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UTILIZANDO TIOETERES FENOLICOS"

MEMORIA DESCRITIVA

Resumo
O presente invento & dirigido a um método para estimu-
lar a produgdo de superdxidos em mamiferos utilizando tioéteres

fendlicos que estimulam a produgido de superdxidos.

Mais concrectamente, o método consiste na administracéo

a um mamifero necessitado desse tratamento de uma quantidade de
um composto da Fdérmula I:

R'

HO §——Ak'—R )]

ou de um seu sal ou esteroisdmero ou isdmero geométrico farmaceu-

. P 1 2 . . . .
ticamente aceitdvelis; em gque R e R” gdo iguais ou diferentes e



representam independentemente terc-alquila . ou’ fenilo; Alk
representa cadeia alquileno 1linear ou ramificada com 1 a 10

dtomos de carbono; e R representa, por exemplo:

Q R3 N

____g——-w/\ mﬂ——@"“‘

em que RS & hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 &tomos de carbono,
Alk2 é uma cadeia alquileno linear ou ramificada com 1 a 4 atomos
de carbono, e R4 é hidrogénio ou alguilo com 1 a 4 atomos de

carbono.



\,

W
)
{
W
1

]

. i
o
' 'Y
v .
o RNa
| AN
g A \ " “‘
/3 1 >
hy, ! o
N TN

'

A

’).' ’/t//

7
’

FUNDAMENTOS DO INVENTO~§g?iN;s’

1. Canpo do Invento

P

O presente invento & dirigido a um método para estimu-
lar a producdo de superdxido usando tioéteres fenblicos que
estimulam a produgdo de superdxido.

2. Informacdo Fundamental e Tecnica Afim

Recentemente, os radicais de oxigénio foram responsabi-
lizados pala patogénese de muitas doencas. Esta implicagédo
reflete-se em muitas conferencias dedicadas a este tdpico, livros
sobre o assunto dos radicais livres e doenga, e na publicagdo de

dois novos jornais especializados: Free Radical Research

Communications, e Free Radical Biology and Medicine.

Sabe-se muito sobre as propriedades fisicoguimicas de
varios radicais de oxigénio, mas o conhecimento sobre a sua
importancia global em relagdo ao inicio e amplificacdo da doenca
humana & limitado. Algumas situag¢des clinicas em que se pensa gue

os radicais de oxigénio se encontram envolvidos sdo discutidas em

Cross, C. E., et al., "Oxygen Radicals and Human Disease," ANN.
INT. MED., 107:526-545 (1987) (ver Quadro 1, p. 527) e Ward, P.
A., et al., "Oxygen Radicals, Inflammation, and Tissue Injury,"

FREE RADICAL BIOLOGY & MEDICINE, 5:403-408 (1988). Entre as
condicgdes clinicas em que se pensa estarem envolvidos radicais de
oxigénio incluem-se, por exemplo, lesdo inflamatdria-imunitaria,
doengas autoimunitédrias, estados de isquémia por refluxo, pertur-
bagdes do envelhecimento, cancro, efeitos do fumo do cigarro,
enfisema, sindroma de doenga respiratdéria aguda (ARDS), ateros-
clerose, artrite reumatoide, demencia senil, cataractogénese,

retinopatia da prematuridade, e dermatite de contacto.



Os radicais de oxigénio sdo capazégffdé desencadear
efeitos prejuduciais reversiveis ou irreversiveis sobre compostos
de todas as classes bioquimicas, incluindo 4acidos nucleicos,
proteinas e amino &cidos, lipidos e 1lipoproteinas, hidratos de
carbono e macromoléculas do tecido conjuntivo. Estas espécies
podem ter um impacto sobre actividades celulares tais como a
funcdo da membrana, metabolismo, e expressio genética. Os radi-
cias de oxigénio sdo formados nos tecidos por muitos processos
(ver Cross, et al., p. 528, Quadro 2). Pensa-se que estes proces-
sos podem ser tanto enddgenos, tais como mitocondriais, microso-
mais e cadeias de transporte de electrdo cloroplasto; enzimas
oxidativos tais como xantina oxidase, indoleamina dioxigenase,
triptofan dioxigenase, galactose oxidase, ciclooxigenase, lipoxi-
genase, e monoamina oxidase; células fagocitdrias tais como
neutrdofilos, monocitos e macrofagos, eosindéfilos, e células
endoteliais; e reacgdes de antioxidagdo; e exdgenos, tais como
substancias de redox-ciclizagdo, oxidagdes de drogas, fumo de
cigarro, radiagdo de ionizag¢do, luz solar, chogue por calor e
substancias que oxidam a glutationa. Podem ser envolvidos na
acgdo de toxinas tais como paraquat (herbicida), fumo do cigarro,

e drogas antitumorais quinona.

A produgdo de espécies de oxigénio reactivo constitui
um fendmeno de importancia critica no gue se refere & defesa ben
sucedida do hospedeiro contra organismos invasores. Tanto os
neutrofilos como os macrdéfagos contam com uma série de oxidantes
para atacar constituintes bacterianos (ver V. L. Shepherd, "The
role of the respiratory burst of phagocytes in host defense,"
SEMIN. RESPIR. INFECT. (United states) Jun. 1986, 1(2) p. 99-106.

Foram descritos préviamente varios compostos de tio-
éter. Por exemplo, a Patente dos E.U.A. No. 4.663.333 apresenta

compostos da foérmula
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em que: R, e R, sdo os membros iguais ou diferentes do grupo

consistindo em halo, fenilo, fenilo substituido e um grupo

(Calans1)
(CmHim41)—~C—

(CpHapsn)

em que n, m e p sdo independentemente um nimero inteiro de 1 a 8

contanto que n+m+p seja igual a ou inferior a 10; X é& tio,

-

sulfinilo ou sulfonilo; Alk, & alquileno inferior de cadeia
linear ou ramificada com 1 a 6 &tomos de carbono, R, é alquilo

inferior, Alk2 & alquileno de cadeia linear ou ramificada com 1 a

P

4 atomos de carbono; R4 & seleccionado de entre o grupo consis-

tindo em hidrogénio, halo, hidroxi, alquilo inferior e alcoxi
inferior; e os seus sais farmacéuticamente aceitdveis. Os compos-

tos inibem a S5-lipoxigenase e s&o Uuteis no tratamento da



inflamagdo, alergia e reaccgdes de hipersensfbiiidédé e de outras

perturbagdes do sistema imunitéario.

Wagner, et al., Patente dos E.U.A. ©No. 4.029.812, e
Patentes dos E.U.A. afins Nos. 4.076.841 e 4.078.084 provenientes
de requerimentos divisiondrios do requerimento -812, todos
atribuidos a The Dow Chemical Company, apresentam acidos 2-(3,5-
-di-terc-butil-4-hidroxifenil)tiocarboxilicos, ésteres e amidas
simples que sdo hipolipidémicos e que sdo Uteis na redugdo dos
niveis de lipidos do plasma, especialmente dos niveis de coleste-

rol e de triglicéridos.

O Requerimento da Patente Europeia EP 0 190 685 apre-

senta amidas heterociclicas representadas pela fdérmula

R1.
)
i)
HO (::) Y~-A1k-CR4
Ry

em que R. e R, sdo membros iguais ou diferentes do grupo consis-
1 2

tindo em halo, fenilo, fenilo substituido e um grupo



P

(CrHZrH_)

» (CqHZt‘H'l) ——C —

CeHaesr)

em que ¢, r e t sdo independentemente um nimero inteiro de 1 a 8
contanto que g + r + t seja igual a ou inferior a 10: Y & tio,
sulfinilo ou sulfonilo; Alk & alquileno inferior de cadeia linear

ou ramificada, e R

3 & uma amina heterociclica representada pela

férmula:

' CH3T ARG,
//} A(’/4
X

Nt

em que R4 & seleccionado de entre o grupo consistindo em hidrogé-
nio, alquilo inferior, fenilo, fenilo substituido, benzilo,
benzilo substituido, carboxilo ou alquilo inferior carboxilico; X
4 O e CH2;

2 0u3; né&2o0u3 guando X & 0 ou N—R4 e né& 1l a 3 gquando X

é seleccionado de entre o grupo consistindo em N-R m é
é

CH2; p &0 az2; e os seus sais farmacéuticamente aceitdveis. Os



compostos inibem a 5-lipoxigenase e s&o dteis como agentes

anti-inflamatérios e anti-alérgicos.

O requerimento da Patente Europeia EP 0 190 682 apre-

senta aniletos representados pela fdérmula

?
HO- X-Alk~
@ 1%-CNR_ R,

em gues R1 e R2 sdo membros iguais ou diferentes do grupo consis-

tindo em halo, fenilo, fenilo substituido e um grupo

(CnHZn-l-l)

|
(Cmﬂzm-l) —'f -
(C PHZP“'I)

em que n, m e p sdo independentemente um nimero inteiro de 1 a 8
contanto que n + m + p seja igual a ou inferior a 10; X & tio,
sulfinilo ou sulfonilo; Alk & alquileno inferior de cadeia linear

é hidrogénio ou alquilo inferior; e R, & fenilo

ou ramificada; R 4

3
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ou fenilo substituido. Os compostos inibem  a -1lipoxigenase e sio
Gtels no tratamento da alergia, reacgdes de hipersensibilidade e

inflamacéo.

A Patente dos E.U.A. No. 4.857.588 apresenta mé&todos
para inibir a lipoxigenase e inclui formulag¢des farmacéuticas
compreendendo um veiculo farmacéutico e uma quantidade inibidora

da lipoxigenase eficaz de um composto da fdérmula

Ry
OH
H s-An-é—x,
R
Ry

em gue: Rl e R2 sdo membros iguais ou diferentes do grupo consis-
tindo em 1,1-dimetiletilo, halo, fenilo e fenilo substituido; Alk

P

& alquileno inferior de cadeia linear ou ramificada; R, & hidro-

génio ou alquilo inferior; R, & hidrogénio ou alquilo inferior ou

3
um grupo cicloalquilo com de 3 a 8 &atomos de carbono. Os compos-
tos apresentados inibem a 5-lipoxigenase e sdo Gteis no tratamen-

to da alergia, reaccgdes de hipersensibilidade e inflamacdo.

A Patente do Reino Unido No. 1.557.622 apresenta
compostos 3,5-di-tercidrios-butil-4-hidroxifenil piridina da

formula:



3
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R
o -y TR
mg‘ W3

ou um seu sal de adigdo de dcido farmacéuticamente aceitavel, en
que:

y & -0-, -S- ou —N(R4)- [em gque R* & um atomo de hidrogénio, um
grupo alquilo tendo 1 a 4 a&tomos de carbono (por exemplo metilo,
etilo, propilo ou butilo), um grupo aralquilo (por exemplo
benzilo, metoxibenzilo ou fenetilo)];

sendo cada um de entre R1 e R2 um atomo de hidrogénio, um grupo
hidroxilo ou um grupo alquilo tendo 1 a 4 &tomos de carbono (por
exemplo metilo, etilo, propilo ou butilo);

R> & um atomo de hidrogénio, um grupo hidroximetilo ou um grupo

da férmula:

cotsly |
O~
CF“:\:,

o

0 oul; e

0, 1, 2 ou 3.
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Compostos preferidos da fdérmula sﬁéféqueies em que Y &
-0- ou —N(R4)— (em que R* & tal como foi definido anteriormente).
E referido que estes compostos apresentam actividades antiateros-
clerdtica, antihiperlipidémica, vasodilatadora cerebral e anti-
trombdética, e que sdo dteis como drogas para o tratamento de
doencas vasculares isquémicas em mamiferos tais como aterosclero-
se, enfarto do miocardio, angina pectoris, enfarto cerebral,
hemorragia cerebral, enfarto renal, claudica¢do intermitente,

acidente vascular cerebral transitdrio ou trombose.

A Patente Alemd No. 1.936.463 apresenta fenois tendo a
férmula

. « -
fo
S’CHR1—(CH2)n'R2
b

em que

X e Y, que podem ser iguais ou diferentes, representam atomos de
hidrogénio ou de halogénio ou radicais alquilo inferior,

R, representa um dtomo de hidrogénio ou um radical alquilo
inferior,

R, representa um dos grupos,



A

Rs

~
COOH, CCORs, CON_

CN, e, no caso em que n & igual a 0 e Rl & um hidrogénio, ele
pode apenas ser C6H5 e no caso em gque n é igual a 1, ele pode
também ser OH, pelo que R, representa um radical alquilo com 1 a

5 &tomos de carbono e R, e R., que podem ser iguais ou diferen-

5!
tes, representan étomos4de hidrogénio, radicais alquilo inferior
ou médio ou, juntamente com o &tomo de azoto, representam um anel
que pode conter um outro heterodtomo, n representa 0 ou 1 assinm
como os correspondentes fenolatos. E referido que os fenois
apresentam actividade biocida mas & referido que eles sio acima
de tudo apropriados como intermedidrios para a preparagdo de

substancias biocidas, por exemplo, ésteres fosfato e carbamatos.

SUMARIO DO INVENTO

O presente invento relaciona-se com um método para
estimular a produgdo de superdxido que compreende a administracgdo
a um mamifero necessitado desse tratamento de uma quantidade de

um composto da Formula I



R!

HO §——Al'—R ()

ou de um seu sal ou estereoisdmero ou isdmero geométrico

- 13 -

farma-

Ay s ez 1 2 - . . .
céuticamente aceitavel; em que R e R s&o iguais ou diferentes e

represeﬁtam independentemente terc-alquilo ou fenilo;

representa alquileno de cadeia 1linear ou ramificada com
adtomos de carbono; e

R representa:

a) | 0

AlkT

l1a 10

em que R3 é hidrogénio ou alguilo com 1 a 4 atomos de carbono,

2

Alk® & alquileno de cadeia linear ou ramificada com 1 a 4

dtomos
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de carbono, e R & hidrogénio ou alquilo "dom 1 d 4 Atomos de
carbono;

b) |

em gque RS & hidrogénio ou alguilo com 1 a 4 dtomos de carbono e

R5 & fenilo ou fenilo substituido;

‘,' C) ———C—R6

o

6 . . < . ~
em que R° & uma amina heterociclica representada pela fdérmula



- 15 -

em que R’ & hidrogénio ou alquilo inferior e r® & hidrogénio,

algquilo inferior, fenilo, fenilo substituido, benzilo, benzilo

substituido; ou

da) OH

——-—C—.Rm

em que R? & hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 dtomos de carbono e

RV & alquilo com 1 a 10 atomos de carbono;

-

que é eficaz para estimular a produgdo de superdxido.



Os compostos da Férmula I sdo estimuladores da producéo
de superdxido em neutrdfilos e podem ser fiteis no tratamento
terapéutico ou profildtico de quadros patoldégicos em que a

produgdo de superdxido constitui um factor importante.

Embora se tenha especulado que a 5-lipoxigenase possa
estar envolvida na produgdo de superdéxido, a capacidade destes
compostos, que inibem a 5-lipoxigenase, para estimular a producdo
de superdxido em neutrdfilos indica que a produgio de superéxido
ndo & governada pela 5-lipoxigenase. Assim a actividade dos
compostos da Férmula I na estimulagdo da produgdo de superdxido

ndo se relaciona com a capacidade para inibir a 5-lipoxigenase.

O presente invento proporciona um método pelo qual a
activagdo dos neutrofilos e a producdo de anides superdxido sido
realizadas utilizando os compostos da férmula I. Consequentemente
os compostos da férmula I sdo lteis para avaliar e testar as
propriedades anti-inflamatdrias de outros agentes farmacoldgica-

mente activos.

A capacidade para produzir superdxido que pode ele
proprio ser microbicida ou que & entdo convertido em oxidantes

téxicos tais como H,0,.0H, e oxigénio singlet & importante para

2
os mecanismos destruidores fagociticos gque permitem que os
neutréfilos e os macrdéfagos matem as bacterias e os parasitas por

meio de fagocitose.

Assim, compostos da férmula I que estimulam a producdo
de suprdxido podem ser Gteis na terapdutica auxiliar das infec-
¢d0es microbianas. Os compostos podem também ser Gteis no trata-
mento de condigdes tais como o Sindroma de Chediak-Higashi em que
os macrdfagos e os polimorfos do doente apresentam uma fraca

actividade o que leva os doentes a sofrerem de infeccgdes



recorrentes envolvendo organismos com uma patogenicidade normal-

mente baixa. Os compostos da fdérmula I podem também ser Gteis na
terapéutica auxiliar de doentes cujos sistemas imunitarios foram
enfraquecidos ou comprometidos pela doenga ou por quimioterapia
ou terapéutica por radiagbes e que se apresentam mais sujeitos a
infecgdes microbianas.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

O presente invento relaciona-se também com um método
para estimular a producgdo de superdxido gque compreende a adminis-
tragdo a um mamifero necessitado desse tratamento de uma quanti-
dade de um composto da férmula

HO S (1II)

Rt?

ou de um seu sal ou estereoisdmero ou isdmero geométrico farma-
céuticamente aceitavel, em que R11 e R12 sdo ideﬁticos ou dife-
rentes e sdo hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 atomos de carbono, e
R & definido tal como foli agqui anteriormente referido, que &

eficaz para estimular a produgdo de superdxido.
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A expressido '"terc-alquilo" tal como & aqui usada enm

referéncia a Rl e R2 refere-se a porgdes alquilo de cadeia
ramificada com de cerca de 4 a 10 &atomos de carbono tendo um
dtomo de carbono tercidrio ligado ao anel fenilo substituido por
R, e R,. Exemplos desses grupos s&o terc-butilo, isto &, 1,1-di-
metilo, 1-1-dimetilpropilo, 1-metil-1-(etil)pentilo, 1,1-dietil-

propilo, l-etil-1-(propil)butilo, etc.

A expressdo "alquileno" refere-se a grupos alquileno de
cadeia linear ou ramificada tendo entre cerca de 1 e 10 atomos de
carbono incluindo, por exemplo, metileno, etileno, propileno,
1,2-dimetiletileno, pentileno, 1-metilbutileno, isopentileno,

neopentileno, etc.

A expressdo "alquilo inferior", tal como & aqui usada,
refere-se a grupos alquilo de cadeia linear ou ramificada tendo
de 1 a 6 atomos de carbono, inclusivé, isto &, metilo, etilo,
n-propilo, iso-propilo, n-butilo, sec-butilo, n-pentilo, 2-metil-

butilo, 2,2-dimetilbutilo, n-hexilo, etc.

As expressdes "fenilo substituido" e "benzilo substi-
tuido" referem-se a fenilo ou benzilo tendo um ou mais substi-
tuintes seleccionados de entre o grupo consistindo em halo,

hidroxi, alquilo inferior e alcoxi inferior.

Compostos particularmente preferidos da Fdérmula I séo

aqueles em que R1 e R, sdo ambos terc-alquilo.

2

A expressdo "sals farmacéuticamente aceit&dveis" preten-
de incluir os sais que podem ser formados com os compostos do
presente invento sem alterar de modo relevante a sua estrutura
quimica ou as suas propriedades farmacoldgicas. Esses sais

incluem catides inorgdnicos ou orgdnicos ou sais de adigdo de
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dcido, tais como sddio, potéssio, cdlcio, améﬁiQJQ“élquilaménio,
trietanolamina, lisina, sal cloridrico, bromidrico, etc. ben
conhecidos pelos especialistas nesta técnica. Os sais anteriores
sd0 preparados de um modo convencional por neutralizacdo dos

compostos da Formula I com a base ou acido desejado.

Os compostos do presente invento podem ser administra-
dos sob a forma de dosagem oral tal como comprimidos, céapsulas,
pilulas, pds, granulos, elixires, ou xaropes assim como aerosois
para inalacdo. De um modo semelhante, a administracdo pode ser
realizada por via intravascular, subcutdnea, ou intramuscular
usando formas de dosagem conhecidas pelos especialistas na
técnica farmacéutica. Em geral, a forma de administracdo preferi-
da é a oral. E utilizada no tratamento uma quantidade eficaz mas
ndo téxica. O regime de dosagem que utiliza os presentes compos-
tos & seleccionado de acordo com uma série de factores incluindo
o tipo, 1idade, peso, sexo, e situagdo médica do paciente; a
gravidade da condigdo a ser melhorada; e a via de administrac3o.
Un médico de competéncia tacnica geral pode determinar e receitar
rapidamente a quantidade eficaz da droga requerida para evitar,
tratar ou interromper a progressdo de uma determinada condicdo. A
quantidade eficaz para administracdo & habitualmente a quantidade
gque & requerida para assegurar que o0s neutrdfilos de mamiferos
envolvidos na produgdo de superdxido irdo ser expostos a uma
concentragdo de droga suficiente para estimular a producdoc de
superdxido. O regime de dosagem pode ser determinado eficazmente
para cada doente ou animal por infusdo intravenosa inicial com um
nivel de dosagem baixo, por exemplo, 0,01 ug/kg/min e em seguida
aumentando a dose até se obter o efeito desejado. Conseqguentemen-
te, podem ser determinadas doses orais que Vv&o proporcionar
niveis sanguineos equivalentes de droga. As doses dos compostos
do presente invento irdo variar geralmente entre cerca de 0,1

mg/kg/dia e cerca de 100 mg/kg/dia e de preferéncia entre cerca



de 0,5 mg/kg/dia e cerca de 50 mg/kg/dia.x=0§lcgﬁbostos podem
também ser administrados por via transdérmica ou tépica. A dose
didria pode ser administrada numa Gnica dose ou em doses dividi-

das iguais trés ou quatro vezes por dia.

Nas composigdes e métodos farmacéuticos do presente
invento, pelo menos um dos compostos activos do invento ou um seu
sal farmacéuticamente aceitavel ird ser tipicamente administrado
em mistura com diluentes, excipientes, ou veiculos farmacéuticos
apropriados (aqui referidos colectivamente como materiais "veicu-
lo") seleccionados apropriadamente de acordo com a forma de
administragdo pretendiada, ou seja, comprimidos, capsulas,
elixires, xaropes para a via oral, etc., e compativeis com as
técnicas farmacéuticas convencionais. Por exemplo, para adminis-
tragdo oral sob a forma de comprimidos ou cdpsulas, o componente
droga activa pode ser combinado com gqualquer veiculo inerte oral,
ndo toéxico, farmacéuticamente aceitavel, tal como lactose, amido,
sucrose, celulose, estearato de magnésio, fosfato dicidlcico,
sulfato de célcio, maniteol, etc.; para administracdo oral sob a
forma ligquida, o componente droga activa pode ser combinado com
qualquer veiculo inerte oral, ndo toéxico, farmacéuticamente
aceitavel, tal como etanol, etc. Além disso, quando desejado ou
necessario, podem também ser incorporados na mistura agentes de
ligagdo, lubrificantes, agentes de desintegragdo e agentes de
coloracdo apropriados. Agentes de ligagdo apropriados incluem
amido, gelatina, agucares naturais, edulcorantes do milho, gomas
naturais e sintéticas tais como acdcia, alginato de sédio,
carboximetilcelulose, polietilene glicol, e ceras. Os lubrifican-
tes para utilizacdo nestas formas de dosagem incluem &cido
bdérico, benzoato de sbédio, acetato de sd6dio, cloreto de sdédio,
etc. Os agentes de desintegrac¢do incluem, sem limitagdo, amido,

metilcelulose, agar, bentonite, goma guar, etc.
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A preparacdo dos compostos utiliéé&béﬁha pratica do
invento foi descrita em patentes publicadas e requerimentos de
patentes, por exemplo a Patente dos E.U.A. No. 4.663.333 aqui
incorporada como referéncia descreve a preparacdo de compostos da
férmula I em que R & uma aminoalguilpiridina. A Patentes dos
E.U.A. No. 4.857.588 aquli incorporada como referéncia descreve a
preparacdo de alcanois 4-hidroxifeniltio. Outros compostos
utilizados no método do presente invento s&o apresentados nos
requerimentos das Patentes Europeias EP 0.190.685 e EP 0.190.682.

AVALIACOES BIOLOGICAS

Os compostos do invento sdo avaliados no que se refere
a4 inibig&o da 5-lipoxigenase de acordo com o processo de ensaio

que se segue.

Inibigdo da 5-lipoxigenase, in vitro:

actividades anti-inflamatéria, anti-alérgica.

A fracgdo flutuante de 100.000 x g de Homogenato de

Células da Leucemia Basofilica do rato (RBL-1) serve de fonte do

enzima 5-lipoxigenase. O enzima & incubado com &cido [1—140)-ara—

quidénico e Ca++ na presenga e auséncia do composto do teste. 0
produto da  5-lipoxigenase, &cido  5-hidroxieicosatetraenoico
(5-HETE) , é separado por cromatografia de placa delgada e medido

por radioactividade. Um composto inibindo a sintese de 5~HETE em

P

30% ou mais é& considerado activo nessa concentracio. As doses de

avaliacdo inicial sdo 1 x 10—4M. Quando o composto inibe mais de

50% da sintese de 5~HETE a 10—4M, esse composto & testado com

varios niveis de dosagem a fim de determinar o valor CI (con-

50
centracdo inibidora que inibe 50%).
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Os compostos do invento sdo avaliados ho que se refere
a actividade moduladora do superdxido de acordo com o processo de

ensaio que se segue:

Producdo de superdxido a partir de neutrdfilos humanos:

A producdo de superdxido por neutrdfilos estimulados
por formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP) foi quantificada
pela redugdo do citocrdémio C (Badwey, J. A., Curnutte, J. T. and
Karnovsky, M. L., Aacidos gordos cis=-poli-insaturados induzen
niveis elevados de produgdo de superdxido pelos neutrdfilos
humanos. J. Biol. Chem. 256: 12640-12643, 1981). A 5 milhdes de
neutréfilos em 2,85 ml de tampdo fosfato de Krebs-Ringer, pH 7,2,

50 ul de inibidor (em 10% DMSO/tampdo), e 50 ul de ferricitocré-
mio C (5 mM, stock) foram adicionados e incubados durante 3
minutos a 37°C. As medigdes da absorgdo a 550 nm foram registadas
no inicio da préincubacdo. Foram adicionados cinguenta ul de FMLP
(6 uM, stock) a fim de iniciar a reacgdo. Fol atingido um planal-
to no espago de 3 minutos e esta leitura - leitura inicial (antes
da adigdo de FMLP) foi usada para calcular nanomoles de superdxi-
do produzidos tendo como base o coeficiente de extincdo molar de
2,1 x 10* cn tmoie™t.

Isolamento de neutréfilos humanos: 0s neutréfilos

humanos foram isolados a partir de sangue colhido recentemente de
dadores sauddveis. Dois ml de dextrano a 5% (P.M. 200.000-
-300.000) em solucgdo salina foram adicionados a porgdes aliquotas
de 10 ml de sangue, misturados e colocados verticalmente durante
45 minutos a 37°C. Aproximadamente 8-10 ml da suspensdo do
plasma-gldébulos brancos a partir da sedimentacdo de dextrano
foram levados a formacdo de camada sobre uma placa-Ficol de 3 ml
num tubo de 15 ml e centrifugados a 400 g durante 30 minutos. O
produto flutuante, contendo plasma e plaguetas, foli eliminado por



s

N

aspiracdo, e a pilula, contendo predominanfeh%h%éyineutréfilos,
foi suspensa de novo em 1 ml de solugdo salina. A suspensdo foi
transferida para um tubo limpo, e reunida com outras porgdes
aliquotas de sangue tratado de um modo semelhante. A suspensio
reunida fol centrifugada a 350 g durante 5 minutos e o produto
flutuante foi eliminado. A pilula fol suspensa de novo em 5 ml de
NaCl a 0,05% com uma pipeta de Pasteur de pléastico durante 25
segundos a fim de provocar a lise dos gldbulos vermelhos contami-
nantes,.adicionando-se entdo 5 ml de NaCl a 1,75% a fim de
recuperar a isotonicidade. O processo de lise dos gldbulos
vermelhos foi repetido, as células foram suspensas em tampdo
apropriado (dependendo do ensaio) e contadas.

Para comparag¢do foi usado o composto da Férmula IV, um
inibidor da 5-lipoxigenase conhecido descrito na Patente dos
E.U.A. No. 4.755.524.

B/ CH,
>\ &H,
Acido (1) [2S8"-[[3,5-bis(l,1~dimetiletil)-4-hidroxifenil]tio]~

*
-1R -metilpropoxi]acético



Os resultados no que se refere a certos compostos do

presente invento sdo indicados no Quadro I a seguir.
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Ndmero Inibigdo ' Estimulacdo de Superdxido
Exemplo 5-Lipoxigenase Induzido por FMLP
Composto CI50 (gM)
5 0,32 5uM, 50% > controloj;
10uM, 227% >
controlo
7 0,23 Estimula a
0,33 3-20 uM
8 0,16 5uM, 150% >
controlo; 10uM, 206%
> controlo
9 0,26 Estimula a
5-50uM
10 0,79 Estimula a
5=-50uM
Exemplo IV 4,9 Inibiu
produgédo
superdxido:
CI., = 1lluM

Ao contrario dos compostos do presente invento, o
composto da Férmula IV inibiu tanto a produgdo de superdxido como

a b5-lipoxigenase. Estes dados indicam que a produgcdo de



superdxido ndo depende da 5-lipoxigenase e queSQ;qapaéidade de um
composto para inibir a 5-lipoxigenase nio estd relacionada com a

sua capacidade para estimular a produgido de superdxido.

A producgdo de superdxido induzida por complemento C5a &

também estimulada por compostos do presente invento.

Os exemplos dque se seguem ndo limitativos ilustram
ainda os detalhes para a preparagdao dos compostos usados na
pratica do presente invento. Os especialistas nesta técnica
compreenderdo e apreciardo rapidamente que podem ser utilizadas
variagbes conhecidas das condigBes e processos nos métodos
preparativos que se seguem. Todas as temperaturas sio em graus
Celsius a ndo ser que indicado de um modo diferente. Os pontos de
fusdo foram determinados num aparelho de ponto de fusdo Thomas-

-Hoover e ndo sdo corrigidos.
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EXEMPIO 1

Tiocianato de 3,5-bis(1,1-dimetiletil)-4-hidroxifenilo

C(CHM

HO SCN

C(CHM

A um frasco de 5 litros de fundo redondo, com trés
gargalos, equipado com um agitador mecadnico, entrada de gas,
termémetro e saida de gis, foram adicionados 2,6-di-trec-butilfe-
nol (474 g, 2,30 mole), tiocianato de amdnio (76,12 g, 4,83 mole)
e metanol (1.200 ml). A mistura da reacgdo foi agitada e arrefe-
cida até 0°C num banho de gelo/sal. Mantendo a temperatura a de 0
a 10°C, fez-se borbulhar lentamente g&s cloro através da mistura
durante cerca de 1 hora apés o que a mistura se apresentava com
uma cor amarela heterogénea. Fez-se entdo borbulhar aménia
através da reacgdo durante cerca de 1 e 1/2 horas, mantendo a
mistura da reacgdo a uma temperatura entre 0 e 10°C. A reaccdo
foi agitada durante uma hora adicional a 0°C, vertida para 2
litros de &gua destilada fria e refrigerada durante a noite. A
fase aquosa foi decantada e o s6lido foi misturado com metanol,
precipitado pela adigdo de adgua, filtrado e seco durante 2 dias
sobre pentdxido de fésforo. O sbélido amarelo gomoso resultante
foi recristalizado a partir de pentano e seco in vacuo para
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proporcionar o produto sob a forma de um pé‘brgndb;'p.f. 61,5-
-63°C. '

Andlise calculada para C15H21NSO:
Tedricos: c, 68,40; H, 8,03; N, 5,32; S, 12,17

Encontrados: C, 68,85; H, 8,05; N, 5,29; S, 12,12
EXEMPLIO 2

2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-mercaptofenol

C(CH3)s

C(CH3)3

Tiocianato de 3,5-bis(1,1-dimetiletil)-4-hidroxifenilo
(55 g, 0,209 mole) foi dissolvido em acetona (200 ml) sob atmos-
fera de arg8do. Adicionou-se agua (7,6 g, 0,42 mole) e a reacgio
foi arrefecida até 0°C. Trietilfosfina (24,7 g, 0,209 mole) foi
adicionada gota a gota durante um periodo de 1 hora e a reaccgédo
foi entdo deixada aquecer até & temperatura ambiente com agita-
¢do. A solugdo fol concentrada, os solventes foram removidos, e o
6leo resultante foi purificado por cromatografia sobre silica. As
fraccdes contendo o tiol foram combinadas, os solventes foram

removidos para proporcionar um pd branco que foi recristalizado a



partir de metanol/&gua e seco para proporciohéf‘43j3 g do produto

desejado. RMN confirmou a identidade do produto.
EXEMPIO 3

N-metil-N-[2-(2-piridinil)etil]-2-propenamida

s

Hs

Cloreto de acriloilo (4,52 g, 0,05 mole) foi adicionado.
gota a gota a uma solugdo em agitacdo de trietilamina (30 ml) e
2-(B-metilaminoetil)piridina (6,81 g, 0,05 mole) em éter etilico
(500 ml). Apds agitacgdo durante a noite 3 temperatura ambiente, o
sdlido branco foi removido por filtracio e lavado com &ter
etilico. As fases orgdnicas foram combinadas, secas sobre sulfato
de sdédio, filtradas e em seguida concentradas até & secura para
dar origem a um 6leo cor de laranja. A estrutura foi confirmada

por RMN.



EXEMPLO 4

3-[[3,5-bis(1,1-dimetiletil)-4-hidroxi-fenil]tio]-N-metil-N-[2~(~-
-2-piridinil)etil]propanamida

Hs

CH,~C~CH,
(o] ’ N
HO S/\/U\il —~
H
CH3~C~CH, ?

H,

N-metil-N-[2-(2-piridinil)etil]-2-propenamida (0,95 g,

0,005 mole) foi dissolvida em metanol (200 ml) contendo 2,6-bis-
(1,1-dimetiletil)-4-mercaptofenol (1,19 g, 0,005 mole). Apds
adigdo de trietilamina (0.5 ml), a solucdo foi agitada & tempera-
tura ambiente durante a noite. 0 solvente foi removido por uma
corrente de azoto para dar origem a um residuo que foi purificado
por cromatografia sobre silica para dar origem ao composto do
titulo, p.f. ca. 82-84°C.

Anal. calc. para C25H36N2025(428,62):

Calculados: ¢, 70,05; H, 8,47; N, 6,54; S, 7,47.
Encontrados: ¢, 70,45; H, 8,50; N, 6,60; S, 7,55.
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EXEMPLO 5 PR

Monoclorohidreo de 3-[[3,5-bis(1l,1-dimetiletil)-4-hidroxifenil]-
tio]-N~metil-N-[2-(2-piridinil)etil]propanamida

Hy
CH,-C-CHs 0 N

HO 5/”\’ﬁ\i

N\

«HC1
CH,-C-CHs

Ha

O composto do titulo do Exemplo 4, (2,0 g) foi dissol-
vido em éter etilico (400 ml). Com agitacdo rapida, uma solucédo
saturada de cloreto de hidrogénio em alcool isopropilico foi
adicionada gota a gota até ndo ocorrer mais precipitacio. 0O
material oleoso foi agitado durante 20 horas. O éter etilico foi
decantado e o vresiduo foi cristalizado a partir de acetato de
etilo/éter etilico para dar origem ao composto do titulo (700
mg), p.f. ca. 153-156°C.

Analise calc. para C25H37NZSOC1 (465,09):

Calculados: C, 64,56; H, 8,02; N, 6,02; C1, 7,62; S, 6,89.
Encontrados: c, 64,30; H, 7,88; N, 6,00; C1, 7,79; S, 6,91.



EXEMPLO 6

N-(2,6-dimetilfenil)-2~propenamida

CH,

Uma mistura de 2,6-dimetilanilina (8,68 g, 0,0718 mole)
e trietilamina (15,3 ml) em éter etilico (250 ml) foi arrefecida
até +5°C. Uma solucdo de cloreto de acriloilo (6,47 g, 0,0716
mole) em éter etilico (25 ml) foi adicionada gota a gota com
agitacdo durante um periodo de 20 minutos. Deixou-se a solugéor
aquecer até & temperatura ambiente e agitou-se durante 72 horas.
Adicionou-se dcido cloridrico a 10 por cento (150 ml) e as
camadas foram separadas. A camada de &cido foi extraida com
acetato de etilo (150 ml), combinada, lavada com &gua (150 ml),
seca sobre sulfato de sbédio, filtrada e os solventes foram
evaporados. O sb6lido foi misturado com acetato de etilo quente e
foi recristalizado a partir de hexano para proporcionar o compos-
to do titulo, p.f. ca. 143,5-145,0°C.

Analise calc. para C11H13N0 (175,23):

Calculados: ¢, 75,40; H, 7,48; N, 7,99.
Encontrados: ¢, 75,25; H, 7,51; N, 7,79.
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EXEMPIO 7

3-[[3,5-bis(1,1-dimetiletil)~4~-hidroxifenil]jtio]-N-(2,6~-dimetil~-
fenil)propanamida

CQ ? /CH’
/ C C“g
et /\)(j)\ / \
HO S WH >
CH"C CH,
/ \Cﬂg .
CH,

2,6-bis-(1,1-Dimetiletil)-4-mercaptofenol (1,19 g,
0,005 mole), N-(2,6-dimetilfenil)-2-propenamida (0,87 g, 0,005
mole) e trietilamina (0,5 ml) em metanol (100 ml) foram agitados
a temperatura ambiente sob argdo durante 12 horas. O solvente e
trietilamina foram removidos num evaporador rotativo e o produto
foi purificado por cromatografia sobre silica. Os solventes foram
removidos e o produto foi recristalizado a partir de acetato de
etilo/hexano, filtrado e seco in vacuo para proporcionar o
composto do titulo, p.f. ca. 142,5-144°C.

Analise calc. para 025H35NSO2 (413,62):

Calculados: ¢, 72,60; H, 8,53; s, 7,75; N, 3,39.
Encontrados: ¢, 72,28; H, 8,75; 5, 7,80; N, 3,37.



EXEMPIO 8

1-[3-[[3,5-Bis(1,1-dimetiletil)4-hidroxifenilitio]-1-oxopropil]-
-4~ (fenilmetil)piperazina

cH,
CHy-C-CH,

N PV

CHs~C-CHs
cH,

2,6-Bis-(1,1~dimetiletil)-4-mercaptofenol (1,52 q,
0,0064 mole), 1-(l-oxo-2-propenil)-4-fenilmetil)piperazina (1,47
g, 0,0064 mole) e trietilamina (0,5 ml) foram dissolvidos em 150
ml de metanol e agitados & temperatura ambiente durante 12 horas.
O solvente foi removido num evaporador rotativo, e a reacgdo foi
cromatografada sobre gel de silica. O produto foi recristalizado
a partir de acetato de etilo e hexano. O sdlido branco resultante
foi filtrado e seco durante a noite numa pistola de vacuo &
temperatura ambiente, p.f. cerca de 92,5-95°C, (468,70).

Andlise calc. para C28H40N2802:

Calculados: ¢, 71,75; H, 8,60; N, 5,98; S5, 6,84.
Encontrados: c, 71,67; H, 8,69; N, 6,04; S, 6,87.
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EXEMPIO 9

2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4~[(3-hidroxi-4-metilpentil)tio]fenol

H;g
HaC“ (o)1
CHs

Ha

3-[[3,5-bis(1,1-dimetiletil)~4~hidroxifenil]tio]propa-
nol (2,0 g, preparado tal como foi descrito na Patente dos E.U.A.
No. 4.857.558) foi dissolvido em 20 ml de tetrahidrofurano seco
sob argdo e adicionado a 8,5 ml de cloreto de isopropilmagnésio 2
M em tetrahidrofurano que tinha sido préviamente adicionado sob
gas argdo a um frasco que tinha sido seco in vacuo durante a
noite. A temperatura da reaccdo foi mantida a 10-15°C com um
banho de gelo. Quando a adigdo ficou completa, a mistura da
reacgdo foli deixada aquecer até & temperatura ambiente e agitada
durante 3 horas. Adicionou-se acido cloridrico 2 N (2 ml) seguin-
do-se 50 ml de &gua e a mistura foi extraida com acetato de etilo
trés vezes. Os extractos organicos foram combinados, lavados conm
dgua duas vezes e secos sobre sulfato de s&édio. O solvente foi
removido in vacuo apds filtragdo e o produto crit foi cromatogara-

fado sobre silica para dar origem ao composto do titulo.



Andlise calc. para C,oH440,8 (338,54):
Calculados: ¢, 70,96; H, 10,12; S, 9,47.

Encontrados: ¢, 71,29; H, 10,25; 8, 9,43.
EXEMPIO 10

2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4~[(3-hidroxi-3,4-dimetilpentil)tio]fe-
nol

H3§
HsC- OH
Hs N CHs

HaG Hs
HaC-C
HsC

5 ml de brometo de isopropilmagnésio 2,0 M em tetrahi-
drofurano foram arrefecidos num banho de gelo e uma solugdo de
4-[[3,5-bis(1,1-dimetiletil)-4-hidroxifenil]tio]-2-butanona
(preparada tal como na Patente dos E.U.A. No. 4.857.558) (750 mg)
em tetrahidrofurano (25 ml) foi adicionada gota a gota sob argdo
e a mistura da reacgdo foi tratada pelo método do Exemplo 9 para
dar origem ao composto do titulo.

Andlise calc. para C 0,8 (352,52):

2183692
Calculados: Cc, 71,54; H, 10,29; S, 9,09.

Encontrados; ¢, 71,44; H, 10,11; S, 9,36.



RETVINDICACOES: Ciro

12, - Método para estimular a producdo de superdxidos,
caracterizado por compreender a administracdo a um mamifero
necessitado desse tratamento de uma quantidade de um composto da
Formula I

R\
®

§——AK'—R
HO

F‘Z

ou de um seu sal ou estereoisémero ou isdmero geométrico farma-

. PN 1 2 . . .
ceuticamente aceitaveis; em que R™ e R” sdo iguais ou diferentes

e representam independentemente terc-alquilo ou fenilo; Alkl

representa cadeia alquileno 1linear ou vramificada com 1 a 10

atomos de carbono; e R representa:

a)

ﬁ / i /N\l

——C—N___ An@—-———‘\/”

em que R & hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 atomos de carbono,

RA

P

Alk? é uma cadeia alquileno linear ou ramificada com 1 a 4 atomos
de carbono, e r? & hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 &tomos de

carbono;



b) 0 RS

— C — N

R

P

em que R® & hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 atomos de carbono e

R5 &€ fenilo ou fenilo substituido;

c) N (o}

¢ —g®

6 . . PR _
em gque R & uma amina heterociclica representada pela formula

em que R’ & hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 &tomos de carbono e
R8 & hidrogénio, alquilo inferior, fenilo, fenilo substituido,
benzilo ou benzilo substituido; ou

a) OH

R10

|
— C
l
R9

em que R & hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 &tomos de carbono e

RO & alguilo com 1 a 10 atomos de carbono;

o qual & eficaz para estimular a produgcdo de superdxidos;



sendo a gama de dosagem, por infusdo intravenosad, superior a
0,01 pg/kg/min, e, por via oral, de cerca 0,1 mg/kg/dia a cerca
de 100 mg/kg/dia.

28, - Método de acordo com a reivindicagdo 1 para
estimular a produgdo de superdéxidos, caracterizado por compreen-
der a administracdo a um mamifero necessitado desse tratamento de

uma quantidade de um composto da férmula

R2 " /R3 /N

ou de um seu sal ou estereoisdmero ou isdmero geométrico farma-

ceuticamente aceitéveis, em que R ¢ r1? ss0 idénticos ou
diferentes e s8o hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 &tomos de

carbono, e R representa:

a)

e

——C~——N

HS

em que R’ & hidrogénio ou algquilo com 1 a 4 &tomos de carbono,

P2

Alk? & cadeia de alquileno linear ou ramificada com 1 a 4 &tomos

de carbono, e r? & hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 atomos de

carbono;



EA. S N )

— C — N

em que R3 & hidrogénio ou alguilo com 1 a 4 atomos de carbono e

R5 & fenilo ou fenilo substituido;

c) o]
e "

—————C-——R6

6 . . PR "
em que R- & uma amina heterociclica representada pela férmula

em que R & hidrogénio ou alquilo inferior e R® & hidrogénio,
alquilo inferior, fenilo, fenilo substituido, benzilo ou benzilo

substituido; ou

da) oH

em gue R & hidrogénio ou alquilo com 1 a 4 a&tomos de carbono e

RlO & alquilo com 1 a 10 atomos de carbono;

que & eficaz para estimular a produgdo de superdxidos.
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32, - Método de acordo com a Reivin&icégéo 1, caracte-
rizado por o referido composto ser mono-hidrocloreto de 3-[[3,5-
-bis(1l,1-dimetiletil)-4-hidroxifenil]tio]-N-metil-N-[2-(2-piridi-

nil)etil}propanamida.
42, - Método de acordo com a Reivindicacgdo 1, caracte-
e rizado por o referido composto ser 3-[[3,5-bis(1,1-dimetiletil)-

-4-hidroxifenil]tio]-N-(2,6-dimetilfenil)propanamida.

52, - Método de acordo com a Reivindicacdo 1, caracte-

l’ rizado por o referido composto ser 1-[3-[[3,5-bis(1l,1-dimetil-
g etil)-4-hidroxifenil]tio]-1-oxopropil]-4-(fenilmetil)piperazina.
62, — Método de acordo com a Reivindicag¢do 1, caracte-

rizado por o referido composto ser 2,6-bis(1l,1-dimetiletil)-4-
-[(3-hidroxi-4-metilpentil)tio]fenol.

78. - Método de acordo com a Reivindicacdo 1, caracte-
rizado por o referido composto ser 2,6-bis(l,1l-dimetiletil)-4-
-[(3-hidroxi-3,4-dimetilpentil)tio]fenol.

«.,’ Lisboa, 7 de Agosto de 1991
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