que quebra a
fungdo neuronal normal. Em vérios distirbios do sistema nervoso central com
ataque concomitante com niveis reduzidos de GABA no cérebro é também

observado um nivel diminuido de actividade de descarboxilase do acido L-

glutdmico (GAD) (McGeer PO, et al., em: GABA in Nervous System Function;
Roberts E, Chase TN, Tower DB, eds., Raven Press: New York 1976: 487-495;
Butterworth J, et al., Neurochem. 1983; 41: 440-447; Spokes EG, Adv. Exp.
Med. Biol. 1978; 123: 461-473; Wu JY, et al,, Neurochem. Res. 1979; 4: 575-

586; ¢ Iversen LL, et al., Psychiat. Res. 1974; 11: 255-256). Frequentemente, as
concentragdes de GAD e GABA variam em paralelo uma vez que a diminuigéo

da concentragio de GAD resulta na produgio inferior de GABA.

Devido & importdncia de GABA como um neurotransmissor
inibitério, e o seu efeito em estados convulsivos ¢ noutras disfungdes motoras,
foi tomada uma variedade de métodos para aumentar a concentragao de GABA
no cérebro. Por exemplo, o método mais dbvio foi administrar GABA. Quando o
GABA ¢ injectado no cérebro de um animal em convulsdo, as convulsdes cessam
(Purpura DP, et al,, Neurochem. 1959; 3: 238-268). No entanto, s¢ 0 GABA ¢
administrado sistematicamente, nio existe efeito anticonvulsivo porque o GABA,
sob circunstancias normais, nio pode atravessar a barreira sanguinea do cérebro
(Meldrum BS, et al., Epilepsy; Harris P, Mawdsley C, eds., Churchill Livingston:
Edinburg 1974:55. Face a esta limitagdo, existem trés métodos alternativos que

podem ser tomados para aumentar 0s niveis de GABA.

O método mais frequente ¢ criar um composto que atravessa a
barreira sanguinea do cérebro ¢ em seguida inactiva a aminotransferase de
GABA. O efeito ¢ bloquear a degradacdo de GABA e portanto aumentar a sua

concentragio. Sdo conhecidos numerosos mecanismos baseados nos
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inactivadores de aminotransferase de GABA (Silverman RB, Mechanism-Based

Enzyme Inactivation: Chemistry and Enzymology, Vol. I e I, CRC: Boca Raton
1988).

Outro método é aumentar as concentragoes de GABA no cérebro
tornando o GABA lipofilico por conversdo de amidas de GABA hidrofobicas
(Kaplan JP, et al., G. J. Med. Chem. 1980; 23: 702-704, Carvajal G, et al,,

Biochem. Pharmacol. 1964; 13: 1059-1069; Iminas: Kaplan JP, Ibid.; ou eésteres
de GABA: Shashoua VE, et al., J. Med. Chem. 1984; 27: 659-664; Pedido de
Patente PCT WO85/00520, publicada a 2/ 14/85) de modo que o GABA pode

atravessar a barreira sanguinea do cérebro. Uma vez no interior do cérebro, estes
compostos requerem amidases e esterases para remover por hidrolise o grupo

transportador e libertar GABA.

Ainda outro método é aumentar 25 niveis de GABA no cérebro
através da criagdo de um activador de GAD. Alguns compostos foram descritos
como activadores de GAD. Foi descrito que o agente anticonvulsivo,
maleicimida, aumenta a actividade de GAD em 11% e como uma consequéncia
aumenta a concentragio de GABA na substantia nigra em até 38 % (Janssens de

Varebeke P, et al., Biochem. Pharmacol. 1083; 32: 2751-2755. Foi também

descrito que o farmaco anticonvulsivo valproato de sédio (Loscher W, Biochem.

Pharmacol. 1982; 31: 837-842; Phillips NI, et al,, Biochem Pharmacol. 1982;
31:2257-2261) activa GAD e aumenta 0s niveis de GABA.

Foi descoberto que os compostos da presente invengdo activam

GAD in vitro e tém efeito protector no ataque in vivo dependente da dosagem.

Também, foi descoberto que os compostos da presente invengdo se

coordenam a um mnovo centro de coordenagdo que foi identificado como



coordenador da gabapentina tritiada. Foi descoberto que a gabapentina ¢ um
tratamento efectivo para a prevengdo de ataques parciais em pacientes resistentes
a outros agentes anticonvulsivos. Chadwick D, Gabapentin, pp. 211-222, Em:
Recent Advances in Epilepsy, Vol. 5, Pedley TA, Meldrum BS, (eds.) Churchill

Livingstone, New York (1991). O novo centro de coordenagdo marcado por
gabapentina tritiada foi descrito em fracgdes de membrana de tecido de cérebro
de rato e em estudos auto-radiograficos em secgdes de cérebro de rato, Hill D,
Ibid. Este centro de coordenagdo foi usado para avaliar o composto

farmaceuticamente activo da presente invengéo.

Além disso, sdo desvendados andlogos de 3-alquil GABA no J.
Med. Chem. 1991, 34, 2295-2298 como sendo agentes anticonvulsivos Ttteis.
Uma mistura racémica de 4acido 4-amino-3-(2-metilpropil)butandico ¢
desvendada neste documento; nenhum indicador de isémero optico preferido €

dado no documento.

Os compostos novos da presente invencdo sdo enantiomeros S(+)

com a formula geral (I)
CH,CH(CH,)
X—Y—CH—=_ oo
COO—R
em que:
X representa —OH, -NHo, ~Nj ou p-tolueno-sulfoniloxi;
Y representa ~CH,, ou X—Y—sio juntamente ~COOH; e
R representa benzilo ou 1,1 dimetiletilo (quando X é N3, -OH ou p-tolueno-
sulfoniloxi ¢ Y é —CH,, ou quando X-Y sdo juntamente COOH) ou

hidrogénio (quando X é -NHy e Y ¢ CH,), ou um sal farmaceuticamente

aceitavel do composto referido.



Um dos compostos de acordo com a invengdo ¢ farmaccuticamentc
activo e pode ser usado para tratamento de distirbios do sistema nervoso central
num paciente por administragdo ao referido paciente de uma quantidade efectiva
anticonvulsiva do composto (ou do seu sal farmaceuticamente aceitavel). Um tal

composto pode também ser usado para aumentar o GABA neuronal do cérebro.

De acordo com uma caracteristica preferida da presente invengio, o
composto novo é o acido S-(+)-4-amino-3—(2-metilpropil)butan()ico (ou um seu
sal farmaceuticamente aceitdvel). Este composto foi descoberto como sendo
inesperadamente mais potente do que outros analogos e misturas racémicas. O
que ¢ adicionalmente surpreendente, como mostram 0s dados seguintes, € que
este composto é o menos eficiente dos analogos testados na activagio de GAD in
vitro. Concordantemente, foi muito inesperado que o composto de acordo com a
presente invengdo tivesse uma tal poténcia elevada quando testado in vivo. Este
composto farmacologicamente activo foi descrito como o mais potente para 0O

deslocamento de gabapentina tritiada.

A presente invengio também providencia uma formulagdo
farmacéutica, que compreende o &cido S-(+)-4-amino-3-(2-metilpropil)butanc')ico
ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel, e consequentemente um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.

O composto acabado de descrever pode formar sais
farmaceuticamente aceitdveis com ambos os acidos orgénicos ou inorgénicos ou
bases. Por exemplo, os sais de adigdo de 4cidos podem ser preparados quer por
dissolugdo da base livre em solugio aquosa ou aquosa alcodlica ou em outros
solventes adequados contendo 0 4cido adequado e isolando o sal por evaporagdo
da solugdio. Exemplos de sais farmaceuticamente aceitaveis sdo hidrocloretos,

hidrobrometos e hidrossulfatos tal como sais de sodio, potassio e magnésio.



De avordo comm uma caracteristica adicional da presente invengdo o
composto pode ser:
acido S-(+)-3—(azid0metil)-S-metil-hexanéico;
éster fenilmetilico do acido S-(+)—3-(hidroximetil)-S—metil-hexanc')ico;
éster fenilmetilico do acido S-(+)-5-meti1—3-[[[(-4-meti1feni1)sulfonil]oxi]-metil]—
hexandico;
éster 4-(1,1-dimetiletilico) do acido S-(+)-2-(2-metilpropil)-1 ,4-butanodioico;
éster 1,1-dimetiletilico do acido S—(+)-3-(azidometil)—S-metil—hexan()ico;
éster 1,1-dimetiletilico do acido S-(+)-3-(hidroximetil)—S-metil-hexan()ico;
gster 1,1-dimetiletilico do acido S-(+)-5-meti1-3—[[[(4-meti1feni1)su1foni1]oxi]-
metil]-hexanoico;
éster 1,1-dimetiletilico do acido S—(+)-4—meti1-2(2-metilpropil)-y,2-dioxo-5-feni1-

3-oxazolidinobutanoico.

Estes compostos sdo intermedirios para 0 composto farmacolo-
gicamente activo acido S-(+)-4-amino-3-(2—metilpropil)butanéico, como sera

evidente dos esquemas reaccionais subsequentes.

Os compostos de acordo com a invengdo podem ser preparados a
partir de aldeidos comercialmente disponiveis ¢ malonato de monometilo pela

reacgio de Knoevenagel (Kim YC, et al., J. Med. Chem. 1965: 8509).

Mais especificamente, o seguinte ¢ um procedimento ilustrativo.
Dez gramas de uma 3—(2-metilpropil)5,5-dicarbetoxi—z-pirrolidinona foram
levados ao refluxo em 150 ml de HBr fumante a 49 % durante 4 horas. Ap0s este
tempo, o conteudo foi colocado num evaporador € 0s constituintes volateis foram
removidos sob vacuo com a ajuda de um banho de agua quente. O residuo
gomoso foi dissolvido em 25 ml de agua destilada e a agua foi removida com a

ajuda do evaporador. Este processo foi repetido mais uma vez. O residuo foi
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dissolvido em 20 ml de agua, ¢ o pH da solugio foi ajustado a 3,2 com solugio

concentrada de NHj.

A precipitagdo a partir da mistura de agua-alcool fica completa em

48 horas.

A adi¢iio de Michael de nitrometano a compostos o, B-insaturados
mediada por 1,1,3,3-tetrametilguanidina ou 1,8-diazabiciclo-[5.4.0Jundec-7-eno
(DBU) deu origem a 4-nitroésteres com bons rendimentos. Mais especificamente,
uma mistura de nitrometano (5 mol), éster o,B-insaturado (1 mol), e tetrametil-
guanidina (0,2 mol) foi agitada a temperatura ambiente durante 2 a 4 dias. (No
caso do acrilato de metilo, o éster tem que ser adicionado a uma temperatura
inferior a 30 °C). O progresso da reacgdo foi seguido por analises de IV
(desaparecimento da banda C=C) e C.L.G. A mistura reaccional foi lavada com
4cido cloridrico e extraida com éter. O extracto organico foi seco, o solvente
removido a pressdo reduzida, e o residuo 20 destilado a uma presséo de 2 torr.
Embora os compostos nitro alifiticos sejam usualmente reduzidos quer por
hidrogenagio catalitica de elevada pressdo por hidrogenagdo por transferéncia
catalisada por um metal, ou por métodos de hidrogendlise introduzidos
recentemente com formato de aménio ou borohidreto de sodio e paladio como
catalisadores, descobriu-se que os ¢steres 4-nitrocarboxilicos podem ser
reduzidos quase quantitativamente  nOS ésteres  4-aminocarboxilicos
correspondentes por hidrogenagao usando paladio a 10 % sobre carbono como
catalisadores em acido acético & temperatura ambiente e a pressao atmosférica. O
aminoéster produzido foi sujeito a hidrolise 4cida para dar origem aos compostos

de acordo com a invengio com bons rendimentos.

Exemplos de métodos mais especificos de sintese dos compostos

de acordo com a presente invengdo sio cOMO se segue, opcionalmente utilizando



os métodos descritos com detalhe acima. Quando o material de partida ndo csta
comercialmente disponivel, a sequéncia sintética pode ser iniciada com o alcool
correspondente, que ¢ oxidado ao aldeido pelo método de Corey EJ, et al.,

Tetrahedron Lett. 1975: 2647-2650.

O composto quiral farmacologicamente activo pode ser preparado

como estabelecido no Diagrama esquematico I a este respeito.

No Diagrama I Ph ¢ fenilo, Bn & benzilo, THF ¢ tetrahidrofurano,
LDA & diisopropilamina de litio, BH;.SMe, é o complexo dimetilsulfureto de

borano, TsCl é cloreto de tosilo e DMSO ¢ dimetilsulfoxido.

O procedimento sintético detalhado ¢ estabelecido aqui abaixo no
Exemplo 1. A literatura introdutéria chave para esta metodologia foi discutida no

artigo de Evans, J. Am. Chem. Soc. 1982: 104: 1737-9. O enolato metalico pode

ser formado com uma base de amida de litio ou de sodio, ¢ alquilada
subsequentemente para dar origem a um derivado de acido carboxilico
substituido. Esta metodologia foi valiosa para a sintese enantiosselectiva destes
derivados de acido carboxilico o-substituidos. Neste artigo seminal Evans
descreveu a preparagdo de derivados de acido propioénico com uma séric de
agentes alquilantes simples. Por variagdo da estequiometria do sintdo quiral (a

oxazolidinona), foi capaz de conseguir estereosselectividade elevada.

Evans usou este auxiliar quiral noutros estudos sintéticos mas
nenhum foi relacionado com o &cido 4-amino-3-(2-metilpropil)butandico que
contém um 4cido B-substituido-y-amino. A metodologia tal como apresentada
por Evans ensina com respeito a substitui¢do a, € na direcgdo oposta da
substituicdo B, € ndo tem sido usada na preparagdo deste tipo de aminoacido néo

usual. Foram usadas N- aciloxazolidinonas para formar enolatos de clorotitanio
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quc tém sido feitos reagir com aductos de Michacl tais como acrilonitrilo, J. Org.
Chem. 1991; 56: 5750-2. Estes foram usados na sintese da familia de antibioticos
rutamicina, J. Org. Chem. 1990; 55: 6260-8 e nas condensagdes aldolicas
estereosselectivas, Org. Synth. 1990: 68: 83-91. Os aminoécidos o quirais foram
preparados via o método oxazolidinona. Nesta sequéncia, um enolato de

dibutilboro foi bromado e deslocado com azida, Tetrahedron Lett. 1987; 28:

1123-6. Foram também descritas outras sinteses de B-hidroxi-o-aminoacidos via

este auxiliar quiral através de condensagio alddlica (Tetrahedron Lett. 1987, 28:

39-42; J. Am. Chem. Soc. 1987; 109: 7151-7). Foram também usados N-

aciloxazolidinonas o,B-insaturadas para induzir quiralidade na reacgdo de Diels-

Alder, (J. Am. Chem. Soc. 1988; 110: 1238-56. Em nenhum destes exemplos, ou

noutros encontrados na literatura, ¢ esta a metodologia usada para preparar

4cidos carboxilicos B-substituidos ou analogos de GABA 3-substituidos.

Noutra concretizagdo, os compostos quirais de acordo com a
invengdo podem ser preparados de uma maneira que é semelhante a sintese
descrita no Diagrama I. Nesta concretizagio, no entanto, o passo 8 no Diagrama I
pode ser substituido por um procedimento alternativo de dois passos que estd
estabelecido aqui abaixo no Exemplo 2. Em vez de reducgdio da azida (8) ao
aminoécido (9) no Diagrama I, o procedimento alternativo hidrolisa a azida (8)

para dar origem a um intermediario azida (8a) que é subsequentemente reduzido

(ver diagrama Ia).

Existem duas vantagens principais na hidrolise da azida (8) para
dar origem ao intermediario azida (8a) antes da redugdo. A primeira vantagem ¢
que esse intermediario azida (8a) pode ser purificado por extracgdo numa base
aquosa. Apos o extracto aquoso ser acidificado, o intermediario azida (8a) pode
ser extraido numa fase organica ¢ isolado. Isto permite uma purificagdo do

intermediario azida (8a) que ndo envolve cromatografia. A purificagdo da azida
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(8) requer cromatografia que & muito dispendiosa ¢ muitas vezcs impraticavcel

numa grande escala.

A segunda vantagem € que esse intermediario azida (8a) pode ser
reduzido ao aminoacido (9) sem adigdo de acido. A redugiio da azida (8) requer a
adigio de 4cido, e.g. écido cloridrico para se obter o aminoacido (9).
Infelizmente, a lactamizagdo do aminoacido (9) ¢é promovida pela presenca de
4cido. O intermediario azida (8a) pode ser reduzido sob condi¢des perto da
neutralidade para dar origem ao aminoacido (9), minimizando assim o problema

da formagio de lactama.

Noutra concretizagio preferida, os compostos quirais de acordo
com a invencdo podem ser preparados como estabelecido no Diagrama

esquematico II a este respeito.

No Diagrama II Ph ¢ fenilo, Ts ¢ tosilo.

O procedimento sintético detalhado ¢ estabelecido aqui abaixo no
Exemplo 3. Este procedimento ¢ semelhante ao da via sintética descrita no
Diagrama I, no entanto, o procedimento do Diagrama [1 substitui o éster
benzilico na via sintética do Diagrama I por um éster t-butilico. O aminoacido
desejado (9) e (109) ¢ o mesmo produto final em ambos 0s Diagramas I e II,

respectivamente.

Existem varias vantagens para usar o éster t-butilico em vez do
&ster benzilico na sintese do aminoécido (9) ou (109). Uma primeira vantagem
relaciona-se com a hidrélise do auxiliar quiral no passo 4 do Diagrama I. Durante
a hidrolise do auxiliar quiral nesta reac¢do ocorre frequentemente alguma

hidrolise do éster benzilico. Ndo houve experiéncia de ocorréncia de hidrélise do
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&ster t-butilico no Diagrama IL.

Outra vantagem relaciona-se com a utilizagdo de alcool (106) no
Diagrama II sobre a utilizagdo de 4lcool (6) no Diagrama I. Um problema com o
4lcool-éster benzilico é a tendéncia do alcool-éster benzilico sofrer lactonizagdo
como & mostrado abaixo. Embora a lactonizagdo do éster benzilico possa ser
evitada sob certas condigdes, o alcool-éster t-butilico ¢ muito menos propenso

para lactonizag@o.

O HO
HO
_— +
o)
0 PH
)
PH

Ainda outra vantagem, que foi discutida previamente com respeito
ao procedimento sintético descrito pelo Diagrama Ia, € que a via sintética t-butilo
minimiza o problema de formagéo de lactama do produto final aminoécido (109).
Em vez de redugdo da azida (108) a aminoacido (109) que requer a adigdo de
4cido que causa a lactamizagdo do aminoécido (109), a azida (108) € primeiro
hidrolisada no intermediario azida (108a). O intermediério azida (108a) pode ser
reduzido sob condigdes neutras para dar origem ao aminodcido (109)

minimizando assim o problema de formagdo de lactama.

Os compostos de acordo com a invengdo podem ser utilizados em
composigdes farmac€uticas como um antidepressivo, anxiolitico, antipsicotico,
anti-ataque, antidisquinésico, ou antissintomatico para as doengas de Huntington
ou de Parkinson quando ¢é utilizada uma quantidade efectiva do composto

juntamente com um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Isto ¢, a presente
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invengdo providencia uma composigdo farmacéutica para a supressdo de ataques
resultantes de epilepsia, o tratamento de isquemia cerebral, doenga de Parkinson,
doenca de Huntington ¢ espasticidade ¢ também possivelmente para efeitos
antidepressivos,  anxioliticos e antipsicéticos. Estas dltimas utilizagdes sdo
esperadas devido a similaridades funcionais com outros compostos conhecidos
contendo estas actividades farmacolégicas. As composigdes farmac€uticas
podem ser utilizadas para o tratamento de tais distirbios em mamiferos,
incluindo humanos, sofrendo disso por administragdo a tais mamiferos uma

quantidade efectiva do composto na forma de dosagem unitéria.

Os compostos farmacéuticos de acordo com apresente invengdo
podem ser preparados ¢ administrados numa vasta variedade de formas de
dosagem. Por exemplo, a composigdo farmacéutica pode ser feita em veiculos
inertes, farmaceuticamente aceitdveis que sio quer sélidos ou liquidos.
Preparagdes na forma sdlida adequadas incluem pos, comprimidos, granulos
dispersaveis, céapsulas, "cachets" e supositorios. Outras preparagdes na forma
sélida e liquida podem ser feitas de acordo com métodos conhecidos da técnica.
A quantidade de composto activo numa unidade de dose pode ser variada ou
ajustada desde 1 mg até cerca de 300 mg/kg (miligrama por quilograma)
diariamente, baseada num paciente médio de 70 kg. E preferida uma gama de
dose diaria de cerca de 1 mg até cerca de 50 mg/kg. As dosagens, no entanto,

podem ser variadas dependendo da necessidade do paciente e da severidade do

estado tratado.

Como notado aqui acima, o enantiémero S-(+) de acido 4-amino-3-
(2-metilpropil) butandico (3-isobutil GABA ou IBG) que esta relacionado
estruturalmente com o anticonvulsivo conhecido, gabapentina, desloca
potencialmente a gabapentina tritiada de um novo local de elevada afinidade em

fracgdes de membrana cerebral de rato. Também o enantidmero S-(+) de 3-

7
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isobutil GABA ¢ virtualmente responsavel por todo o bloqueio de ataques de
electrochoque maximo em murganhos e ratos. O enantiémero R(-) de 3-isobutil
GABA & muito menos efectivo no bloqueio de ataques de electrochoque maximo
e no deslocamento de gabapentina tritiada do novo local de coordenagdo de
clevada afinidade. A Tabela 1 abaixo estabelece dados comparando gabapentina,
3-isobutil GABA racémico ((+)-IBG), S-(+)-3-isobutilGABA ((S)-IBG) e R-(-)-
3-isobutilGABA ((R)-IBG) nestes ensaios.

TABELA 1

Sistema de Ensaio 3-Isobutil GABA (EDso)

Gabapentina (1)-IBG (S)-IBG (R)-IBG
Ligaciio ao Receptor de
Gabapentina (ICso) 0,14 uM 0,10 uM 0,044 pM 0,86 M
Murganho IV
Electrochoque de Baixa
Intensidade 4,3 mg/kg 4.8 mg/kg 4,0 mg/kg > 100 mg/kg
Murganho IV
Electrochoque Méaximo 75 mg/kg 10 mg/kg 18 mg/kg > 100 mg/kg
Rato PO
Electrochoque Maximo 200 mg/kg 47 mg/kg 12 mg/kg
Murganho IV >100 mgkg >100mgkg >300 mgkg >100 mgkg
Ataxia am?

Duracdo de picos de actividade anticonvulsiva (todos os compostos) 2,0 horas apos a

dose e principalmente na maioria desaparecidos 8 horas apés a dose.

Os dados estabelecidos na Tabela 1 foram obtidos como se segue.
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Para o ensaio anticonvulsivo, murganhos masculinos de classe CF-1 (20-25 g)e
ratos masculinos "Sprague_Dawley" (75 — 115 g) foram obtidos dos Laboratorios
Charles River e foram mantidos com acesso livre a alimentos e agua antes do
ensaio. O electrochoque maximo foi emitido com eléctrodos corneiais por
métodos convencionais (Krall, supra, 1975) excepto que o electrochoque de
baixa intensidade com murganhos consistiu em 17 mA de corrente em vez dos
convencionais 50 mA (de zero até ao pico). Resumidamente, foi dada a
substancia teste aos murganhos e foram ensaiados para prevengio de ataques por
aplicagio de corrente eléctrica as comeas por 2 eléctrodos metalicos revestidos
com rede e saturados com cloreto de sodio a 0,9 %. A estimulagdo de
electrochoque foi emitida por um dispositivo de corrente constante que produziu
corrente eléctrica sinosoidal de 60 Hz durante 0,2 segundos. Para os ratos, a
estimulagdo de electrochoque maximo consistiu em 120 mA de corrente. A
ataxia nos murganhos foi avaliada pelo procedimento de ecri invertido no qual
os murganhos foram colocados individualmente num quadrado de malha de
arame de 4,0 polegadas que foi subsequentemente invertido (Coughenour, supra,
1978). Qualquer rato que caisse da malha de arame durante um periodo de teste
de 60 segundos foi considerado como ataxico. Os valores de EDs, foram
determinados por analises de resultados "probit" com pelo menos 5 grupos de

dosagem de 10 murganhos ou 8 ratos cada.

Todos os farmacos foram solubilizados livremente cm meio
aquoso. Para estudos in vivo, as solugdes de farmaco foram feitas em cloreto de
sodio a 0,9 % e dadas num volume de 1 ml/100 g de peso corporal. A
administragdio intravenosa toi dada por injecgdo bolus na cavidade retro-orbital

em murganhos. As administragdes orais foram por canula intragéstrica.

Para estudos de ligagio, foram preparadas membranas de plasma

sindptico parcialmente purificadas a partir do neocortex de rato usando
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gradicntes de densidade de sacarosc. O cértex cercbral de 10 ratos foi dissccado
do resto do cérebro ¢ homogeneizado em 10 volumes (massa/volume) de
sacarose 0,32 M arrefecida em gelo em tris-acetato 5 mM (pH 7,4) utilizando um
homogeneizador de vidro equipado com um pildo de teflon (10-15 pancadas a
200 rpm). O homogeneizado foi centrifugado a 100 g durante 10 minutos e o
sobrenadante recolhido e mantido em gelo. A pilula (PI) foi re-homogeneizada
em 20 ml de tris-sacarose e 0 homogeneizado re-centrifugado. Os sobrenadantes
combinados foram centrifugados a 21500 g durante 20 minutos. A pilula (P2) foi
ressuspensa em tris-sacarose 1,2 M e 15 ml desta mistura foram adicionados a
tubos de ultracentrifugagdo. Neste, foram depositados 10 ml de sacarose 0,9 M
seguida de uma camada final de tris-acetato 5 mM, pH 8,0. Os tubos foram
centrifugados a 100000 g durante 90 minutos. As membranas de plasma
sinapticas localizadas na interface de sacarose 0,9/1,2 M foram recolhidas,
ressuspensas em 50 ml de tris-acetato 5 mM, pH 7,4, e centrifugadas a 48000 g.
A pilula final foi ressuspensa em 50 ml de tris-acetato, pH 7,4, tomada uma

aliquota, e em seguida congelada até utilizag@o.

O tecido de ensaio (0,1 a 0,3 mg de proteina) foi incubado com
[’H]-gapentina 20 mM num tampao HEPES 10 mM (pH 7,4 a 20 °C, sédio livre)
na presenga de concentragdes variadas do composto teste durante 30 minutos a
temperatura ambiente, antes de filtragao sobre filtros GFB sob vacuo. Os filtros
foram lavados 3 vezes com 5 ml de solugio de NaCl 100 mM arrefecida em gelo
¢ dpm ligado aos filtros foi determinado usando contagem de cintilagéo liquida.
A ligago nio especifica foi definida pelo observado na presenga de gapentina

100 mM.

Face a actividade demonstrada acima dos compostos que
caracterizam a presente invengdo ¢ €m particular o 4cido 4-amino-3-(2-

metilpropil)butanéico (isobutil GABA) os compostos feitos de acordo com a
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prescntc invengdo sdo do valor como agentes farmacéuticos, particularmente para

o tratamento de ataques em mamiferos, incluindo humanos.

EXEMPLO 1

acido S-(+)-4-amino-3-( 2-metilpropil)butandico

Os "passos" seguintes, referem-se ao Diagrama L

Passo 1

A uma solugio de 4cido 4-metilvalérico (50,0 g, 0,43 mol) em 100
ml de cloroférmio anidro foi adicionado cloreto de tionilo (60 ml, 0,82 mol). A
mistura reaccional foi refluxada durante 2 horas e em seguida arrefecida até a
temperatura ambiente. O excesso de cloroférmio ¢ de cloreto de tionilo foi
removido por destilagdo. O oleo residual foi em seguida destilado
fraccionadamente para dar origem a 45,3 g (78 %) de cloreto de 4cido (2), p. eb.

= 143-144 °C.

O cloreto de 4cido (2) foi também preparado por um método
alternativo que eliminou a utilizagdo de cloroférmio o qual tem dificuldades de
controle de residuos e de exposigio do operador. O método alternativo também

minimizou a formagdo de anidrido 4-metilvalérico.

A uma solugdo de cloreto de tionilo (98,5 kg, 828 mol) e N,N-
dimetilformamida (2 kg, 27 mol) foi adicionado écido 4-metilvalérico (74 kg,
637 mol) enquanto se mantinha a temperatura reaccional de 25-30 °C. Foram
adicionados hexanos (30 1) e a solugdo foi mantida a 30-35 °C durante 1 hora e
15 minutos. A solugdo foi em seguida aquecida a 70-75 °C durante 1 hora e 10
minutos. A solugdo foi sujeita a destilagdo atmosférica até que foi atingida uma

temperatura de solugdo de 95 °C. Apéds arrefecimento, foram adicionados



.

/ s /o
_r',/(’,a-zf L /¢L”w‘7

-17-

hexanos (30 1) € a solugdo [0l sujeila a destilagio atmosférica até que foi atingida
uma temperatura de solugdo de 97 °C. A destilagdo do 6leo residual produziu 79

kg (92 %) de cloreto de 4cido (2), p. eb. =-77 °C, 60-65 mm Hg.

Passo 2

A uma solugdo de (4R, 5S)-(+)-4-metil-5-fenil-2-oxazolidinona
(527 g, 29.74 mmol) em 70 ml de tetrahidrofurano anidro a —78 °C sob
atmosfera de argon foi adicionada lentamente uma solugdo de n-butillitio 1,6 M
(19 ml, 30,40 mmol) em hexanos. A mistura foi deixada a agitar a —78 °C durante
15 minutos em seguida foi adicionado o cloreto de 4cido (4,5 g, 33,43 mmol)
para extinguir a reacgo. A reacgio foi agitada a —78 °C durante 10 minutos e em
seguida a 0 °C durante 30 minutos. Foi adicionada uma solug@o de bicarbonato
de sédio saturada (50 ml) e a mistura foi agitada a 0 °C durante 30 minutos. A
fase organica foi recolhida e a fase aquosa foi extraida com acetato de etilo (3x).
Os extractos organicos foram combinados e secos com sulfato de magnésio
anidro. Foi em seguida filtrado e concentrado para dar origem a um 6leo incolor.
O 6leo foi entlio cromatografado com acetato de etilo a 8 % em hexanos em silica
gel para dar origem a 7,56 g (82 %) da aciloxazolidinona (3) como um solido
branco.
Anal. Calc. para C;¢H2NO;3 :

C, 69,79; H, 7,69; N, 5,09.
Encontrado: C, 69,56; H, 7,63; N, 5,06.

A aciloxazolidinona (3) foi também preparada por um método
alternativo que foi conduzido de -5 °C a 0 °C em vez de a 78 °C que ¢ dificil e
dispendioso de se atingir numa escala de fabrico. O método alternativo também
deu origem a um sélido cristalino a partir da mistura reaccional em vez de um

4leo o qual tem que ser cromatografado.



- 18 -

A uma solugéo de 4-metil-5-fenil-2-oxazolidinona (64 g, 0,36 mol)
em tetrahidrofurano anidro (270 g) a —5 °C foi adicionada uma solu¢do de n-
butil-litio em hexano a 15 % (160 g, 0,37 mol) numa gama de temperatura de
_5°C até 0 °C. Foi adicionado cloreto de acido (2) (48,6 g, 0,36 mol) de 10 °C
até 0 °C. A reacgio foi extinguida com uma solugdo de 4gua (90 ml) e
bicarbonato de sédio (4 g). Foi adicionado acetato de etilo (200 g) e as fases
foram separadas. A fase organica foi extraida com dgua (2 x 50 ml) e as fases
aquosas foram novamente extraidas com acetato de etilo (100 g). Os extractos
organicos foram combinados e foram removidos aproximadamente 150 ml de
solvente por destilagdo. A destilagdo atmosférica foi continuada e foi adicionado
heptano (2 x 200 g) até ser atingida uma temperatura de vapor de 95 °C. A
solugdo foi arrefecida até 5 °C. O produto foi recolhido por filtragdo, lavado com

heptano frio, e seco para dar origem a 79 g (80 %) de acicloxazolidinona. (3).

Passo 3

A uma solugdo de diisopropilamina (4,8 ml, 34,25 mmol) em 30
ml de tetrahidrofurano anidro a 0 °C sob atmosfera de argon, foi adicionada
lentamente uma solugio de n-butil-litio em hexanos 1,6 M (21 ml, 33,60 mmol).
A solugdo foi agitada a 0 °C durante 30 minutos ¢ em seguida arrefecida at¢ —78
°C. Foi adicionada uma solugio de acicloxazolidinona (3) (7,56 g, 27,46 mmol)
em 30 ml de tetrahidrofurano anidro e a solugdo amarelo palido foi agitada a —78
°oC durante 30 minutos. Foi adicionado o-bromoacetato de benzilo e a solugdo
resultante foi agitada a —25 °C durante 2 horas. A mistura reaccional foi
extinguida com uma solug&o semi-saturada de cloreto de amonio e extraida com
acetato de etilo (2x). As fases organicas combinadas foram secas com sulfato de
magnésio anidro e em seguida filtradas e concentradas para dar origem a um 6leo

incolor. O éleo toi em seguida cromatogratado com acetato de etilo a 8% em
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hexanos cm silica gl para dar origem a 6,16 g (53 %) da acicloxazolidinona (4)
como um solido branco.
Anal. Calc. para C,sH,oNOs :
C, 70,90; H, 6,90; N, 3,31.
Encontrado: C, 70,47; H, 6,87; N, 3,45.

A aciloxazolidinona (4) foi também preparada por um método
alternativo que foi vantajoso por a reacgdo ter sido conduzida a temperatura
superior (de -35 °C a 25 °C em vez de a —78 °C) e ter sido evitada uma separagao

cromatografica dificil ¢ dispendiosa.

A aciloxazolidinona (3) (85 kg, 308 mol) foi dissolvida em
tetrahidrofurano anidro (201 kg) e arrefecido a -30 °C. Foi adicionada
diisopropilamina de litio (340 mol) em éter metil-t-butilico/hexano enquanto se
mantinha uma temperatura reaccional de desde —35 °C até —25 °C. Em seguida
foi adicionado bromoacetato de benzilo (85 kg, 371 mol) enquanto se mantinha a
temperatura reaccional de —35 °C até —25 °C. Agua (60 kg) e éter metil-t-butilico
(93 kg) foram adicionados e a mistura foi deixada aquecer até 18 °C. As fases
foram separadas e a fase orgnica foi extraida com uma solugdo de agua (40 ml)
e cloreto de sédio (7 kg). As fases foram separadas e a fase organica foi
concentrada a 200 litros por destilagdo. Foi adicionado 4lcool isopropilico (200 1)
e a solucdo foi novamente concentrada a 200 litros por destilagdo. Foram
adicionados alcool isopropilico (425 1) e dgua (160 1) e a mistura foi aquecida até
50 °C. A solugéo foi arrefecida até 18 °C. O produto foi recolhido por filtragdo,
lavado com alcool isopropilico/agua € seco sob pressdo reduzida para dar origem

a 58,7 kg (rendimento 49 %) de aciloxazolidinona (4) como um sélido.
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Passo 4

A uma solucdo pré-arrefecida (0 °C) de aciloxazolidinona (4) (24,3
g, 57,38 mmol) em 600 ml de tetrahidrofurano foi adicionada uma solugéo de
peréxido de hidrogénio a 30% (23,7 ml) em 320 ml de solugdo de hidréxido de
litio 02 M através de um funil de adigdo durante 20 minutos. A mistura
reaccional foi deixada a agitar a 0 °C durante 4 horas. Em seguida foi adicionada
lentamente uma solugio de meta-bissulfito de sédio (62,2 g, 0,33 mol) em 320
ml de 4gua para extinguir a reacgfio. A mistura foi agitada a 0 °C durante 20
minutos. O excesso de tetrahidrofurano num rotavapor. O residuo aquoso foi
extraido com acetato de etilo (3 x 350 ml). Os extractos orginicos combinados
foram secos com sulfato de magnésio anidro e em seguida filtrados. O residuo
oleoso apds concentragdo foi cromatografado por acetato de etilo a 40% em
hexano em silica gel para dar origem a 13,34 g (88 %) do écido (5) como um
6leo limpido. A coluna foi em seguida eluida com acetato de etilo a 50% em
hexano para dar origem ao auxiliar quiral oxazolidinona.
'H RMN (300 MHz, CDCl3) de 4cido (5): 8 9,80 (s largo, 1H), 7,36 (m, 5H),
5,14 (ABq estreito, 2H, Jag=11,4 Hz), 2,80 (m, 1H), 2,63 (ABX, 2H, J AB=16,75
Hz, J,5=9,13 Hz, Jgx=5,16 Hz, Usp=73,20 Hz), 1,66 (m, 2H), 1,33 (m, 1H), 0,93
(d, 3H, J=7,32 Hz), 0,91 (d, 3H, J=6,45 Hz).

Num método alternativo, apds concentragdo da reacgdo a um
residuo oleoso, pode ser adicionado hexano ou heptano para precipitar o auxiliar
quiral oxazolidinona. A filtragdo origina entdo uma recuperagéo de 80 % do
auxiliar quiral. O filtrado hexano ou heptano contendo 4cido (5) é em seguida
extraido quer com uma solugdo de etanol em dgua ou com agua quente para
remogdo de qualquer auxiliar quiral restante. Este método alternativo evita uma

separagdo cromatografica dificil e dispendiosa do auxiliar quiral do acido (5).
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Passo 5

A uma soluggio do 4cido (5) (13,34 g, 50,47 mmol) em 460 ml de

tetrahidrofurano anidro a 0 °C sob atmosfera de argon foi adicionado lentamente
o complexo dimetilsulfureto de borano (10 M, 11,2 ml, 112,0 mmol). A mistura
reaccional foi agitada a 0 °C durante 30 minutos em seguida a temperatura
ambiente durante 4 horas. A reacc¢io foi arrefecida a 0 °C e foram adicionados
lentamente 250 ml de metanol. A mistura foi agitada a 0 °C durante 30 minutos e
o excesso de solvente foi removido sob vacuo. O Odleo resultante foi
cromatografado por acetato de etilo a 15 % em hexanos em silica gel para dar
origem a 10,59 g (84%) do alcool (6) como um 6leo incolor.
'H RMN (300 MHz, CDCly): & 7,37 (m, 5H), 5,14 (s, 2H), 3,57 (ABX, 2H,
Jas=10,99 Hz, Jsx=4,34 Hz, Jpx=6,85 Hz, v,p=51,71 Hz), 2,42 (ABX, 2H,
Ta5=15.26 Hz, Jax=7,60 Hz, Jox=5,56 Hz, vAp=18,81 Hz), 2,15 (m, 1H), 1,87 (s
largo, 1H), 1,63 (m, 1H), 0,93 (m, 2H), 0,88 (d, 3H, J=6,15 Hz), 0,87 (d, 3H,
J=6,45 Hz).

Passo 6

A uma solugdo do alcool (6) (10,22 g, 40,82 mmol) em 50 ml de
piridina anidra a 0 °C foi adicionado cloreto de tosilo (8,60 g, 45,11 mmol). A
mistura reaccional foi agitada a 0 °C durante 15 minutos em seguida mantida
durante a noite num frigorifico a 4 °C. A mistura reaccional foi diluida com 160
ml de acetato de etilo e 100 ml de 4gua. A mistura foi arrefecida a 0 °C num
banho de 4gua-gelo e em seguida foi adicionado lentamente acido cloridrico
concentrado para neutralizar o excesso de piridina (até pH 2). A fase organica foi
recolhida e a fase aquosa foi extraida com acetato de etilo (3 x 100 ml). Os
organicos combinados foram secos com sulfato de magnésio anidro e em seguida

filtrados. O 6leo amarelo palido resultante ap6s concentragio foi cromatografado
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por acetato de ctilo a 10 % em hoxanos em silica gel para dar origem a 14,44 g
(87%) do tosilato (7) como um dleo incolor.

' RMN (300 MHz, CDCl3) 8 7,77 (d, 2H, J=8,27 Hz), 7,34 (m, 7H), 5,07 (s,
2H), 4,00 (ABX, 2H, Jxp=9,77 Hz, Jax=4,07 Hz, Jpx=5,69 Hz, vap=27,58 Hz),
2,44 (s, 1H), 2,44-2,20 (m, 3H), 1,46 (m, 1H), 1,28-1,02 (m, 2H), 0,81 (d, 6H,
J=6,58 Hz).

O tosilato (7) foi também preparado a partir do 4cido (5) num
método alternativo. Este método foi vantajoso sobre o procedimento precedente
acima uma vez que minimizou a quantidade de B-isobutil-y-lactona produzida

como um produto secundario na reacgao acima.

Uma solugdo de acido (5) (22,3 kg, 84,4 mol) em éter metil-t-
butilico (198 kg) foi arrefecidaa — 6 °C. Foi adicionado o complexo sulfureto de
metilborano (15,6 kg, 177 mol) enquanto se mantinha uma temperatura
reaccional de 5 °C ou menos. A mistura foi em seguida aquecida a 20 °C e
agitada durante duas horas. A mistura foi arrefecida a 0 °C e foi adicionado
metanol (24 1) enquanto se mantinha uma temperatura reaccional de 5 °C ou
menos. Foi adicionada 4gua (132 I) a uma temperatura de 15 °C ou menos. As
fases foram separadas € a fase aquosa foi extraida com éter metil-t-butilico (27
kg). Os organicos foram combinados e extraidos com agua (72 1). A solugdo foi
concentrada a um 6leo por destilagio e foi adicionado acetato de etilo (23 kg). A
solugdo foi novamente concentrada a um 6leo por destilagdo para dar origem a0
alcool (6). Foi adicionada piridina (53 kg). A solugdo foi arrefecidaa 1°Ce foi
adicionado cloreto de para-toluenossulfonilo (23 kg, 121 mol) enquanto se
mantinha uma temperatura reaccional de =5 °C a 5 °C. A mistura foi agitada a 2
oC durante 8 horas em seguida aquecida a 20 °C. Foi adicionada agua (12 1)
enquanto se mantinha uma temperatura reaccional de 23 °C ou menos. A mistura

foi arrefecida a 1 °C e foi adicionado acido cloridrico aquoso (52 kg de acido
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concentrado om 63 1 de 4gua). Foi adicionado éter metil-t-butilico (290 kg) € a
mistura foi aquecida a 18 °C. As fases foram separadas e a fase aquosa foi
extraida com éter metil-t-butilico (74 kg). As fases organicas foram combinadas
e extraidas com acido cloridrico aquoso (0,6 kg de é4cido cloridrico concentrado
em 20 1 de 4gua), bicarbonato de sodio aquoso (2,7 kg de bicarbonato de sodio
em 50 1 de 4gua), e dgua (30 1). A solugio organica foi concentrada a um 6leo por
destilago. Foi adicionado éter metil-t-butilico (19 kg) e a mistura foi novamente
concentrada a um 6leo. O produto resultante foi dissolvido em éter metil-t-
butilico (37,9 kg) e armazenado como uma solugdo. Massa de tosilato (7) contido

na solugo éter metil-t-butilico 30,1 kg (rendimento 88 %).

Passo 7

Uma mistura do tosilato (7) (14,44 g, 35,70 mmol) e azida de sodio
(5,50 g, 84,59 mmol) em 180 ml de dimetilsulféxido anidro foi aquecida a 65 °C
durante a noite. A mistura reaccional foi arrefecida até a temperatura ambiente e
foram adicionados 900 ml de agua. A mistura foi extraida (4x) com um total de 2
1 de hexanos. Os extractos organicos combinados foram secos com sulfato de
magnésio anidro e em seguida filtrados. O filtrado foi concentrado e o o6leo
resultante foi em seguida cromatografado por acetato de etilo a 8 % em hexanos
em silica gel para dar origem a 8,55 g (87 %) da azida (8) como um 6leo incolor.
'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,37 (m, 5H), 5,14 (s, 2H), 3,33 (ABX, 2H,
Jap=12,27 Hz, Jxx=4,95 Hz, Jpx=6,10 Hz, vAp=22,87 Hz), 2,39 (m, 2H), 2,19 (m,
2H), 1,62 (m, 1H), 1,20 (m, 2H), 0,88 (d, 6H, J=6,44 Hz).

Passo 8

A uma solucdo da azida (8) (8,55 g, 31,05 mmol) em 500 ml de

tetrahidrofurano foram adicionados 62 ml de uma solugéo de acido cloridrico
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aquoso IN ¢ 1 g dc catalisador dc palddio a 10% om carbono. A mistura foi
agitada durante a noite & temperatura ambiente num aparelho Parr. O catalisador
foi removido por filtragdo sobre uma pasta de celite. O filtrado foi concentrado e
foram adicionados 50 ml uma solugdo de 4cido cloridrico IN. A solugdo aquosa
foi lavada com éter (3 x 50 ml). A fase aquosa foi recolhida e em seguida
cromatografada numa coluna Dowex S0W x 8 (forma H") eluida com uma
solugido de hidroxido de amédnio 0,5 N. As fracgdes contendo o aminoacido
(positivo Ninidrina) foram recolhidas e em seguida liofilizadas para dar origem a
3,2 g (65 %) do aminoécido (9) como um sélido branco.

P.f= 175 — 176 °C; [a]D® = 10,520 (1,06, H,0).

EXEMPLO 2

Acido (S)-(+)-4-amino-3-(2-metilpropil)butandico

Este composto foi preparado da mesma maneira que no Exemplo 1,
excepto que o aminoécido (9) é preparado a partir da azida (8) por um processo
de 2 passos utilizando um intermedidrio azida (8a) que ¢ reduzido
subsequentemente (o passo 1 do método de redugdo identificado como passo 8¢
descrito acima). O procedimento sintético do Exemplo 2 ¢ esquematizado no

Diagrama Ia.

Passo 1: Preparacio da Azida Intermediaria (8a)

A azida (8) (10,7 g, 0,040 mol) em etanol (100 ml) e agua (20 ml)
foi tratada com hidréxido de sédio aquoso a 50 % (9,8 g). A mistura foi agitada a
30 °C durante 45 minutos. O etanol foi removido sob pressdo reduzida até ter
permanecido 30 g de liquido, foi adicionada 4gua (100 ml) ¢ a mistura foi
extraida com éter metil-t-butilico (4 x 100 ml). Os extractos de éter metil-t-

butilico foram extraidos com hidréxido de sédio 1M e as fases aquosas foram
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combinadas ¢ acidificadas a pH 1,6 com acido cloridrico concentrado. A mistura
aquosa foi em seguida extraida com éter metil-t-butilico (2 x 100 ml) e os
extractos organicos foram combinados e concentrados sob pressdo reduzida. O
6leo resultante foi dissolvido em heptano (50 ml) e extraido com bicarbonato de
sédio aquoso saturado (2 x 40 ml). Os extractos aquosos foram extraidos com
heptano (50 ml), combinados e acidificados a pH 1,6 com acido cloridrico
concentrado. A mistura aquosa foi extraida com heptano (2 x 50 ml). Os
extractos de heptano foram extraidos com agua (40 ml), combinados, e
concentrados sob pressdo reduzida para dar origem a 5,4 g (75 %) da azida
intermediaria (8a) como um dleo.

'{ RMN (200 MHz, CDCls) & 10,8 (s largo, 1H), 3,36 (m, 2H), 2,38 (m, 2H),
2,18 (m, 1H), 1,64 (m, 1H), 1,25 (m, 2H), 0,91 (d, 6H, J=6,56 Hz).

Passo 2: Sintese de Aminoacido (9) a partir da Azida Intermedidria (8a)

A azida intermediaria (8a) (12,7 g, 68,6 mol) foi dissolvida em éter
metil-t-butilico (80 kg). A mistura foi sujeita a hidrogenagdo catalitica na
presenga de paladio a 5% em carbono (2,0 kg humedecido com 50 % de agua) de
49 a 55 psi de hidrogénio até a azida intermediaria (8a) ter sido consumida. A
mistura foi filtrada e o solido foi lavado com éter metil-t-butilico (30 kg). O
solido foi dissolvido numa solugdo de isopropanol quente (75 kg) e agua (60 kg)
¢ a solugdo foi filtrada. A solugdo aquosa de isopropanol foi arrefecida a -3 °C e
o produto foi filtrado e lavado com isopropanol frio (16 kg). O sélido foi seco

sob pressio reduzida para dar origem a 6,4 kg (59 %) de aminoacido (9).

Esta reacgdo pode ser conduzida numa variedade de solventes.
Redugdes com sucesso foram levadas a cabo em heptano, etanol/agua,
isopropanol, isopropanol/agua, metanol/agua, e tetrahidrofurano/agua bem como

em éter metil-t-butilico.
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EXEMPLO 3

Acido (S)-(+)-4-amino-3-(2-metilpropil)butanoico

Os "passos" seguintes, referem-se ao Diagrama II. Todas as

reacgdes foram levadas a cabo sob uma atmosfera de azoto.

Passo 1

A uma solugdo de 4cido 4-metilvalérico (50,0 g, 0,43 mol) em 100
ml de cloroférmio anidro foi adicionado cloreto de tionilo (60 ml, 0,82 mol). A
mistura reaccional foi refluxada durante 2 horas e em seguida arrefecida até a
temperatura ambiente. O excesso de cloroférmio e de cloreto de tionilo foi
removido por destilagdo. O Oleo residual foi em seguida destilado
fraccionadamente para dar origem a 45,3 g (78 %) de cloreto de acido (102),
p.eb.=143 - 144 °C.

O cloreto de acido (102) foi também preparado por um método
alternativo que eliminou a utilizagdo de cloroférmio o qual tem dificuldades de
controle de residuos ¢ de exposigdo do operador. O método alternativo também

minimizou a formag#o de anidrido 4-metilvalérico.

A uma solucdo de cloreto de tionilo (98,5 kg, 828 mol) ¢ N,N-
dimetilformamida (2 kg, 27 mol) foi adicionado acido 4-metilvalérico (74 kg,
637 mol) enquanto se mantinha a temperatura reaccional de 25-30 °C. Foram
adicionados hexanos (30 1) e a solugdo foi mantida a 30-35 °C durante 1 hora e
15 minutos. A solugao foi em seguida aquecida de 70 a 75 °C durante 1 hora e 10
minutos. A solugio foi sujeita a destilagdo atmosférica até que foi atingida uma
temperatura de solugdo de 95 °C. Apds arrefecimento, foram adicionados
hexanos (30 1) e a solugdo foi sujeita a destilagdo atmosférica até que foi atingida

uma temperatura de solugdo de 97 °C. A destilagio do 6leo residual produziu 79
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kg (92 %) de cloreto do acido (102), p. cb. =-77 °C, 60-65 mm Hg.

Passo 2

A uma solugdo de (4R, 5S)-(+)-4-metil-5-fenil-2-oxazolidinona
(5,27 g, 29.74 mmol) em 70 ml de tetrahidrofurano anidro a —78 °C sob
atmosfera de argon foi adicionada lentamente uma solugdo de n-butillitio 1,6 M
(19 ml, 30,40 mmol) em hexanos. A mistura foi deixada a agitar a —78 °C durante
15 minutos em seguida foi adicionado o cloreto de acido (4,5 g, 33,43 mmol)
para extinguir a reacgdo. A reacgdo foi agitada a —78 °C durante 10 minutos € em
seguida a 0 °C durante 30 minutos. Foi adicionada uma solugdo de bicarbonato
de s6dio saturada (50 ml) e a mistura foi agitada a 0 °C durante 30 minutos. A
fase organica foi recolhida ¢ a fase aquosa foi extraida com acetato de etilo (3x).
Os extractos organicos foram combinados e secos com sulfato de magnésio
anidro. Foi em seguida filtrado e concentrado para dar origem a um Oleo incolor.
O 6leo foi entio cromatografado com acetato de etilo a 8 % em hexanos em silica
gel para dar origem a 7,56 g (82 %) da aciloxazolidinona (3) como um solido
branco.
Anal. Calc. para Cy6HNO;3

C, 69,79; H, 7,69; N, 5,09.
Encontrado: C, 69,56; H, 7,63; N, 5,06.

A aciloxazolidinona (103) foi também preparada por um método
alternativo que foi conduzido de -5 °C a 0 °C em vez de a —78 °C que ¢ dificil e
dispendioso de se atingir numa escala de fabrico. O método alternativo tambem
deu origem a um sélido cristalino a partir da mistura reaccional em vez de um

6leo o qual tem que ser cromatografado.

A uma solugfo de 4-metil-5-fenil-2-oxazolidinona (64 g, 0,36 mol)
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cm tctrahidrofurano anidro (270 g) a —5 °C foi adicionada uma solugdo dc n-
butil-litio em hexano a 15 % (160 g, 0,37 mol) numa gama de temperatura de —5
°C até 0 °C. Foi adicionado cloreto de acido (102) (48,6 g, 0,36 mol) de —10
°C até 0 °C. A reacgdo foi extinguida com uma solugdo de 4gua (90 ml) e
bicarbonato de sodio (4 g). Foi adicionado acetato de etilo (200 g) e as fases
foram separadas. A fase organica foi extraida com agua (2 x 50 ml) e as fases
aquosas foram novamente extraidas com acetato de etilo (100 g). Os extractos
organicos foram combinados e foram removidos aproximadamente 150 ml de
solvente por destilagdo. A destilagdo atmosférica foi continuada e foi adicionado
heptano (2 x 200 g) até ser atingida uma temperatura de vapor de 95 °C. A
solugio foi arrefecida até 5 °C. O produto foi recolhido por filtragdo, lavado com

heptano frio, e seco para dar origem a 79 g (80 %) de acicloxazolidinona. (103).
Passo 3

A uma solugdo de diisopropilamina (7,6 g, 0,075 mol) em
tetrahidrofurano anidro (10 ml) a 0 °C sob atmosfera de azoto, foi adicionada
uma solugio de n-butil-litio em hexano 1,6 M ( 47 ml, 0,075 mol) enquanto se
mantinha a temperatura de -5 °C a 0 °C. A solugdo resultante foi adicionada a
uma solugdo de acicloxazolidinona (103) (18,6 g, 0,068 mol) em tetrahidrofurano
(160 ml) de —55 °C a —45 °C. A solugo foi agitada de —55 °C a —45 °C durante 30
minutos. A solugdo foi em seguida adicionada a uma solugdo de bromoacetato de
t-butilo (14,6 g, 0,075 mol) em tetrahidrofurano de —55 °C a -45 °C. A soluggo
foi arrefecida a — 65 °C e deixada aquecer a 10 °C por um periodo de 2 horas. A
mistura reaccional foi extinguida com a adi¢dio de cloreto de aménio aquoso
saturado e extraida com acetato de etilo. A fase organica foi seca (MgSQy),
filtrada, ¢ o solvente foi removido sob pressdo reduzida. O residuo foi
recristalizado de heptanos, filtrado, e seco sob pressio reduzida para dar origem a
18 g (68 %) de acicloxazolidinona (104).

'H RMN (200 MHz, CDCl;) 6 7,4-7,2 (m, 5H), 5,65 (d, 1H, J=7,09 Hz), 4,74 (m,
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1H), 4,26 (m, 1H), 2,69 (m, 1H), 2,44 (m, 111), 1,65-1,45 (m, 211), 1,39 (s, 91D),
0,93 (m, 6H), 0,89 (d, 3H, J=7,87 Hz).

Alternativamente, a ordem de adigdo dos reagentes pode ser
invertida. O bromoacetato de t-butilo pode ser adicionado a solugdo contendo
diisopropilamina, n-butillitio e aciloxazolidinona (103). O isolamento do produto
final pode também ser conduzido pela realizagdo de uma destilagdo e substitui¢do
dos solventes presentes (hexano e tetrahidrofurano) com alcool isopropilico. A
aciloxazolidinona (104) cristaliza em seguida a partir da solugdo de alcool

isopropilico. O procedimento experimental seguinte ilustra esta alternativa.

A uma solugio de diisopropilamina (23,1 g, 0,229 mol) em
tetrahidrofurano anidro (30 ml) a 0 °C sob atmosfera de azoto, foi adicionada
uma solugdo de n-butil-litio 2,5 M (92 ml, 0,229 mol) em hexano enquanto se
mantinha a temperatura de -5 °C a 0 °C. A solugiio resultante foi adicionada a
uma solugdo de acicloxazolidinona (103) (60,0 g, 0,218 mol) em tetrahidrofurano
(400 ml) a desde —45 °C a 40 °C. A solugio foi agitada a desde —45 °C a —40 °C
durante 30 minutos. Em seguida foi adicionado bromoacetato de t-butilo (44,6 g,
0,229 mol) a solugdo reaccional a desde —45 °C a —40 °C. A solugdo foi deixada
aquecer a 10 °C por um periodo de 2 a 3 horas. A mistura reaccional foi
extinguida com a adig@o de cloreto de aménio aquoso saturado. A fase orgénica
foi separada da fase aquosa. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e
substituido com dlcool isopropilico. O produto foi cristalizado de alcool
isopropilico e foi filtrado e seco sob pressdo reduzida para dar origem a 53,8 g

(63 %) de acicloxazolidinona (104).

Passo 4

A uma solugdio pré-arrefecida (5 °C) de aciloxazolidinona (4) (60,0

g, 0,15 mmol) em tetrahidrofurano (266 g) foi adicionada uma solugéo de
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peroxido de hidrogénio a 30% (71 g), 9,4 g de hidréxido de litio monohidrato
(0,22 mol) e agua (120 ml) por um periodo de 35 minutos de modo a manter uma
temperatura reaccional de 5 °C. A mistura foi agitada a 3 — 5 °C durante 2,5
horas. A reacgdo foi extinguida por adigio de uma solugio de sulfito de sodio (50
g), bissulfito de sodio (27 g), ¢ dgua (310 ml) a uma temperatura de ou inferior a
29 °C. Heptano (100 ml) e éter metil-t-butilico (100 ml) foram adicionados e as
fases foram separadas. A fase aquosa foi extraida com éter metil-t-butilico (100
ml) e as fases organicas foram combinadas. O solvente foi substituido com
heptano por destilago e solugdo de heptano resultante (400 ml) foi arrefecida a 5
°C. Os sélidos resultantes foram filtrados foram filtrados e o filtrado foi extraido
com agua quente (2 x 150 ml, 1 x 200 ml, 1 x 300 ml). A solugfo foi concentrada
por evaporagdo para dar origem a 34,5 g (97 %) de 4cido (105) como um solido.
'H RMN (200 MHz, CDCls) 8 11,5 (s largo, 1H), 2,85 (m, 1H), 2,67-2,29 (m,
2H), 1,60 (m, 1H), 1,44 (s, 9H), 1,32 (m, 2H), 0,92 (m, 6H).

Passo 5

O 4cido (105) (72,4 g, 0,314 mol) foi dissolvido em
tetrahidrofurano (360 ml) e arrefecido a 0 °C. Foi adicionada uma solugdo de
complexo dimetilsulfureto de borano em tetrahidrofurano (178 ml, 0,356 mol) a
0 °C. A solugdo foi deixada aquecer até 48 °C em seguida arrefecida a 25 °C.
Apés 2 horas e 45 minutos, a reacgo foi extinguida com a adigdo de metanol
(300 ml) e o solvente foi removido sob pressdo reduzida. Foi adicionado metanol
(300 ml) adicional e a solugdo foi concentrada sob pressdo reduzida para dar
origem a 66 g (97 %) de alcool (106) como um 6leo.

'H RMN (500 MHz, CDCl,): 8 3,62 (m, 1H), 3,45 (m, 1H), 2,44 (s largo, 1H),
2,36 — 2,21 (m, 2H), 2,05 (m, 1H), 1,64 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,24 - 1,04 (m,
2H), 0,91 (m, 6H).
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Passo 6

0 4lcool (107) (51,9 g, 0,24 mol) foi dissolvido em piridina (130
ml) e arrefecido a 5 °C. Foi adicionado cloreto de p-toluenossulfonilo (57,2 g,
0,30 mol) e a mistura foi agitada a 22 °C durante 21 horas. A reacg¢do foi
extinguida com a adigdo de agua (95 ml) e 4cido cloridrico aquoso a 18 % (300
ml) a menos de 300 °C. Foi adicionado éter metil-t-butilico (350 ml) e as fases
foram separadas. A fase aquosa foi extraida com éter metil-t-butilico (350 ml).
As fases organicas foram combinadas, lavadas com acido cloridrico aquoso a 1%
(2 x 100 ml), bicarbonato de sodio aquoso saturado (1 x 150 ml), e agua 81 x 100
ml). A solugdo orgénica foi tratada com carvio descorante, filtrada, e evaporada
para dar origem a 77 g (86 %) do tosilato (107) como um Oleo.
'H RMN (200 MHz, CDCl3): 8 7,78 (d, 2H, J=8,25 Hz), 7,34 (d, 2H, J=8,25 Hz),
3,96 (m, 2H), 2,45 (s, 3H), 2,32 — 2,12 (m, 3H), 1,6 — 1,4 (m, 1H), 1,40 (s, 9H),
1,2-1,1 (m, 2H), 0,83 (m, 6H).

Passo 7

O tosilato (107) (65 g, 0,175 mol) foi dissolvido em dimetilsul-
foxido (40 ml). A solugio de dimetilsulféxido juntamente com dimetilsulfoxido
adicional (10 ml) foi em seguida adicionada a uma solug@o de azida de sodio (11
g, 0,26 mol) em dimetilsulféxido (450 g) a 63 °C. A mistura foi em seguida
agitada a 65 °C durante 6 horas. Foram adicionados 4gua (140 ml) e heptano (250
ml) 4 reacg@io e as fases foram separadas. A fase aquosa foi extraida com heptano
(250 ml) ¢ as fases orgénicas foram combinadas. O solvente foi removido sob
pressio reduzida para dar origem a42 g (95 %) da azida (108) como um oleo.

'H RMN (200 MHz, CDCly): & 3,32 (m, 2H), 2,22 (m, 2H), 2,15 (m, 1H), 1,63
(m, 1H), 1,46 (s, 9H), 1,19 (m, 2H), 0,89 (m, 6H).

Lty e Lov /w/7
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Passo 8

A azida (108) (36,3 g, 0,15 mol) foi colocada em acido formico
aquoso a 88 % (365 ml). A mistura foi agitada a 30 °C durante 4,5 horas. Foi
adicionado carvdo descorante e a mistura foi filtrada e concentrada sob pressao
reduzida para dar origem a um 6leo. Foi adicionado heptano (250 ml) ¢ a mistura
foi destilada sob vacuo para dar origem a um oleo. Agua (125 ml) e heptano (250
ml) foram adicionados e a misturados vigorosamente. As fases foram separadas e
a fase aquosa foi lavada com heptano (250 ml). As fases de heptano foram
combinadas e concentradas sob pressio reduzida para dar origem a 24,6 g (88 %)
de azida intermediéria (108a) como um 6leo.

Alternativamente, pode ser usado 4cido cloridrico aquoso em vez de acido

férmico aquoso de forma a conduzir a hidrolise.

Passo 9

A azida intermediéria (108a) (12,7 g, 68,6 mol) foi dissolvida em
éter metil-t-butilico (80 kg). A mistura foi sujeita a hidrogenagdo catalitica na
presenga palido a 5 % em carbono (2,0 kg humedecido com 50 % de agua) a 49
— 55 psi de hidrogénio até a azida intermediaria (108a) ter sido consumida. A
mistura foi filtrada e o solido foi lavado com éter metil-t-butilico (30 kg). O
solido foi dissolvido numa solugdo de isopropanol quente (75 kg) e agua (60 kg)
e a solugdo foi filtrada. A solugdo aquosa de isopropanol foi arrefecidaa -3 °C e
o produto foi filtrado e lavado com isopropanol frio (16 kg). O solido foi seco

sob presséo reduzida para dar origem a 6,4 kg (59 %) de aminoacido (109).

Esta reacgdo pode ser conduzida numa variedade de solventes.
Reacgdes bem sucedidas foram levadas a cabo em heptano, etanol/agua,
isopropanol, isopropanol/agua, metanol/agua, e tetrahidrofurano/agua bem como

éter metil-t-butilico.
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REIVINDICACOES
1. Um enantiémero S(+) de um composto com a formula geral
)
CH,CH(CH;),
X—Y—CH—=
COO—R (D)
em que:

X representa —OH, -NH,, -N3 ou p—tolueno—sulfoniloxi;
Y representa —CHp, ou X—Y—sao juntamente -COOH; e
R representa benzilo ou 1,1 dimetiletilo (quando X é N3, -OH ou p-tolueno-
sulfoniloxi ¢ Y ¢ —CH,, ou quando X-Y s@do juntamente COOH) ou
hidrogénio (quando X é -NH; e Y é CH,), ou um sal farmaceuticamente

aceitavel do composto referido.

2. Acido S—(+)-4-amino—3-(2-metilpropil)butanc')ico, ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel.

3. Acido S-(+)-3-(azidometil)—S-metil-hexanéico.

4. Ester fenilmetilico do acido S-(+)-3-(hidroximetil)-5-metil-

hexanbico de acordo com a reivindicagdo 1.

5. Ester fenilmetilico do 4cido S-(+)-5-metil-3-[[[(-4-metilfe-

nil)sulfonil]oxi]-metil]-hexanéico de acordo com a reivindicagdo 1.



6. Ester 4-(1,1-dimetiletilico) do 4cido S-(+)-2-(2-metilpropil)-

1,4-butanodidico de acordo com a reivindicagdo 1.

7 Bster 1,l-dimetiletilico do é&cido S-(+)-3-(azidometil)-3-

metil-hexanoico de acordo com a reivindicagdo 1.

8. Ester 1,1-dimetiletilico do écido S-(+)-3-(hidroximetil)-5-

metil-hexandico de acordo com a reivindicagdo 1.

0.  Dster 4-fenilmetilico do acido S-(+)-2-(2-metilpropil)-1,4-

butanodioico de acordo com a reivindicagdo 1.

10. Ester fenilmetilico do acido S-(+)-3-(azidometil)-5-metil-

hexandico de acordo com a reivindicagdo 1.

11. Ester 1,1-dimetiletilico do &cido S-(+)-5-metil-3-[[[(4-

metilfenil)sulfonil]oxi]-metil]-hexanéico de acordo com a reivindicagdo 1.

12.  EBster 1,1-dimetiletilico do éacido S-(+)-4-metil-2(2-metil-

propil)-y,Z-dioxo-S-fenil-S-oxazolidinobutanéico.

13.  Uma composi¢io farmacéutica compreendendo o 4cido S-
(+)-4-amino-3-(2-meti1propi1)butanc')ico, ou um seu sal farmaceuticamente

aceitdvel, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

14. Um processo para a preparagdo de acido S-(+)-4-amino-3-

(2-metilpropil)butanéico, que compreende a hidrélise de uma azida da férmula

At P
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CH,CH(CHs),

NsCH— =001, P

numa azida intermedidria da féormula

CH,CH(CHs),

2

e em seguida a redugdo da azida na amina correspondente.

15. Um processo de acordo com a reivindicagdo 14, em que a

azida é hidrolisada por tratamento com hidroxido de sédio.

16. Um processo de acordo com a reivindica¢do 14 ou 15,
compreendendo adicionalmente o passo de extracgio da azida intermediaria

numa base aquosa.

17. Um processo de acordo com a reivindicagdo 16,

compreendendo adicionalmente o passo de acidificag@o do extracto aquoso.

18. Acido S-(+)-4-amino-3-(2-meti1propil)butan6ico, ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel, para utilizagio em terapia.

19. Utilizagio do 4&cido S—(+)-4-amino—3—(2-metilpropil)buta-
néico, ou de um seu sal farmaceuticamente aceitavel, no fabrico de um

medicamento anti-convulsivo.



20. Utilizagdo do 4acido S-( 1)-4-amino-3-(2-metilpropil)buta-
néico, ou de um seu sal farmaceuticamente aceitivel, no fabrico de um

medicamento anti-ansiedade.

21. Utilizagdo do acido S-(+)-4-amino-3—(2-meti1propil)buta-
néico, ou de um seu sal farmaceuticamente aceitavel, no fabrico de um

medicamento anti-psicotico.

Lisboa, 27 de Dezembro de 2001
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LUIS SILVA CARVALHO
Agente Oficial da Propriedade Industrial
RUA ViCTGR CORDON, 14
1200 LISBOA
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