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DESCRICAO

“Utilizacdo de compostos de lactama como substancias activas farmacéuticas”

O presente invento refere-se a utilizagdo de compostos de lactama como substancias
activas farmacéuticas, a novos compostos de lactama, assim como a processos para a sua
fabricacdo.

A formagdo excessiva de citdquinas como por exemplo, o factor de necrose tumoral
« (TNF-a), interleucina-2 (IL-2) e interferdo-y (IFN-y) desempenha um papel central na
patogénese do sindroma enxerto-versus-hospedeiro, da rejeicdo de transplantes, ¢ de doengas
provocadas pelo sistema imunitario, por exemplo Morbus Behcet, estomatite aftosa,
Ervthema nodosum leprosum, Morbus Boeck, Lupus ervthematodes cutineo e artrite
reumatoide. Estas situagdes patoldgicas podem ser tratadas através de modulacio da
libertacdo de citdquinas, por exemplo com ciclosporina A ou glucocorticéides. No entanto,
um problema na terapia com substancias imunossupressoras consiste no facto do bloqueio do
sistema imunitario dar frequentemente origem a ocorréncia de infecgdes oportunistas, por
exemplo micoses, pneumonias e doengas causadas por virus. Por isso, as substincias activas
atenuadoras de uma resposta imunitiria celular especifica, sem a suprimirem
completamente, representam um progresso para a terapia. No entanto, o tratamento com 0s
compostos disponiveis nem sempre é coroado de éxito, existindo por isso uma necessidade
de haver mais substancias de eficacia imunolégica.

Da descrigdo de patente WO-A-94200835, sujeita ao artigo 54(3) do Acordo Europeu
sobre Patentes, conhece-se a utilizagdo de talidomida e de varios compostos afins como, por
exemplo, precursores, analogos, metabolitos e produtos de hidrdlise de talidomida, para a
reducdo de angiogénese ndo desejada e para a imunossupressio. Em WO-A-9214455 ¢é
descrita a utilizagdo de talidomida e derivados de talidomida para a reducdo de
concentragdes elevadas de TNF-a. A substincia activa talidomida é utilizada com éxito
desde finais dos anos 60, no tratamento do Ervihema nodosum leprosum e é, além disso,
eficaz numa série de outras doengas, por exemplo Morbus Behcet, Lupus ervthematodes,
estomatite aftosa, e no sindroma enxerto-versus-hospedeiro (The Lancet 1988, 117; N. Engl.
J. Med. 326, 1055 (1992); Eur. J. Dermatol. 4,9 (1994)). Ao contrario de outras substincias

imunossupressoras nio se da, no tratamento com talidomida, uma restricio geral da

imunocompeténcia, ndo se verificando deste modo infecgdes com agentes patogénicos
oportunistas em consequéncia da terapia. Este diagndstico estd em correlacdo com a
observagdo de que a talidomida, ao contrario de substancias imunossupressoras tipicas, reduz

a distribuicdo sistémica das citoquinas TNF-a, IL-2 e IFN-y ndo apenas in vivo como
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também in vitro, mas sem o cortar completamente, nem mesmo numa concentragio local
elevada. Ao contrario de substincias imunossupressoras tipicas, por exemplo ciclosporina A

e dexametasona, a talidomida também nio corta a proliferacdo de células imunocompetentes.

Veriticou-se agora que determinados compostos de lactama possuem um efeito igual
ou melhor que a talidomida em modelos farmacoldgicos, sem serem no entanto teratogénicos
nestes modelos, ao contrario da talidomida.

O objecto do invento &, por isso, um composto de lactama da formula I,
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em que X significa S ou Se, e R um grupo alquilo Ci, ou o grupo benzilo, Z e Z’ sdio
diferentes e significam CH, ou CO, ou entiio Z ¢ Z’ sdo iguais significando CO, sob forma

racemica ou opticamente activa, para utilizagdo como substancia activa farmacéutica.

Os compostos de lactama da férmula I e especialmente compostos de lactama da
formula [ em que R significa um grupo alquilo C,_;, isto é um grupo metilo, etilo, propilo ou
isopropilo, possuem um vasto espectro de actividade imunomoduladora, particularmente
imunossupressora, sendo desta maneira os compostos de lactama da férmula I apropriados
preferencialmente para serem utilizados como imunomoduladores e/ou substancias
IMUNOSSupressoras.

Além disso, os compostos de lactama da férmula [ sio também apropriados,
especialmente, para reduzirem a neoangiogeénese. A neoangiogénese, isto €, a formagio
patologica de novos vasos, ¢ uma consequéncia ndo desejada de doengas provocadas
imunologicamente como, por exemplo, Morbus C rohn, e de infecgdes com o Mycobacterium

leprae (Int. J. Leprosy 9, 193 ( 1941)), mas também de doencas granulomatosas.

Para o tratamento de doencas do sistema imunitario, por exemplo da doenca enxerto-
versus-hospedeiro, da rejeicio de transplantes, da doenga de Behcet, de Lupus
ervthematodes, de doencas auto-imunitarias como consequéncia tardia de infecgdes, de

Morbus Crohn ou da doenca de Kawasaki, os compostos de lactama da férmula I podem ser
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aplicados de forma oral, intravenosa, intraperitoneal, intradérmica, intramuscular e
intranasal, assim como local, por exemplo em infec¢des na pele, nas mucosas e nos olhos. A
quantidade de substancia activa a administrar ao paciente varia em funcdo do peso do
paciente, da forma de aplicacio. da indicagdo e da gravidade da doenca. Usualmente, sdo
apiicados I a LU mg/kg de um composto de lactama da formula I

Para a aplica¢do oral sio apropriadas preparacdes sob a forma de comprimidos,
drageias, cdpsulas, granulados, gotas, sumos e xaropes, para a aplicacdo parentérica, topica e
inalativa, solucdes, suspensdes, preparacdes secas facilmente reconstituiveis, assim como
pulverizagdes. Compostos de lactama da férmula 1, dissolvidos num recipiente, ou num
emplastro, eventualmente com a adicio de agentes fomentadores da penetracio na pele, sdo
formas de preparagio percutineas apropriadas. As formas de preparagdo de aplicagio oral ou

percutanea podem libertar de forma retardada o composto de lactama da férmula L

Todas as formas de preparacio farmacéuticas supramencionadas sdo em principio
usuais e, dado que os compostos a utilizar de acordo com o invento sio quimicamente
estavels, a sua integra¢do nestas formas de preparacio nio constitui nenhum problema para o
perito na arte. Na preparacdo dos medicamentos deve proceder-se com o cuidado usual na
seleccdo dos aditivos auxiliares, por exemplo dos materiais de suporte, substincias de
enchimento, solventes, diluentes, corantes, aromatizantes correctivos, aglutinantes e agentes
desagregadores do comprimido e, particularmente na fabricacdo de formas de preparacio de
aplicacdo parentérica, deve dar-se atencdo a estabilidade e, se estiverem presentes sob a
forma liquida, a isotonia.

Um outro objecto do invento sdo os compostos de lactama até agora desconhecidos

da féormula,

em que X significa S ou Se, e R um grupo alquilo Ci ou o grupo benzilo, Z e Z’ sio
diferentes e significam CH; ou CO, ou entio Z ¢ Z’ sio iguais significando CO, com a
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condigdo de X ndo significar S no caso de Z ser CO e Z’ ser CH,, sob forma racémica ou
opticamente activa.

Os compostos da formula [ de acordo com o invento, dos quais se preferem aaueles
Loupusivs que possuam como radical R um grupo metilo, etilo, propilo ou isopropilo, tém
uma configuragdo estavel.

Um objecto do invento &, além disso, um processo para a fabricagdo de um composto
da férmula |

~ !

P2
/\H/<N)\Z'N\'I
N %’

em que X significa S ou Se, ¢ R um grupo alquilo C;, ou o grupo benzilo, Z ¢ Z’ sio
diferentes e significam CH, ou CO, ou entdo Z e 7’ sio 1guais significando CO, com a
condi¢do de X nio significar S no caso de 7 ser CO e Z’ ser CH,, sendo €SSe processo
caracterizado por se transformar um composto da formula [V

Hal
x/Hul'

em que Hal e Hal’ sdo iguais ou diferentes e significam cloro ou bromo, com um composto

da formula V
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na presenc¢a de uma base, a temperaturas entre os -20°C e os +50°C.

De preferéncia transforma-se um composto da férmula IV em aque Hal e Hal'
significam cloro, na presenca de um solvente, por exemplo dimetilformamida, e de uma
base, por exemplo trietilamina, piridina e/ou di-isopropiletilamina. Podem ser fabricados

compostos da formula IV de acordo com os processos descritos em EP 54672 e EP 354412.

Compostos da formula VI

sdo acessivels através do processo descrito em EP 54672.
Exemplos
As proporgdes indicadas para as misturas de solventes referem-se a volume.

Exemplo 1
2-(3-metil-2-oxo-piperidin-3-il)-benzo[d]iso-selenazol-3-ona

A uma solugio de 0,47 g de 3-amino-3-metil-piperidin-2-ona em 10 ml de
dimetilformamida foram adicionados seguidamente, gota a gota, a -20°C ¢ sob agitacdo, uma
solu¢do de 0,93 g de cloreto de acido o-cloro-selenobenzoico em 5 mi de dimetilformamida,
e 1 ml de trietilamina. A mistura foi agitada durante 22 horas a esta temperatura e, a seguir,
adicionaram-se gota a gota 5 ml de agua. Os cristais precipitados foram isolados através de
succdo e recristalizados a partir de 20 ml de etanol/acetato de etilo (3/5). Nesta operagio
obtiveram-se 0,49 g (43,4%) de 2-(3-metil-2-oxo-piperidin-3-il)-benzo[d]iso-selenazol-3-
ona, sob a forma de cristais brancos que se fundiam a uma temperatura entre os 263°C e os
270°C.

'H-RMN (DMSO-d): 1,72 (s, 3H, CH:); 1,70-1,90 (m, 3H, CH,, CH); 2,44-2,55
(m, 1H, CH); 3,17-3,34 (m, 1H, CHy); 7,38-8.04 (m, SH., CH,,, NH) ppm.
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Exemplo 2

;-13-metil-Z-oxo-piperidin-3-il)-benzo[d]isotiazol-3~ona

O composto de lactama foi produzido através de transformagdo de 3-amino-3-metil-
piperidin-Z-ona com cloreto de acido o-cloro-mercaptobenzoéico, sob as condi¢des indicadas
no exemplo 10 de EP 54672.

Testes farmacoldeicos

Eficacia de compostos de acordo com o invento num modelo animal

Para a caracterizagio in vivo dos efeitos imunofarmacolégicos dos compostos de
lactama da formula I, foi escolhido um modelo animal em que sdo estimulados linfécitos T.
A relevancia do modelo de teste imunofarmacolégico cuja célula-alvo é, entre outras, a
celula T, resulta da importancia central que a c€lula T tem em vérias doengas imunolégicas.
Destas fazem parte: a doenca enxerto-versus-hospedeiro (GvHD), a rejeicdo de transplantes
(hospedeiro-versus-enxerto), doencas auto-imunitarias como consequéncia tardia de
infecgdes (por exemplo febre reumatica, artrite reumatoide), a doenca de Behcet (ulceragdes

mucocutaneas) e a doenca de Kawasaki (vasculites multisistémicas).

A estimulagdo de células T foi obtida atraves de aplicagdo i.v. de Enterotoxina B de
estafilococos (SEB; 200 Lg) em ratinhos Balb/c previamente tratados com galactosamina. A
SEB faz parte do grupo dos superantigénios que, em combinagdo com o complexo MHC-IT
(Major Histocompatibiliry Complex, classe [I) de uma célula apresentadora de antigénio,
provocam uma activa¢do do receptor de células T (TZR). Como parametro para a activagio
de celulas T, foram determinadas as concentra¢des no soro da citoquina IL-2. A IL-2 &
formada por células Tui. A IL-2 foi determinada no soro através de um teste ELISA
comercial que detecta especificamente I[.-2 murina. A injeccio de SEB provocou uma

. subida, em funcio do tempo, dos niveis de [L-2 no Soro, com um nitido maximo 2 horas
apds a aplicagdo da SEB. O facto da [L-2 medida no soro ser proveniente de células T,
conseguiu ser verificado através do facto de que, ao contrario dos ratinhos Balb/c, ratinhos
SCID com deficiéncia de células T nio formaram nenhum IL-2 apos injec¢do da mesma
quantidade de SEB.

Os compostos a utilizar de acordo com o invento foram dissolvidos numa solugdo
aquosa 1% de carboximetilcelulose (CMC 1%) e aplicados de forma intraperitoneal (i.p.) em
dosagens de 10 mg/kg e num volume de | ml/kg, 30 minutos antes da injecgdo de SEB. Os
animais do grupo de controlo receberam na mesma altura 1 ml/kg de solucio de veiculo

_
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(CMC 1%), por aplicagdo i.p. As concentracdes de IL-2 no soro foram determinadad 2 Horas
apos a aplicagdo da SEB (ou seja, 2,5 horas apés a aplicagdo da substancia). Na Tabela |
estdo indicados os efeitos maximos de inibigdo em % dos niveis de IL-2 no SOro nos grupos

tratados com um composto de lactama, em comparacao ao grupo de controlo. As
peivciiiageus sd0 medias com desvio padrio. das respectivas médias de n = 6-8 ensaios
individuais. Através de uma recta de regressao foram calculadas as dosagens que conduziam
a uma reducio de 40% das concentragoes de IL-2 no soro (valores ED40).

Tabela 1

Efeito de compostos de lactama da formula [ na libertacio de IL-2 in Vivo

Composto de lactama Inibigdo maxima da subida de ED40
produzido segundo o Exemplo IL-2 no soro, em % [mg/kgi. p.]

(dosagem entre parénteses)

1 43 £5 (10 mgkg) aprox. 20
2 5223(10 mg/kg) <10
Talidomida (comparacio) 56 £ 10 ( 400 mgkg) 171

Testes comparativos mostraram que, ao contrario dos glucocorticéides, os compostos
de lactama a utilizar de acordo com o invento inibiram a actividade das células T mesmo no
caso de serem administrados 30 minutos antes da estimulacio das células T através de SEB.
Para que houvesse um efeito inibidor dos glucocorticoides, foi necessario, pelo contrario,

que estas substancias fossem aplicadas 18 horas antes da estimulacio das células T.

Eficdcia de compostos de acordo em células humanas in Vitro

A libertagio de citoquinas pode ser estudada i vitro em células mononucleares
humanas do sangue periférico, portanto células T, células B e mondcitos apos estimulagio
‘com lipopolissacarido (LPS) ou a toxina-1 do sindroma de choque toxico (TSST-1). OLPS ¢
um componente da parede celular bacteriana e estimula monocitos e macréfagos. No
TSST-1 trata-se de um superantigenio bacteriano que activa nio apenas células T como
também monécitos/macrofagos. Os superantigénios ligam-se 4 cadeia VB do receptor de
célula T e a0 MHC classe II, simulando assim o reconhecimento por um receptor de célula T
especifico, de um antigénio apresentado pelo MHC classe II. A activacdo das células através

de LPS ou TSST-1 provoca a libertacdo de TNF-a, IFN-v e de outras citoquinas.

Do sangue heparinizado de, pelo menos, trés dadores voluntarios foram obtidos
células mononucleares. Para este efeito dividiram-se, em cada caso, 20 ml de sangue

I ——
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segundo métodos usuais, através de um gradiente Ficoll-Paque, as células foram colhidas e

trés vezes lavadas com um meio de cultura celular. Este meio de cultura celular consistia em
RPMI 1640 Medium, com suplemento de glutamina 2mM (Life Technologies, Eggenstein,
Alemanha), 10% de soro fetal de vitela (Life Technologies), 50 ug/mi de estrentomicina
(Sigma, Deisenhofen, Alemanha), 50 IU/ml de penicilina (Sigma) e 100 uM de
b-mercaptoetanol. (Merck, Darmstadt, Alemanha). As células mononucleares foram
colocadas em 15 ml de meio de cultura celular e divididas em preparacdes de | ml, em
placas de incubaciio estéreis de 24 pocos (Sigma). As preparacoes de 1 ml foi adicionado,
em cada caso, | pul de dimetilsulfoxido (DMSO) ou | ul de uma solugdo de DMSO contendo
5% em peso de um composto a utilizar de acordo com o invento. Apés uma incubagdo de
uma hora em estufa de CO, (5% de CO,, humidade atmosférica de 90%), foram adicionados
as preparagdes contendo um composto a utilizar de acordo com o invento, em cada caso, 2,5
ug de LPS (de £. coli 0127: BS, Sigma) ou 0,1 ug de TSST-1 (Sigma). A incubacdo das
culturas foi continuada durante 20 horas. A concentracio de TNF-o e IFN-y nos
sobrenadantes das culturas celulares foi determinada com testes ELISA comerciais
(Boehringer-Mannheim, Alemanha; Endogen. Boston, Estados Unidos).

Na Tabela 2 ¢ apresentada a influéncia de compostos de lactama a utilizar de acordo
com o invento, assim como de talidomida, na libertacio de TNF- induzida por LPS. Os
compostos de lactama de acordo com o invento inibiram a libertagdo de TNF-o. mais
fortemente do que a talidomida.

Tabela 2

Inibigdo da libertagio de TNF-a por compostos de lactama da férmula I

Composto de lactama produzido . Inibicio da libertacao de TNF-at em %,

segundo o exemplo a uma concentracdo de 50 ug/ml

1 | 931
2 93+9
Talidomida (comparagio) 7

w
S
I+

Os resultados dos ensaios in vivo e in vitro mostram que os compostos a utilizar de
acordo com o invento sdo capazes de inibir a activacio de células imunocompetentes. Como
medida para a activagdo das células serviu a libertagdo das citéquinas IL-2, TNF-c e IFN-y.
O efeito atenuador dos compostos a utilizar de acordo com o invento, na distribuicio destas
citéquinas especificas da activagdo, é um indicio de que estes compostos sdo apropriados

para a terapia de doengas implicadas com uma actividade excessiva de células

_—
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imunocompetentes. Os compostos podem ser utilizados, nestes Casos, ndo apenas
profilacticamente como também para a cura.

Lisboa,

f. 450, 2001

Por GRUNENTHAL GmbH
- O AGENTE OFI .

995%3———»

E;»g.?/..\NToNlo JOAO

DA CUNHA FERREIRA
Ag. Of. Fr. Ind.

Rua das Flores, 74-4.°
v 1200-195 LISBOA
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REIVINDICACOES
1. Composto de lactama da formula I
Q z'
R |
/ -— N Ny
[ » :

em que X significa S ou Se, e R um grupo alquilo Cy, ou o grupo benzilo, Z e Z’ sdo
diferentes e significam CH, ou CO, ou entdo Z e Z’ sio iguais significando CO, sob forma

racémica ou opticamente activa, para utiliza¢do como substincia activa farmacéutica.

2. Composto de lactama de acordo com a reivindicagdo 1, em que R significa um
grupo alquilo C.;, para utilizagdo de acordo com a reivindicacio 1.

3. Composto de lactama de acordo com a reivindicacdo | e/ou a reivindicagdo 2, para
utilizagdo como imunomodulador e/ou substancia imunossupressora.

4. Composto de lactama de acordo com a reivindicacio 1 e/ou a reivindicagdo 2, para
a redugdo de neoangiogénese nio desejada.

5. Compostos de lactama da formula L

em que X significa S ou Se, ¢ R um grupo alquilo C;., ou o grupo benzilo, Z e Z’ sio
diferentes e significam CH, ou CO, ou entio Z e Z’ sio iguais significando CO, com a

condicdo de X nio significar S no caso de Zser CO e Z’ ser CH,, sob forma racémica ou
opticamente activa.
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6. Compostos de lactama de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizados por R ser
um grupo alquilo C, ;.

7. Processo para a fabricacio de um composto de lactama da férmula [ de acordn

Coitt a te1vindicagao 3, caracterizado por se transformar um composto da formula [V

o)
|

N Hal
\ ~ X/Hdl'

em que Hal e Hal’ s3o iguais ou diferentes e significam cloro ou bromo, com um composto
da férmula V

ha presenca de uma base, a temperaturas entre os -20°C e 0s +50°C.

Lisboa, Ic. £60. 2001 ,

Por GRUNENTHAL GmbH
- O AGENTE OFICIAL -

— "




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

