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RESUMO
IMIDAZOLILIMIDAZOIS CONDENSADOS COMO COMPOSTOS ANTIVIRAIS

A revelacéao refere-se a compostos antivirais,

composigdes contendo tais compostos, e métodos terapéuticos

que incluem a administracdo de tais compostos, bem como a

processos e intermedidrios Uteis para preparar tais

compostos.
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DESCRICAO
IMIDAZOLILIMIDAZOIS CONDENSADOS COMO COMPOSTOS ANTIVIRAIS

ANTECEDENTES

A hepatite C ¢é reconhecida como uma doenga viral
crdonica do figado que é caraterizada por doenca do figado.
Embora os farmacos que tém por objetivo o figado estdo em
ampla utilizagdo e tém mostrado eficacia, toxicidade e
outros efeitos secundarios tém limitado sua utilidade. Os
inibidores de virus da hepatite C (HCV) sdo uteis para
limitar o estabelecimento e progressao de infecdo por HCV
bem como em ensaios de diagndstico para HCV.

Existe uma necessidade de novos agentes terapéuticos
contra HCV. Em particular, existe uma necessidade de
agentes terapéuticos contra HCV que possuam ampla atividade
contra gendtipos de HCV (por exemplo, gendtipos la, 1lb, 2a,
3a, 4a). Existe também uma necessidade particular de
agentes gue sejam menos suscetiveis a resisténcia viral.
Mutagdes de resisténcia a inibidores foram descritas para
NS5A de HCV para os gendtipos la e 1lb em Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, Setembro de 2010, Volume 54, p.
3641-3650.

SUMARIO
A presente invencdo proporciona um composto da formula

(I) :

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
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A presente invencdo também proporciona uma composicado
farmacéutica que compreende o) composto ou sal
farmaceuticamente aceitdvel como foi descrito acima e pelo
menos um veiculo farmaceuticamente aceitével.

Numa forma de realizacdo, a composicdo farmacéutica
como foi descrito acima compreende ainda um inibidor
nucleosidico ou nucleotidico de polimerase NS5B de HCV.

A presente invengdo também proporciona um composto ou
sal farmaceuticamente aceitdvel como foi descrito acima
para utilizacdo num método de tratamento da hepatite C.

Numa forma de realizacdo, proporciona-se o composto ou
sal farmaceuticamente aceitdvel para a utilizacdo descrita
acima, em combinagdo com um inibidor nucleosidico ou
nucleotidico de polimerase NS5B de HCV.

Numa forma de realizacao, a composicdo compreende pelo
menos um agente terapéutico adicional para tratar HCV. Numa
forma de realizacdo, o agente terapéutico é selecionado a
partir de ribavirina, um 1inibidor de protease NS3, um
inibidor nucleosidico ou nucleotidico de polimerase NS5B de
HCV, um inibidor de alfa-glucosidase 1, um hepatoprotetor,
um inibidor nédo nucleosidico de polimerase de HCV, ou
combinagdes dos mesmos. Numa forma de realizacdo, a
composicdo compreende ainda um inibidor nucleosidico ou
nucleotidico de polimerase NS5B de HCV. Numa forma de
realizacdo, o inibidor nucleosidico ou nucleotidico de
polimerase NS5B de HCV é selecionado a partir de
ribavirina, viramidina, levovirina, um L-nucledésido, ou
isatoribina.

Numa forma de realizacgao é proporcionada uma
composicdo farmacéutica que compreende um composto como foi
descrito no presente documento e pelo menos um inibidor
nucleosidico ou nucleotidico de polimerase NS5B de HCV, e
pelo menos um veiculo farmaceuticamente aceitéavel. Numa
forma de realizacdo, a composicao compreende ainda um

interferao, um interferéo pegilado, ribavirina ou
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combinagdes dos mesmos. Numa forma de realizacgdo, O
composto € o composto exemplificado no Exemplo PY. Numa
forma de realizagdo o inibidor nucleosidico ou nucleotidico
de polimerase NS5B de HCV é sofosbuvir.

Numa forma de realizacdo, a presente revelacdo também
proporciona uma composicdo farmacéutica que compreende
ainda um interferdo ou interferdo pegilado.

Numa forma de realizacdo, a presente revelacdo também
proporciona uma composicdo farmacéutica que compreende
ainda um andlogo de nucledsido.

Numa forma de realizacdo, a presente revelacdo também
trata de uma composicdo farmacéutica em que o dito anédlogo
de nucledésido € selecionado a partir de ribavirina,
viramidina, levovirina, um L-nucledsido, e isatoribina e o
dito interferdo é o-interferdo ou o-interferdo pegilado.

Numa forma de realizacdo, a presente revelacdo também
proporciona um composto da revelagcdo para utilizacdo em
terapéutica médica (por exemplo, para utilizacdo na
inibicdo de atividade de HCV ou tratamento de uma condigdao
associada a atividade de HCV).

Processos sintéticos e novos intermedidrios séao
revelados no presente documento os quais sdo uUteis para
preparar compostos da revelacdao. Alguns dos compostos da
revelacdo sdo Uteis para preparar outros compostos da
revelacao.

Noutro aspeto a revelacdo proporciona um composto da
revelacdo, ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo,
para utilizacgcdo no tratamento profildtico ou terapéutico da
hepatite C ou um disturbio associado a hepatite C.

Descobriu-se que o composto de fdérmula (I) possuil
atividade util contra gendétipos de HCV 1-. Adicionalmente,
o composto de fédrmula (I) tem poténcia significativa contra
variantes resistentes em GT1.

Consequentemente, o composto de fdérmula (I) possuil

propriedades farmacoldgicas benéficas que o tornam bem



EP2635588B1

adequado para atender a necessidade atual para agentes
contra HCV com tais propriedades benéficas.

Numa forma de realizacdo, a revelagcao proporciona um
composto que tem propriedades farmacocinéticas ou
inibidoras melhoradas, incluindo atividade aumentada contra
desenvolvimento de resisténcia viral, disponibilidade oral
melhorada, maior poténcia (por exemplo, na inibicdo de
atividade de HCV) ou semivida eficaz estendida in vivo. O
composto da revelacdo pode ter poucos efeitos secundérios,
programas de dosagem menos complicados, ou ser oralmente
ativos.

DESCRICAO PORMENORIZADA

Referéncia serd feita agora em detalhe a certas formas
de realizacao da revelacao, cujos exemplos sao ilustrados
nas estruturas e fédrmulas acompanhantes. Embora a revelacgdo
seja descrita Jjuntamente com as formas de realizacéo
enumeradas, serd entendido gque nédo sao destinadas a limitar
a revelacdo a essas formas de realizagdo. Ao contrario, a
revelagdo € destinada a cobrir todas as alternativas,
modificacdes, e equivalentes, que podem estar incluidos no
dmbito da presente revelacdo como definido pelas formas de
realizacdao.

Compostos

“Algquilo” é C1;-Cis hidrocarboneto que contém Aatomos de
carbono c¢iclicos, normais, secunddrios, ou tercidrios.
Exemplos sdo metilo (Me, -CHs), etilo (Et, -CH;CHs), 1-
propilo (n-Pr, n-propilo, -CH,CH,CH3), 2-propilo (i-Pr, i-
propilo, -CH (CHs) 5), 1- butilo (n—-Bu, n-butilo, -
CH,CH,CH,CH3) , 2-metil-1-propilo (i-Bu, i-butilo, -
CH,CH(CHs)2), 2-butilo (s-Bu, s-butilo, -CH(CH;)CHyCHs), 2-
metil-2-propilo (t-Bu, t-butilo, -C(CHs)j3), l-pentilo (n-
pentilo, -CH,CH,CH,CH,CH3), Z2-pentil (-CH(CHs)CH,CH,CH3), 3-
pentil (-CH(CH,CH3),), 2-metil-2-butil (-C(CHj3),CH,CH3), 3-
metil-2-butil (-CH (CHs) CH(CHs) ), 3-metil-1-butil (-
CH,CH,;CH (CH3) ), 2-metil-1-butil (-CH,CH(CHs)CH,CHs), 1l-hexil
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(_CH2CH2CH2CH2CH2CH3) ’ 2-hexil (_CH (CH3) CH2CH2CH2CH3) ’ 3-hexil

(-CH (CH,CH3) (CH,CH,CH3) ), 2-metil-2- pentil (—
C(CHj3) ,CH,CH,CH3) , 3-metil-2-pentil (—CH (CH3) CH (CH3) CH,CH3) ,
4-metil-2-pentil (-CH(CH3)CH;CH(CH3);), 3-metil-3-pentil (-
C (CH3) (CH;CH3) %), 2-metil-3-pentil (—CH (CH,CH3) CH (CH3) ») ,

2,3- dimetil-2-butil (-C(CHj3),CH(CHs),), 3,3-dimetil-2-butil
(-CH (CH3) C(CH3)3, e ciclopropilmetilo

2

“Alquenilo” ¢é C;-Cig hidrocarboneto que contém &atomos
de carbono normais, secundarios, tercidrios ou ciclicos com
pelo menos um local de insaturacdo, isto ¢, uma ligacéo
carbono—-carbono, sp2 dupla. Exemplos incluem, mas nao se
limitam a, etileno ou vinil (-CH=CH,), alil (-CH,CH=CH,),
ciclopentenil (-CsH;), e 5-hexenil (-CH, CH,CH,CH,CH=CH,) .

“Algquinilo” é C,-Cis hidrocarboneto que contém &atomos
de carbono normais, secundarios, terciarios ou ciclicos com
pelo menos um local de insaturacdo, isto é, uma ligacéo
carbono-carbono, sp tripla. Exemplos incluem, mas nao se
limitam a, acetilénico (-C=CH) e propargil (-CH,C=CH).

“"Alquileno” refere-se a um radical hidrocarboneto
saturado, de cadeia ramificada ou linear ou ciclico de 1-18
dtomos de carbono, e que tem dois centros de radicais
monovalentes derivados pela remocdo de dois &tomos de
hidrogénio do mesmo ou dois atomos de carbono diferentes de

um alcano parental. Radicais alquileno tipicos incluem, mas

nao se limitam a, metileno (-CH,-) 1,2-etil (-CHyCH,-), 1,3-
propil (—-CH,CH,CHy—) , 1,4-butil (—-CH,CH,CH,CH,—) , e
semelhantes.

“Alquenileno” refere-se a um radical hidrocarboneto
insaturado, de cadeia ramificada ou linear ou ciclico de 2-
18 atomos de carbono, e que tem dois centros de radicais
monovalentes derivados pela remocdo de dois &tomos de

hidrogénio do mesmo ou dois diferentes &tomos de carbono de
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um alceno parental. Radicais alquenileno tipicos incluem,
mas nao se limitam a, 1,2-etileno (-CH=CH-).

“"Alquinileno” refere-se a um radical hidrocarboneto
insaturado, de cadeia ramificada ou linear ou ciclico de 2-
18 4atomos de carbono, e que tem dois centros de radicais
monovalentes derivados pela remocdo de dois 4&atomos de
hidrogénio do mesmo ou dois diferentes &tomos de carbono de

um alcino parental. Radicais alguinileno tipicos incluem,

mas nao se limitam a, acetileno (-C=C-), propargil (-
CH,C=C-), e 4-pentinil (-CHy;CH,CH,C=CH) .
O termo “alcoxi” ou T“alquiloxi,” como usado no

presente documento, refere-se a um grupo alquilo unido a
fragdo molecular parental através de um adtomo de oxigénio.

O termo “alcoxicarbonilo,” como usado no presente
documento, refere-se a um grupo alcoxi wunido a fracgéao
molecular parental através de um grupo carbonilo.

O termo “cicloalgquilo,” como usado no presente
documento, refere-se a um sistema de anel de
hidrocarboneto, saturado monociclico que tem trés a sete
atomos de carbono e Zero heterodtomos. Exemplos
representativos de grupos cicloalgquilo incluem, mas nao se
limitam a, ciclopropilo, ciclopentilo, e ciclohexilo. Os
grupos cicloalquilo da presente revelacdo sdo opcionalmente
substituidos com um, dois, trés, quatro, ou cinco
substituintes independentemente selecionados a partir de
alcoxi, alquilo, arilo, ciano, halo, haloalcoxi,
haloalgquilo, heterociclilo, hidroxi, hidroxialquilo, nitro,
e -NR*RY em que o arilo e o heterociclilo s&o opcionalmente
substituidos ainda com um, dois, ou trés substituintes
independentemente selecionados a partir de alcoxi, alquilo,
ciano, halo, haloalcoxi, haloalquilo, hidroxi, e nitro.

O termo “cicloalquilcarbonilo,” como usado no presente
documento, refere-se a um grupo cicloalquilo unido a fracédo

molecular parental através de um grupo carbonilo.
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O termo “cicloalquiloxi,” como usado no presente
documento, refere-se a um grupo cicloalgquilo unido a fracédo
molecular parental através de um adtomo de oxigénio.

O termo “cicloalquiloxicarbonilo,” como usado no
presente documento, refere-se a um grupo cicloalquiloxi
unido a fracdo molecular parental através de um grupo
carbonilo.

“Arilo” significa um radical hidrocarboneto aromatico
monovalente de 6-20 dtomos de carbono derivado pela remocgao
de um a&tomo de hidrogénio de um &tomo de carbono individual
de um sistema de anel aromdtico parental. Grupos arilo
tipicos incluem, mas nao sao limitados a: radicais
derivados de Dbenzeno, Dbenzeno substituido, naftaleno,
antraceno, bifenilo, e semelhantes.

“Arilalgquilo,” refere-se a um radical alquilo aciclico
em gque um dos 4atomos de hidrogénio ligado a um &tomo de
carbono tipicamente um adtomo de carbono terminal ou sp3, é
substituido com um radical arilo. Grupos arilalquilo
tipicos incluem, mas n&o sdo limitados a: Dbenzilo, 2-
feniletan-1-ilo, naftilmetilo, 2-naftiletan-1-ilo,
naftobenzilo, 2-naftofeniletan-1- 1ilo e semelhantes. O
grupo arilalquilo compreende 6 a 20 &tomos de carbono, por
exemplo, a frag¢do alquilo, incluindo grupos alcanilo,
alquenilo ou alguinilo, do grupo arilalquilo é 1 a 6 &tomos
de carbono e a fracédo arilo é de 5 a 14 atomos de carbono.

“Alquilo substituido”, “arilo substituido”, e
“Yarilalgquilo substituido” significam algquilo, arilo, e
arilalquilo respetivamente, em que um ou mails &atomos de
hidrogénio sdo, cada um, independentemente substituidos com
um substituinte ndo hidrogénio. Substituintes tipicos
incluem, mas nao se limitam a: halo (por exemplo, F, Cl,
Br, I), -R, -0U, -SR, -NR,, —-CF;, —-CCl;, —-0OCF3;, -CN, -NO,
N(R)C(=0)R, -C(=0)R, -0C(=0)R, -C(0)0OU, -C(=0)NRR, -S(=0)R,
-S(=0),0R, -S(=0);R, -0S(=0),0R, -S(=0),;NRR, e cada R ¢&é

independentemente -H, alquilo, arilo, arilalquilo, ou
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heterociclo. Grupos algquileno, alguenileno, e alquinileno
podem também ser de modo similar substituidos.

O termo “opcionalmente substituido” em referéncia a
uma fracdo particular do composto de foérmula T, (por
exemplo, um grupo arilo opcionalmente substituido) refere-
se a uma fracédo que tem 0, 1,2, ou mais substituintes.

0O simbolo “-——“ numa estrutura de anel significa que

uma ligacdo € uma ligacdo simples ou dupla. Num exemplo ndo

“Haloalgquilo” como usado no presente documento inclui

limitativo,

pode ser

um grupo alguilo substituido com um ou mais halogénios (por
exemplo, F, Cl, Br, ou I). Exemplos representativos de
haloalquilo incluem trifluorometilo, 2,2,2-trifluorocetilo,
e 2,2,2-trifluoro-1-(trifluorometil)etilo.

“Heterociclo” ou “heterociclilo” como wutilizado no
presente documento inclui como modo de exemplo e néao
limitac&o aqueles heterociclos descritos em Paquette, Leo
A.; Principles of Modern Heterocyclic Chemistry (W.A.
Benjamin, Nova Iorque, 1968), particularmente os capitulos
1, 3, 4, 6, 7, e 9; The Chemistry of Heterocyclic
Compounds, A Series of Monographs” (John Wiley & Sons, Nova
Iorque, 1950 até o presente), em particular os Volumes 13,
14, 16, 19, e 28; e J. Am. Chem. Soc. (1960) 82:5566. Numa
forma de realizacdo especifica, “heterociclo” inclui um
“carbociclo” como definido no presente documento, em gue um
ou mais (por exemplo, 1, 2, 3, ou 4) 4&tomos de carbono
foram substituidos com um hetercdtomo (por exemplo, O, N,

ou S). O termo heterociclo também inclui “heterocarilo” que
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¢ um heterociclo em que pelo menos um anel heterociclico é
aromatico.

Exemplos de heterociclos incluem por meio de exemplo e

nao limitacéo piridilo, dihidroipiridilo,
tetrahidropiridilo (piperidil), tiazolilo,
tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiofenilo oxidado com
enxofre, pirimidinilo, furanilo, tienilo, pirrolilo,
pirazolilo, imidazolilo, tetrazolilo, benzofuranilo,
tianaftalenilo, indolilo, indolenilo, quinolinilo,
isoguinolinilo, benzimidazolilo, piperidinilo, 4-

piperidonilo, pirrolidinilo, 2-pirrolidonilo, pirrolinilo,
tetraidrofuranilo, tetrahidroquinolinilo,
tetrahidroisoquinolinilo, decahidroquinolinilo,

octahidroisoquinolinilo, azocinilo, triazinilo, 6H-1,2,5-

thiadiazinilo, 2H, 6H-1,5,2-ditiazinilo, tienilo,
tiantrenilo, piranilo, isobenzofuranilo, cromenilo,
xantenilo, fenoxatinilo, 2H-pirrolilo, isotiazolilo,
isoxazolilo, pirazinilo, piridazinilo, indolizinilo,

isoindolilo, 3H-indolilo, 1H-indazolilo, purinilo, 4H-
quinolizinilo, ftalazinilo, naftiridinilo, guinoxalinilo,
quinazolinilo, cinolinilo, pteridinilo, daH-carbazolilo,
carbazolilo, BR-carbolinilo, fenantridinilo, acridinilo,

pirimidinilo, fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo,

furazanilo, fenoxazinilo, isocromanilo, cromanilo,
imidazolidinilo, imidazolinilo, pirazolidinilo,
pirazolinilo, piperazinilo, indolinilo, isoindolinilo,
quinuclidinilo, morfolinilo, oxazolidinilo,
benzotriazolilo, benzisoxazolilo, oxindolilo,

benzoxazolinilo, isatinoilo, e bis-tetrahidrofuranilo:

]

R

O .
Por meio de exemplo e sem limitacdo, heterociclos
ligados a carbono sao ligados na posicédo 2, 3, 4, 5, ou 6

de uma piridina, posicdo 3, 4, 5, ou 6 de uma piridazina,
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posicao 2, 4, 5, ou 6 de uma pirimidina, posicao 2, 3, 5,
ou 6 de uma pirazina, posicdo 2, 3, 4, ou 5 de um furano,
tetrahidrofurano, tiiofurano, tiofeno, pirrol ou
tetrahidropirrol, posicao 2, 4, ou 5 de um oxazol, 1imidazol
ou tiazol, posicao 3, 4, ou 5 de um isoxazol, pirazol, ou
isotiazol, posicdo 2 ou 3 de uma aziridina, posicédo 2, 3,
ou 4 de uma azetidina, posicdo 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8 de
uma quinolina ou posigcao 1, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8 de um
isoquinolina. Ainda mais tipicamente, heterociclos ligados
a carbono inclueminclude 2-piridilo, 3-piridilo, 4-
piridilo, 5-’ piridilo, 6-piridilo, 3-piridazinilo, 4-
piridazinilo, S5-piridazinilo, 6-piridazinilo, 2-
pirimidinilo, 4-pirimidinilo, S5-pirimidinilo, 6-
pirimidinilo, 2- pirazinilo, 3-pirazinilo, 5-pirazinilo, 6-
pirazinilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, ou 5-tiazolilo.

Por meio de exemplo e sem limitacdo, heterociclos
ligados a azoto sdo ligados na posicdo 1 de uma aziridina,
azetidina, pirrol, pirrolidina, 2-pirrolina, 3-pirrolina,
imidazol, imidazolidina, 2—-imidazolina, 3-imidazolina,
pirazol, pirazolina, 2-pirazolina, 3-pirazolina,
piperidina, piperazina, indol, indolina, IH-indazola,
posicdo 2 de um isoindol, ou isoindolina, posicdo 4 de uma
morfolina, e posicdo 9 de um carbazol, ou R-carbolina.
Ainda mais tipicamente, heterociclos 1ligados a azoto
incluem l-aziridilo, l-azetedilo, l-pirrolilo, 1-
imidazolilo, l-pirazolilo, e l-piperidinilo.

“Carbociclo” refere-se a um anel saturado, insaturado
ou aromatico que tem até cerca de 25 atomos de carbono.
Tipicamente, um carbociclo tem cerca de 3 a 7 atomos de
carbono como um monociclo, cerca de 7 a 12 A&atomos de
carbono como um biciclo, e até cerca de 25 A&tomos de
carbono como um policiclo. Carbociclos monociclicos
tipicamente tém 3 a 6 4tomos do anel, ainda mais
tipicamente 5 ou 6 atomos do anel. Carbociclos biciclicos

tipicamente tém 7 a 12 4tomos do anel, por exemplo,

10
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dispostos como um sistema biciclo [4,5], [5,5], [5,6] ou
[6,6], ou 9 ou 10 &tomos do anel dispostos como um sistema
biciclo [5, 6] ou [6,6]. @) termo carbociclo inclui
“cicloalgquilo” que € um carbociclo saturado ou insaturado.
Exemplos de carbociclos monociclicos incluem ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, l-ciclopent-1-enilo, 1-
ciclopent-2-enilo, l-ciclopent-3-enilo, ciclohexilo, 1-
ciclohex-1-enilo, l-ciclohex-2-enilo, l-ciclohex-3-enilo,
fenilo, espirilo e naftilo.

O termo “amino,” como usado no presente documento,
refere-se a —NH,.

O termo “guiral” refere-se a moléculas que tém a
propriedade de nao superponibilidade do seu parceiro de
imagem de espelho, enquanto o termo “aquiral” refere-se a
moléculas que sao superponiveis no seu parceiro de imagem
de espelho.

O termo “estereoisdmeros” refere-se a compostos gue
tém uma constituicdo quimica idéntica, mas diferem em
relacdo a disposicdo dos adtomos ou grupos no espacgo.

“Diasteredmero” refere-se a um estereoisdmero com dois
ou mais centros de quiralidade, e cujas moléculas ndo séo
imagens no espelho uma da outra. Os diasteredmeros tém
propriedades fisicas diferentes, por exemplo, o0s pontos de
fusdo, os pontos de ebulicdo, as propriedades espetrais e
as reatividades. As misturas de diasteredmeros podem
separar—-se sob procedimentos analiticos de alta resolucéo,
tais como a eletroforese e a cromatografia.

“Enantidémeros” refere-se a doils estereoisdmeros de um
composto que sdo imagens no espelho ndo sobreponiveis uma
da outra.

O termo “tratamento” ou “tratar,” até o ponto em que
se refere a uma doenca ou condig¢doc inclui prevenir a doenga
ou condigdao de ocorrer, inibir a doengca ou condigéao,
eliminar a doenca ou condigdo, e/ou aliviar um ou mais

sintomas da doenca ou condicéo.
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As definicdes estereoquimicas e as convengdes
utilizadas no presente documento geralmente seguem S. P.
Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms
(1984) McGraw-Hill Book Company, Nova Iorque; e Eliel, E. e
Wilen, S., Stereochemistry of Organic Compounds (1994) John
Wiley & Sons, Inc., Nova Iorque.

Muitos compostos orgénicos existem em formas
opticamente ativas, isto é, tém capacidade de girar o plano
da 1luz polarizada no plano. Ao descrever um composto
opticamente ativo, os prefixos (D e L) ou (R e S) séo
utilizados para denotar a configuracdo absoluta da molécula
ao redor do(s) seu(s) centro(s) quiral(is). Os prefixos d e
I ou (+) e (-) sao empregues para designar o sinal de
rotacdo de luz polarizada no plano pelo composto, com (-)
ou 1 significando que o composto é levdgiro. Um composto
com prefixo (+) ou d é dextrdgiro. Para uma dada estrutura
quimica, estes estereoisdmeros sdo idénticos exceto que sao
imagens em espelho um do outro. Um estereoisdmero
especifico pode também ser referido como um enantidmero, e
uma mistura de tais isdémeros é com frequéncia chamada uma
mistura enantiomérica. Uma mistura de enantidmeros 50:50 &
referida como uma mistura racémica ou um racemato, que pode
ocorrer onde nao existe estereosselecéo ou
estereoespecificidade numa reacdo ou processo quimico. Os
termos “mistura racémica” e “racemato” referem-se a uma
mistura equimolar de duas espécies enantioméricas,
desprovidas de atividade dptica. A revelacdo inclui todos
0s estereoisdmeros dos compostos descritos no presente
documento.

Pré-farmacos

O termo “prdé-farmaco” como usado no presente documento
refere-se a qualquer composto que quando administrado a um
sistema bioldégico gera um composto da revelacdo que inibe a
atividade de HCV (“o composto inibidor ativo”). O composto

pode ser formado a partir do pré-fadrmaco como um resultado
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de: (i) reacédo (6es) quimica (s) esponténea (s), (ii)
reacdo (6es) quimica(s) catalisada(s) por enzima, (1id)
fotdlise, e/ou (iv) reacdo (des) guimica(s) metabdlica(s).

“Fracgdo de pré-farmaco” refere-se a um grupo funcional
1ldbil que separa do composto inibidor ativo durante
metabolismo, sistematicamente, no interior de uma célula,
por hidrdédlise, clivagem enzimdtica, ou por algum outro
processo (Bundgaard, Hans, “Design and Application of
Prodrugs” em A Textbook of Drug Design and Development
(1991), P. Krogsgaard-Larsen e H. Bundgaard, Eds. Harwood
Academic Publishers, pp. 113-191). As enzimas que sSao
capazes de um mecanismo de ativacdo enzimdtica com o0s
compostos de pré-fadrmaco da revelacdo incluem, mas ndo sao
limitados a, amidases, esterases, enzimas microbianas,
fosfolipases, colinesterases, e fosfases. Fracdes de pré-
fdrmacos podem servir ©para aumentar a solubilidade,
absorcédo e lipofilicidade para otimizar administracdo de
fadrmacos, biodisponibilidade e eficdcia. Uma fracdo de pré-
fadrmaco pode incluir um metabolito ativo ou o préprio
farmaco.

Fragdes de pré-farmacos exemplares incluem os ésteres
hidroliticamente sensiveis ou de aciloximetilo 1lébeis -
CHgOC(:O)R99 e carbonatos de aciloximetilo —CHZOC(=O)OR99
onde R” ¢ C,-C. alquilo, Ci1-Cs alquilo substituido, Cg—Cqzo
arilo ou Cg—Cyp arilo substituido. O éster aciloxialgquilico
foi primeiro usado como uma estratégia de pré-farmaco para
os A&cidos carboxilicos e entdo aplicado a fosfatos e
fosfonatos por Farquhar et al. (1983) J. Pharm. Sci. 72:
324; também Patente US N° 4816570, 4968788, 5663159 e
5792756. Subsequentemente, o éster aciloxialquilico foi
usado para administrar Acidos fosfdénicos através de
membranas celulares e para aumentar a Dbiodisponibilidade
oral. Uma variante prdéxima do éster aciloxialquilico, o
éster alcoxicarboniloxialguilico (carbonato), pode também

aumentar a biodisponibilidade oral como uma fracdo de pré-
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fadrmaco nos compostos das combinagdes da revelacdo. Um
éster aciloximetilico exemplar é pivaloiloximetoxi, (POM) -
CH,0C (=0)C (CH3)s. Uma fracdao de carbonato de aciloximetilo
exemplar de pré-fadrmaco é pivaloiloximetilcarbonato (POC) -
CH,0C (=0) OC (CHs) 3.

Relata-se que o0s ésteres arilicos de grupos de
fésforo, especialmente ésteres fenilicos, aumentam a
biodisponibilidade oral (DelLambert et al. (1994) J. Med.
Chem. 37: 498). Esteres fenilicos contendo um éster
carboxilico orto ao fosfato foram também descritos (Khamnei
e Torrence, (1996) J. Med. Chem. 39:4109-4115). Relata-se
que os ésteres benzilicos geram Aacidos fosfénicos
parentais. Em alguns casos, o0s substituintes na posicgéao
orto- ou para- podem acelerar a hidrélise. Andlogos de
benzilo com um fenol acilado ou um fenol algquilado podem
gerar o composto fendlico através da acdo de enzimas, por
exemplo, esterases, oxidases, etc., gue por sua vez passa
por clivagem na ligagdo C-0 benzilica para gerar Aacido
fosférico e um intermedidrio guinona metida. Exemplos desta
classe de pré-fadrmacos sdo descritos por Mitchell et al
(1992) J. Chem. Soc. Perkin Trans. II 2345; documento WO
91/19721 de Glazier. Ainda outros pré-farmacos benzilicos

foram descritos contendo um grupo contendo éster

carboxilico unido ao metileno benzilico (documento WO
91/19721 de Glazier). Os pré-farmacos contendo tio séo
relatados como sendo Uteis para a administracéo

intracelular de féarmacos de fosfonato. Estes pré-ésteres
contém um grupo etiltio em que o grupo tiol é esterificado
com um grupo acilo ou combinado com outro grupo tiol para
formar um dissulfeto. Desesterificacdo ou redugdao do
dissulfeto gera o intermedidrio tio livre que se descompde
subsequentemente ao &cido fosférico e episulfeto (Puech et
al. (1993) Antiviral Res., 22: 155-174; Benzaria et al.
(1996) J. Med. Chem. 39: 4958).

Grupos de protegédo
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No contexto da presente revelacdo, grupos de protecéo
incluem fragdes de pré-fadrmaco e grupos gquimicos de
protecao.

O “grupo de protecao” refere-se a uma fracdo de um
composto gque mascara ou altera as propriedades de um grupo
funcional, ou as propriedades do composto como um todo.
Grupos de protecédo gquimicos e estratégias para
protecdo/deprotecdo sdo bem conhecidos na técnica. Veja-se:
“Protective Groups in Organic Chemistry”, Theodora W.
Greene (John Wiley & Sons, 1Inc., Nova Torque, 1991. Os
grupos protetores sao frequentemente utilizados para
mascarar a reatividade de certos grupos funcionais, para
auxiliar na eficiéncia de reac¢des guimicas desejadas, por
exemplo, fazer e quebrar ligacgdes guimicas de uma maneira
ordenada e planeada. A protecao de grupos funcionais de um
composto altera outras propriedades fisicas para além da
reatividade do grupo funcional protegido, tais como a
polaridade, a lipofilicidade <(hidrofobicidade), e outras
propriedades gue podem ser medidas @ por ferramentas
analiticas comuns. Os intermedidrios protegidos
gquimicamente podem eles préprios ser biologicamente ativos
ou inativos.

Os compostos protegidos pode também exibir
propriedades alteradas, e em alguns casos, otimizadas 1in
vitro e 1in vivo, tal como passagem através de membranas
celulares e resisténcia a degradacdo enzimdtica ou
sequestro. Neste papel, os compostos protegidos com efeitos
terapéuticos pretendidos podem ser referidos como pré-
farmacos. Outra fungdo de um grupo de protecdo & converter
o féarmaco parental num pré-fadrmaco, pelo qual o farmaco
parental ¢é libertado apds a conversdo do pré-farmaco 1in
vivo. Devido a que os pré-fadrmacos ativos podem ser
absorvidos mais eficazmente que o fadrmaco parental, os prd-
farmacos podem possuir maior poténcia in vivo que o farmaco

parental. Os grupos de protecdo sdo removidos in vitro, nos
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casos de intermedidrios quimicos, ou in vivo, no caso de
pré—-farmacos. Com intermedidrios quimicos, nao é
particularmente importante que os produtos resultantes apds
desprotecdo, por exemplo, A4alcoois, sejam fisiologicamente
aceitdveis, embora em geral seja mails desejidvel se o0s
produtos forem farmacologicamente indcuos.

Grupos de protecdo estdo disponiveis, sdo comummente
conhecidos e utilizados, e sao opcionalmente utilizados
para evitar reacgdes colaterais com o grupo protegido
durante procedimentos sintéticos, isto €, vias ou métodos
para preparar o0s compostos da revelacdo. Para a maior parte
a decisdo como a quais grupos proteger, quando fazé-lo, e a
natureza do grupo de protecdo quimica "PG" ser dependente
da guimica da reacdo a ser protegida contra (por exemplo,
condig¢des &cidas, bésicas, oxidativa, redutoras ou outras
condicdes) e a direcdo pretendida da sintese. 0Os PGs néao
necessitam ser, e geralmente ndo sdo, 0 mesmo se O composto
for substituido com maltiplos PG. Em geral, o PG seré
utilizado para proteger grupos funcionais tais como grupos
carboxilo, hidroxilo, tio, ou amino e assim prevenir
reagdes colaterais ou para de outro modo facilitar a
eficiéncia sintética. A ordem de desprotecéo para
proporcionar grupos livres, desprotegidos ¢é dependente da
direcdo pretendida da sintese e das condigdes de reacédo a
ser encontrada, e pode ocorrer em qualquer ordem como
determinado pelo perito.

Varios grupos funcionais dos compostos da revelacgao
podem ser protegidos. Por exemplo, grupos de protecdo para
grupos -0H (seja hidroxilo, &cido <carboxilico, 4&cido
fosfénico, ou outras fungdes) incluem "grupos de formacéo
de éter ou éster". Grupos de formacdo de éter ou éster sao
capazes de funcionar como grupos quimicos de protegdo nos
esquemas sintéticos indicados no presente documento. No
entanto, alguns grupos de protecdo hidroxilo e tio nao séao

grupos de formagcdo nem de éter nem de éster, como seré

16



EP2635588B1

entendido pelos peritos na especialidade, e sdo incluidos
com amidas, discutido a seguir.

Um numero muito grande de grupos de protecdo hidroxilo
e grupos de formacdo de amida e as correspondentes reacdes
de clivagem quimica s&o descritos em Protective Groups in
Organic Synthesis, Theodora W. Greene (John Wiley & Sons,
Inc., Nova TIorque, 1991, ISBN 0-471-62301-6) (“Greene”).
Veja—-se também Kocienski, Philip J.; Protecting Groups
(Georg Tieme Verlag Stuttgart, Nova Iorque, 1994). Em
particular Capitulo 1, Protecting Groups: An Overview,
pédginas 1-20, Capitulo 2, Hydroxyl Protecting Groups,
padginas 21-94, Capitulo 3, Diol Protecting Groups, paginas
95-117, Capitulo 4, Carboxyl Protecting Groups, paginas
118-154, Capitulo 5, Carbonyl Protecting Groups, paginas
155-184. Para grupos de protecdo para &acido carboxilico,
dcido fosfdnico, fosfonato, &cido sulfdénico e outros grupos
de protecdo para &cidos veja-se Greene como indicado a
seguir.

Por meio de exemplo e ndo limitacdo, as variédveis
descritas no presente documento podem envolver a
recursividade de substituintes em certas formas de
realizacdo. Tipicamente, cada uma destas pode ocorrer
independentemente 20, 19, 18, 17, 1le¢, 15, 14, 13, 12, 11,
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, ou 0, vezes numa dada forma
de realizacdo. Mails tipicamente, cada uma destas pode
ocorrer independentemente 12 ou menos vezes numa dada forma
de realizacgdo. Toda vez dgque um composto descrito no
presente documento for substituido com mais de um do mesmo
grupo designado, por exemplo, “R'” ou “R’, entdo sera
entendido que os grupos podem ser o0s mesmos ou diferentes,
isto ¢é, cada grupo ¢ independentemente selecionado. As
linhas onduladas indicam o 1local de unides de 1ligacéo
covalente aos grupos, fracgdes, ou adtomos contiguos.

Numa forma de realizacdo da revelacdo, o composto estéa

numa forma isolada e purificada. Geralmente, o termo
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“isolado e purificado” significa gque o composto esté
substancialmente livre de materiais bioldgicos (por
exemplo, sangue, tecido, células, etc.). Numa forma de
realizacdo especifica da revelacédo, o termo significa que o
composto ou conjugado da revelacdo estd pelo menos cerca de
50 % em peso livre de materiais bioldgicos; noutra forma de
realizacdo especifica, o termo significa que o composto ou
conjugado da revelacdo estd pelo menos cerca de 75 % em
peso livre de materiais Dbioldgicos; noutra forma de
realizacdo especifica, o termo significa que o composto ou
conjugado da revelacdo estd pelo menos cerca de 90 % em
peso livre de materiais Dbioldgicos; noutra forma de
realizacdo especifica, o termo significa que o composto ou
conjugado da revelagdo estd pelo menos cerca de 98 % em
peso livre de materiais bioldgicos; e noutra forma de
realizacdo, o termo significa que o composto ou conjugado
da revelacdo estd pelo menos cerca de 99 % em peso livre de
materiais bioldgicos. Noutra forma de realizacéo
especifica, a revelagdo proporciona um composto ou
conjugado da revelagao que foli sinteticamente preparado
(por exemplo, ex vivo).
Estereoisdémeros

Os compostos da revelacdo podem ter centros quirais,
por exemplo, &tomos de fésforo ou carbono quiral. Os
compostos da revelacdo assim incluem misturas racémicas de
todos 0S8 estereoisdmeros, incluindo enantidmeros,
diasteredmeros, e atropisdmeros. Além disso, os compostos
da revelacdo incluem isdmeros Oticos resolvidos ou
enriquecidos em qualquer ou em todos os Aatomos guirais
assimétricos. Em outras palavras, os centros quirais
aparentes a partir das representacgcdes sao proporcionados
como 08 1isdémeros quirais ou misturas racémicas. Tanto as
misturas racémicas como as diastereoméricas, bem como 08

isdémeros oéticos individuais isolados ou sintetizados,

substancialmente livres de seus parceiros enantioméricos ou
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diastereoméricos, estéo todos dentro do ambito da
revelacdo. As misturas racémicas sdo separadas em seus
isdémeros individuais, substancialmente opticamente puros
através de técnicas bem conhecidas tais como, por exemplo,
a separacdo de sais diastereoméricos formados com adjuntos
opticamente ativos, por exemplo, &acidos ou bases seguidos
por retroconversdo as substéncias opticamente ativas. Em
mais casos, o isdmero ético desejado € sintetizado por meio
de reacdes estereoespecificas, comecgando com o)
estereoisdémero apropriado do material de partida desejado.

Os compostos da revelacdo podem também existir como
isdémeros tautoméricos em certos casos. Embora somente um
tautdémero possa ser representado, a totalidade de tais
formas sé&o contempladas dentro do ambito da revelacdo. Por
exemplo, eno-amina tautdmeros podem existir para purina,
pirimidina, imidazol, guanidina, amidina, e sistemas
tetrazol e todas suas formas tautoméricas possiveis estao
dentro do ambito da invencéo.
Sais e Hidratos

Exemplos de sais fisiologicamente ou farmaceuticamente
aceitéveis dos compostos da revelacao incluem sais
derivados de wuma base apropriada, tal como um metal
alcalino (por exemplo, sdédio), um metal alcalino terroso
(por exemplo, magnésio), amdénio e NXz+ (em que X & (C1-Cqy
alquilo). Sais fisiologicamente aceitdveis de um &tomo de
hidrogénio ou um grupo amino incluem sais de Aacidos
carboxilicos orgénicos tais como &cidos acético, benzoico,
ldtico, fumérico, tartédrico, maleico, maldédnico, malico,
isetidénico, lactobidénico e sucinico; &cidos sulfdnicos
orgénicos, tal como metanossulfénico, etanossulfdénico,
benzenossulfdénico e 4acidos p-toluenossulfdénicos; e acidos
inorganicos, tais como Acidos cloridrico, sulfarico,
fosfédrico e sulfdmico. Sais fisiologicamente aceitédveis de
um composto de um grupo hidroxi incluem o anido do dito

composto em combinagdo com um catido adequado tal como Na+
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e NX;+ (em que X ¢é independentemente selecionado a partir
de H ou um grupo C;-C4 alquilo).

Para wutilizacdo terapéutica, sais de ingredientes
ativos dos compostos da revelagado serao tipicamente
fisiologicamente aceitéveis, ou seja, serdo sais derivados
de um &cido ou base fisiologicamente aceitdvel. No entanto,
sais de &cidos ou bases que ndo sdo fisiologicamente
aceitdveis podem também encontrar utilidade, por exemplo,
na preparacao ou purificacéao de um composto
fisiologicamente aceitédvel. Todos os sais, sejam ou nao
derivados de um &cido ou base fisiologicamente aceitével,
estdo incluidos no &dmbito da presente revelacdo.

Sals de metal tipicamente s&o preparados por meio da
reagdo do hidréxido de metal com um composto desta
revelacado. Exemplos de sais de metal que sao preparados
neste sentido sdo sais contendo Li+, Na+, e K+. Um sal de
metal menos soluvel pode ser precipitado da solugdo de um
mais soluvel sal por meio da adicdo do composto de metal
adequado.

Além disso, sails podem ser formados a partir de adicgao
de &cido de certos &cidos orgénicos e inorgénicos, por
exemplo, HC1, HBr, H,S0, HPO, ou 4&cidos sulfdénicos
orgdnicos, a centros basicos, tipicamente aminas, ou a
grupos &acidos. Finalmente, ¢é para ser entendido que as
composigdes no presente documento compreendem compostos da
revelacdo em sua forma nao ionizada, bem como a forma
zwiteridnica, e combinacdes com quantidades
estequiométricas de agua como em hidratos.

Também incluidos dentro do ambito desta revelacgdo séo
0s sais dos compostos parentais com um ou mais aminodcidos.
Quaisquer dos aminoadcidos naturais ou ndo naturais sao
adequados, especialmente os aminocdcidos de ocorréncia
natural encontrados como componentes de proteina, embora o
aminodcido tipicamente seja um apoio de uma cadeia lateral

com um grupo béasico ou &cido, por exemplo, lisina, arginina
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ou &cido glutédmico, ou um grupo neutro tal como glicina,
serina, treonina, alanina, isoleucina, ou leucina.
Métodos de Inibicdo de HCV

No presente documento sao revelados métodos de
inibicdo de a atividade de HCV que compreende a etapa de
tratamento uma amostra suspeita de conter HCV com um
composto ou composicao da revelacgéo.

Compostos da revelagcao podem agir como inibidores de
HCV, como intermedidrios para tais inibidores ou ter outras
utilidades como descrito a seguir. Os inibidores se ligaréo
geralmente a localizagdes na superficie ou em uma cavidade
do figado. 0Os compostos que se ligam no figado podem se
ligar com graus varidveis de reversibilidade. Estes
compostos que se ligam substancialmente irreversivelmente
sdo candidatos ideais para wutilizacdo neste método da
revelacdo. Uma vez marcados, o0s compostos que se ligam
substancialmente irreversivelmente sdo Uteis como sondas
para a detecdo de HCV. Consequentemente, no presente
documento sdo revelados métodos de detecdo de NS3 numa
amostra suspeita de conter HCV que compreende as etapas de:
tratar uma amostra suspeita de conter HCV com uma
composigcdo que compreende um composto da revelacdo ligado a
uma etiqueta; e observar o efeito da amostra sobre a
atividade da etiqueta. As etiquetas adequadas sdo bem
conhecidas no campo de diagndéstico e incluem radicais
livres estéveis, fluordforos, radioisdétopos, enzimas,
grupos quimioluminescentes e crombgenos. Os compostos no
presente documento sdao marcados de uma maneira convencional
usando grupos funcionais tais como hidroxilo ou amino. No
contexto da revelacgcdo, as amostras suspeitas de conter HCV
incluem materiais naturais ou artificiais tais como
organismos vivos; culturas de tecido ou células; amostras
bioldgicas tal como amostras de material bioldgico (sangue,
SOro urina, fluido cerebrospinal, lagrimas, escarro,

saliva, amostras de tecido, e semelhantes); amostras de
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laboratério; alimentos, &gua, ou amostras de ar; amostras
de bioprodutos tais como extratos de células,
particularmente células recombinantes gque sintetizam uma
glicoproteina desejada; e semelhantes. Tipicamente a
amostra serd suspeita de conter HCV. As amostras podem ser
contidas em qualquer meio incluindo 4&gua e solvente
orgédnicoldgua misturas. Amostras incluem organismos vivos
tal como seres humanos, e materiais artificiais tal como
culturas de células.

A etapa de tratamento da revelacao compreende
adicionar o composto da revelacdo a amostra ou compreende
adicionar um precursor da composicdo a amostra. A etapa de
adicdo compreende qualquer método de administracdo como
descrito acima.

Se for desejado, a atividade de HCV apdés a aplicacéo
do composto pode ser observada por meio de qualguer método
incluindo métodos diretos e indiretos de detetar atividade
HCV. Os métodos quantitativo, qualitativo, e
semiquantitativo de determinar atividade de HCV sado todos
contemplados. Tipicamente um dos métodos de rastreio
descritos acima sao aplicados, no entanto, qualquer outro
método tal como observacdo das propriedades fisioldgicas de
um organismo vivo s&o também aplicéaveis.

Muitos organismos contém HCV. Os compostos desta
revelacdo s&o Uteis no tratamento ou profilaxia de
condigbes associadas a ativagdo de HCV em animais ou no
homem.

No entanto, em compostos de rastreio capazes de inibir
a atividade de HCV, deve ter-se em mente gque os resultados
de ensaios enzimdticos podem n&o se correlacionar sempre
com ensaios de cultura celular. Assim, um ensaio baseado em
células deveria ser tipicamente a ferramenta de rastreio
priméria.

Formulagdes Farmacéuticas
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Os compostos desta revelacdo sé&o formulados com
veiculos e excipientes convencionais, que serao
selecionados de acordo com a pratica ordindria. Comprimidos
conterdo excipientes, deslizantes, cargas, aglutinantes e
semelhantes. Formulacdes aquosas sao preparadas em forma
estéril, e quando for destinada para administracao
diferente de administracéo oral geralmente serdao
isoténicas. Todas as formulacgdes opcionalmente conterdo
excipientes tais como aqueles indicados no Handbook of
Pharmaceutical Excipients (1986). Excipientes incluem &cido
ascérbico e outros antioxidantes, agentes quelantes tais
como EDTA, hidratos de carbono tais como dextrina,
hidroxialquilcelulose, hidroxialguilmetilcelulose, acido
estedrico e semelhantes. O pH das formulagdes wvaria de
cerca de 3 a cerca de 11, mas é ordinariamente de cerca de
7 a 10. Tipicamente, o composto serd administrado numa dose
de 0,01 miligramas a 2 gramas. Numa forma de realizacgdo, a
dose serd de cerca de 10 miligramas a 450 miligramas.
Noutra forma de realizacdo, a dosagem serd de cerca de 25 a
cerca de 250 miligramas. Noutra forma de realizacdo, a
dosagem serd cerca de 50 ou 100 miligramas. Numa forma de
realizacdo, a dosagem serd cerca de 100 miligramas. E
contemplado que o composto pode ser administrado uma vez,
duas vezes ou trés vezes ao dia.

Embora seja possivel para os ingredientes ativos serem
administrados em separado pode ser preferivel apresenta-los
como formulacgdes farmacéuticas. As formulagdes, tanto para
utilizacdo veterinaria e como para humana, da revelacéo
compreendem pelo menos um ingrediente ativo, como definido
acima, Jjuntamente com veiculos aceitédveis, e opcionalmente
outros ingredientes terapéuticos. 0Os veiculos tém que ser
“aceitdveis” no sentido de ser compativel com os outros
ingredientes da formulacdo e fisiologicamente indcuo ao

recebedor do mesmo.
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As formulacdes incluem aquelas adequadas para as vias
de administracdo anteriores. As formulagdes podem de forma
conveniente serem apresentadas em forma farmacéutica
unitdria e podem ser preparados por qualgquer dos métodos
bem conhecidos na especialidade de farmdcia. As técnicas e
formulagbdes geralmente sdo encontradas em Remington’s
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co., Easton, PA).
Tais métodos incluem a etapa de por em associacdo o
ingrediente ativo com o portador que constitui um ou mais
ingredientes acessdérios. Em geral as formulagbes séo
preparadas por uniformemente e intimamente por em
associacdo o ingrediente ativo com veiculos liquidos ou
veiculos sdélidos finamente divididos ou ambos, e entdo, se
for necessério, dar forma ao produto.

Formulacdes da presente revelacdao adeqgquadas para
administracdo oral podem ser apresentadas como unidades
diferenciadas tais como cépsulas, cachets ou comprimidos
cada um dos quais contendo uma quantidade predeterminada do
ingrediente ativo; como um pd ou grédnulos; como uma Solucgédo
ou uma suspensdo num liquido aquoso ou ndo aguoso; Ou Como
uma emulsdo liquida de d6leo-em—-&dgua ou uma emulsdo liquida
de 4gua-em-6leo. O ingrediente ativo pode também ser
administrado como um bolus, electudrio ou pasta.

Um comprimido ¢é preparado compressdo ou moldagem,
opciocnalmente com um ou mais ingredientes acessérios.
Comprimidos comprimidos podem ser preparados ao comprimir
numa maquina adequada o ingrediente ativo numa forma de
fluxo 1livre tal como um pd ou granulos, opcionalmente
misturado com um aglutinante, lubrificante, diluente
inerte, conservante, tensiocativo ou agente de dispersao.
Comprimidos moldados podem ser feitos por meio de moldagem
numa maquina adequada uma mistura do ingrediente ativo em
pd  humedecido com um diluente liquido inerte. Os

comprimidos podem opcionalmente ser revestidos ou marcados
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e opcionalmente sao formulados de modo a fornecer
libertacéd&o lenta ou controlada do ingrediente ativo dai.

Para administracdao ao olho ou outros tecidos externos,
por exemplo, boca e pele, as formulac¢des sao
preferentemente aplicadas como uma pomada tépica ou creme
que contém os ingredientes ativos numa quantidade de, por
exemplo, 0,075 a 20 % p/p (que inclui ingredientes ativos
num intervalo entre 0,1% e 20 % em incrementos de 0,1 % p/p
tal como 0,6 % p/p, 0,7% p/p, etc.), preferentemente de 0,2
a 15 % p/p e o mais preferentemente de 0,5 a 10 % p/p.
Quando formulados numa pomada, ©0s ingredientes ativos podem
ser utilizados com uma base de pomada parafinica ou um
miscivel 4&gua. Alternativamente, o0s 1ingredientes ativos
podem ser formulados num creme com uma base de creme de
6leo—em—-4gua.

Se for desejado, a fase aquosa da base de creme pode
incluir, por exemplo, por exemplo, pelo menos 30 % p/p de
um 4alcool polihidrico, isto é, um &lcool que tem dois ou
mais grupos hidroxilo tais como propileno glicol, butano
1,3-diol, manitol, sorbitol, glicerol e polietileno glicol
(que inclui PEG 400) e misturas dos mesmos. As formulacgdes
tépicas podem desejavelmente 1incluir um composto que
melhora a absorcdo ou penetragcdo do i1ingrediente ativo
através da pele ou outras &reas afetadas. Exemplos de tais
melhoradores de penetragdo dérmica incluem sulfdxido de
dimetilo e andlogos relacionados.

A fase de ¢6leo das emulsdes desta revelacdo pode ser
constituida de ingredientes conhecidos numa maneira
conhecida. Embora a fase possa compreender meramente um
emulsionante (de outro modo conhecido como um emulgente),
desejavelmente compreende uma mistura de pelo menos um
emulsionante com uma gordura ou um &6leo ou com tanto uma
gordura como um &leo. Preferentemente, um emulsionante

hidrofilico ¢é incluido Jjuntamente com um emulsionante

lipofilico que age como um estabilizante. E também
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preferido incluir tanto um ¢leo como uma gordura.
Juntamente, o0s emulsionantes com ou sem estabilizantes
compdem a denominada cera emulsionante, e a cera juntamente
com o 6leo e a gordura compdem a denominada base de pomada
emulsionante que forma a fase dispersa oleosa das
formulagdes de creme.

Emulgentes e estabilizantes de emulsdo adequados para
a utilizacdo na formulacdo da revelacdo incluem Tween® 60,
Span® 80, &alcool cetoestearilico, &lcool benzilico, &lcool
miristilico, mono-estearato de glicerilo e lauril sulfato
de sdédio.

A escolha de ¢leos ou gorduras adequadas para a
formulacéo baseia-se em conseguir as propriedades
cosméticas desejadas. O creme deve preferentemente ser um
produto nao gorduroso, nao colorido e lavavel com
consisténcia adequada para evitar o vazamento de tubos ou
outros recipientes. Esteres alquilicos de cadeia linear ou
ramificada, mono- ou dibédsicos tais como di-isoadipato,
estearato de isocetilo, propileno glicol diéster de &cidos
gordos de coco, miristato de isopropilo, oleato de decilo,
palmitato de isopropilo, estearato de butilo, palmitato de
2-etilhexilo ou uma mistura de ésteres de cadeia ramificada
conhecidos como Crodamol CAP podem ser utilizados, o0s
tltimos trés sendo ésteres preferidos. Estes podem ser
utilizados em separado ou em combinacdo dependendo das
propriedades requeridas. Alternativamente, lipidos com alto
ponto de fusdo tais como parafina branca macia e/ou
parafina liquida ou outros ¢leos minerais sdao utilizados.

Formulag¢bes farmacéuticas de acordo com a presente
revelacdo compreendem um ou mals compostos da revelacdo
juntamente com um ou mais veiculos ou excipientes
farmaceuticamente aceitédveis e opcionalmente outros agentes
terapéuticos. As formulagdes farmacéuticas que contém o
ingrediente ativo podem estar em qualquer forma adequada

para o) método pretendido de administracéo. Quando
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utilizadas para a utilizacdo oral podem ser preparados, pPOr
exemplo, comprimidos, trociscos, pastilhas, suspensodes
aquosas ou oleosas, pds ou granulos dispersédveis, emulsdes,
cépsulas duras ou moles, xaropes ou elixires. As
composigdes destinadas para utilizacdo oral podem ser
preparadas de acordo com qualquer método conhecido a
especialidade para o fabrico de composicgdes farmacéuticas e
tais composigdes podem conter um ou mails agentes que
incluem agentes adocantes, agentes aromatizantes, agentes
corantes e agentes conservantes, de forma a proporcionar
uma  preparacao palatavel. Comprimidos que contém o)
ingrediente ativo em mistura com excipiente
farmaceuticamente aceitdvel ndo téxico que sdo adequados
para o fabrico de comprimidos sdo aceitdveis. Estes
excipientes podem ser, por exemplo, diluentes inertes,
carbonato de calcio ou de sédio, lactose, lactose
monohidratada, croscarmelose de sddio, povidona, fosfato de
cdlcio ou sdédio; agentes de granulacdo e de desintegracéao,
tal como amido de milho, ou 4&cido alginico; agentes
ligantes, tais como celulose, celulose microcristalina,
amido, gelatina ou acécia; e agentes lubrificantes, tais
como estereato de magnésio, acido estearico ou talco. Os
comprimidos podem ser nado revestidos ou podem @ ser
revestidos através de técnicas conhecidas incluindo
microencapsulacédo para atrasar a desintegracdo e adsorcgéao
no trato gastrointestinal e proporcionando assim uma acgédo
continua durante um periodo mais longo. Por exemplo, um
material retardador tal como o monoestearato de glicerilo
ou diestearato de glicerilo podem ser empregues
isoladamente ou com uma cera.

As formulagdes para utilizacdo oral podem também ser
apresentadas como cépsulas de gelatina duras, em que o
ingrediente ativo estd misturado com um diluente sélido
inerte, por exemplo, fosfato de calcio ou caulino, ou como

cdpsulas de gelatina moles em que o ingrediente ativo esté
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misturado com &gua ou um meio oleoso, tal como &leo de
amendoim, parafina liquida ou azeite.

Suspensdes aquosas da revelacdo contém os materiais
ativos em mistura com excipientes adequados para o fabrico
de suspensdes aquosas. Tals excipientes incluem um agente
de suspensdao, tal como carboximetilcelulose de sdédio,
metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, alginato de
sédio, polivinilpirrolidona, goma tragacanto e goma acéacia,
e agentes dispersantes ou humectantes tais como um
fosfatideo de ocorréncia natural (por exemplo, lecitina),
um produto da condensacdo de um éxido de alquileno com um
4dcido gordo (por exemplo, estearato de polioxietileno), um
produto da condensacdo de 6xido de etileno com um &lcool
alifédtico de cadeia longa (por exemplo,
heptadecaetilenocoxicetanocl), um produto da condensacao de
6xido de etileno com um éster parcial derivado a partir de
um acido gordo e anidrido de hexitol (por exemplo,
monooleato de polioxietileno sorbitano). A suspensao agquosa
pode também conter um ou mais conservantes tais como p-
hidroxi-benzoato de etilo ou n-propilo, um ou mais agentes
colorantes, um ou mais agentes aromatizantes e um ou mais
agentes adogantes, tais como sacarose ou sacarina.

Suspensdes oleosas podem ser formuladas por meio da
suspensdo do ingrediente ativo num &éleo vegetal, tal como
6leo de amendoim, &éleo de oliva, &éleo de sésamo ou 6leo de
coco, ou num O6leo mineral tal como parafina ligquida. As
suspensdes orais podem conter um agente espessante, tal
como cera de abelha, parafina sdélida ou &lcool cetilico.
Agentes adocgantes, tais como agqueles indicados no presente
documento, e agentes aromatizantes podem ser adicionados
para fornecer uma preparagao oral palatavel. Estas
composigcdes podem ser conservadas pela adigdo de um
antioxidante tal como &cido ascédrbico.

Pbés e granulos dispersiveis da revelacdo adequados

para preparacido de uma suspensdo aquosa pela adicdo de Aagua
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fornecem o ingrediente ativo em mistura com um agente
dispersante ou humectante, um agente de suspensao, € um ou
mais conservantes. Agentes dispersantes ou humectantes e
agentes de suspensdao adequados sao exemplificados por
aqueles revelados acima. Excipientes adicionais, por
exemplo, agentes adocantes, aromatizantes e colorantes,
podem também estar presentes.

As composicdes farmacéuticas da revelacdo podem também
estar na forma de emulsbes de d6leo-em-adgua. A fase oleosa
podem ser um O&leo vegetal, tal como azeite ou 6leo de
amendoim, um &éleo mineral, tal como parafina ligquida, ou
uma mistura destes. Agentes emulsificantes adequados
incluem gomas gque ocorrem naturalmente, tails como goma
acdcia ou goma tragacanto, fosfatideos de ocorréncia
natural, tais como lecitina de soja, ésteres ou ésteres
parciais derivados de 4acidos gordos e anidridos de hexitol,
tais como monooleato de sorbitano, e produtos da
condensacdo destes ésteres parciais com ¢6xido de etileno,
tais como monooleato de polioxietileno sorbitano. A emulséo
pode conter também agentes edulcorantes e aromatizantes.
Xaropes e elixires podem ser formulados com agentes
edulcorantes, tais como glicerol, sorbitol ou sacarose.
Tais formulagbes podem conter também um demulcente, um
conservante, um agente aromatizante ou corante.

As composigdes farmacéuticas da revelacdo podem estar
sob a forma de uma preparacdo injetédvel estéril, tais como
uma suspensdo aquosa ou oleaginosa injetédvel estéril. Esta
suspensdo pode ser formulada de acordo com o estado da
técnica utilizando aqueles agentes dispersantes ou
humectantes e agentes de suspensdo adeqgquados dque forma
mencionado acima. A preparacdo injetdvel estéril pode
também ser uma solugdo ou suspensdo injetédvel estéril num
diluente ou solvente ndo téxico parentericamente aceitével,
tal como uma solucdo em 1,3-butano-diol ou preparado como

um pd liofilizado. Entre os veiculos e solventes aceitdveis
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que podem ser empregues estdo A4agua, solugdo de Ringer e
solugdo de <cloreto de sédio isotdnica. Adicionalmente,
6leos fixos estéreis podem ser convencionalmente empregues
como um solvente ou meio de suspensdo. Para este propdsito,
qualguer 6leo fixo suave pode ser empregue, incluindo mono-
ou diglicéridos sintéticos. Adicionalmente, &cidos gordos
tais como &cido oleico podem igualmente ser utilizados na
preparacgdo de injetéveis.

A quantidade de ingrediente ativo que pode ser
combinada com o material portador para produzir uma forma
farmacéutica individual wvariard dependendo do hospedeiro
tratado e o modo particular de administracg¢do. Por exemplo,
uma formulacgdo de 1libertacdo no tempo pretendido para
administracao oral a seres humanos pode conter
aproximadamente 1 até 1000 mg de material ativo composto
com uma gquantidade apropriada e conveniente de material
portador que pode variar de cerca de 5 a cerca de 95 % das
composigcdes totais (peso:peso). A composicgdo farmacéutica
pode ser preparada para fornecer quantidades facilmente
mensurdvels para administracdo. Por exemplo, uma solucéo
aquosa destinada a infusdo intravenosa pode conter de cerca
de 3 a 500 ng do ingrediente ativo por mililitro de solugéao
com a finalidade de que infusdo de um volume adegquado numa
taxa de cerca de 30 ml/h pode ocorrer.

Formulagdes adequadas para administragcdo ao olho
incluem gotas oculares em gue o ingrediente ativo &
dissolvido ou suspenso num veiculo adequado, especialmente
um solvente agquoso para o ingrediente ativo. O ingrediente
ativo é preferentemente presente em tais formulagdes numa
concentracdo de 0,5 a 20 %, vantajosamente 0,5 até 10 %,
particularmente cerca de 1,5 % p/p.

As formulacgdes adequadas para administracdo tdpica na
boca incluem pastilhas que compreendem o ingrediente ativo
numa base aromatizada, normalmente sacarose e acacia ou

tragacanto; pastilhas que compreendem o ingrediente ativo
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numa base inerte tal como gelatina e glicerina ou sacarose
e acdcia; e colutdrios que compreendem o ingrediente ativo
num portador liquido adequado.

Formulagdes para administracdo rectal podem estar
presentes como um supositdédrio com uma base adequado que
compreende, por exemplo, manteiga de cacau ou um
salicilato.

Formulagdes adequadas para administracdo intrapulmonar
ou nasal tém um tamanho de particula, por exemplo, no
intervalo de 0,1 a 500 microns (incluindo tamanhos de
particulas num intervalo entre 0,1 e 500 microns em
incrementos de microns tais como 0,5, 1,30 microns, 35
microns, etc.), que € administrado por meio de inalacéo
radpida através da passagem nasal ou por meio de inalacéo
através da boca de modo a alcangar os sacos alveolares.
Formulacgdes adequadas incluem solugdes aquosas ou oleosas
do ingrediente ativo. Formulacgdes adequadas para
administracdo em aerossol ou pd seco podem ser preparadas
de acordo com métodos convencionais e podem ser
administradas com outros agentes terapéuticos tais como
compostos até agora utilizados no tratamento ou profilaxia
de condicbes associadas a atividade de HCV.

As formulagdes adequadas para administracdo wvaginal
podem ser apresentadas como pessarios, tampdes, cremes,
géis, pastas, espumas ou formulagdes em pulverizacgdo
contendo em adigcdo ao ingrediente ativo tais portadores
como sdo conhecidos na técnica como sendo apropriados.

Formulagdes adequadas para administracdo parentérica
incluem solugdes de injecgdo aquosas e ndo aquosas estéreis
que podem conter antioxidantes, tampdes, bacteriostaticos e
solutos que tornam a formulacdo isotdnica com o sangue do
recebedor pretendido; e suspensdes estéreis aquosas e nao
aquosas que podem incluir agentes de suspensadao e agentes

espessantes.
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As formulacgdbes sado apresentadas em recipientes de dose
unitdria ou multi-dose, por exemplo, ampolas e frascos
vedados, e podem ser armazenadas numa condic¢cdo seca por
congelamento (liofilizado) gque requer somente a adicdo do
veiculo liguido estéril, por exemplo, &gua para injecéao,
imediatamente antes de utilizacdo. Solucgdes e suspensdes de
injecdo extemporédneas sdo preparadas a partir de pébs,
granulos e comprimidos estéreis do tipo previamente
descrito. Formulacgdes farmacéuticas unitédrias preferidas
sdo aquelas que contém uma dose didria ou sub-dose diéaria
unitédria, conforme no presente documento acima recitada, ou
uma fracdo apropriada da mesma, do ingrediente ativo.

Deve ser entendido que para além dos ingredientes
particularmente mencionados acima das formulacdes desta
revelacdo podem incluir outros agentes convencionais na
especialidade que tem relacdo com o tipo de formulacéo em
questao, por exemplo, aqueles adequados para administracgao
oral podem incluir agentes aromatizantes.

A revelacdo ainda fornece composicdes veterindrias que
compreendem pelo menos um ingrediente ativo como acima
definido juntamente com um veiculo veterindrio, portanto.

Portadores veterindrios sdo materiais uteis para o
propdésito de administrar a composicdo e podem ser materiais
s6lidos, liquidos ou gasosos que sdo de outro modo inertes
ou aceltédveis no campo veterindrio e sao compativeis com o
ingrediente ativo. Estas composicdes veterindrias podem ser
administradas por via oral, parentericamente ou por
qualquer outra via desejada.

Os compostos da revelacgcdo podem também ser formulados
para fornecer libertacdo controlada do ingrediente ativo
para permitir dosagem menos frequente ou melhorar a
farmacocinética ou perfil de toxicidade do ingrediente
ativo. Consequentemente, a revelagdo também proporciona

composigcdes gue compreendem um ou mails compostos da

32



EP2635588B1

revelacao formulados para libertacéo sustentada ou
controlada.
A dose eficaz de um ingrediente ativo depende pelo

menos da natureza da condicdo patoldgica a ser tratada,

toxicidade, se o) composto estéd a ser utilizado
profilaticamente (doses menores), o) método de
administracéao, e a formulacdo farmacéutica, e seré
determinada pelo clinico utilizando estudos de

escalonamento de dose convencionais.
Vias de Administracéo

Um ou mais compostos da revelacao (no presente
documento referidos como o ingredientes ativos) sao
administrados por qualquer via apropriada para a condicéo
patoldgica a ser tratada. As vias adequadas incluem oral,
retal, nasal, toépica (incluindo bucal e sublingual),
vaginal e parentérica (incluindo subcuténea, intramuscular,
intravenosa, intradérmica, intratecal e epidural), e
semelhantes. Serd apreciado que a via preferida pode variar
com, por exemplo, a condicdo patoldgica do recebedor. Uma
vantagem dos compostos desta revelacdo é que sido oralmente
biodisponiveis e podem ser dosificados oralmente.
Terapéutica de Combinagdo de HCV

Noutra forma de realizacdo, exemplos nao limitativos
de combinacdes adequadas incluem combinag¢des do composto de
férmula (I) com um ou mais interferdes, ribavirina ou seus
andlogos, inibidores de HCV NS3 protease, inibidores de
alfa-glucosidase 1, hepatoprotetores, inibidores
nucleosidicos ou nucleotidicos de polimerase NS5B de HCV,
inibidores ndo nucleosidicos de polimerase NS5B de HCV,
inibidores de NS5A de HCV, agonistas de TLR-7, inibidores
de ciclofilina, inibidores de HCV IRES, melhoradores
farmacocinéticos, e outros fadrmacos ou agentes terapéuticos
para tratar HCV.

Mais especificamente, os compostos como foram

descritos no presente documento podem ser combinados com um
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ou mais compostos selecionados a partir do grupo dque

consiste em:
1) interferdes, por exemplo, rIFN-alfa 2b pegilado, (PEG—
Intron), rIFN-alfa Z2a pegilado, (Pegasys), rIFN-alfa 2 b
(Intron A), rIFN-alfa 2a (Roferon-A), interferdo alfa
(MOR-22, opPC-18, alfaferona, Alfanativa, Multiferon,
subalin), interferdo alfacon-1 (Infergen), interferao
alfa-nl (Wellferon), interferdo alfa-n3 (Alferon),
interferdo -beta (Avonex, DL-8234), interferdo -démega
(omega DUROS, Biomed 510), albinterferao alfa-2b
(Albuferon), IFN alfa XL, BLX- 883 (Locteron), DA-3021,
interferdao glicosilado alfa-2b (AVI-005), PEG-Infergen,
interferéo pegilado lambda-1 (PEGylated IL-29), e
belerofon;
2) ribavirina e seus andlogos, por exemplo, ribavirina
(Rebetol, Copegus), e taribavirina (Viramidina);
3) inibidores de HCV ~ NS3 protease, por exemplo,
boceprevir (SCH-503034, SCH-7), telaprevir (VX-950),
TMC435350, BI-1335, BI-1230, MK-7009, VBY-376, VX-500,
GS-9256, GS-9451, BMS-605339, PHX-1766, COMO-101, YH-
5258, YH5530, YH5531, ABT-450, ACH-1625, ITMN-191,
MK5172, MK6325, e MK2748;
4) inibidores de alfa-glucosidase 1, por exemplo,
celgosivir (MX-3253), Miglitol, e UT-231B;
5) hepatoprotetores, por exemplo, emericasan (IDN-6556),
ME-3738, GS-9450 (LB-84451), silibilin, e MitoQ;
6) inibidores nucleosidicos ou nucleotidicos de
polimerase NS5B de HCV, por exemplo, R1l626, R7128
(R4048), 1IDX184, 1IDX-102, BCX-4678, valopicitabine (NM-
283), MK-0608, sofosbuvir (GS-7977 (formerly PSI-7977)),
e INX-189 (now BMS986094);
7) inibidores ndo nucleosidicos de polimerase NS5B de
HCV, por exemplo, PF-868554, VCH-759, VCH-916, JTK-652,
MK-3281, GS-9190, VBY-708, VCH-222, 2848837, ANA-598,
GL60667, GL59728, A-63890, A-48773, A-48547, BC-2329,
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VCH-796 (nesbuvir), GSK625433, BILN-1941, XTL-2125, ABT-
072, ABT-333, GS-9669, PSI-7792, e GS-9190;

8) inibidores de NS5A de HCV, por exemplo, AZD-2836 (A-
831), BMS-790052, ACH-3102, ACH-2928, MK8325, MK4882,
MKg8742, PSI-461, IDX719, e A-689;

9) agonistas de TLR-7, por exemplo, imigquimod, 85227, GS-
9524, ANA-773, ANA-975, AZD-8848 (DSP-3025), e SM-360320;

10) inibidores de <ciclofilina, por exemplo, DEBIO-
025, SCY-635, e NIM81l1l;

11) inibidores de HCV IRES, por exemplo, MCI-067;

12) melhoradores farmacocinéticos, por exemplo, BAS-

100, SPI-452, PF-4194477, TMC-41629, GS-9350, GS-9585, e
roxitromicina; e

13) outros féarmacos para tratar HCV, por exemplo,
timosina alfa 1 (Zadaxin), nitazoxanida (alinea), NTZ),
BIVN-401 (virostat), PYN-17 (altirex), KPE02003002,
actilon (CPG-10101), GS-9525, KRN-7000, civacir, GI-5005,
XTL-6865, BIT225, PTX-111, ITX2865, TT-033i, ANA 971,
NOV-205, tarvacin, EHC-18, VGX-410C, EMZ-702, AVI 4065,
BMS-650032, BMS-791325, Bavituximab, MDX-1106 (ONO-4538),
Oglufanide, e VX-497 (merimepodib).

Mais especificamente, um ou mais compostos como foram
descritos no presente documento podem ser combinados com um
ou mais compostos selecionados a partir do grupo dque
consiste em inibidores n&o nucleosidicos de polimerase NS5B
de HCV (ABT-072 e ABT-333), inibidores de NS5A de HCV (ACH-
3102 e ACH-2928) e inibidores de protease NS3 de HCV (ABT-
450 e ACH-1625).

Em ainda outra forma de realizacgdo, o presente pedido
revela composigdes farmacéuticas que compreendem um
composto como foi descrito no presente documento, ou um sal
farmaceuticamente aceitéavel, solvato, e/ou éster do mesmo,
em combinacdo com pelo menos um agente terapéutico
adicional, e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente

aceitéavel.
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De acordo com uma forma de realizacgdo, o agente
terapéutico usado em combinacd&o com o composto como foi
descrito no presente documento pode ser qualgquer agente que
tem um efeito terapéutico quando usado em combinagdo com o
composto como foi descrito no presente documento. Por
exemplo, o agente terapéutico usado em combinacdo com o
composto como foil descrito no presente documento pode ser
interferdes, andlogos de ribavirina, inibidores de protease
NS3, inibidores de polimerase NSbb, inibidores de alfa-
glucosidase 1, hepatoprotetores, inibidores nao
nucleosidicos de HCV, e outros fadrmacos para tratar HCV.

Noutra forma de realizacao, 0 presente pedido
proporciona composicdes farmacéuticas que compreendem um
composto de fdérmula (1), ou um sal farmaceuticamente
aceitavel, solvato, e/ou éster do mesmo, em combinacdo com
pelo menos um agente terapéutico adicional selecionado a
partir do grupo dque consiste em rIFN-alfa 2b pegilado,
rIFN-alfa 2a pegilado, rIFN-alfa 2b, IFN alfa-2b XL, rIFN-
alfa 2a, IFN alfa consenso, infergen, rebif, locteron, AVI-
005, PEG- infergen, IFN-beta pegilado, interferdo alfa
oral, feron, reaferon, intermax alfa, r-IFN-beta, infergen
+ actimune, IFN-omega com DUROS, albuferon, rebetol,
copegus, levovirina, VX-497, viramidina (taribavirina), A-
831, A-689, NM-283, valopicitabina, R1626, PSI-6130
(R1656), HCV-796, BILB 1941, MK-0608, NM-107, R7128, VCH-
759, PF-868554, GSK625433, XTL-2125, SCH-503034 (SCH-7),
VX-950 (Telaprevir), ITMN-191, e BILN-2065, MX-3253
(celgosivir), UT-231B, IDN- 6556, ME 3738, MitoQ, e LB-
84451, derivados de benzimidazol, derivados de benzo-1,2,4-
tiadiazina, e derivados de fenilalanina, zadaxin,
nitazoxanide (alinea), BIVN-401 (virostat), DEBIO-025, VGX-
410C, EMzZ-702, AVI 4065, bavituximab, oglufanide, PYN-17,
KPE02003002, actilon (CPG-10101), KRN-7000, civacir, GI-
5005, ANA-975 (isatoribina), XTL-6865, ANA 971, NOV-205,
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tarvacin, EHC-18, e NIM811 e um veiculo ou excipiente
farmaceuticamente aceitéavel.

Em ainda uma outra forma de realizacdao, a presente
revelacdo fornece um agente farmacéutico de combinacdo que
compreende:

a) uma primeira composicdo farmacéutica que compreende um
composto de férmula (I), ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo; e

b) uma segunda composicdo farmacéutica que compreende
pelo menos um agente terapéutico adicional selecionado a
partir do grupo gque consiste em compostos que inibem a
HIV protease, inibidores ndo nucledsidos de HIV de
transcriptase reversa, 1inibidores nucledsidos de HIV de
transcriptase reversa, inibidores nucledtidos de HIV de
transcriptase reversa, inibidores de HIV integrase,
inibidores de gp4l, inibidores de CXCR4, inibidores de
gpl20, inibidores de CCR5, interferdes, andlogos de
ribavirina, inibidores de protease NS3, inibidores de
alfa-glucosidase 1, hepatoprotetores, inibidores néo
nucleosidicos de HCV, e outros farmacos para tratar HCV,
e combinagdes dos mesmos.

Noutra forma de realizacdo é ©proporcionada uma
composicdo farmacéutica que compreende um composto de
férmula (I) como descrito no presente documento e uns
inibidores nucleosidicos ou nucleotidicos de polimerase
NS5B de HCV e opcionalmente um interferdo ou ribavirina.
Numa forma de realizacgdo, o composto & {(23)-1-[(2S,58)-2-
(9-{2-1(2S,4S8)-1-{ (2R) -2-[ (metoxicarbonil)amino]-2-
fenilacetil}-4- (metoximetil)pirrolidin-2-il]-1H-imidazol-5-
il}-1,1l1-dihidroisocromeno[4’,3":6,7]lnafto[l,2-d]imidazol-
2-11)-5-metilpirrolidin-1-il]-3-metil-1-oxobutan-2-

il}carbamato de metilo que tem a férmula:
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e o inibidor ¢é sofosbuvir.

Combinacgdes do composto de fédrmula (I) e agentes
terapéuticos ativos adicionais podem ser selecionados para
tratar pacientes infetados com HCV e outras condic¢des tais
como 1nfecdes por VIH. Consequentemente, o composto de
férmula (1) pode ser combinado com um ou mais compostos
uteis no tratamento de VIH, por exemplo, compostos que
inibem a protease de VIH, inibidores ndo nucleosidicos de
transcritase reversa de VIH, inibidores nucleosidicos de
HIV de transcriptase reversa, inibidores nucleotidicos de
HIV de transcriptase reversa, inibidores de HIV integrase,
inibidores de gp4l, inibidores de CXCR4, inibidores de
gpl20, inibidores de CCRD5, interferdes, andlogos de
ribavirina, inibidores de NS3 protease, inibidores de
polimerase NS5b, inibidores de alfa-glucosidase 1,
hepatoprotetores, inibidores n&o nucleosidicos de HCV, e
outros féarmacos para tratar HCV.

Mais especificamente, o composto de fdérmula (I) pode
ser combinado com um ou mais compostos selecionados a
partir do grupo que consiste em 1) inibidores de protease
de HIV, por exemplo, amprenavir, atazanavir, fosamprenavir,
indinavir, 1lopinavir, ritonavir, lopinavir + ritonavir,
nelfinavir, saquinavir, tipranavir, Dbrecanavir, darunavir,
TMC-126, TMC- 114, mozenavir (DMP-450), JE-2147 (AGl1776),
AG1859, DG35, 1L-756423, R0O0334649, KNI-272, DPC-681, DPC-
684, e GW640385X, DG17, PPL-100, 2) um inibidor néo
nucledésido de HIV de transcriptase reversa, por exemplo,

capravirina, emivirina, delaviridina, efavirenz,
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nevirapina, (+) calanolida A, etravirina, GW5634, DPC-083,
DPC-961, DPC-963, MIV-150, e TMC-120, TMC-2738
(rilpivirina), efavirenz, BILR 355 BS, VRX 840773, UK-
453,061, RDEA806, 3) um inibidor nucledsido de HIV de
transcriptase reversa, por exemplo, zidovudina,
emtricitabina, didanosina, estavudina, zalcitabina,
lamivudina, abacavir, amdoxovir, elvucitabina, alovudina,
MIV-210, racivir (x-FTC), D-d4FC, emtricitabina, fosfazida,
fozivudina tidoxil, fosalvudina tidoxil, apricitibina
(AVXT754), amdoxovir, KP-1461, abacavir + lamivudina,
abacavir + lamivudina + zidovudina, zidovudina +
lamivudina, 4) um inibidor nucledtido de HIV de
transcriptase reversa, por exemplo, tenofovir, tenofovir
disoproxil fumarato + emtricitabina, tenofovir disoproxil
fumarato + emtricitabina + efavirenz, e adefovir, 5) um
inibidor de 1integrase de HIV, por exemplo, curcumina,
derivados de curcumina, &acido chicérico, derivados de acido
chicérico, &cido 3,5-dicafeoilquinico, derivados de &cido
3,5-dicafeoilquinico, &cido aurintricarboxilico, derivados
de 4cido aurintricarboxilico, éster fenetilico de Aacido
cafeico, derivados de éster fenetilico de &cido cafeico,
tirfostina, derivados de tirfostina, quercetina, derivados
de quercetina, S$-1360, zintevir (AR-177), L-870812, e L-
870810, MK-0518 (raltegravir), BMS-707035, MK-2048, BA-011,
BMS—- 538158, GSK364735C, 6) um inibidor de gp4l, por
exemplo, enfuvirtida, sifuvirtida, FB006 M, TRI-1144, SPC3,
DES6, Locus gp4l, CovX, e REP 9, 7) um inibidor de CXCR4,
por exemplo, AMD-070, 8) um inibidor de entrada, por
exemplo, SP01A, TNX-355, 9) um inibidor de gpl20, por
exemplo, BMS-488043 e BlockAide/CR, 10) um inibidor de G6PD
e NADH-oxidase, por exemplo, imunitina, 10) um inibidor de
CCR5, por exemplo, aplaviroc, vicriviroc, INCB9471, PRO-
140, INCB15050, PF-232798, CCR5mAb004, e maraviroc, 11) um
interferdo, por exemplo, rIFN-alfa 2b pegilado, rIFN-alfa
2a pegilado, rIFN-alfa 2b, IFN alfa-2b XL, rIFN-alfa 2a,
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IFN alfa consenso, infergen, rebif, locteron, AVI-005, PEG-
infergen, IFN-beta pegilado, interferadao alfa oral, feron,
reaferon, intermax alfa, r-IFN-beta, infergen + actimune,
IFN-omega com DUROS, e albuferon, 12) andlogos de
ribavirina, por exemplo, rebetol, copegus, levovirina, VX-
497, e viramidina (taribavirina) 13) inibidores de NSba,
por exemplo, A-831, A-689 e BMS-790052, 14) inibidores de
polimerase NS5b, por exemplo, NM-283, valopicitabina,
R1626, PSI-6130 (R1656), HCV-796, BILB 1941, MK-0608, NM-
107, R7128, VCH-759, PF-868554, GSK625433, e XTL-2125, 15)
inibidores de protease NS3, por exemplo, SCH-503034 (SCH-
7), VX-950 (Telaprevir), ITMN-191, e BILN-2065, 106)
inibidores de alfa-glucosidase 1, por exemplo, MX-3253
(celgosivir) e UT-231 B, 17) hepatoprotetores, por exemplo,
IDN-6556, ME 3738, MitoQ, e LB-84451, 18) inibidores naéao
nucleosidicos de HCV, por exemplo, derivados de
benzimidazol, derivados de benzo-1,2,4-tiadiazina, e
derivados de fenilalanina, 19) outros fédrmacos para o
tratamento de Hepatite cC, por exemplo, zadaxin,
nitazoxanide (alinea), BIVN-401 (virostat), DEBIO-025, VGX-
410C, EMZ-702, AVI 4065, bavituximab, oglufanide, PYN-17,
KPE02003002, actilon (CPG-10101), KRN-7000, civacir, GI-
5005, ANA-975 (isatoribina), XTL-6865, ANA 971, NOV-205,
tarvacin, EHC-18, e NIM811, 19) melhoradores
farmacocinéticos, por exemplo, BAS-100 e SPI452,
20)inibidores de RNAse H, por exemplo, ODN-93 e ODN-112,21)
outros agentes anti-VIH, por exemplo, vVGvV-1, PA-457
(bevirimat), ampligen, HRG214, citolina, polimune, VGX-410,
KD247, AMZ 0026, CYT 99007, A-221 HIV, BAY 50-4798, MDX010
(iplimumab), PBS119, ALG889, e PA- 1050040.

E contemplado que o segundo agente terapéutico seré
administrado de um modo que & conhecido na especialidade e
a dosagem pode ser selecionada por um  perito na

especialidade. Por exemplo, o segundo agente pode ser
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administrado numa dose de cerca de 0,01 miligramas a cerca
de 2 gramas por dia.
Metabolitos dos compostos

Também estd dentro do é&ambito desta revelagdo os
produtos metabdlicos in vivo dos compostos descritos no
presente documento. Tais produtos podem resultar, por
exemplo, da oxidagao, reducgao, hidrélise, amidacéao,
esterificagcdo e semelhantes do composto administrado,
principalmente devido a processos enzimdticos.
Consequentemente, a revelacdo inclui compostos produzidos
por um processo que compreende colocar em contato um
composto desta revelacdo com um mamifero durante um periodo
de tempo suficiente para produzir um produto metabdlico do
mesmo. Tails produtos tipicamente s&o 1identificados pela
preparacgdo de um composto radiomarcado (por exemplo, ct* ou
H’) da revelacdo, administracdo & cultura de células in
vitro ou parentericamente numa dose detetdvel (por exemplo,
superior a cerca de 0,5 mg/kg) a um animal tal como rato,
ratinho, porquinho-da-india, macaco, ou ser humano,
deixando suficiente tempo para que ocorra o metabolismo
(tipicamente cerca de 30 segundos até 30 horas) e isolar
seus produtos de conversao da urina, sangue ou outras
amostras bioldgicas. Estes produtos sao facilmente isolados
uma vez que sao marcados (outros sdo isolados pela
utilizacdo de anticorpos capazes de ligar epitopos dque
sobrevivem no metabolito). As estruturas de metabolito sao
determinadas de maneira convencional, por exemplo, por meio
de andlise de MS ou RMN. Em geral, a anadlise de metabolitos
¢ feita da mesma maneira como estudos de metabolismo de
fdrmaco convencional bem conhecido pelos peritos na
especialidade. Os produtos conversao, contanto que néao
sejam de outro modo encontrados in vivo, sdo Uteis em
ensaios de diagndstico para dosagem terapéutica dos
compostos da revelagcdo mesmo se 0s préprios nado possuem

atividade inibidora de HCV por si mesmos.
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Métodos para a determinacdo de estabilidade de
compostos em secrecgdes gastrointestinais substitutas séao
conhecidos.

Métodos Exemplares de Preparar os Compostos

A revelacdo também se refere a métodos de preparar as
composicdes da revelacdo. As composicdes sdo preparadas por
qualgquer das técnicas aplicdveis de sintese orgénica.
Muitas de tais técnicas sao bem conhecidas na
especialidade. No entanto, muitas das técnicas conhecidas
sdao elaboradas no Compendium of Organic Synthetic Methods
(John Wiley & Sons, Nova Iorque), Vol. 1, Ian T. Harrison e
Shuyen Harrison, 1971; Vol. 2, Ian T. Harrison e Shuyen
Harrison, 1974; Vol. 3, Louis S. Hegedus e Leroy Wade,
1977; Vol. 4, Leroy G. Wade, Jr., 1980; Vol. 5, Leroy G.
Wade, Jr., 1984; e Vol. 6, Michael B. Smith; bem como
March, J., Advanced Organic Chemistry, Terceira FEdicgéao,
(John Wiley & Sons, Nova Iorque, 1985), Comprehensive
Organic Synthesis. Selectivity, Strategy & Efficiency in
Modern Organic Chemistry. Em 9 Volumes, Barry M. Trost,
Editor-Chefe (Pergamon Press, Nova Iorque, 1impressdo em
1993) . Outros métodos adequados para preparar compostos da
revelacdo sao descritos em Publicacdo de Pedido de Patente
Internacional Numero WO 2006/020276.

Um numero de métodos exemplares para a preparacao das
composicdes da revelacdo ¢é proporcionado nos esquemas e
exemplos a seguir. Estes métodos sé&o destinados a ilustrar
a natureza de tais preparagcdes e nao sao destinados a
limitar o é&mbito de métodos aplicéaveis.

Geralmente, as condicgbes de reacao tais como
temperatura, tempo de reacdo, solventes, procedimentos de
tratamento final, e semelhantes, serdo aqueles comuns na
especialidade para a reagao particular a ser realizada. O
material de referéncia citado, Jjuntamente com o material
citado no mesmo, contém descricgdes pormenorizadas de tais

condicgdes. Tipicamente as temperaturas serd -100 °C a 200
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°C, o0s solventes serdo aprdticos ou prdticos, e os tempos
de reacdo serdao de 10 segundos a 10 dias. O tratamento
final tipicamente consiste em extinguir gquaisquer reagentes
ndo reagidos seguido de particdo entre um sistema de
dgua/camada orgdnica (extracdo) e separar a camada contendo
o produto.

As reacbes de oxidagdo e redugcao sao efetuadas
tipicamente a temperaturas prdximas da temperatura ambiente
(cerca de 20 °C), embora para as reducdes de hidreto de
metal a temperatura seja fregquentemente reduzida para 0 °C
a —-100 °C, os solventes sdo tipicamente aprdéticos para as
redugdes, e podem ser quer proéticos ou aprdéticos para as
oxidacbes. Os tempos de reacgcdo sao ajustados para obter as
conversdes desejadas.

As reagdes de condensacao sao normalmente efetuadas a
temperaturas proximas da temperatura ambiente, embora para
as condensacgdes controladas cineticamente, nao
equilibrantes, sejam também comuns temperaturas reduzidas
(0 °C a -100 °C). Os solventes podem ser quer prdticos
(comuns nas reacgdes de equilibrio) quer apréticos (comuns
em reacdes controladas cineticamente).

As técnicas sintéticas padrdo tais como a remogao
azeotrdépica de produtos secundarios da reagdo e a
utilizacdo de condigdes de reacgcao anidras (por exemplo,
ambientes de gds inerte), sdo comuns na tecnologia e serdo
aplicadas quando aplicéavel.

Os termos "tratado", "tratar™", "tratamento" e
semelhantes, quando utilizados em ligacdo com uma operacao
de sintese quimica, significam contactar, misturar, fazer
reagir, permitir reagir, colocar em contacto, e outros
termos comuns na tecnologia, para indicar que uma ou mais
entidades quimicas é tratada de modo a converté-la em uma
ou mais outras entidades quimicas. Isto significa que
"tratar o composto um com o composto dois"™ é sindénimo de

"permitir que o composto um reaja com o composto dois",
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"contactar o composto um com o composto dois", "reagir o
composto um com o composto dois", e outras expressdes
comuns na tecnologia da sintese orgénica para indicar
razoavelmente que o composto um foi "tratado", "reagiu",
"deixado reagir"™, etc, com o composto dois. Por exemplo,
tratar indica a maneira razodvel e habitual em que os
produtos quimicos orgdnicos sdo deixados reagir. As
concentragdes normais (0,01 M a 10 M, tipicamente 0,1 M a 1
M), temperaturas (=100 °C a 250 °C, tipicamente -78 °C a
150 °C, mais tipicamente -78 °C a 100 °C, ainda mais
tipicamente 0 °C a 100 °Cy), recipientes de reacéo
(tipicamente de vidro, pléastico, metal), solventes,
pressdes, atmosferas (tipicamente ar para reacdes
insensiveis a oxigénio e &gua, ou azoto ou &rgon para
reacdes sensiveis a oxigénio ou &agua), etc, sdo pretendidos
a menos que indicado em contrario. O conhecimento de
reagbes semelhantes, conhecidas na tecnologia da sintese
orgénica, € usado na escolha das condic¢des e aparelhos para
"tratar" num dado processo. Em particular, um vulgar perito
na tecnologia da sintese orgénica seleciona as condigdes e
0s aparelhos que se espera que razoavelmente realizem com
sucesso as reacgbdes quimicas dos processos descritos, com
base no conhecimento na tecnologia.

Modificacgdes de cada um dos esquemas exemplares e nos

Exemplos (a seguir no presente documento “Yesquemas
exemplares”) levam a varios analogos dos materiais
exemplares especificos produzidos. As citagdes citadas

acima que descrevem métodos de sintese orgénica adequados
sdo aplicédveis a tais modificacgdes.

Em cada um dos esquemas exemplares, pode ser vantajoso
separar os produtos da reacdo uns dos outros, e/ou dos
materiais de partida. Os produtos desejados de cada etapa,
ou série de etapas, sdo separados e/ou purificados (daqui
em diante separados) até ao grau desejado de homogeneidade

pelas técnicas comuns na tecnologia. Tipicamente, ditas
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separagdes envolvem a extragdo de multiplas fases,
cristalizacdo a partir de um solvente ou mistura de
solvente, destilacéo, sublimacdo ou cromatografia. A
cromatografia pode envolver qualquer numero de métodos
incluindo, por exemplo: de fase reversa e de fase normal,
de exclusdo por tamanho, de permuta idénica, métodos e
aparelhos de cromatografia liquida de alta, média e baixa
pressdo, analitica em pequena escala, de leito moével
simulado (SMB) e cromatografia preparativa em camada fina
ou espessa, bem como técnicas de cromatografia flash e em
camada fina em pequena escala.

Uma outra classe de métodos de separacdo envolve o
tratamento de uma mistura com um reagente selecionado para
ligar, ou tornar de outro modo separavel, um produto
desejado, material de partida que nado reagiu, reagcao por
produto, ou semelhantes. Tais reagentes incluem adsorventes
ou absorventes tais como o carvdo ativado, as peneiras
moleculares, os meios de troca de ides, ou similares. Em
alternativa, os reagentes podem ser &cidos no caso de um
material Dbésico, bases no caso de um material A&cido,
reagentes de ligacdo tais como anticorpos, proteinas de
ligagdo, qguelantes seletivos tais como éteres de coroa,
reagentes de extracgdo idnica de liquido/ligquido (LIX), ou
semelhantes.

Selecéo de métodos de separacdo apropriados depende da
natureza dos materiais envolvidos. Por exemplo, ponto de
ebulicdo, e peso molecular em destilacédo e sublimacéo,
presenga ou auséncia de grupos funcionais polares em
cromatografia, estabilidade de materiais em meios &acidos e
bédsicos em extracdo em multiplas fases, e semelhantes. Um
perito na especialidade aplicard técnicas mais provaveis a
alcancar a separacao desejada.

Um estereoisdmero individual, por exemplo, um
enantidémero, substancialmente livre do seu estereoisdmero,

pode ser obtido por resolugdo da mistura racémica usando um
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método tal como a formacgdo de diasteredmeros usando agentes
de resolucgado opticamente ativos (Stereochemistry of carbon
compounds, (1962) por E. L. Eliel, McGraw Hill, Lochmuller,
C. H., (1975) J. Chromatogr., 113, 3) 283-302). As misturas
racémicas de compostos quirais da revelacdo podem ser
separadas e isoladas por qualguer método adequado,
incluindo: (1) a formacdo de sais diastereoméricos idnicos
com compostos gquirais, e a separagdo por cristalizacéao
fracionada ou outros modos, (2) a formacdo de compostos
diastereoméricos com reagentes de derivatizacdo quirais, a
separacdo dos diasteredmeros, e a conversao para oS
estereoisdémeros puros, e (3) a separacao dos
estereoisdémeros substancialmente puros ou enriquecidos
diretamente sob condig¢bes quirais.

Sob o método (1), sais diastereoméricos podem ser
formados por meio da reacéao de bases quirais
enantiomericamente puras tais como brucina, quinina,
efedrina, estriquinina, o-metil-pF-feniletilamina
(anfetamina), e semelhantes com compostos assimétricos que
possuem funcionalidade &cida, tal como &cido carboxilico e
dcido sulfdénico. 0Os sals diastereoméricos podem ser
induzidos para separar por meio de cristalizacgdo fracionada
ou cromatografia idénica. Para separacdo dos 1isbmeros
6pticos de compostos amino, adicdo de 4acidos carboxilicos
ou sulfénicos quirais, tais como &cido canforsulfénico,
4dcido tartédrico, 4&cido mandélico, ou &cido 1léatico pode
resultar em formacdo dos sais diastereoméricos.

Alternativamente, pelo método (2), o substrato a ser
resolvido é feito reagir com um enantidmero de um composto
quiral para formar um par diastereomérico (Eliel, E. e
Wilen, S. (1994) Stereochemistry of Organic Compounds, John
Wiley & Sons, Inc., p. 322). Compostos diastereoméricos
podem ser formados por meio da reacdo de compostos
assimétricos com reagentes de derivatizacgdao quirais

enantiomericamente puros, tais como derivados de mentilo,
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seguido de separacdo dos diasteredmeros e hidrdlise para
produzir o substrato livre, enantiomericamente enriquecido.
Um método de determinacdo de pureza optica envolve preparar
ésteres quirais, tais como um éster mentilico, por exemplo,
cloroformato de (-) mentilo na presenca de base, ou éster
de Mosher, acetato de o—-metoxi-o-(trifluorometil)fenilo
(Jacob III. (1982) J. Org. Chem. 47:4165), da mistura
racémica, e analisar o espetro de RMN para a presenca dos
dois diasteredmeros atropisoméricos. Diasteredmeros
estdveis de compostos atropisoméricos podem ser separados e
isolados por meio de normal e de fase reversa seguido de
métodos para separacdo por cromatografia de naftil-
isoquinolinas atropisoméricas (Hoye, T., documento WO
96/15111) . Pelo método (3), uma mistura racémica de dois
enantidémeros pode ser separada por meio de cromatografia
usando uma fase estacionaria quiral (Chiral Liquid
Chromatography (1989) W. J. Lough, Ed. Chapman e Hall, Nova
Iorque; Okamoto, (1990) J. of Cromatogr. 513:375-378).
Enantidmeros enriquecidos ou purificados podem ser
dintinguidos pelos métodos usados para distinguir outras
moléculas quirais com atomos de carbono assimétricos, tais
como rotacdo o6ptica e dicroismo circular.

Esquemas e exemplos

Os aspetos gerails destes métodos exemplares sédo
descritos em seguida e nos exemplos. Cada um dos produtos
dos processos gque se seguem ¢é facultativamente separado,
isolado, e/ou purificado antes da sua wutilizagdo nos
processos subsequentes.

Um numero de métodos exemplares para a preparagido de
compostos da revelacao é proporcionado no presente
documento, por exemplo, nos Exemplos a seguir. Estes
métodos sdo destinados a ilustrar a natureza de tais
preparagdes e nao sdo destinados a limitar o é&mbito de
métodos aplicaveis. Certos compostos da revelacgcdo podem ser

usados como intermedidrios para a preparacdo de outros
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compostos da revelacdo. Nos métodos exemplares descritos no
presente documento, o fragmento E- V- pode também ser
escrito como R9-. PG representa um grupo de protegdo comum
para o dado grupo funcional ao qual é unido. A instalacgéo e
remocao do grupo de protecdo podem ser conseguidas usando
técnicas padrédo, tais como aquelas descritas em Wuts, P. G.
M., Greene, T. Protective Groups in Organic Synthesis, 4@
ed.; John Wiley & Sons, Inc.: Hoboken, Nova Jersey, 2007.

Esquema 1. Sintese representativa de E-V-C(=0)-P-W-P-C (=0)-

V-K
0
\OJ‘I\CI 0
HoN-V-C(=0)-P-W-P-C(=0)-V-E }—NH-V-G(=0)-P-W-P-C(=0)-V-E
Q 1b
1a \
O
2 ~ O)k cl

0, O

HoN—V-C(=0)-P-W-P-C(=0)-V—-NH, )‘—NH-V-C(=0)-P-W-P-C(=0)-V-NH—<

Q o]

1¢ \ 1d /

O Esquema 1 mostra uma sintese geral de uma molécula

E-V-C (=0) -P-W-P-C (=0) -V-E da revelacéao em que, para

propdsitos ilustrativos, E ¢ metoxicarbonilamino. 0

tratamento de la ou 1le¢ com um ou dois equivalentes

respetivamente de cloroformato de metilo sob condigdes

basicas (por exemplo, hidrdxido de sdédio) proporciona a
molécula 1b ou 1d.

Esquema 2. Sintese representativa de E-V-C(=0)-P-W-P-C (=0)-

V-E

HO
E-V-C(=0)-P-W—(j v hvE
N 0
2a H

2b

E-V-C(=0)-P-W
—(Nj
2¢c 054

V-E

H
N HO
(Dw<] + 2 jve (S-w—<)
N O
H
2

d 2b 2¢ O
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O Esquema 2 mostra uma sintese geral de uma molécula
E-V-C (=0) -P-W-P-C (=0) -V-E da revelacao em que, para
propdsitos ilustrativos, P é pirrolidina. O acoplamento de
amina 2a com &acido 2b é conseguido usando um reagente de
acoplamento de péptido (por exemplo, HATU) para propiciar
2c. Alternativamente, a amina 2d ¢ acoplada com dois
equivalentes de 2b sob condigbes similares para
proporcionar 2e.

Esquema 6. Sintese representativa de R'-V-C(=0)-P-R*

HO
E-V-C(=0)-P-w—(j + ) VNHPG E-V-C(=0)-P-w—(j
N (8] N
6a H

6b 6 o=

V-NH-PG
poHNv-CE0 P W~ | 4 >—v.e . PG HN.v.c(-o).p.w—(j
N
6d H Ge
VE

PG-HN-V-C(=0)-P-W—(j . /)_V.NH PG — PG- HN-V-C(=0)-P-W—(]
N N
6d H 6b

6g Oﬁ{

V-NH-PG
HO
PG-HN-P-W—(] s yVE PG—HN-P-W—(\/l
N o N
6h H 6e 6

V-E
PG-HN-P-W—(j )—V-NH-PG _— PG-HN-P-W—(]
N
“6b 6 oA

V-NH-PG

HO
PG-HN-W—(] + >_V.E PG-HN-w—(j
o »
6k 6l O,QV

PG-HN-W—(]
N
6m

o=

V-NH-PG

HO
PG-HN-W—(] + J—V-NH-PG
N o

6k H 6b
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O Esquema 6 mostra uma sintese geral de um
intermedidrio de R'-V-C(=0)-P-R?*> em que, para propdsitos
ilustrativos, P & pirrolidina, R' é um grupo genérico que é
representado como -E ou um grupo amino de protecdo, e R &
um grupo genérico que é representado como -W-P-C(=0)-V-E, -
W-P-C (=0) -V-NH-PG, -W-P-NH-PG, ou -W-NH-PG. O acoplamento
de amina 6a (ou 6d, 6 h, 6k) com &cido 6b ou 6e &
conseguido usando um reagente de acoplamento de péptido
(por exemplo, HATU) para propiciar 6e¢ (ou 6f, 6 g, 6i, 63,
61, 6 m) respetivamente.

Esquema 7. Sintese representativa de E-V-C(=0)-R'

O
“o*cn Q
—NH-V-C(=0)-P-W-P-C(=0)-V-NH-PG

HyN-V-G(=0)-P-W-P-C{=0)-V-NH-PG

o
7a \ b
ol
\OJJ\CI O
HoN-V-C(=0)-P-W-P-PG $—NH-V-C(=0)-P-W-P-PG
Tc O\ 7d
0
‘\O)J\C“ O
HoN-V-G(=0)-P-W-PG $—NH-V-C(=0)-P-W-PG
a
Te 0 N 7
~a A o
o~ cl
HaN-V-G(=0)-P-PG SNH-V-C(=0)-P-PG
o
79 o \ 7h
NN o
HoN—V-C{=0)-0-PG —NH-V-C(=0)-0-PG
. Q 7i
T7i N ]

0O Esquema 7 mostra uma sintese geral de um
intermedidrio E-V-C (=0) -R’ em que, para propdsitos
ilustrativos, E ¢é metoxicarbonilamino e R' é um grupo
genérico que & representado como -P-W-P-C(=0)-V-NH-PG, -P-
W-P-PG, -P- W-PG, -P-PG, ou -0-PG. Tratamento de 7a (ou 7c¢,
7e, 7 g, 71) com cloroformato de metilo sob condigdes
bédsicas (por exemplo, hidrdéxido de sdédio) proporciona a
molécula 7b (ou 7d, 7£, 7 h, 73).
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Esquema 9. Sintese representativa de R'-P-R?

NH, HO
)—P-C(=0)-V-E NH;
— ;_ 0
Br NH; BrONH
9% )—P-C(=0)-V-E
9a 9c O
H
N\,/P-C(=O)-V-E
- ]
Br N
od
NH HO
? )—P-PG NH,
B NH 9
' < 5 2 - BrONH
%e P-PG
9a of O
N_ PP
—- Y
Br N
9

0O Esquema 9 mostra uma sintese geral de um
intermediédrio de R'-P-R? em que, para propdsitos
ilustrativos, R' é —-C(=0)-V-E ou um grupo de protecdo e R?
é um benzimidazol substituido. A formacdo do benzimidazol é
conseguida por meio do acoplamento o &dcido 9b ou 9e com uma
arilamina 9a, usando um reagente de acoplamento de péptido
tal como HATU, para propiciar 9¢ ou 9d. Ciclizacdo da amida
na presenca de um acido (tal como &cido acético) propicia a
molécula contendo benzimidazol 9d ou 9 g.

A formagdo de benzimidazdis multiplos é realizada do
mesmo modo, partindo com uma bis-diamina para proporcionar

o0 correspondente bis-benzimidazol.

51



EP2635588B1

Esquema 20. Sintese representativa de R'-P-W-P —R
Cl 20¢
20a

— 400 —

O
IOO
Cl

20f

O
‘)‘ we
O

P-PG

20g/h

PG-P
\Tf

20k

Q H
OO

20l/m
O Esquema 20 mostra uma sintese geral de um

intermedidrio de R'-P-W-P-R’ da revelacdo em qgue, para
propdésitos ilustrativos, R' e R’ sdo grupos de protecdo
independentes e W é uma unidade de dois anéis aromdticos
construida via uma ciclizacdo mediada por metal de
transigcdo. A algquilacdo de fenol 20b com um brometo de
alquilo, tal como 20a, proporciona o éter 20c. A ciclizacéao

dos anéis aromdticos na presenca de um catalisador de
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paléddio proporciona o composto 20d. O tratamento de 20d com
CuBr, proporciona a o-halocetona 20e, que proporciona 20f
apdés adicdo de um Acido sob condicdes bésicas (por exemplo,
EtsN). A reacdo de 20f com uma amina ou sal de amina (por
exemplo, acetato de amdénio) propicia a molécula contendo
imidazol 20 g. A oxidacdo de 20 g, 20i, ou 201 pode ser
conseguida por meio do aquecimento na presenca de MnO, para
proporcionar 20 h, 20j, ou 20 m, respetivamente. A
conversdo de 20 g ou 20 h com um catalisador de paléadio,
tal como Pdydbasz e X-Phos, e uma fonte de boro tal como
bis (pinacolato)diboro proporciona o éster bordnico

20i ou 20j. O éster Dbordnico ¢é acoplado com um
parceiro de acoplamento apropriado (por exemplo, 20k)
usando um catalisador de palddio, tal como Pd(PPhs3)s ou
PdCl, (dppf), para propiciar 201 ou 20 m. Para cada reacéo
de acoplamento cruzado mediada por metal de transicgdo, os
papéis do nucledfilo e eletrdéfilo podem ser invertidos para
proporcionar o mesmo produto de acoplamento. Outros
acoplamentos cruzados mediados por metal de transicdo que
possibilitam a construcdo de W, mas utilizam parceiros e
reagentes de acoplamento alternativos, incluem, mas nao se
limitam a, os acoplamentos de Negishi, Kumada, Stille, e
Ullman. Para a preparagdo de dois anéis aromaticos
alternados contendo grupos W, este esquema geral pode ser
aplicado através da escolha apropriada dos reagentes de

partida.
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Esquema 21. Sintese representativa de R'-P-W-P-R?

Q
H P.
OO0
21fig

O Esquema 21 mostra uma sintese geral de um

intermedidrio de R'-P-W-P-R’ da revelagcdo em dque, para
propdsitos ilustrativos, R' e R? sdo grupos de protecao
independentes e W é uma unidade de dois anéis aromaticos
construida via uma ciclizacdo mediada por metal de
transigcdo. O tratamento de 20d com um reagente de vinilo
ativado (por exemplo, viniltrifluoroborato de potassio) na
presenca de um catalisador de palddio (por exemplo, acetato

de palddio e S-Phos) proporciona o composto de vinilo 21a.
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A  conversdao a «o-halo cetona correspondente pode ser
conseguida por meio da bromacdo com N-bromosucinimida,
seguido de oxidacdo com MnO,. O deslocamento da a-halo
cetona procede por meio da adicdo de um &cido sob condigdes
badsicas (por exemplo, EtsN). A bromacdo de 21d procede apds
tratamento com tribrometo de piridinio, e ¢é seguido da
adicdo de um segundo &cido sob condigdes bésicas para
proporcionar o diéster 2le. A reacdo de 2le com uma amina
ou sal de amina (por exemplo, acetato de aménio) propicia a
molécula contendo imidazol 21f. A oxidacgdo de 21f pode ser
conseguida na presenca de MnO, para proporcionar 21 g.

Esquema 22. Sintese representativa de E-V-C(=0)-P-W-P-R

0

PN

EV-C(=0)-P” ~O

0
t, L0
E-V-C(=0)-PJ\O O

O 22b

0
o 0 O ‘ oS |
E-V-C(=O)-PJLO O O
22c

o)
)Nl\ ; O QQ WN/ P-PG

E-VL(=0)}-P" N

22dle
O Esquema 22 mostra uma sintese geral de um

intermedidrio de E-V-C(=0)-P-W-P-R da revelagcdo em que,
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para propdsitos ilustrativos, R €& um grupo de protecdo e W
¢ uma unidade de dois anéis aromdticos. Deslocamento da o-
halo cetona 21b procede por meio da adicdo de um acido sob
condicdes bésicas (por exemplo, Eti:N). A bromacdo de 22b
procede apds tratamento com tribrometo de piridinio, e &
seguido da adicdo de um segundo acido sob condig¢des béasicas
para proporcionar o diéster 22c¢c. A reacgdo de 22¢ com uma
amina ou sal de amina (por exemplo, acetato de amdnio)
propicia a molécula contendo imidazol 22d. A oxidacédo de
22d pode ser conseguida na presenca de MnO, para
proporcionar 22e.

Esquema 23. Sintese representativa de R-P-W-P-C(=0)-V-E
O

. "
PG-PJLO O
o 21d

O
PG-P)LO O °©
23a
O
Q H

- Oy

)\N Q N
PG-P H

23b/c
O Esquema 23 mostra uma sintese geral de um

intermedidrio de E-V-C(=0)-P-W-P-R da revelacdo em qgque,
para propoésitos ilustrativos, R é um grupo de protecdo e W
¢ uma unidade de dois anéis aromdticos. Deslocamento da o-
halo cetona 21d procede por meio da adicdo de um &cido sob
condicdes basicas (por exemplo, EtsN). A reacdo de 23a com
uma amina ou sal de amina (por exemplo, acetato de amdnio)

propicia a molécula contendo imidazol 23b. A oxidacédo de
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23b pode ser conseguida na presenca de MnO; para
proporcionar 23c.
Esquema 25. Sintese representativa de E-V-C(=0)-P-W-P-
C(=0)-V-E
o]
A o
H,N-V-C(=0)-P-W-P-C(=O}V-E ——M—»
25a

NH-V-C(=0)-P-W-P-C(=0)-V-E
25b

o)
2 \.)J\c, 0 o)
HyN-V-C(=0)-P-W-P-C(=0)-V—-NH, NH-V-C(=0}-P-W-P-C(=0}-V-NH
25¢ 2; 25d ‘g
O Esquema 25 mostra uma sintese geral de uma molécula
E-V-C (=0) -P-W-P-C (=0) -V-E da revelacéo em que, para

propbdsitos ilustrativos, E é etilcarbonilamino. 0

tratamento de 25a ou 25¢ com um ou dois equivalentes

respetivamente de cloreto de propionilo sob condicgdes

bédsicas (por exemplo, hidrdéxido de sdédio) proporciona a

molécula 25b ou 25d.

Esquema 26. Sinteses representativas de E-V-C(=0)-P-R e R'-
P-R

PG-P
7

pe-P_ _H
o

o) N
26a 26b
PG'PYH . EvcEoyp N
d Vand \E:j>—3r
26c 26e
PG-PYH E-V-C(=0)P.__}
e -
26d 26f

O Esquema 26 mostra uma sintese geral de um E-V-C(=0)-
P-R e uma molécula R'-P-R da revelagcdo em que, para
propdsitos ilustrativos R é um haloimidazol. O tratamento

do aldeido 26a com glioxal, na presenca de hidrdéxido de
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aménio proporciona o imidazol 26b. O tratamento com N-
bromosuccinamida ou iodo ©proporciona o correspondente
haloimidazol 26¢ e 26d respetivamente. A separacgdo do
composto bis-halogenado correspondente pode ser conseguida
por meio de cromatografia HPLC preparativa. A conversao do
bis-haloimidazol ao mono-haloimidazol pode também ser
conseguida apds aquecimento na presenca de sulfito de
sédio. A funcionalizacdo adicional do grupo P pode ser
conseguida apédés remocdo do grupo de protecdo e acoplamento
com um Acido apropriado (E-V-C(=0)-0H).
Esquema 27. Sintese representativa de R'-P-W-P-R?

O o)

) OO‘

Q H

N N._.P-PG

D<O-O~
21fig

O Esquema 27 mostra uma sintese geral alternativa de
um intermedidrio de R'-P-W-P-R° da invencdo em que, para

propdsitos ilustrativos, R' e R? sido grupos de protecao
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independentes e W é uma unidade de dois anéis aromdticos
construida wvia uma <ciclizacdo mediada por metal de
transicdo. A bromacdo de 2l1lb com um agente de bromacgao
(isto &, tribrometo de piridinio) proporciona o dibrometo
27a. 0O deslocamento do brometo primadrio entdo procede por
meio da adicdo de um &cido sob condigdes béasicas (por
exemplo, K;CO;) para proporcionar 21d. A conversao a 21f ou
21 g pode ser conseguida seguindo os métodos descritos no
Esquema 21.

Esquema 28. Sintese representativa de E-V-C(=0)-P-W-P-R

o YA

.
o
1 21b
o
o ) Br
E-V-C(=O)-P)LO O ‘ .
o 22b
o
° OTP-PG
E-V-C(=O)-P)LO °©
o
0
H
N._-P-PG
DO
EvcEoyp” N Q N

22d/e
O Esquema 28 mostra uma sintese geral alternativa de

um intermedidrio de E-V-C(=0)-P-W-P-R em que, para
propbésitos ilustrativos, R €& um grupo de protecdo e W & uma

unidade de dois anéis aromdticos. A bromacdo de 21b com um
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agente de Dbromacdo (isto &, tribrometo de piridinio)
proporciona o dibrometo 27a. O deslocamento do brometo
primario entdo procede por meio da adig&o de um acido sob
condic¢bes béasicas (por exemplo, K;COs;) para proporcionar
22d. A conversdo a 22d ou 22e pode ser conseguida seguindo
os métodos descritos no Esquema 22.

Formas de Realizacdo Especificas

Numa forma de realizacdo a revelagcdo proporciona um

composto de férmula:

O
\\O’ﬂ\N’H

ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo.

A revelacéo
exemplos ndo limitativos. As seguintes abreviaturas

usadas ao longo de toda a memdéria descritiva,

serd agora ilustrada pelos

seguintes
sao

incluindo os

Exemplos.

(aq) Aquoso

(9) Gas

(s) Sélido

°C Graus Celsius

AC IAcetato

IACN IAcetonitrilo

aprox Aproximado

Bis—

pinB/ (Bpin),/ (pinB), Bis (pinacolato)diboro
BOC/Boc terc-Butoxicarbonil
calc’d Calculado

CCso Concentragdo de Citotoxicidade de 50 %
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COMU Hexafluorofosfato de 1-[(1-(ciano—2-etoxi—-2-
oxoetilidenoaminooxi)dimetilaminomorfolino) ]
urénio

d Dobleto

dba dibenzalacetona

DCM Diclorometano

dd Dobleto de dobletos

ddd Dobleto de dobleto de dobletos

DIPEA/DIEA [N, N-Diisopropiletilamina

DMA [N, N-Dimetilacetamida

DMAP 4-Dimetilaminopiridina

DME Dimetoxietano

DMEM Meio essencial minimo de Eagle

DME' Dimetilformamida

DMSO/dmso Dimetilsulféxido

dppf 1,1"-bis(difenilfosfanil) ferroceno

dt Dobleto de tripletos

ECso Concentragdo eficaz semimdxima

EST Tonizagdo por eletropulverizagao

Et Etil

ext. Externo

EFBS Soro bovino fetal

g Grama

HATU 2—-(lH-7-Azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil
urénio hexafluorofosfato Metanaminio

HPLC Cromatografia liquida de alto desempenho

h Hora

Hz Hertz

J Constante de acoplamento

LCMS Cromatografia liquida espetrometria de massa

M Molar

m Multipleto

m/ z Massa em relagdo a carga

M+ Pico de massa
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Me Metil

mg Miligrama

MH z Megahertz

min Minuto

m 1 Mililitro

mmo 1 Milimol

Moc Metoxicarbonil

MS Espetrometria de massa

MTBE Metil terc-butil éter

N [Normal

NADPH Fosfato de dinucledétido de nicotinamida e adenina
INBS N-Bromosucinimida

NMM N-Metilmorfolina

RMN Ressondncia magnética nuclear
o/n Durante a noite

Pap Permeabilidade aparente

PBS Sistema de tampao fosfato
Pd/C Palddio em carbono

Ph Fenil

Phg/PhGly Fenil glicina

Piv Pivalato

Pro Prolina

pir Piridina

a Quarteto

ad Quarteto de dobletos

quant Quantitativo

quint Quinteto

ta/TA Temperatura ambiente

s Singleto

SPhos 2-Diciclohexilfosfino-2’,6' -dimetoxibifenil
t Tripleto

t-Bu terc—Butil

TEMPO (2,2,6,6-Tetrametil-piperidin-1-il)oxil
Tf Trifluorometanossulfonato
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TFA Acido trifluoroacético

THE Tetrahidrofurano

Thr Treonina

TLC Cromatografia de camada fina

tol. Tolueno

uv Ultravioleta

Val Valina

/v Peso em relagdao ao volume

o/p Peso em relagdo ao peso

X-Phos/XP0OS/Xphos 2-Diciclohexilfosfino-27,4",6" -
triisopropilbifenil

o Deslocamento quimico

ng Micrograma

nl Microlitro

EXEMPLOS

Exemplo LQ (Referéncia)
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Br, Q
, o N ‘ KGOy, DMF °
C Br £ ta, 18k Br Q

F-hidroxi-1 -tetralona B9%

1 -bromo-2-{bhromometil)- 4-
alorobenzens

PAOPN)y, P{4-F-Phly, +-BuCOM,

KaCQs, DMA, 60 °C, 24 h
67 - 85% o

T-{2-bromo-5S-clorcbenziloxi}- 3,4-
dihidronaftalen-1 {ZH) -ona

CuBr,, CHCY;, EtOAS
869C, 2h
80 - 95%

3-clore-1¢,311 —-dihidro-5 H-
Aibenzoic,gicromen—18 {3H)} —ona

3. HO fm)
TN
G gae
DIPEA, CH;CN, 50°C

BF 3 NH.CL, Folueno,
2-wetoxietanol,

116°C

S-bromo-3-clore-18,11 -dihidro-5H-
dibenzofc, gjcromen—18 {3H} —ona

¢

2-{9-cloro-1,4,5,11-
tetrahidroisocromenc{d® 3 :6,7]
naftofl,2-diimidazol-2-3i1}
pirrolidina-1 - carboxilato de
terc-butilo
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MNC&!QHQC&,ta C

e

74

Pdodbag, KOAC, XPOS,
= T
2-{%-clorc-1,11- dihidroisocromenoc dioxano, 80°C
f4¢ . 3%:6,7inafto{l ,2-dlinidazol-2-131}
pirraiidina-I-carboxilato de terc-bntilo

Q

~0}L N o
\\“‘"’\/C*

-

PAtPPhs), PACI{dppf),
K2CGO4, DME! DMF, 85°C
F-{9-{4,4 .5 5-tetrametil-1,3,2-

dioxaborolan-2-3i1}-1,11- dibidroiscoromenc

{47 ,3:6, 7inaftefl , ?- diimidazol-2-3i1}]
pirrolidina-l-carboxilate de terc-butilo

1. MO, £tOH, 80°C

F={B-(2-{I—-IN—-{metoxicarbonil)waliil]
pirrclidin-2- i1}-1 HB-imidazeil-b-3131}-3,11-
dihidroiscoromenofd® 3% :6,7inafte{l,2- 4}
imidazrol-2-iljpirrolidina-1 -carboxilate de
terac-butilio

COMU, DIPEA, DMF, Ta

acido [I-{2-{5-f2-{1i- {[{metoxicarbonil}
amine} {fenil}acetilipirroiidin -2-331)-3,311-
dihidroisocromenc{d® ,3':6, 7inaftiail , 2- 4}
imidazol-9-11]-1H-iwidazel-2-3i1} pirrolidin
-1-131}-3- metili-1 -oxobutan-2-iljcarbamico

7-(2-bromo-5-clorobenziloxi) -3, 4-dihidronaftalen-1 (2H) -ona
A uma solugéo agitada de 7-hidroxi-l-tetralona (13,9
g, 85,7 mmol) e l-promo-2- (bromometil)-4-clorobenzeno (25,6

g, 90,0 mmol) em dimetilformamida (850 ml) foi adicionado
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carbonato de potéssio (24 g, 172 mmol). A reacdo foi
agitada sob &rgon durante 18 horas em seguida diluida com
acetato de etilo (1 L). Os orgadnicos foram lavados trés
vezes com agua e uma vez com salmoura. A camada orgénica
foi entdo seca com sulfato de magnésio, filtrado e
concentrado. Ao ¢leo resultante foi adicionado metanol (500
ml) e a suspensédo foi agitada durante trinta minutos. 7-(2-
bromo-5-clorobenziloxi)—-3,4-dihidronaftalen-1(2H) -ona (27,8
g, 89 % de rendimento) foi isolado por meio de filtracao.
3-cloro-10,11-dihidro-5H-dibenzo[c,g]lcromen-8 (9H) —ona

A um baldo de 1 L contendo pivalato de paléddio(II)
(1,18 g, 3,8 mmol), tri(d4-fluorofenil)fosfino (1,20 g, 3,8
mmol), &cido pivédlico (2,33 g, 22,8 mmol) e carbonato de
potéssio (31,8 g, 228 mmol) foi adicionada uma solucédo de
7—(2- bromo-5-clorobenziloxi)-3,4-dihidronaftalen-1 (2H)-ona
(27,8 g, 76,2 mmol) em dimetilacetamida (380 ml). O balédo
foi evacuado e preenchido de novo com &rgon 5 vezes e entdo
agitado sob &rgon a 60 °C durante 24 horas. A reacdo foi
arrefecida até a temperatura ambiente e diluida com MTBE e
dgua. A mistura bifédsica resultante foi agitada durante 3
horas e filtrada através de Celite, enxaguando com MTBE. A
camada orgénica do filtrado foil separada e entdo lavada
duas vezes com agua e uma vez com salmoura. Os orgénicos
foram entdo secos com sulfato de magnésio, filtrados,
concentrados e purificados por meio de cromatografia em
coluna flash (Hexanos/DCM) para produzir 3-cloro-10,11-
dihidro-5H-dibenzo[c,g]lcromen-8 (9H) -ona (14,4 g, 67 % de
rendimento) como um sdélido branco pérola.
9-bromo-3-cloro-10, 11-dihidro-5H-dibenzo[c¢, g] cromen-8 (9H) -

ona

A uma mistura de 3-cloro-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[c,g]lcromen-8 (9H) —ona (14, 8 g, 52 mmo1l) em
cloroférmio (50 ml) e acetato de etilo (50 ml) foi
adicionado brometo de cobre(II) (24,3 g, 104 mmol). A

reacdo foi aquecida até 80 °C durante 2 horas e entéo
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arrefecida até a temperatura ambiente. A mistura foi
diluida com diclorometano e lavada duas vezes com uma
solugdo 5:1 de cloreto de amdénio aquoso saturado e
hidréxido de aménio aquoso (~38 %), e lavada uma vez com
dgua. A camada orgadnica foi seca com sulfato de magnésio,
filtrada e concentrada para produzir 9-bromo-3-cloro-
10,11~ dihidro-5H-dibenzo[c,g]lcromen-8(9H) -ona (18,5 g,
>95 % de rendimento) com >95 % de pureza.

Nota: Esta reacdo ndo estd sempre assim limpa. Algumas
vezes existe sobrebromacao e algumas vezes existe
significativo material de partida. Estas impurezas podem
ser removidas por meio de cromatografia em coluna flash.
2-(9-Cloro-1,4,5,11-
tetrahidroisocromeno[4’,3’ :6, 7]1nafto[l, 2-d]imidazol-2-
il)pirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo

A uma solucéo de acido (1R) —2- (terc-
butoxicarbonil)ciclopentanocarboxilico (10,17 g, 47,25
mmo1l) e 9-bromo- 3-cloro-10,11-dihidro-6H-nafto[2, 3—-
clcromen-8 (9H) -ona (5,7 mg, 15,7 mmol) em acetonitrilo (50
ml) foi adicionada diisopropiletilamina (11,11 ml, 64
mmol) . A reacgdo foil agitada a 50 °C durante 4 horas e foi
entdo diluida com acetato de etilo. Os orgénicos foram
lavados com &gua e salmoura, secos (MgSQO,) e concentrados.
O residuo bruto resultante foi purificado por meio de
cromatografia flash para produzir 2-(3-cloro—-8-oxo-
8,9,10,11-tetrahidro-5H-nafto[c,glcromen-9-il) pirrolidina-
1,2-dicarboxilato de (2S)-1 -terc-butilo (4,52 g, 58 %). A
uma solucdo de 2-(3-cloro—-8-oxo- 8.9.10,11- tetrahidro-6H-
nafto[2,3-c]cromen-9-il) ©pirrolidina-1,2-dicarboxilato de
(28)-1-terc-butilo (3,27 mg, 6,56 mmol) numa mistura de
tolueno (11 ml) e 2-metoxietanol (0,7 ml) foi adicionado
acetato de aménio (5,06 g, 65,6 mmol). A mistura de reacao
foi aquecida até 110 °C durante 3 horas, arrefecida até a
temperatura ambiente e diluida com acetato de etilo. Os

orgénicos foram lavados com Aagua e salmoura, sSecos

67



EP2635588B1

(Nay;S04), e concentrados. O residuo bruto foi purificado
por meio de cromatografia flash para produzir 2-(9-Cloro-
1,4,5,11-tetrahidroisocromeno[4’,3":6,71nafto[1l, 2~
d]limidazol-2-il)pirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo
(1,95 g, 61 %). LCMS-ESI+: calculado para C27H28CI1IN3;034::
477,98; observado [M+1]+: 478,47
2-(9-Cloro-1,11-dihidroisocromeno[4’,3’ :6,7]lnafto[1, 2-
d]limidazol-2-il)pirrolidina-l-carboxilato terc-butilo

A uma solucgao de 2-(9-cloro-1,4,5,11-
tetrahidroisocromeno[4’,3’ :6,7]nafto[l,2-d]imidazol-2-
il)pirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo (1,9 g, 3,96
mmol) em diclorometano (35 ml) foi adicionado éxido de
manganés (IV) (17 g, 198 mmol). A mistura de reacdo foi
agitada a temperatura ambiente durante 18 horas, diluida
com acetato de etilo. Os orgadnicos foram lavados com agua e
salmoura, secos (NayS04), e concentrados. O residuo bruto
foi purificado por meio de cromatografia flash para
produzir 2-(9-cloro-1,11-
dihidroisocromeno([4’,3’ :6,7]nafto[l,2-d]limidazol-2-
il)pirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo (1,52 g, 81 %).
LCMS-ESI+: calculado para C27H26CIN303 4: 475,9; observado
[M+1]+: 476,45.
2-[9-(4,4,5,5-Tetrametil-1, 3, 2-dioxaborolan-2-il)-1,11-
dihidroisocromeno[4’,3’ :6,7]nafto[l, 2- d]imidazol-2-
il]pirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo

Uma mistura desgaseificada de 2-(9-cloro-1,1-
dihidroisocromeno[4’,3’ :6, 7lnafto[l,2-d]limidazol-2-
il)pirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo (1,52 g, 3,17
mmol), bis(pinacolato)diboro (1,21 g, 4,75 mmol), acetato
de potéssio (934 mg, 9,52 mmol),
tris(dibenzilidenocacetona)paladio (116 mg, 0,13 mmol) e 2-
diciclohexilfosfino-2’, 4’, 6’'-tri-i-propil-1,1’'- bifenilo
(121 mg, 0,08 mmol) em 1,4-dioxano (16 ml) foi aquecida até
90 °C durante 1,5 horas, arrefecida até a temperatura

ambiente e diluida com acetato de etilo. Os orgénicos foram
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lavados com adgua e salmoura, Secos (Na,S0y4) , e
concentrados. O residuo bruto foi purificado por meio de
cromatografia flash para produzir 2-[9-(4,4,5,5-tetrametil-
1,3,2-dioxaborolan-2- il)-1,11-
dihidroisocromeno[4’,3’ :6,7]nafto[l,2-d]imidazol-2-
illpirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo (1,7 g, 94 %)
2-[9-(2-{1-[N—(metoxicarbonil)valil]pirrolidin-2-il}-1H-
imidazol-5-il)-1,11-dihidroiso-
cromeno[4’,3’ :6,7]nafto[l,2-dlimidazol-2-il]pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo

A uma solugcdo de (S)-1-((S)-2-(5-bromo-1H-imidazol-2-
il)pirrolidin-1-il)-3-metil-1l-oxobutan-2-ilcarbamato de
metilo (1,48 g, 3,97 mmol), 2-[9-(4,4,5,5-tetrametil-1, 3,2~
dioxaborolan-2-il)-1,1ll1-dihidroiso-
cromeno[4’,37 :6,7]nafto[l,2-d]imidazol-2-il]pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo (1,88 g, 1,48 mmol),
tetrakis(trifenil fosfina)palddio(0) (191 mg, 0,16 mmol) e
dicloro[l,1’-bis(difenilfosfino) ferroceno]palddio(II) (242
mg, 0,33 mmol) numa mistura de 1,2-dimetoxietano (37,0 ml)
e dimetilformamida (6 ml) foi adicionada uma solucdo de
carbonato de potédssio (2M em é&gua, 5 ml, 9,93 mmol). A
mistura resultante fol desgaseificada e entdo aquecida até
85 °C sob &rgon durante 18 horas. Apds arrefecimento até a
temperatura ambiente, a reacdo foi diluida com acetato de
etilo. 0Os orgénicos foram lavados com &gua e salmoura,
secos (Na,S04) , e concentrados. O residuo bruto foi
purificado por meio de cromatografia flash para produzir 2-
[9-(2-{1-[N—(metoxicarbonil)valillpirrolidin-2-il}-1H-
imidazol-5-i11)-1,11-dihidroisocromeno[4’,3’ :6, 7]lnafto[l, 2—-
d]imidazol-2-il]lpirrolidina-1l-carboxilato de terc-butilo
(1,45 mg, 59 %). LCMS-ESI+: calculado para C41H47N706 73
733,86; observado [M+1]+: 734,87.
Acido [1-(2-{5-[2-(1-
{[ (metoxicarbonil)amino] (fenil)acetil}pirrolidin-2-il) -
1,11-dihidroiso- cromeno[4’,3’:6,7]nafto[l,2-d]imidazol-9-
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il]-1H-imidazol-2-il}pirrolidin-1-il)-3-metil-l1-oxobutan—-2-
il]carbéamico

Uma solugao de 2=[9-(2—-{1-[N-
(metoxicarbonil)valil]lpirrolidin-2-il}-1H-imidazol-5-11) -
1,11-dihidroiso— cromeno([4’,3':6,7]nafto[l,2-d]limidazol-2-
illpirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo (462 mg, 0,63
mmol), etanol (6 ml) e HCl concentrado (2 ml) foi aquecida
até 60 °C durante 1 hora. A reacdo foil concentrada e o
material bruto dissolvido em DCM (6 ml). Esta solucdo foi
concentrada e a este material foil adicionada uma solucdo de
4dcido (R)-2- (metoxicarbonilamino)-2-fenilacético (172 mg,
0,82 mmol) e COMU (311 mg, 073 mmol) em DMF (6 ml). A
solucdo resultante foi adicionada diisopropiletilamina (330
nl, 1,89 mmol). Apds agitacdo durante 18 horas a
temperatura ambiente, a reacdo foi diluida com acetato de
etilo, lavada com agua e salmoura, seca (Na,S04),
concentrada e purificada por meio de HPLC de fase reversa
preparativa (Gemini, 15 a 45 % de ACN/H,0 + 0,1 % de TFA).
As fracgbdes de produto foram liofilizadas para dar acido [1-
(2—={5-[2-(1-
{[ (metoxicarbonil)amino] (fenil)acetil}pirrolidin—-2-1il) -
1,11-dihidroisocromeno([4’,3" :6,7]lnafto[1l, 2—- d]limidazol-9-
il]-1H-imidazol-2-il}pirrolidin-1-il)-3-metil-1-oxobutan-2-
illcarbémico (231 mg, 45 %). LCMS-ESI+: calculado para
C46H48N807g: 824,92; observado [M+1]1+: 826,00
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" Me@th}_(

DCM

{28,458y —2-{5-{2-{ {25,558 -1 -{N-{metoxicarbonil}-L— walil}-5-
metilpivrrelidin-2-11}-1,4,5,11- tetrahidroisccromemoid’  3°:8,7]
naftofl , 2-djinidazol-8-ilif- 1 B-imidezgi-3-i17-8-{metoximetili}
pirroliidina-1 —carkaxilato de tere-bunbtilo

Me0,CHN
MeO =l(\--<
2“1( w"U 1. MG dioxano: DO =
j 2, HATU, DIPEA, DMF
Lo

{35, 45} —B- [F-{2-{ (2% 55} -1 -[H- {(metoxicarbonil} —L- vali'} 5- HO NHCCMe secide (2§, 35)-2-
metﬂpivroluim—z i1 } L1i- gihidroiscoromenc{d®, 376, Tinafto i fretoxicarbonilaming}
{3,2-4 midazol—g-n)— i H-imidazol-2-il}-4- (metmnme 11} w -3-metiipentancico
pirrelidinma-i —marbexilatc de tere-butilec
MeozczHM
MeQ@HN Eiﬁ

§{08,38)-1 -[{25,48}-2-{8-{I-{{28,55)-1 —{{28)-2-

{{wetoxicarbonilamine} -3-meti hﬂtnanl} -Smatilipiveolidin-2-

i331-1,13- dikddroisooromencid’ 18, Tinaftoil , 2-d}imldarol—-9-

ilj-iH-imidazol-2- il}-4- {me-.\,c_mmetil}pirrolidin—i—ilj-S—Mtil—
I-oxopentan-2-ilizarbamato de metilo

3-Vinil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[¢c, g] cromen-8 (9H) —ona

Um baldo de fundo redondo de 3 tubuladuras seco em
forno de 500 ml foi arrefecido sob Ar, entdo carregado com
3-Cloro—-10,11- dihidro-5H-dibenzo[c¢,glcromen-8 (9H) —ona
(12,0 g, 42,1 mmol), viniltrifluoroborato de potédssio (8,47
g, 6,32 mmol), Pd(OAc), (473 mg, 2,11 mmol), SPhos (1,74 g,
4,25 mmol), Ky;COs (17,5 g, 126 mmol) e propanol anidro (120
ml). A mistura de reacdo foil salpicada com Ar durante 16
min, entdo agquecida até refluxo durante 5,5 h. Apds se
completar, a mistura de reacgdo fol arrefecida até a TA e
concentrada sob pressdo reduzida. O residuo bruto foi
suspenso em DCM, entdo lavado com H;O e salmoura. A solugao
orgénica foi seca em MgSO4, filtrada e concentrada sob
pressdo reduzida. O residuo resultante foi purificado ainda

via plugue de silica, eluindo com DCM para propiciar 3-
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vinil-10,11-dihidro-5H- dibenzo[c,glcromen-8 (9H)-ona (10,2
g, 87 %).
3-(2-Bromoacetil)-10,11-dihidro-5H-dibenzo[c, g] cromen-
8 (9H) —ona
3-Vinil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[c, g]cromen—-8 (9H) —ona
(9,98 g, 36,1 mmol) foi dissolvida numa solucao agitada de
THF (70 ml), DMSO (70 ml) e H,O (35 ml). NBS (6,75 g, 37,9
mmol) foi adicionado numa Unica porc¢do e a mistura de
reacdo foi agitada a TA durante 33 min. Apds se completar,
o meio de reacdo foi diluido com EtOAc e lavado duas vezes
com H,O e uma vez com salmoura. A fase orgénica foil seca em
MgSO,, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. A
bromohidrina bruta resultante foil suspensa em DCM (200 ml)
e tratada com MnO; ativado (62,7 g, 722 mmol). Apdbs
agitacdo durante 15 h a TA, a mistura de reacdo foi
filtrada em celite e o bolo de filtro foil enxaguado
diversas vezes com DCM. O filtrado combinado (~400 ml) foi
tratado com MeOH (~100 ml) e a mistura foi gradualmente
concentrada sob pressao reduzida, causando material sdélido
para precipitar da solucgé&o. Quando o volume de liquido
alcancou ~200 ml, o sélido foi retirado por filtracdo e
enxaguado com MeOH. A sequéncia
concentracdo/precipitacdo/filtracdo/enxague foi realizada
2x mais, resultando na colecdao de 3 colheitas de 3-(2-
bromoacetil)-10,11-dihidro-5H-dibenzo[c,g]lcromen-8 (9H) —ona
em pd (7,49 g, 56 % ao longo de 2 etapas).
2-(2-0x0-2-(8-0x0-8,9,10,1ll1-tetrahidro-5H-
dibenzo[c,g]cromen-3-il)etil) 4- (metoximetil)pirrolidina-
1,2-dicarboxilato de (48)-1l-terc-butilo
3-(2-Bromoacetil)-10,11-dihidro-5H-dibenzo[c,g]lcromen—
8 (9H) -ona (7,47 g, 20,1 mmol) e &cido (2S,4S)-1-(terc-
butoxicarbonil)-4- (metoximetil)pirrolidina-2- carboxilico
(5,22 g, 20,1 mmol) foram suspensos em 2-Me-THF (75 ml) e
tratados com Cs,CO; (3,27 g, 10,1 mmol). Apds agitacéo

durante 4 h a TA, a mistura de reacdo foi diluida com DCM
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diluido. A camada orgdnica foi lavada com H;O. A camada
aquosa foil entdo extraida de volta 2x com DCM. Os orgénicos
combinados foram secos em MgSO4, filtrados e concentrados
sob pressdo reduzida. O residuo bruto foi purificado por
meio de cromatografia em coluna de silica (10 % a 50 % de
EtOAc/DCM) para propiciar 2-(2-oxo-2-(8-oxo- 8,9,10,11-
tetrahidro-5H-dibenzo[c,g]cromen-3-il)etil) 4-—
(metoximetil)pirrolidina-1,2-dicarboxilato de (4S)-1l-terc-
butilo (7,73 g, 70 %).
4- (metoximetil)pirrolidina-1,2-dicarboxilato de (2S,4S)-2-
(2- (9-Bromo-8-0ox0-8, 9,10, 11-tetrahidro-5H-
dibenzo[c, g]cromen—-3-il)-2-oxoetil) l-terc-butilo
2—(2-0x0-2-(8-0x0-8,9,10,11-tetrahidro-5H-
dibenzo[c,g]lcromen-3-il)etil) 4- (metoximetil)pirrolidina-
1,2-dicarboxilato de (4S)-1l-terc-butilo (7,66 g, 13,9 mmol)
foi dissolvido numa solucdo de DCM (100 ml) e MeOH (40 ml),
entdo tratado com tribrometo de piridinio (4,90 g, 15,3
mmol) . Apds agitagdo a TA durante 1,75 h, a mistura de
reacdo foi diluida com DCM e lavada sucessivamente com HC1
a 10 %, NaHCO; saturado aquoso e salmoura. A fase orgénica
foi seca em MgSO4, filtrada e concentrada sob presséao
reduzida e o material bruto foi levado adiante sem
purificacdo adicional.
2-(2-(9-((28,58)-1-((S)—-2- (Metoxicarbonilamino)-3-
metilbutanoil)-5-metilpirrolidina- 2—-carboniloxi)-8-oxo—
8,9,10,11-tetrahidro-5H-dibenzo[c, g] cromen-3-il)-2-
oxoetil) 4- (metoximetil)pirrolidina-1, 2-dicarboxilato de
(2R, 4R) -1-terc-butilo
4-(Metoximetil)pirrolidina-1,2-dicarboxilato de
(25,48)-2-(2-(9-bromo-8-0ox0-8, 9,10, 11-tetrahidro—-5H-
dibenzo[c,g]lcromen-3-1l) -2-oxoetil) 1-terc-butilo (8,76 g,
13,94 mmol) foi tratado com uma solucdo de acido (2S,58)-1-
((S) - 2- (metoxicarbonilamino)-3-metilbutanoil)-5-
metilpirrolidina-2- carboxilico (6,85 g, 23,92 mmol) em 2-
Me-THF (70 ml) e Csy;COs (3,63 g, 11,15 mmol). A mistura de
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reacdo agitada foi agquecida até 50 °C durante 20 h, entéao
arrefecida até TA e diluida com EtOAc. A fase orgénica foi
lavada com H;O e salmoura, entdo seca em MgSO4, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. O residuo bruto foi
purificado por meio de cromatografia em coluna de silica (0
%$ a 30 % de MeOH/EtOAc) para propiciar 2-(2-(9-((2S,58)-1-
((S)-2- (metoxicarbonilamino)-3-metilbutanoil)-5-
metilpirrolidina-2-carboniloxi)—-8-0x0-8,9,10,11-tetrahidro-
S5H-dibenzo[c,glcromen-3-il)-2-oxoetil) 4— (met-—
oximetil)pirrolidina-1,2-dicarboxilato de (2R, 4R) —1-terc-
butilo (10,47 g, 90 %).
(28,4S)-2-[5-(2-{ (2S,58S) —-1-[N- (metoxicarbonil)-L-valil]-5-
metilpirrolidin-2-il}-1,4,5,11-
tetrahidroisocromeno[4’,3’ :6, 7]1nafto[l, 2-d]imidazol-9-il) -
1H-imidazol-2-il] -4- (metoximetil)pirrolidina-l-carboxilato
de terc-butilo

2=(2-(9-((2S5,58)-1-((S) -2—- (metoxicarbonilamino) -3-
metilbutanoil)-5-metilpirrolidina-2-carboniloxi)-8-oxo-
8,9,10,11-tetrahidro-5H-dibenzo[c,g]cromen-3-11)-2-oxoetil)
4— (metoximetil)pirrolidina-1,2-dicarboxilato de (2R,4R)-1-
terc-butilo (10,47 g, 12,56 mmol) e NH,OAc (50,9 g, 660
mmol) foram suspensos numa solucgdo de 10:1 PhMe/2-
metoxietanol (132 ml). A mistura de reagdo agitada foi
aquecida até 110 °C durante 4,5 h, entdo arrefecida até TA
e diluida com EtOAc. A fase organica foi lavada 3x com
NaHCOs; saturado aquoso, entdo seca em MgSO4, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. O residuo bruto foi
purificado por meio de cromatografia em coluna de silica (0
$ a 30 % de MeOH/EtOAc) para propiciar (2S,48)-2-[5-(2-
{(25,58) -1-[N-(metoxicarbonil)-L-valil]-5-metilpirrolidin-
2-i1}- 1,4,5,11- tetrahidroisocromeno[4’,3’:6,7]nafto[l,2-
dlimidazol-9-il) -1H-imidazol-2-il1]-4-
(metoximetil)pirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo (8,33
g, 84 %).
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(2S8,48)-2-[5-(2-{(2S,58) -1-[N- (metoxicarbonil)-L-valil]-5-
metilpirrolidin—-2-il}-1,1l-dihidroiso-
cromeno[4’,3’ :6,7]lnafto[l,2-d]imidazol-9-il)-1H-imidazol-2-
il]-4- (metoximetil)pirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo
(25,4S8)-2-[5-(2-{(2S5,58) -1-[N- (metoxicarbonil) -L-
valil]-5-metilpirrolidin-2-il1}-1,4,5,11-
tetrahidroisocromeno[4’,3’ :6,7]nafto[l,2-d]limidazol-9-11) —
l1H-imidazol-2-11]-4- (metoximetil)pirrolidina-l-carboxilato
de terc-butilo (8,33 g, 1,049 mmol) foi suspenso em DCM e
MnO, ativado (55,0 g, 630 mmol) foi adicionado numa Unica
porcédo. Apds 13 h, MeOH (200 ml) foi adicionado e a
suspensdo foi filtrada em celite. O bolo de filtro foi
lavado com MeCH (600 ml) e o filtrado foi concentrado sob
pressao reduzida. O material bruto foi purificado por meio
de cromatografia em coluna de silica (0 % a 45 % de
MeOH/EtOAc) para propiciar (2S,4S8)-2-[5-(2-{(25,58)-1-[N-
(metoxicarbonil)-L-valil]- S-metilpirrolidin-2-il}-1,11-
dihidroisocromeno[4’,3’ :6, 7lnafto[l,2-d]imidazol-9-1i1)-1H-
imidazol-2-il]-4- (metoximetil)pirrolidina-l-carboxilato de
terc-butilo (4,85 g, 58 %).
{(28,38)-1-[(2S,48)-2-(5—-{2-[ (2S,58)-1-{ (28)-2-
[ (metoxicarbonil)amino]-3-metilbutanoil}-5-metil-
pirrolidin-2-il]-1,11-
dihidroisocromeno[4’,3’ :6,7]lnafto[l,2-d]imidazol-9-il}-1H-
imidazol-2-il)-4- (metoximetil)pirrolidin-1-il]-3-metil-1-
oxopentan-2-il}carbamato de metilo
(25,48)-2-[5-(2-{(28,58)-1-[N- (metoxicarbonil) -L-
valil]-5-metilpirrolidin-2-il}-1,11-dihidroiso-
cromeno[4’,3” :6,7]lnafto[l,2-d]imidazol-9-il)-1H-imidazol-2-
il]-4- (metoximetil)pirrolidina-l-carboxilato de terc-butilo
(179 mg, 0,226 mmol) foi dissolvido em DCM (4 ml) e HCI
(4,0 M em dioxano, 1 ml) foi adicionado. A mistura de
reagdo foil agitada durante 1 h a TA entdo concentrada sob
pressdo reduzida. O residuo resultante foi tratado com

dcido (2S,3S)-2-(metoxicarbonilamino)-3-metilpentanoico (51
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mg, 0,27 mmol), HATU (95 mg, 0,25 mmol), DMF (2 ml) e DIPEA
(0,39 ml, 2,3 mmol). Apds agitacdo durante 6 min, a reacdo
foi extinta com H;0, filtrada e purificada por meio de HPLC
de fase reversa para propiciar {(2S5,38)-1-[(2S,48)-2-(5-{2-
[ (25,58)-1-{ (28)-2—-[ (metoxicarbonil)amino]-3-
metilbutanoil}-5- metilpirrolidin-2-i1]-1,11-
dihidroisocromeno(4’,3’ :6,7]lnafto[l,2-d]limidazol-9-11}-1H-
imidazol-2-1il) -4- (metoximetil)pirrolidin-1-il]-3-metil-1-
oxopentan-2-il}carbamato de metilo (116 mg, 59 %). MS (ESI)
m/z 864 [M + H]+. 'H RMN (400 MHz, cdsod) & 8,57 (d, J=
14,7 Hz, 1H), 8,45 (s, 1H), 8,20 (d, J = 14,4 Hz, 1H), 8,15

7,98 (m, 2H), 7,91 (dd4, J = 21,8, 14,1 Hz, 2H), 7,85 -
7,69 (m, 2H), 7,69 - 7,48 (m, 2H), 5,42 - 5,12 (m, b5H),
4,34 (dd, J = 22,3, 13,7 Hz, 1H), 4,30 - 4,10 (m, 2H), 3,87
- 3,73 (m, 1H), 3,73 - 3,63 (m, 7H), 3,62 - 3,48 (m, 2H),
3,48 - 3,38 (m, 4H), 3,35 (s, 3H), 2,95 - 2,70 (m, 1H),
2,70 - 2,55 (m, 2H), 2,55 - 2,20 (m, 2H), 2,20 - 1,91 (m,
3H), 1,77 (4, J = 42,0 Hz, 1H), 1,65 (d, J = 6,6 Hz, 3H),
1,43 (t, J = 24,6 Hz, 1H), 1,28 (d, J = 6,2 Hz, 1H), 1,23 -
1,01 (m, 3H), 0,98 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,90 (dd, J =
13,1,5,9 Hz, 10H).
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Exemplo PY

o oSy 1. Ho! R
Boc = Ny 3 COMU, DIFEA, DMF
é\)ﬁf‘““\ e, .l ,
T, (oAl

) Q
falee) N 4
} H jr.o\ HO #LDK
O G
{25, 48y -2-{B—{2-{ {28,588} -1-{H- (metoxicarkonil} -L-valil]-5- dcido (R} 2-
metilpirroliidin-2-iij-1,3 i-dihidroiscoromenc{d’ 3 :1&, Tiaafto {wetoxicarboni lamino) — -

1,2-,2- diimidazol-B-il}-1H-imidagci-2-11}-4- (metoxm‘e*;l}
pirroiidina-i- carboxilato de terc-bmiilo

fenil aostice

e ‘
m d“ %g

A H 7;" ~
14283 -1 —{{25,55)-2-{3-{3-{ {35,458} -1 -{{2R}-2- {{mectomicarbonil}
amivwa-Z-fenilscetilj-4- {matoximetil}pivealidin- 2-313}-1 H-
imidazni-5-i1)-1,31-dihidreisceromenol4?,3 16, 7inafta{l,0- &
imidazel-2-11)-5-metilipivrrolidin-3-i1]-3—metil-I-pxcbotan-2- i1}
sarbamato de metilo

{(28)-1-[(2S,58)-2-(9-{2-[(2S,4S)-1-{ (2R) -2—
[ (metoxicarbonil)amino]-2-fenilacetil}-4- (metoxime-
thil)pirrolidin-2-il]-1H-imidazol-5-il}-1,11-
dihidroisocromeno[4’,3’ :6, 7]nafto[l,2-d]imidazol-2-il)-5-
metilpirrolidin-1-il]-3-metil-l-oxobutan-2-il}carbamato de
metilo

Uma solucéao de (25,4S8) -2-[5-(2-{(2S,58)-1-[N-
(metoxicarbonil)-L-valil]-5-metilpirrolidin-2-i1}-1,11-
dihidroisocromeno([4’,3’ :6,7]lnafto[l,2-d]limidazol-9-11)-1H-
imidazol-2-il]-4- (metoximetil)pirrolidina-l-carboxilato de
terc-butilo (150 mg, 0,19 mmol) em HCl a 1,25 N em EtOH (3
ml) foi agitada durante a noite em seguida aquecida até 50
°C durante 3 h. A reacdo foi concentrada e o material bruto
dissolvido em DMF (2 ml). A esta solucao foil adicionada uma
solucéao de acido (R) -2- (metoxicarbonilamino)-2-fenil
acético (52 mg, 0,25 mmol) e COMU (90 mg, 0,21 mmol). A
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solugcdo resultante foi adicionada diisopropiletilamina
(0,099 ml, 0,57 mmol). Apds agitacdo durante 2 h a
temperatura ambiente, a reacdo foi extinta com HCl a 1 N
(0,200 ml) e purificada por meio de HPLC. Apds
liofilizacé&o, o sal de TFA foi dissolvido em EtOAc e lavado
com NaHCO; saturado. A fase orgénica foi seca em Nay,S0; e
concentrada. A base livre foi entdo dissolvida em MeCN/H,0
e liofilizada para ©propiciar {(2S)-1-1(2S,58)-2-(9-{2-
[(25,4S)-1-{ (2R) -2—[ (metoxicarbonil)amino] -2-fenilacetil}-
4— (metoximetil)pirrolidin-2-11]-1H-imidazol-5-i1}-1,11-
dihidroisocromeno[4’,3’ :6,7]nafto[l,2-d]limidazol-2-11)-5-
metilpirrolidin-1-il]-3-metil-1-oxobutan-2-il}carbamato de
metilo (65 mg, 39 %). LCMS-ESI+: calculado para CyeHs4NgOg:
882,4; observado [M+1]+: 884,1. Picos de diagndéstico em RMN
"H RMN (CDsOD): 8,28 (s, 1H), 8,21 (s, 1H), 8,04 (s, 1H),
7,91-7,01 (m, 10H), 3,62 (s, 3H), 3,34 (s, 3H), 3,23 (s,
3H), 1,56 (d, 3H), 1,03 (d, 3H), 0,94 (d, 3H).

Exemplo PY-1

) : O -3
8r e b e = sy By Bt £

3-{2-brown-31- hidroxi

S-hromo-3- {2-bromo—1- S-bromo-3-{2-bromcanetil) -
2til}-1§,11- dihidro-5H-
4i benzelc,gloromen— 8 hidroxietil}-1o 11— 319,33 -dikidro-58H-
{9H} -ona dikenzaic,glocromen—§8 {9H) -

dindidro-5H- dibenzoic, gl ona

cromen—8 {9} -ona

9-bromo-3- (2-bromoacetil)-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[c, g] cromen-8 (9H) —ona

A 3-(2-bromo-1-hidroxietil)-10,11-dihidro-5H-
dibenzol[c,g]cromen-8 (9H) -ona (20,3 g, 54,4 mmol) em DCM
(365 ml) foi adicionado MeOH (22 ml) e tribrometo de
piridinio (18,24 g, 57,0 mmol). Apds 2 h, A&gua foi
adicionada (100 ml) e apds agitar brevemente as camadas
foram divididas e a camada orgédnica do fundo foi colhida. A
camada orgdnica foil entdo lavada com HCl a 1 M (100 ml) e a

camada orgénica do fundo contendo 9-bromo-3-(2-bromo-1-
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hidroxietil)-10,11-dihidro-5H- dibenzo[c,glcromen-8 (9H) -ona
foi colhida. 400 MHz 'H RMN (CDCls) 7,75 (d, J = 8,1 Hz,
1H), 7,68 (s, 1H), 7,61 (s, 1H), 7,42 (4, J = 7,5 Hz, 1H),
7,24 (s, 1H), 5,13 (s, 2H), 4,99-4,96 (m, 1H), 4,73 (dd, J
= 4,1,4,1 Hz, 1H), 3,69-3,66 (m, 1H), 3,58-3,53 (m, 1H),
3,35-3,27 (m, 1H), 2,96-2,90 (m, 1H), 2,58-2,44 (m, 2H), C-
OH ndo observado.

A 9-bromo-3- (2-bromo-1l-hidroxietil)-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[c,g]lcromen—-8 (9H) —ona (aproximadamente 54,4 mmol) em
DCM (365 ml) foi adicionado bicarbonato de sdédio (5,45 qg),
brometo de sédio (6,14 g), TEMPO (16,55 mg) e &gua (60 ml).
A solugdo foi arrefecida entre 0-5 °C e 6 % de alvejante
(91,5 ml) foram adicionados. Apds 1 h &lcool isopropilico
(20 ml) foi adicionado e a mistura de reacao foi aquecida
até a temperatura ambiente. A agitacdo foi interrompida, as
camadas separadas e a camada organica inferior foi colhida
e concentrada removendo-se aproximadamente 345 g de
solvente. A suspensao foi filtrada e o bolo lavado com 50
ml de Adgua e entdo 50 ml de DCM (pré-arrefecido até 5 °C).
Os sdlidos foram colhidos e secos sob vacuo para obter 9-
bromo-3- (2-bromoacetil)-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[c,glcromen- 8 (9H)-ona (18,6 g, 76 % de rendimento).
400 MHz 'H RMN (CDCl;) & 8,03-8,01 (m, 1H), 7,85 (d, J =
8,2 Hz, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,71 (s, 1H), 7,67 (s, 1H), 5,19
(s, 2H), 4,74 (dd, J = 4,1,4,1 Hz, 1H), 4,45 (s, 2H), 3,37-
3,29 (m, 1H), 2,99-2,92 (m,1H), 2,59-2,46 (m, 2H); 100 MHz
“C RMN (CDCl;) & 190,4, 189,6, 154,2, 136,6, 134,1, 133,9,
132,9, 131,8, 129,3, 127,2, 125,6, 124,2, 123,3, 117,0,
68,1,49,9, 31,8, 30,4, 25,5.
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Exemplo PY-2

o
O  PyHBrs
_— T
W @. 9:1 Br

DCM/MeOH
3—-(2-bromoacetil)-10,11- 9-bromo-3—-(2—- bromoacetil) -
dihidro-5H- 10,11- dihidro-5 H-
dibenzo[c,g]cromen— 8 (9H)-ona dibenzo[c,g]lcromen— 8 (9H)-ona

9-bromo-3- (2-bromoacetil)-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[c, g] cromen-8 (9H) —ona

Uma mistura de 3-(2-bromoacetil)-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[c,g]cromen—-8 (9H) —ona (2,58 g, 6,95 mmol) ,
tribrometo de piridinio (2,56 g, 8,0 mmol), diclorometano
(22 ml) e metanol (2,5 ml) foi agitado em cerca de 20 °C
durante 3 horas para obter wuma suspensdo. O produto
precipitado foi filtrado, lavado com diclorometano (10 ml)
e seco num forno a vacuo a 40 °C para dar 9-bromo-3-(2-
bromoacetil)-10,11-dihidro-5H-dibenzo[c,g]cromen-8 (9H) -ona
(2,62 g, 84 % de rendimento). 400 MHz 'H RMN (CDCls) &
8,03-8,01 (m, 1H), 7,85 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,82 (s, 1H),
7,71 (s, 1H), 7,67 (s, 1H), 5,19 (s, 2H), 4,74 (dd, J =
4,1,4,1 Hz, 1H), 4,45 (s, 2H), 3,37-3,29 (m, 1H), 2,99-2,92
(m,1H), 2,59-2,46 (m, 2H).
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Exemplo PY-3

D TMS-~mm-H
-Pacazmem}g X-Phos
KaF0Oy, MeCN, 85 °C

F—gloro-310,11 -dihidro- & H-

O TFA HQ
85°C

TME—==

I-~{{trimatilsililletinil)-
10, 11-dihidro—5H-

dibenzole,gioromen- dibenzo o, gl oromen-8 (JH)} -
B {5} —on= ong
SO e
DCM, MeOH g,
35 5C
3-acetil-18,11-dibidro- 5 - 9-bromo-3— {2-bromoacetil) —10,11-
dibenzofe, gloromen— dibidro-5H-dibenzo o, gfcromen-
8 {9H} —ona B {9H) —ona

3-((trimetilsilil)etinil)-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[c, g] cromen-8 (9H) —ona

Um baldo de 300 ml egquipado com um agitador aéreo e um
condensador de refluxo sob uma atmosfera de azoto foi
carregado com 3-cloro-10,11-dihidro-5H-dibenzo[c,g]lcromen—
8 (9H) -ona (10,0 g, 35,12 mmol), em fosfato de tripotéssio
em pd anidro (22,4 g, 105,4 mmol), XPhos (1,34 g, 2,81
mmol), e PdCl,(MeCN); (364 mg, 1,40 mmol). Acetonitrilo
(140 ml) foi adicionado seguido de TMSacetileno (18 ml, 141
mmol) . A mistura foi aquecida até 65 °C. Apds 6 h, a reacéo
foi julgada completada, e a mistura foi arrefecida até 20
°C. A mistura foi filtrada através de um funil fritado, e o
bolo do filtro foi lavado com acetonitrilo. O filtrado foi
concentrado a cerca de 150 ml sob pressdao reduzida e
extraido com heptano (50 ml, 3x100 ml). N-Acetil cisteina
(15 g) foi adicionada a fase de acetonitrilo, e a mistura
foi agitada durante 5 h a 45 °C. A mistura foi arrefecida
até a temperatura ambiente, filtrada através de um funil
fritado, e o bolo do filtro foi lavado com acetonitrilo. O
filtrado foi concentrado a cerca de 120 ml sob presséao
reduzida. Agua (120 ml) foi adicionada e a mistura foi
agitada durante 40 minutos a 45 °C e entdo arrefecida até a

temperatura ambiente. Apds 30 minutos, a mistura foi
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filtrada através de um funil fritado para proporcionar 3-
((trimetilsilil)etinil)-10,11- dihidro-5H-
dibenzo[c,g]lcromen—-8 (9H) -ona (4,07 g, 33,4 % de rendimento)
como um sélido amarelo: 400 MHz 'H RMN (CDCls) & 7,65 (d, J
= 8,1 Hz, 1H), 7,60 (s, 1H), 7,55 (s, 1H), 7,47 (dd, J =
8,1, 1,4 Hz, 1H), 7,27 (s, 1H), 5,06 (s, 2H), 2,95 (t, J =
6,1 Hz, 2H), 2,67 - 2,59 (m, 2H), 2,18 - 2,08 (m, 2H), 0,26
(s, 9H).
3-acetil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[¢c, g] cromen—-8 (9H) —ona

Um frasco de 20 ml com barra agitadora foi carregado

com 3-((trimetilsilil)etinil)-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[c,glcromen- 8 (9H)-ona (850 mg, 2,44 mmol) e &cido
férmico (9,8 ml). A solugdo foi aquecida até 65 °C. Apds 3
h, a reacao foi Jjulgada completada. A mistura foi

concentrada sob pressdo reduzida; o residuo resultante foi
absorvido em CH;Cl, e carregado num cartucho de silica gel
pré-empacotado de 25 g. O produto foi purificado por meio
de cromatografia numa coluna de silica gel pré-empacotada
de 80 g eluindo com um gradiente de solvente de 5 % a 85 %
de EtOAc/hexanos. As fragbes contendo produto foram
combinadas e concentradas para proporcionar 3-acetil-10,11-
dihidro-5H-dibenzo[c,g]cromen-8 (9H)-ona (616 mg, 86 %): 400
MHz 'H RMN (CDCls) & 8,00 - 7,94 (m, 1H), 7,81 (d, J = 8,2
Hz, 1H), 7,77 (s, 1H), 7,64 (s, 2H), 5,16 (s, 2H), 2,98 (t,
J = 6,1 Hz, 2H), 2,69 - 2,64 (m, 2H), 2,63 (s, 3H), 2,21-
2,09 (m, 2H).
9-bromo-3- (2-bromoacetil)-10,1l1-dihidro-5H-
dibenzo (c, g] cromen—-8 (9H) —ona

Um frasco de 20 ml com uma barra agitadora foi
carregado com 3-acetil-10,11-dihidro-5H-dibenzol[c,g]cromen-
8 (9H) ~ona (100 mg, 0,366 mmol), 9:1 CHxCl,/MeOH (3,4 ml) e
tribrometo de piridinio (246 mg, 0,769 mmol). A solugdo foi
aquecida até 35 °C. Apds 30 minutos, a reacdo foi julgada
completada. A mistura foi arrefecida até a temperatura

ambiente, diluida com EtOAc (50 ml) e sequencialmente
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lavada com Na,S;0; saturado aquoso (20 ml), 2 % de NaHCOj
aquoso (20 ml), &gua (20 ml), e salmoura (10 ml). A fase
orgénica foi seca em MgSO4, filtrada e concentrada sob
pressao reduzida resultando em 9-bromo-3-(2-bromoacetil) -
10,11-dihidro-5H-dibenzo[c,g]cromen-8 (9H) -ona (68 mg, 41
%): 400 MHz 'H RMN (CDCls;) & 8,03 - 8,01 (m, 1H), 7,85 (d,
J= 8,2 Hz, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,71 (s, 1H), 7,67 (s, 1H),
5,19 (s, 2H), 4,74 (dd, J = 4,1,4,1 Hz, 1H), 4,45 (s, 2H),
3,37-3,29 (m, 1H), 2,99 - 2,92 (m,1H), 2,59 - 2,46 (m, 2H).
Exemplo PY-4

. K,C05,
Boc g chclh

L i

B-Brame-I—{2— bromoacetili-
18,11 —dikidro-5H- dibenso
{2, 9l cromea—§ { SH) —ona

acide {2£ 88)-1 -i{terc-bubtoxicarkoail) - §-
wmetilpivrelidine-2- carboxilios

B

‘}

Tematiipirrelidine-1  Z-dicarboxilate de {25,385} -2~ {2-i¥-browc-8-cxo-&,%,13,11-tetrahidro-T@-dikenza
Do, gloraver—3-11§ -2- oxoetillr l-terc-butilo

5- metilpirrolidina-1,2-dicarboxilato de (2S, 5S)-2-(2-(9-
bromo-8-0x0-8, 9,10, 11-tetrahidro-5H-dibenzo[c, g] cromen-3-
il)-2-oxoetil) l-terc-butilo

9-bromo-3- (2-bromoacetil)-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[c,g]lcromen—-8 (9H) —ona (1,43 g, 3,17 mmol) foi
tratada com uma solucéao de acido (2S,58)-1-(terc—
butoxicarbonil)-5-metilpirrolidina-2- carboxilico (800 mg,
3,49 mmol) em diclorometano (14 ml) e K,CO3 (658 mg, 1,18
mmol) . A mistura de reacgdo agitada foi agitada a TA e
diluida com CH,Cl, e extraida 3X. A fase orgédnica foi
lavada com salmoura, entd@o seca em MgSO,, filtrada e
concentrada sob pressao reduzida para propiciar 5-
metilpirrolidina-1,2-dicarboxilato de ((25,58)-2-(2-(9-
bromo-8-o0ox0-8,9,10,11-tetrahidro-5H-dibenzo[c,g]cromen—-3-
il)-2- oxoetil) 1-terc-butilo (1,61 g, 84 %).
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Esta sintese pode ser usada ©para preparar uma
variedade de compostos descritos no presente documento,
incluindo o composto exemplificado em PY.

ENSAIOS BIOLOGICOS

Efeito de proteinas do soro sobre a poténcia de
replicdo: Ensaios de replicdo s&o conduzidos em meio de
cultura celular normal (DMEM + 10 % de FBS) suplementado
com concentracgdes fisioldgicas de albumina de soro humano
(40 mg/ml) ou glicoproteina de o-adcido (1 mg/ml). ECsos na
presenga de proteinas do soro humano sdo comparadas a ECsg
em meio normal para determinar o deslocamento de dobra em
poténcia.

Citotoxicidade de Célula MT-4: Células MT4 séo
tratadas com diluigbdes em série de compostos durante um
periodo de cinco dias. A viabilidade celular ¢é medida no
final do periodo de tratamento usando o ensaio Promega
CellTiter-Glo e regressdo ndo linear ¢é realizado para
calcular CCsg.

Concentragcdo de Composto Associado a Células em ECs:
culturas de Huh-luc s&o incubadas com composto em
concentracdes iguais a ECso. Em pontos de tempo multiplos
(0O — 72 horas), as células sao lavadas 2X com meio frio e
extraidas com 85 % de acetonitrilo; uma amostra dos meios
em cada ponto de tempo também serd extraida. Os extratos de
célula e meios sdo analisados por LC/MS/MS para determinar
a concentracdo molar de compostos em cada fracdo. Compostos
representativos da revelacdo tém mostrado atividade.

Solubilidade e Estabilidade: A solubilidade é
determinada ao tomar uma aliguota de 10 mM de solucd&o stock
de DMSO e preparar o composto numa concentracdo final de
100 pM nas soluc¢des de meios de teste (PBS, pH 7,4 e HCIl a
0,1 N, pH 1,5) com uma concentracdo de DMSO total de 1 %.
As solucgbes de meios de teste sdo incubadas a temperatura
ambiente com agitacdo durante 1 h. As solugdes serdao entéo

centrifugadas e o0s sobrenadantes recuperados s&o ensaiados
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na HPLC/UV. A solubilidade serd calculada por meio da
comparagao da quantidade de composto detetada na solucgédao de
teste definida em comparacdo com a quantidade detetada em
DMSO na mesma concentracdo. A estabilidade de compostos
apdés uma incubacdo de 1 hora com PBS a 37 °C também seré
determinada.

Estabilidade em Hepatdécitos Crioconservados Humanos,
de Cao, e de Rato: Cada composto € incubado durante até 1
hora em suspensdes de hepatdcitos (100 nl, 80.000 Células
por pogo) a 37 °C. Hepatécitos crioconservados sé&o
reconstituidos no meio de incubacdo 1livre de soro. A
suspensdo é transferida em placas de 96 pogos (50 pl/pogo).
Os compostos sdo diluidos até 2 puM em meio de incubacgédo e
entdo sdo adicionados a suspensdes de hepatdcitos para
iniciar a incubacdo. As amostras sdo tomadas a 0, 10, 30 e
60 minutos apds o inicio de incubacgcdo e a reacdo seré
extinta com uma mistura que consiste em 0,3 % de 4&cido
férmico em 90 % de acetonitrilo/10 % de Agua. A
concentracdo do composto em cada amostra € analisada usando
LC/MS/MS. A semivida de desaparecimento do composto em
suspensdo de hepatécitos é determinada por meio do ajuste
dos dados de concentracdo-tempo com uma equacgao exponencial
monoféasica. Os dados também serdo aumentados em escala para
representar depuracdo hepdtica intrinseca e/ou depuracdo
hepatica total.

Estabilidade em Fracdo S9 Hepatica de Seres Humanos,
Cdo, e Rato: Cada composto € incubado durante até 1 hora em
suspensdo de S9 (500 pl, 3 mg de proteina/ml) a 37 °C (n =
3). Os compostos sédo adicionados a suspensdo de S9 para
iniciar a incubacao. As amostras sao tomadas a 0, 10, 30, e
60 minutos apdés o inicio de incubacdo. A concentracdo do
composto em cada amostra € analisada usando LC/MS/MS. A
semivida de desaparecimento do composto em S9 suspensdo é
determinada por meio do ajuste dos dados de concentracdo-

tempo com uma equagdo exponencial monoféasica.
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Permeabilidade de Caco-2: 0Os compostos sdo ensaiados
via um servico de contrato (Absorption Systems, Exton, PA).
Os compostos sdao proporcionados ao contraente de uma
maneira blindada. Ambas a permeabilidade direta (A-a-B) e
indireta (B-a-A) serdo medidas. As monocamadas de Caco-2
sao crescidas até a confluéncia em membranas de
policarbonato microporosas revestidas com colagénio, em
placas de 12 pogos Costar TRANSWELL®. Os compostos sao
dosificados no lado apical para permeabilidade direta (A-a-
B), e séo dosificados no lado basolateral para
permeabilidade indireta (B-a-A). As células sdo incubadas a
37 °C com 5 % de CO, num incubador humidificado. No comeco
de incubacdo e a 1 h e 2 h apds incubacdo, uma aliguota de
200 pl é tomada da cé&mara recebedora e substituida com
tampao de ensaio fresco. A concentracao do composto em cada
amostra € determinada com LC/MS/MS. A permeabilidade
aparente, Pap, € calculada.

Ligacdo de Proteina do Plasma: A ligacdo de proteina
do plasma ¢ medida pela didlise de equilibrio. Cada
composto é cultivado em plasma em branco numa concentracgado
final de 2 mM. O plasma cultivado e tamp@&o fosfato séo
colocados em lados opostos das células de dialise montadas,
que serdo entdo giradas lentamente num banho de &agua a 37
°C. No final da incubacao, a concentracadao do composto em

plasma e tampdo fosfato é determinada. A percentagem de néo

ligado é calculada usando a seguinte equacéo:

% de N#o ligado = [0 e| —L—

C, +Cr
Onde C: e Cp sdo concentragcdbes de 1livre e 1ligado
determinado como o tampdo de pds-didlise e concentracgdes de

plasma, respetivamente.

Perfil de CYP450: Cada composto é incubado com cada de
5 enzimas CYP450 recombinantes humanas, incluindo CYP1A2Z,
CYP2C9, CYP3RA4, CYP2D6 e CYP2C1l9 na presenca e auséncia de
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NADPH. Amostras em série serdo tomadas da mistura de
incubacdo no comec¢o da incubacao e a 5, 15, 30, 45 e 60
minutos apdés o inicio da incubagdo. A concentragdo do
composto na mistura de incubacdo é determinada por
LC/MS/MS. A percentagem do composto que permanece apds a
incubacéo em cada ponto de tempo é calculada por meio da
comparacgdo com a amostragem no inicio da incubacgéo.

Estabilidade em Plasma de Rato, Cao, Macaco e Humana:
Os compostos serédo incubados durante até 2 horas em plasma
(rato, c&o, macaco, ou humano) a 37 °C. Os compostos séao
adicionados ao plasma em concentracgdes finais de 1 e 10
mg/ml. Aligquotas sdo tomadas a 0, 5, 15, 30, 60, e 120
minutos apdés adicionar o composto. Concentracao de
compostos e metabolitos principais em cada ponto de tempo
sdo medidos por LC/MS/MS.

Avaliagdo de atividade anti-HCV a base de células: A
poténcia antiviral (ECsy) foi determinada usando um ensaio
de repdérter de replicdo de HCV a base de luciferase de
Renilla (RLuc). Para realizar o ensaio para o gendtipo 1 e
2a JFH-1, células de replicdo HCV 1la RLuc estéveis (que
albergam um replicdo de gendtipo dicistrédénico la H77 que
codifica um repdrter RLuc), células de replicdo HCV 1b RLuc
estéveis (que albergam um replicdo de gendtipo dicistrdnico
1b Conl que codifica um repdrter RLuc), ou células de
replicdo HCV 2a JFH- 1 Rluc estédveis (que albergam um
replicdo de gendtipo dicistrénico 2a JFH-1 que codifica um
repdrter RLuc; com L31 presente em NS5HA) foram dispensados
em placas de 384 pocgos para ensaios de ECsg. Para realizar
0 ensaio para o gendtipo 2a (com M31 presente em NS5A) ou
2b, replicbdes de gendtipo quimérico 2a JFH-1 de NS5A que
codificam um repdrter RLuc-Neo e o gene NS5A da estirpe de
gendtipo 2a J6 ou gene NSSH5A da estirpe de gendtipo 2b MD2b-
1 (ambos com M31 presente) respetivamente, foram
transientemente transfetados (t) em células Huh-Lunet ou

foram estabilizados a medida que as células de replicdo que
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se replicam estavelmente (s) eram proporcionadas. Quaisquer
das células foram dispensadas em placas de 384 pogos para
ensaios de ECsg. Para realizar o ensaio para o gendtipo 3 e
4, replicdes de gendtipo qguimérico NSHA 1b Conl gue
codificam um repdrter Pi- RLuc e o gene de NS5A da estirpe
do gendétipo 3a S52 ou gene de NSHA da estirpe de gendtipo
4a ED43 respetivamente, foram transientemente transfetados
(t) em células Huh-Lunet, que foram subsequentemente
dispensadas em placas de 384 pocgos. Os compostos foram
dissolvidos em DMSO numa concentracdo de 10 mM e diluidos
em DMSO manualmente ou usando um instrumento de pipetagem
automatizado. Os compostos diluidos 3 vezes serialmente
foram manualmente misturados com meios de cultura celular e
adicionados as células semeadas ou diretamente adicionados
as células wusando um instrumento automatizado. DMSO foi
usado como  um controlo negativo (solvente; nenhuma
inibicgdo), e o inibidor de protease ITMN- 191 foi incluido
numa concentracdo > 100 x ECsy como um controlo positivo.
72 horas depois, as células foram lisadas e a atividade de
luciferase de Renilla quantificada como recomendado pelo
fabricante (Promega-Madison, WI). A regressao nado linear
foi realizada para calcular valores de ECsg.

Para determinar a poténcia antiviral (ECs,) contra
mutantes de resisténcia, mutagdes de resisténcia, incluindo
M28T, Q30R, Q30H, L31M, e Y93C em gendtipo la NS5A e Y93H
em gendtipo 1lb NS5A, foram introduzidas individualmente nos
replicdes la Pi-Rluc ou 1lb Pi-Rluc por meio de mutagénese
direcionada local. O ARN de replicdo de cada mutante
resistente foi transientemente transfetado em células 51
curadas derivadas de Huh-7 e a poténcia antiviral foi
determinada nestas células transfetadas como foi descrito
acima.

Os intervalos de ECsy para o gendtipo la, la Q30R, e
2a JFH s&o como se segue: A 2 44 nM, B =1 nM a 43,99 nM, C
< 1 nM. Os intervalos de ECsy para o gendtipo 2a J6, 2b,
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3a, e 4a sdo como se segue: A 2 5 nM, B=1nM a 4,99 nM, C
< 1 nM. Os intervalos de ECs, para o gendtipo 2a J6, 2b, e
4a correspondem ao ensaio de células transientemente
transfetadas (t). Se estes dados ndo estiverem disponiveis,
o intervalo de ECsy para as células qgue se replicam
estavelmente (s) €& proporcionado.

Estudos Farmacocinéticos de Dose Unica IV e PO em

Ratos SD: A farmacocinética de compostos selecionados foi

caraterizada em ratos Sprague-Dawley machos (SD) (250-300
g) . Neste estudo, dois grupos de ratos SD de raca pura
naive (N=3 por grupo, alimentados durante a noite)

receberam o) composto selecionado como uma infuséao
intravenosa (IV) (1 mg/kg ao longo de 30 minutos) via a
veia Jjugular ou por meio de alimentacdao forcada oral (2
mg/kg). O veiculo de dosagem intravenosa (IV) foi 5 % de
etanol, 35 % de polietilenoc glicol 400 (PEG 400) e 60 % de

dgua pH 2,0. O veiculo de dosagem oral foi 5 % de etanol,
55 % de PEG 400 e 40 % de tampdo citrato pH 2,2.

X

Amostras de sangue em série (aproximadamente 0,3 ml
cada) foram colhidas da veia jugular ou outra veia adequada
nos pontos de tempo especificados. Para o grupo de infuséo
IV, as amostras de sangue foram colhidas pré-dose e a 0,25,
0,48, 0,58, 0,75, 1,5, 3, 6, 8, 12 e 24 horas apds o inicio
de infusdo. Para o grupo oral, as amostras de sangue foram
colhidas pré-dose e a 0,25, 0,50, 1,2, 4, 6, 8, 12 e 24
horas apds a dosagem. As amostras de sangue foram colhidas
em tubos Vacutainer™ contendo EDTA-K; como o anticoagulante
e foram centrifugadas em aproximadamente 4 °C para obter o
plasma. As amostras de plasma foram armazenadas a -20 °C
até a andlise por LC/MS/MS.

Um método bicanalitico utilizando cromatografia
liquida de alto desempenho acoplado a espetrometria de
massa em tandem (LC/MS/MS) foi desenvolvido para andlise do
composto selecionado em plasma de rato. A detecdo foi

realizada usando monitorizacdo de reacdo selecionada (SRM);
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Os 1i6es que representam as espécies precursoras (M+H)"'
foram selecionados em quadrupolo 1 (Ql) e colidido com gés
drgon na célula de colisdo (Q2) para gerar ido de produto
especifico, que foi subsequentemente monitorizado pelo
quadrupolo 3 (Q3). As amostras de controlo de qualidade e
curva padrdo foram preparadas em plasma de rato macho e
processadas do mesmo modo que para as amostras de teste
para gerar dados quantitativos.

Os paréametros farmacocinéticos foram gerados usando
andlise farmacocinética nao compartimental (Phoenix
WinNonlin, versao 6.3). Aos valores abaixo do limite
inferior de quantificacgdo (LLOQ) foram atribuidos um valor
de zero se pré-dose e tratados como faltantes depois disso.
A &rea sob a curva (AUC) foi calculada wusando a regra
trapezoidal 1linear. A disponibilidade oral (% de F) foi
determinada por comparacdo da &rea sob a curva (AUC) do
composto e/ou um metabolito gerado em plasma em seguida a
administracdo oral a essa gerada em seguida a administracéo

intravenosa.
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DOCUMENTOS REFERIDOS NA DESCRIQKO

Esta lista de documentos referidos pelo autor do presente
pedido de patente foi elaborada apenas para informacdo do
leitor. N&o €& parte integrante do documento de patente
europeia. Nao obstante o cuidado na sua elaboracao, o IEP
ndo assume qualquer responsabilidade por eventuais erros ou

omissodes.
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REIVINDICAGCOES

1. Um composto da fédrmula:
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ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo.
2. Um composto da fédrmula:
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3. Uma composicdo farmacéutica gque compreende o composto

ou sal farmaceuticamente aceitavel de acordo com a
reivindicagdo 1 e pelo menos um veiculo farmaceuticamente

aceitéavel.

4, A composigao farmacéutica de acordo com a
reivindicacgao 3, que compreende ainda um inibidor

nucleosidico ou nucleotidico de polimerase NS5B de HCV.

5. Um composto ou sal farmaceuticamente aceitéavel de
acordo com a reivindicacdo 1 para utilizacdo num método de

tratamento da hepatite C.
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6. O composto ou sal farmaceuticamente aceitdvel para
utilizacdo de acordo com a reivindicacado 5, em combinacao
com um inibidor nucleosidico ou nucleotidico de polimerase
NS5B de HCV.

7. Uma composicdo farmacéutica que compreende o composto
de acordo com a reivindicagdo 2 e pelo menos um veiculo

farmaceuticamente aceitéavel.

8. A composicéo farmacéutica de acordo com a
reivindicacgéao 7, que compreende ainda um inibidor

nucleosidico ou nucleotidico de polimerase NS5B de HCV.

9. Um composto de acordo com a reivindicacdo 2 para

utilizagdo num método de tratamento da hepatite C.
10. O composto para utilizacgao de acordo com a

reivindicacgdo 9, em combinacgdo com um inibidor nucleosidico

ou nucleotidico de polimerase NS5B de HCV.

Lisboa, 29 de Julho de 2015
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