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RESUMO

O aumento dos niveis de nucleotideos ciclicos (GMPc e AMPc) nos enterdcitos,
desencadeia mecanismos intracelulares de secrecao de ions e liquidos para o
limen intestinal, caracterizando a diarreia secretéria. Neste trabalho, doze novas
moléculas derivadas de piridopirimidinas foram sintetizadas e avaliadas quanto
seu efeito sob 0 acumulo induzido de nucleotideos ciclicos intracelular. Nossos
resultados demonstram que todos os compostos ndo exercem efeito sob os
niveis basais (auséncia de estimulo ex6geno) de nucleotideos ciclicos e também
em anéis adrticos pré-contraidos de coelhos. Tanto a atividade metabdlica e
viabilidade nas células, avaliadas pelos testes MTT e LDH, respectivamente, nao
foram afetadas pela incubagao com os compostos (50 pM). O melhor composto
em atividade, composto VI, quase aboliu 0 acimulo de GMPc (94% de inibicao)
induzido pela toxina STa em células T84 e reduziu significativamente (69%) o
acumulo de AMPc induzido por Forscolina em células Jurkat. O composto VI foi
avaliado em um modelo in vivo de diarreia em coelhos, onde demonstrou eficacia
em inibir o acumulo de liquidos induzido pela STa e redugdo nos danos e
alteracbes morfolégicas teciduais promovidas pela exposicdo a esta
enterotoxina. O teste de estabilidade in vitro revelou que o composto VI é

resistente a oxidacao promovida pelo oxigénio atmosférico.

Palavras-chave: Piridopirimidinas, diarreia, nucleotideos ciclicos.



ABSTRACT

The increased levels of cyclic nucleotides (cGMP and cAMP) in enterocytes
trigger intracellular mechanisms of ion and fluid secretion into the lumen causing
secretory diarrhea. Twelve novel pyridopyrimidines derived from 5-(3,5-
bistrifluoromethylphenyl)-1,3-dimethyl-5,11-dihydro-1H-

indeno[2,1:5,6]pyrido[2,3-d]pyrimidine-2,4,6-trione (FPIPP) were synthesized
and evaluated on intracellular cyclic nucleotide accumulation. All compounds had
no effect on either cyclic nucleotide basal levels or on pre-contracted aortic rings.
The metabolic activity and viability in T84 cells, assessed by MTT and LDH
assays respectively were not affected by incubation with the compounds (50 pM).
Compound VI almost abolished cGMP accumulation (94% inhibition) induced by
STa toxin in T84 cells and significantly decreased (69%) forskolin-induced cAMP
accumulation in Jurkat cells. Compound VI was found to be active in an in vivo
model for diarrhea in rabbits. In vitro stability test revealed that compound VI is
resistant to oxidation promoted by atmospheric oxygen.

Keywords: Pyridopyrimidines, Diarrhea, Cyclic Nucleotides.
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1. INTRODUCAO

Considerada uma das principais causas de mortalidade infantil nos
paises em desenvolvimento, a diarreia € um grave problema de saude publica
promovendo milhares de mortes anualmente (Guerrant et al., 2002; Kosek et al.,
2003; Morris et al., 2003; Collaborators, 2017). A etiologia da diarreia infecciosa
é diversificada, sendo causada por bactérias, virus e parasitas, entretanto, 60%
das mortes associadas a diarreia sao atribuidas a cepas de bactérias
enterotoxigénicas, dentre elas a Escherichia coli (Qadri et al., 2005).

Estas cepas sdo capazes de sintetizar inUmeras toxinas, como por
exemplo, a enterotoxina “A” termoestavel (STa) produzida pela Escherichia coli
(ETEC), que se liga ao receptor de membrana das células do epitélio intestinal,
Guanilato Ciclase tipo C (GC-C), induzindo a sintese de 3’-5’ monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc) a partir da guanosina trifosfato (GTP) (Field et al., 1978;
Hughes et al., 1978; Vaandrager, 2002; Croxen e Finlay, 2010).

A GC-C é uma proteina transmembrana com um dominio receptor
extracelular e um dominio catalitico intracelular (Schulz et al., 1990) e através
desta proteina, ligantes endégenos como guanilina e uroguanilina, regulam a
secrecao de sais e fluidos pelo intestino (Forte, 2004). A elevagcao nos niveis de
GMPc induzida pela interagdo da STa com a GC-C, induz a ativacao de um canal
de cloreto, o regulador de condutancia transmembranar de fibrose cistica
(CFTR), via fosforilagéo pela proteina quinase G tipo Il (PKGII). A ativacao do
CFTR aumenta o efluxo de cloreto para o limen intestinal, acompanhado de
acumulo de agua e ions sodio, desencadeando a diarreia secretéria
(Vaandrager, 2002).

Independente da etiologia, o sintoma comum da diarreia, ou seja, a
perda de fluidos, pode ser corrigida com terapia de reidratacao oral na maioria
dos casos. Esta abordagem ndo farmacoldgica consiste na reposicdo de
eletrélitos (sddio, potassio) e glucose, favorecendo a absorcdo de agua (De
Hostos et al., 2011; Sigman e Luchette, 2012). E importante ressaltar que a
terapia de reidratacdo oral continua sendo a abordagem nao farmacoldgica
recomendada pela Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) e pelo Fundo de
Criancas das Nacodes Unidas desde a década de 70 (Victora et al., 2000).
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Ja o tratamento farmacolégico dos quadros de diarreia secretéria
consiste principalmente na administragdo de antimicrobianos ou agentes
redutores do peristaltismo. No primeiro caso, a administragéo de antimicrobianos
em associa¢ao com a reidratacdo oral pode ser uma abordagem interessante em
alguns casos especificos oriundos de agentes etiol6gicos bacterianos (como na
diarreia induzida pelo V. cholerae). No caso da colera, o volume fecal pode
chegar a 250 mL/Kg/dia e o tratamento com antimicrobianos pode reduzir entre
50-66% do volume fecal, além de encurtar a duragao do quadro diarreico em até
50% (Karchmer et al., 1970; Sigman e Luchette, 2012). Porém, em geral o
tratamento indiscriminado dos quadros diarreicos com antimicrobianos
apresenta consequéncias desfavoraveis ao usuario, como aumento na selegcao
de microrganismos resistentes (De Hostos et al., 2011).

Agentes redutores do peristaltismo, especialmente agentes opidides,
nao sao aconselhados em casos de diarreia secretoria infecciosa uma vez que
favorecem o acumulo intestinal do patégeno, o que pode levar ao agravamento
do quadro e gerar complicacdes importantes (De Hostos et al., 2011). Nao ha
duvidas de que o tratamento ndo farmacolégico através de reidratacdo oral
apresenta boa eficacia e baixo custo, entretanto, ndo se pode deixar de
reconhecer que a diarreia secretdria continua matando milhées de individuos a
cada ano. Além disso, a adocédo desta abordagem ndo farmacoldégica como
padrao ouro no tratamento dos quadros diarreicos tem diminuido nos ultimos
anos em varios paises em desenvolvimento (Ram et al., 2008), possivelmente
pelo fato de que a reidratacao oral em geral ndo promove um alivio rapido nos
sintomas clinicos associados a diarreia secretoria (de fato, na fase aguda da
doenca ocorre um aumento nas evacuacgdes liquidas a medida que o individuo
se reidrata), o que pode induzir uma descontinuagdo prematura do tratamento
por parte do paciente (De Hostos et al., 2011).

Diferente dos principais agentes antidiarreicos disponiveis, que se
baseiam na diminuicdo da motilidade intestinal e eliminagdo do agente
infeccioso, nossa proposta visa o desenvolvimento de uma nova geragcao de
compostos, a partir de relatos da literatura (Kots et al., 2008; Tanifum et al., 2009;
Toropov et al., 2013), que atuem promovendo a reducao no volume de agua
perdida no processo secretério estimulado pelos agentes etioldgicos causadores
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do quadro. Isto nado acarretaria, necessariamente, em uma reducdo da
eliminagédo do agente infeccioso.

Diante desta realidade, este estudo teve como objetivo primario o
desenvolvimento de uma nova classe de medicamentos que module a cascata
bioquimica responséavel pelo processo fisiolégico da diarreia e desta forma
pudesse ser utilizada ndo apenas em quadros diarreicos de etiologia infecciosa,
mas também em pacientes com doencgas inflamatorias intestinais (Doenga de
Crohn e a retocolite ulcerativa), onde a diarreia € um dos principais sintomas de
carater crbnico e autoimune (Randall et al., 2012), bem como em pacientes com
HIV que encontram no tratamento com antirretroviral a diarreia crénica como um
dos principais efeitos colaterais (Chordia e Macarthur, 2013), além de outros

casos onde a diarreia esteja associada.

2. OBJETIVOS

a) Delinear e sintetizar novas moléculas derivadas de piridopirimidinas
inibidoras do acumulo de nucleotideos ciclicos;

b) Avaliar o efeito destes compostos sob o acumulo de GMPc e AMPc
em modelo celular;

c) Avaliar a eficacia antidiarreica in vivo dos compostos selecionados.

3. METODOLOGIA

3.1. SINTESE DOS COMPOSTOS DERIVADOS DE PIRIDOPIRIMIDINAS

Os compostos I-XIl foram sintetizados de acordo com a rota sintética
descrita na Figura 1, com posicdes variaveis em R1, R2 e X correspondendo as
estruturas finais descritas na Figura 14. O procedimento de sintese foi baseado
na sintese da dihidropiridina de Hantzsch (Hantzsch, 1881; Agarwal e Chauhan,
2004; Tanifum et al., 2009).

Em resumo, a reacdo das aminas primarias (c), sintetizadas quando nao
disponiveis comercialmente com aldeidos (b), sintetizadas quando nao
disponiveis comercialmente e 1,3-indandiona (a) em acido acético possibilitou a

formagao dos compostos I-XII.
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Figura 1a. Procedimento geral para a sintese dos compostos [|-XII: (i)
CH3COOH, submetido a refluxo sob N2 durante 8 horas.

w
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Figura 1b: Rota de sintese dos intermediarios 3b e 3c.

3.1.1 Sintese do composto |

Sintese de 5-(trifluormetil)tiofeno-3-carbaldeido

O composto foi obtido de acordo com procedimentos previamente
descritos na literatura (Binder et al., 1985). Em resumo, 20 mL de uma solucéo
DIBAL 20% em n-hexano foi adicionado em gotas durante 30 minutos em
temperatura abaixo de -45° C sob atmosfera de N2 em uma solugéao de 3.1 g
(17.5 mmol) de 5-(trifluormetil)tiofeno-3-carbonitrila em 32.0 mL de éter anidro.
A mistura foi entdo agitada por 45 minutos a -30° C e sucessivamente uma
solucao de H2SO4 5% (3.0 mL) foi adicionada trés vezes e a fase aquosa extraida
com éter dietilico. A fase organica combinada foi seca sobre MgSOa. O solvente
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foi evaporado para obtencdo do composto desejado como um Oleo sem
necessidade de purificagéo.

Sintese de 5-(4-trifluormetiltiofeno)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-
[2',1":5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona

Em um frasco de fundo redondo contendo 15 mL de acido acético foram
adicionados 6-amino-1,3-dimetiluracil (0.5 g, 3.22 mmol), 1,3-indandiona (0.56 g,
3.87 mmol) e 5-(trifluormetil)tiofeno-3-carbaldeido (0.697 g, 3.87 mmol). A
mistura foi aquecida em refluxo sob atmosfera de nitrogénio por 8 horas e na
sequéncia refrigerada a 0° C. O precipitado resultante foi filirado e lavado com
agua fria para obtengédo do produto bruto. Purificagcdo em coluna de silica gel
(CH2Cl2/CH30H, 9.5/0.5, v/v) deu origem ao composto | (Figura 2).

o CHO |
HoN N o)
AN | \f CH5COOH
+ + N S—
S ~
s 0 FRC oy 0o

Figura 2. Sintese do composto 5-(4-trifluormetiltiofeno)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-
1H-indeno-[2',1":5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona.

3.1.2 Sintese do composto Il
Sintese de 6-amino-1,3-dimetil-2-tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona

O composto foi obtido seguindo procedimentos previamente descritos na
literatura (Hu et al., 2012). Em soluc¢ao sob agitacao constante de 1,3-dimetiluréia
(1.83 g, 17.6 mmol) em acido acético anidro (30 mL) foi adicionado &acido
cianoacético (1.5 g, 17.6 mmol), sendo a mistura resultante agitada “overnight”
a70°C.

A mistura foi entdo concentrada e o residuo oleoso resultante foi diluido
em H20 (40 mL) e tratado com NaOH 5N (15 mL). Na sequéncia o precipitado
formado foi coletado por filtracdo, lavado em agua fria e purificado por
recristalizacdo de MeOH/H20 para dar origem a 2.65 g de 6-amino-1,3-dimetil-
2-tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona.
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Sintese de 5-(4-trifluormetiltiofeno)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-
[2',1":5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2-tiox0-4,6-diona

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos
descritos para o composto |, pela reacéo de 1,3-indandiona (170 mg, 1.16 mmol),
5-(trifluormetil)tiofeno-3-carbalbeido (209 mg, 1.16 mmol) e 6-amino-1,3-dimetil-
2-tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona (166 mg, 0.97 mmol) (Figura 3).

o CHO |
H,N N S
N | Y CH,COOH
+ \ + N —
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Figura 3. Sintese do composto 5-(4-trifluormetiltiofeno)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-
1H-indeno-[2',1":5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona.

3.1.3 Sintese do composto lll

O composto foi obtido de acordo com o0s mesmos procedimentos
descritos para o composto |, pela reacéo de 1,3-indandiona (1.11 g, 7.61 mmol),
3-fluor-5-trifluormetilbenzaldeido (1.46 g, mmol 7.61) e 6-amino-1,3-dimetil-2-
tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona (1.08 g, 6.34 mmol) (Figura 4).
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Figura 4. Sintese do composto 5-(3-fluor-5-trifluormetolfenil)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1h-indeno-[2',1":5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona.
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3.1.4. Sintese do composto IV

Sintese de 6-amino-1-etil-3-metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona

O composto foi obtido seguindo procedimentos previamente descritos na
literatura e oportunamente modificados (Hu et al., 2012). Em uma solugéo sob
constante agitacao de 1-etil-3-metiluréia (1.36 g, 13.3 mmol) em acido acético
anidro (30 mL) foi adicionado acido cianoacético (1.13 g, 13.3 mmol), sendo a
mistura resultante agitada “overnight” a 70°C. A mistura foi concentrada e o
residuo oleoso resultante diluido com H20 (40 mL) e tratado com NaOH 5N (15
mL). O precipitado formado foi entao coletado por filtragcao, lavado com 4gua fria
e purificado por recristalizagdo de MeOH/H20 para formar 1.91 g de 6-amino-1-
etil-3-metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona.

Sintese de 5-(3-fluor-5-trifluormetilfenil)-1-etil-3-metil-5,11-dihidro-1H-
indeno-[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona

O composto foi obtido de acordo com 0s mesmos procedimentos
descritos para o composto I, pela reacao de 1,3-indandiona (970 mg, 6.64 mmol),
3-fluor-5-trifluormetilbenzaldeido (1.27 g, 6.64 mmol) e 6-amino-1-etil-3-
metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona (936 mg, 5.53 mmol) (Figura 5).
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Figura 5. Sintese do composto 5-(3-fluor-5-trifluormetilfenil)-1-etil-3-metil-5,11-
dihidro-1H-indeno-[2',1":5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona.
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3.1.5. Sintese do composto V

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos
descritos para o composto I, pela reacao de 1,3-indandione (503 mg, 3.44 mmol),
3,5-bistrifluormetilbenzaldeido (833 mg, 3.44 mmol) e 6-amino-1,3-dimetil-2-
tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona (490 mg, 2.87 mmol) (Figura 6).
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Figura 6. Sintese do composto 5-(3,5-bistrifluormetilfenil)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1h-indeno-[2',1":5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona.

3.1.6. Sintese do composto VI

O composto foi obtido de acordo com 0s mesmos procedimentos
descritos para o composto |, pela reacéo de 1,3-indandiona (708 mg, 4.85 mmol),
3,5-bistrifluormetilbenzaldeido  (1.17g, 4.85 mmol) e 6-amino-1-etil-3-
metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona (683 mg, 4.04 mmol) (Figura 7).
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H,N N 0
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Figura 7. Sintese do composto 5-(3,5-bistrifluormetilfenil)-1-etil-3-metil-5,11-
dihidro-1h-indeno-[2',1":5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona.
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3.1.7. Sintese do composto VI

Sintese de 2,3-(metilenodioxi)benzaldeido

O composto foi sintetizado de acordo com procedimentos previamente
descritos(Morin Deveau e Macdonald, 2004) Em um baldo equipado com
condensador de refluxo foi adicionado 2,3-dihidroxibenzaldeido (1 g; 7.24 mmol),
DMF (seco, 30 mL) e carbonato de césio (1.5 eq). Apds homogeneizacao, foi
adicionado dibromometano (1.5 eq) através de seringa. A mistura foi aquecida a
110° C por 2 horas e posteriormente resfriada em temperatura ambiente. Apds
filtracao o filtro foi lavado com acetato de etila.

O filtrado organico resultante foi concentrado, diluido com agua e
extraido trés vezes com acetato de etila. As fases organicas combinadas foram
lavadas com agua, secas sobre MgSQO4 e concentradas para formagao de um
6leo bruto.

A purificacdo deste dleo bruto foi realizada por cromatografia e
destilagdo de “kugelrohr”, dando origem ao aldeido desejado (cristal incolor e
translicido).

Sintese de 5-(benzo[d][1,3]dioxol-4-il)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-
[2',1":5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona

O composto foi obtido de acordo com 0s mesmos procedimentos
descritos para o composto I, pela reacao de 1,3-indandiona (1.61 g, 11.06 mmol),
2,3-(metilenodioxi)benzaldeido (1.66g, 11.06 mmol) e 6-amino-1,3-dimetiluracil
(1.43 g, 9.22 mmol) (Figura 8).
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Figura 8. Sintese do composto 5-(benzo[d][1,3]dioxol-4-il)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1H-indeno-[2',1":5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona.

Vil
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3.1.8. Sintese do composto VIii

O composto foi obtido de acordo com 0s mesmos procedimentos
descritos para o composto |, pela reacéo de 1,3-indandiona (535 mg, 3.66 mmol),
2,3-(metilenodioxi) benzaldeido (549 mg, 3.66 mmol) e 6-amino-1,3-dimetil-2-
tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona (521 mg, 3.05 mmol) (Figura 9).
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Figura 9. Sintese do composto 5-(benzo[d][1,3]dioxol-4-il)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1h-indeno-[2',1":5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona.

Vil

3.1.9. Sintese do composto IX

Sintese de 3,4-(metilenodioxi)benzaldeido

O composto foi sintetizado de acordo com procedimentos previamente
descritos (Poli e Giambastiani, 2002). Para uma solugéo de alcool piperonil (10
g, 65.72 mmol) em CH2Cl2 (250 mL), foi adicionado MnO2 (49.3 g, 567.2 mmol).
A suspensao resultante foi agitada em temperatura ambiente por 24 horas, entao
3filtrada em bloco de celite e lavada com CH2Clz. O solvente foi removido a vacuo
e o sélido resultante (cristal s6lido amarelado) foi utilizado para purificagao.

Sintese de 5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-
[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos
descritos para o composto I, pela rea¢do de 1,3-indandiona (203 mg, 1.39 mmol),
3,4-(metilenodioxi)benzaldeido (209 mg, 1.39 mmol) e 6-amino-1,3-dimetiluracil
(180 mg, 1.16 mmol) (Figura 10).
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o CHO

Figura 10. Sintese do composto 5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1H-indeno-[2',1":5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona.

3.1.10. Sintese do composto X

Sintese de 2,1,3-benzotiadiazol-4-carboxaldeido

O composto foi sintetizado de acordo com procedimentos previamente
descritos (Vanelle et al., 1997). Sal de litio de 2-nitropropano (2.48 g, 279 mmol)
foi adicionado para uma solugédo de 4-bromometil-2,1,3-benzotiadiazol (5.82 g,
25.4 mmol) em metanol (60 mL). Apds agitacdo em temperatura ambiente por
24 horas, o metanol foi destilado em um evaporador rotatério sob pressao
reduzida. O residuo foi dissolvido em diclorometano e o solvente lavado com
agua, seco sobre sulfato de magnésio anidro e evaporado a vacuo. Apds
purificagao por recristalizagao de ciclohexano foi obtido o 2,1,3-benzotiadiazol-

4-carboxaldeido (amarelo sélido).

Sintese de 5-(2,1,3-benzotiadiazol-4-il)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-
[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona

O composto foi obtido de acordo com os procedimentos previamente
descritos para o composto I, pela rea¢do de 1,3-indandiona (420 mg, 2.87 mmol),
2,1,3-benzotiadiazol-4-carboxaldeido (471 mg, 2.87 mmol) e 6-amino-1,3-

dimetiluracil (359 mg, 2.39 mmol) (Figura 11).
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Figura 11. 5-(2,1,3-benzotiadiazol-4-il)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-
[2',1":5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona.

3.1.11. Sintese do composto XI

Sintese de 2,1,3-benzotiadiazol-5-carboxaldeido
O composto foi sintetizado de acordo com procedimentos previamente
descritos (Carroll et al., 2004). 5-Hidroxi-metilbenzo-2,1,3-tiadiazol (2.6 g, 16
mmol) e MnO2 (5.6 g, 64 mmol) em CHCIs (150 mL) foram agitados em
temperatura ambiente “overnight”. A mistura foi filtrada e o filtrado evaporado.
O residuo bruto foi purificado por cromatografia em silica gel para
formacao de 1.9 g de 2,1,3-benzotiadiazol-5-carboxaldeido.

Sintese de 5-(2,1,3-benzotiadiazol-5-il)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-
[2',1":5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona

O composto foi obtido de acordo com 0s mesmos procedimentos
descritos para o composto |, pela reacéo de 1,3-indandiona (468 mg, 3.20 mmol),
2,1,3- benzotiadiazol-5-carboxaldeido (525 mg, 3.2 mmol) e 6-amino-1,3-

dimetiluracil (415 mg, 2.67 mmol) (Figura 12).
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Figura 12. Sintese do composto 5-(2,1,3-benzotiadiazol-5-il)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1H-indeno-[2',1":5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona.
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3.1.12. Sintese do composto XIi

O composto foi obtido através dos mesmos procedimentos descritos
para o composto I, pela reagcdo de 1,3-indandiona (456 mg, 3.12 mmol), 2,1,3-
benzotiadiazol-5-carboxaldeido (512 mg, 3.12 mmol) e 6-amino-1,3-dimetil-2-
tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona (445 mg, 2.60 mmol) (Figura 13).
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Figura 13. Sintese do composto 5-(2,1,3-benzotiadiazol-5-il)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1h-indeno-[2',1":5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona.

3.2. PROTOCOLO PADRAO DE CULTURA CELULAR

Células da linhagem de carcinoma colorretal humano, ou T84, foram
adquiridas diretamente da American Type Culture Collection (n. CCL248) e
cultivadas em meio de cultura Dulbecco F-12 Ham (Sigma-Aldrich, D8900)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco, # 12657029) e penicilina-
estreptomicina (Gibco, n. 15140122) em uma atmosfera umidificada de 5% de
CO2a 37°C.

As células da linhagem Jurkat E6-01 foram adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro (n. 0125) e foram cultivadas em meio RPMI 1640
(Gibco, n. 61870-036) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco,
n.12657029) e penicilina-estreptomicina (Gibco, n. 15140122) numa atmosfera
umidificada de 5% de COz a 37° C.
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3.3. ENSAIO DE ACUMULO DE GMPc INTRACELULAR

As células T84 cresceram até confluéncia de 85-95% em placas de 12
pocos (Santa Cruz Biotechnology, n. sc-204444) e foram lavadas trés vezes com
DPBS (pH 7.4). As células foram tratadas com veiculo (DPBS com DMSO
[Sigma-Aldrich, n. D2650], 0.1%, 0.5 mL por po¢o) ou compostos (50 uM) em
DPBS durante 10 minutos. Em seguida, o acumulo de GMPc foi estimulado com
enterotoxina de E. Coli (STa, 1 uM [Bachem, n. 404429]) durante 10 minutos.

O meio liquido foi aspirado e 0 GMPc foi extraido com adi¢édo de 0.1 M
de HCI (0.3 mL por poco) e mensurado por ELISA (protocolo de acetilagao,
Cayman Chemical, n. 581021).

3.4. ENSAIO DE ACUMULO DE AMPc INTRACELULAR

As células da linhagem Jurkat E6-01 foram cultivadas numa
concentracdo de 5 milhdes de células/mL em frasco de cultura de 75 cm? (Santa
Cruz Biotechnology, n. sc-200263). Na sequéncia, foram centrifugadas a 3000 x
g durante 5 minutos e lavadas trés vezes com DPBS (pH 7.4). Posteriormente,
as células (0.1 mL) foram tratadas com veiculo (DPBS com DMSO 0,1% [Sigma-
Aldrich, n. D2650], 0.9 mL por frasco) ou compostos (50 yM) em DPBS durante
10 minutos. Em seguida, o acumulo de AMPc foi estimulado com Forscolina (100
uM) (Sigma-Aldrich, n. F6886) durante 10 minutos. O AMPc intracelular foi
extraido com HCI 0.2 M (0.1 mL por frasco) e agitagdo suave num agitador orbital
durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Por fim, as células foram centrifugadas a 3000 x g durante 5 minutos e
0 sobrenadante congelado a -20° C, sendo o AMPc mensurado por ELISA

(protocolo de acetilagdo, Cayman Chemical, n. 581001).

3.5. ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLICA CELULAR POR [3-(4,5-
DIMETILTIAZOL-2-1L)2,5-DIFENIL BROMETO DE TETRAZOLIUM (MTT)

Usando placas de 96 pocos, as células T84 foram cultivadas por 48h de

acordo com o descrito acima. O meio foi aspirado e substituido por meio de
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cultura padréo livre de proteina (100 pl/pogo). Os compostos (50 uM) e o veiculo
(DPBS com DMSO 0.1% [Sigma-Aldrich, n. D2650]) foram incubados durante 1
hora.

Apés a incubacao, o meio foi aspirado e substituido por solugdo de MTT
(Sigma-Aldrich, n. M2128) (concentragéao final de 0.45 mg/mL). As placas foram
incubadas durante 2 a 4 horas a 37° C e 0 meio aspirado e substituido por 100
Ml de solucdo de solubilizagdo (isopropanol acidificado), misturado por 15

minutos com posterior leitura de absorvéncia a 570 nm.

3.6. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR LIBERACAO DE LACTATO
DESIDROGENASE (LDH)

A citotoxicidade foi avaliada utilizando o Kit de Ensaio LHD
CaymanChem (n. 601170). Em resumo, as células T84 foram cultivadas numa
placa de 96 pocos a densidade 6tima previamente determinada em 200 pl de
meio de cultura. Triton X-100 (10%; 20 ul) foi adicionado aos pogos contendo
células para obter a libertagdo maxima de LDH. O tampéao de ensaio (20 pl) foi
adicionado para obter liberagéo espontanea e o LDH (20 pl) foi adicionado aos
respectivos pogos como controle positivo.

Os compostos (50 uM) ou o seu veiculo foram adicionados (20 ul) e a
placa foi incubada numa incubadora de 5% de CO2 a 37° C. Em seguida, as
placas foram centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos e 100 ul de sobrenadante
foram transferidos para uma nova placa de ensaio de 96 pocos, onde foi
adicionado 100 pl de solugao de reacao a cada pogo. As placas foram incubadas
com agitacdo suave num agitador orbital durante 30 minutos a temperatura

ambiente e a absorbéancia lida a 490 nm.

3.7. ENSAIO SOBRE ATIVIDADE DE PDE5A1

A investigagao foi realizada utilizando kit de fluorescéncia polarizada, de
acordo com as instrucbes do fabricante que constam na bula do kit
BPSBioscience (#60351). Em resumo, apds o preparo de cada reagente, foi feita

a incubacdo do composto VI juntamente com a enzima e seu respectivo
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substrato, em solucao de reacdo. Apds 2 horas de incubacgéao, foi adicionado o
agente de ligacao e incubado por mais 30 min. Ao término, o ensaio foi
quantificado através de leitor de fluorescéncia polarizada em excitagao entre
475-495 nm e emissao entre 518-538 nm.

3.8. EFEITO VASCULAR EM AORTA DE COELHOS

Os coelhos machos (3 Kg) foram anestesiados com quetamina (50
mg/kg) e isoflurano (2%), com posterior exanguinagdo. A aorta toracica foi
isolada e colocada em solucéo de Krebs (pH 7.4). A composicao da solugao de
Krebs foi: NaCl (139.9 mM), KCI (2.7 mM), CaClz (1.8 mM); MgSOa4 (0.6 mM);
NaHCOs (25 mM), KH2PO4 (0.5 mM) e Glucose (11.5 mM). O tecido foi dissecado
e cortado em anéis adrticos (3 mm) e cada anel foi tensionado para 20 mN
durante 45 minutos para estabilizagao.

Apés o periodo de estabilizacdo, a auséncia de endotélio foi avaliada na
presenca de acetilcolina (1 yM) em anéis pré-contraidos com fenilefrina (1 uM).
Ap6s lavagem, os anéis foram pré-contraidos com uma solucdo de
hiperpolarizacao de KCI (60 mM) e os efeitos dos compostos sobre o tecido

foram avaliados.

3.9. AVALIAGCAO DA EFICACIA IN VIVO EM MODELO ANIMAL

3.9.1. Procedimento para clampeamento e tratamento do ileo

Os coelhos machos da variedade Nova Zelandia, com idade entre 8-12
meses e 3-4 Kg foram individualmente pesados e acomodados em 2 animais por
gaiola, com jejum prévio de alimento 12 horas antes do procedimento e agua ad
libitum. Posteriormente, foram anestesiados com quetamina (60-80 mg/kg) e
xilazina (5-10 mg/kg), administradas por via intramuscular e uma incisdo
abdominal para expor o intestino delgado foi realizada.

O ileo foi lavado com auxilio de agulha com 10 mL de solucao fisiologica
(pH 7.4) e com auxilio de fio cirurgico, o ileo foi clampeado em forma de al¢as
de 4 cm, intervalados por 1 cm entre si, com amarrag¢ao dupla (sem interromper

o fluxo sanguineo).
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Cada alca controle foi injetada intraluminal com uma solucéo de 0.5 mL
de solucao fisioldgica com 20 ug/mL de toxina STa de E. coli. Apds 10 minutos,
estas algas foram injetadas com 0.5 mL de solugéo fisioldgica.

Cada alga teste dos compostos foi injetada intraluminal com uma solugéo
de 0.5 mL de solugéo fisiolégica com 20 pug/mL de toxina STa de E. coli. Apos
10 minutos, estas alcas foram injetadas com 0.5 mL de cada composto (1
mg/Kg). Por fim, o ileo foi realocado na cavidade abdominal e esta suturada e
fechada. Os coelhos foram mantidos sob anestesia geral até eutanasia 5 horas

depois.

3.9.2. Procedimento para quantificacao do volume de liquido intraluminal

Apés 5h de incubacao, os segmentos ileais ligados foram removidos. O
comprimento de cada segmento ileal foi medido. O liquido intraluminar foi
extraido de cada alga e quantificado, sendo corrigido por calculo da relagao entre
volume x area foi (mililitros por centimetro por alca). O conteudo liquido de cada
alca foi analisado microscopicamente e qualitativamente (cor, opacidade,

aspecto mucoide, seroso, hemorragico, purulento).

3.9.3. Preparacao do tecido para analise histopatologica

Com a remocgao do conteudo luminar das al¢as de cada ileo, o tecido foi
coletado em cassetes de histologia e mergulhado em solucéo de formalina 10%
por 24 horas. Na sequéncia, os cassetes foram enxaguados sob agua da torneira
durante 10 min, depois colocados em etanol a 70% até o processamento.

As amostras foram incorporadas em blocos de parafina e cortadas em
seccgdes de 3 a 5 ym para cada regido. Cada secao foi montada sob laminas e
corada pela técnica de Hematoxilina e Eosina. Os achados histopatologicos
foram categorizados numa escala de pontos definidas de acordo com Bang &
Lichtenberger (2016).

3.10. AVALIACAO DA ESTABILIDADE QUIMICA DO COMPOSTO VI

Para avaliar a estabilidade quimica do composto VI, o procedimento foi

executado da seguinte forma:
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(a) Composto VI em estado sélido

Duas amostras do mesmo lote do composto VI foram preparadas: (I)
Amostra A, 10 mg, armazenada a 4° C sob atmosfera de nitrogénio; (II) Amostra
B, 10 mg, temperatura ambiente, frasco aberto. Apds 4 semanas, as amostras A
e B foram comparadas por inspecéao visual, RP-HPLC (Cromatografia liquida de

Fase Reversa) e ESI-MS (Espectrometria de Massa lonizagao de Eletrospray).

(b) Composto VI em solucdo metandlica

Duas amostras do mesmo lote do composto VI foram preparadas: (I)
Amostra C, 1 mg, diluida em 1 mL de MeOH, armazenada a 4° C sob atmosfera
de nitrogénio; (Il) Amostra D, 1 mg, diluida em 1 mL de MeOH, temperatura
ambiente, frasco aberto. Apds 4 semanas, as amostras A e B foram comparadas
por inspecao visual, RP-HPLC (Cromatografia Liquida de Fase Reversa) e LC-
HRMS (Cromatografia Liquida de Alta Resolugédo/Espectrometria de Massa).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese dos derivados de piridopirimidina

Os compostos |-XII foram preparados seguindo a rota de sintese
representados na Figura 4. O procedimento sintético baseou-se na técnica de
ciclizagao dihidropiridina de Hantzsch (Hantzsch, 1881; Agarwal e Chauhan,
2004; Tanifum et al., 2009). Em particular, a reacao de 1,3-indandiona (1) com
os aldeidos (2a-g) e as aminas primarias oportunas (3a-c) em acido acético
proporcionou os compostos (I-XIl) desejados.

Os aldeidos 2a-2c estdo comercialmente disponiveis, enquanto que os
aldeidos 2d-2g foram sintetizados segundo literatura (Vanelle et al., 1997; Poli e
Giambastiani, 2002; Carroll et al., 2004; Morin Deveau e Macdonald, 2004). O
intermediario 3a também esta comercialmente disponivel, enquanto que os
intermediarios 3b e 3¢ foram preparados de acordo com o descrito na Figura 18,
com modificacdes, conforme descrito anteriormente (Hu et al., 2012). A estrutura
molecular de cada composto é apresentada na Figura 14.
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(XI) (XI1)

Figura 14. Estrutura molecular dos compostos derivados de piridopirimidinas,
inibidores da sintese de nucleotideos ciclicos derivados de piridopirimidinas.

4.2. Avaliacao dos derivados de piridopirimidina como inibidores do
acumulo de GMPc e AMPc

A atividade do composto foi determinada medindo a concentracao
intracelular de AMPc ou GMPc antes e depois da estimulagdo com STa ou
Forscolina, respectivamente (Figura 15). Os niveis basais de AMPc em células
Jurkat foram 16 £ 1 e 140 + 8 pmol/10 min/mg apds estimulacao por Forscolina.

Ademais, nenhum dos compostos modificaram os niveis basais de AMPc nestas
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células, enquanto que todos os compostos inibiram significativamente, em maior
ou menor nivel, 0 acumulo induzido por Forscolina.

Na auséncia da toxina STa, os niveis de GMPc em células T84 foram 7
+ 1 pmol/10 min/mg e na presencga 471 £ 11 pmol/10 min/mg. Nenhum composto
alterou os niveis basais de GMPc, enquanto que a excecao do composto VII,
todos os demais inibiram o acumulo induzido de GMP. Uma curva concentracao
resposta foi realizada para os compostos mais ativos (1, Il, IV, VI e XI) como pode

ser observado na Figura 16.
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Figura 15. Efeito dos compostos sob o acimulo de AMPc e GMPc intracelular.
Células foram pré-tratadas com os compostos (50 uM) ou veiculo (DPBS com
0.1% de DMSO) por 10 minutos e estimuladas com Forscolina (100 uM) ou STa
(1 uM). n= 3-5. ANOVA complementada pelo teste de Tukey. * p<0.05
comparado ao grupo Forscolina ou STa; # p<0.05 comparado ao grupo Basal.
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Figura 16. Curva concentracao resposta sob o acumulo de GMPc intracelular
em células T84. Células foram pré-tratadas com os compostos ou veiculo
(DPBS com 0.1% de DMSOQO) por 10 minutos e entao estimuladas com a toxina
STa (1 uM) por 10 minutos. Resultados s&o médias + EPM de 3 experimentos
independentes realizados em duplicata.
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Tabela l. Estrutura quimica dos derivados de piridopirimidinas (I-XIl) e seus
efeitos sobre o acumulo de GMPc induzido por STa em células T84 e de
AMPc induzido por Forscolina em células Jurkat.

GMPc AMPc GMPc AMPc
Estrutura (%) (%) Estrutura (%) (%)

| Vil
(69+£3)  (84+3) (17+7)  (37%4)

Il Vil
(82£3) (49+4)  (4516)

]| IX
(51+3) (88+3) (2519)  (3516)

v X
(78+4)  (86+3) (3348)  (45%4)

Vv Xl
(51+4) (86£3) (7144) (4£2)

Vi Xi
(9412) (69+2) (65+4)  (80%2)

As células T84 e/ou Jurkat foram pré-tratadas durante 10 minutos com
compostos a 50 uM ou veiculo (DPBS com 0.1% de DMSO) e depois tratados
com a toxina STa (1 uyM) ou Forscolina (100 pM) por 10 minutos. Os dados
sdao médias + EPM de 3-5 experimentos independentes testados em
duplicata.
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Os resultados sobre o acumulo induzido de nucleotideos ciclicos
permitiram algumas consideracdes preliminares de relagao estrutura-atividade.

Um substituinte eletronegativo na posigédo meta do anel fenil (carbono 5)
é essencial para a atividade inibitéria dos compostos. Quando esta caracteristica
nao estava presente, observou-se uma diminuicdo severa na atividade
(compostos VII-X), tanto para GMPc quanto para inibicado de AMPc. Além disso,
a presenga de grupos aromaticos biciclicos na posicao 5 (compostos VII-XII)
promoveu perda de atividade quando comparada ao composto percursor
(BPIPP). A substituigao do grupo metil com um grupo etil com maior impedido
estérico na posicdo N1 aumentou a atividade (compostos IV e VI).

Finalmente, a substituicdo isostérica de um oxigénio por um atomo de
enxofre na posicao 2 provou ndo estar diretamente ligada a atividade inibitéria.
De fato, quando esta modificagdo quimica foi incluida, gerou compostos com
uma atividade sobreposta (compostos | e IlI), ou com melhor efeito inibitério para
o composto que contém o atomo de enxofre (VIII> VII) ou compostos com efeito
diminuido (ou seja, Xll< Xl). As consideragbes acima relatadas concordaram
com as ja publicadas na literatura sobre derivativos analdgicos (Tanifum et al.,
2009).

Com base nos resultados obtidos, um mecanismo farmacolégico de agao
dos compostos sintetizados foi postulado preliminarmente. E sabido que quando
a STa ou mediadores enddgenos (guanilina e uroguanilina) interagem com o
receptor GC-C induzindo uma alteragdo conformacional na porgao extracelular
do complexo GC-C, dois dominios cataliticos intracelulares dimerizam e formam
duas fissuras cataliticas ativas.

Este mecanismo de ativacdo no intestino resulta em estimulacdo da
secrecdo de ClI e HCOs (pela abertura dos canais apicais de Cl, CFTR) e
inibicdo da absorcao de Na*? (bloqueando o permutador Na*/H*) (Vaandrager,
2002). E possivel que a diminuicdo da sintese de GMPc observada possa estar
relacionada a qualquer dos seguintes eventos: (i) dessensibilizacdo/modificacéo
alostérica do receptor GC-C ou (ii) modulacao da atividade de PDES5, (iii) outros
mecanismos.

A exposigdo prolongada das células T84 a STa induz mecanismos
intracelulares que promovem a dessensibilizagdo do receptor GC-C, resultando
em um bloqueio significativo na sintese GMPc (Bakre e Visweswariah, 1997).



36

Varios compostos foram descritos como inibidores da atividade GC-C,
mesmo quando expostos por periodos mais curtos, semelhantes e inferiores aos
empregados em nossos protocolos (Dreyfus et al., 1984; Gazzano et al., 1991;
Katwa et al., 1992; Vaandrager et al., 1993; Parkinson e Waldman, 1996). Assim,
seria possivel que os compostos aqui descritos pudessem estimular esses
mecanismos responsaveis pela dessensibilizacdo do receptor, especialmente
por ter havido um alto estimulo pela toxina STa.

Além disso, sabe-se que quando o STa ativa a GC-C, o substrato (GMP)
liga-se primeiro ao sitio regulador do receptor e, enquanto esta ligacao é
necessaria para a subsequente ligacao do substrato ao local catalitico, ndo afeta
a afinidade do site catalitico (Katwa et al., 1992). Por isso, a ligacao destes
compostos ao sitio regulador da GC-C, de forma semelhante ao que pode ser
observado para outros compostos (Dreyfus et al., 1984; Parkinson e Waldman,
1996; Parkinson et al., 1997) poderia inibir a sua atividade.

Ademais, a enzima fosfodiesterase 5 (PDE5) que € altamente expressa
em células T84 (Bakre et al., 2000) é caracterizada por uma especificidade
relativa para hidrélise de GMPc em baixos niveis de substrato e pela presenca
de locais de alta afinidade para GMPc (Bender e Beavo, 2006). Esses locais de
ligacdo sdo agora conhecidos como dominios GAF regulatorios N-terminais da
enzima. A ligacdo de GMPc ao dominio GAF-A PDES estimula a atividade
enzimatica 9 a 11 vezes e o bloqueio dessa ligacao inibe a atividade de PDE5
(Bender e Beavo, 2006).

Além disso, quando os niveis de GMPc sdo elevados (como apos o
estimulo por STa) e 0 GAF-A ja esta ocupado pelo GMPc, a PKA também pode
fosforilar este site (Bender e Beavo, 2006), estabilizando o aumento da atividade
catalitica ao aumentar a afinidade da ligagdo GMPc ao dominio GAF (Corbin et
al., 2000).

No entanto, quando incubamos nossos compostos em células T84,
previamente tratadas com 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), um inibidor de PDE
nao especifico, e avaliamos o efeito em enzima (PDES5) isolada, os compostos
ainda foram capazes de bloquear, em menor extensdo, o acimulo de GMPc
(Figura 24), de forma semelhante aos resultados descritos para BPIPP (Kots et
al., 2008).
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4.3. Avaliacao da atividade metabdlica (MTT) e citotoxicidade (LDH)

Todos os compostos avaliados neste estudo mostraram algum efeito
sobre sintese estimulada de GMPc e AMPc. Portanto, para investigar a
possibilidade de nossos resultados serem derivados apenas da atividade
intrinseca de cada composto, e ndo por um efeito toxico nas células, como
alteracées metabdlicas ou perda de viabilidade, o MTT e o ensaio LDH (lactato
desidrogenase) foram utilizados, respectivamente.

O ensaio MTT requer células que possam ativamente metabolizar o
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) num precipitado
de formazan insoluvel (Ehrich e Sharova, 2001). Para investigar mudancgas na
atividade metabdlica, os compostos foram incubados durante 1 hora em meio de
cultura padrao livre de proteina. Os resultados ndo demonstram alteracdes no
metabolismo celular (atividade mitocondrial), sugerindo a auséncia de
interferéncia na atividade metabdlica das células T84 e excluindo a possibilidade
de interferéncia metabdlica nas células durante o ensaio de estimulacdo com
STa (Tabela 2).

Tabela Il. Efeito dos compostos na atividade metabdlica celular (MTT) e
citotoxicidade (LDH).

MTT LDH
Tratamento % Tratamento %
Veiculo (DPBS) 1005 Veiculo (DPBS) 1.7 £1
Triton-X100 (1%) 101 LDH (controle) 36+0.5
STa (1 uM) 93z+2 STa (1 uM) 1+£0.5
Composto | 86 +2 Composto | 1.7 £0.1
Composto 85+4 Composto Il 1.6+£0.5
Composto I 107 £ 2 Composto llI 1+0.4
Composto IV 99 +2 Composto IV 26+0.5
Composto V 104 £ 3 Composto V 1.5+£0.6
Composto VI 112+2 Composto VI 28+04
Composto VI 7912 Composto VI 1.4+0.2
Composto VIII 802 Composto VIII 2+0.2
Composto IX 76 £1 Composto IX 1.4+05
Composto X 78 +4 Composto X 1+£05
Composto XI 78+ 6 Composto Xl 42+13
Composto Xl 76 £2 Composto Xl 2.7+0.6

Resultados sdao médias + EPM de 3 experimentos independentes realizados em duplicata.
ANOVA complementada pelo teste de Tukey. * p<0.05 comparado ao grupo Veiculo.
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Um dos principais processos envolvidos na morte celular e que sao
facilmente mensurados, consiste na liberacdo de enzimas intracelulares que
ocorre geralmente apdés danos a membrana celular, portanto, quanto maior a
taxa de liberacao de enzima, maior a extensdo da morte/dano celular ocorrida
nesse periodo (Racher et al., 1990). Com relagéo a citotoxicidade induzida pelos
compostos, nossos resultados mostraram que nenhum dos compostos foi capaz
de induzir toxicidade celular no protocolo utilizado, de forma semelhante aos
resultados j4 demonstrados com a molécula precursora (Kots et al., 2008).

4.4. Avaliacdo do efeito vascular em aorta de coelhos

Estudos funcionais em aorta isolada de coelho foram realizados para
avaliar o relaxamento do musculo liso induzido pelos compostos I-XII. Embora
todos os compostos sintetizados neste estudo tenham sido capazes de bloquear
o acumulo de GMPc e AMPc quando estimulados por toxinas ou agentes
farmacolégicos, nenhum deles induziu alteragées nos niveis basais desses
nucleotideos ciclicos. Esta auséncia de efeito sobre os niveis basais é
extremamente importante, considerando que pequenas mudancgas nos niveis de
AMPc ou GMPc podem promover efeitos fisiologicos significativos devido a
importancia desta via de sinalizagdo intracelular, especialmente no sistema
cardiovascular (Polson e Strada, 1996; Maurice et al., 2003).

Além disso, devemos considerar aqui a semelhanca estrutural parcial de
nossos compostos com bloqueadores de calcio tipo diidropiridina, como a
amlodipina, amplamente utilizada na clinica como ferramenta para controlar a
pressao arterial. Estes compostos derivados de diidropiridina agem inibindo o
influxo de célcio através de canais "lentos" nas células do musculo liso periférico
vascular e coronario, produzindo vasodilatacdo acentuada em leitos vasculares
periféricos e coronarios (Murdoch e Heel, 1991). Assim, consideramos
importante avaliar o efeito dos compostos aqui apresentados no tecido vascular.

Quando incubada sem células T84, amlodipina, nifedipina e nimodipina
nao induziram alteragdes no acumulo de GMPc induzido por STa (319 + 11, 328
+ 29 e 273 £ 11 pmol/10 min/mg, respectivamente, em comparagdo com STa
348 + 20 pmol/10 min/mg) (Figura 18).
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Figura 17. Ensaio enzimatico para PDE5A1. Os resultados séo apresentados
como média + EPM. n= 3. One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey;
* p<0.05 em comparagao com o grupo atividade total.
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Figura 18. Avaliacdo da resposta celular (células T84) a inibidores de canais
de calcio da classe dihidropiridina. Os resultados sdo apresentados como
média + EPM. n= 3. One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey; * p<0.05
em comparagdo com o grupo STa. # p<0.05 em comparacdo com 0 grupo
basal.
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Para este propésito, os compostos foram avaliados em um modelo de
tensdo adrtica, demonstrando que nenhum destes foi capaz de induzir alteracdes
nos ténus vasculares da aorta de coelhos, em contraste com o relaxamento
vascular maximo induzido pela amlodipina (Figura 19).

Curiosamente, apenas FPIPP (50 uM) promoveu um efeito do tipo dual,
aumentando o ténus vascular em 20% antes induzir um relaxamento vascular
maximo semelhante a amlodipina (10 uM). Essas observacdes sao criticamente
importantes, uma vez que, embora haja semelhanca estrutural entre nossos
compostos e bloqueadores de célcio do tipo diidropiridina, seu efeito no musculo
liso vascular ndo tem relevéancia fisiolégica.

Além disso, a inibicdo do acumulo de nucleotideos ciclicos por estes
compostos parece nao desempenhar nenhum papel no ténus vascular, o que
favorece a auséncia de possiveis efeitos cardiovasculares adversos se

administrados de forma sistémica.
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Figura 19. Efeito dos compostos I-Xll em anéis de aorta de coelho pré-
contraidos. Os anéis aorticos de coelho foram pré-contraidos com KCI (60 mM)
e tratados com 50 uM dos compostos, FPIPP ou Amlodipina (10 uM) durante
40 minutos. Os resultados sdo apresentados como média + EPM. n = 3-5. One-
Way ANOVA seguido do teste de Tukey; * p<0.05 em comparagéao com o grupo
Amlodipina.
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4.5. Avaliacdo da eficacia in vivo em modelo animal

A fim de investigar a eficacia do composto VI na redugdo da diarreia
induzida por toxina bacteriana (dependente da ativacdo das vias GMPc e/ou
AMPc) in vivo, bem como a possibilidade de modulagéo do processo inflamatério
e lesdes celulares induzidas por esta toxina, utilizamos a técnica anteriormente
descrita por Alcantara et al. (2005).

Os dados apresentados na Figura 20 mostram que tanto o composto VI
quanto o FPIPP sao eficazes na reducdao do acumulo de fluidos no lumen
intestinal quando estimulado pela toxina STa. Estatisticamente, assim como
previamente observado in vitro, ambos os compostos nao diferem entre si em

termos de efetividade.
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Figura 20. Acumulo de liguido apés injecao intraluminal do composto VI e/ou
FPIPP (1 mg/alga) em alcas de ileo de coelhos tratados com toxina STa (20
pug/mL). * p<0.05 (SHAM vs. STa; SHAM vs. FPIPP); #p<0,05 (STa vs.
composto VI; STa vs. FPIPP). One-way ANOVA, complementado pelo teste
de Tukey.

No entanto, os achados histopatolégicos (Figura 21) apontam para uma
diferenga biologica relevante entre os dois compostos. De acordo com esses
resultados, o tratamento com o composto VI reduz drasticamente as alteragdes

microscépicas no tecido intestinal, preservando sua arquitetura.
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Ja o tecido de animais tratados com STa e FPIPP, no entanto,
demonstraram um padrdo microscopico muito semelhante ao tecido tratado
apenas com a toxina STa, com uma perda intensa de arquitetura de tecido com
caracteristicas de necrose moderada e/ou agregados inflamatérios acentuados.

De forma mais detalhada, o estudo histopatolégico do tecido intestinal
dos coelhos tratados permitiu a observacdo das modificacdes teciduais
elencadas na sequéncia, classificadas de acordo com o escore antiinflamatério

descrito por Bang e Lichtenberger (2016).

(a) Animais nao tratados (SHAM)

A avaliacao histopatoldgica revelou arquitetura de tecidual preservada,
destacando-se leve edema da mucosa e deposicao de material secretor
superficial. Na submucosa e na camada muscular foram observados focos
discretos de congestionamento vascular e edema das fibras de colageno. Em
resumo foram observados padrbes de intestino preservado sem alteracoes
patolégicas significativas, com pontuacao inflamatéria de grau 0 (tecido

preservado ausente da celularidade inflamatéria e necrose).

(b) Animais tratados com a toxina STa e pds-tratados com veiculo

A avaliacao histopatolédgica revelou uma discreta deposicao de material
serocelular, com hiperplasia epitelial moderada das vilosidades, dilatacédo difusa
da mucosa. No meio da camada epitelial foi observado um infiltrado inflamatério
linfoplasmacitico multifocal misturados aos tragos supurativos e exsudativos no
meio da transicdo da mucosa. Na regido submucosa, edema moderado do
tecido, com espagamento das fibras de colageno e dilatagao linfatica. Em resumo
foram observados padrdoes de enterite linfoplasmocitaria difusa severa,
associada a tracos exsudativos, com escore inflamatorio de grau 4 (perda de
arquitetura do tecido com caracteristicas de necrose moderada e/ou agregados
inflamatérios acentuados).
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(c) Animais tratados com a toxina STa e pés-tratados com o composto VI

A avaliagdo histopatoldgica revelou arquitetura do tecido preservada,
destacando-se a hiperplasia leve da mucosa, associada a deposicao de material
mucoide e foco cematico frequente.

No meio da mucosa, padrdo inflamatério discreto, representado por
linfocitos, plasmocitos e eosindfilos raros. A submucosa e a lamina propria
estavam preservadas, com edema leve e dilatagdo linfatica. Em resumo foram
observados padrdes de hiperplasia da mucosa intestinal associada a agregados
linfoplasmocitarios, com escore inflamatério de grau 2 (desorganizacao
moderada do tecido com esbogos de necrose e/ou agregado de infiltrado

inflamatério discreto).

(d) Animais tratados com a toxina STa e pds-tratados com FPIPP

A avaliacao histopatoldgica revelou uma discreta deposicéao de material
serocelular, com hiperplasia epitelial moderada das vilosidades e dilatacao
difusa da mucosa.

No meio da camada epitelial, infiltrado inflamatoério linfoplasmacitico
multifocal. Na regido submucosa, edema de tecido moderado, com espagamento
das fibras de colageno e dilatacdo linfatica. Em resumo foram observados
padroes de enterite linfoplasmocitaria difusa severa, associada a tracos
exsudativos, com escore inflamatério de grau 4 (perda de arquitetura do tecido
com caracteristicas de necrose moderada e/ou agregados inflamatérios
acentuados).

4.6. Avaliacao da estabilidade da exposicao ao ar para o composto VI

Para avaliar a estabilidade quimica do composto VI, identificado como o
composto mais ativo na inibicao do acumulo induzido de GMPc, realizamos
ensaios para avaliar sua resisténcia contra a oxidacao do ar, tanto em estado
sélido como em solugéo de alcool metilico, conforme detalhado na respectiva

secao metodolégica.
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Figura 21. Analise histopatologica do tecido intestinal (ileo) de coelhos tratados
com veiculo (A), toxina STa (B), composto VI (C) ou FPIPP (D) durante 5 horas.



45

No caso onde o composto VI foi avaliado em seu estado sélido, apds um
periodo de 4 semanas, as amostras A e B foram comparadas por técnicas
cromatograficas e de acordo com os resultados, ndo houve oxidacdo do
composto.

No entanto, no ensaio utilizando o composto VI em alcool metilico por 4
semanas, 0s resultados analiticos evidenciaram que o armazenamento
prolongado desta solugdo a temperatura ambiente sob exposi¢cao ao ar permitiu
a formagéo de uma pequena quantidade de dois subprodutos, denominados "a"
e "b". O composto "a" revelou um peso molecular de 538.1189 gramas,
correspondente a uma molécula com uma férmula geral de C2sH1804NsFe. O
composto "b", foi caracterizado por um peso molecular de 520.1081 gramas e
identificado como um derivado de piridina, obtido por oxidagcao do composto VI.

6. CONCLUSOES

Os resultados da pesquisa relatados neste trabalho permitiram a
identificacdo de novos derivados de piridopirimidinas postulados como uma nova
e promissora classe de agentes antidiarreicos. As moléculas sintetizadas foram
obtidas por uma metodologia sintética que se mostrou como uma boa estratégia
para obter todos os compostos com alto rendimento e pureza. Os derivados mais
notaveis foram representados pelos compostos VI e IV, com uma seletividade
parcial para GMPc e AMPc, respectivamente.

Ensaios in vitro demonstraram que nenhum dos compostos sintetizados
afetou o tbnus vascular de anéis aorticos pré-contraidos quando comparado a
amlodipina. Além disso, a atividade metabdlica e a viabilidade celular ndo foram
afetadas pelos compostos I-XII.

O composto VI foi entdo selecionado para uma visao especifica in vivo,
focada na avaliacdo de sua atividade antidiarreica em modelo animal. Os
experimentos realizados em ligaduras de ileo de coelho evidenciaram um efeito
potente do composto VI e do FPIPP.

Isso nos levou a realizar uma andlise microscépica histopatolégica de
tecidos intestinais voltados para a avaliacdo da arquitetura de tecido. As imagens

permitiram revelar que apenas o composto VI preserva o intestino, sem
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mudancas patologicas significativas e com um padrao inflamatério diminuido em
relacao ao FPIPP.

Ademais, tendo em vista que as diidropiridinas séo relatadas na literatura
por serem convertidas por oxigénio do ar em seus correspondentes analogos de
piridina, o composto VI foi investigado por sua estabilidade quimica e revelou-se
adequado para um armazenamento prolongado em estado sélido. Este
composto, portanto, foi apontado como "composto ouro" desta classe de
piridopirimidinas, um andaime interessante para a geragdo de moléculas para
possivel uso como drogas antidiarreicas eficientes.

Por fim, & importante ressaltar que o mecanismo farmacodinamico
destes compostos necessita de estudos complementares para sua elucidagao,
0 que pode impactar imensamente no avango dos estudos com estas moléculas.
Também seria interessante a realizagcdo de estudos farmacocinéticos para
avaliar se ha e em qual extensdo uma biodisponibilidade absoluta destes
compostos ap6s administracdo por via oral, pois, a probabilidade de efeitos
adversos sistémicos poderia ser facilmente reduzida através de técnicas
farmacotécnicas como uma formulagdo de liberacdo célon especifica e/ou

controlada.
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8. APENDICES
8.1. Avaliacao da resposta celular ao estimulo do agonista Linaclotide
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Apéndice 1. Avaliacdo da resposta celular (células T84) ao estimulo do
agonista Linaclotide. Os resultados sao apresentados como média + EPM. n=
3. One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey; * p<0.05 em comparagao com
o grupo STa.

8.2. Avaliacdo da resposta celular ao estimulo de doador de Oxido Nitrico
e ativador da GC soluvel
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Apéndice 2. Efeito de doador de Oxido Nitrico (espermina) e ativador da GC
solavel (FPTO) no acumulo de GMPc em células T84. Os resultados sao
apresentados como média + EPM. n= 3. One-Way ANOVA seguido do teste
de Tukey; * p<0.05 em comparacdo com o grupo STa.



8.3. Espectrogramas dos compostos I-XII
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Apéndice 3. Representagao do espectrograma (RMN) do composto I.
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Apéndice 9. Representacao do espectrograma (RMN) do composto VII.

® ©
g bR 3
I L -
|
|
| |
' 1
e |
M
S a
£ g l
© a
“
&
> ©
23z 5 ¥
s o
.
- e NN
[
| [
|
|
| | |
| | |
LIy | l
\ ‘ /
4 ‘.'Ll | \ |
JV UV \_JV A 5 IV N i SEUT S SN
10 9 8 % 6 5 4 3 2 ppm

Apéndice 10. Representagao do espectrograma (RMN) do composto VIII.



56

9.795

10

7.327

6.718

6.697

5.893

l

3.567
; 3.310

3.101

—-2.478

Apéndice 11. Representagao do espectrograma (RMN) do composto IX.
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9. ANEXOS

9.1. Registro de patente dos compostos
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(57) ABSTRACT

The present invention describes new pyridopyrimidine
derivatives compounds with structure represented by General
Formula (I):

General Formula (1)

or pharmaceutically acceptable salts thereof, or their mix-
tures (in any ratio), a pharmaceutical composition containing
them, a method for vsing the new pyridopyrimidine deriva-
tives compounds as inhibitor of the cyclic nucleotide synthe-
sis or as inhibitor of the cAMP and cGMP synthesis, and their
uses in the prophylactic and/or curative treatment of diarrhea,
colitis and irritable bowel syndrome.
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NEW PYRIDOPYRIMIDINES DERIVATIVES
COMPOUNDS
FIELD OF THE INVENTION

[0001] The present invention describes new pyridopyrimi-
dine derivatives compounds, or pharmaceutically acceptable
salts thereof, or their mixtures (inany ratio), a pharmaceutical
composition containing, them, a method for using the new
pyridopyrimidine derivatives compounds as inhibitor of the
cyclic nucleotide synthesis, a method for using the new pyri-
dopyrimidine derivatives compounds as inhibitor of the
¢AMP and cGMP synthesis, and their uses in the prophylactic
and/or curative treatment of diarrhea, colitis and irritable
bowel syndrome.

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0002] According to the United Nations Children’s Fund
(UNICEF) and the World [ealth Organization (WIO), diar-
rhea disease is the second leading cause of death and a main
cause of malnutrition in children under five years old. A
significant proportion of diarrhea disease can be prevented
through safe drinking-water and adequate sanitation and
hygiene.

[0003] Diarrhea is characterized by an increase in the fre-
quency of bowel movements compared to normal bowel
movement or a decrease in the formation of a stool. Although
changes in frequency of bowel movements and looseness of
stools can vary independently of each other, changes often
occur in both.

[0004]  Tn most cascs, diarrhea signs and symptoms usually
last a couple of days. But sometimes diarrthea can last for
weeks. In these situations, diarrhea can be a sign of'a serious
disorder, such as inflammatory bowel disease, or a less seri-
ous condition, such as irritable bowel syndrome.

[0005] Diarrhea can be an infectious bacterial or viral dis-
order caused by parasites. The diarthea may also be a non-
infectious diarrhea caused by food poisoning, food additives,
food allergies, malabsotption syndromes (like gluten or lac-
tose intolerance), antibiotic therapies, diseases of the intes-
tines (Crohn’s disease, ulcerative colitis), etc. Typical treat-
ment is to give fluids to prevent dehydration and continued
feeding while administering drugs for the underlying cavse.
[0006] In cases of infectious disorder caused by bacteria,
the pathogenic mechanisms of Escherichia coli (a gram-
negative bacteria), that induced diarrhea, probably involves
secretion of a heat stable toxin (STa).

[0007] Thus, the present inventor’s efforts to develop new
pyridopyrimidine derivative compouads inhibitors of cyclic
nucleotide synthesis caused by stable toxin of Escherichia
coli (STa). The STa induces diarrhea when it binds to intes-
tinal epithelial cell membrane receptor, guanylyl cyclase type
C (GC-C). This activates the enzyme to convert guanosine
triphosphate (GTP) to cyclic guanosine 3'.5'-monophosphate
(cGMP), causing intracellular levels of ¢cGMP to spike. This
in turn induces activation of a cGMP-dependent protein
kinase and chloride-ion channel, cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator (CFTR). Activation of CIFTR
triggers the flux of chloride ions into the intestinal lumen and
the accumulation of water and sodium ions, thus causing
diarrhea.

[0008] International Publication No. WO 2008/008704
describes inhibitors of cyclic nucleotide synthesis and their
use for therapy of various diseases.

Mar. 17,2016

[0009]  Another class of inhibitor of the cAMP and cGMP
synthesis and inhibitor of cyclic nucleotide synthesis is
described in the publication by TANIFUM [E. A. TANIFUM
et al.. “Novel pyridopyrimidine derivatives as inhibitors of
stable toxin a (STa) induced cGMP synthesis”. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters, 2009, 19:3067-3071]. Accord-
ing to this publication, one of the best compounds identified
was Compound 24 (I'PIPP), with the following structural
form:

(FPIPP)

[0010]  Also according to TANIFUM [E. A. TANIFUM et
al., “Novel pyridopyrimidine derivatives as inhibitors of
stable toxin a (S1a) induced cGMP synthesis”. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letiers, 2009, 19:3067-3071], the
development of drugs that are effective against the physi-
ological mechanisms that cause the imbalance of fluids in the
intestine would be a significant addition in therapeutic arse-

nal.

[0011] Based on the above, the inventor of the present
invention developed new compounds, new derivatives of
pyridopyrimidine, that can be used in treatment, prevention or
amelioration of symptoms of diarrhea.

DESCRIPTION OF THE INVENTION
[0012] The main objective of the present invention is to

provide new pyridopyrimidine derivative compounds with a
structure represented by General Formula (I):

General Formula (T

or pharmaceutically acceptable salts thereof, or their mix-
tures (in any ratio), a pharmaceutical composition containing
them, a method for using the new pyridopyrimidine deriva-
tives compounds as inhibitor of the cyclic nucleotide synthe-
sis, a method for using the new pyridopyrimidine derivatives
compounds as inhibitor of the cAMP and ¢cGMP synthesis,
and their uses in the prophylactic and/or curative treatment of
diarrhea, colitis and irritable bowel syndrome.
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[0013] 1In some aspects, the present invention provides
pharmaceutical compositions comprising as active ingredient
an effective amount of the new pyridopyrimidine derivative
compounds, or pharmaceutically acceptable salts thereof, or
their mixtures (in any ratio), and pharmaceutically acceptable
excipients.

[0014]  Another objective of the present invention is the use
of the new pyridopyrimidine derivative compounds, their
pharmaceutically acceptable salts or mixtures thereof (in any
ratio), for inhibiting the cyclic nucleotide synthesis. Further-
more, it is the objective of the present invention the use of one
of the new pyridopyrimidine derivative compounds, their
pharmaceutically acceptable salts or mixtures thereof (in any
ratio), for inhibiting the cAMP and ¢cGMP synthesis.

[0015] It is also the objective of the present invention the
use of one of the new pyridopyrimidine derivative com-
pounds, their pharmaceutically acceptable salts or mixtures
thereof (in any ratio), in the prophylactic and/or curative
treatment of diarrhea, colitis and irritable bowel syndrome.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0016] FIG. 1: Eftect of Compounds II, IV, VI, VIl and X
on cGMP accumulation induced by STa (1 uM) in Ty, cells.
[0017]  FIG. 2: Effect of Compounds [, I1I, V and XII on
¢GMP accumulation induced by STa (1 uM) in Ty, cells.
[0018] FIG. 3: Effect of Compound VII on cGMP accumu-
lation induced by STa (1 pM) in Ty, cells.

[0019]  FIG. 4: Effect of Compound IX on ¢GMP accumu-
lation induced by $Ta (1 pM) in T, cells.

[0020]  FIG. 5: Effect of Compound XI on ¢GMP accumu-
lation induced by STa (1 pM)in T, cells.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0021]  The present invention desctibes new pyridopyrimi-
dine derivative compounds with a structure represented by
General Formula (T):

General Fomula (T)

R
H |
N NYX.

L
N
0]

R; o]

or pharmaceutically acceptable salts thercof, or their mix-
tures (in any ratio), wherein:
[0022] R, is selected from the group consisting of C, 4
alkyl, amino C,_; alkyl, dimethylamino C, ; alkyl, halo C, 4
alkyl, guanidino C, g alkyl, and mercapto C, 4 alkyl;
[0023] R, is selected from the group consisting of 4-(trif-
luoromethyl)thiophene,  3-fluoro-5-trifluoromethylphenyl,
3,5-bistrifluoromethylphenyl, 1.3-benzodioxol-4-yl, 13-
benzodioxol-5-yl, 2.1,3-benzothiadiazol-4-yl, 2,1,3-ben-
zothiadiazol-5-yl, and substituted aryl wherein the substitu-
ent is selected from the group consisting of C, ¢ alkoxy,
halogen, C, , heteroaralkyl or C,_ heteroaralkenyl; and
[0024] X is selected from the group consisting of , S and
Se.

Mar. 17,2016

[0025]  As used above, and throughout this disclosure, the
following terms, unless otherwise indicated, shall be under-
stood to have the following meanings:

[0026] The term “alkyl” represents straight, branched or
eyclic alky] chains, for example, the C, ¢ alkyl group can be
methyl, ethyl, propyl, n-propyl. isopropyl, n-butyl, iso-butyl,
sec-butyl, tert-butyl, pentyl, hexyl, etc.

[0027] The term “alkenyl” includes alkenyl groups of
straight, branched or cyclic chains, such as, allyl, benzyl,
vinyl. styryl, indolyl, etc. The term “acylamino™ represents
any acyl derivative of an amino group, such as acetamido,
benzamido, etc.

[0028] The term “aryl” refers to any functional group or
substituent derived from an aromatic ring, for example, phe-
nyl, naphtyl, thienyl, indoly], etc.

[0029] The term “halogen or halo” represents atoms of
{luorine, chlorine, bromine or iodine.

[0030] The term “patient” is a human or non-human mam-
mal. In one embodiment, a patient is a human. In another
embodiment, a patient is a non-human mammal, including,
but not limited to, a monkey, dog, cat, baboon, rhesus, mouse,
rat, horse, rabbit, cow, eftc.

[0031] The term “effective amount™ as used herein, refers
to an amount of a new pyridopyrimidine derivatives com-
pounds, ora pharmaceutical composition thereof that is effec-
tive in producing the desire therapeutic, ameliorative, inhibi-
tory or preventive effect when administered to a patient
suffering from a condition.

[0032] 1Ina preferred embodiment, the compounds of this
invention have a structure represented in General Formula (T),
or pharmaceutically acceptable salts thereof, or their mix-
tures (in any ratio), wherein:

[0033] R,isaC, g alkyl sclected from the group consisting
of methyl, ethyl. propyl, n-propyl, isopropyl. n-butyl, iso-
butyl, sec-butyl, tert-butyl, pentyl, and hexyl;

[0034] R, is selected from the group consisting of: 4-(trif-
luoromethyl)thiophene,  3-fluoro-5-trifluoromethylphenyl,
3, 5-bistrifluoromethylphenyl, 1,3-benzodioxol-4-yl, 1,3-
benzodioxol-5-yl, 2,1,3-benzothiadiazol-4-yl, and 2.13-
benzothiadiazol-5-y1; and

[0035] X represents O or S.

[0036] Inamore preferred embodiment, the compounds of
this invention have a structure represented in General For-
mula (I). or pharmaceutically acceptable salts thereo!, or their
mixtures (in any ratio), wherein:

[0037] R, is methyl or ethyl;

[0038] R, is selected [rom the group consisting of: 4-(trif-
luoromethyl)thiophene,  3-fluoro-5-trifluoromethylphenyl,
3,5-bistrifluoromethylphenyl, 1,3-benzodioxol-4-yl, 13-
benzodioxol-5-v1,2,1,3-benzothiadiazol-4-yl, and 2,1,3-ben-
zothiadiazol-5-yl; and

[0039] XisOorS.

[0040] In particular, preferred compounds are the com-
pounds of General formula (I) described in the examples as
individual compounds, as well as pharmaceutically accept-
able salts thereof. Preferred substituents are those of the spe-
cific examples described in TABLE 1.
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TABLE 1
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General Formula (I)

X
Structure Data
Comp. Ry R; X Tormula mp. Mol Wt
1 Methyl O CuHLEN08  265°C, 44507
\ S
FC
4-{triftuoromethyl)
thiophene
T Methyl S CHLENOS, 1780 46105
4-itrifluoromethyl)
thiophene
o Methyl S CuHEFNLO,S  313°C. 47308
F CF;
3-fluore-5-trifluoro-
methylphenyl
v Ethyl O CullEN;O;  177°C. 47112
F CF;
3-fluoro-3-trifluoro-
methylphenyl
Vo Methyl S CuHFNO8  314°C. 52308
FC CF;

3,5-bistrifluoro-
methylphenyl
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TABLE 1-continued

General Formula (T)

Structure Data

Comp. R, R, X Formula

mp. Mol Wt

VI Ethyl

0 CRHFNO;  166°C. 52102

FiC CE;

3,5-bistrifluoro-
methylphenyl

VI Methyl 0 CRHEN©Os  300°C. 415102
<0
0

1.3-benzodioxol-4-yl

VI Mothyl

IX

S CpHpN08  310°C

431.09
0.
O
1,3-benzedioxol-4-yl
Methyl o CosHzN;05 3B¥EC 41512
2N,
b~/
1,3-benzodioxol-5-yl
Methyl O CpHENOS  331°C 42909
Vs
S,
\ =
N

2,1,3-benzothia-
diazol-4-yl
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TABLE 1-continued

General Iormula (I)

Structure Data

Comp. Ry R; X Formula m.p. Mol Wt
XI Methyl [¢] CHsNsO,8  358°C. 420.09
i
N-_S/

2,1,3-benzothia-
diazol-5-y!

XII Methyl S CuHENOS8,  362°C. 44507

A N
T\J-ug/

2,1,3-benzothia-
diazol-5-yl

[0041]  Preferred compounds of General formula (I) are [0043] Compound  5-(4-triftuoromethylthiophen)-1,3-
those selected from the group consisting of: dimethyl-3,11-dihydro-111-indeno-[2',1":5,6]pyrido[2,

[0042] Compound (5-(4-triflaoromethylthiophen)-1,3- 3-d]pyrimidine-2-thioxo-4,6-dione, which Chemical

dimethyl-5,11-dihydro-1T1-indeno-[2',1':5.6]pyrido[ 2. Structure is:
3-d]pyrimidine-2.4,6-trione, which Chemical Structure
is:
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6
[0044] Compound TII:  5-(3-fluoro-5-trifluorometh- [0047] Compound VI: 5-(3,5-bistrifluoromethylphe-
ylphenyl)-1,3-dimethyl-5,11-dihydro-111-indeno-[2',1": nyl)-1-ethyl-3-methyl-5,11-dihydro-1H-indeno-[2'.1":
5,6]pyrido[2,3-d]pyrimidine-2-thioxo-4,6-dione, 5,6]pyrido[2,3-d]pyrimidine-2,4,6-trione, which
which Chemical Structure is: Chemical Structure is:

[0045] Compound IV:  5-(3-fluoro-5-trifluorometh- [0048]  Compound VII: 5-(1,3-benzodioxol-4-yl)-1,3-
ylphenyl)-1-ethyl-3-methyl-5,11-dihydro- 111-indeno- dimethyl-5,11-dihydro-1H-indeno-|2.,1":5.6 ] pyrido[ 2,
[2'.1"5,6]pyrido[2,3-d]pyrimidine-2,4,6-trione 3-d|pyrimidine-2.4,6-trione, which Chemical Structure

is:

O;
[0046] _ Compound VS 5-(3,5-bis?riﬁuommclhylphcn)fl)- [0049] Compound VIIL 5-(1,3-benzodioxol-4-yl)-1,3-
1,3-dimethyl-5,11-dihydro-1H-indeno-|2',1":5,6 |pyrido dimethyl-5,11-dihydro-11T-indeno-[2',1':3 6 ]pyrido[2,
[2,3-d]pyrimidine-2-thioxo-4,6-dione, which Chemical 3-d]pyrimidine-2-thioxo-4,6-dione, which Chemical

Structure is: Structure is:
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[0050] Compound IX: 5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-1,3-
dimethyl-5,11-dihydro-1H-indeno-[2',1":5.6]pyrido[2,
3-d]pyrimidine-2.4,6-trione, which Chemical Structure

[0051] Compound X: 5-(2,1,3-benzothiadiazol-4-yl)-1,
3-dimethyl-5,11-dihydro-1H-indeno-[2',1":5,6]pyrido
[2.3-d]pyrimidine-2,4,6-trione, which Chemical Struc-
ture is:

[0052] Compound XI: 5-(2,1,3-benzothiadiazol-5-yl)-1,
3-dimethyl-5,11-dihydro-1H-indeno-[2',1":5,6]pyrido
[2,3-d|pyrimidine-2,4,6-trione, which Chemical Struc-
ture is:

Mar. 17,2016

[0053] Compound XII: 5-(2.1,3-benzothiadiazol-5-yl)-
1,3-dimethyl-5,11-dihydro-1H-indeno-[2',1":5,6]pyrido
|2,3-d|pyrimidine-2-thioxo-4,6-dione, which Chemical
Structure is:

/

N—g

and pharmaceutically acceptable salts thereof.

[0054] The new pyridopyrimidine derivative compounds
can form pharmaceutically acceptable salts which are also
within the scope of the present invention.

[0055] Examples of pharmaceutically acceptable salts of
the General Formula () compound of the present invention
are salts with mineral acids such as hydrochloric acid, sulfuric
acid, nitric acid, phosphoric acid, hydrofluoric acid, hydro-
bromic acid, and the like, salts with organic acids such as
formic acid, acetic acid, tartaric acid, lactic acid, citric acid,
fumaric acid, maleic acid, succinic acid, methanesulfonic
acid, ethanesulfonic acid, benzenesulfonic acid, toluene-
sulfonic acid, naphthalenesulfonic acid, camphorsulfonic
acid, and the like, and salts with alkali metal or alkali earth
metals such as sodium, potassium, calcium, and the like.
[0056] The new pyridopyrimidine derivatives compounds,
according to the invention, can be prepared by the following
General Synthetic Route.

General Synthetic Route

Materials and Methods

[0057]  5-(trifluoromethyl)thiophene-3-carbaldehyde was
purchased from Aurora Building Blocks, 1-ethyl-3-methy-
lurea was purchased from AKos Building Blocks and all the
other commercial products have been purchased from Sigma
Aldrich. All the reactions have been followed by TLC (Thin
Layer Chromatography), carried out on Merck silica gel 60
['254 plates with fluorescent indicator and the plates have
been visualized with UV light (254 nm). Preparative chro-
matographic purifications have been performed using silica
gel column (Kieselgel 60). Solutions have been concentrated
with a Biichi rotary evaporator at low pressure. Melting
points, determined using a Biichi Melting Point B-540 instru-
ment, are uncorrected and represent values obtained on
recrystallized or chromatographically purified material.
Molecular weights of intermediates and final compounds
have been assessed by electrospray ionization mass spec-
trometry (ESI/MS) performed on an API 2000 Applied Bio-
systems mass spectrometer. The 'H-NMR spectra have been
recorded on a Varian Mercury Plus 400 MIz instrument. All
spectra have been recorded in DMSO-d6. The following
abbreviations are used to describe peak patterns when appro-
priate: s (singlet), bs (broad singlet), d (doublet), dd (double
doublet), t (triplet), q (quartet), m (multiplet).
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General Procedure

[0058] The synthetic general procedure is based on the
HANTZSCH and AGARWAL, dihydropyridine three com-
ponent cyclization [A. HANTZSCH, “Condensation-
sprodulkte aus Aldehvdammoniak and ketonartigen Verbind-
ungen”. Chem. Ber, 1881, 14:1637-1638] and [A.
AGARWAL et al., “First Report on the abnormal dearyla-
tion/alkylation reaction in one-pot hantzch synthesis with
G-Amino-1,3-Dimethyl Uracil”. Synthetic Communications,
2004, 34:4447-4461]. In particular, reaction of the primary
amines (¢), synthesized when not commercially available
(Synthetic procedures described in the Examples) with alde-
hydes (b), synthesized when not commercially available, and
1,3-indandione (a) in acetic acid afforded the desired com-
pounds of General Formula (I).

[0059]  The new pyridopyrimidine derivative compounds of
General Formula (I) have been synthesized following the
general synthetic route described in General Scheme below.

General Scheme

+ Ry—CHO +

(b)

(a)
R

N N X

| Y CH;COOH
e

N

(¢)

General Formula (I)

[0060] The following Examples describe the present inven-
tioninmore details. It should be noted that the invention is not
limited by the following Examples.

EXAMPLE |
Preparation of Compound I

Synthesis of
S-(trifluoromethyl jthiophene-3-carbaldehyde

[0061] The compound 5-(trifluoromethyl)thiophene-3-car-
baldehyde was obtained following a previously published
procedure by BINDER [D. BINDER et al., “Thiophen als
Strukturelement physiologisch aktiver Substanzen”. Arch.
Pharm. (Weinheim), 1985, 318:243-249]. 20 mL of a 20%
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solution of DIBAL in n-hexane were added dropwise during
30 min at a temperature below -45° C. under N, atmosphere
to a solution of 3.1 g (17.5 mmol) of 5-(trifluoromethyl)
thiophene-3-carbonitrile in 32.0 mL of anhydrous ether. The
mixture was then stirred for 45 min at -30° C. and succes-
sively a 5% I1,80, solution (3.0 mL) was added three times
and the aqueous phase was extracted with diethy] ether. The
combined organic phases were dried over MgSO,,. Solvent
was evaporated to obtain desired compound as oil without
further purification, and presented ESI-MS (M,, 179.99):
180.8 (M+H*). "H-NMR (DMSO-d6): §9.95 (s, 1H), 8.35 (s,
1H), 7.95 (s, 1H).

Synthesis of Compound I:

[0062] To acetic acid (15 mL) in a round bottom flask, (a)
(trifluoromethyl)thiophene-3-carbalbehyde (0.697 g, 3.93
mmol), and (c) G-amino-13-dimethyluracil (0.5 g, 3.22
mmol) were added. The mixture was heated at reflux under
nitrogen atmosphere for 8 h. Tt was then cooled to 0° C. The
resulting precipitate was filtered and rinsed with cold water to
obtain the crude product. Purification on silica gel column
(CH,C1,/CH,0H, 9,5/0,5, v/v) afforded the desited Com-
pound I m.p.: 265° C.

[0063] ESI-MS (M,, 445.07): 445.9 (M+H*).

[0064] "H-NMR (DMSO-d6): 8 9.87 (s, 1H, NH), 7.87 (d,
1H),7.63 (s, 1H),7.59(d, 1), 7.48 (t, 1), 7.36 (m, 2H), 4.8
(s, LH), 3.5 (s, 3H), 3.13 (s, 3H).

Scheme 1

o] CHO

(a)

(6}

Compound 1
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EXAMPLE 2

Preparation of Compound I

[0065] Synthesis of 6-amino-1.3-dimethyl-2-thioxo-2,3-
dihydropyrimidin-4(1H)-one.

[0066] The compound 6-amino-1.3-dimethyl-2-thioxo-2,
3-dihydropyrimidin-4(1H)-one was obtained following a
previously published procedure by ITU [S. [TU etal., “Design,
Synthesis and inhibitory activities of 8-(Substituted styrol-
Jormamido)phenyl-xanthine derivatives on monoamine oxi-
dase B". Chem. Pharm. Bull., 2012, 60(3):385-390]. oppor-
tunely modified.

[0067] To a stirred solution of 1,3-dimethylthiourea (1.83
g, 17.57 mmol) in acetic anhydride (30 ml.) was added
cyanoaceticacid (1.5 g, 1.76 mmol). and the resulting mixture
was stirred overnight at 70° C. The reaction mixture was
concentrated and the resulting oily residue was diluted with
H,O (40 mL) and treated with 5N NaOH (15 mL). The pre-
cipitate thus formed was collected by filtration, washed with
cold water and purified by recrystallization from MeOL/H,O
1o give 6-amino-1,3-dimethyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimi-
din-4(1H)-one.

[0068] m.p. 289° C.
[0069] ESI-MS (M, 171.05): 172.1 (M+H").

[0070] 'II-NMR (DMSO-d6): 8 7.01 (s, 211, NIL,). 5.01 (s,
1H), 3.74 (5, 3H), 3.50 (s, 3H).

Synthesis of Compound 11:

[0071] The Compound 11 was obtained with the same pro-
cedure described for Compound I in Example 1, by reaction
of(a) 1,3-indandione (170 mg, 1,16 mmol), (b) 5-(trifluorom-
ethyl)thiophene-3-carbalbehyde (209 mg, 1.18 mmol)and (c)
6-amino-1,3-dimethyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4
(1H)-one (166 mg, 0.97 mmol). The mixture was heated at
reflux under nitrogen atmosphere for 8 h. It was then cooled
10 0° C. The resulting precipitate was filtered and rinsed with
cold water to obtain the crude product. Purification on silica
gel column (CH,CL/CIL,OH, 9.5/0,5, v/v) afforded the
desired Compound 11. m.p.: 178° C.

[0072] ESI-MS (M, 461.05) 4619 (M+II%); 4839
(M+Na™).

[0073] "H-NMR (DMSO-d6): 8 1009 (s, 1H, NH), 7.87
(bs, 111), 7.6 (bs, 111), 7.60 (s, 1E1), 7.49 (bs. 111), 737 (m,
211, 4.96 (s, 1I1), 4.07 (s, 31I), 3.58 (s, 31I).

Scheme 2

0 CHO
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-continued
HN. N 3
| Y CH;CO0H
—_—
N

~
0
)

Compound IT

EXAMPLE 3
Preparation of Compound 111

Synthesis of Compound III

[0074]  The Compound ITT was obtained with the same pro-
cedure described for Compound [ in Example 1, by reaction
of (a) 1,3-indandione (1.11 g, 7.57 mmol), (b) 3-fluoro-5-
trifluoromethylbenzaldehyde (1.46 g, mmol 7.60) and (c)
6-amino-1,3-dimethyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4
(1H)-one (1.08 g, 6.30 mmol). The mixture was heated at
reflux under nitrogen atmosphere for 8 h. It was then cooled
to 0° C. The resulting precipitate was filtered and rinsed with
cold water to obtain the crude product. Purification on silica
gel column (CH,CL,/CH,OH, 9,5/0,5, v/v) afforded the
desired Compound I11.

[0075] mp.:313°C.

[0076] ESI-MS (Mw 473.08): 4741 (M+H+); 4960
(M+Na+).

[0077) "H-NMR (DMSO-d6): 8 10.12 (s, 1H, NH), 8.05 (d,
1H). 7.66 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 751 (d, 1H), 7.43 (t, 1H), 7.35
(t. 111). 7.28 (s, L), 4.96 (s, 1IT), 4.08 (s, 3), 3.53 (s, 31).

Scheme 3
CHO
(o]
+ +
F CF;
0
(b)
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EXAMPLE 4

Preparation of Compound IV

[0078] Synthesis of 6-amino-l-ethyl-3-methylpyrimidine-
2, 4(1H,3H)-dione. The compound 6-amino-1-ethyl-3-meth-
ylpyrimidine-2.4(1H,3H)-dione was obtained following a
previously published procedure by HU[S. HU etal., “Design,
Synthesis and inhibitory activities of 8-(Substituted styrol-
formamido)phenyl-xanthine derivatives on monoamine oxi-
dase B". Chem. Pharm. Bull., 2012, 60(3):385-390]. oppor-
tunely modified.

[0079] To a stirred solution of 1-ethyl-3-methylurea (1.36
¢, 133 mmol) in acetic anhydride (30 mL) was added
cyanoacetic acid (1.13 g, 1.33 mmol) and the resulting mix-
ture was stirred overnight at 70° C. The reaction mixture was
concentrated and the resulting oily residue was diluted with
H,0 (40 mL) and treated with SN NaOI (15 mL). The pre-
cipitate thus formed was collected by filtration, washed with
cold water and purified by recrystallization from MeOH/H,O
to give 1.91 g of 6-amino-1-ethyl-3-methylpyrimidine-2.4
(1H,3H)-dione.

[0080] m.p.232°C.

[0081] ESI-MS (M, 169.09): 170.1 (M+H*).

[0082] 'H-NMR (DMSO-d6): § 6.76 (s, 2H, NH,), 4.64 (s,
1H), 3.80 (q, 2H), 3.29 (s, 3H), 108 (1, 3I1).

Synthesis of Compound 1V

[0083] The Compound I'V was obtained with the same pro-
cedure described for Compound I in Example 1, by reaction
of (a) 1,3-indandione (970 mg, 6.64 mmol), (b) 3-fluoro-5-
trifluoromethylbenzaldehyde (1.27 g, 6.61 mmol) and (c)
6-amino-1-ethyl-3-methylpyrimidine-2,4(1H.3H)-dione
(936 mg, 5,53 mmol). The mixture was heated at reflux under
nitrogen atmosphere for 8 h. It was then cooled to 0° C. The
resultingprecipitate was filtered and rinsed with cold water to
obtain the crude product. Purification on silica gel column
(CHLCL,/CH,OL, 9,5/0,5, v/v) afforded the desired Com-
pound IV.

[0084] m.p.177°C.

[0085] ESI-MS (M, 471.12) 4719 (M+H*); 4988
(M+Na”®).

10
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[0086] 'H-NMR (DMSO-d6): & 9.81 (s, 1H, NH), 7.94 (d,
1H), 7.49 (i, 3H), 7.40(d, 1H), 7.33 (1. LH), 7.27 (1, 1H), 4.91
(s, 1H), 4.26 (m, 2H), 3.10 (s, 3H), 1.24 (1, 3H).

Scheme 4

o CHO
F” i “CF
0
(b)
)

N

HN_ _N_ 0
| \( CH,C00I
—
N
~
0
(c)

Compound [V

EXAMPLE 5
Preparation of Compound V/

Synthesis of Compound V

[0087] The Compound V was obtained with the same pro-
cedure described for Compound | in Example 1, by reaction
of (a) 1,3-indandione (503 mg, 3.44 mmol), (b) 3,5-bistrif-
luoromethylbenzaldehyde (833 mg, 3.44 mmol) and (c)
6-amino-1,3-dimethy!-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4
(1H)-one (490 mg, 2.86 mmol). The mixture was heated at
reflux under nitrogen atmosphere for 8 h. It was then cooled
to 0° C. The resulting precipitate was filtered and rinsed with
cold water to obtain the crude product. Purification on silica
gel column (CI,CL,/CH,OI, 9,5/0,5, v/v) afforded the
desired Compound V.

[0088] m.p.314°C.
[0089] ESI-MS (M, 523.08): 5240 (M+H): 546.1
(M+Na*). 'TNMR (DMSO-d6): 8 10.14 (s, 111, NTI), 8.08

(d, TH), 7.97 (s, 2H), 7.87 (s, 1H), 7.53 (t, 1H), 7.37 (1, 1H),
7.27 (d, 1H), 5.06 (s, 1H), 4.08 (s, 3H), 3.51 (s, 3H).
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Scheme 5

CHO
0

FC CF3

(b)
@

HN_ N S
| Y CH,CO0H
—

N,

Compound V

EXAMPLE 6
Preparation of Compound VI

Synthesis of Compound V1

[0090] The Compound VI was obtained with the same pro-
cedure described for Compound I in Example 1, by reaction
of (a) 1,3-indandione (708 mg, 4.84 mmol), (b) 3,5-bistrif-
lvoromethylbenzaldehyde (1.17g, 4.83 mmol) and (c)
6-amino-1-ethyl-3-methylpyrimidine-2,4(1H,3H)-dione
(683 mg, 4.04 mmol). The mixture was heated at reflux under
nitrogen atmosphere for 8 h. It was then cooled to 0° C. The
resulting precipitate was filtered and rinsed with cold water to
obtain the crude product. Purification on silica gel column
(CIL,CL/CIL,0M, 9,5/0,5, v/v) afforded the desired Com-
pound VI.

[0091] m.p. 166°C.
[0092] ESI-MS (M, 521.12): 522.1 (M+H*).

[0093] 'H-NMR (DMSO-d6):  9.87 (s, 111, NI), 7.94 (bs,
3H), 7.88 (s, 1H), 7.50 (t, 1H), 7.37 (1, 1H), 7.30 (d, 1H), 5.03
(s, 1H), 4.32 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 1.24 (t, 3H).
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EXAMPLE 7
Preparation of Compound VII

Synthesis of 2,3-methylenedioxy)benzaldehyde

[0094] The compound 2,3-methylenedioxy)benzaldehyde
was obtained following a previously published procedure by
DEVEAU [A. M. DEVEAU, T. L. MACDONALD, “Practi-
cal synthesis of biaryl colchicinoids containing 3' 4'-catechol
cther-based A-rings via Suzuki cross-coupling with ligand-
less palladium in water”. Tetrahedron Letters, 2004, 45:803-
807].

[0095]  To aflame-dried bottom flask equipped with a reflux
condenser, 2,3-dihydroxybenzaldehyde (1 g; 7.24 mmol),
DMF (dry, 30 mL) and cesium carbonate (1.5 eq) were
sequentially added. After thorough mixing, dibromomethane
(1.5 eq) was added via syringe. The mixture was heated at
110° C. for 2 hours, then cooled to room temperature. After
filtering through a pad of celite, the filter cake was rinsed with
EtOAc. The resultant organic filtrate was concentrated,
diluted with water, and extracted three times with EtOAc. The
combined organic phases were washed with water, dried over
MgSO, and concentrated, in order to obtain a good yield of
crude oil. Purification of the crude yellow oil by flash chro-
matography and kugelrohr distillation afforded the desired
aldehyde which formed colorless translucent crystals upon
cooling.

[0096] m.p.35°C.

[0097] ESI-MS (M,, 150.03): 151.1 (M+H*).

[0098] 'H-NMR (DMSO-d6): & 1035 (s, 1H), 7.51 (dd,
1H), 7.24 (dd, 1H), 7.16 (dd,1H), 6.36 (s, 2H).
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Synthesis of Compound VIT

[0099] The Compound VII was obtained with the same
procedure described for Compound [ in Example 1, by reac-
tion of (a) 1,3-indandione (1.61 g, 11.02 mmol), (b) 2,3-
(methylenedioxy)benzaldehyde (1.66g, 11.06 mmol) and (c)
6-amino-1,3-dimethyluracil (1,43 g, 9.22 mmol). The mix-
ture was heated at reflux under nitrogen atmosphere for 8 h. It
was then cooled to 0° C. The resulting precipitate was [iltered
and rinsed with cold water to obtain the crude product. Puri-
fication on silica gel column (CH,CL,/CI; 011, 9,5/0,5, v/v)
afforded the desired Compound VII.

[0100]  m.p. 300° C.

[0101] ESIMS (M, 415.12) 4160 (M+H®); 438.0
(MaNa*).

[0102] 'H-NMR (DMSO-d6): 8 9.8 (s, 111, NH), 7.83 (d,
1H), 7.45 (1, 1H), 7.32.(t, 1), 7.24 (d, 1H), 6.73 (1, 1H), 6.66
(d, 2H), 5.90 (d, 2H), 481 (s, 1H), 3.56 (s, 3H), 3.08 (s, 3H).

Scheme 7
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EXAMPLE 8
Preparation of Compound VIII

Synthesis of Compound VIII

[0103] The Compound VIII was obtained with the same
procedure described for Compound I, by reaction of (a) 1,3-
indandione (535 mg, 3.66 mmol), (b) 2,3-(methylenedioxy)
benzaldehyde (549 mg, 3.66 mmol) and (c) 6-amino-1,3-
dimethyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-one (521
mg, 3.05 mmol). The mixture was heated at reflux under
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nitrogen atmosphere for 8 h. Tt was then cooled to 0° C. The
resulting precipitate was filtered and rinsed with cold water to
obtain the crude product. Purification on silica gel column
(CH,CL/CH,0H, 9,5/0,5, v/v) afforded the desired Com-
pound VIIL

[0104] m.p.310°C.

[0105] ESI-MS (M, 431.09): 432.0 (M+II*); 4539
(M+Na*).

[0106] 'TI-NMR (DMSO-d6): 5 10.11 (s, 111, NII), 7.83 (d,
1H), 7.47 1, 1H), 734 (t, 1H), 7.27(d, 1H), 6.7 (bs, 1H), 6.68
(bs, 211), 5.93 (d, 211), 4.88 (s, 1), 4.08 (5, 311), 3.53 (s. 3H).

o CHO
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)
0 b

(a)

Compound VIII

EXAMPLE 9
Preparation of Compound X

Synthesis of 3,4-(methylenedioxy)benzaldehyde

[0107]  The compound 3,4-(methylenedioxy )benzaldehyde
was obtained following a previously published procedure by
POLI[G. POLL G. GIANBASTIANL, “dn Epiisopicropodo-
phyllin aza analogue via Palladium-catalyzed pseudo-
domino cyclization”. J. Org. Chem., 2002, 67:9456-9459].

[0108] To a solution of piperonyl alcohol (10 g, 65.73
mmol) in CH,Cl, (250 mL), MnQ, (49.3 g, 567.32 mmol)

was added in one portion. The resulting dark suspension was
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stirred at room temperature for 24 h, and then filtered off
throw a celite pad washing with CH,Cl,. The solvent was
removed in vacuum and the resulting crude crystalline yellow
pale solid was used without further purification.

[0109] m.p. 338° C.

[0110] ESI-MS (M, 150.03): 151.1 (M+H*).

[0111]  *H-NMR (DMSO-d6): 8 9.80 (s, 1H), 7.40 (m, 2H),
6.92 (d, 1H), 6.07 (s, 2H).

Synthesis of Compound IX:

[0112] The Compound IX was obtained with the same pro-
cedure described for compound Iin Example 1, by reaction of
(a) 1,3-indandione (203 mg, 1.39 mmol), (b) 3.4-(methylene-
dioxy)benzaldehyde (209 mg, 1.39 mmol) and (¢) 6-amino-
1,3-dimethyluracil (180 mg, 1.16 mmol). The mixture was
heated at reflux under nitrogen atmosphere for 8 h. It was then
cooled to 0° C. The resulting precipitate was (iltered and
rinsed with cold water to obtain the crude product. Purifica-
tion on silica gel column (CH,CL/CH,OH, 9,5/0.5, v/v)
afforded the desired Compound [X.

[0113] m.p.338°C.

[0114] ESIMS (M, 415.12) 4160 (M+H*) 4379
(M+Na*); 453.9 (M+K*).

[0115] "H-NMR (DMSO-d6): §9.79 (s, 1H, NH), 7.98 (d,
1H), 7.46 (t, 1H), 733 (¢, 1H), 7.27 (d, 1H), 6.81 (s, 1H), 6.72
(bs, 2H). 5.89 (s, 2H), 4.69 (s, 1), 3.57 (s, 3F1), 3.10 (s, 3F1).

Scheme 9
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EXAMPLE 10
Preparation of Compound X

Synthesis of 2,1.3-benzothiadiazol-4-carboxaldehyde
[0116] The compound 2.1,3-benzothiadiazol-4-carboxal-
dehyde was obtained following a previously published pro-
cedure by VANELLE [P. VANELLE, C. T. LIEGEQIS, 1.
MEUCIIE, J. MALDONADO, M. P. CROZET, “4n original
way for synthesis of new nitrobenzothiadiazole derivatives .
Heterocycles, 1997, 45(5):955-962].

[0117]  The lithium salt of 2-nitropropane (2.48 g, 27.84
mmol) was added to a solution of 4-bromomethyl-2,1,3-ben-
zothiadiazole (5.82 g, 25.40 mmol) in methanol (60 mL).
After stirring at room temperature (approximately 25° C.) for
24 h, methanol was distilled off on arotatory evaporator under
reduced pressure. The residue was dissolved in dichlo-
romethanc and the solvent was washed with water, dried over
anhydrous magnesium sulfate and evaporated under vacuum.
After purification by recrystallization from cyclohexane, 2,1,
3-benzothiadiazol-4-carboxaldehyde was obtained as a yel-
low solid.

[0118] m.p.99°C.

[0119] ESI-MS (M,, 164.18): 165.2 (M+H").

[0120] 'H-NMR (DMSO-d6): 5 10.60(s, 1 H), 8.43 (d, 1H),
8.27 (d, 1II), 7.91 (1, 11I).

Synthesis of Compound X

[0121] The Compound X was obtained with the same pro-
cedure described for Compound I in Example 1, by reaction
of (a) 1,3 indandione (420 mg, 2.87 mmol), (b) 2,1,3-ben-
rothiadiazol-4-carboxaldehyde (471 mg, 2.87 mmol) and (c)
6-amino-1,3-dimethyluracil (359 mg, 2.31 mmol). The mix-
ture was heated at reflux under nitrogen atmosphere for 8 h. It
was then cooled to 0° C. The resulting precipitate was filtered
and rinsed with cold water to obtain the crude product. Puri-
fication on silica gel column (CH,CL,/CH,OH, 9,5/0,5, v/v)
afforded the desired Compound X.

[0122] m.p.331°C.

[0123] ESIMS (M, 429.09) 4301 (M+H*); 4520
(M+Na*): 467.9 (M+K*).

[0124] 'H-NMR (DMSO-d6): 8 10.08 (s, 111, NII), 7.8 (d,
110), 7.62 (d, 3I1), 7.50 (¢, 1IT), 7.32 (t, 111),7.23(d, L11), 5.46
(s, 1H), 3.64 (s, 3H), 3.01 (s, 3H).

Scheme 10

CHO
0
N
/\
. g .
\ -
N
0 )
®
HN_ _N_ 0
| Y CH,CO0H
—
N
~N
0

(c)




77

US 2016/0075702 Al
14

-continued

Compound X

EXAMPLE 11
Preparation of Compound X1

Synthesis of 2,1,3-benzothiadiazol-5-carboxaldehyde

[0125] The compound 2.1,3-benzothiadiazol-5-carboxal-
dehyde was obtained following a previously published pro-
cedure by CARROLL [W. A. CARROLL, et al., “Synthesis
and Structure—Activity relationships of a novel series of
2,3.5,6,7.9-Hexahydrothienof3,2-b] quinolin-8(4H)-one 1,1-
dioxide K ;. channel openers: Discovery of (-)-(95)-9-(3-
bromo-4-fluorophenyl)-2,3,5,6,7,9-hexahydrothieno [3,2-bj
quinfin-8 (4H) -one 1,1-Dioxide (4-278637), a Potent K ;7
Opener that selectively inhibits spontaneous bladder con-
tractions”. J. Med. Chem., 2004, 47:3163-3179].

[0126] The  5-Hydroxy-methylbenzo-2,1,3-thiadiazole
(2,6 g, 16 mmol) and MnO, (5.6 g, 64.41 mmol) in CHCl,
(150 mL) were stirred at room temperature (approximately
25°C.) overnight. The reaction mixture was filtered and the
filtrate evaporated. Crude residue was submitted to the chro-
matograph on silica gel (EtOAc/Hexane, 7/3, v/v) to provide
1.9 g of 2,1,3-benzothiadiazole-5-carboxaldehyde.

[0127) mp.93°C.
[0128] ESI-MS (M, 164.18): 165.2 (M+H*).

[0129] 'H-NMR (DMSO-d6): 10.21 (s, 1H), 8.78 (d, 1H),
8.19 (d, 1H), 8.04 (s, 1H).

Synthesis of Compound X1

[0130] The Compound X1 was obtained with the same pro-
cedure described for compound I in Example 1, by reaction of
(a) 1,3-indandione (468 mg, 3.20mmol), (b) 2.1,3-benzothia-
diazol-5-carboxaldehyde (525 mg, 3.20 mmol) and (c)
6-amino-1,3-dimethyluracil (415 mg, 2.67 mmeol). The mix-
ture was heated at reflux under nitrogen atmosphere for $ h. It
was then cooled to 0° C. The resulting precipitate was filtered
and rinsed with cold water to obtain the crude product. Puri-
fication on silica gel column (CH,CL/CH,0H, 9,5/0,5, v/v)
afforded the desired Compound XI.

[0131] m.p.358°C.
[0132] ESIMS (M, 429.00): 4301 (M+HY); 452.1
(M+Na*).

[0133] H-NMR (DMSO-d6): 5 9.92 (s, 1H, NH), 7.93 (m,
3H),7.77 (d, 1H), 747 (1, 1H), 7.33 (1, 1H), 7.26 (d, L H), 4.99
(s. 1F), 3.61 (s, 3H), 3.08 (s, 3H).
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EXAMPLE 12
Preparation of Compound XII

Synthesis of Compound XIT:

[0134] The compound was obtained with the same proce-
dure described for Compound I in Example 1, by reaction of
(a)1,3-indandione (456 mg, 3.12 mmol), (b) 2,1,3-benzothia-
diazol-5-carboxaldehyde (512 mg, 3.12 mmol) and (c)
6-amino-1,3-dimethyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4
(1H)-one (445 mg, 2.60 mmol). The mixture was heated at
reflux under nitrogen atmosphere for 8 h. 1t was then cooled
1o 0° C. The resulting precipitate was filtered and rinsed with
cold water to obtain the crude product. Purification on silica
gel column (CIH,CL/CH,OL, 9,5/0.5, v/v) atforded the
desired Compound XII.

[0135] m.p.362°C.

[0136] ESI-MS (M, 44507): 4460 (M+H"): 4680
(M+Na*). 'H-NMR (DMSO-d6): 8 10.14 (s, 111, NII), 7.96
(m, 3H),7.80 (d, 1H), 748 (1, 1H), 7.34 (1, 1H),7.27 (4, 1H),
5.04 (5, 1H), 4.11 (5, 3H), 3.51 (s, 3H).
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Scheme 12
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[0137] Insome aspects, the present invention also provides
a pharmaceutical composition, e.g. an appropriate dosage
form, wherein said composition comprises as active ingredi-
ent an effective amount of one or more compounds with
structure represented by General Formula (I), or pharmaceu-
tically acceptable salts thereol, or their mixtures (in any
ratio); and pharmaceutically acceptable excipients.

[0138] The pharmaceutical composition, according to
present invention, is administered by any adequate route, for
example, by oral, sublingual, rectal, vaginal, nasal, intraperi-
toneal or parenteral routes, but not limited of these examples.
The preferred route is oral.

[0139] The pharmaceutical compositions for oral adminis-
tration can be presented in diverse pharmaceutical forms,
such as, but not limited to: (i) tablet, optionally coated, chew-
able, effervescent, multilayered or dispersible; (i1) pills; (iif)
powder, optionally dispersible or effervescent; (iv) capsule,
optionally hard gelatinous capsule, softgel or amylaceous
gelatinous capsule; (v) lozenge: (vi) granule, optionally in the
form of microparticles, microcapsules, or vectorized prepa-
rations, like, liposomes; (vii) suppositories; (viil) solution;
(ix) syrup; (x) suspension; (xi) injectable; and others.
[0140] The pharmaceutical composition, according to
present invention, is for use as inhibitor of the eyclic nucle-
otide synthesis. In another embodiment, the pharmaceutical
composition is for use as inhibitor of the cAMP and ¢cGMP
synthesis.

[0141] The pharmaceutical composition, according to
present invention, is used in the prophylactic and/or curative
treatment of diarrhea, colitis and irritable bowel syndrome.
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[0142] The pharmaceutical composition, according to
present invention, may be prepared by methods well known in
the state of the art. Appropriately, Remington’s Pharmaceu-
tical Sciences or similar information sources may be used to
prepare a suitable formulation according to the invention.

Test Compounds
EXAMPLE 13

Protocol for the Stimulation of Guanylate Cyclase-C
Induced by the Toxin STa in T84 Cells

a) Cells Growing

[0143]  Cells from the 184 line (ATCC CCL-248) are sub-
culture according to supplier’s instructions. Briefly, after
washing the culture flask (75 ¢m?) using 3 mL of 0.25%
Trypsin solution (w/v) and 0.53 mM EDTA solution to
remove the traces of serum, the same volume of trypsin is
added to each bottle, and cells are observed under a micro-
scope until detachment of the cellular layer (usually 8-10
minutes).

[0144]  Preparation of assay plates (12-well plates) follows
after adding 8 ml. of culture medium (DMEM-F12 supple-
mented with 10% fetal bovine serum and penicillin-strepto-
mycin (S0IU/mL:50pg/mL) and centrifugation of the cell
homogenate at 2000 rpm for 5 minutes (at 25° C.).

[0145]  Withthe aid ofa 1 ml. pipet connected to a vacuum
pump, the supernatant is aspirated and the cells resuspended
with culture medium (with necessary volume to maintain the
ratio of 1:4, 1.e. 1 culture flask originates 4 12-well plates).
After homogenization of the cells, with an aid of a pipette, it
is added 2 mL of the cell suspension to cach well of the plate.
The growth occurs in an incubator under controlled condi-
tions (37° C., 5% CO, atmosphere) until confluence of cach
well (typically 8-10 days).

[0146] b) Method

[0147]  Initially, the culture medium is aspirated using a 1
mL, pipette connected to a vacuum pump and the cells are
washed at least 3 times with 0.5 mL of'a Dulbecco Phosphate
BufTered Saline (DPBS; 37° C.) using a 1 mL pipette attached
to one the vacuum pump. In the sequence, 0.5 mL of DPBS is
added in the presence and/or absence of 1-metil-3-isobutyl
xanthine (1 mM), dimethylsulfoxide (0.1% v/v) and the test
compound and incubated for 10 minutes in an oven (37° C,,
5% CO, atmosphere).

[0148]  Afier the incubation period, the cells are stimulated
with STa toxin (1 uM, 5 uL) and incubated in an incubator
(37°C., 5% CO, atmosphere) for 10 minutes. After the stimu-
lation period, the volume of the supernatant is aspirated using
a1 ml, pipette connected to a vacuum pump and the cGMP is
extracted by the addition of a hydrochloric acid solution 0.1
M (0.3 mL, using a pipette), pIl 4, under constant stirring
(speed 4) in a shaker type “rotator” (Lab-line Instruments,
model number 4625), for 20 minutes. After the extraction
period, the volume of each well is centrifuged (15000 rpm, 5
minutes, 25° C.) and an aliquot of the supernatant (0.3 mL) is
quickly stored in a freezer at -20° C. for the subsequent
quantification of the content of cGMP by the immunoassay
method developed and described by HORTON et al. (1992)
[Horton, J. K.; Martin, R. C.; Kalinka, S.; Cushing, A;
Kitcher, J. P; O'Sullivan, M. 1.; Baxendale, P. M., “Enzime
immunoassays for the estimation of adenosine 3,5 eyclic
monophosphate and guanosine 3',5' cyclic monophosphate in
biological fluids . J Immunol Methods 1992, 155:31-40].
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[0149] The protein precipitate or “pellets™ are digested
directly by the addition of 0.5 mL of a 0.1 M sodium hydrox-
ide solution, under constant agitation in a shaker type “rota-
tor” (speed 7), for 30 minutes. Posteriorly, this protein frac-
tion is used in the tests to determine proteins, employing a
method developed by BRADFORD (1976). M. M. BRAD-
FORD, “4 rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of pro-
tein-dve binding". Analytical Biochemistry, 1976, 72:248-
254].

¢) Compounds Tested

[0150] The compounds tested are 1, 11, ITT, IV, V, VI, VII,
VIIL IX, X, X1, and XII; described in TABLE 1.

d) Results
[0151]

TABLE 2

Effect of Compounds IT, IV, VI, VIl and X on ¢GMP accumulation
induced by STa (1 uM) in T84 cells {see FIG. 1)

cGMP, pmel/10 % of inhibition
Compound(s) min/mg {Compound x 8Ta)
Baseline 6.18 £0.49 —
STa (1 pM) 1044.0 = 35.42% —
FPIPP (50 uM) 53.53£6.22% ~94
11 (50 M) 57.50 £3.16" ~94
IV (50 pM) 146.80 = 22.94* ~86
V{50 pM) 2283 £3.30* ~97
VIII (50 M) 350,70 £ 35.80% ~66
X (50 uM) 668.40 = 75.46% ~36
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TABLE 4-continued

Liffect of compound VII on cGMP accumulation induced
by STa (1 uM) in T84 cells (see FIG. 3)

cGMP, pmol/10 % of inhibition
Compound(s) min/mg, (Compound x STa)
FPIPP (50 uM) 56.25 £13.61* ~83
VII (50 pM) 207.30 £ 39.06* ~12

Results are expressed as mean = SEM,
#p 0,05, compared with Baseline graup;
*p 0,05, compared with STa group; (ANOVA followed by Tukey's test)

TABLE §

Effect of compound IX on ¢GMP accumulation induced
by STa (1 uM) in T84 cells (see FIG. 4)

<GMP, pmol/10 % of inhibition
Compound(s) min/mg (Compound x STa)
Buaseline 5.62+0.59 —
STa (1 M) 642.80 = 11.60° =
FPIPP (50 M) 81.00 £ 14.38* ~R7
IX (50 uM) 703.50 = 43,11* —

Results are expressed as mean + SEM.

, compared with Baseline group;
, conpared with STa group; (ANOVA followed by Tukeys test)

TABLE 6

Effect of compound XI on ¢GMP accumulation induced
by STa (1 uM) in T84 cells {see FIG. 5)

cGMP, pmol/10 % of inhibition
Compound(s) min/mg (Compound x STa)

Results are expressed as mean = SEM.
5 < .03, compared with Baseline group;
*p< 003, compared with STa group; (ANGVA followed by Tukey's test).

TABLE 3

Effect of Compounds I, 1T, V and XTI on cGMP accumulation
induced by STa (1 uM) in T84 cells (see FIG. 2)

cGMP, pmol/10 % of inhibition

Compound(s) minmg {Compound x STa)
Baseline 0.02 =001 —

STa (1 M) 554,20 £49.45*

FPIPP (50 uM) 74.83 £13.26* ~86

1(50 uM) 210,70 = 6.11* ~62

T (50 uM) 201.50 = 44.93* ~64

V (50 M) 215,50 £ 3457+ ~62
XII(50 M) 201,50 £ 23.51% ~64

Results are expressed as mean = SEM.
# < 0,05, compared with Baseline group;
*p < 0,05, compared with §Ta group; (ANOVA followed by Tukey’s test)

TABLE 4

Effect of compound VII on ¢<GMP accumulation induced
by §Ta (1 uM) in T84 cells (see¢ FIG. 3)

cGMP, pmol/10 % of inhibition
Compound(s) min/mg (Compound x 8Ta)
Baseline 0.25 £0.06 -
STa (1 pM) 334.60 +40.74% —

Baseline 0.02£0.01 —
STa (1 M) #
FPIPP (50 M) ~86
X1 (50 pM) 171.30 = 31.68* ~70

Resulls are expressed as mean + SEM.
p <0.05, compared with Bascline group:
*p < 0.05, compared with §Ta group: (ANOVA followed by Tukey's test).

EXAMPLE 14

Protocol for Determination of Absolute
Bioavailability

a) Animals

[0152]  The study used male Beagle dogs, aged between 2 to
4 years old, weighing between 8 to 12 kg, and kept in food
control and disposal of water ad libitum during the study.

b) Animal Preparation

[0153] The dogs were shaving in the radial portion of the
front paws, performing aseptic on site with the aid of moist-
ened gauze with 70% alcohol.

[0154] Entered the 21G catheter (one in cach paw in the
intravenous administration protocol and a single paw in the
oral administration protocol) in order to access the cephalic
veln.

[0155] The blood samples were collected from animals
depending on the established sampling times by taking 1.5
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mL of blood using a 3 mL syringe. The samples were trans-
ferred to heparinized tube collection.

¢) Route of Administration

[0156] 'The administration of the study compounds was
made orally and intravenously.

[0157] The intravenous administration of the compounds
was carried out in bolus, and has through one of the cephalic
veins of dogs. Concentrations were administered 1 mg/kg; 3
mg/kg and 10 mg/kg in one, on different days.

[0158]  The oral administration of the drug was provided as
a powder in capsules at the dose of 3 mg/kg, which were all
completely ingested by dogs.

d) Sampling Times

[0159] For the intravenous administration, the blood
samples (1.5 ml) were collected in the following predeter-
mined time intervals: 0, 0.033, 0.083,0.17,0.25,0.33,0 5; 1;
2;3: 4 6; 8: 12 and 24 hours.

[0160]  For the oral administration, the blood samples (1.5
ml) were collected in the following predetermined time inter-
vals: 0,0.33,0.67. 1, 1.5, 2,3, 4, and 6, 8, 12 and 24 hours.

¢) Compounds Tested

[0161] The compounds tested are II, IV, VI, and XI;
described in TABLE 1.

1) Analytical Method

[0162] The heparinized tubes collections were placed in a
centrifuge and were processed for 10 minutes at 2500 rpm per
minute. The plasma was separated and put into other tubes.
The plasma was analyzed by Liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS).

g) Results
[0163]

Absolute
Compound(s) bioavailability
I 0.16%
v 0.17%
VI 0.82%
X1 0.35%

[0164] All four compounds tested for inhibition of cyclic
nucleotide showed negligible absolute bioavailability. These
results indicate great therapeutic potential thereof for the
treatment of disorders of the intestinal tract, since no absolute
bicavailability greatly reduces the possibility of these com-
pounds present some kind of systemic toxicity.

[0165] The compounds of the present invention, new pyri-
dopyrimidine derivatives compounds, are useful in human
and veterinary medicine for treating a condition in a patient.
Inaccordance with the present invention, said compounds can
be administered to a patient in need of prevention and/or
treatment of a condition.

[0166] The present invention also describes a method for
using the new pyridopyrimidine derivatives compounds as
inhibitor of the cyclic nucleotide synthesis. In another
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embodiment, describes a method forusing the new pyridopy-
rimidine derivatives compounds as inhibitor of the cAMP and
¢GMP synthesis.

[0167]  Another objective of the present invention is the use
of the new pyridopyrimidine derivatives compounds, their
pharmaceutically acceptable salts or mixtures thereof (in any
ratio), for inhibiting the cyclic nucleotide synthesis. Further-
more, it is the objective of the present invention the use ofone
of the new pyridopyrimidine derivatives compounds, their
pharmaceutically acceptable salts or mixtures thereof (in any
ratio), for inhibiting the cAMP and cGMP synthesis.

[0168] 1t is also the objective of the present invention the
use of one of the new pyridopyrimidine derivatives com-
pounds, their pharmaceutically acceptable salts or mixtures
thereof (in any ratio), in the prophylactic and/or curative
treatment of diarrhea, colitis and irritable bowel syndrome.

1. A compound represented by General Formula (1):

General Formula (T)

or pharmaceutically acceptable salts thereof, or their mix-
tures in any ratio, wherein:

R, is selected from the group consisting of C,  alkyl,
amino C,_; alkyl, dimethylamino C,  alkyl, halo C, 4
alkyl, guanidino C,_ alkyl, and mercapto C, g alkyl;

R, is selected from the group consisting of 4-(trifluorom-
ethyl)thiophene, 3-fluoro-5-trifluoromethylphenyl, 3.5
-bistrifluoromethylphenyl, 1,3-benzodioxol-4-yl, 1,3-
benzodioxol-5 -yl, 2,1,3-benzothiadiazol-4-yl, 2.1,3-
benzothiadiazol-5 -yl, and substituted aryl wherein the
substituent is selected from the group consisting of C, ¢
alkoxy, halogen, C, ; heteroaralkyl or C,_ heteroaralk-
enyl; and

X is selected from the group consisting of O, S and Se.

2. Compound according to claim 1 wherein:

R, is a C, 4 alkyl selected from the group consisting of
methyl, ethyl, propyl, n-propyl, 1sopropyl, n-butyl, ise-
butyl, sec-butyl, tent-butyl, pentyl, and hexyl;

R, is selected from the group consisting of 4-(trifluorom-
cthyl)thiophene, 3-fluoro-5-trifluoromethylphenyl, 3,5-
bistrifluoromethylphenyl, 13-benzodioxol-4-yl, 1,3-
benzodioxol-5-yl, 2.1,3-benzothiadiazol-4-yl, and 2,1,
3-benzothiadiazol-5-yl; and

X represents O or X.

3. C compound according to claim 2 wherein:

R, is methyl or ethyl;

R, is selected from the group consisting of: 4-trifluorom-
cthylthiophen, 3-fluoro-5-trifluoromethylphenyl, 3,5-
bistrifluoromethylphenyl,  benzo[d][1,3]dioxol-4-yl,
benzo[d][1,3]dioxol-5-y], 2.1,3-benzothiadiazol-4-yl,
and 2,1,3-benzothiadiazol-5-yl; and

XisOorS.
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4. Compound according to claim 1 wherein it is:

(Compound I}

B

5. Compound according to claim 1 wherein it is:

{Compound 1Ty

FC

6. Compound according to claim 1 wherein it is:

(Compound I11)

F [85]

7. Compound according to claim 1 wherein it is:

(Compound IV}
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8. Compound according to claim 1 wherein it is:

(Compound V)

¥ CFs

9. Compound according to claim 1 wherein it is:

(Compound VT)

F CEy

10. Compound according to claim 1 wherein it is:

(Compound VII)

11. Compound according to claim 1 wherein it is:

(Compound VIIT)
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12. Compound according to claim 1, wherein it which is:

(Compound IX)

13. Compound according to claim 1, wherein it is:

(Compound X)

14. Compound according to claim 1, wherein it is:

(Compound XI)

19
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15. Compound according to claim 1, wherein it is:

{Compound XIT)

( \/‘

N—g

16. A pharmaceutical composition comprising as active
ingredient an effective amount of one or more compounds
according to claim 1, or pharmaceutically acceplable salts
thereof; and pharmaceutically acceptable excipients.

17. Pharmaceutical composition according to claim 16,
wherein said composition is for inhibition of the cyclic nucle-
otide synthesis.

18. Pharmaceutical composition according to claim 16,
wherein said composition is for inhibition of the cAMP and
¢GMP synthesis.

19. Pharmaceutical composition according to claim 16,
wherein said composition is for the prophylactic and/or cura-
tive treatment of diarrhea, colitis and irritable bowel syn-
drome.

20. A method of inhibiting the cyelic nucleotide synthesis
in a patient, comprising administering the pharmaceutical
composition according to claim 16.

21. A method of inhibiting the cAMP and cGMP synthesis
in a patient, comprising administering the pharmaceutical
composition according to claim 16.

22. A method for prophylactic and/or curative treatment of
diarrhea, colitis and irritable bowel syndrome in a patient,
comprising administering the pharmaceutical composition
according to claim 16.

23. Method according to claim 20, wherein the pharma-
ceutical composition is in an appropriate dosage form.

24. Use the compound according to claim 1, or pharma-
ceutically acceptable salts thereof, or their mixtures in any
ratio in the manufacture of medicament for inhibit the cyclic
nucleotide synthesis.

25. Use of the compound according to claim 1, or pharma-
ceutically acceptable salts thereol, or their mixtures in any
ratio in the manufacture of medicament for inhibit the cAMP
and cGMP synthesis.

26. Use of the compound according to claim 1, or pharma-
ceutically acceptable salts thereof, or their mixtures in any
ratio in the manufacture of medicament for prophylactic and/
or curative treatment of diarrhea, colitis and irritable bowel
syndrome,




