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RESUMO

“MODULADORES DA ACTIVIDADE DO RECEPTOR DE QUIMIOCINA,
FORMAS CRISTALINAS E PROCESSO”

A presente invenc¢do proporciona um novo antagonista ou
agonista/antagonista parcial da actividade do receptor MCP—
Il: N-( (1R, 2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2—-((S)-2-0ox0—-3—-(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1) -
ciclo-hexil)-acetamida, ou um seu sal, solvato ou pré-
féarmaco farmaceuticamente aceitdvel, que  possul uma
combinag¢gdo 1nesperada de caracteristicas farmacoldgicas
desejaveis. Também sdo proporcionadas formas cristalinas da
presente invengdo. As composi¢des farmacéuticas que contém
estes compostos e métodos para a sua utilizacdo como
agentes para o tratamento de doengas inflamatdrias,
alérgicas, auto—-imunes, metabdlicas, cancro e/ou doencgas
cardiovasculares também constitui um objecto da presente
invengdao. A presente descrigcdo também proporciona um
processo para a preparagao dos compostos de fdérmula
estrutural (1), incluindo N-((1lR, 2S,5R)-5-(terc—
butilamino)-2-((S)-2-0x0o-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-

4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida: em que

os simbolos RY, R%, R®°, R!® e “HET” possuem as significac¢des

aquli definidas. Também sao aquli proporcionados compostos

que sdo intermedidrios uteis do processo.



DESCRICAO

“MODULADORES DA ACTIVIDADE DO RECEPTOR DE QUIMIOCINA,
FORMAS CRISTALINAS E PROCESSO”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invenc¢ao proporciona N-( (1R, 2S,5R)-5-(terc—
butilamino)-2-((8)-2-0oxo-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-
4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, ou um
seu sal, solvato ou pré—farmaco farmaceuticamente
aceitavel, que possul uma combina¢do inesperada de
caracteristicas farmacoldgicas desejaveis. Também sao
proporcionadas formas cristalinas da presente invengdo. As
composi¢des farmacéuticas que contém estes compostos e a
sua utilizagdo como agentes para o tratamento de doencgas
inflamatérias, alérgicas, auto-imunes, metabdlicas, cancro
e/ou doencas cardiovasculares também constituem um objecto

da presente invencdo.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

As quimiocinas sdo citoquinas quimiotdcticas, que
possuem um peso molecular de 6-15 kDa, que sdo libertadas
por diversos tipos de células para atrair e activar, entre
outros tipos de c¢élulas, macrdéfagos, linfécitos T e B,
eosindfilos, basdfilos e neutrdfilos (discussdo em: Charo e
Rasonhoff, New Eng. J. Med. 2006, 354, 610-621; Luster, New
Eng. J. Med. 1998, 338, 436-445; e Rollins, Blood 1997, 90,
909-928). Existem duas classes principais de quimiocinas,
CXC e CC, dependendo de as duas primeiras cisteinas na
sequéncia de aminodcidos estarem separadas por um unico

aminodcido (CXC) ou serem adjacentes (CC). As quimiocinas



CXC, tails como interleucina-8 (IL-8), proteina 2 activadora
de neutréfilos (NAP-2) e proteina de actividade
estimulatéria do crescimento (MGSA), sdo quimiotdcticas
principalmente para os neutrdfilos e para os linfécitos T,
ao passo que as quimiocinas CC, tails como RANTES, MIP-la,
MIP-1f, as proteinas quimiotdcticas de mondcitos (MCP-1,
MCP-2, MCP-3, MCP-4 e MCP-5) e as eotaxinas (-1 e -2) sao
quimiotédcticas para, entre outros tipos de células,
macréfagos, linfdédcitos T, eosindfilos, células dendriticas
e basdéfilos. Existem ainda as quimiocinas linfotactina-1,
linfotactina-2 (ambas quimiocinas C) e faractalquina (uma
quimiocina CX3C) que nédo pertencem a qualquer uma das
subfamilias principais de quimiocinas.

As quimiocinas ligam-se a receptores especificos da
superficie das c¢élulas que pertencem a familia das
proteinas dos sete dominios transmembranares acoplados a
proteina G (descritos em: Horuk, Trends Pharm. Sci. 1994,
15, 159-165), os quails sdo designados por “receptores de
quimiocinas”. Ao se ligarem aos seus ligandos associados,
0s receptores de quimiocinas transduzem um sinal
intracelular apesar das proteinas G triméricas associadas,
originando, entre outras respostas, um aumento rdpido da
concentracdo de cdlcio intracelular, alteracdes nas formas
das células, expressdao aumentada das moléculas de adesao
celular, desgranulagdo e promo¢ao da migragdao celular.
Existem pelo menos dez receptores de quimiocinas humanos
que se ligam ou que respondem a quimiocinas CC com os
padrdes caracteristicos seguintes (descrigdo em Zlotnik e
Oshie, Immunity 2000, 12, 121): CCR-1 (ou “CKR-1"” ou “CC-
CKR-I”) [MIP-lo, MCP-3, MCP-4, RANTES] (Ben-Barruch, et
al., Cell 1993, 72, 415-425, e Luster, New Eng. J. Med.



1998, 338, 436-445); CCR-2A e CCR-2B (ou “CKR-2A"”/*“CKR-2B”
ou “CC—-CKR-2A”/“CC—-CKR-2B") [MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4,
MCP-5] (Charo, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91,
2752-2756, e Luster, New Eng. J. Med. 1998, 338, 436-445);
CCR-3 (ou “CKR-3"” ou “CC-CKR-3") [eotaxina-1, c¢otaxina-2,
RANTES, MCP-3, MCP-4] (Combadiere, et al., J. Biol. Chem.
1995, 270, 16491-16494, e Luster, New Eng. J. Med. 1998,
338, 436-445); CCR-4 (ou “CKR-4” ou “CC-CKR-4”) [TARC, MDC]
(Power, et al., J. Biol. Chem. 1995, 270, 19495-19500, e
Luster, New Eng. J. Med. 1998, 338, 436-445); CCR-5 (ou
“CKR-5"” ou “CC-CKR-5”) [MIP-la, RANTES, MIP- 1B] (Sanson,
et al., Bilochemistry 1996, 35, 3362-3367); CCR-6 (ou “CKR-
6” ou “CC-CKR-6"”) [LARC] (Baba, et al., J. Biol. Chem.
1997, 272, 14893-14898); CCR-7 (ou “CKR-7” ou *“CC-CKR-7")
[ELC] (Yoshie et al., J. Leukoc. Biol. 1997, 62, 634-644);
CCR-8 (ou “CKR-8” ou “CC-CKR-8”) [1-309] (Napolitano et
al., J. Immunol., 1996, 157, 2759-2763); CCR-10 (ou “CKR-
10” ou “CC-CKR-10") I[MCP-1, MCP-3] (Bonini, et al., ADN e
Cell Biol. 1997, 16, 1249-1256); e CCR-11 [MCP-1, MCP-2, e
MCP-4] (Schweickert, et al., J. Biol. Chem. 2000, 275,
90550) .

Para além dos receptores de quimiocinas de mamiferos,
0s cltamegalovirus de mamiferos, o virus do herpes e o
poxvirus também revelaram expressar, em células infectadas,
proteinas com as propriedades de ligacgdo dos receptores de
quimiocinas (descrigdo em: Wells e Schwartz, Curr. Opin.
Biotech. 1997, 8, 741-748). As quimiocinas CC humanas, tais
como RANTES e MCP-3, podem provocar uma mobilizacgdo rdpida
de cdlcio através destes receptores codificados por virus.
A expressdao do receptor pode ser permissiva para infecgdes

uma vez que permite a subversdo da vigilédncia do sistema



imune normal e a resposta a infecg¢do. Além disso, os
receptores de citoquinas humanos, tais como CXCR4, CCR2,
CCR3, CCR5 e CCR8, podem actuar como co-receptores para a
infecgdo de células de mamiferos por meio de micrdbios, tal
como, por exemplo, o0s virus de 1imunodeficiéncia humana
(VIH) .

As gquimiocinas e 0s seus receptores associados foram
jd implicados como sendo mediadores importantes de doengas
e disturbios inflamatérios, infecciosos e imuno—
reguladores, incluindo asma e doengas alérgicas; bem como
patologias auto-imunes, tais como artrite reumatdide e
esclerose multipla; e doencas metabdlicas, tais como
aterosclerose e diabetes (descricdao em: Charo e Rasonhoff,
New Eng. J. Med. 2006, 354, 610-621; Z. Gao e W. A. Metz,
Chem. Rev. 2003, 103, 3733; P. H. Carter, Current Opinion
in Chemical Biology 2002, 6, 510; Trivedi, et al, Ann.
Reports Med. Chem. 2000, 35, 191; Saunders e Tarby, Drug
Disc. Today 1999, 4, 80; Prcmack e Schall, Nature Medicine
1996, 2, 1174). Por exemplo, a quimiocina de mondcitos
quimioatractora-1 (MCP-1) e o seu receptor, receptor 2 de
quimiocinas CC (CCR-2) desempenham um papel crucial na
atrac¢do de leucdcitos para localis de inflamagdo e na
activagdo subsequente destas células. Quando a quimiocina
MCP-1 se liga a CCR-2, 1induz um aumento rédpido na
concentracgao de calcio intracelular, uma expressao
aumentada das moléculas de adesdo celular e a promog¢gdo da
migracdo de leucdcitos. A demonstracdo da importéncia da
interacgdo entre MCP-1/CCR-2 foi fornecida por experiéncias
com murganhos geneticamente modificados. Os murganhos MCP-
17/ foram incapazes de recrutar monécitos para locais de

inflamag¢ao apds diferentes tipos de estimulo imune (Bao Lu,



et al., J. Exp. Med. 1998, 187, 601). De igual modo, o0s
murganhos CCR-2 —/ foram incapazes de recrutar mondcitos ou
produzir interferdo-y gquando estimulados com diversos
agentes enddgenos; além do mais, os leucdcitos de murganhos
com CCR-2 nulo ndo migraram em resposta a MCP-1 (Landin
Boring, et al., J. Clin. Invest. 1997, 100, 2552),
demonstrando assim a especificidade da interacg¢do MCP-1/
/CCR-2. Dols outros grupos apresentaram, de um modo
independente, resultados equivalentes com estirpes
diferentes de murganhos CCR-2 —-/- (William A. Kuziel, et
al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 1997, 94, 12053, e Takao
Kurihara, et al., J. Exp. Med. 1997, 186, 1757). A
viabilidade e o estado de satde normal dos animais MCP-1
-/— e CCR-2 —-/- fol notédvel, uma vez que a perturbacdo da
interacgdo entre MCP-1/CCR-2 ndo induz crises fisioldgicas.
Considerados em conjunto, estes dados permitem concluir que
as moléculas que blogueiam as acg¢des de MCP-1/CCR2 serdo
uteis para o tratamento de diversos distirbios
inflamatérios e auto-imunes (descrig¢do em: M. Feria e F.
Diaz-Gonzdlez, Exp. Opin. Ther. Patents 2006, 16, 49; e J.
Dawson, W. Miltz, e C. Wiessner, C. Exp. Opin. Ther.
Targets 2003, 7, 35). Esta hipdtese fol agora validada em
diversos modelos animais de doencas diferentes, conforme a
segulr se descreve.

Sabe-se que o MCP-1 é aumentado por externalizagdo em
pacientes com artrite reumatdide (Alisa Koch, et al., J.
Clin. Invest. 1992, 90, 772 - 779). Além do mais, diversos
estudos pré-clinicos demonstraram o valor terapéutico
potencial do antagonismo da interacg¢do entre MCP-1/CCR2
para o tratamento de artrite reumatdide. Uma vacina de ADN

que codifique MCP-1 demonstrou recentemente melhorar a



artrite crénica induzida por poli-adjuvantes em ratos
(Sawsan Youssef, et al., J. Clin. Invest. 2000, 106, 361).
De igual modo, oS sintomas da doenga puderam ser
controlados por meio da administracdo directa de anticorpos
para MCP-1 a ratos com artrite induzida por colagénio
(Hiroomi Ogata, et al., J. Pathol. 1997, 182, 106), ou
artrite 1induzida pela parede <celular de estreptococos
(Ralph C. Schimmer, et al., J. Immunol. 1998, 160, 1466).
Porventura mais significativo, um antagonista peptidico de
MCP-1, MCP-1(9-76), demonstrou prevenir o inicio da doenca
e reduzir os sintomas da doenga (em fungdo do tempo de
administrag¢do) no modelo de murganho MRL-1lpr de artrite
(Jiang-Hong Gong, et al., J. Exp. Med. 1997, 186, 131).
Além do mais, demonstrou-se que a administragdo de
antagonistas de CCR2 de moléculas pequenas reduziu o
resultado clinico em modelos de roedores de artrite (C. M.
Brodmerkel, et al, J. Immunol. 2005, 175, 5370; e M. Xia,
et al., pedido de patente de invencdo norte-americana n°
0069123, 2006). A administragdo de um anticorpo anti-CCR2
apresentou efeitos varidveis em murinos CIA, dependendo do
tempo de administrac¢ao (H. Bruhl, et al. J. Immunol. 2004,
172, 890). Estudos recentes com murganhos CCR2-/- sugeriram
que a supressao de CCR2 pode agravar a artrite em modelos
de roedores em circunstdncias experimentais especificas (M.
P. Quinones, et al. J. Clin. Invest. 2004, 113, 856; M. P.
Quinones, et al., J. Mol. Med. 2006, 84, 503).

Sabe-se que MCP-1 ¢ aumentado por externalizacg¢dao em
lesbdes aterosclerdticas e demonstrou-se que os niveis em
circulagdo de MCP-1 sao reduzidos por meio do tratamento
com agentes terapéuticos (Abdolreza Rezaie-Majd, et al,

Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2002, 22, 1194 — 1199).



Diversos estudos importantes demonstraram e} valor
terapéutico potencial do antagonismo da interacg¢do entre
MCP-1/CCR2 para o tratamento de aterosclerose. Por exemplo,
quando murganhos MCP-1 -/- sdo c¢ruzados com murganhos
deficientes no receptor LDL, observa-se uma reducdao de 83%
na deposic¢do adértica de lipidos (Long Gu, et al., Mol. Cell
1998, 2, 275). De igual modo, quando o MCP-1 foi
geneticamente removido de murganhos que jad sobreexpressavam
a apolipoproteina B humana, os murganhos resultantes foram
protegidos da formacéo de lesdes aterosclerdticas
comparativamente com murganhos de controlo de MCP-1 +/+
apoB (Jennifa Gosling, et al., J. Clin. Invest. 1999, 103,
773). De igual modo, quando murganhos CCR-2 -/- séo
cruzados com murganhos apolipoproteina E —-/-, observa-se
uma diminuig¢do significativa na 1incidéncia de lesdes
aterosclerdéticas (Landin Boring, et al, Nature 1998, 394,
894; T. C. Dawson, et al. Atherosclerosis 1999, 143, 205).
Por ultimo, quando se administra a murganhos
apolipoproteina E —-/— um gene que codifica um antagonista
peptidico de CCR2, entdo o tamanho da lesdo é diminuido e a
estabilidade das placas ¢ aumentada (W. Ni, et al.,
Circulation 2001, 103, 2096 - 2101). O transplante de
medula déssea proveniente de murganhos CCR2-/- em murganhos
ApoE3-Leiden inibiu a aterogenese precoce (J. Guo, et al.,
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2003, 23, 447), mas
apresentou efeitos minimos em lesdes avangadas (J. Guo, et
al., Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2005, 25, 1014).

Os pacientes com diabetes mellitus de tipo 2 exibem
tipicamente resisténcia a insulina como uma das
caracteristicas principais da doenga. A resisténcia a

insulina também estd associada ao conjunto de anomalias



designado por “sindrome metabdlica” ou “sindrome X”, o qual
compreende obesidade, aterosclerose, hipertensao e
dislipidemia (descrito em: Eckel, et al. Lancet 2005, 365,
1415). Sabe-se que a inflamagdo desempenha um papel no
agravamento do processo de doenga em diabetes de tipo 2 e
nas patologias de “sindrome X” (descrito em: Chen,
Pharmacological Research 2006, 53, 469; Neels e Olefsky, J.
Clin. Invest. 2006, 116, 33; Danadona e Aljada, Am J
Cardiol. 2002 90, 27G-33G; Pickup e Crook, Diabetologia
1998, 41, 1241). Sabe-se que o MCP-1 desempenha um papel na
resisténcia a insulina induzida pela obesidade. Em cultura,
MCP-1 expressos constitutivamente em preadipdécitos humanos
(Gerhardt, Mol. Cell. Endocrinology 2001, 175, 81). O CCR2
é expresso em adipdcitos; a adicdao de MCP-1 a adipdcitos
diferenciados in vitro diminui a absorg¢do de glicose
estimulada por insulina e a expressao de diversos genes
adipogénicos (LpL, adipsina, GLU-4), aP2, receptor {3-
adrenérgico e PPARy) (P. Sartipy e D. Loskutoff, Proc.
Natl. Acad. Sci USA 1999, 96, 6902). Os pacientes com
diabetes de tipo 2 apresentam niveis mais elevados de MCP-—
1- em circulagdao do que controlos nao diabéticos (S.
Nomura, et al., Clin. Exp. Immunol. 2000, 121, 437), e a
libertag¢ao de MCP-1 a partir de tecidos adiposos pode ser
reduzida através do  tratamento com terapias anti-
diabéticas, tails como metformina ou tiazolidinadionas (J.
M. Bruun, et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 2005, 90,
2282). De igual modo, o MCP-1 também ¢é sobreexpresso em
modelos experimentais de murinos de obesidade e ¢é
principalmente produzido pelos tecidos adiposos (Sartipy e
Loskutoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100, 7265). Em

murganhos obesos, a expressao de MCP-1 precede e ocorre em



simultdneo com o inicio da resisténcia a insulina (H. Xu,
et al., J. Clin. Invest. 2003, 112, 1821). Um outro estudo
revelou que a expressao de MCP-1 estava correlacionada
positivamente com a massa corporal no tecido adiposo
perigonadal de murganhos (Weisberg, et al. J. Clin. Invest.
2003, 112, 1796). De um modo consistente com estes dados, o
desenvolvimento de resisténcia a insulina em murganhos
db/db foi melhorado por meio de supressdo genética de MCP-1
ou por expressao induzida por genes de um péptido negativo
dominante (H. Kanda, et al. J. Clin. Invest. 2006, 116,
1494). A conversado ldégica também pode ser demonstrada: a
sobreexpressdo de MCP-1 em tecidos adiposos promovida pela
resisténcia a insulina (N. Kamei, et al. J. Biol. Chem.
2006, 281, 26602). Um resultado conflituoso que mostra que
a supressdo genética de MCP-1 ndo afecta a resisténcia a
insulina em murganhos db/db também foi apresentado (F. Y.
Chow, et al. Diabetologia 2007, 50, 471). Consistente com
os dados sobre MCP-1, estudos directos com CCR2 (o receptor
de MCP-1) demonstraram que este desempenha um papel na
formagdo de obesidade e de resisténcia a insulina induzida
pela obesidade. A manutencdao de uma dieta com um elevado
teor em gordura faz aumentar os valores de mondcitos
inflamatérios CCR2" em circulagdo em murganhos de tipo
selvagem (C. L. Tsou, et al. J. Clin. Invest. 2007, 117,
902) e em murganhos ApoE’#' (F. Tacke, et al. J. Clin.
Invest. 2007, 117, 185). A supressdo genética de CCR2 fez
reduzir os valores de macrdéfagos activados em tecidos
adiposos de murinos (C. N. Lumeng, et al. Diabetes 2007,
56, 16), mas nao afectou wuma populagdo de macréfagos
adiposos M2 que se pensava que mantinham um estado “com

menos gordura” (C. N. Lumeng, et al. J. Clin. Invest. 2007,
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117, 175). A supressao genética de CCR2 fez reduzir a
obesidade induzida por dieta e fez melhorar a sensibilidade
a insulina em modelos de obesidade induzida pela dieta (S.
P. Weisberg, et al. J. Clin. Invest. 2006, 776, 115; P
Cornelius, RP Gladue, RS Sebastian, patente de inveng¢dao n°
WO 2006/013427 A2), 2006), em funcdo das condigdes
experimentais (A. Chen, et al. Obes. Res. 2005, 13, 1311).
A administrag¢do de antagonistas de CCR2 de moléculas
pequenas também melhorou a sensibilidade & insulina neste
mesmo modelo (S. P. Weisberg, et al. J. Clin. Invest. 2006,
116, 115).

Dois estudos descreveram o papel importante de CCR2 na
inflama¢do vascular induzida pela hipertensdo, remodelagao
e hipertrofia (E Bush et al., Hypertension 2000, 36, 360; M
Ishibashi, et al. Circ. Res. 2004, 94, 1203).

Sabe-se que MCP-1 ¢ aumentado por externalizagdaoc na
esclerose multipla humana e demonstrou-se Jja que uma
terapia eficaz com interferdo P-1lb reduz a expressdo de
MCP-1 em células mononucleares de sangue periférico, o que
sugere que o MCP-1 desempenha um papel na progressao da
doenca (Carla Iarlori, et al., J. Neuroimmunol. 2002, 123,
170- 179). Outros estudos demonstraram o valor terapéutico
potencial do antagonismo da interac¢do entre MCP-1/CCR-2
para o tratamento de esclerose multipla; todos estes
estudos foram demonstrados em encefalomielite auto-imune
experimental (EAE), que é o modelo animal convencional para
a esclerose multipla. A administrag¢do de anticorpos para
MCP-1 a animais com EAE diminuiu significativamente a
recaida da doenga (K. J. Kennedy, et al., J. Neuroimmunol.
1998, 92, 98). Além do mais, doils relatdérios demonstraram

que os murganhos CCR-2 —/—- sdo resistentes a EAE (B. T.
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Fife, et al., J. Exp. Med. 2000, 192, 899; L. Izikson, et
al., J. Exp. Med. 2000, 192, 1075) . Um relatédrio
subsequente estendeu estas observag¢des iniciais examinando
os efeitos da supressdao de CCR2 em murganhos provenientes
de estirpes diferentes (S. Gaupp, et al. Am. J. Pathol.
2003, 162, 139). De um modo notdvel, a administracdo de
antagonistas de CCR2 de moléculas pequenas também
interrompeu a progressdo da doeng¢a em murganhos C57BL/6 (C.
M. Brodmerkel, et al. J. Immunol. 2005, 175, 5370).

Sabe-se que MCP-1 ¢ aumentado por externalizacgdao em
pacientes que desenvolvem a sindrome obliterante de
bronquiolite apds transplante de pulmdo (Martine Reynaud-—
Gaubert, et al., J. of Heart and Lung Transplant., 2002,
21, 721 - 730; John Belperio, et al., J. Clin. Invest.
2001, 108, 547 - 556). Num modelo de murino da sindrome
obliterante de bronquiolite, a administracdao de um
anticorpo para MCP-1 proporcionou uma atenuagdo da
obliteragdo das vias aéreas; de igual modo, os murganhos
CCR2 -/- eram resistentes a obliteracdo das vias aéreas
neste mesmo modelo (John Belperio, et al., J. Clin. Invest.
2001, 108, 547 - 556). Estes dados sugerem que o0
antagonismo de MCP-1/CCR2 pode ser Dbenéfico para o
tratamento da rejeicdo de dérgdos apds transplante. Além do
mais, os estudos demonstraram que a perturbagdo do eixo
MCP-1/CCR2 permitiu prolongar a sobrevivéncia do
transplante de ilhéus (I Lee et al. J Immunol 2003, 171,
6929; R Abdi et al., J Immunol 2004, 172, 767). Em modelos
de enxerto de ratos, o CCR2 e o MCP-1 demonstraram ser
aumentados por externalizacdo em enxertos que desenvolveram
uma vasculopatia ao enxerto (K Horiguchi et al., J Heart

Lung Transplant. 2002, 21, 1090). Num outro estudo, a
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terapia génica anti-MCP-1 atenuou a vasculopatia ao enxerto
(A Saiura et al., Artherioscler Thromb Vasc Biol 2004, 24,
1886). Num estudo, foli descrita a inibig¢do da formacgao
neointimal de enxertos de velas experimental por blogqueio
de MCP-1 (H Tatewaki et al., J Vasc Surg. 2007, 45, 1236).

Outros estudos demonstraram o valor terapéutico
potencial do antagonismo da interac¢do entre MCP-1/CCR2
para o tratamento de asma. O sequestro de MCP-1 com um
anticorpo de neutralizacgdo em murganhos com deficiéncia em
ovalbumina provocou uma diminuig¢do acentuada na hiper-—
responsividade bronquial e na inflamacgdao (Jose—Angel
Gonzalo, et al., J. Exp. Med. 1998, 188, 157). Provou-se
ser possivel reduzir a inflamag¢do alérgica das vias aéreas
em murganhos deficientes em ovos de Schistosoma mansoni por
meio da administragdo de anticorpos para MCP-1 (Nicholas W.
Lukacs, et al., J. Immunol. 1997, 158, 4398). De um modo
consistente com este facto, murganhos MCP-1 -/-
apresentaram uma resposta reduzida ao estimulo com ovos de
Schistosoma mansoni (Bao Lu, et al., J. Exp. Med. 1998,
187, 601).

Outros estudos demonstraram o valor terapéutico
potencial do antagonismo da interacg¢do entre MCP-1/CCR2
para o tratamento de doengas do rim. A administracdao de
anticorpos para MCP-1 num modelo de murino de
glomerulonefrite proporcionou uma diminuig¢do notdéria na
formagdo crescente e depdsito glomerular de colagénio de
tipo I (Clare M. Lloyd, et al., J. Exp. Med. 1997, 185,
1371). Além disso, os murganhos MCP-1 -/- com nefrite do
soro nefrotdxica induzida revelaram significativamente

menos lesdes tubulares do que o0s seus equivalentes MCP-1
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+/+ (Gregory H. Tesch, et al., J. Clin. Invest. 1999, 103,
73).

Diversos estudos demonstraram o valor terapéutico
potencial do antagonismo da interac¢do entre MCP-1/CCR2
para o tratamento de lupus sistémico eritematoso. Os
murganhos CCR27/" exibiram uma sobrevivéncia prolongada e
uma redugdo em doengas dos rins em comparagdo com 0S8 Seus
equivalentes WI num modelo de murino de lupus sistémico
eritematoso (G. Perez de Lema, et al. J. Am. Soc. Neph.
2005, 16, 3592). Estes dados sdao consistentes com a
actividade modificadora da doenga encontrada em estudos
recentes sobre a supressao genética de MCP-1 (S. Shimizu,
et al. Rheumatology (Oxford) 2004, 43, 1121; Gregory H.
Tesch, et al., J. Exp. Med. 1999, 190, 1813) ou com a
administragdo de um antagonista peptidico de CCR2 (H.
Hasegawa, et al. Arthritis & Rheumatism 2003, 48, 2555) em
modelos de roedores de lupus.

Verificou-se um aumento notdvel de 30 vezes em
linfécitos prépria lamina CCR2" no intestino delgado
proveniente de pacientes que padecem da doenga de Crohn em
comparagao com o ileo ndo doente (S. J. Connor, et al. Gut
2004, 53, 1287). Também convém salientar, que se verificou
uma expansdo no subconjunto de mondécitos CCR2'/CD14'/CD56°
em circulagdo em pacientes com doenga de Crohn activa em
comparag¢do com os controlos. Diversos estudos em roedores
demonstraram o valor terapéutico potencial do antagonismo
da interacgdo entre MCP-1/CCR2 para o tratamento da doenga
de Crohn/colite. Os murganhos CCR-27/" foram protegidos
contra os efeitos de colite induzida com sulfato de
dextrano—-sédio (Pietro G. Andres, et al., J. Immunol. 2000,

164, 6303). A administrac¢do de um antagonista de molécula
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pequena de CCR2, CCR5 e CXCR3 (afinidades de 1ligagdo a
murino = 24, 236 e 369 nM, respectivamente) também protegeu
contra a colite induzida por sulfato de dextrano-sdédio (H.
Tokuyama, et al. Int. Immunol. 2005, 17, 1023). Por ultimo,
os murganhos MCP-1-/- demonstraram lesbes no cdlon
substancialmente reduzidas (quer macroscédpicas quer
histoldgicas) num modelo de colite induzida com hapteno (W.
I. Khan, et al. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver
Physiol. 2006, 291, G803).

EM dois relatérios, ¢é descrita a sobreexpressao de
MCP-1 nas células epiteliais do intestino e na mucosa do
intestino de pacientes que padecem da doen¢a inflamatdria
do intestino (H. C. Reinecker, et al., Gastroenterology
1995, 108, 40, e Michael C. Grimm, et al., J. Leukoc. Biol.
1996, 59, 804).

Um estudo descreve a associagdo do promotor de
polimorfismo no gene MCP-1 com escleroderma (esclerose
sistémica) (S Karrer et al., J Invest Dermatol. 2005, 124,
92). Em modelos associados de fibrose de tecidos, a
inibigdo do eixo CCR2/MCP-1 reduziu a fibrose na pele (T
Yamamoto e K Nishioka, J Invest Dermatol 2003, 121, 510; AM
Ferreira et al., J Invest Dermatol. 2006, 126, 1900), no
pulmédo (T Okuma et al., J Pathol. 2004, 204, 594; M
Gharaee—-Kermani et al., Cytokine 2003, 24, 266), no rim (K
Kitagawa et al., Am J Pathol. 2004, 165, 237; T Wada et
al., J Am Soc Nephrol 2004, 15, 940), no coragao (S
Hayashidani et al., Circulation 2003, 108, 2134) e no
figado (S Tsuruta et al., Int J Mol Med. 2004, 14, 837).

Um estudo demonstrou o valor terapéutico potencial do
antagonismo da interaccgao entre  MCP-1/CCR2 para o

tratamento de alveolite. Quando ratos com uma lesdo do
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pulmdo complexa 1munes a IgA foram tratados por via
intravenosa com anticorpos desenvolvidos contra MCP-1 de
ratos (JE), os sintomas de alveolite foram particularmente
melhorados (Michael L. Jones, et al., J. Immunol. 1992,
149, 2147).

Diversos estudos demonstraram o valor terapéutico
potencial do antagonismo da interac¢do entre MCP-1/CCR2
para o tratamento de cancro (descrig¢do em: M. J. Craig e R.
D. Loberg, Cancer Metastasis Rev. 2006, 25, 611; I. Conti e
B. Rollins, Seminars 1in Cancer Biology 2004, 14, 149; R.
Giles e R. D. Loberg, Curr. Cancer Drug Targets 2006, 6,
659) . Quando murganhos imunodeficientes que suportam
células do carcinoma de mama humano foram tratados com uma
anticorpo anti-MCP-1, observou-se uma inibicéo de
micrometdstases no pulmdo e um aumento na sobrevivéncia
(Rosalba Salcedo, et al., Blood 2000, 96, 34-40) .
Utilizando pacientes tumorais clinicos humanos, a expressao
de CCR2 estava associada a progressdo do cancro da préstata
(Y. Lu, et al. J. Cell. Biochem. 2007, 101, 676). In vitro,
a expressdo de MCP-1 demonstrou mediar o crescimento e a
invasdo de células do cancro da prédstata (Y. Lu, et al.
Prostate 2006, 66, 1311); além do mais, MCP-1 expresso
pelas células de cancro da préstata induziram progenitores
de medula 6ssea humana para a reabsorg¢do dssea (Y. Lu, et
al., Cancer Res. 2007, 67, 36406).

Diversos estudos descreveram o valor terapéutico
potencial do antagonismo da interacc¢do entre MCP-1/CCR2
para o tratamento de restenose. Em seres humanos, os niveis
de MCP-1 estdo correlacionados directamente com o risco de
restenose (F. Cipollone, et al. Arterioscler. Thromb. Vasc.

Biol. 2001, 21, 327). Murganhos deficientes em CCR2 ou em
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MCP-1 apresentaram redu¢des na drea intimal e na proporgdo
intima/média (em relacdo a ratos do tipo selvagem) apds
lesdo arterial (Merce Roque, et al. Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 2002, 22, 554; A. Schober, et al. Circ. Res.
2004, 95, 1125; W. J. Kim, et al. Biochem Biophys Res
Commun. 2003, 310, 936). Em murganhos, a transfecg¢do de um
inibidor negativo dominante de MCP-1 no musculo do
esqueleto (K. Egashira, et al. Circ. Res. 2002, 90, 1167)
também reduziu a hiperplasia intimal apds lesdo arterial. O
bloqueio de CCR2 utilizando um anticorpo de neutralizagdo
reduziu a hiperplasia neointimal apds tratamento com
endoprétese em primatas (C. Horvath, et al. Circ. Res.
2002, 90, 488).

Dois relatdérios descreveram a sobreexpressdo de MCP-1
em ratos com lesdao cerebral induzida (J. S. King, et al.,
J. Neuroimmunol. 1994, 56, 127, e Joan W. Berman, et al.,
J. Immunol. 1996, 156, 3017). Além disso, os estudos
demonstraram que murganhos CCR2/" (0. B. Dimitrijevic, et
al. Stroke 2007, 38, 1345) e mnurganhos MCP-17"" (P. M.
Hughes, et al. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2002, 22, 308)
sdo parcialmente protegidos de lesdes isquémicas/lesdes de
reperfusdo.

Sabe—-se que os monécitos/macréfagos desempenham um
papel importante no desenvolvimento da dor neuropdtica (Liu
T, van Rooijen N, Tracey DJ, Pain 2000, 86, 25). De um modo
consistente com esta nocgdo, fol descrito recentemente um
papel potencial ©para o CCR2 no tratamento de dor
inflamatéria e neuropdatica. Os murganhos CCr27/~
apresentaram respostas alteradas a dor inflamatdria em
comparagdao com o0s seus equivalentes WT, incluindo um

comportamento reduzido a dor apds injecg¢do de formalina por
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via intraplantar e wuma alodinia mecédnica ligeiramente
reduzida apds injecg¢do intraplantar de CFA (C. Abbadie, et
al. Proc. Natl. Acad. Sci., USA 2003, 100, 7947). Além
disso, os murganhos CCR2/" ndo apresentaram alodinia
mecédnica significativa apds lesdo do nervo cidtico. De
igual modo, um antagonista de CCR 2 de molécula pequena
reduziu a alodinia mecdnica para ~80% dos niveis pré-lesdo
apds administrag¢do por via oral (C. Abbadie, J. A. Lindia,
e H. Wang, WO PCT 110376, 2004).

Um estudo descreveu o papel critico de MCP-1 en
cardiomiopatia isquémica (N. G. Frangogiannis, et al.,
Circulation 2007, 115, 584). Um outro estudo descreveu a
atenuacao de paragem cardiaca experimental apds inibicgao de
MCP-1 (S Hayashidani et al., Circulation 2003, 108, 2134).

Outros estudos forneceram provas de gque o MCP-1 &
sobreexpresso em diversos estados patoldégicos nao
mencionados supra. Estes relatérios proporcionam provas de
que 03 antagonistas de MCP-1 podem  ser compostos
terapéuticos Uuteis para tais doengas. Um outro estudo
demonstrou a sobreexpressao de MCP-1 em aloenxertos
cardiacos em roedores, sugerindo um papel para o MCP-1 na
patogénese de arteriosclerose em transplantes (Mary E.
Russell, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 6086).
A  sobreexpressdao de MCP-1 foi ©observada em células
endoteliais do pulmdo em pacientes com fibrose pulmonar
idiopatica (Harry N. Antoniades, et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1992, 89, 5371). De igual modo, a sobreexpressao
de MCP-1 fol observada na pele de pacientes com psoriase
(M. Deleuran, et al., J. Dermatol. Sci. 199¢, 13, 228, e R.
Gillitzer, et al., J. Invest. Dermatol. 1993, 101, 127);

conclusdes correlacionadas com predomindncia de células
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CCR2+ também foram descritas (C. Vestergaard, et al. Acta
Derm. Venerol. 2004, 84, 353). Por uGltimo, um relatédrio
recente demonstrou que o MCP-1 é sobreexpresso nos fluidos
cerebral e cerebrospinal de pacientes com deméncia
associada ao VIH-1 (Alfredo Garzino-Demo, WO 99/46991).

Além do mais, o polimorfismo de CCR2 tem demonstrado
estar associado a sarcoidose pelo menos num subconjunto de
pacientes (P. Spagnolo, et al. Am J Respir Crit Care Med.
2003, 168, 1162).

Também se faz salientar que o CCR-2 foil implicado como
co-receptor para algumas estirpes de VIH (B. J. Doranz, et
al., Cell 1996, 85, 1149). Também foli determinado que a
utilizagdo de CCR-2 como co-receptor de VIH pode estar
correlacionado com a progressdo da doenga (Ruth I. Connor,
et al., J. Exp. Med. 1997, 185, 621). Esta conclusdao ¢é
consistente com a descoberta recente de que a presenga de
um mutante de CCR-2, CCR2-641, esta correlacionada
positivamente com o inicio retardado de VIH na populagao
humana (Michael W. Smith, et al., Science 1997, 277, 959).
Embora o MCP-1 ndo tenha sido implicado nestes processos, €
possivel que os antagonistas de MCP-1 que actuem por meio
da ligacdo a CCR-2 possam apresentar efeitos terapéuticos
benéficos para retardar a progressdo da doenca em SIDA para
pacientes infectados com VIH.

Faz-se salientar que o CCR2 também é o receptor para
as quimiocinas humanas, MCP-2, MCP-3 e MCP-4 (Luster, New
Eng. J. Med. 1998, 338, 436-445). Uma vez que 0SS nhOoVOS
compostos de fdérmula estrutural (I) aqui descritos
antagonizam o MCP-1 por ligagdoc ao receptor CCR-2, pode ser
possivel que estes compostos de £fdérmula estrutural (I)

também sejam antagonistas eficazes para as acg¢gdes de MCP-2,
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MCP-3 e MCP-4 que sejam mediadas por CCR-2. Assim sendo,
quando aquil se referir “antagonismo de MCP-1”, assume-se
que tal ¢é equivalente a “antagonismo da estimulacgao de
quimiocinas de CCR-2".

Assim sendo, os compostos que modulam a actividade de
quimiocina podem apresentar uma utilizacdo ampla para o
tratamento de doengas inflamatédrias, alérgicas, auto—
imunes, metabdlicas, cancro e/ou doencas cardiovasculares.
Na publicagdo da patente de invengdo n° WO02005021500 Al
(aqui 1incorporada por referéncia e atribuida &a presente
requerente) encontram-se descritos compostos que modulam a
actividade de MCP-1, MCP-2, MCP-3 e MCP-4 através de CCR2.
Esta referéncia também descreve diversos processos para a
preparacdo destes  compostos, incluindo  sinteses com
multiplos passos que compreendem a introdugdo e subsequente
remocao de grupos protectores.

E desejdvel encontrar novos compostos com caracteristicas
farmacoldgicas melhoradas em comparac¢do com moduladores de
quimiocinas conhecidos. Por exemplo, é desejdvel encontrar
novos compostos com uma actividade inibitdria melhorada
para CCR-2 e selectividade para CCR-2 versus outros
receptores acoplados a proteina G (isto é, receptor 5HT2A).
Também é desejével encontrar novos compostos com
caracteristicas vantajosas e melhoradas numa ou em varias
das seguintes categorias:

(a) propriedades farmacéuticas (isto é, solubilidade,
permeabilidade, capacidade para formulag¢des de libertacgao
prolongada) ;

(b) requisitos de dosagem (v.g., dosagens inferiores

e/ou dosagem uma vez por diz);



20

(c) factores que diminuam as caracteristicas de pico
da concentrag¢do no sangue (isto &, desaparecimento e/ou
volume de distribuigédo);

(d) factores que aumentem a concentracdo do farmaco
activo no receptor (isto é, ligacao a proteinas, volume de
distribuicdo);

(e) factores que diminuam a passividade em interacc¢des
clinicas farmaco-fdrmaco (inibig¢do ou inducdo da enzima
P450 citécromo, tal como a inibig¢do de CYP 2D6, veja-se
G.K. Dresser, J.D. Spence, D.G. Bailey, Clin.
Pharmacokinet. 2000, 38, 41-57, aqui incorporada por
referéncia);

(f) factores que diminuem o potencial para efeitos
adversos (v.g., selectividade farmacoldgica para além dos
receptores acoplados a proteina G, reactividade quimica ou
metabdlica potencial, penetrac¢do limitada no SNC e/ou
selectividade do canal de i1des).

E particularmente desejdvel encontrar compostos que
possuam uma combinag¢do desejavel das caracteristicas

farmacoldgicas supramencionadas.

DESCRIGCAO ABREVIADA DA INVENGAO

A presente inveng¢do proporciona um novo antagonista ou
agonista parcial/antagonista da actividade do receptor MCP-
1: N-( (1R, 2S, SR)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3—(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1)—
ciclo-hexil)-acetamida, ou um seu sal, solvato ou pré-
féarmaco farmaceuticamente aceitdvel, que  possul uma
combina¢do 1inesperada de caracteristicas farmacoldgicas
desejaveis. Também sdo proporcionadas formas cristalinas de

acordo com a presente invencao. Composig¢des farmacéuticas
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que as contém e a sua utilizagdo como agentes para o
tratamento de doencas inflamatérias, alérgicas, auto—
imunes, metabdlicas, cancro e/ou doeng¢as cardiovasculares
também constituem um objecto da presente invencao.

A presente descrigdo também proporciona a utilizacgao
de N—-( (1R, 2S,SR)-5—(terc-butilamino)-2—-((S)-2-ox0o—-3—(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1) -
ciclo-hexil)-acetamida, ou um seu sal, solvato ou pré-
fdrmaco farmaceuticamente aceitdvel, para a produgdo de um
medicamento para o tratamento de doengas inflamatdrias,
alérgicas, auto—imunes, metabdlicas, cancro e/ou doengas

cardiovasculares.

DESCRIQAO ABREVIADA DOS DESENHOS

Figura 1. Padrdes em pd experimentais e simulados de
N-( (1R, 2S,SR)-5-(terc-butilamino)-2-((S)—-2-ox0o-3—(6—(tri-
fluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-11)—
ciclo-hexil)-acetamida, semi-hidrato, forma HO.5-4.

Figura 2. Padrdes em pd experimentais e simulados de
N-( (1R, 2S,SR)-5-(terc-butilamino)-2—-((S)-2-ox0o-3—(6—(tri-
fluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-11)—
ciclo—hexil)-acetamida, base livre, forma N-2.

Figura 3. Padrdes em pd experimentails e simulados de
N-( (1R, 2S,SR)-5-(terc-butilamino)-2—-((S)-2-oxo-3—(6—(tri-
fluorometil)-—quinazolina—-4-ilamino)-pirrolidina-1-i1l)—
ciclo-hexil)-acetamida, 1,75 moles de H,O0, forma H1.75-5.

Figura 4. Padrdes em pd experimentais e simulados de
N-( (1R, 2S,SR)-5-(terc-butilamino)-2—-((S)—-2-oxo—-1—(6—(tri-
fluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-11)—

ciclo-hexil)-acetamida, solvato mono-etanol, forma E-1.
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Figura 5. Padrdes em pd experimentais e simulados e N-
((1R, 2S,8R)—-5—(terc-butilamino)—-2-((S)-2-oxo—3—(6—(tri—
fluorometil)-quinazolina—-4-ilamino)-pirrolidina-1-11)—
ciclo-hexil)-acetamida, solvato de 4dcido mono-acético,
forma HAC-1.

Figura 6. Padrdes em pd experimentails e simulados de
N-( (1R, 2S,SR)-5—(terc—-butilamino)-2—-((S)—-2-oxo—-3—(6—(tri-
fluorometil)-quinazolina—-4-ilamino)-pirrolidina-1-11)—
ciclo-hexil)-acetamida, solvato de mono-R-propileno-glicol,
forma RPG-3.

Figura 7. DSC de N—-((1lR,2S,SR)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)—-2-0ox0o-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, semi-hidrato,
forma HO.5-4.

Figura 8. TGA de N-(1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0ox0o-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, semi-hidrato,
forma HO.5-4.

Figura 9. DSC de N—-((1lR,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)—-2-0ox0o-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, base livre, forma
N-2.

Figura 10. TGA of N-((1lR,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0ox0o-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, base livre, forma
N-2.

Figura 11. Isotérmica de adsorc¢do/dessor¢do de vapor
de N-( (1R, 2S,5R)-5—-(terc-butilamino)-2—((S)-2-0ox0—-3—(6—
(tri-fluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-

ciclo-hexil)-acetamida, base livre, forma N-2 a 25°C.
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Figura 12. DSC de N—-((1lR,23,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6—-(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, 1,75 moles de
H,O, forma HI1.75-5.

Figura 13. TGA de N—-((1lR,23,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, 1,75 moles de
H,O, forma HI1.75-5.

Figura 14. DSC de N-((1lR,283,SR)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6-(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, solvato de &cido
mono—acético, forma HAC-1.

Figura 15. TGA de N-((1lR,283,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6—-(trifluorometil)-—quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, solvato de &cido
mono—acético, forma HAC-1.

Figura 16. DSC de N—-((1lR,23,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6—-(trifluorometil)—-quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, solvato de mono-—
etanol, forma E-1.

Figura 17. TGA de N—-((1lR,283,SR)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6—(trifluorometil)—-quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, solvato de mono-—
etanol, forma E-1.

Figura 18. DSC de N-((1lR,283,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6—(trifluorometil)-—quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, solvato de mono-—
R-propileno—-glicol, forma RPG-3.

Figura 19. TGA de N-((1R,2S,SR)-5-(terc-butilamino)-2-

((S)-2-0x0-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino) -
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pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, solvato de mono-
R-propileno—-glicol, forma RPG-3.

Figura 20. Modelo de estimulo intradérmico em macacos
cinomolgos: exemplo I inibiu o recrutamento de células
mononucleares para a pele.

Figura 21. Peritonite TG de 48 horas em murganhos
hCCR2 KI: exemplo 1 inibigdo da infiltracdo de mondcitos/
/macréfagos na cavidade peritoneal.

Figura 22. EAE de murganhos hCCR2 KI
(encefalomielosite auto-imune experimental): o tratamento
com o exemplo 1 reduziu o resultado clinico.

Figura 23. Espectro NMR do protdo do exemplo 1, 22
preparagdo alternativa, passo 3 - composto 7.

Figura 24. Espectro NMR do protdao do exemplo 1, 22
preparacdo alternativa, passo 4 - composto 8.

Figura 25. Espectro NMR do protdo do exemplo 1, 22
preparagdo alternativa, passo 4 - composto 9.

Figura 26. Espectro NMR do protdo do exemplo 1, 22
preparacdo alternativa, passo 4 - composto 10.

Figura 27. Espectro NMR do protdo do exemplo 1, 22

preparagdo alternativa, passo 5 - composto 11.

DESCRIGAO MINUCIOSA

A presente invenc¢do proporciona um novo antagonista ou
agonista parcial/antagonista da actividade do receptor MCP-
1: N-( (1R, 25,5R)-5-(terc-butilamino)-2—-((S)-2-ox0o—-3—-(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-11) -
ciclo-hexil)-acetamida, ou um seu sal, solvato ou pré-
farmaco farmaceuticamente aceitavel, que  possul uma
combinagdo 1nesperada de caracteristicas farmacoldgicas

desejdvels. Também sdo proporcionadas formas cristalinas de
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acordo com a presente invencdao. Composig¢des farmacéuticas
que as contém e a utilizacdo das mesmas como agentes para o
tratamento de doengas inflamatédrias, alérgicas, auto—
imunes, metabdlicas, cancro e/ou doengas cardiovasculares
também constituili um objecto da presente invencao.

A [N-((1R,2S,SR)-5—-(terc—-butilamino)—-2—-((S)2-o0x0o—-3—(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1) -
ciclo-hexil)-acetamida, demonstrou inesperadamente uma
combinag¢do desejavel de caracteristicas farmacoldgicas,
incluindo wuma surpreendente Dbiodisponibilidade oral de
nivel elevado em combinagdao com 1indicag¢gdes de que ¢é
extremamente eficaz e que possul um excelente critério de
seguranga.

Moduladores conhecidos dos receptores CCR2, tais como
0os descritos na publicacdao da patente n°® WO02005021500,
publicada a 10 de Marg¢o d 2005 (patente de inveng¢do norte-—
americana n°® 7 163 937, publicada a 16 de Janeiro de 2007,
atribuida a requerente do presente pedido) que demonstram
um grau adequado de permeabilidade a membrana (que é um
factor critico para a biodisponibilidade oral), nédo sao
suficientemente eficazes, conforme determinado pela sua
aptiddo de ligacao a CCR2 (uma determinacgdo de eficdacia)
e/ou ndo possuem o critério adequado de seguranc¢a, conforme
indicado pela selectividade dos canais de 1ides, conforme
determinado por estudos de hERG e do canal do ido Na“.

Pelo contrdrio, conforme ilustrado pelos dados aqui
apresentados na secgdo intitulada “Caracteristicas
farmacoldgicas comparativas”, infra, a molécula
relativamente polar, N-((1lR,25,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino) -

pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, demonstra uma
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grau surpreendentemente elevado de permeabilidade a
membrana, mantendo também uma aptiddo potente de ligagdo a
CCR2, bem como uma excelente selectividade para os canais
idénicos.

Assim sendo, a presente invengao proporciona um novo
modulador de quimiocinas que  possul caracteristicas
farmacoldgicas melhoradas, que se espera que seja util para
o tratamento de doengas inflamatdérias, alérgicas, auto-

imunes, metabdlicas, cancro e/ou doengas cardiovasculares.

VARIANTES

De acordo com uma variante, a inven¢do diz respeito a
N-( (1R, 25,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-ox0o-3—(b6—(tri-
fluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1)-
ciclo-hexil)-acetamida e seus sais farmaceuticamente
aceitdveis.

De acordo com outra variante, a invencao diz respeito

a uma forma cristalina de N-( (1R, 2S,5R)-5-(terc—
butilamino)-2-((S)-2-0x0o-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-
4-ilamino) -pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, base
livre.

Uma outra variante diz respeito a uma forma cristalina
de N-( (1R, 2S,5R)-5—-(terc-butilamino)-2—((S)-2-ox0—3—(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1) -
ciclo-hexil)-acetamida, base livre, em que a forma
cristalina é a forma N-2, a qual é caracterizada por (ou
por possulr) pardmetros de célula unitdria praticamente
idénticos aos seguintes:

dimensdes da célula:

a = 18,7240 (4)
b = 8,0171 (2)
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c = 19,6568 (5)

o = 90

B = 114,935 (2)

v = 90

v (A% = 2675,7 (1)

grupo espacial P2:2:2;

moléculas/célula unitdria 2
em que o referido cristal se encontra a uma temperatura de
cerca de +22°C (TA).

Uma outra variante diz respeito a uma forma N-2 que é
caracterizada por (ou por possulr) um padrac de difracgao
de raio-X no pd que compreende trés ou mals valores 26
(CuKoe A = 1,5418 A) seleccionados entre 5,5, 9,1, 12,1,
14,0 e 19,2, a uma temperatura de cerca de 22°C.

Uma outra variante diz respeito a forma N-2 que &
caracterizada por (ou por possulr) um padraoc de difracgao
de raio-X no pd que compreende ainda quatro ou mals valores
26 (CuKo A = 1,5418 A) seleccionados entre 5,5, 9,1, 12,1,
14,0 e 19,2, a uma temperatura de cerca de 22°C.

Uma outra variante diz respeito a uma forma N-2 que é
caracterizada por (ou por possulir) coordenadas atdmicas
fraccionais substancialmente como agrupadas no quadro 3.

Uma outra variante diz respeito a uma forma N-2 que é
caracterizada por (ou por possuilr) um padraoc de difracgao
de raio-X no pd praticamente de acordo com a figura 2.

Uma outra variante diz respeito a uma forma cristalina
de N—-( (1R, 2S,SR)-5—(terc—-butilamino)-2—((S)-2-ox0o—3—(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1) -
ciclo-hexil)-acetamida, base livre, que compreende a forma
H 1.75-5 (1,75 moles de &gua), a qual é caracterizada pelos

pardmetros de célula unitdria apresentados no quadro 1; 3
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ou 4 ou mais valores 20 (CuKa A = 1,5418 A) seleccionados
entre o0s apresentados no quadro 9; coordenadas atdmicas
fraccionais substancialmente como agrupadas no quadro 4
e/ou um padrao de difraccgéao de raio—-X no jeJe)
substancialmente em conformidade com a figura 3.

Uma outra variante diz respeito a uma forma cristalina
de N-( (1R, 2S,SR)-5—(terc—-butilamino)-2—((S)-2-ox0—-3—(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1) -
ciclo-hexil)-acetamida, base livre, que compreende a forma
HO.5-4 (semi-hidrato), a qual ¢é caracterizada ©pelos
pardmetros de célula unitdria apresentados no quadro 1; 3
ou 4 ou mais valores 26 (CuKa A = 1,5418 A) seleccionados
entre os apresentados no quadro 9; coordenadas atdmicas
fraccionais substancialmente como agrupadas no quadro 2
e/ou um padréo de difraccgao de raio—X no pd
substancialmente em conformidade com a figura 1.

Uma outra variante diz respeito a uma forma cristalina
de N-( (1R, 2S,SR)-5—(terc-butilamino)-2—-((S)-2-ox0—-3—(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1) -
ciclo-hexil)-acetamida, base livre, que compreende a forma
E-1 (solvato de mono-etanol), a qual é caracterizada pelos
pardmetros de célula unitdria apresentados no quadro 1; 3
ou 4 ou mais valores 20 (CuKa A = 1,5418 A) seleccionados
entre os apresentados no quadro 9; coordenadas atdmicas
fraccionais substancialmente como agrupadas no quadro 5
e/ou um padrao de difraccgao de raio—X no pd
substancialmente em conformidade com a figura 4.

Uma outra variante diz respeito a uma forma cristalina
de N-((1R,2S5,S8R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-0x0o-3—-(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1) -

ciclo-hexil)-acetamida, base livre, que compreende a forma
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HAC-1 (solvato de dcido mono—-acético), a qual é
caracterizada pelos paréametros de célula unitdria
apresentados no quadro 1; 3 ou 4 ou mais valores 26 (CuKo A
= 1,5418 A) seleccionados entre os apresentados no quadro
9; coordenadas atdmicas fraccionals substancialmente como
agrupadas no quadro 6 e/ou um padrdo de difracgdo de raio—X
no pdé substancialmente em conformidade com a figura 5.

Uma outra variante diz respeito a uma forma cristalina
de N-((1lR,2S,SR)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3—-(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1)—
ciclo-hexil)-acetamida, base livre, que compreende a forma
IPA-1 (solvato de mono-isopropancl), a qual é caracterizada
pelos parédmetros de célula unitdria apresentados no quadro
1; 3 ou 4 ou mais valores 26 (CuKa XA = 1,5418 A)
seleccionados entre 0s apresentados no quadro 9;
coordenadas atémicas fraccionais substancialmente como
agrupadas no quadro 7.

Uma outra variante diz respeito a uma forma cristalina
de N—-( (1R, 2S,SR)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-0x0o-3—(6—
(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1) -
ciclo-hexil)-acetamida, base livre, que compreende a forma
RPG-3 (solvato de mono-R-propileno-glicol), a qual ¢&
caracterizada pelos parédmetros de célula unitdria
apresentados no quadro 1; 3 ou 4 ou mais valores 206 (CuKa A
= 1,5418 A) seleccionados entre os apresentados no quadro
9; coordenadas atdémicas fraccionais substancialmente como
agrupadas no quadro 8 e/ou um padrdo de difracgdo de raio—X
no pdé substancialmente em conformidade com a figura 6.

Uma outra variante diz respeito a uma composicgao
farmacéutica que compreende um veiculo farmaceuticamente

aceitdvel e um composto dos exemplos.
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Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para a modulagdo
de quimiocinas ou da actividade do receptor de quimiocinas
num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para a modulagdo
da actividade do receptor CCR-2 num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para a modulagdo
da actividade de MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4 e MCP-5, a qual
é mediada pelo receptor CCR2, num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para a modulagdo
da actividade de MCP-1 num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para a inibigdo da
actividade de CCR2 e CCR5 num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de disturbios num paciente, em que os referidos disturbios
sdo seleccionados entre diabetes, obesidade, sindrome
metabdlica, apoplexia, dor neuropdtica, cardiomiopatia
isquémica, psoriase, hipertensao, escleroderma,
osteoartrite, aneurisma, febre, doen¢a cardiovascular,
doenca de Crohn, insuficiéncia cardiaca congestiva, doencgas
auto-imunes, infecc¢dao por VIH, deméncia associada ao VIH,
psoriase, fibrose pulmonar idiopdtica, arteriosclerose apds
transplante, trauma cerebral induzido fisica ou
quimicamente, doenca inflamatéria do intestino, alveolite,
colite, lupus sistémico eritematoso, nefrite do soro

nefrotdéxica, glomerulonefrite, asma, esclerose mnmultipla,
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aterosclerose, vasculite, placas vulneraveis, artrite
reumatdide, restenose, hiperplasia neocintimal venosa,
hiperplasia neointimal de enxerto de didlise, hiperplasia
intimal de derivagdo arterio-venosa, transplante de érgaocs,
nefropatia de aloenxerto crdénica e cancro.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de disturbios num paciente, em que os referidos disturbios
sdo seleccionados entre diabetes, obesidade, doenca de
Crohn, psoriase, fibrose pulmonar idiopdatica,
arteriosclerose apds transplante, trauma cerebral induzido
fisica ou gquimicamente, doeng¢a inflamatdéria do intestino,
alveolite, colite, lupus sistémico eritematoso, nefrite do
30ro nefrotdxica, glomerulonefrite, asma, esclerose
multipla, aterosclerose, artrite reumatdide, restenose,
transplante de 6rgdos e cancro.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de disturbios num paciente, em que os referidos disturbios
sao seleccionados entre diabetes, obesidade, doenga de
Crohn, lupus sistémico eritematoso, glomerulonefrite,
esclerose multipla, aterosclerose, e transplante de 6rgaos.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de disturbios num paciente, em que os referidos disturbios
sdo seleccionados entre esclerose multipla, doenga de Crohn
e diabetes.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento

de disturbios num paciente, em que os referidos disturbios
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sdo seleccionados entre restenose, transplante de &rgdos e
cancro.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdavel num método para o tratamento
de diabetes num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
da doeng¢a de Crohn num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de esclerose multipla num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de aterosclerose num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de restenose num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de transplante de 6rgaos num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de cancro num paciente.

De preferéncia, o cancro é seleccionado entre cancro
da mama, cancro do figado, cancro da prédéstata e melanoma.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de doencgas inflamatérias, alérgicas, auto—imunes,
metabdlicas, cancro e/ou doencgas cardiovasculares num

paciente.
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Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para o tratamento
de doencgas inflamatérias, alérgicas, auto-imunes,
metabdlicas, cancro e/ou doengas cardiovasculares, as quais
sejam pelo menos parcialmente moduladas por CCR-2, num
paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para a modulagdo
da actividade de CCR2 num paciente.

Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos, o qual é utilizdvel num método para a modulagdo
da actividade de MIP-1fB e de RANTES, a qual é mediada pelo
receptor CCR5, num paciente.

Uma outra variante diz respeito a utilizacdo de um
composto dos exemplos na prepara¢ao de um medicamento para
o tratamento de diabetes, obesidade, sindrome metabdlica,
apoplexia, dor neuropatica, cardiomiopatia isquémica,
psoriase, hipertensao, escleroderma, osteocartrite,
aneurisma, febre, doeng¢a cardiovascular, doenga de Crohn,
insuficiéncia cardiaca congestiva, doengas auto-imunes,
infecgdo por VIH, deméncia associada ao VIH, psoriase,
fibrose pulmonar idiopéatica, arteriosclerose apds
transplante, trauma cerebral induzido fisica ou
quimicamente, doenca inflamatéria do intestino, alveolite,
colite, lupus sistémico eritematoso, nefrite do soro
nefrotdéxica, glomerulonefrite, asma, esclerose multipla,
aterosclerose, vasculite, placas vulnerdveis, artrite
reumatdide, restenose, hiperplasia neointimal venosa,
hiperplasia neointimal de enxerto de didlise, hiperplasia
intimal de derivagdo arterio-venosa, transplante de érgaos,

nefropatia de aloenxerto crénica e cancro.
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Uma outra variante diz respeito a um composto dos
exemplos utilizdvel em terapia.

A 1invengdo pode ser apresentada em outras formas
especificas, sem no entanto se afastar do seu espirito ou
dos seus atributos essenciais. A presente invengdo também
abrange todas as combinagdes de aspectos alternativos e
variantes da inven¢dao aqui descrita.

Faz-se observar que todas e quaisquer variantes podem
ser consideradas em conjunto com qualquer outra variante
para descrever variantes suplementares da presente
inveng¢do. Além do mais, quailsquer elementos de uma variante
(incluindo os aspectos preferidos) deverdo ser combinados
com quaisquer outros elementos das variantes para descrever

variantes suplementares.

DEFINIGOES

A seguir, sdo apresentadas definig¢des dos termos
utilizados na presente meméria descritiva e nas
reivindicag¢des anexas. A definic¢do inicial apresentada para
um grupo ou termo é aplicada a esse grupo ou termo ao longo
da memdéria descritiva e reivindicagdes, individualmente ou
como parte de um outro grupo, salvo quando indicado de
outro modo.

A expressdo “farmaceuticamente aceitdvel”, tal como
aqui wutilizada, designa aqueles compostos, materiais,
composicdes e/ou formas de dosagem que sejam, no ambito do
campo médico, adequados para utilizacdo em contacto com
tecidos de seres humanos e animais sem apresentarem uma
toxicidade excessiva, irritacgao, resposta alérgica, ou
outros problemas ou complicagdes, que proporcionem uma

razdo beneficio/risco aceitdavel.
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Tal como aqui utilizada, a expressao “sais
farmaceuticamente aceitdveis” designa derivados dos
compostos descritos, em que o composto original é
modificado por meio da preparacdo de seus sais de acidos ou
bases. Como exemplos de sals farmaceuticamente aceitdveis
refere-se, mas sem que 1isso constitua qualquer limitacdo,
sals de 4dcidos minerais ou orgdnicos de residuos bdsicos,
tals como aminas; sais alcalinos ou orgdnicos de residuos
acidicos, tais como A&cidos carboxilicos; e semelhantes.
Como sals farmaceuticamente aceitdveis refere-se o0s sais
nao téxicos convencionais ou o0s sais de amdénio quaterndrio
do composto original formado, por exemplo, a partir de
dcidos inorgdnicos ou orgdnicos ndo téxicos. Como exemplos
de tails sais ndo tdxicos convencionails refere-se os obtidos
a partir de 4&cidos 1inorganicos, tails como os Aacidos
cloridrico, bromidrico, sulfurico, sulfdmico, fosfdérico,
nitrico e semelhantes; e o0s sals preparados a partir de

dcidos orgédnicos, tais como os dacidos acético, propidnico,

succinico, glicdélico, estedrico, lactico, malico,
tartarico, citrico, ascoédrbico, paméico, maleico,
hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzdico,
salicilico, sulfanilico, 2—acetoxibenzdico, fumarico,

tolueno—-sulfédnico, metano—sulfénico, etano—dissulfdénico,
oxdlico, isetidnico e semelhantes.

Os sals farmaceuticamente aceitdveis da presente
invencdo podem ser sintetizados a partir do composto
original que contém um radical Dbédsico ou acidico por meio
de métodos quimicos convencionais. De um modo geral, tais
sals podem ser preparados por meio da reacgdao das formas
livres de é&cido ou de Dbase destes compostos com uma

quantidade estequiométrica da base ou 4dcido adequados em
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dgua ou num solvente orgdnico, ou numa mistura dos dois; de
um modo geral, sdo preferidos meios nao aquosos, tals como
éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol ou acetonitrilo.
E possivel encontrar listas de sais adequados na obra
Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack
Publishing Company, Easton, PA, 1985, pdg. 1418, cuja
descricdao se considera aqui incorporada por referéncia.

Uma vez que se sabe que os prd-farmacos potenciam
diversas qualidades desejaveis de compostos farmacéuticos
(v.g., solubilidade, biodisponibilidade, preparac¢ao, etc.),
0s compostos da presente invengdo podem ser administrados
sob a forma de um pré-fadrmaco. Assim, a presente invengdao
pretende incluir 0s pré-farmacos dos compostos
presentemente reivindicados, os métodos para a sua
administrac¢do e as composic¢des que os contém. O termo “pré-
farmacos” pretende incluir quaisquer veiculos ligados de um
modo covalente que libertem um fdrmaco original activo da
presente invencdo in vivo, quando tal pré-farmaco é
administrado a um sujeito mamifero. Os pré-fadrmacos da
presente invengdo sao preparados por modificacdo de grupos
funcionais que estdo presentes no composto de um modo tal
que as modificag¢des sdo clivadas, quer por manipulacgao de
rotina ou in vivo, para se obter o composto original. Como
pré-férmacos refere-se compostos da presente invengdo em
que um grupo hidroxi, amino ou sulfidrilo ¢ ligado a
qualquer grupo que, quando o pré-fadrmaco da presente
invencdo é administrado a um sujeito mamifero, seja clivado
para se formar o grupo hidroxilo livre, amino livre ou
sulfidrilo livre, respectivamente. Como exemplos de pré-
fdrmacos refere-se, mas sem que 1sso constitua qualquer

limitagdo, derivados de acetato, formato e benzoato de



37

grupos funcionais &lcool ou amina nos compostos da presente
invencédo.

As expressdes “composto estdvel” e “estrutura estdvel”
pretendem designar um composto que ¢é suficientemente
robusto para sobreviver ao isolamento até um grau de pureza
util a partir de uma mistura de reacg¢do e subsequente
formulagao num agente terapeuticamente eficaz. A presente
invengdo pretende abranger compostos estdveis.

A  expressao “quantidade terapeuticamente eficaz”
pretende incluir uma quantidade de um composto da presente
inveng¢do por si sé ou uma quantidade de uma combinac¢dao de
compostos reivindicados ou uma quantidade de um composto da
presente invenc¢do em combinagdao com outros ingredientes
activos que seja eficaz para inibir MCP-1- ou eficaz para
tratar ou para prevenir disturbios.

Tal como aqui utilizado, o termo “tratar” ou
“tratamento” compreende o tratamento de um estado de doenca
num mamifero, em particular num ser humano, e compreende:
(a) prevenir que o estado de doeng¢a ocorra num mamifero e,
em particular, no caso de tal mamifero apresentar uma pré-
disposicao para esse estado de doencga, embora ainda nao
tenha sido ainda diagnosticado como padecendo dessa doenga;
(b) inibir o estado de doeng¢a, isto é, interromper o seu
desenvolvimento e/ou (¢) aliviar o estado de doenca, isto
é, provocar a regressao do estado de doencga.

Os nomes aqui utilizados para caracterizar uma forma
especifica, v.g., “N-2”, ndo deverdo ser considerados
limitativos no que diz respeito a qualquer outra substdncia
que possua caracteristicas fisicas ou quimicas semelhantes

ou 1dénticas, sendo antes estas designagdes meramente
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identificativas que deverdo ser interpretadas de acordo com
a informacdo de caracterizacdo também aqui apresentada.

A presente 1inveng¢do proporciona, pelo menos em parte,
formas cristalinas da base livre de N-((1lR,2S,5R)-5-(terc-—
butilamino)-2-((S)-2-oxo-3—-(6—(trifluorometil)-quinazolina-—
4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, como
um material novo, em particular numa forma farmaceuticamente
aceitavel.

De acordo com determinadas variantes preferidas, as
formas cristalinas da base livre encontram-se substancialmente
numa forma pura. Como variantes preferidas de formas
cristalinas da base livre refere-se as descritas no exemplo
2 como as formas E-1, HAC-1, IPA-1, N-2, RPG-3, HO,5-4 e
H1,75-5,

Tal como agqui utilizado, o termo “polimorfo” designa
formas cristalinas que possuem a mesma composicdao quimica
mas diferentes arranjos espaciais das moléculas, &tomos
e/ou ides que formam o cristal.

Tal como aqui utilizado, o termo “solvato” designa uma
forma cristalina de uma molécula, &tomo e/ou 1ides que
contém ainda moléculas de um solvente ou solventes
incorporados na estrutura cristalina. As moléculas de
solvente no solvato podem estar presentes num arranjo
regular e/ou um arranjo ndo ordenado. O solvato pode
compreender uma quantidade estequiométrica ou nao
estequiométrica das moléculas de solvente. Por exemplo, um
solvato com uma quantidade ndo estequiométrica de moléculas
de solvente pode ser obtido por meio da perda parcial de
solvente a partir do solvato.

Tal como aqui utilizado, o termo “amorfo” designa uma

forma sélida de uma molécula, atomo e/ou 1des que ndo seja
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cristalina. Um sdélido amorfo ndo apresenta um padrao
definitivo de difracc¢do do raio—X.

Tal como aqui utilizada, a expressao “substancialmente
puro”, quando wutilizada como referéncia a uma forma
cristalina, designa um composto que possul uma pureza
superior a 90% em peso, incluindo superior a 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 906%, 97%, 98% e 99% em peso, e também
incluindo igual a cerca de 100% em peso do composto, com
base no peso do composto. O material restante compreende
outras formas do composto e/ou impurezas de reaccdo e/ou
impurezas do processo que sao obtidas durante a sua
preparag¢do. Por exemplo, uma forma <cristalina de N-
((1R, 2S,5R)-5—-(terc-butilamino)-2-((S)—-2-o0xo-3—-(6—(trifluoro-
metil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil) -
acetamida pode ser considerada substancialmente pura se
possulr wuma pureza superior a 90% em peso, conforme
determinado por meios Jja conhecidos e aceites na
especialidade, em que a quantidade restante inferior a 10%
em peso de material que compreende outras formas de N-
((1R, 2S,5R)-5—-(terc—butilamino)-2—-((S)—-2-ox0o—-3—-(6—(trifluoro—
metil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-
acetamida e/ou impurezas de reacgdo e/ou impurezas de
processo.

As amostras das formas cristalinas podem ser obtidas
com uma homogeneidade de fase substancialmente pura,
indicando a presen¢a de uma quantidade dominante de uma
forma cristalina individual e facultativamente quantidades
menores de uma ou vVvdarios outras formas cristalinas. A
presenca de mais do que uma forma cristalina numa amostra
pode ser determinada por técnicas, tails como a difraccgdo de

raio—X no pd (PXRD) ou por espectroscopia de ressondncia
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magnética nuclear no estado sdélido (SSNMR). Por exemplo, a
presenca de picos extra na compara¢ao do padrdao PXRD
determinado experimentalmente com um padrdao PXRD estimulado
pode indicar a presenca de mais do que uma forma cristalina
na amostra. A PXRD estimulada pode ser calculada a partir
de dados de raio-X de um cristal unico. Veja-se Smith,
D.K., “A FORTRAN Program for Calculating X-Ray Powder
Diffraction Patterns”, Lawrence Radiation Laboratory,
Livermore, California, UCRL-7196 (Abril 1963).

De preferéncia, a forma cristalina ©possui uma
homogeneidade de fase substancialmente pura conforme
indicado por menos de 10%, de preferéncia menos de 5% e
mais preferencialmente menos de 2% da drea total do pico no
padrdo PXRD determinado experimentalmente obtido a partir
dos picos extra que estdao ausentes do padrdo PXRD
estimulado. Mails preferencial, é uma forma cristalina dque
possul uma homogeneidade de fase substancialmente pura com
menos de 1% da drea total do pico no padrdo PXRD medido
experimentalmente que resulta dos picos extra que estao
ausentes no padrdo PXRD estimulado.

Os procedimentos para a preparagao de formas
cristalinas sdo conhecidos na especialidade. As formas
cristalinas podem ser preparadas por diversos métodos,
incluindo, por exemplo, cristalizag¢do ou recristalizagdo a
partir do solvente adequado, sublima¢do, crescimento a
partir de um material fundido, transformacdo do estado
s6lido a partir de outra fase, cristalizacgdo a partir de um
fluido supercritico e pulverizacgao por jacto. Como técnicas
para a cristalizagdo ou para a recristalizagdo de formas
cristalinas a partir de uma mistura de solventes refere-se,

por exemplo, evaporagdo do solvente, diminuigdo da
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temperatura da mistura de solvente, formagdao de cristais
primdrios numa mistura de solventes supersaturada da
molécula e/ou do sal, liofilizacdo da mistura de solvente e
adigdo de anti-solventes (contra-solventes) a mistura de
solvente.

As formas podem ser caracterizadas e distinguidas
utilizando a difracg¢do de raio-X num cristal unico, a qual
¢ baseada na célula unitdria e em medig¢des de intensidade
de um cristal dGnico de uma forma a uma temperatura
analitica determinada. E possivel encontrar uma descricio
minuciosa de uma célula unitdria e da andlise de
intensidade na obra de Stout & Jensen, X-Ray Structure
Determination: A Practical Guide, Macmillan Co., New York
(1968), Capitulo 3, a qual ¢é aqui incorporada por
referéncia. Em alternativa, o arranjo unico de &tomos na
relagdo espacial dentro da estrutura cristalina pode ser
caracterizada de acordo com as coordenadas atdmicas
fraccionais observadas. Veja-se a referéncia Stout & Jensen
para a determinacgéo experimental das coordenadas
fraccionais para a andlise estrutural. Outros meios para a
caracterizacdo da estrutura cristalina consistem na andlise
da difracg¢do de raio-X no pd, na qual o perfil de difracgao
experimental ou observado ¢é <comparado com um perfil
estimulado que representa o material puro em pd, a mesma
temperatura analitica, e medig¢des para a forma de sujeito
caracterizada como um conjunto de valores 206 e de
intensidades.

A expressdo “perda de peso negligenciavel”, tal como
aqui utilizada, conforme caracterizada por TGA, indica a

preseng¢a de uma forma cristalina pura (ndo solvatada).
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A expressdo “% de absorcdo de &gua negligencidvel”,
tal como aqui wutilizada, conforme caracterizada pela
isotérmica de humidade-absor¢do, indica que a forma testada
¢ ndao higroscdpica.

De acordo com uma variante, a invengao proporciona uma
forma c¢ristalina de N—-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)—2-0x0-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino) -
pirrolidina-1-1il)-ciclo-hexil)-acetamida numa forma
substancialmente pura. Esta forma cristalina pode ser
utilizada em composi¢des farmacéuticas que podem incluir
facultativamente um ou vdrios componentes seleccionados,
por exemplo, entre o conjunto constituido por excipientes,
veiculos e um ou varios outros ingredientes
farmaceuticamente activos ou entidades quimicas activas de
estruturas moleculares diferentes.

De preferéncia, a forma cristalina possui uma
homogeneidade de fase substancialmente pura, conforme
indicado por menos de 10%, de preferéncia menos de 5% e
mais preferencialmente menos de 2% da drea total do pico no
padrdao PXDR determinado experimentalmente que resulta dos
picos extra que estdo ausentes no padrdo PXRD estimulado.
Mais preferencial, é uma forma cristalina que possul uma
homogeneidade de fase substancialmente pura com menos de 1%
da 4drea total do pico no padrao PXDR determinado
experimentalmente que resulta dos picos extra que estao
ausentes no padrdo PXRD estimulado.

De acordo com outra variante, a invengdo proporciona
uma composig¢do constituida essencialmente pelas formas
cristalinas de N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-
0x0-3—(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-

1-il)-ciclo-hexil)-acetamida. A composigdo de acordo com
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esta variante pode compreender pelo menos 90% em peso da
forma, com base no seu peso na composigdo.

A presen¢a de impurezas de reacc¢do e/ou impurezas de
processamento pode ser determinada por técnicas analiticas
conhecidas na especialidade, tais como, por exemplo,
cromatografia, espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear, espectroscoplia de massa ou espectroscopia de
infra-vermelhos.

As formas cristalinas podem ser preparadas por
diversos métodos, incluindo, por exemplo, cristalizacdo ou
recristalizacgao a partir de um  solvente adequado,
sublimag¢do, crescimento a partir de um material fundido,
transformacao do estado sélido para outra fase,
cristalizagcdo a partir de um fluido supercritico e
pulverizacdo por jacto. Como técnicas para cristalizagdao ou
para recristalizacgdo de formas cristalinas a partir de uma
mistura de solvente refere-se, por exemplo, evaporagao do
solvente, diminuicgéo da temperatura da mistura de
solventes, formacdo de cristals primdrios numa mistura de
solventes supersaturada da molécula e/ou do sal,
liofilizagdo da mistura de solvente e adigcdo de anti-
solventes (contra-solventes) a mistura de solvente. E
possivel utilizar técnicas de cristalizacdao com produgao
elevada para a preparag¢do de formas cristalinas, incluindo
polimorfos.

Os cristais de fdrmacos, incluindo polimorfos, métodos
de preparacdo e caracterizacgdo de cristais de fdrmacos sdo
descritos na obra Solid-State Chemistry of Drugs, S.R.
Byrn, R.R. Pfeiffer e J.G. Stowell, 22 Edigdo, SSCI, West
Lafayette, Indiana (1999).
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Para técnicas de cristalizagdo que utilizam solvente,
a escolha do solvente ou dos solventes depende tipicamente
de um ou mais factores, tals como a solubilidade de um
composto, da técnica de cristalizacdo e da pressdao de vapor
do solvente. Também ¢é possivel utilizar combinag¢des de
solventes; por exemplo, o composto pode ser solubilizado
num primeiro solvente para se obter uma solugdo, seguindo-—
se a adigdo de um anti-solvente para diminuir a
solubilidade do composto na solugdaoc e proporcionar a
formagdo de cristais. O termo “anti-solvente” designa um
solvente no qual o composto possul uma solubilidade baixa.
Como solventes adequados para a preparagao de cristais
refere-se solventes polares e nao polares.

De acordo com um método para a preparagao dos
cristais, coloca-se em  suspensao e/ou agita-se  N-
((1R, 2S,5R)-5—(terc-butilamino)—-2-((S)-2-oxo—3—(6—(tri—
fluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-11)—
ciclo-hexil)-acetamida num solvente adequado para se obter
uma pasta, a qual pode ser aquecida para promover a
dissolugdo. O termo “pasta”, tal como aqui wutilizado,
designa uma solugdo saturada de base livre, a qual pode
conter ainda uma quantidade adicional do composto para se
obter uma mistura heterogénea do composto e de um solvente
a uma determinada temperatura. Como solventes adequados
para este fim refere-se, por exemplo, solventes aprdéticos
polares e solventes préticos polares e misturas de um ou
mais destes, conforme aqui descrito.

E possivel adicionar cristais primdrios a qualquer
mistura de cristalizagdo para promover a cristalizacgdo.
Conforme serd evidente para os especialistas na matéria, a

utilizacdo de cristais primdricos ¢é wusada como meio de
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controlar o crescimento de uma forma cristalina particular
ou como meio de controlar a distribuig¢dao do tamanho de
particulas do produto cristalino. Assim sendo, o cdlculo da
quantidade de <c¢ristais primdrios necessdria depende do
tamanho do cristal primdrio disponivel e do tamanho
desejado de wuma particula média de produto, conforme
descrito, por exemplo, na obra “Programmed cooling of batch
crystallizers”, J.W. Mullin e J. Nyvlt, Chemical Engineering
Science 1971, 26, 369-377. De um modo geral, cristais
primdrios com tamanhos pequenos sdo necessdrios para
controlar eficazmente o crescimento de cristais em lotes.
Os cristais primdrios de tamanho pequeno podem ser obtidos
por crivagem, cunhagem ou micronizagdo de cristais maiores,
ou por micro-cristalizacdo de solug¢des. Deverdo ser tomadas
precaugdes uma vez que a moagem ou a micronizagdo de
cristais nao provoca qualquer alteragdo na cristalinidade
da forma de cristal desejada (isto é, alteracdo para amorfo
ou para outro polimorfo).

E possivel filtrar uma mistura arrefecida sob uma
pressdo hipobdrica e lavar os sdélidos isolados com um
solvente adequado, tal como um solvente de recristalizacgao
arrefecido, e secar sob uma purga de azoto para se obter a
forma cristalina desejada. Os sdélidos isolados podem ser
analisados por meio de uma técnica espectroscdpica ou
analitica adequada, tal como SSNMR, DSC, PXRD ou
semelhante, para assegurar a formacdo da forma cristalina
preferida do produto. A forma cristalina resultante ¢é
tipicamente produzida numa quantidade superior a cerca de
70% em peso de rendimento isolado, mas preferencialmente
superior a 90% em peso com base no peso da N-((1lR,2S,5R)-5-

(terc—butilamino)-2-((S)—-2-oxo—-3—(6—(trifluorometil) —
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quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-
acetamida utilizada inicialmente no procedimento de
cristalizagdao. O produto pode ser co-moido ou passado
através de um crivo mesh para desagregar o produto, se
necessdrio.

As formas cristalinas podem ser preparadas
directamente a partir o meio de reacg¢do do passo final do
processo para a preparagao de N-((1lR,2S,5R)-5-(terc—
butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-—
4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida. Tal
pode ser alcangado, por exemplo, por meio da utilizag¢do no
passo final de processo de um solvente ou de uma mistura de
solventes a partir da qual a Dbase livre pode ser
cristalizada. Em alternativa, as formas cristalinas podem
ser obtidas por destilacao ou por técnicas de adigao de
solvente. Como solventes adequados para este fim refere-se
qualquer um dos solventes aqui descritos, incluindo
solventes polares préticos, tais como d&lcoois, e solventes
polares aprdéticos, tals como cetonas.

Para fins de linhas gerails, a mistura de reacg¢do podem
ser filtrada para remover quailsquer impurezas indesejadas,
sals inorgédnicos e semelhantes, e subsequente lavagem com
solvente de reacgdo ou de c¢ristalizagdao. A solugao
resultante pode se concentrada para se remover o excesso de
solvente ou constituintes gasosos. No caso de se utilizar
destilacdo, a quantidade final de destilado recolhida pode
variar, em funcdo de factores do processo, incluindo, por
exemplo, o tamanho do recipiente, a capacidade de agitacgao
e semelhantes. Para fins de linhas gerais, a solugdo de
reacgdo pode ser destilada até cerca de 1/10 do volume

original antes de se efectuar a substituicdo do solvente. A
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reaccao pode ser tratada em amostras e ensailada para se
determinar a extensdao da reacgdo e a % em peso de produto,
em conformidade com técnicas processuals convencionails. Se
desejado, ¢é possivel adicionar ou remover uma quantidade
suplementar de solvente para optimizar a concentragdao da
mistura de reacg¢do. De preferéncia, a concentracao final é
ajustada até cerca de 50% em peso, para o qual se obtém
tipicamente uma pasta.

Poderd ser preferivel adicionar directamente o©os
solventes ao recipiente de reacgdo sem efectuar a
destilacdo da mistura de reacg¢do. Como solventes preferidos
para este fim refere-se aqueles que podem participar na
estrutura cristalina, conforme descrito antes a propdsito
da permuta de solvente. Embora a concentrac¢do final possa
variar em fun¢do da pureza desejada, da recuperagdo e
semelhantes, a concentracdo final de base livre em solugdao
estd preferencialmente compreendida entre cerca de 4% e
cerca de 7%. A mistura de reaccdo pode ser agitada apds a
adicdo de solvente e aquecida em simultdneo. A titulo
ilustrativo, a mistura de reacg¢do pode ser agitada durante
cerca de 1 hora, periodo esse durante o qual é aquecida até
cerca de 70°C. De preferéncia, a mistura ¢é filtrada a
quente e lavada com o solvente de reaccdo, com o solvente
adicionado ou com uma sua combinac¢do. Os cristails primdrios
podem ser adicionados a qualquer solugao de cristalizacgédo
para se dar inicio a cristalizacdo.

As diversas formas aqui descritas podem ser
distinguidas entre si por meio da utilizagdo de diversas
técnicas analiticas conhecidas pelos especialistas na
matéria. Como tails técnicas refere-se, mas sem que 1isso

constitua qualquer limitacdo, difrac¢dao de raio-X no pd
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(PXRD) e/ou andlise termogravimétrica (TGA). De um modo
especifico, as formas podem ser caracterizadas e
distinguidas utilizando a difracg¢do de raio—-X de um cristal
unico, a qual é baseada em medig¢des da célula unitdria de
um cristal Unico de uma determinada forma para uma
determinada temperatura analitica. E possivel encontrar uma
descricdo minuciosa de células unitdrias na obra de Stout &
Jensen, X-Ray Structure Determination: A Practical Guide,
Macmillan Co., New York (1968), Capitulo 3, a qual se
considera aqui incorporada por referéncia. Em alternativa,
o arranjo unico de 4tomos na relagdo espacial dentro da
estrutura cristalina pode ser caracterizada de acordo com
as coordenadas atdmicas fraccionais observadas. Outros
meios para a caracterizagdo da estrutura cristalina
consistem na andlise da difracg¢do de raio-X no pd, na qual
o perfil de difracg¢do é comparado com um perfil estimulado
que representa o material puro em pd, realizadas a mesma
temperatura analitica, e medic¢des para a forma de sujeito
caracterizada como um conjunto de valores 206 (normalmente
quatro ou mais).

E possivel utilizar outros meios para a caracterizacio
da forma, tais como espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear no estado sdélido (SSNMR), calorimetria de pesquisa
diferencial (DSC), termografia e exame de rotina da
morfologia cristalina ou amorfa. Estes pardmetros também
podem ser utilizados em combinagdo para caracterizar a
forma pretendida.

Serd evidente para um especialista na matéria que um
padrao de difracg¢ao de raio-X pode ser obtido com um erro
de medicao que depende das condigdes de medicgdo utilizadas.

Em particular, sabe-se que as intensidades num padrdo de
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difracgdao de raio-X podem flutuar em fung¢do das condigdes
de medicdo utilizadas e da forma e morfologia do cristal.
Faz-se ainda observar que as intensidades relativas também
podem variar em fung¢do das condigbes experimentails e, por
tal motivo, da ordem exacta de intensidade ndo deverd ser
considerada. Além do mais, um erro de medigdo do angulo de
difracgdo para um padrdo convenciocnal de difracgdo de raio-
X é normalmente de cerca de 0,2° ou menos e de preferéncia
de cerca de 0,1° (conforme a seguir descrito), sendo um
erro de medigdo de tal grau tomado em consideracdo em
relagdo aos Aangulos de difracc¢do supramencionados. Assim
sendo, faz-se observar que as formas de cristal da presente
invengdo nao estdo limitadas as formas de cristal que
proporcionam padrdes de difracg¢do do raio-X completamente
idénticos aos padrdes de difrac¢ao do raio—-X ilustrados nas
figuras anexas aqui descritas. Quaisquer formas de cristal
que proporcionem padrdes de difraccgao do raio-X
praticamente idénticos aos descritos nas figuras anexas sdo
abrangidas pelo ambito da presente invencao. Un
especialista na matéria deverd possuir a aptiddo para
determinar padrdes de difracg¢do do raio-X substancialmente

idénticos.
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SINTESE

Esquema 1

Hidrdélise do cetoéster V no cetodcido VI
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Submete-se a hidrdlise o cetoéster V no seu
correspondente cetodcido VI por suspensaco do composto V num
solvente orgdnico parcialmente miscivel com &gua, tal como
éteres aciclicos ou ciclicos, incluindo THF, 2-metil-THF,
1,2-dimetoxietano, 1,4-dioxano, sendo preferivel o THF, e
adigdo de uma base aquosa, tal como solugdes aquosas de
hidréxidos de metais alcalinos, MOH, em que o simbolo M
representa Li, Na ou K, sendo preferivel a base NaOH 1 N, a
uma temperatura compreendida entre -5°C e +5°C. Agita-se
entdo a mistura bifdsica a uma temperatura < 5°C pelo menos
durante uma hora. A temperatura baixa para a adigdo da base
e para a reacc¢do ¢ importante para minimizar a epimerizacgdo
do &tomo de carbono adjacente ao grupo éster. Adiciona-se
entdo um solvente ndo miscivel em Agua, de preferéncia éter
metil-terc-butilico, e separa-se as camadas. Transfere-se
entdo o produto da solugdo aquosa novamente para um
solvente orgdnico, de preferéncia diclorometano, ajustando
o pH com &cido, de preferéncia HC1 3 N, e utiliza-se o

composto VI em solugdo no passo subsequente.
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Esquema 2

Cetalizacdo do cetodcido VI no cetal-dcido VII
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A  solugdo do composto VI, de preferéncia em
diclorometano, é permutada por destilac¢do para um solvente
ndo hidroscépico com elevado ponto de ebulig¢do, tal como
tolueno, trifluorotolueno, xilenos, ésteres com elevado
ponto de ebuligdo, tais como acetato de n-butilo ou
isobutilo, de preferéncia tolueno. Adiciona-se entdo um
glicol de férmula geral HO-Z-OH, (em que o simbolo Z possui
as significag¢bes definidas supra), de preferéncia etileno-
glicol (1,2 eq.), e depois uma quantidade catalitica (0,5-2
M%) de um Aacido, de preferéncia dcido p-tolueno-sulfénico,
e efectua-se a destilagdo da mistura a pressdo atmosférica
até se completar a formag¢ao do composto VII. O produto VII
cristaliza durante a adicdo de acetato de etilo, apds
arrefecimento aproximadamente até 70°C. Depois de se
arrefecer até a temperatura ambiente, o composto VII &
isolado por filtragdo e secagem subsequente com um
rendimento de cerca de 70% (para HO(CH;),0H, R; = H, R; =
CBz) .
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Esquema 3
Transformacdo do cetal-icido VII em isocianato de cetal
VIII ndo isolado e depois em cetal-amida IX por via de

activagdo com acido/azidagdo, rearranijo de Curtius
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O cetodcido VII é activado em primeiro lugar por meio
da sua transformag¢ao no seu anidrido mistura, utilizando
aminas tercidrias, de preferéncia trietilamina, e
haloformatos, de preferéncia cloroformato de isobutilo, em
solventes anidros, tais como tolueno, trifluorotolueno,
1,2-dicloroetano, 1l-clorobutano, =xilenos, de preferéncia
tolueno anidro, por meio da adig¢do de um haloformato a uma
solugao pré-arrefecida de VII e trialquilamina. A
temperatura preferida para a formagdo do anidro misto estéd
compreendida entre -10°C e 0°C. Decorridos aproximadamente
30 minutos, adiciona-se uma solucgdo aquosa de azida de um
metal alcalino, de preferéncia azida de sdédio a ~30% em
peso, e um catalisador de transferéncia de fase, tal como
sals de tetralquilaménio, de preferéncia brometo de
tetrabutil-aménio (5% molar) e agita-se vigorosamente a
mistura bifdsica durante cerca de 1 hora a uma temperatura
compreendida entre -10°C e 0°C. Separa-se entdo a fase

orgadnica e seca-se a solucgdo de azida de acilo resultante,
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sendo preferivelis como agentes de secagem o0s crivos
moleculares de 4 A. O rearranjo de Curtius e ancoragem
concomitante do i1socianato VIII in situ com um acido
carboxilico para formar uma cetal-amida IX é efectuada em
primeiro lugar por adig¢do de um 4&cido carboxilico, de
preferéncia dcido acético, e o seu correspondente anidrido,
de preferéncia anidrido acético, a uma solugdao anidra da
azida de acilo e subsequente aquecimento da mistura até
80°C-90°C durante 1 a 4 horas. A utilizacao de um anidrido
em conjunto com o Adcido carboxilico ¢é importante para
minimizar a forma¢ao de impurezas. Apds a remog¢do parcial
do solvente e do 4cido carboxilico por destilagdo, o
produto cristaliza durante o arrefecimento até a
temperatura ambiente. O composto IX é isolado por filtracgdo
e secagem com um rendimento de 65% a 78% (para Z = —(CHy).—,

R = H, Ry, = CBZ, Rip = Me).

Esquema 4

Hidrdélise de cetal-amida IX em cetoamida X
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A hidrélise do cetal do composto IX em cetoamida X é
efectuada por aquecimento de uma solugdo do composto X num
solvente orgdnico miscivel em dgua, de preferéncia acetona,

e uma solucgdo aquosa de um dcido forte, de preferéncia HC1
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1 N, durante 2 a 4 horas. A temperatura preferida para a
hidrélise estd compreendida entre 45°C e 55°C. Apds a
remo¢cao de acetona, extrai-se o produto para diclorometano,
o qual é substituido por acetato de etilo por destilacao.
Deixa-se cristalizar o produto X a partir de acetato de
etilo durante o arrefecimento até a temperatura ambiente e
isola-se por filtracgdo e secagem com um rendimento de 85% a

90% (para HO(CHg)gOH, R = H, Ry = CBZ, Rig = Me) .

Esquema 5

Aminagdo redutiva de cetoamida X em aminoamida XTI
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A uma solucdo anidra do composto X, de preferéncia em
diclorometano, adiciona-se uma amina primdria ou
secunddria, de preferéncia terc-butilamina (5 eqg.), e
depois um acido de Lewils, de preferéncia TiCl,(OPr-i), (1,2
eq.), a uma temperatura entre -20°C e 0°C. Aguece-se a
mistura de imina resultante até 10°C-20°C e adiciona-se
borano (1,1-1,2 eq.) sob a forma de um complexo com
sulfureto de dimetilo ou THF, de preferéncia sulfureto de
dimetilo. Agita-se a mistura de reacc¢dao durante 4 a 6 horas
e adiciona-se entdo acetato de etilo saturado com &gua.
Remove—-se os sals de titdnio por filtragdo e extrai-se o
produto XI a partir do filtrado orgédnico para &gua, sob a

forma do seu sal, com um acido aquoso, de preferéncia HC1l 1
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N. Adiciona-se entdo diclorometano e depols acrescenta-se
uma base aquosa, de preferéncia hidrdéxido de amdénio
concentrado, a mistura bifdsica agitada até se ajustar o pH
para 8,0-8,5, Separa-se entdo a fase de diclorometano rica
em produto e lava-se duas vezes com uma solugdo aquosa de
cloreto aménio para se remover o 1isdmero trans do composto
XI indesejdvel e por Ultimo com &gua. Permuta-se o
diclorometano por acetato de etilo por destilagdo e deixa-—
se cristalizar o composto XI a partir de acetato de etilo
durante o arrefecimento e a adigdo de heptano. Isola-se o
composto XI por filtragdo e seca-se com um rendimento de
65% a 70% (para Ry = H, R, = CBz, Rg = H, Rg = terc-Bu, Rjy =

Me) .

Esquema 6
Desproteccdo de pirrolidinil-amina XI

NH Ry
N
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A remogédo do grupo protector R; de amina, em que o
simbolo R, representa CO;CH,Ph ou CH,Ph, ¢é efectuada por
hidrogenacdo de uma solucdo do composto XI num &lcool, de
preferéncia metanol, na presen¢a de um catalisador de Pd,
de preferéncia Pd a 5% em peso/C, durante varias horas.
Remove-se entdo o catalisador por filtragdo e permuta-se o

metanol por acetato de etilo por destilagdo. Isola-se o
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produto XII, o qual cristaliza a partir de acetato de etilo
durante o arrefecimento e a adig¢do de heptano, por
filtragdo e secagem com um rendimento de 90% a 95% (para R;

= H, R; = CBz, Rg= H, Rg = terc-Bu, Rjg= Me).

Esquema 7
Acoplamento da amina XII com um heterociclo que suporte um

grupo removivel HET-LG
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A sintese do composto I é efectuada por acoplamento da

—
=
14

pirrolidonilamina XII e de um heterociclo que suporte um
grupo removivel na presenga de uma amina tercidria, de
preferéncia trietilamina, num solvente compativel, tal como
diclorometano, isopropanol ou acetonitrilo, sendo
preferivel o diclorometano. Assim, todos os componentes sao
combinados e faz-se reagir a solugdo durante 24 a 48 horas
a temperatura ambiente. Também pode ser wutilizada uma
solugdo do componente heterociclico impuro preparado
anteriormente. Depols de se completar a reacg¢do, lava-se o
diclorometano com &cido diluido, de preferéncia 4cido
acético aquoso a 5% em peso, separa-se a fase aquosa e
permuta-se entdo o diclorometano por acetato de etilo por
destilacdo. Isola-se o produto I, o qual cristaliza a

partir de acetato de etilo durante o arrefecimento e adigdo
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de heptano, por filtragdo e secagem com um rendimento de
75% a 80% (para Ry = H, Rg = H, Rg = terc-Bu, Rjy = Me, HET =
6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilo).

Para o processo da presente invenc¢do, os materiais de
partida encontram-se comercialmente disponiveis ou podem
ser facilmente preparados pelos especialistas na matéria.
Os solventes, as temperaturas, as pressdes, os materiais de
partida com os grupos desejados e outras condigdes de
reacgao podem ser facilmente seleccionados consoante
adequado por um especialista na matéria. O processo pode
ser adaptado para preparar quantidades maiores do composto
de férmula estrutural I, tal como numa instalacgdo de

produgdo comercial.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos 1lustram as variantes dos
compostos e dos materiais de partida da invengdo e néo
pretendem limitar o admbito das reivindicagdes.

Consoante adequado, as reacgdes foram realizadas sob
uma atmosfera de azoto anidro (ou &rgon). Para as reacg¢des
anidras, foram utilizados solventes Dri-Solv da EM. Para
outras reacg¢gbes, foram utilizados solventes de qualidade de
reagentes ou de qualidade de HPLC. Salvo quando indicado de
outro modo, todos os reagentes adquiridos comercialmente
consoante recebidos.

As medig¢des LC/MS foram obtidas utilizando um sistema
hibrido de um espectrdémetro de massa quadropolo individual
Waters ZQ/HPLC Shimadzu. Os dados para o pico relevante sdo
registados a partir de ionizagdao por pulverizacao em modo
positivo. Os espectros de NMR (ressondncia magnética

nuclear) foram tipicamente obtidos em instrumentos Bruker
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ou JEOL 400 MHz e 500 MHz nos solventes indicados. Todos os
desvios quimicos sdo registados em p.p.m. a partir de
tetrametilsilano, utilizando a ressondncia do solvente como
padrdo interno. Os dados dos espectros de H-NMR sdo

tipicamente registados do modo seguinte: desvio quimico,

multiplicidade (s = singuleto, s lr = singuleto largo, d =
dupleto, dd = dupleto de dupletos, t = tripleto, g =
quarteto, sep = septeto, m = multipleto, ap. = aparente),

constantes de acoplamento (Hz) e integracgéo.

Serdo evidentes para um especialista na matéria as
abreviaturas convencionais aqui utilizadas ao longo da
meméria descritiva. Para facilidade de referéncia, as
abreviaturas incluem, mas sem que 1sso constitua qualquer
limitag¢do: sat. = saturado, HPLC = cromatografia liquida de
elevado rendimento, AP = percentagem de d&rea, KF = Karl-
Fischer, TA = temperatura ambiente, mmol = milimoles, HRMS
= espectroscopia de massa de elevada resolugdo, TBTU =
tetrafluoroborato de O-benzotriazol-2-il-N,N,N',N'—-tetra-
metil-urdénio, MTBE = TBME = éter terc-butil-metilico, EDAC

= cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'—-etilcarbodiimida,

EDC = N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida, TEA =
trietilamina, DPPA = difenil-fosforil—-azida, IPA = &lcool
isopropilico, TFA = 4cido trifluoroacético, DCM =
diclorometano, THF = tetra-hidrofurano, DMF = N,N-dimetil-
formamida, BOP = Thexafluorofosfato de (benzotriazol-1-
iloxi)-tris—(dimetilamino)-fosfdénio, EtOAc = acetato de
etilo, DMSO = dimetilsulfédxido, °C = graus Celsius, eq. =
equivalente ou equivalentes, g = grama ou gramas, mng =
miligrama ou miligramas, mL (ou ml) = mililitro ou

mililitros, h = hora ou horas, M = molar, N = normal, min =
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minuto ou minutos, MHz = megahertz, tlc = cromatografia de
camada fina, v/v = propor¢do volume-volume e ca. = cerca.

“

Os simbolos a”, “p”, 2R” e “S” s3dao designagdes
estereoquimicas que sao familiares para os especialistas na

matéria.

EXEMPLO 1
N-( (1R, 2S,5R) -5~ (terc-Butilamino-2-( (S) -2-ox0o-3-(6-(tri-
fluorometil) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-

ciclo-hexil)-acetamida

Exemplo 1, passo 1l: dissolveu-se 2-benziloxicarbonilamino-—
7T-oxo—6—aza—biciclo[3,2,1]octano—6—carboxilato de (1R,2S,5R)—
terc-butilo (89,6 g, 0,24 mol, veja-se: P. H. Carter, et
al. pedido de patente de inveng¢do PCT n° WO 2005/021500) em
acetato de etilo (1,5 L) e lavou-se a solugdo resultante
com uma solucdao saturada de NaHCO3 (2 x 0,45 L) e com uma
solucgdo saturada de NaCl (1 x 0,45 L). Secou-se a solugao
(Na,30,) e depols filtrou-se directamente para um baldo de
3 vias, com fundo redondo e com capacidade de 3 L. Purgou-
se a solugdo com 1injecgdo directa de azoto e depois
carregou—-se com Pd a 10%/C (13,65 g), sob uma atmosfera de
azoto. Evacuou-se o© baldo e encheu-se novamente com
hidrogénio; repetiu-se este passo mals duas vezes. Fez-se
borbulhar hidrogénio através da solugdo durante 30 minutos
e depols agitou-se a mistura de reacgdo sob 1 atm de H;

durante 18 horas. Evacuou-se o balao, encheu-se novamente
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com azoto e carregou-se com catalisador fresco (6 g de Pd a
10%/C). Fez-se borbulhar hidrogénio através da solucgdo
durante 30 minutos e depols agitou-se a mistura de reacgao
sob 1 atm de H; durante 18 horas. Evacuou-se o baldo e
encheu-se novamente com azoto. Filtrou-se a mistura através
de Celite; lavou—-se entdo a camada do filtro com acetato de
etilo. Diluiu-se o filtrado (volume ~1,6 L de EtOAc) com
acetonitrilo (0,3 L) e carregou-se sequencialmente com L-N-
Cbz-metionina (68 g, 0,24 mol), TBTU (77 g, 0,24 mol) e
N,N-diisopropiletilamina (42 mnL, 0,24 mol). Agitou-se a
mistura de reaccgdo a temperatura ambiente durante 4 horas,
periodo esse durante o qual esta se alterou de uma
suspensdo para uma solugaco limpida. Extinguiu-se a mistura
de reacc¢do por meio da adigdo de uma solugdo saturada de
NH4C1 (0,75 L) e de &gua (0,15 L); diluiu-se a mistura com
EtOAc (0,75 L). Misturou-se as fases, separou-se e lavou-se
a fase aquosa com uma solugdo saturada de NayCO; (2 x 0,9
L) e com uma solugao saturada de NaCl (1 x 0,75 L). Secou-
se a solugdo (NayS04), filtrou-se e concentrou-se sob uma
pressdo hipobdrica para se obter o 2-((S)-2-(benziloxi-
carbonilamino)-4-(metiltio)-butanamido)-7-oxo-6-aza-biciclo-
[3,2,1]octano—-6—-carboxilato de (1R, 2S,5R)-terc-butilo com o
aspecto de um &éleo, o qual foi utilizado no passo
subsequente sem mais purifica¢do. LC/MS para o pico
principal: [M-Boc+H]' = 406,3; [M+Na]' = 528,3, 'H-NMR (400
MHz, ds—MeOH): & 7,36 (m, 5H), 5,11 (s, 2H), 4,32 (m, 1H),
4,2 (m, 1H), 4,0 (m, 1H), 2,5-2,7 (m, 3H), 2,25 (m, 1H),
2,11 (s, 3H), 2,05 (m, 4H), 1,9 (m, 1H), 1,7 (m, 2H), 1,54
(s, 9H). Também estd presente EtOAc [1,26 (t), 2,03 (s),
4,12 (gq)] e N,N,N,N-tetrametilureia [2,83 (s)].
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Exemplo 1, passo 2: dissolveu-se uma amostra de 2-((S)-2-
(benziloxicarbonilamino)-4-(metiltio)-butanamido)-7-oxo—-6—

azabiciclo[3,2,1]octano—6—carboxilato de (1R,2S,5R)-terc—
butilo (assumindo 0,24 mol; veja-se o procedimento
anterior) em iodometano (1,250 g) e agitou-se durante 48
horas a temperatura ambiente. Concentrou-se a mistura de
reac¢do sob uma pressdo hipobdrica. Dissolveu-se o residuo
em diclorometano e concentrou-se sob uma pressao
hipobdrica. Repetiu-se este passo mais duas vezes.
Dissolveu-se a pasta resultante em diclorometano (0,4 L) e
verteu-se sobre uma solugdo agitada rapidamente de MIBE
(4,0 L). Recolheu-se os sd6lidos amarelos resultantes por
filtracdo sob sucgdao e secou-se sob uma pressdao hipobdrica
elevada para se obter o sal de sulfdénio (179 g). Utilizou-
se este material no passo subsequente sem mais purificacdo.
LC/MS para o pico principal: [M-Me,S+H'] = 458,4; [MHz =
520,4, 'H-NMR (400 MHz, d.~MeOH): & 7,35 (m, 5H), 5,09 (s,
2H), 4,33 (m, 1H), 4,28 {(m, 1H), 3,98 (m, 1lH), 3,3-3,45 (m,
2H), 2,97 (s, 3H), 2,94 (s, 3H), 2,78 (m, 1H), 2,0-2,3 (m,
4H), 1,7 (m, 2H), 1,52 (s, 9H). Também estd presente MIBE
[1,18 (s), 3,2 (s)] e vestigios de N,N,N,N-tetrametilureia
(2,81 (s)].

Exemplo 1, passo 3: dissolveu-se todo o sal sulfdénio do
passo anterior (0,24 mol, assumido) em DMSO (2,0 1L).
Agitou-se a solugdo resultante sob uma atmosfera de azoto a
temperatura ambiente e carregou-se progressivamente com
carbonato de <c¢ésio (216 g). Agitou-se a suspensdo a
temperatura ambiente durante 3 horas e depois filtrou-se
para se remover os sélidos. Dividiu-se a solugdo em porgdes

de ~0,22 L e processou-se do modo seguinte: diluiu-se a
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mistura de reacgdo (~0,22 L) com acetato de etilo (1,5 L) e
lavou—-se sucessivamente com agua (3 x 0,5 L) e com salmoura
(1 x 0,3 L). Secou-se a fase orgdnica (Na;S0;), filtrou-se
e concentrou-se sob uma pressdo hipobdrica. Obteve-se o 2-
((S)-3-(benziloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidina-1-1i1)-7-

oxo—b—azabiciclo[3,2,1l]octano—-6-carboxilato de (1R,2S,5R)—
terc-butilo (90,8 g, 83%) com o aspecto de uma espuma
cristalina, livre da impureza tetrametil-ureia. LC/MS para
o pico principal: [M-Boc+H]® = 358,4; [M+Na]®' = 480,4, 'H-
NMR (400 MHz, ds—MeOH): & 7,35 (m, 5H), 5,12 (s, 2H), 4,35
(m, 2H), 4,2 (m, 1H), 3,6 (m, 1H), 3,3 (m, 1H), 2,64 (m,
1H), 2,28-2,42 (m, 2H), 2,15 (m, 1H), 1,7-2,0 (m, 5H), 1,55
(s, 9H). Se desejado, este material pode ser isolado com ©
aspecto de um sdélido por dissolug¢do em MIBE (1 volume),
adicionando a heptano (3,3 volumes) e recolhendo o

precipitado resultante.

Exemplo 1, passo 4: carregou-se uma solugdo agitada de 2-
((S)-3—-(benziloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidina-1-11)-7-

oxo—b—azabiciclo[3,2,1l]octano—6-carboxilato de (1lR,2S,5R)—
terc-butilo (108 g, 0,236 mol) em THF (1 L) com mono-
hidrato de hidrdéxido de 1litio (21,74 g, 0,519 mol).
Adicionou—-se lentamente dgua (0,3 L), de um modo tal que a
temperatura ndo excedesse 20°C. Agitou-se a mistura de
reacgao a temperatura ambiente e removeu-se o0s materiais
voldteis sob uma pressdo hipobdrica. Ajustou-se o valor de
pH até ~4 por meio da adigdo de HC1 1 N (450 mL) e de
NaH,POs. Recolheu-se por filtragdao os precipitados brancos
resultantes e lavou-se com agua (2 x 1 L). Dissolveu-se o
sélido em diclorometano (1,5 L) e dgua (~1 L). Secou-se a

camada orgédnica (Na,$04), filtrou-se e concentrou-se sob
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uma pressdo hipobdrica. Dissolveu-se o residuo em EtOAc
(0,7 L) e aqueceu-se a solucgdo resultante ao refluxo
durante 1 hora. Separou-se os s6lidos depolis de se ter
arrefecido até a temperatura ambiente e recolheu-se por
filtracao. Purificou-se estes sdlidos por recristalizacao a
partir de isopropanol para se obter o &cido (1R,2S,5R)-2-
((S)-3-(benziloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidina-1-1i1)-5-
(terc-butoxicarbonilamino)-ciclo-hexanocarboxilico com ©
aspecto de um sélido branco (104,5 g, rendimento de 93%).
LC/MS para o pico principal: [M-tBu+H]® = 420,2; [M-Boc+H]"
= 376,2; [M+H]' = 476,2, 'H-NMR (400 MHz, d;~MeOH): & 7,35
(m, 5H), 5,11 (s, 2H), 4,35 (m, 2H), 3,71 (m, 1lH), 3,45-3,6
(m, 2H), 2,99 (m, 1H), 2,41 (m, 1H), 2,15 (m, 1H), 2,0 (m,
2H), 1,6-1,9 (m, 4H), 1,46 (s, 9H).

Exemplo 1, passo 5: carregou-se um balao de fundo redondo
de 3 L com é&cido (1R,2S,5R)-2—((S)-3—(benziloxicarbonil-
amino)-2-oxopirrolidina-1-1i1)-5-(terc-butoxicarbonil-

amino)-ciclo-hexanocarboxilico (75,5 g, 0,158 mol), EDC-HCl
(33,5 g, 0,175 mol), l-hidroxibenzotriazole (23,6 g, 0,175
mol) e diclorometano (1 L). Agitou-se a mistura de reacgao
a temperatura ambiente durante 2 horas, periodo esse
durante o qual se verificou a mudan¢ga de uma suspensao
branca para uma solugdo limpida. Fez-se borbulhar aménia
(gds) na solucdo até o valor de pH ser fortemente alcalino
(papel) e agitou-se a mistura de reacgao durante 10
minutos; repetiu-se esta adicdo de amdénia e agitou-se a
mistura de reacg¢do durante mais 10 minutos. Adicionou-se
dgua. Lavou-se a fase orgdnica com uma solugdo saturada de
NaHCO3, com NaH,PO; e com salmoura e depols concentrou-se

sob uma pressdo hipobdrica. Misturou-se o residuo com
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acetonitrilo (0,5 L) e depoils concentrou-se para se obter a
(1R, 25,5R)—2—((S)-3—(benziloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidina—
1-i1)-5-(terc-butoxicarbonilamino)-ciclo-hexanocarboxamida

com o aspecto de um sdélido branco (75,9 g, ~100%), a qual
foli utilizada no passo subsequente sem mais purificacgéo.
LC/MS para o pico principal: [M-Boc-FH]® = 375,3; [M+H]® =
475,4; [M-tBu+H]' = 419,3, 'H-NMR (400 MHz, d;—MeOH): & 7,35
(m, 5H), 5,11 (s, 2H), 4,25 (m, 2H), 3,70 (m, 1H), 3,6 (m,
1H), 3,45 (m, 1H), 2,91 (m, 1H), 2,38 (m, 1H), 2,12 (m,
1H), 1,9-2,05 (m, 2H), 1,65-1,9 (m,4H), 1,46 (s, 9H).

Exemplo 1, passo 6: efectuou-se a reacgdao em trés porgdes
iguais e combinou-se para processamento aquoso. Carregou-se
um baldo de fundo redondo e com uma capacidade de 5 L com
(1R, 25,5R)—2—((S)-3—(benziloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidina—
1-11)-5-(terc-butoxicarbonilamino)-ciclo-hexanocarboxamida

(25,3 g, 53 mmol), acetonitrile (1,9 L) e 2,6 L de
dgua/gelo. Agitou-se a mistura e arrefeceu-se até 0°C.
Adicionou-se diacetato de iodobenzeno (25,77 g, 80 mmol) e
agitou-se a mistura de reacg¢do durante 2 horas; adicionou-
se mais 0,5 eq. de diacetato de iodobenzeno. Agitou-se a
mistura de reacg¢do durante 9 horas (temperatura de reacg¢ao
< 10°C). Carregou-se a mistura com 8 eqg. de N,N-
diisopropiletilamina e 2 eq. de anidrido acético. Durante
os 30 minutos seguintes, adicionou-se, a cada dez minutos,
4 eq. de N,N-diisopropiletilamina e 2 eqg. de anidrido
acético, até se considerar a reacg¢ao como completa (HPLC).
Removeu-se o acetonitrilo sob uma pressdo hipobérica;
separou-se algum sdélido a partir do residuo e recolheu-se
este material por filtragdo. Extraiu-se o residuo restante

com diclorometano (3 L e depois 1 L). Lavou-se a fase
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orgdnica sequencialmente com &gua, com uma solugdo saturada
de NaHCO; e com salmoura. Adicionou-se  os sélidos
recolhidos a fase orgdnica em conjunto com carvdo activado
(15 g). Agitou-se a mistura durante 30 minutos a 40°C,
depois filtrou-se e concentrou-se sob uma pressao
hipobdrica. Dissolveu-se o residuo em EtOAc (1 L), agitou-
se a solugdao resultante a 75°C durante 1 hora e depois
deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente. Separou-se
um sélido e recolheu-se por filtracao. Purificou-se
novamente este sélido por recristalizacgdo: dissolveu-se em
primeiro lugar em 0,5 L de CHyCl,, depoils concentrou-se sob
uma pressao hipobdrica e depols recristalizou-se novamente
a partir de 1 L de EtOAc; repetiu-se este processo trés
vezes. Os sbélidos obtidos a partir das dguas—mde descritas
antes foram recristalizados trés vezes utilizando o mesmo
método. Os sélidos combinados foram recristalizados mais
duas vezes a partir de acetonitrilo (0,7 L) para se obter
66 g (84%) de (1R,3R,45)-3-acetamido-4-((S)-3-(benziloxi-
carbonilamino)-2-oxopirrolidina-1-il)-ciclo-hexilcarbamato

de terc-butilo (pureza > 99,5% por HPLC). LC/MS para o pico
principal: [M+H]* = 489,4; [M-tBu+H]® = 433,3, 'H-NMR (400
MHz, d;—MeOH): & 7,3-7,4 (m, 5H), 5,11 (s, 2H), 4,35 (m,
1H), 4,15 (m, 1H), 4,04 (m, 1H), 3,8 (m, 1H), 3,6 (m, 2H),
2,44 (m, 1H), 2,12 (m, 1H), 1,87-2,05 (m, 4H), 1,87 (s,
3H), 1,55-1,7 (m, 2H), 1,46 (s, 9H). A fidelidade
estereoquimica do rearranjo de Hofmann foi confirmada por
andlise da estrutura de cristal por raio-X deste composto,

conforme ilustrado na figura 1.

Exemplo 1, passo 7: a uma solugdao de (1lR,3R,48)-3-

acetamido—4-((S) -3—(benziloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidina-
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1-il)-ciclo-hexilcarbamato de terc-butilo (100 g, 0,205
mol) em diclorometano (400 mL) adicionou-se TFA (400 mL) a
-20°C. Agitou-se a solugdo de reacgdo a temperatura
ambiente durante 2 horas. Removeu-se o solvente e a maior
parte de TFA sob pressdo reduzida e diluiu-se o residuo com
diclorometano (2 L) e com uma solucdo aquosa de Ky,COs; (2
L). Ajustou-se o valor de pH até 10 com HCl 1 N. Extraiu-se
a camada aquosa com diclorometano (3 x 1 L). Secou-se a
camada orgénica combinada sobre Na,SO; e concentrou-se para
se obter (S)-1-((1S,2R,4R)—-2-acetamido—4-aminociclo—hexil) -
2-oxopirrolidina-3-ilcarbamato de benzilo com o aspecto de
um  &leo (81 J, rendimento de 100%) . Utilizou-se
directamente esta amina no passo subsequente se mais

purificacgdao.

Exemplo 1, passo 8: preparou-se uma solugdao de (8)-1-
((1S8,2R, 4R) —2—acetamido—-4-aminociclo-hexil)-2-oxopirrolidina-

3-ilcarbamato de benzilo (13,3 g, 34 mmol) e 3,5-di-terc-
butilciclo-hexa-3,5-dieno-1,2-diona (7,54 g, 34 mmol) em
metanol (160 mL) e agitou-se a temperatura ambiente durante
2 horas. Concentrou-se a solucgdo, diluiu-se com acetona
(132 mL) e com &gua (33 mL) e depois adicionou-se Dowex-—
50Wx8-200 (33 g). Agitou-se a mistura de reacgdo a
temperatura ambiente durante 2 horas. Removeu-se o Dowex-—
50WX8-200 por filtracdo e lavou-se com diclorometano (300
mL). Concentrou-se o filtrado sob uma pressdao hipobdrica
para se remover a malor parte de acetona. Diluiu-se o
residuo com diclorometano (200 mL) e lavou-se com uma
solugdo aquosa de NaHCOs; (200 mL) e com salmoura (200 mL).
Extraiu-se as camadas aquosas combinadas com diclorometano

(2 x 100 mL). Secou-se os extractos orgdnicos combinados
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sobre Na,S0O4 e concentrou-se. Obteve-se o produto, (S)-1-
((1S,2R)-2-acetamido-4-oxociclo-hexil)-2-oxopirrolidina—-3-

ilcarbamato de benzilo, com o aspecto de um sdélido (12 g,
rendimento de 90%) por cristalizagcdo em EtOAc (100 mL) e
hexano (200 mL). *H-NMR (500 MHz, DMSO-d;) & p.p.m. 7,99
(d, J = 9,35 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 8,80 Hz, 1lH), 7,28-7,39
(m, 5H), 5,03 (s, 2H), 4,50 (s, 1H), 4,31 (d, J = 12,10 Hz,
1H), 4,18 (g, J = 8,98 Hz, 1H), 3,27 (m, 2H), 2,82 (dd, J =
15,12, 5,22 Hz, 1H), 2,52-2,65 (m, 1H), 2,40 (dd, J =
12,92, 4,67 Hz, 1H), 2,15-2,31 (m, 2H), 2,09 (d, J = 15,40
Hz, 1H), 1,90 (m, 1H), 1,81 (s, 3H), 1,68 (m, 1H). m/z:
388,46 [M+H].

Exemplo 1, passo 9: a uma solugdo de TiCly (1 M enm
diclorometano, 36 mL, 36 mmol) em diclorometano (30 mL), a
0°C, adicionou-se Ti(0OiPr)s (10,8 ml, 36 mmol). Agitou-se
entdo a mistura a temperatura ambiente durante 10 minutos.
A uma solugdo de (S)-1-((1lS,2R)-2-acetamido—-4-oxociclo—
hexil)-2-oxopirrolidina-3-ilcarbamato de benzilo (23,25 g,
60 mmol) em diclorometano (600 mL) adicionou-se terc-
butilamina (30 mL, 300 mmol) & temperatura ambiente, e
depois acrescentou-se a solugdo de TiCl,/Ti(0OiPr), a —-50°C.
Deixou-se aquecer lentamente a solugdo até a temperatura
ambiente. Deu-se a reacgado por completa ao f£im de 2 horas
(monitorizou-se a reacgdo através de HPLC por extingao de
uma amostra para HPLC com NaBH; em metanol). Arrefeceu-se a
solucdao até 10°C e adicionou-se  BHsz*SMe, (1 M em
diclorometano, 66 mnmL, 66 mmol). Agitou-se a mnistura a
temperatura ambiente durante 5 horas e depois extinguiu-se
com uma solugdo aquosa de Na,CO; (300 mL). Removeu-se por

filtragdo o precipitado. Separou-se as duas camadas e
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extraiu-se a camada aquosa com diclorometano (600 mL).
Extraiu-se duas vezes as camadas combinadas de
diclorometano com HC1 1 N (150 ml e 15 mL). (O produto e o
isdémero trans indesejado estavam ambos na fase acidica
aquosa) . Neutralizou-se as camadas acidicas aquosas
combinadas com uma soluc¢do aquosa 12 M de NH,OH (12 mL) até
PH ~8 e extraiu-se duas vezes com diclorometano (600 mL,
450 mL). (O produto encontrava-se na fase orgénica, ao
passo que o isdmero trans ainda se encontrava na fase
aquosa) . Lavou-se trés vezes as camadas orgénicas
combinadas com uma solug¢dao aquosa de NH,Cl (3 x 200 mL),
até deixar de existir isémero trans na camada organica.
Secou-se a camada orgédnica sobre Na,SO; e concentrou-se.
Purificou-se o residuo por cristalizacdo em EtOAc/hexano
(200 mL/800 mL) para se obter o desejado (S)-1-((1S,2R,4R)—
2—acetamido—4- (terc-butilamino)ciclo-hexil)-2-oxopirrolidina-—
3-ilcarbamato de benzilo (20,80 g, rendimento de 78%) com o
aspecto de um sdélido branco e com uma pureza de 99,5%.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & p.p.m. 8,76 (s, LlH), 7,27-7,46
(m, 6H), 5,03 (m, 2H), 4,14 (m, 1H), 4,07 (g, J = 8,80 Hz,
1H), 3,83 (m, 1H), 3,36 (m, 2H), 2,91 (s, 1H), 2,18 (m,
1H), 2,04 (m, 1H), 1,78 (s, 3H), 1,41-1,74 (m, 7H), 1,04
(s, 9H). m/z: 445,54 [M+H].

Exemplo 1, passo 10: a uma solucao de (S)-1-((1lS,2R,4R)-2-
acetamido-4-(terc-butilamino)-ciclo-hexil)-2-oxopirrolidina-
3-ilcarbamato de benzilo (43,3 g, 98 mmol) em metanol (400
mL), adicionou-se Pd humido a 10%/C (4,34 g). Evacuou-se a
mistura e carregou-se novamente com hidrogénio por meio de
um baldo de hidrogénio. Agitou-se a mistura a temperatura

ambiente durante 5 horas. Filtrou-se a mistura, lavou-se
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com metanol (500 mL) e concentrou-se sob uma pressao
hipobdrica até a secura. Destilou-se o produto impuro
obtido com IPA (2 x 100 mL) sob pressdo reduzida para se
obter o) produto N-((1lR,2S,5R)-2—((S)-3—-amino-2-oxo0—
pirrolidina-1-il)-5-(terc-butilamino)-ciclo-hexil) -

acetamida com o aspecto de um &leo (30 g, rendimento de

98%). Utilizou-se esta amina no passo subsequente sem mais
purificagdo.

Exemplo 1, passo 1l: a uma soluc¢do de N-((1R,2S,5R)-2-((S)—
3-amino-2-oxopirrolidina-1-11l)-5-(terc-butilamino)-ciclo—-

hexil)-acetamida (30 g, 97 mmol) em IPA (400 mL) adicionou-
se TEA (27 mL, 195 mmol) e 4-cloro-6-(trifluorometil)-—
quinazolina (25 g, 107 mmol; veja-se P. H. Carter, et al.
pedido de patente de invengdo PCT n° WO 2005/021500).
Agitou-se a mistura a temperatura ambiente de um dia para o
outro e depois agitou-se a 70°C durante 1 hora. Concentrou-
se a solucgdo resultante sob pressdo reduzida até a secura.
Dissolveu-se o residuo em diclorometano (1 L) e extraiu-se
duas vezes com uma solugdo de &cido acético I (preparada
por combinacdo de 700 mL de &gua e 22,6 mL de acido acético
glacial) (500 mL, 200 mL). Extraiu-se a camada aquosa
acidica (pH 4-5) com diclorometano (2 x 300 mL). Extraiu-se
a camada de diclorometano com uma solu¢do de acido acético
IT (300 mL; preparada por combinacao de 300 mL de agua com
4 mL de &cido acético glacial). Alcalinizou-se as camadas
combinadas de &cido acético com NaOH 1 M até pH > 12 e
extraiu-se com diclorometano (3 x 700 mL). Secou-se as
camadas combinadas orgénicas e concentrou-se para se obter
um produto impuro com o aspecto de um sdélido (45,6 g,

rendimento de 93%). Purificou-se o produto impuro por
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recristalizacdo a partir de EtOAc (400 mL)/hexano (900 mL)
para se obter 42,86 g (88%) de N-((1lR,2S8,5R)-5-(terc—
butilamino)-2-((8)-2-0oxo-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-
4-ilamino) -pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida com uma
pureza de 99,7%. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & p.p.m. 9,71
(14, s lr), 9,02 (1H, s), 8,71 (1H, d, J = 7,97 Hz), 8,59
(14, s), 8,04 (lH, dd, J = 8,66, 1,79 Hz), 7,88 (1lH, d, J =
8,52 Hz), 4,91-5,13 (1H, m), 4,30-4,57 (1H, m), 3,86 (lH,
dt, 0= 11,89, 3,71, 3,64 Hz), 3,43-3,57 (l1H, m), 3,35-3,45
(lH, m), 3,04 (lH, t, J = 3,85 Hz), 2,23-2,40 (1lH, m),
2,05-2,22 (14, m), 1,90-1,98 (1H, m), 1,86-1,93 (3H, m),
1,50-1,78 (58, m), 0,98-1,15 (9H, m). "C-NMR (126 MHz,
DMSO-dg) o p.p.m. 171,23, 169,35, 159,54, 156,87, 151,17,
128,97, 128,20, 125,76 (1C¢, g, J = 30,52 Hz), 121,55 (1C, s
lr), 124,04 (1C, g, J = 272,11 Hz), 114,31, 53,26, 52,39,
50,81, 47,56, 45,70, 42,77, 34,52, 32,17, 29,14 (3C, s),
26,49, 23,29, 20,30. F-NMR (471 MHz, DMSO-dg¢) & p.p.m.
60,34 (s). m/z: 507,0 [M+H]. Andl. Calc. para C;sHz3NgOsF3:
c, 59,27; H, 6,56; N, 16,59; F, 11,25. Encontrado: C,
59,44; H, 6,64; N, 16,74; F, 10,99.

PREPARAQAO ALTERNATIVA DO EXEMPIO 1

Exemplo 1, preparacdo alternativa, passo 1l: equipou-se um
balao de fundo redondo com 3 vias, seco numa mufla, com uma
barra de agitagdo seca, um condensador de refluxo seco e
dois septa. Depols de se arrefecer sob uma atmosfera de Ny,
carregou—-se sequencialmente o baldo com dcido (1R,2S,5R)-2-
((S)-3-(benziloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidina-1-11)-5-

(terc-butoxicarbonilamino)-ciclo—-hexanocarboxilico (60 g,

126 mmol; veja-se o Exemplo 1, passo 4), acetonitrilo (800
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mL), N-metilmorfolina (27,7 mL, 252 mmol) e azida de
difenilfosforilo (29,9 mL, 139 mmol). Agitou-se a mistura
de reacgdo a temperatura ambiente durante 1 hora e 40
minutos, periodo esse ao fim do qual se adicionou 2-trimetil-
sililetanol (90 mL, 631 mmol). Agqueceu-se a mistura de
reacgdo e atingiu-se o refluxo decorridos 30 minutos.
Manteve-se ao refluxo durante 1 hora, depols deixou-se
arrefecer gradualmente 50°C e depoils arrefeceu-se até 15°C
utilizando arrefecimento exterior. Extinguiu-se a mistura
de reaccdo por meio da adigdo de é&cido acético (1,734 mL,
30,3 mmol). Concentrou-se a mistura de reacg¢do sob uma
pressédo hipobdrica e depois dissolveu-se em EtOAc (1,2 L).
Lavou—-se sequencialmente com &dgua (1 x 0,3 L), com uma
solugdo saturada de NaHCOs; (2 x 0,3 L), com HClL 1 N (1 x
0,3 L) e com salmoura (2 x 0,3 L). Secou-se a fase orgdnica
(NazS04), filtrou-se e concentrou-se sob uma pressao
hipobdarica. No processo de concentrag¢do surgiu um sdélido,
muito no inicio. Depolis de se remover os materiais
voldteis, adicionou-se 800 mL de 10% de EtOAc/hexano e

agitou-se a mistura de um dia para o outro. Recolheu-se o

sélido e secou-se para se obter (1R, 3R, 4S)-4—-((S)-3-
benziloxicarbonilamino-2-oxopirrolidina-1-il)-3-((2-tri-

metilsilil)-etoxicarbonilamino)-ciclo-hexilcarbamato de
terc-butilo (60,5 g, 102 mmol, rendimento de 81%). A

andlise por HPLC revelou que o material apresentava uma
pureza de 72%, com duas impurezas de 12%. Utilizou-se este
material no passo subsequente sem mais purificac¢do. Depois,
concentrou-se o filtrado para se obter mais 4,38 g de

produto. Rendimento total = 64,9 g (87%).
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Exemplo 1, preparacdao alternativa, passo 2: equipou-se um

baldo de fundo redondo de 500 mL com uma barra de agitacgao

e carregou-se sequencialmente com (1R,3R,4S)-4-((S)-3-
benziloxicarbonilamino-2-oxopirrolidina-1-11)-3-((2-tri-
metilsilyl)-etoxicarbonolamino)-ciclo-hexilcarbamato de

terc-butilo (60,5 g), CHxCl, (180 mL) e uma solucgdo de
mono—hidrato do &cido para-tolueno-sulfdénico (19,48 g, 102
mmol) em CH,Cl, (120 mL) e metanol (30 mL). Colocou-se a
mistura num evaporador rotativo e removeu-se a maior parte
do CH,Cl, (temperatura de banho de cerca de 20°C). Quando
se iniciou a forma¢do de espuma na mistura, interrompeu-se
o vacuo e aumentou-se a temperatura do banho para 46°C (a
temperatura varia entre 44°C e 51°C; controlou-se por meio
da adicdao de gelo externo). Efectuou-se a rotacdo da
mistura a esta temperatura durante exactamente uma hora (ao
longo deste passo verificou-se a libertacdo de gds) e
depois diluiu-se com EtOAc (1 L). Lavou-se a fase orgénica
com NH OH 0,5 N (2 x 250 mL). Combinou-se as &guas de
lavagem aquosas e colocou-se a parte. Lavou-se a fase
orgédnica com uma solugdo saturada de NHsCl (1 x 250 mL) e
com uma solucao saturada de NaCl (1 x 250 mL); deitou-se
foram estas dguas de lavagem aquosas. Extraiu-se novamente
as lavagens de NH4OH combinadas inicialmente com EtOAc (1 x
250 mL) e lavou—-se o extracto orgdnico com uma solugdo
saturada de NH4Cl (1 x 60 mL) e com uma solucdo saturada de
NaCl (1 x 60 mL). Combinou-se todos os extractos orgdnicos,
secou—se (Na,S04), filtrou—-se e concentrou-se. Purificou-se
o residuo por eluigdoc através de uma camada de S1i0, (13 cm
de largura x 7,5 cm de altura). O primeiro eluente era
EtOAc puro (cerca de 4 L). O segundo eluente era uma

mistura a 1:9 de 10% de NH,OH em MeOH/CH,Cl, (cerca de 5 L).
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Juntou-se as fracg¢des que continham o produto desejado e
evaporou-se para se obter o (1R,2S5,5R)-5-amino-2-((S)-3-
benziloxicarbonilamino-2-oxopirrolidina—-1-il)-ciclo-hexil-

carbamato de 2—-(trimetilsilil)-etilo desejado (31,6 g, 64,4

mmol, rendimento de 63%).

Exemplo 1, preparagdo alternativa, passo 3: carregou-se uma
solugdo agitada de (1R,2S5,5R)-5-amino-2-((S)-3-benziloxi-
carbonilamino-2-oxopirrolidina-1-1il)-ciclo-hexilcarbamato
de 2—(trimetilsilil)-etilo (400 mg, 0,82 mmol) em
acetonitrilo (3 mL) sequencialmente com diisopropil-
etilamina (315,8 mg, 3 eq.) e bromoacetonitrilo (109,5 mg,
1,1 eqg.). Agitou-se a mistura a 40°C durante 30 horas.
Removeu-se o solvente sob pressdo reduzida. Purificou-se o
residuo por cromatografia em coluna através de gel de
silica, utilizando como eluente 1,5% de metanol em
diclorometano. Obteve-se o (1R, 25,5R)-2—-((S)—-3-
benziloxicarbonilamino-2-oxopirrolidina-1-il)-5-(ciano-
metilamino)-ciclo-hexilcarbamato de 2-(trimetilsilil)-etilo
com o aspecto de um sélido branco (400 mg, 93%). LC/MS

encontrado [M + H]' = 530.

Exemplo 1, preparagdo alternativa, passo 4: preparou-se uma
solugdo agitada de (1R,2S,SR)-2-((S)-3-benziloxicarbonil-
amino-2-oxopirrolidina-1-il)-5-(cianometilamino)-ciclo-

hexilcarbamato de 2-(trimetilsilil)-etilo (400 mg, 0,76
mmol) em diclorometano (5 mL), arrefeceu-se até 0°C e
carregou-se progressivamente com m-CPBA (372,6 mg, 2,2 ed.).
agitou-se a mistura a temperatura ambiente durante 1,5
horas. Adicionou-se uma solugdo saturada de Na,$,053 (3 mL) e

uma solug¢do saturada de NaHCO; (3 mL) e agitou-se a mistura
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a temperatura ambiente durante 0,5 hora. Diluiu-se a
mistura com diclorometano (80 mL), lavou—-se com uma solugdao
saturada de NaHCO; (20 mL) e com salmoura (20 mL). Secou-se
a solugdo sobre NayS0O; anidro, filtrou-se e concentrou-se
sob uma pressdo hipobdrica. Dissolveu-se o residuo obtido
em metanol (5 mL) e carregou-se a solugdao com NH,OH-HC1
(262,7 mg, 5 eq.). Agitou-se a mistura a 60°C durante 2,5
horas. Depols de se arrefecer até a temperatura ambiente,
diluiu-se a mistura com diclorometano (80 mL) e filtrou-se
através de uma camada de celite. Lavou-se o filtrado com
uma soluc¢do saturada de NaHCO; (2 x 20 mL). Extraiu-se as
dguas de lavagem aquosas com diclorometano (30 mL).
Combinou-se as camadas de diclorometano e lavou-se com
salmoura (30 mL). Secou-se a solugdo sobre Na,S0O, anidro,
filtrou-se e concentrou-se sob uma pressdo hipobdrica para
se obter (1R, 2S,5R)-2—((S)—-3-benziloxicarbonilamino—-2—-
oxopirrolidina-1-il)-5-(hidroxiamino)-ciclo-hexilcarbamato

de 2—-(trimetilsilil)-etilo (350 mg, 91%). LC/MS encontrado
[M + H]" = 507.

Exemplo 1, preparac¢do alternativa, passo 5: preparou-se uma
solucgdo de (1R, 2S,5R)—2—((S)—-3-benziloxicarbonilamino-2—-
oxopirrolidina-1-il)-5—-(hidroxiamino)-ciclo-hexilcarbamato

de 2-(trimetilsilil)-etilo (350 mg, 0,69 mmol) em acetona
(5 mL) e agitou-se a temperatura ambiente durante 16 horas.
Concentrou-se a mistura sob uma pressao hipobédrica.
Dissolveu-se o residuo em THF anidro (7 mL) e arrefeceu-se
até 0°C. Adicionou-se, gota a gota, uma solugdo de MeMgBr
(1,1 mL, 3 M em éter dietilico, 5 eg.). Agitou-se a mistura
a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Extinguiu-se a

mistura de reacg¢do com d&gua (5 mL) a 0°C. Diluiu-se a
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mistura com acetato de etilo (100 mL) e filtrou-se através
de uma camada de celite. Lavou-se o filtrado com salmoura
(30 mL). Secou-se a solugao sobre MgSO, anidro, filtrou-se
e concentrou-se sob uma pressdo hipobdrica. Dissolveu-se o
residuo em 2 mL de acetonitrilo e adicionou-se 1 mL de CS,.
Agitou-se a mistura a temperatura ambiente durante 1 hora.
Removeu-se o solvente e purificou-se o produto impuro por
cromatografia em coluna através de gel de silica,
utilizando como eluente 1,5% de metanol em diclorometano,
para se obter o (1R,28,5R)-2-((S)-3-benziloxicarbonilamino—
2-oxopirrolidina-1-1il)-5-(terc-butilamino)-ciclo-hexil-

carbamato de 2-(trimetilsilil)-etilo (160 mg, 42%). LC/MS

encontrado [M + H]' = 547.

Exemplo 1, preparagdo alternativa, passo 6: preparou-se uma
solugdo agitada de (1R,2S,5R)-2-((S)-3-benziloxicarbonil-
amino-2-oxopirrolidina-1-1il)-5-(terc-butilamino)-ciclo-
hexil-carbamato de 2-(trimetilsilil)-etilo (100 mg, 0,183
mmol) em diclorometano (3 mL) e carregou—-se com acido
trifluoroacético (2 mL). Agitou-se a mistura de reacgdo
durante 2 horas a temperatura ambiente e concentrou-se sob
uma pressdo hipobarica. Dissolveu-se o residuo em
diclorometano (50 mL) e lavou-se com uma solugdo saturada
de NaHCO; (20 mL). Extraiu-se a <camada aquosa com
diclorometano (3 x 30 mnL). Combinou-se as camadas de
diclorometano e secou-se sobre NapSO; anidro, filtrou-se e
concentrou—-se sob uma pressdo hipobdrica para se obter (S)-—
1-((1S, 2R, 4R)-2—-amino—-4-(terc-butilamino)-ciclo-hexil)-2-
oxopirrolidina-3-ilcarbamato de benzilo (66 mg, 90%). LC/MS

encontrado [M + H]' = 403.
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Exemplo 1, preparac¢do alternativa, passo 7: preparou-se uma
solucgdo de (S)-1-((S, 2R, 4R)-2—amino—4— (terc—-butilamino) —
ciclo-hexil)-2-oxopirrolidina-3-ilcarbamato de benzilo (22
mg, 0,055 mmol) em diclorometano (2 mL), carregou-se
sequencialmente com trietilamina (11,1 mg, 2 eqg) e anidrido
acético (6,1 mg, 1,1 eq.). Agitou-se a mistura de reacgdo
durante 1,5 horas a temperatura ambiente, diluiu-se com
diclorometano (50 mL) e lavou-se com uma solugdo saturada
de NaHCOsz (20 mL). Secou-se a fase orgdnica sobre Na,SO,
anidro, filtrou-se e concentrou-se sob uma pressao
hipobdrica para se obter (S)-1-((1S,2R,4R)-2-acetamido—4-
(terc-butilamino)-ciclo-hexil)-2-oxopirrolidina-3-1il1-
carbamato de benzilo (22 mg, 90%). LC/MS encontrado [M +
H]"® = 445,

Exemplo 1, preparagdo alternativa, passo 8: a uma solugdo
de (S)-1-((1S,2R,4R)—-2-acetamido—4—(terc-butilamino)-ciclo-
hexil)-2-oxopirrolidina-3-ilcarbamato de benzilo (22 mg,
0,05 mmol) em metanol (2 mL) adicionou-se Pd(OH). (20 mg de
catalisador humido a 50%). Evacuou-se o baldo e encheu-se
novamente com hidrogénio a partir de um Dbaldao de
hidrogénio. Agitou-se a mistura a temperatura ambiente
durante 1 hora e removeu-se o catalisador por filtracdo.
Concentrou-se o filtrado sob uma pressdo hipobdrica para se
obter N-((1lR,2S,5R)-2-((S)-3—-amino-2-oxopirrolidina-1-il)-
5-(terc-butilamino)-ciclo-hexil)-acetamida (13 mg, 85%) .

LC/MS encontrado [M + H]® = 311.

Exemplo 1, preparagdo alternativa, passo 9: a uma solugdo
de N-( (1R, 2S,5R)-2-((S)-3-amino-2-oxopirrolidina-1-i1)-5-

(terc—butilamino)-ciclo—hexil)—-acetamida (70 mg, 0,225
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mmol) em 1sopropanol (3 mL) adicionou-se 4-cloro-6-
(trifluorometil)-quinazolina (63 mg, 1,2 eqg.) e trietil-
amina (56,9 mg, 2,5 eqg.). Agitou-se a mistura a temperatura

ambiente durante 1,5 horas. Removeu-se o solvente sob
pressao reduzida. Purificou-se o residuo por HPLC
preparativa para se obter o composto em epigrafe sob a
forma do seu sal bis-TFA (110 mg, 67%). LC/MS encontrado [M
+ H]' = 507.

22 PREPARAGCAO ALTERNATIVA DO EXEMPLO 1
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Exemplo 1, 22 preparagdo alternativa, passo 1la: num
hidrogenador, introduziu-se o sal 4-tolueno-sulfonato
(7R, 8S)-8-((S)-1-fenil-etilamino)-1,4-dioxa-espiro[4,5]—

decano-7-carboxilato de etilo 1A (1417 g, 2,8 moles, c.f.:
W02004098516, preparada de um modo andlogo ao descrito na
patente de invenc¢do norte—-americana n°® 6 835 841l), etanol
(200 de prova, 11,4 L) e catalisador de Pd a 10%/C (50% a
himido, 284 g). Tornou-se a mistura inerte com azoto,
depois pressurizou-se com hidrogénio gasoso (45 psig) e
agitou-se vigorosamente aproximadamente a 40°C até se ter
consumido o material de partida (HPLC). Arrefeceu-se a
suspensdo, purgou-se com azoto gasoso e removeu-se O
catalisador por filtrag¢do enquanto a mistura se encontrava

inerte. Lavou-se o catalisador gasto com etanol (4,3 L).
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combinou-se o filtrado e as &guas de lavagem e concentrou-
se sob uma pressdo hipobdrica até um volume de 2 L a 3 L,
mantendo a temperatura do banho entre 40°C e 60°C.
Carregou—-se com acetato de isopropilo (5 L) e concentrou-se
a mistura até um volume de ~2 L, até se ter removido a
maior parte do etanol (< 0,5%) e um teor residual de
humidade < 1000 p.p.m.. Ajustou-se o volume do lote até
~7,5 L por adigdo de acetato de isopropilo. Aqueceu-se a
mistura até 80°C até ficar limpida e depois arrefeceu-se
até 65°C-70°C. Adicionou-se cristais primdriocs de 1 (5 g) e
arrefeceu-se o lote até 50°C ao longo de 2 horas, depois
arrefeceu-se novamente até 20°C ao longo de 4 horas e
manteve-se a esta temperatura durante ~10 horas. Filtrou-se
a pasta resultante e lavou-se a pasta com acetato de
isopropilo (2 L). Secou-se o produto sob uma pressdo
hipobdrica a ~35°C até se reduzir os materiais voldateis
para um valor inferior a ~1% (LOD). Obteve-se o sal 4-
tolueno-sulfonato de (7R,8S)-8-amino-1,4-dioxa-espirol4,5]—
decano-7-carboxilate de etilo com o aspecto de um sdélido
branco cristalino (936 g, rendimento de 83%; pureza por
HPLC: 99,8%). 'H-NMR: (300 MHz, CDCls;) 8,14-7,89 (s Llr,
3H), 7,75 (4, J 9,0 Hz, 2H), 7,15 (d, J 8,0 Hz, 2H), 4,22-
4,04 (m, 2H), 4,01-3,77 (m, 4H), 3,55-3,43 (m, 1H), 3,20-
3,13 (m, 1H), 2,40-2,27 (m, 4H), 2,21-1,94 (m, 2H), 1,81-
1,51 (m, 3H), 1,23 (t, J 7,0 Hz, 3 H); HPLC: ‘Waters Xterra
MS C18’, 4,6 mm x 150 mm d.i., tamanho de particula 3,5 um,
0,05% de NH40H (5% de ACN, 95% de H,0, solvente A) até
0,05% de NH4OH (95% de ACN, 5% de H;0, solvente B), 5% de B
até 20% de B em 10 minutes, depois 95% de B em 25 minutos,

depois 5% de B em 1 minuto; 11,1 minutos (aminoéster 1).
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Exemplo 1, 22 preparacgdo alternativa, passo lb: combinou-se
o sal 4-tolueno—-sulfonato de (7R,8S)—-8-amino—1,4-dioxa—
espiro[4,5]decano-7-carboxilato de etilo 1 (450,1 g; o
produto da desprotecg¢do redutiva de um composto conhecido -
veja—-se R. J. Cherney, WO 2004/098516 e G. V. Delucca & S.
S. Ko, WO 2004/110993), com cloridrato de 1-etil-3—(3-
dimetil-amino-propil)-carbodiimida (236,3 g), hidrato 1-
hidroxi-benzotriazole (171,9 g), N-carbobenziloxi-L-
metionina (333,4 g) e acetonitrilo (3,1 L). A esta mistura
agitada adicionou-se trietilamina (249,5 g) a uma
temperatura inferior a 30°C. Depois de se completar a
reacgao (HPLC), diluiu-se a mistura com acetato de etilo
(8,2 L) e lavou-se com uma solugdo aquosa de bicarbonato de
potdssio a 25% (2 x 4,5 L) e depois com 4&gua (4,5 L).
Separou-se a fase orgadnica e concentrou-se sob pressdo
reduzida para se obter uma solugdo de (7R,8S)-8-((S)-2-
benziloxicarbonilamino-4-metilsulfanil-butirilamino)-1,4-

dioxa-espiro[4, 5]decano-7-carboxilato de etilo 2 (1,4 L).
Adicionou-se iodeto de metilo (2,39 kg), protegeu-se o
recipiente de luz e manteve-se a mistura sob agitacao lenta
durante cerca de 24 horas. A este precipitado amarelo
espesso adicionou-se éter metil-terc-butilico (2,7 L) e
manteve-se a mistura durante cerca de 1 hora. Isolou-se o

produto por filtragdo, lavou-se a pasta com éter metil-
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terc-butilico (2 x 1,4 L), depolis secou-se sob uma pressao

hipobdrica para se obter iodeto de [(S)-3-benziloxi-
carbonilamino-3-((7R,8S)-7-etoxicarbonil-1,4-dioxa-espiro-
[4,5]dec-8-il-carbamoil)-propil]-dimetil-sulfénio 3 (671,4
g, rendimento de ~94%) <com o aspecto de um sdélido
esbranquic¢ado (pureza por HPLC 99,9%).
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Exemplo 1, 22 preparacdo alternativa, passo 2: combinou-se

o sal de sulfdénio 3 (619,4 g), carbonato de césio

(6,2 L)

(416,8 qg)
e sulféxido de dimetilo anidro num reactor equipado
com um depurador para neutralizar os sulfuretos voldteis.
Manteve-se sob agitac¢do vigorosa até se obter uma conversao
Adicionou-se acetato de etilo

(3 L).

completa (HPLC). (12,4 L) e

depois salmoura a 20% Separou-se a fase organica,

lavou-se duas vezes com salmoura (2 x 3 L) e evaporou-se

para se obter uma solugdo de (7R,8S)-8-((S)-3-benziloxi-
carbonilamino-2-oxo-pirrolidina-1-il1)-1,4-dioxa-espiro([4,5]-
decano-7-carboxilato de etilo 4 em acetato de etilo (~0,8

L). Adicionou-se acetona (2,55 L) e depois uma

(2,3 L).

solugao
aquosa de 4dcido cloridrico 0,5 M Utilizando uma
boa mistura, agqueceu-se a solucgdo até 50°C a 60°C até se

completar a conversdao do composto 4 em (1R,2S)-2-((S)-3-

benziloxi-carbonilamino-2-oxo-pirrolidina-1-il)-5-oxo—

ciclo-hexano-carboxilato de etilo 5 (HPLC). Concentrou-se a
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mistura sob pressdo reduzida, enquanto estava a uma
temperatura inferior a 40°C, arrefeceu-se até ~30°C e
adicionou—-se agua (4,1 L). Arrefeceu-se a pasta resultante
até uma temperatura entre 5°C e 10°C e agitou-se durante ~1
hora. Filtrou-se o produto e lavou-se a pasta com agua (2 x
2,5 L). Secou-se a pasta até um peso constante inferior a
uma temperatura inferior a 40°C num forno sob uma pressdo
hipobdrica. Obteve-se a ciclo-hexanona 5 (272 g, rendimento

de 70%) (pureza por HPLC 98,7%).
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Exemplo 1, 22 preparacdo alternativa, passo 3: colocou-se
em suspensao ciclo-hexanona 5 (100 g) em THE (500 mL) e
arrefeceu-se até 0°C. Adicionou-se NaOH 1 N (271 g) a 0°C-
5°C e agitou-se a mistura bifdsica a £ 5°C pelo menos
durante uma hora. Adicionou-se MTBE (500 mL) e separou-se
as camadas. Lavou-se a camada aquosa inferior novamente com
MTBE (500 mL) e separou-se as camadas. Carregou-se
diclorometano (500 mL) na camada aquosa rica em produto e
arrefeceu-se a mistura até 0°C. Introduziu-se HC1 3 N (156
g), mantendo a temperatura £ 5°C. Depois de se agitar pelo
menos durante 10 minutos, aqueceu-se a mistura até 20°C-
25°C e separou-se as camadas. Extraiu-se a camada aquosa
com diclorometano (100 mL). Combinou-se as camadas

organicas e permutou-se o solvente para tolueno por meio de
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destilacao. Ajustou-se o volume da solugdo de tolueno até
cerca de 1 L e adicionou-se mono-hidrato do &cido p-
tolueno-sulfénico (0,24 g). Adicionou-se etileno-glicol
(16,22 g), destilou-se a mistura a pressdo atmosférica até
se completar a formagdo do composto 7 e se obter um volume
de cerca de 500 a 700 mL. Arrefeceu-se a solucao até cerca
de 70°C e adicionou-se acetato de etilo (500 mL), mantendo
a temperatura a cerca de 70°C. Arrefeceu-se a mistura e
filtrou-se para se obter 73 g (rendimento de 70%) do
composto 7, o dcido (7R, 85)—-8—((3S)-3—(((benziloxi) -
carbonil)-amino)-2-oxo-1l-pirrolidinil)-1, 4-dioxa-espiro[4,5]—

decano-7-carboxilico.
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Exemplo 1, 22 preparacdo alternativa, passo 4: numa pasta
do composto 7 (147 q) em tolueno anidro (370 mL)
introduziu-se trietilamina (32,7 g) a 15°C-25°C. Depois da
pasta se tornar numa solugdo apdés 10 a 15 minutos sob
agitagdo a 25°C, arrefeceu-se o recipiente até -10°C e
introduziu-se cloroformato de isobutilo (44,1g) a -10°C-
0°C. Agitou-se a mistura a -10°C-0°C durante cerca de 30
minutos. Adicionou-se uma solug¢do de azida de sdédio (42 g)
e brometo de tetrabutil-aménio (5,2 g) em agua (130 mL), a
-10°C-0°C. Agitou-se vigorosamente a pasta bifdsica pelo
menos durante uma hora e adicionou-se tolueno (1750 mL) e

depois 4dgua (300 mL). Agitou-se as duas fases pelo menos
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durante 10 minutos, separou—-se a camada orgdnica superior e
secou-se com crivos moleculares de 4 A. Adicionou-se
anidrido acético (76 mL) e dcido acético (28 mL) e aqueceu—
se a solucao até 80°C-90°C durante 1 a 4 horas, até se
detectar <2 AP do intermedidrio 9 por HPLC. Removeu-se
parcialmente por destilacgdo o solvente até cerca de dois
ter¢os do volume inicial sob uma pressdo atmosférica,
arrefeceu-se a solugdo até a temperatura ambiente e agitou-—
se a pasta resultante durante 16 horas. Adicionou-se
lentamente heptano (350 mL) e agitou-se a pasta durante 1
hora. Filtrou-se os sdélidos, lavou-se com tolueno/heptano a
4:1 (300 mL) secou-se para se obter 109 g (rendimento de
78%) do composto 10, ((35)-1-((7R,8S)-7—acetamido-1, 4-
dioxa-espiro[4,5]dec-8-11)-2-0x0-3-pirrolidinil)-carbamato

de benzilo.
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Exemplo 1, 22 preparagdo alternativa, passo 5: a uma

¥

-

solugdo do composto 10 (109 g) em acetona (760 mL)
adicionou-se HCL 1 N (760 mL). Aqueceu-se a mistura até
50°C durante 2,5 horas. Removeu-se a acetona por destilacgao
sob pressdo reduzida e extraiu-se o produto duas vezes com
diclorometano 1 x 1 L e 1 x 0,5 L. Combinou-se as camadas
de diclorometano e permutou-se o diclorometano para acetato
de etilo por destilacgdo, até o ponto de ebuligdo da mistura

atingir 78°C e o volume final ser de cerca de 10 mL/g da
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entrada do composto 10. Arrefeceu-se a pasta de acetato de
etilo até a temperatura ambiente, agitou-se durante 16
horas, filtrou-se os sdélidos e lavou-se com acetato de
etilo (400 mL). Secou-se o sé6lido para se obter 84 g
(rendimento de 87%) do composto 11, ((3S)-1-((1S,2R)-2-
acetamido-4-oxociclo-hexil)-2-0x0-3-pirrolidinil)-carbamato

de benzilo.
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Exemplo 1, 22 preparacg¢ao alternativa, passo 6:

O reagente TiCl,(OPri), foi pré-formado por adigao de
Ti(OiPr)s (11,5 mL) a wuma solugdo de TiCl, 1 M em
diclorometano (39 mL) a 5°C-10°C e subsequente agitagao a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Dissolveu-se o com
11 (25 g) em diclorometano (500 mL) e adicionou-se t-
butilamina (34 mL) &a temperatura ambiente. Decorridos 10
minutos, arrefeceu-se a solugao até -25°C a -20°C e
adicionou-se a solucgdo pré-formada de reagente de titdnio a
uma temperatura inferior a -20°C. Deixou-se aquecer a
mistura até a temperatura ambiente e agitou-se durante 1
hora. Retirou-se uma amostra para confirmar a formagdo
completa de imina por mini-extingdo com boro-hidrato de
sédio em metanol (auséncia de &lcools 1indica o consumo
completo da cetona de partida 11). Adicionou-se entdo
sulfureto de dimetil-borano (7,0 mL) a 0°C-5°C, aqueceu-se

a mistura de reaccdo até a temperatura ambiente e agitou-se
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pelo menos durante 5 horas. Evaporou-se parcialmente o
diclorometano (cerca de metade) sob pressdo reduzida e
adicionou-se acetato de etilo humido (300 mL, pré-formado
por agitacdo de acetato de etilo com &gua), no intervalo de
30 a 60 minutos. Agitou-se a pasta resultante pelo menos
durante 4 horas, filtrou-se os sdélidos e lavou-se diversas
vezes com diclorometano, até ndo existir mais de 5% M de
produto na pasta de filtragdo. Combinou-se o filtrado e as

dguas de lavagem, adicionou-se HCl1 1 N (200 mL) e agitou-se

a mistura Dbifdsica pelo menos durante 30 minutos (a
libertacdo de gés parou ao fim de ~20 minutos). Separou-se
a camada aquosa rica em produto (fase superior) e

adicionou-se diclorometano (500 mL). Adicionou-se hidrdéxido
de aménio concentrado a mistura bifdsica agitada até se
ajustar o valor de pH para 8-8,5 (~15 mL). Separou-se a
fase orgadnica, lavou-se com 2 x 100 mL de cloreto de aménio
a 14% em peso, para se remover o 1sdmero trans indesejado
do composto 12, e por ultimo com &agua (25 mL). Permutou-se
o diclorometano para acetato de etilo por destilacgdao sob
uma pressao normal, até o ponto de ebuligdo da mistura
atingir 78°C e o volume final ser cerca de 5 mnmL/g de
entrada de composto 11 (~140 mL). Arrefeceu-se a solugao
até a temperatura ambiente. Adicionou-se lentamente heptano
(250 mL) a 40°C-50°C e wverificou-se o inicio da
cristalizagdo do composto 12. Agitou-se a pasta a
temperatura ambiente durante 3  horas, filtrou-se os
s6lidos, lavou-se com heptano (100 mL) e secou-se para se
obter 20,1 g (rendimento de 70%) do composto 12, ((3S)-1-
((1S, 2R, 4R) -2-acetamido-4- (terc-butilamino)-ciclo-hexil)-2-
oxo-3-pirrolidinil)-carbamato de benzilo, com o aspecto de

cristais fofos brancos.
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Exemplo 1, 22 preparacdo alternativa, passo 7: dissolveu-se
o composto 12 (20 g) em metanol (400 mL) e adicionou-se
catalisador de Pd a 5%/C (1,8 g, 9% em peso). Submeteu-se a
mistura a hidrogenacgdo a 25°C e 25 psig durante 3 horas.
Removeu-se o catalisador por filtragdo e permutou-se o
metanol para acetato de etilo por destilacdo continua.
Deixou-se cristalizar o produto a partir de acetato de
etilo (160 mL), durante o arrefecimento. Adicionou-se
heptano (160 mL) a 25°C, agitou-se a pasta durante 1 hora,
filtrou-se o produto, lavou-se com heptano e secou-se para
se obter 12,8 g (rendimento de 94%) do composto 13, N-
((1R,2S,5R)-2-((3S)-3-amino—-2-oxo-1l-pirrolidinil)-5-(terc-

butilamino)-ciclo—hexil)—-acetamida.
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Exemplo 1, 22 preparacdo alternativa, passo 8: colocou-se
em suspensdao 6—(trifluorometil)-4-quinazolinol, 14 (5 g;
veja-se P. H. Carter, et al. pedido de patente de invencgédo
PCT n°® WO 2005/021500) em diclorometano (100 mL).
Adicionou-se N,N-diisopropiletilamina (4,2 mL, 1,05 eg.) e

DME (0,4 mL, 0,2 eq.). Adicionou-se entdo cloreto de
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oxalilo (3,0 mL, 1,5 eqg.) a pasta agitada a 20°C-25°C, sob
arrefecimento (adic¢do exotérmica). Agitou-se a pasta cor-
de-laranja a 30°C-35°C durante 2 horas. Observou-se uma
libertacao controlada de gas ao longo de ~1,5 horas, ao fim
do qual a pasta se transformou numa solugdao cor-de-laranja.
Depois de se arrefecer até 20°C, adicionou-se, gota a gota,
a solugdo de reacg¢do a uma solugao aquosa de KyHPO, a 20%
em peso (50 mL), sob agitagdo vigorosa e libertagdo de gds.
Separou-se a fase orgdnica inferior e lavou-se uma vez mais
com uma solugdo aquosa de KpyHPO; a 20% em peso (50 mL).
Utilizou-se a solugdo orgdnica tal qual no passo

subsequente, num intervalo de 16 horas.

o NHAC . CH; %
; N o NHAC
iy ¢

13 % g;\'ﬁ Exemplo 1

Exemplo 1, 22 preparagido alternativa, passo 8: a uma
solugdo do composto 15 em diclorometano (22 mL, 5,5 mmol)
adicionou-se o sé6lido 13 (1,55 g, 5 mmol) e agitou-se a
mistura a temperatura ambiente até se dissolverem os
s6lidos. Adicionou-se trietilamina (1,4 mL, 11 mmol) e
agitou-se a mistura durante 24 horas a temperatura
ambiente. Adicionou-se 4&gua (10 mL), agitou-se as duas
fases durante 10 minutos e separou-se a fase orgdnica.
Permutou-se o diclorometano para acetato de etilo por

destilacdo continua, até o ponto de ebulic¢do da mistura
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atingir 78°C e o volume final ser cerca de 10 mL/g de
entrada do composto 13 (~15 mL). Arrefeceu-se a pasta até a
temperatura ambiente, adicionou-se lentamente heptano (15
mL) e aglitou-se a pasta durante 16 horas. Filtrou-se os
sélidos, lavou-se com heptano/acetato de etilo a 1:1 (5 mL)
e secou-se para se obter 1,83 g (rendimento de 72%) de
cristais beges (forma N-2 por XRD) de N-((1lR,2S,5R)-5-
(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6—(trifluorometil) -

quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-

acetamida, Exemplo 1.

EXEMPLO 2
Formas de cristal de N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-1-oxo-3-(6-(trifluorometil) -quinazolina-4-ilamino) -
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida

As diversas formas de <cristal de N-((1R,2S,5R)-5-
(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6—(trifluorometil) -
quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-
acetamida, base livre, foram preparadas e caracterizadas

conforme a seguir se descreve.

PROCEDIMENTOS PARA A CARACTERIZAQAO DAS FORMAS
Dados de um cristal dnico

Os dados foram recolhidos num difractémetro Bruker-—
Nonius (BRUKER AXS, Inc., 5465 East Cheryl Parkway Madison,
WI 53711 USA), com o numero de série CAD4. OS pardmetros da
célula unitdria foram obtidos por andlise dos minimos
quadrdticos das definigdes experimentais do difractdémetro
de 25 angulos de reflexdo elevados. As intensidades foram
determinadas utilizando radiacdo Cu Ka (A = 1,5418 A) a uma

temperatura constante por meio da técnica de pesquisa
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varidvel 6-26 e foram corrigidos apenas para factores de
polariza¢do de Lorentz. As contagens de fundo foram
recolhidas para os extremos da pesquisa para metade do
tempo da pesquisa. Em alternativa, os dados para o cristal
unico foram recolhidos num sistema Bruker—-Nonius Kappa CCD
2000, utilizando radiacdo Cu Ka (A = 1,5418 A). A indexacdo
e o processamento dos dados de intensidade determinados
foram efectuados com o conjunto de programas informdticos
HKL2000 (Otwinowski, Z. & Minor, W. (1997) em Macromolecular
Crystallography. eds. Carter, W.C. Jr & Sweet, R.M.
(Academic, NY), Vol. 276, pags. 307-326) no conjunto de

programas Collect. (‘Collect Data collection and processing
user interface: Collect: Data collection software, R.
Hooft, Nonius B.V., 19987) . Em alternativa, forma

recolhidos dados de cristal tuUnico num sistema Bruker—-AXS
APEX2 CCD, wutilizando radiagcao Cu Ko (A = 11,5418 A). A
indexagdo e o processamento dos dados de intensidade
medidos foram efectuados com o conjunto de programas
informdticos APEX2 (APEX2 Data collection and processing
user interface: APEX2 User Manual, v1.27; BRUKER AXS, Inc.,
5465 East Cheryl Parkway Madison, WI 53711 USA).

Quando indicado, o©os <c¢ristalis foram arrefecidos na
corrente fria de um sistema de criogenagdo Oxford (Oxford
Cryosystems Cryostream cooler: J. Cosier and A.M: Glazer,
J. Appl. Cryst., 1986, 19, 105) durante a recolha de dados.

As estruturas foram determinadas por métodos directos
e refinadas com base nas reflexbes observadas utilizando um
conjunto de programas informdticos SDP (SDP, conjunto
informdtico para a determinacdo de estruturas, Enraf-
Nonius, Bohemia NY 11716, factores de dispersdo, incluindo

£' e f", no programa informdtico SDP forma retirados de
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“International Tables for Crystallography”, Kynoch Press,
Birmingham, Inglaterra, 1974; Vol. IV, Tabelas 2,2A e
2,3,1) com pequenas modificag¢des locals ou o©0s programas
informdticos cristalogrdficos MAXUS (programa informdtico
de resolugdao e refinamento maXus: S. Mackay, C.J. Gilmore,
C. Edwards, M. Tremayne, N. Stewart, K. Shankland. maXus: a
computer program for the solution and refinement of crystal
structures from diffraction data or SHELXTL'. Os pardmetros
atdémicos obtidos (coordenadas e factores de temperatura)
foram refinados através de uma andlise de minimos
quadrdticos de matriz completa. A funcdo minimizada na
refinagcao foi EW(IFO\f\FC\)Z, R é definido como | |F.|-—
|Fel | /Z|Fsl, ao passo que R, = [Bu(|Fol-IFcl)?/SulFol?1Y?, em
que w é uma fungdo de pesagem adequada com base em erros
nas intensidades observadas. Foram examinados mapas
diferentes para todas as etapas de refinamento. Foram
introduzidos 4&tomos de hidrogénio em posicdes idealizadas
com Zfactores de temperatura isotrdpicos, ndo se tendo

alterado os paradmetros de hidrogénio.

Dados de difracgdo de raio-X no pé (PXRD)

Os dados de PXRD foram obtidos utilizando um
dispositivo Bruker C2 GADDS. A radiacdo foli de Cu Ko (40
KV, 50 mA). A distédncia amostra-detector foi de 15 cm. As
amostras de pd foram colocadas em capilares de vidro
fechados estanquemente com um didmetro de 1 mm ou inferior;
rodou-se a capilaridade durante a recolha de dados. Os
dados foram recolhidos para 3° < 26 £ 35° com um tempo de
exposigdo de amostra pelo menos de 2000 segundos. Os arcos
de difracg¢des bi-dimensionais resultantes foram integrados

para criar um padrdo PXRD tradicional com 1 dimensdoc com um
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tamanho de passo de 0,02 graus 26 no intervalo compreendida

entre 3 e 35 graus 260.

Calorimetria de pesquisa diferencial (DSC)

As experiéncias DSC foram realizadas num dispositivo
TA Instruments™, modelo Q1000 ou 2920. Pesou-se a amostra
(entre 2 mg e 6 mg) num recipiente de aluminio e registou-
se com exactiddo até a centésima de um miligrama, e
transferiu-se para o DSC. Purgou-se o instrumento com azoto
gasoso a 50 mL/minuto. Os dados foram recolhidos a uma
temperatura compreendida entre a temperatura ambiente e
300°C para uma taxa de aquecimento de 10°C/minuto. A
representagdo fol efectuada com os picos endotérmicos a

apontar para baixo.

Anilise gravimétrica térmica (TGA)

As experiéncias de TGA foram realizadas num
dispositivo TA Instruments™, modelo Q500 ou 2950. Colocou-—
se a amostra (cerca de 10 mg a 30 mg) num recipiente de
platina previamente tarado. Mediu-se com exactiddo o peso
da amostra e registou-se até a centésima de miligrama pelo
dispositivo. Purgou-se o forno com azoto gasoso a 100
mL/minuto. Os dados foram recolhidos a uma temperatura
compreendida entre a temperatura ambiente e 300°C para uma

taxa de aquecimento de 10°C/minuto.

PREPARACAO E ANALISE DAS FORMAS

Os dados da célula unitdria e outras propriedades para
estes exemplos estao apresentados no quadro 1. Os
pardmetros da célula unitédria foram obtidos a partir da

andlise cristalogrdfica de raio-X de um cristal uUnico. E
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possivel encontrar uma descrigdao detalhada das células
unitdrias no capitulo 3 da obra de Stout & Jensen, X-Ray
Structure Determination: a Practical Guide, (MacMillian,
1968) .

As coordenadas atdémicas fraccionals para os exemplos
2a, b, ¢, d, e, £ e g, bem como as condig¢des para as quais
foram determinadas sdo apresentadas nos quadros 2 a 9.

Além disso, as posigdes caracteristicas do pico de
difracgdo de raio-X no pd (graus 26 £ 0,1l) a temperatura
ambiente para os exemplos 2a, b, ¢, d, e e £ sao
apresentados no quadro 9, os quals sao baseados em padrdes
de qualidade elevada recolhidos com um difractdémetro (CuKa)
com uma capilaridade giratdéria com 26 calibrado com um
padrdo adequado diferente de NIST.

Por ultimo, as figuras 1, 2, 3, 4, 5 e 6 ilustram os
padrdes de XRPD para os exemplos 2a, b, ¢, e, d e £, as
figuras 8, 10, 13, 15, 17 e 19 descrevem a TGA dos exemplos
2a, b, ¢, d, e e £, respectivamente. As figuras 7, 9, 12,
14, 16 e 18 descrevem a DSC dos exemplos 2a, b, ¢, d, e e
f, respectivamente, a figura 11 descreve a isotérmica de

adsorcdo/dessorg¢do de vapor do exemplo 2b.

Preparacdo da forma, caracterizagdo DSC e TGA

Exemplo 2a, forma HO,5-4: dissolveu-se 150 mg de N-
((1R, 2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-0oxo-3—-(6—(tri-
fluorometil)-quinazolina—-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1)-
ciclo—hexil)—-acetamida, base livre, em acetato de n-butilo
quente saturado com Adgua. Adicionou-se heptano até se
observar uma turvidez persistente. Deixou-se arrefecer a
massa até a temperatura ambiente. A forma HO,5-4 ¢é

caracterizada por 0,5 mole de &gua por mole de N-
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((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-ox0o—-3—(b—(tri—

fluorometil)-quinazolina—-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1l)-

ciclo—hexil)-acetamida, base livre. A forma HO,5-4 foi
caracterizada por um termograma DSC que apresenta um inicio
endotérmico largo no intervalo compreendida entre a
temperatura ambiente e cerca de 67°C, em conformidade com a
curva TGA; para temperaturas mais elevadas podem ter lugar
outros acontecimentos. A forma HO,5-4 fol caracterizada por
uma curva térmica TGA que possul uma perda de peso
tipicamente compreendida entre cerca de 0,6% e cerca de
1,4%, a cerca de 100°C. A perda de peso tedbrica para a
forma HO,5-4 é de 1,7%, no entanto ndo ¢é incomum que
hidratos instédveils fiquem parcialmente desidratados durante

a secagem.

Exemplo 2b, forma N-2: dissolveu-se 1 g de N-
((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo—-3—(b—(tri—
fluorometil)-quinazolina—-4-ilamino)-pirrolidina-1-1i1)-
ciclo—hexil)-acetamida, base livre, em 10 mL de EtOAc
isento de d&gua a 77°C. Arrefeceu-se a solugdo até 70°C.
Adicionou-se 10 mg de cristais primdrios de N-2. A esta
pasta adicionou-se 18 mL de n-heptano ao longo de 1 hora
com uma bomba de injecgdo. Arrefeceu-se a pasta até uma
temperatura entre 70°C e 20°C ao longo de 1 hora e agitou-—
se a 20°C de um dia para o outro. Isolou-se o sdélido por
filtracgdo, lavou-se com 3 mL de n-heptano, secou-se a 50°C
num forno sob uma pressdo hipobdrica de um dia para o
outro. A forma N-2 é N—((1R,2S,5R)-5-(terc—butilamino)—-2—
((S)-2-0oxo-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)—
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, base livre, uma

forma pura (sem moléculas suplementares de dgua ou
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solvente). A forma N-2 fol caracterizada por um termograma
DSC que possui um inicio endotérmico tipicamente
compreendido entre cerca de 230°C e cerca de 232°C, como um
produto de fusdo uUnico sem mals transformag¢des. A forma N-2
fol caracterizada por uma curva TGA com uma perda de peso
negligencidvel até uma temperatura cerca de 200°C e em

conformidade com uma estrutura de cristal unico.

Exemplo 2¢, forma H1l,75-5: agitou-se vigorosamente uma
pasta de 50 mg de N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)—
2-0x0-3—-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino) -
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, base livre, em 1
mL de &gua durante mais de 16 horas. A forma H1,75-5 é
caracterizada por 1,75 moles de &gua por uma mole de N-—
((1R, 2S,5R)—5—(terc—-butilamino)—-2-((S)-2-oxo—3—(6—(tri—
fluorometil) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-11)—
ciclo-hexil)-acetamida, base livre. A forma H1l,75-5 foi
caracterizada por um termograma DSC que possul um inicio
endotérmico tipicamente compreendido entre cerca da
temperatura ambiente e cerca de 70°C, em conformidade com a
curva TGA; para temperaturas mais elevadas podem ter lugar
outros acontecimentos. A forma H1l,75-5 foil caracterizada
pela curva TGA, possuindo uma perda de peso compreendida
entre cerca de 4,3% e cerca de 5,3% para temperaturas até
cerca de 100°C. A perda de peso tedrica é de cerca de 5,9%,
no entanto ndo ¢ incomum que hidratos instdveis fiquem

parcialmente desidratados durante a secagem.

Exemplo 2d, HAC-1: dissolveu-se 100 mg de N-
((1R,2S,5R)-5—-(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6—(trifluoro-

metil)-quinazolina—-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-
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hexil)-acetamida, base livre, em 0,1 mL de HOAc a 80°C. A
esta solucdo adicionou-se 0,2 mL de t-BuOAc e arrefeceu-se
a solugdo até 20°C. Evaporou-se a solugdo até a secura.
Agitou-se o sélido resultante em heptano a 50°C durante 15
horas e depois arrefeceu-se até 20°C. Filtrou-se o HAC-1 e
secou—-se a 25°C sob uma pressdo hipobdrica de um dia para o
outro. A forma HAC-1 é caracterizada por 1 mole de &cido
acético por uma mole de N-((1lR,2S5,5R)-5-(terc-butilamino) -
2=((8))-2-0oxo-3-(6—-(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino) -
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, base livre. A
forma HAC-1 fol caracterizada por um termograma DSC que
possul um inicio endotérmico tipicamente a cerca de 100°C,
em conformidade com a curva TGA; para temperaturas mais
elevadas podem ter lugar outros acontecimentos. A forma
HAC-1 também foil caracterizada por uma curva TGA que possul
uma perda de peso de cerca de 15,3% para uma temperatura
até 200°C. A perda de peso tedrica é de cerca de 10,5%, no
entanto ndo é incomum que uma quantidade menor de solventes
com baixo ponto de ebulicdo permaneg¢a associada ao sdlido.
Neste tipo de casos, a PXRD constitui um diagndstico da
forma, mas nao ¢é sensivel a pequenas quantidades de

solvente adventicio.

Exemplo 2e, forma E-1: dissolveu-se 50 mg de N-
((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-ox0o-3—-(6—(tri-
fluorometil) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-11)—
ciclo—hexil)-acetamida, base livre, em < 1 mL de etanol em
ebuligdo. Arrefeceu-se a solugdo até a temperatura ambiente
e deixou-se evaporar lentamente. A forma E-1 é
caracterizada por 1 mole de etanol por uma mole de N-

((1R, 2S,5R)—5—(terc—-butilamino)—-2-((S)-2-oxo—3—(6—(tri—
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fluorometil)-quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-i1)—-

ciclo—hexil)-acetamida, base livre. A  forma E-1 foi
caracterizada por um termograma DSC que possul um inicio
endotérmico tipicamente de cerca de 100°C, em conformidade
com as curvas TGA; para temperaturas mais elevadas podem
ter lugar outros acontecimentos. A forma E-1 foi
caracterizada por uma curva térmica TGA gque possul uma
perda de peso compreendida entre cerca de 7,1% e cerca de
7,6% para uma temperatura até cerca de 150°C. A perda de
peso tedérica é de cerca de 8,3%, no entanto ndo é incomum
que os solvatos instdvels fiquem parcialmente dessolvatados

durante a secagem.

Exemplo 2f, RPG-3: dissolveu-se 30 mg a 40 mg de N-
((1R, 2S,8R)—-5—(terc—-butilamino)—-2-((S)-2-oxo—3—(6—(tri—
fluorometil) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-11)—
ciclo-hexil)-acetamida, base livre, em 2 mL de propileno-
glicol racémico. Adicionou-se 4agua até se observar
turvidez. Deixou-se evaporar lentamente o solvente até a
secura. A forma RPG-3 é caracterizada por 1 molécula de R-
propileno—-glicol por uma molécula de N-((1lR,2S,5R)-5-(terc-
S5-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluorometil)-quinazo—
lina-4-ilamino)-pirrolidina)-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida,
base 1livre. A forma RPG-3 fol caracterizada por um
termograma DSC que possul um inicio endotérmico a uma
temperatura de cerca de 70°C, em conformidade com a curva
TGA, para temperaturas mais elevadas podem ter lugar outros
acontecimentos. A forma RPG-3 fol caracterizada por uma
curva TGA que possul uma perda de peso de cerca de 16,4%
para uma temperatura até cerca de 110°C. A perda de peso

tedrica é de cerca de 13,1%, no entanto nao é incomum que
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uma quantidade menor de solventes com elevado ponto de
ebuli¢cdo permane¢a associada ao sdélido. Neste tipo de
casos, a PXRD constituli um diagnéstico da forma, mas nao é

sensivel a pequenas quantidades de solvente adventicio

Exemplo 2g, forma IPA-1l: misturou-se 40 mg de N-
((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3—-(6—(tri-
fluorometil)-quinazolina—-4-ilamino)-pirrolidina-1-11)—
ciclo-hexil)-acetamida, base livre, em < 1 mL de 4&lcool
isopropilico. Aqueceu-se suavemente a pasta para dissolver
o sdélido restante. Arrefeceu-se a solugdo até a temperatura
ambiente e deixou-se evaporar lentamente até se observar a
formagdo de cristais. A forma IPA-1 é caracterizada por 1
mole de &lcool isopropilico por uma mole de N—((1R,2S,5R)-—
5-(terc-butilamino)-2—-((S)-2-oxo-3-(6—(trifluorometil) —
quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-

acetamida, base livre.

QUADRO 1

Parimetros da célula unitéaria

Composto Forma T a (&) b (&) c (&) a° Be ¥ v (&)
17,7845 7,6215 20,9510 109,062 2684,1
Exp. 2a HO,5-4 -50 90 90
(7 (3) (9) (3) (2)
18,7240 | 8,0171 | 19,6568 114,935 2675, 7
Exp. 2b N-2 RT 90 90
(4) (2) (5) (2) (1)
12,7648 | 34,3194 | 12,9659 99,053 5609, 4
Exp. 2c H1,75-5 -70 90 90
2) (7) (2) (1) (2)
7,9766 11,058 33,348 2941, 4
Exp. 2d HAC-1 RT 90 90 90
(7 (2) (4) (6)
7,9866 | 11,2594 | 32,680 2938, 7
Exp. 2e E-1 -50 90 90 90
(3) (6) (2) (2)
109,
10,3004 | 10,5475 | 15,4784 | 90,045 | 102,47 1547, 0
Exp. 2f RPG-3 -50 083
(3) (4) (6) (3) (2) (1)
(2)
8,4487 11,6615 | 31,3800 3091,7
Exp. 29 IPA-1 RT 90 90 90
(2) (3) (9) (1)
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QUADRO 1 (continuacao)

Pariametros da célula unitéaria

Composto | 2 Vm gs dcalc.
Exp. 2a 2 | 671 P2, 1,235
Exp. 2b 2 | 669 P2, 1,258
Exp. 2c 4 1701 P2, 1,274
Exp. 2d 1 735 | P2,2,2, | 1,279
Exp. 2e 1 735 | P2,2,2; | 1,249
Exp. 2f 2 774 Pl 1,257
Exp. 2g 1 773 | P2,2,2, | 1,217

As varidvels utilizadas no quadro 1 sdo definidas a
seguir:

T = temperatura em graus centigrados para os dados
cristalogréficos (TA é a temperatura que ¢é de cerca de
+22°C)

V = volume da célula unitdria

Zz'" = numero de moléculas de féarmaco por unidade
simétrica

Vm = V (célula unitdria) / (2 moléculas de fdrmaco por
célula)

gs = grupo espacial

dcalc. = densidade do cristal calculada

QUADRO 2

Coordenadas atdémicas para o exemplo 2a, Forma HO,5-4

Atomo X Y Z Atomo X Y Z

Fl 0,1718| 0,5612 | 0,2388 | F138 | 0,9730 | 0,9700 | 0,6210

F2 0,1576 | 0,4167 | 0,1518 | F139 1,0220 0,7300 0,6430

F3 0,1277 ] 0,6827 0,1463 F140 0,9470 0,7710 0,5532

N7 0,3729 | 0,0177 | -0,0187| 0137 0,5289 1,1320 0,2702

N9 0,3967| 0,3613 | 0,0716 H10 0,3464 | 0,3422 | 0,0601
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2a, Forma HO,5-4

Atomo X Y z Atomo X Y z
N1l |[0,5034 | 0,5324 | 0,1275 | H16 0,1889 [ -0,1347[-0,0192
N12 0,1513| 0,3723 | -0,0803 H85 0,2780 0,4332 0,1193
N15 |0,2070 | -0,0340 | -0,0258 | H88 | 0,4895 | 0,3182 | 0,0357
N18 |0,4944 | 0,7660 | 0,2016 | H90 | 0,2688 | -0,4938|-0,1162
023 |0,3677| 0,2704 [ -0,0786 | H9L1 | 0,2791 |-0,3427|-0,1635
025 |0,2371| 0,2420 | 0,0154 | H93 | 0,2277 | 0,1128 | -0,0967
Cc82 0,2630| 0,6176 0,1822 HS5 0,3290 | -0,0521 | -0,1140
c83 0,4281 | 0,4888 0,1165 HSS 0,3760 | -0,3135|-0,0574
C84 |0,3027]| 0,5269 | 0,1466 | H100 | 0,3100 | -0,3067|-0,0228
c86 ]0,3810[ 0,5754 | 0,1513 | #102 | 0,5234 | 0,0450 | 0,0773
c87 |0,4447| 0,251 | 0,0409 | B103 [ 0,4804 | 0,1033 | 0,1290
c89 |0,2647|-0,3681|-0,1237| H105 | 0,1184 | -0,0766 | -0,1500
Cc92 0,2304|-0,0122 | -0,0852 | H106 0,1831 | -0,0821 | -0,185%
co4 0,3163|-0,0776 | -0,0729 | H110 0,3980 0,9063 0,2542
Cc96 |0,4172| 0,7161 | 0,1933 | B112 | 0,4292 | -0,1628| 0,0516
c97 |0,1821| 0,5681 | 0,1800 | H113 [ 0,3692 |-0,0449 | 0,0742
c9s |0,3221-0,2755|-0,0632| H115 [ 0,2715 | 0,8230 | 0,2452
Cc101 | 0,4735| 0,0847 | 0,0816 | H117 | 0,0540 |-0,3914|-0,0071
C104 |0,1724 | -0,1130 | -0,1448 | H118 | 0,1047 | -0,5613 | -0,0042
c107 | 0,3915| 0,1858 | -0,0261 | H119 0,0122 | -0,5664 | -0,0392
c108 |[0,2116 | 0,0919 | 0,0195 | H121 | 0,0157 | -0,2070|-0.1065
C109 | 0,3748| 0,8103 | 0,2276 | H122 |-0,0438|-0,3568 |-0,1418
C111 | 0,4081|-0,0451| 0,0507 | H123 | 0,0156 |-0,2818|-0,1762
C114 | 0,2994| 0,7605 | 0,2220 | H126 | 0,1446 |-0,3645|-0,1779
Cl1l6 | 0,05%92 | -0,4960 | -0,0309 | H128 0,5835 0,7006 0,1755
c120 | 0,0087|-0,3106 | -0,1338 | H130 0,2266 0,0448 0,1189
Ccl24 | 0,0696 | -0,4465|-0,0977 | H131 | 0,1603 |-0,0732| 0,0701
c125 [ 0,1783|-0,3101]-0,1359 | H132 | 0,1430 | 0,1249 | 0,0800
c127 |0,5309| 0,6696 | 0,1690 | H134 | 0,0091 |-0,6633| -01497
C129 |0,1827| 0,0426 | 0,0774 | H135 | 0,1005 | -0,6984|-0,1175
Cl33 | 0,0611|-0,6143 | -0,1412 | H136 0,0686 | -0,5851|-0,1833
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2a, Forma HO,5-4

Atomo X Y z Atomo X Y z
F4 |0,9541 ] 0,9380 | 0,5714 | H141 | 0,1830 | -0,4440]-0,0580
F5 0,9826 | 0,6800 0,5759 H14 0,6945 1,0312 0,5339
F6 | 1,0259| 0,8300 | 0,6655 | H21 | 0,7741 | 1,5073 | 0,4379
N8 |0,6040| 1,3694 | 0,4758 | H28 | 0,7049 | 1,4602 | 0,3064
N13 |0,6631 | 1,0203 | 0,5573 | H29 | 0,6130 | 1,4114 | 0,2902
N17 |0,7581 | 1,7462 | 0,3780 | H32 | 0,5464 | 1,0615 | 0,5430
N19 0,6266 | 0,8793 0,6383 H34 0,6724 1,6789 0,4661
N20 0,7501 | 1,4082 0,4350 H35 0,5807 1,7062 0,4509
N22 | 0,7080 | 0,6517 | 0,7080 | H38 | 0,8152 | 0,9372 | 0,5749
024 ]0,7581 | 1,1336 | 0,4774 | #41 [ 0,5545 | 1,4575 | 0,3823
026 |0,5442 | 1,1244 | 0,4164 | H44 | 0,5540 | 1,3350 | 0,5873
cz27 0,6643 | 1,5023 0,3242 H45 0,6406 1,2709 0,6290
C30 0,6817| 0,9034 0,6081 H48 0,6272 1,8887 0,3818
c31 |0,5921 | 1,1293 | 0,5402 | H49 | 0,5627 | 1,7587 | 0,3377
C33 |0,6205]| 1,6624 | 0,4324 | H52 | 0,6566 | 1,2721 | 0,3752
c36 |0,5758 | 1,2019 | 0,4701 | #55 [ 0,6234 | 1,5433 | 0,5534
c37 |0,8201| 0,8496 | 0,6069 | H56 0,6965 | 1,4170 | 0,5619
C39 0,7568 | 0,8126 0,6288 H58 0,8887 1,9136 0,4290
c40 0,6067 | 1,4694 0,4172 H59 0,9292 1,8759 0,3743
c42 0,8%02 | 0,7591 0,6317 H60 0,9085 1,7203 0,4146
Cc43 |0,6042| 1,2934 | 0,5840 | H62 | 0,6632 | 1,7578 | 0,2922
ca6 | 0,7651| 0,6822 | 0,6794 | H64 | 0,8824 | 1,3038 | 0,5620
c47 |o0,6162 | 1,7663 | 0,3697 | H65 | 0,8870 | 1,4370 | 0,5064
C50 0,8099 | 1,8166 0,3410 H66 0,9097 1,2396 0,5019
C51 0,6689 | 1,3952 0,3877 H69 0,7263 1,9822 0,2803
C53 0,7885 | 1,2775 0,4740 H70 0,8132 2,0339 0,2846
C54 |0,6389| 1,4243 | 0,5469 | H71 | 0,7823 | 2,0761 | 0,3450
c57 |o,8917| 1,8331 | 0,3947 | 873 | 0,8374 | 1,5813 | 0,3078
cel 0,6751| 1,6998 0,3362 H74 0,8486 1,7393 0,2638
c63 0,8750| 1,3182 0,5148 H75 0,7629 1,6701 0,2558
coe7 0,9615| 0,8066 0,6143 H77 0,8443 0,5011 0, 7349
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2a, Forma HO,5-4

Atomo X Y z Atomo X Y z
c68 |0,7802| 1,9934 | 0,3099 H79 0,9456 | 0,5638 | 0,6960
c72 |0,8152| 1,6%904 | 0,2872 H81 0,6060 | 0,7320 | 0,7067
c76 |0,8381| 0,5893 | 0,7029 | H142 | 0,7500 | 1,8390 | 0,4090
c78 |0,8982| 0,6264 | 0,6799 | H143 | 0,5333 | 1,1298 | 0,3123
C80 |0,6445| 0,7516 | 0,6862 | H144 | 0,5194 | 1,0278 | 0,2538

QUADRO 3
Coordenadas atdémicas para o exemplo 2b, Forma base N-2

Atomo X Y Z Atomo X Y Z
N1 0,7824 1,3185 0,3238 c71 0,9289 | 1,4591 0,5167
N2 0,1685 | 0,3056 | -0,0178| H72 |0,9378 | 1,4237 | 0,5668
H3 0,1633 | 0,1989 | -0,0196 | H73 |0,9764 | 1,4359 | 0,5102
N4 0,6223 | 0,8215 | 0,1887 c74 10,8719 | 1,7574 | 0,6080
N5 0,2627 | 0,4840 |-0,0849 | C75 |0,6719 | 1,2862 | 0,4846
N6 0,6868 | 0,9765 | 0,2943 H76 | 0,6246 | 1,2933 | 0,4390
H7 0,7030 | 0,9877 | 0,3420 H77 | 0,6814 | 1,3914 | 0,5103
N8 0,4185 | 0,9718 | 0,0742 H78 | 0,6660 | 1,2009 | 0,5162
N9 0,098% | 0,0258 | -0,1003| Cc79 |0,9173 | 1,6199 | 0,6639
N10 0,7913 | 1,3680 | 0,4754 H80 | 0,8851 | 1,5217 | 0,6541
HI11 0,7826 | 1,4618 | 0,4918 H81 | 0,9305| 1,6578 | 0.7142
N12 0,5331 | 0,6005 | 0,1R13 H82 | 0,9647 | 1,5943 | 0,6584
N13 0,3353 | 0,7474 | 0,0475 c83 | 0,9176 | 1,9198 | 0,6225
H14 0,3028 | 0,6896 | 0,0583 H84 | 0,9680 | 1,8%999 | 0,6220
N15 0,8501 | 1,6946 | 0,5311 H85 | 0,9252 | 1,9631 | 0,6707
N16 0,4567 | 1,1267 | 0,1887 H86 | 0,8887 | 1,9%992 | 0,5842
017 0,7470 1,1042 0, 4435 c87 0,7960 | 1,7901 0,6131
018 0,2114 0,7470 | -0,1165 Her 0,7660 | 1,8705 0,5758
019 0,2229 | 0,5239 | 0,0583 H89 | 0,8064 | 1,8325 | 0,6620
020 0,8588 | 1,0890 | 0,3360 HS0 | 0,7667 | 1,6881 | 0,6048
F21 0,5881 | 0,9034 | 0,4961 C91 | 0,2069 | 0,3753 | 0,0494
F22 0,4828 | 0,7754 | 0,4659 c%2 |0,1886 | 0,3981 |-0,1294
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2b, Forma base N-2

Atomo X Y z Atomo X Y z
F23 0,5874 0,6500 0,5199 H93 0,1617 | 0,4641 | -0,1751
Ccz4 0,1049 | -0,1653 | -0, 0049 cs4 0,1345| 0,3960 | -0,0889
H25 | 0,1473 |-0,2167|-0,0125| H95 |0,1249]| 0,5115 |-0,0787
H26 0,0773 | -0,2487 | 0,0097 | C%6 |0,3636| 0,8982 | 0,1612
H27 | 0,1257 | -0,0826 | 0,0338 | €97 |0,0560| 0,3169 |-0,1396
c28 0,0052 | -0,2107 | -0, 1371 HS8 0,0300| 0,3865 |-0,1836
H29 -0,0334|-0,1565| -0,1806 HSS 0,0226 | 0,3123 |-0,1131
H30 -0,0204 | -0,2889 | -0,1178 | C100 | 0,0655| 0,1409 |-0,1647
H31 | 0,0423 |-0,2685|-0,1506 | H101 | 0,0138 | 0,0994 | -0,1999
c32 |-0,0102] 0,0236 | -0,0618 | c102 [0,2651 | 0,6526 | -0,0801
H33 | 0,0176 | 0,1111 |{-0,0276 | c103 |0,3727| 0,8727 | 0,0930
H34 |-0,0371|-0,0447|-0,0399 | c104 |0,3129 | 0,8065 | 0,1831
H35 -0,0478 | 0,0713 | -0,1077 | H105 | 0,2826 | 0,7213 0,1525
C36 0,6347 0,8573 0,2590 Cl06 | 0,4090 | 1.0275 0,2081
Cc37 | 0,7956 | 1,1614 | 0,3094 | €107 |0,1998 | 0,2249 | -0,1544
Cc38 | 0,5429 | 0,6399 | 0,2526 | H108 |0,2268 | 0,1548 |-0,1108
c39 | 0,5969 | 0,8058 | 0,3661 | H109 |0,2321 | 0,2314 |-0,1820
H40 0,6303 0,8901 0,3943 Cl10 | 0,0479 | -0,0823|-0,0781
c41l 0,5928 0,7673 0,2949 Cl11 | 0,3943 | 0,5437 |-0,0102
c42 | 0,7174 | 1,0886 | 0,2543 | H112 | 0,4319| 0,5306 | 0,0416
H43 | 0,7243 | 1,0288 | 0,2140 | H113 | 0,4226 | 0,5469 | -0,0417
c44 | 0,8437 | 1,4188 | 0,3R06 | C114 | 0,1202]| 0,1477 | -0,2041
H45 | 0,8919 | 1,4020 | 0,3733 | H115 [0,0955| 0,2128 |-0,2496
C46 0,8266 1,6034 0,3730 H1l6 | 0,1283 | 0,0355 |-0,2179
H47 | 0,7791 | 1,6255 | 0,3797 | ¢c117 [ 0,3076| 0,8411 | 0,2485
H48 0,8177 1,6396 0,3230 Ccl118 | 0,2292 | 0,2619 0,1158
c49 | 0,5524 | 0,7201 | 0,3942 | H119 |0,2846 | 0,2720 | 0,1469
Cc50 | 0,6668 | 1,2414 | 0,2237 | H120 [0,2172| 0,1487 | 0,0989
H51 | 0,6690 | 1,2785 | 0,1776 | B121 | 0,2001| 0,2924 | 0,1441
H52 | 0,6125 | 1,2182 | 0,2137 | c122 [0,3349] 0,4024 |-0,0337
C53 0,8609 1,3569 0,4595 H123 | 0,3502 | 0,3144 |-0,0588
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2b, Forma base N-2

Atomo X Y z Atomo X Y z
H54 0,87173 1,2398 0,4636 H124 | 0,3290 | 0,3556 0,0092
C55 0,4991 0,5496 0,2836 Cl25 | 0,3458 | 0,7009 |-0,0200
H56 0,4668 | 0,4624 | 0,2569 | H126 |0,3682| 0,7937 | -0,037
c57 | 0,7010 | 1,3718 | 0,2841 | c127 |0,4561 | 1,0941 | 0,1233
H58 | 0,6975 | 1,4822 | 0,2628 | H128 |0,4859 | 1,1659 | 0,1085
H59 | 0,6744 | 1,3722 | 0,3171 | c129 |0,4030]| 1,0567 | 0,2762
c60 0,9137 1,6472 0,5099 H130 | 0,4339 | 1,1390 0,3084
Ho6l 0,9621 1,7039 0,5438 Cl131 | 0,2548 | 0,7395 0,2713
Cco62 0,7404 1,2441 0,4666 C132 | 0,3536 | 0,9679 0,2855
c63 | 0,5039 | 0,5898 | 0,3526 | HI33 [0,3500 0,9907 | 0,3403
H64 | 0,4747 | 0,5300 | 0,3726 | F134 | 0,1847| 0,7359 | 0,2156
C65 0,5722 0,6959 0,1556 F135 | 0,2364 | 0,8060 0,3220
H66 0,5642 0,6734 0,1065 E136 | 0,285%9 | 0,5%20 0,2%960
c67 | 0,8949 | 1,7014 | 0,4308 | F137 |0,1977| 0,8329 | 0,2710
H68 | 0,9412 | 1,6866 | 0,4211 | F138 |0,2168| 0,6170 | 0,2301
H69 | 0,8818 | 1,8193 | 0,4256 | F139 |0,2934 | 0,6790 | 0,3395
c70 | 0,5532 | 0,7632 | 0,4678 | H140 |0,8280 | 1,7679 05060

H141 | 0,1330 | -0,0400|-0,1062
QUADRO 4
Coordenadas atdmicas para o exemplo 2c, Forma base H1,75-5

Atomo X Y 2 Atomo X Y z
c1 0,3942 | 0,1176 | 0,2183 | C51 0,6094 0,0443 | -0,0547
c2 0,2287 | 0,1174 | 0,0897 | c52 0,6750 0,0382 | 0,0420
N3 0,1192 | 0,1293 | 0,0594 | C53 0,9963 0,1572 | 0,4974
N4 0,1798 | 0,0501 | 0,1322 | c54 0,7176 | -0,0005 | 0,0684
N5 0,3753 | 0,0509 | 0,2822 | C55 1,1985 0,0503 | 0,7049
N6 -0,0927 | 0,1070 | -0,1055| cC56 1,1539 0,1133 | 0,4965
N7 |- 0,3691| 0,1154 | -0,3165| C57 1,0229 0,1608 | 0,6162
N8 ~0,2260 | 0,1440 |-0,1970 | c58 1,0367 | 0,1185 | 0,4572
09 0,1323 | 0,1298 |-0,1137 | cC59 0,7341 0,1669 | 0,3280
010 0,0301 | 0,0456 | 0,0130 | C60 1,1829 0,1168 | 0,6162
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2c¢, Forma base H1l,75-5

Atomo X Y 2 Atomo X Y 2
cl1 0,0785 0,1332 | -0,0419 | C61 1,1435 0,1563 0,6496
cl2 0,2431 0,0735 | 0,0697 c62 0,5636 0,1744 0,0306
c13 -0,2272 | 0,0747 | -0,2281 | C63 0,6973 0,1581 0,4320
Cl4 0,0812 0,0382 | 0,0995 c64 0,7972 0,1517 0,5115
C15 0,4135 0,0738 | 0,2008 C65 1,3015 0,0605 0,7775
Cl6 0,2774 0,1283 | 0,2010 C66 1,2257 0,0279 0,6122
c17 0,3592 0,0623 | 0,0929 c67 1,1287 0,0258 0,7652
c18 -0,3242 | 0,0799 | -0,2978 | C68 0,9017 0,0664 0,4282
C19 -0,1859 | -0,0329 | -0,2601 | C69 0,8592 0,0308 0,4749
c20 -0,3192 | 0,1441 |-0,2671 | F70 0,7706 | -0,0040 [ 0,1659
c21 -0,1804 | 0,1091 [-0,1748 ] F71 0,7890 [ -0,0119 [ 0,0101
c22 -0,1842 | 0,0372 | -0,2149 | F72 0,6477 | -0,0283 | 0,0583
c23 0,0394 0,1336 | 0,1281 N73 0, 7366 0,2979 0,1640
c24 -0,3330 | 0,0112 | -0,3340 | N74 0,9286 0,2769 0,3415
C25 —-0,2347 | 0,0067 | -0,2683 | N75 0,9490 0,3548 0,4399
c26 0,0308 0,0146 | 0,1792 N76 0,6679 0,2686 0,0076
c27 -0,3753 | 0,0465 | -0,3473 | N77 0,5468 0,3015 | -0,1239
c28 -0,0381 | 0,1410 | -0,0545 | N78 1,1302 0,3587 0,6021
C29 0,4391 0,0161 | 0,3216 079 0,7689 0,2552 0,3756
C30 0,4331 | -0,0152 | 0,2365 080 0,8000 0,3561 0,3182
c31 -0,0565 | 0,1490 | 0,0571 c8l 0,6779 0,3005 0,0685
C32 0,5574 0,0267 | 0,3640 c82 0,8021 0,2636 0,1953
€33 0,3907 0,0006 | 0,4127 c83 0,6253 0,3363 0.,330
F34 -0,1107 | -0,0374 | -0,1835 | C84 0,8293 0,2641 0,3145
F35 -0,1514 | -0,0419 | -0,3469 | C85 0,9704 0,2829 0,4523
F36 -0,2560 | -0,0605|-0,2519 | C86 0,9612 0,3232 0,6101
N37 0,9782 0,0854 | 0,4895 c87 1,0815 0,3238 0,6395
N38 0,8832 0,1624 | 0,4564 c88 0,6395 0,3717 0,0871
N39 0,6198 0,1729 | 0,1273 c89 0,9221 0,3194 0,4932
N40 0,7167 0,1350 | 0,2533 c90 0,5107 0,3694 | -0,1081
N4l 0,5429 0,1472 | -0,0401 | C91 0,5605 0,3350 | -0,0649
N42 1,1331 0,0855 | 0,6708 c92 0,6021 0,2715 | -0,0843
043 0,9140 0,1821 | 0,2960 c93 0,5266 0,4037 | -0,0538
044 0,8654 0,0771 | 0,3382 c94 0,9119 0,2659 0,1620
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2c¢, Forma base H1l,75-5

Atomo X Y 2 Atomo X Y 2
C45 0,8542 0,1720 | 0,3563 c95 0,5911 0,4051 0,0443
ca6 0,5876 0,1117 | -0,0112 | cC96 1,1535 0,3924 0,6738
ca7 0,6629 0,1387 | 0,1561 c97 0,6068 0,4429 0,0984
c48 0,6954 0,0688 | 0,1114 c98 0,8832 0,3710 0,3595
c49 0,6512 0,1060 | 0,0865 c99 1,0912 0,2839 0,4757
C50 0,5679 0,0801 | -0,0813 | C100 1,1264 0,2872 0,5933
c101 0,9810 0,2861 | 0,2520 | 0151 0,4292 0,1756 0,7593
c102 0,9190 0,4094 | 0,3235 | 0152 0,3473 0,1636 0,8339
c103 1,0516 0,4113 | 0,6921 | H153 0,4310 0,1254 0,2979
c104 1,2130 0,3807 | 0,7821 | H154 0,4349 0,1341 0,1645
C105 1,2167 0,4208 | 0,6206 | H155 0,2779 0,1337 0,0447
F106 0,6836 0,4427 | 0,1806 | H156 0,2164 0,0417 0,2100
F107 0,5186 0,4543 | 0,1375 | H157 0,3714 0,0703 0,3474
F108 0,6281 0,4715 | 0,0364 | H158 | -0,0576 0,0785 | -0,0868
N109 0,3031 0,2523 | 0,0895 [ H159 0,2173 0,0675 [ -0,0123
N110 0,3202 0,3294 | 0,1970 | H160 0,4992 0,0681 0,2061
N111 0,5022 0,3356 | 0,3522 | Hi161 0,2372 0,1127 0,2569
N112 0,0946 0,2741 | -0,0674 | H162 0,2676 0,1594 0,2134
N113 | -0,0336 | 0,2377 |[-0,1697 | H163 0,3639 0,0302 0,0854
N114 | -0,2016 | 0,2650 |-0,2433 | H164 0,4006 0,0751 0,0350
0115 0,1682 0,3314 | 0,0829 | H165 | -0,3534 | 0,1727 | -0,2828
0116 0,1499 0,2237 | 0,1243 | H166 | -0,1099 [ 0,0321 | -0,1626
c117 0,2052 0,2373 | 0,0644 | H167 0,0215 0,1059 0,1611
c118 0,2992 0,2930 | 0,2475 | H168 0,0659 0,1539 0,1907
c119 | -0,0515 | 0,3401 |-0,0764 | H169 | -0,3750 [ -0,0142 | -0,3730
€120 0,3416 0,2960 | 0,3644 | H170 | -0,0484 | 0,0061 0,1467
c121 | -0,1222 | 0,3701 [-0,0923 | HIT71 0,0783 | -0,0115 [ 0,2000
cl122 0,4698 0,2615 | 0,2174 | H172 0,0297 0,0317 0,2489
c123 | -0,1737 | 0,2997 | -0,1931 | H173 | -0,4526 0,0496 | -0,3983
cl24 | -0,0044 | 0,2713 | -0,1206 | H174 | -0,0573 | 0,1673 | -0,1021
Cc125 | -0,2438 0,331 | -0,2090 | H175 0,4770 | -0,0409 | 0,2650
c126 | -0,0754 | 0,3040 | -0,1278 | H176 0,3484 | -0,0242 | 0,2146
c127 0,1701 0,2420 | -0,0535 | H177 0,0045 | -0,0045 | 0,1679
c128 0,3488 0,2578 | 0,2007 | H178 | -0,1282 | 0,1348 0,0707
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Coordenadas atdémicas

para o exemplo 2c¢, Forma base H1,75-5

Atomo X Y 2 Atomo X Y 2

Cc129 0,5097 0,2640 | 0,3350 | H179 | -0,0650 [ 0,1804 0,0686
€130 0,4624 0,2986 | 0,3883 | H180 0,5963 | -0,0009 | 0,3924
Cc131 | -0,0968 | 0,4077 | -0,0362 | H181 0,5930 0,0381 0,3032
c132 0,3460 0,2683 | 0,0015 | H182 0,5596 0,0461 0,4284
€133 | -0,1317 | 0,2372 | -0,2271 | H183 0,4332 | -0,0251 | 0,4433
C134 0,5253 0,3677 | 0,4289 | H184 0,3902 0,0220 0,4712
€135 | -0,2190 | 0,3662 | -0,1602 | H185 0,3084 | -0,0081 | 0,3820
C136 0,2745 0,2511 | -0,0941 | H186 0,9987 0,0754 0,5691
€137 0,5618 0,4023 | 0,3689 | H187 0,7487 0,1066 0,2786
Cc138 0,6152 0,3567 | 0,5186 | H188 1,1096 0,0983 0, 7400
€139 0,4264 0,3788 | 0,4754 | H189 0,7448 0,0641 0,1858
C140 0,2540 0,3461 | 0,1186 | H190 0,5192 0,0845 | -0,1565
Cc141 0,2900 0,3831 | 0,0758 | H191 0,5930 0,0200 | -0,1086
F142 0,0020 0,4176 | -0,0257 | H192 1,0402 0,1792 0,4633
F143 | -0,1497 | 0,4372 [ -0,0806 | H193 1,1791 0,0849 0,4744
F144 | -0,1239 | 0,4079 | 0,0550 | H194 1,1975 0,1355 0,4619
0145 0,4346 0,1106 | 0,5123 | H195 0,9975 0,1890 0,6409
0146 0,1371 0,2037 | 0,3256 | H196 0,9825 0,1382 0,6530
0147 0,6629 0,2454 | 0,5702 | H197 1,0259 0,1190 0,3726
0148 0,4523 0,2291 | 0,5970 | H198 0,6972 0,1932 0,2915
0149 0,3986 0,3042 | 0,6776 | H199 1,2687 0,1146 0,6366
0150 0,3459 0,1840 | 0,4326 | H200 1,1831 0,1795 0,6123
H201 1,1631 0,1593 | 0,7328 | H251 1,1684 0,4299 0,5453
H202 0,5306 0,2029 | 0,0082 | H252 0,3950 0,3437 0,2241
H203 0,6519 0,1824 | 0,4545 | H253 0,5749 0,3293 0,3230
H204 0,6483 0,1323 | 0,4245 | H254 0,1193 0,3022 | -0,0335
H205 0,8029 0,1216 | 0,5375 | H255 0,2147 0,2880 0, 2355
H206 0,7957 0,1702 | 0,5801 | H256 0,0233 0,3437 | -0,0249
H207 1,3466 0,0340 | 0,8006 | H257 0,3083 0,3215 0,3958
H208 1,3500 0,0795 | 0,7383 | H258 0,3160 0,2703 0,4028
H209 1,2843 0,0747 | 0,8476 | H259 0,5050 0,2366 0,1841
H210 1,2710 0,0024 | 0,6388 | H260 0,4927 0,2878 0,1790
H211 1,1517 0,0185 | 0,5635 | H261 | -0,3192 | 0,3277 | -0,2606
H212 1,2687 0,0462 | 0,5671 | H262 0,1323 0,2153 | -0,0854
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2c¢, Forma base H1l,75-5

Atomo X Y 2 Atomo X Y 2

H213 1,1703 | -0,0007 | 0,7926 | H263 0,3327 0,2320 0,2439
H214 1,1105 0,0421 | 0,8313 | H264 0,4885 0,2372 0,3700
H215 1,0556 0,0182 | 0,7149 | H265 0,5951 0,2670 0,3470
H216 0,7976 0,0176 | 0,4203 | H266 0,4874 0,2957 0,4712
H217 0,9226 0,0100 | 0,4973 | H267 0,3419 0,2998 0,0019
H218 0,8269 0,0390 | 0,5453 | H268 0,4278 0,2594 0,0040
H219 0,7349 0,3217 | 0,2190 | H269 | -0,1537 | 0,2100 | -0,2663
H220 1,0259 0,3684 | 0,4660 | H270 | -0,2738 | 0,3905 | -0,1734
H221 1,2052 0,3497 | 0,5802 | H271 0,3087 0,2249 | -0,1215
H222 0, 7595 0,2370 | 0,1705 | B272 0,2609 0,2719 | -0,1576
H223 0,9510 0,2576 | 0,4964 | H273 0,5805 0,4266 0,4203
H224 0,9305 0,2994 | 0,6498 | H274 0,6328 0,3938 0,3368
H225 0,9306 0,3505 | 0,6365 | H275 0,5006 0,4101 0,3051
H226 1,1023 0,3226 | 0,7234 | H276 0,6311 0,3804 0,5741
H227 0,6892 0,3732 | 0,1634 | H277 0,5931 0,3310 0,5600
H228 0,8361 0,3164 | 0,4802 | H278 0,6878 0,3500 0, 4880
H229 0,4622 0,3687 | -0,1842 | H279 0,4455 0,4020 0,5307
H230 0,5955 0,2449 | -0,1310 | H280 0,3644 0,3877 0,4139
H231 0,4887 0,4301 | -0,0865 | H281 0,4001 0,3535 0,5147
H232 0,9411 0,2373 | 0,1483 | H282 0,2315 0,3935 0,0139
H233 0,9065 0,2830 | 0,0906 | H283 0,3050 0,4046 0,1373
H234 1,1232 0,2576 | 0,4474 | H284 0,3642 0,3778 0,0457
H235 1,1194 0,3088 | 0,4371 | H297 0,5031 0,1166 0,5720
H236 1,2129 0,2887 | 0,6081 | H298 0,4013 0,1383 0,4827
H237 1,1010 0,2618 | 0,6307 | H291 0,1415 0,2116 0,2456
H238 0,9841 0,3173 | 0,2399 | H292 0,0561 0,1944 0,3301
H239 1,0614 0,2747 | 0,2630 | H285 0,7189 0,2533 0,6386
H240 0,8608 0,4208 | 0,2603 | H286 0,7007 0,2488 0,5014
H241 0,9250 0,4304 | 0,3884 | H287 0,4531 0,2087 0,6605
H242 0,9943 0,4069 | 0,2987 | H288 0,5334 0,2354 0,5869
H243 1,0681 0,4363 | 0,7411 | H289 0,4187 0,2763 0,6478
H244 1,0091 0,4217 | 0,6147 | H290 0,4459 0,3091 0, 7532
H245 1,0017 0,3911 | 0,7227 | H293 0,3695 0,2054 0,4921
H246 1,2276 0,4062 | 0,8315 | H294 0,2663 0,1913 0,3921
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2c¢, Forma base H1l,75-5

Atomo X Y z Atomo X Y z

H247 1,1658 0,3601 | 0,8194 | H295 0,4701 0,1653 0,8329

H248 1,2882 0,3671 | 0,7752 | H296 0,4645 0,1639 0,6962

H249 1,2341 0,4465 0,6673 H299 0,2731 0,1523 0,8513

H250 1,2881 0,4078 | 0,6030 | H300 0,4117 0,1542 0,8909

QUADRO 5
Coordenadas atémicas para o exemplo 2e, Forma base E-1

Atomo X Y z Atomo X Y Z
F18 0,2662 0,4002 | 0,0274 F23 0,0301 0,3722 | 0,0039
F18 0,0473 0,4181 | 0,0033 Cls8 0,1648 0,3165 | 0,0297
F20 0,1401 0,2386 | 0,0059 H31 0,2375 0,5477 | 0,2387
02 0,3035 0,7582 | 0,1985 H41 0,5018 0,4R01 | 0,2585
028 0,4277 0,5819 | 0,1087 H42 0,4761 0,3850 | 0,2161
N1 0,5559 0,6627 | 0,1978 H51 0,6480 0,5043 | 0,1733
N6 0,2412 0,4989 | 0,1766 H52 0,7376 0,5463 | 0,2204
N8 0,0422 0,3983 | 0,2139 Hel 0,2881 0,5282 | 0,1472
N10 -0,1606 | 0,2714 | 0,1828 HO1 -0,1519 | 0.3157 | 0,2435
N27 0,6744 0,6813 | 0,1115 | H111l -0,2586 | 0,1707 | 0,1140
N29 0,9824 0,8036 | 0,1064 | H121 -0,1207 | 0,1964 | 0,0469
cz2 0,3877 0,6687 | 0,2028 | H141l 0,2343 0,4431 | 0,0976
c3 0,3235 0,5438 | 0,2136 H211 0,5921 0,8399 | 0,1984
c4 0,4822 0,4775 | 0,2252 | N221 0,4827 0,7942 | 0,1303
C5 0,6231 0,5426 | 0,2028 | H231 0,6846 0,8983 | 0,0877
c7 0,1130 0,4242 | 0,1780 | H232 0,6444 0,9699 | 0,1348
(63°] -0,0900 | 0,3261 | 0,2139 | H241 0,9421 0,9813 | 0,1221
Cl1 -0,1488 | 0,2295 | 0,1107 | H251 1,0517 0,8711 | 0,1826
clz -0,0761 | 0,2450 | 0,0735 | H252 0,8644 0,9484 | 0,1930
C13 0,0600 0,3235 | 0,0687 | H261 0,8551 0,7433 | 0,2231
cl4 0,1243 0,3844 | 0,1017 | H262 0,8872 0,6821 | 0,1741
C15 -0,0857 | 0,2914 | 0,1453 H271 0,8051 0,6804 | 0,1028
Cclé 0,0498 0,3680 | 0,1409 | H291 1,0794 0,7695 | 0,1261
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2e, Forma base E-1

Atomo X Y z Atomo X Y Z
c17 0,1207 0,3503 | 0,0270 | H294 0,7893 0,5312 | 0,0656
c21 0,6470 0,7650 | 0,1817 | H292 0,6583 0,4189 | 0,0854
c22 0,6168 0,7817 | 0,1361 | H293 0,5951 0,5011 | 0,0421
c23 0,7030 0,8953 | 0,1212 | H311l 0,9885 0,9169 | 0,0098
c24 0,8922 0,8952 | 0,1304 | H312 0,8322 0,8277 | 0,0324
c25 0,9185 0,8727 | 0,1765 | H313 0,8750 0,9701 | 0,0523
C26 0,8353 0,75%0 | 0,1910 | H321 1,2632 0,9515 | 0,0466
Cc28 0,5782 0,5936 | 0,0987 | H322 1,1556 1,0063 | 0,0897
Cc29 0,6596 0.5024 | 0,0711 | H323 1,2983 0,8878 | 0,0951
C30 1,0633 0,8393 | 0,0676 | H331 1,1943 0,7459 | 0,0197
Cc31 0,9326 0,8931 | 0,0389 | H332 1,2251 0,6857 | 0,0690
C32 1,2044 0,9276 | 0,0745 | H333 1,0345 0,6616 | 0,0430
C33 1,1314 0,7245 | 0,0492 | H971 -0,8355 | 0,1305 | 0,1615
099 -0,4402 | 0,1232 | 0,1894 | H972 -0,7164 | 0,0043 | 0,1747
c97 -0,7313 | 0,0985 | 0,1797 | H973 -0,7551 | 0,1157 | 0,2115
c98 -0,5812 | 0,1608 | 0,1676 | H981 -0,5951 | 0,2544 | 0,1716
F21 0,3052 0,3620 | 0,0283 | H982 -0,5565 | 0,1430 | 0,1349
F22 0,1907 0,2403 | 0,0143 | H991 -0,3383 | 0,1855 | 0,1847

QUADRO 6
Coordenadas atémicas para o exemplo 2d, Forma base HAC-1

Atomo X Y z Atomo X Y Z
c1 0,0418 0,3612 | 0,1413 H32 -0,1504 | 0,2133 | 0,0512
N2 -0,1614 | 0,2566 | 0,1827 H21 0,2024 0,4361 | 0,1001
N3 0,5574 0,6476 | 0,1969 H19 -0,2633 | 0,1786 | 0,1141
04 0,4002 0,5938 | 0,1104 H15 -0,1260 | 0,2877 | 0,2400
N5 0,0480 0,3793 | 0,2136 H6 0,2703 0,5248 | 0,1514
N6 0,2349 0,4911 | 0,1766 H14 0,2507 0,5355 | 0,2354
N7 0,6581 0,6819 | 0,1120 | H25A 0,5017 0,4585 | 0,2502
0% 0,3141 0,7518 | 0,2032 | H25B 0,4643 0,3765 | 0,2131
C10 0,6548 0,7519 | 0,1823 | H22A 0,6302 0,4915 | 0,1724
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2d, Forma base HAC-1

Atomo X Y z Atomo X Y 2
cl1 0,1091 | 0,4116 | 0,1779 | H22B | 0,7255 | 0,5203 | 0,2124
Cl2 0,6143 0,7805 | 0,1389 H10 0,6208 0,8184 | 0,1990
C13 -0,0977 | 0,2822 | 0,1453 | HI12 0,4961 | 0,7944 | 0,1361
Cl4 0,3251 | 0,5321 | 0,2128 | H31A | 0,7369 | 0,5221 | 0,0663
c15 -0,0849 | 0,3037 | 0,2135 | H31B | 0,5607 | 0,5108 | 0,0459
C16 0,5496 | 0,5972 | 0,0993 | H31C 0,6086 | 0,4250 | 0.0815
c17 0,8422 | 0,7397 | 0,1888 | HL7A | 0,8651 | 0,7215 | 0,2164
N18 0,9734 | 0,7976 | 0,1050 | H17B | 0,8826 | 0,6751 | 0,1722
C19 -0,1674 | 0,2302 | 0,1113 | B23A | 0,6885 | 0,9061 | 0,0978
c20 0,0380 | 0,3268 | 0,0698 | H23B | 0,6640 | 0,9626 | 0,1405
c21 0,1085 | 0,3827 | 0,1029 | H28A | 0,8869 | 0,9177 | 0,1920
Cc22 0,6188 0,5229 | 0,1991 H28B 1,0495 0,8473 | 0,1796
c23 0,7063 0,8942 | 0,1260 H27 0,9448 0,9635 | 0,1263
C24 0,3943 0,6572 | 0,2042 H18 1,0626 0,7570 | 0,1189
€25 0,4808 | 0,4583 | 0,2218 | H39A | 1,2479 | 0,9507 | 0,0498
c27 0,8951 | 0,8864 | 0,1321 | H39B | 1,2853 | 0,8792 | 0,0894
c28 0,9305 | 0,8535 | 0,1757 | H39C 1,1647 | 0,9911 | 0,0903
F29 0,2449 | 0,4047 | 0,0277 | H38A | 0,9706 | 0,9352 | 0,0175
C30 1,0501 0,8412 | 0,0669 H38B 0,8802 0,9740 | 0,0573
C31 0,6205 0,5052 | 0,0708 H38C 0,8310 0,8527 | 0,0360
€32 -0,1018 | 0,2511 | 0,0743 | B40A | 1,1575 | 0,7492 | 0,0195
c33 0,1058 | 0,3467 | 0,0300 | H40B | 1,0092 | 0,6805 | 0,0403
F36 0,1168 | 0,2494 | 0,0085 | H40C 1,1861 | 0,6845 | 0,0608
F37 0,0041 0,4132 | 0,0068 H7 0,7708 0,6743 | 0,1022
C38 0,9217 0,9066 | 0,0421 H35A -0,8134 | 0,1022 | 0,1656
€39 1,2014 | 0,9229 | 0,0747 | H35B | -0,7586 | 0,1045 | 0,2107
c40 1,1073 | 0,7290 | 0,0448 | H35C | -0,7035 | -0,002 | 0,1830
08 -0,4446 | 0,1296 | 0,1963 H8 -0,3548 | 0,1817 | 0,1876
C26 -0,5724 | 0,1491 | 0,1735
034 -0,5673 | 0,2213 | 0,1458
C35 -0,7251 | 0,0824 | 0,1840
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QUADRO 7

Coordenadas atémicas para o exemplo 2g, Forma base IPA-1

Atomo X Y z Atomo X Y z
Fl 0,1519 | 0,3786 | 0,0243 H4B 0,8724 | 0,7912] 0,1232
F3 -0,0140 | 0,2540 | -0,0043 H3 0,6171 | 0,6809 | 0,1026
F2 0,0260 | 0,4241 | 0,0085 H1 0,1162 | 0,5505 | 0,1460
N4 0.8062 0.8075 0.1016 H10 0,3362 0,7935 0,1099
N3 0,5159 0,6834 0,1054 HS 0,3991 0,8799 0,1736
N2 0,3481 [0,7197 | 0,189%0 H6A 0,4782 [ 0,9618 | 0,1051
N1 0,0675 | 0,5440 | 0,1700 H6B 0,5369 [ 0,8805| 0,0686
N5 -0,1311 | 0,4643 | 0,2095 H22 0,0665 [ 0,4473] 0,0929
N6 -0,2941 | 0,3121 | 0,1828 HS5 0,7491 | 0,9735| 0,1042
0l 0,1140 0,8031 0,1697 H21 -0,3360 | 0,1865 0,1167
02 0,2925 0,5779 0,1031 H12A 0,5507 0,4357 0,0989
c10 0,4463 [ 0,7911 | 0,1197 | HI12B | 0,6252 | 0,5211 | 0,0660
C9 0,4471 | 0,8051 | 0,1677 | H12C | 0,4678 | 0,4565 | 0,0549
c4 0,9030 | 0,8194 | 0,0629 H8A 0,6698 | 0,7392 | 0,17R6
cz24 -0,0632 | 0,3232 0,0669 H8B 0,6137 0,8216 0,2153
C1l9 -0,0909 | 0,39%46 0,1378 H16 0,0302 0,6334 0,2243
Co 0,5348 0,8912 0,0892 H13A 0,4882 0,6277 0,2283
c20 | -0,2139|0,3158 | 0,1454 | H13B | 0,4421 | 0,5607 | 0,1863
C11 0,4342 | 0,5879 ] 0,0964 H3B 0,9771 | 0,9859 ] 0,0712
c22 | -0,0159 | 0,3962 | 0,0980 H3C 1,0944 | 0,9144 | 0,0431
C5 0,7048 0,9021 0,1156 H3D 1,0915 0,8973 0,0926
c17 | -0,0508 | 0,4684 | 0,1726 H23 | -0,2112 | 0,1922 | 0,0537
czl -0,2559 | 0,2399 0,1123 H18 -0,3052 | 0,3848 0,2368
Cl4 0,1869 [ 0,7250 | 0,1863 H2A 0,7158 | 0,7853 | 0,0234
c12 0,5279 | 0,4917 | 0,0774 H2B 0,8604 | 0,8380 | -0,0010
c8 0,6155 | 0,8107 | 0,1847 H2C 0,7518 [ 0,9169 | 0,0270
Cle 0,1187 0,6161 0,2052 H7A 0,6551 0,9825 0,1718
C13 0,4041 0,6134 0,2080 H7B 0,8129 0,9118 0,1736
C3 1,0281 0,9129 0,0679 H1A 1,031¢9 0,6803 0,0846
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2g, Forma base IPA-1

Atomo X Y z Atomo X Y A

Cc23 -0,1824 [ 0,2437 | 0,0749 H1B 1,0662 | 0,7077 | 0,0366

cls8 -0,2485 [ 0,3861 | 0,2114 H1C 0,9087 | 0,6458 | 0,0495

c2 0,7981 | 0,8420 | 0,0246 H15A 0,2542 | 0,5%16 | 0,2593

c7 0,7045 | 0,8108 | 0,1635 H15B 0,2564 | 0,4841 | 00,2288

Cl 0,9852 | 0,7023 | 0,0579 H3A -0,4990 |1 0,1985 | 0,1863

Cl15 0,2577 | 0,5672 | 0,2298 H27 -0,6926 [ 0,2734 | 0,1759

c25 0,0153 [ 0,3263 | 0,0246 H26A | -0,7745 ] 0,0861 | 0,1320

F4 0,1640 | 0,2980 | 0,0315 H26B | -0,64%92 | 0,1771 | 0,1173
F5 -0,0739 ( 0,3770 | -0,0036 | H26C | -0,8259 | 0,2136 | 0,1243
F6 0,0440 | 0,2214 | 0,0112 H28A | -0,8028 | 0,1216 | 0,2237
03 -0,5666 | 0,1486 | 0,1890 H28B | -0,9203 | 0,1527 | 0,1868

c27 -0,7093 [ 0,1903 | 0,1763 H28C | -0,8515 | 0,2497 | 0,2160

C26 -0,7420 [ 0,1648 | 0,1343

c28 -0,8290 [ 0,1780 | 0,2024

Cc29 -0,8460 [ 0,1070 | 0,1744

C30 -0,6990 | 0,2550 | 0,1410

QUADRO 8

Coordenadas atémicas para o exemplo 2f, Forma base RPG-3

Atomo X Y Z Atomo X Y Z

Fl 1,4700 | 0,5720 0,6614 N2 0,6350 0,3813 0,3765

E7 1,4119 | 0,5575 0,7000 N6 0,2687 | 0,8628 | 0,3992

F2 1,4315 | 0,5398 0,7741 N4 0,3398 | 0,734 | 0,3149

F8 1,5600 | 0,5336 0,8131 N1 0,8898 | 0,3354 | 0,4598

F3 1,6320 | 0,5630 0,7860 N5 0,0527 | 0,9107 | 0,3489

F9 1,6111 | 0,5864 0,6960 clz 0,4202 | 0,2078 | 0,3911

NS 0,7987 | -0,0295 | 0,8348 ol 0,6129 | 0,7507 | 00,2839

N8 0,7989 | 0,1232 0,9974 Ccl10 0,7273 | 0,4981 | 0,3447

N11 1,1628 | -0,0946 | 0,6829 C6 0,8597 | 0,4735 | 0,3332

N10 1,0837 | 0,0679 0,7424 Cc9 0,7661 | 0,6239 | 0,4071

N7 0,5331 | 0,0253 1,0441 c20 0,1173 | 0,7695 | 0,2548
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2f, Forma base RPG-3

Atomo X Y z Atomo X Y z
N12 1,3802 | -0,0414 | 0,6342 Ccl¢9 0,0264 0,8385 0,2716
03 0,8190 0,0931 0,7142 C5 0,9561 0,4627 0,4193
04 1,0177 | 0,2159 | 0,9737 c17 0,2435 | 0,7914 | 0,3234
c34 | 0,7187 | 0,1296 | 0,9094 c8 0,8573 | 0,6109 | 0,4957
c45 | 1,3119 | 0,1383 | 0,6926 02 0,4273 | 0,3887 | 0,2980
c37 0,6769 0,0002 0,8509 cz4 -0,0460 | 0,6680 0,1174
C30 0,4799 0,0412 0,9508 Cle 0,4606 0,7449 0,3864
c42 1,1869 0,0349 0,7058 cz2 0,0802 0,6875 0,1776
c31 | 0,5850 | 0,1596 | 0,9161 Cl4 0,5786 | 0,7190 | 0,3544
c49 | 1,4737 ] 0,3643 | 0,7029 c7 0,9892 | 0,5850 | 0,4828
€33 | 0,5750 | -0,1179 | 0,8869 c23 |-0,1359 | 0,7367 | 0,1342
c47 | 1,3487 | 0,2751 | 0,7153 c18 0,1707 | 0,9200 | 0,4061
c40 0,8584 0,0198 0,7679 c25 -0,0848 | 0,5788 0,0372
C32 0,4447 | -0,0846 | 0,8933 C13 0,5736 0,6259 0,4906
c41 | 0,9773 | -0,0327 | 0,7663 c21 |-0.10101| 0,8179 | 0,2096
c39 | 1,0115 | -0,0750 | 0,8618 c4 0,9438 | 0,1985 | 0,3554
€35 | 0,9405 | 0,1730 | 1,0250 c3 0,9469 | 0,2256 | 0,4509
C38 0,8681 | -0,1166 | 0,8863 Cl5 0,4317 0,6466 0,4565
Cc28 0,4760 0,0765 1,1130 c2 1,0856 0,2572 0,5066
Cc43 1,2625 | -0,1234 | 0,6483 Cl1 0,4953 0,3347 0,3508
c44 | 1,4064 | 0,0935 | 0,6556 c1 0,8466 | 0,1026 | 0,4843
c46 1,5338 | 0,1870 | 0,6430 F4 -0,1040 | 0,4554 | 0,0598
c48 | 1,5649 | 0,3202 | 0,6666 F5 0,0211 | 0,6100 | -0,0030
C36 1,0000 0,1703 1,1211 F6 -0,1869 | 0,5900 | -0,0238
Cc29 0,5552 0,0482 1,2020 F10 -0,2221 | 0,5070 0,0190
c27 0,3192 0,0052 1,10006 E11 -0,0370 | 0,4791 0,0400
C26 0,5156 | 0,2276 | 1,1108 F12 | -0,0360 | 0,6334 | -0,0302
c50 | 1,5103 | 0,5068 | 0,7292 07 0,3015 | 0,5242 | 0,1820
N3 0,6420 | 0,6560 | 0,4169 08 0,5067 | 0,7155 | 0,1016
c55 | 0,4573 | 0,5719 | 0,0792 | H12Cc | 0,3410 | 0,1518 | 0,3473
Cb56 0,3131 0,5089 0,0936 H10A 0,6770 0,5138 0,2867
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Coordenadas atémicas para o exemplo 2f, Forma base RPG-3

Atomo X Y z Atomo X Y z

C54 0,4592 | 0,5517 | -0,0152 H6A 0,8326 | 0,3912 | 0,2958

05 1,1135 | 0,3136 0,8309 H6B 0,9113 | 0,5467 | 0,3027

06 0,9224 | 0,3638 0,6775 HY 0,8236 | 0,6994 | 0,3801

C52 0,9658 | 0,4383 0,7607 H95 1,0446 0,4603 | 0,4067

Cb53 1,0998 | 0,4403 0,8150 H8B 0,8035 | 0,5371 | 00,5249

C51 0,9706 | 0,5801 0,7445 H8C 0,8845 | 0,6928 | 0,5336

HS8 0,7521 | 0,0843 1,0354 H16 0,4967 | 0,8363 | 0,4153

H10 1,1043 | 0,1515 0,7516 H22 0,1413 | 0,6448 | 0,1660

H34 0,7767 | 0,2034 0,8813 H7A 1,0479 | 0,6636 | 0,4601

H37 0,6246 | 0,0147 0,7931 H77B 1,0425 | 0,5720 | 0,539%

H30 0,3926 | 0,0620 0,9462 H23 -0,2189 | 0,7261 | 0,0931

H31A | 0,5395 | 0,1776 0,8580 H18 0,18%7 | 0,9731 | 0,4584

H31B | 0,6110 | 0,2396 0,9557 H13A 0,6288 | 0,6865 | 0,5425

H33A | 0,5480 | -0,1985 | 0,8476 H13B 0,5604 | 0,5340 | 0,5057

H33B | 0,6213 | -0,1349 | 0,9450 H21 -0,1626 | 0,8605 | 0,2204

H47 1,2884 0,3066 0,7391 H4A 0,8479 0,1679 0,3217

H32A | 0,3953 | -0,0742 | 0,8343 H4B 0,9856 0,1305 | 0,3502

H32B | 0,3818 | -0,1587 | 0,9172 H4C 0,9%60 | 0,2797 | 0,3330

H41 0,9434 | -0,1120 | 0,7240 H15A 0,3587 | 0,5626 | 0,4312

H3%9A | 1,0471 | -0,14%96 | 0,8633 H15B 0,4034 | 0,6838 | 0,5038

H39B | 1,0801 | -0,0006 | 0,9013 H2A 1,1552 | 0,3410 | 0,4913

H38A | 0,8152 | -0,2110 | 0,8689 H2B 1,1310 | 0,1867 | 00,4955

H38B | 0,8786 | -0,0998 | 0,9495 H2C 1,0948 | 0,2640 | 0,5683

H43 1,2434 | -0,2140 | 0,6327 H1A 0,84%6 | 0,1213 | 0,5456

H46 1,5855 | 0,1582 0,6190 H1B 0,8758 | 0,0261 | 0,4785

H48 1,6483 | 0,3822 0,6582 H1C 0,7522 | 0,083%9 | 0,4487

H36A | 1,0650 | 0,1213 1,1285 HO9S 0,9009 | 0,3500 | 0,5070

H36B | 0,9249 | 0,1270 1,1498 H7 0,3628 0,5029 0,2157

H36C | 1,0484 | 0,2607 1,1471 H8A 0,5335 | 0,7307 | 0,1555

H29A | 0,5101 | -0,0427 | 1,2144 H55 0,5214 0,5322 0,1164

H29B | 0,5546 | 0,1080 1,2479 H56A 0,2502 | 0,5475 | 0,0555




115

Coordenadas atémicas para o exemplo 2f, Forma base RPG-3

Atomo X Y z Atomo X Y z
H29C 0,6509 0,0606 1,1995 H56B 0,2814 0,4136 0,0755
H27A | 0,2727 | 0,0063 | 1,0399 | H54A | 0,4034 | 0,5980 | -0,0510
H27B | 0,2829 | 0,0501 | 1,1386 | H54B | 0,4208 | 0,4574 | -0,0335
H27C | 0,3022 | -0,0863 | 1,1155 | H54C | 0,5546 | 0,5867 | -0,0221
H26A | 0,6150 | 0,2666 | 1,1142 H5 1,0835 | 0,2863 | 0,8748
H26B 0,4925 0,2636 1,1602 H6 0,9213 0,2865 0,6847
H26C 0,4641 0,2486 1,0564 H52 0,8933 0,3997 0,7941
H100 0,5160 | -0,0550 | 1,0510 H53A 1,1740 0,4907 0,7866
H2 0,6741 | 0,3386 | 0,4153 | H53B | 1,1148 | 0,4884 | 0,8717
H4 0,3295 | 0,6914 | 0,2656 | H51A | 1,0458 | 0,6226 | 0,7158
H12A | 0,3879 | 0,2319 | 0,4404 | H51B | 0,9866 | 0,6294 | 0,8002
H12B | 0,4843 | 0,1597 | 0,4113 | #51C | 0,8826 | 0,5788 | 0,7073

QUADRO 9
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Posigdes caracteristicas do pico de difracgao de raio-x no
pd (grau 2e¢ = 0,1)
b, d, ¢, d, e,

a temperatura ambiente para os exemplos

2a, f e g, com base num padrao de elevada

qualidade obtido num difractdémetro (CuKo), com uma

capllaridade giratdéria, em que 206 é calibrado com um padrao

adequado diferente de NIST

Exp 2a Exp 2b | Exp 2c¢ Exp 2d | Exp 2e | Exp 2f Exp 2g
5,2 5,5 5,1 5,3 5,4 6,3 6,9
7,9 9,1 6,9 9,6 9,4 9,0 8,7
7,1 12,1 7,4 13,7 11,2 11,7 9,8
17,6 14,0 10,2 14,7 13,7 15,0 10,3
19,6 19,2 18,0 19,5 19,1 17,6 11,8

CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS COMPARATIVAS

Os ensaios e os dados de comparagao das

caracteristicas farmacoldgicas do exemplo 1 e dos compostos

descritos no documento WO02005021500 (que corresponde a

patente de invenc¢do norte-americana n° 7 163 937, atribuida

a presente requerente) sdo a segulr apresentados.

Ligagdo a células mononucleares de sangue periférico humano
(“ligagao a CCR2")

Veja-se, e.g., Yoshimura et al. J. Immunol. 1990, 145,

292. 0O ensalio de ligagdo a CCR2 humano foil realizado com

células mononucleares de sangue periférico humano (hPBMCs),

125

utilizando I-MCP-1 humano como ligando marcador. Isolou-—

se hPBMCs a partir de ‘leucopak’ humano (Biological

Specialty Inc.), utilizando um protocolo convencional com

Ficoll-Hypaque (Mediatech Cellgro). Lavou-se as hPBMCs

e diluiu-se até 1x107/mL em tampdo de

0,1%

isoladas ligagao

(RPMI-1640, de BSA, Hepes 20 mM, pH 7,4). Diluiu-se
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1251 MCP-1 (NEN/Perk Elmer) até 0,45 nM em tampdo de
ligagdo. Diluiu-se o composto em tampdo de ligacao até 3
vezes as concentragdes <Lfinals wutilizadas no ensaio de
ligagdéo. O ensaio de ligagdo foli realizado utilizando uma
placa de filtragdo com 96 pogos (Millipore). Avaliou-se a

ligacdo total de '*°

I-MCP-1 do modo seguinte: a cada reacg¢do
com um volume total de 150 pL adicionou-se 5 x 10° células,
257 -MCP-1 0,15 nM e um composto de um modo tal que a
concentracao final estivesse compreendida entre 0 e 100 nM.
Manteve-se a placa a incubar a temperatura ambiente durante
30 minutos e depois lavou-se trés vezes com RPMI-1640, 0,1%
de BSA, NaCl 0,4 M, Hepes 20 mM, pH 7,4, utilizando um
colector de filtragdo a vdcuo (Millipore). Apds a lavagem,
secou-se a placa ao ar durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Depoils adicionou-se 25 pL de ‘Microscint 20’ a
cada pog¢o. Fechou-se estanquemente a placa e efectuou-se a
contagem no dispositivo Trilux durante 1 minuto.
Determinou-se a ligacdo ndo especifica na presenga de 300

151 Mecp-1

nM de MCP-1 frio (PeproTech Inc.). Calculou-se
especifica como a diferenga entre a ligagdo total e a
ligagdo ndao especifica. Todas as condig¢des foram testadas
em duplicado. O valor CIsy é definido como a concentragdo
do composto competidor necessdria para reduzir a ligagdo

especifica em 50%.

Fluxo hERG

Deixou—se desenvolver (37°C, 5% de CO,) células HEK293
que expressam de um modo estdvel os canals de hERG em meio
de Eagle modificado de Dulbecco com 10% de soro fetal de
bovino Sigma, aminocdcidos ndo essenciails, L-glutamina 2 mM

e 500 pg/mL de G418, no incubador. Utilizou-se tampdo de
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dissociagdao de células para extrair as células dos
recipientes, as quals foram entdo colocadas em placas
limpidas/pretas revestidas com poli-D-lisina, com 384
pocos, a uma densidade de 2 x 10* células por pogo (20 pL)
em meio de soro a 10% e manteve-se a incubar durante 15 a
24 horas a 37°C em 5% de CO; num incubador, até se obter
uma monocamada confluente de células.

Preparou-se uma solugdo de reserva 2 mM de corante
BTC-AM (Molecular Probes, Eugene, OR) em 100% de DMSO e
depois adicionou-se, a 1:1, a &cido plurdnico a 10% (p/v)
em DMSO no dia do ensaio. Diluiu-se entdo o corante em
tampdao de EP externo hERG (NaCl 140 mM, KCl1 4,0 mM, CaCl,
1,8 mM, MgCl, 1,0 mM, HEPES 10 mM, pH 7,3, e glicose 10 mM;
todos os componentes do tampdo foram adquiridos a Sigma
Chemical). Adicionou-se esta mistura de corante BTC (30 uL)
as células, obtendo-se uma concentracgdo final de carga de
2,5 pM. Manteve-se as células a incubar a 21°C durante 45
minutos.

Diluiu-se os compostos de ensaio até 10 mM de DMSO em
60 pL. Diluiu-se entdo, em série, estes compostos a razao
de 1:2 em DMSO nas colunas 1-10 e 11-20 de uma placa com
384 pogos. Criou-se placas prontas para o ensalar por
introdu¢ao de 2,5 pL da placa diluida em série de DMSO, a
qual tinhas sido preparada no dispositivo “‘Velocity 11
BioCel’. Criou-se placas aquosas por adigdo de 48 pL de
tampdo EP e diluiu-se entdo 30 a 45 minutos antes de se
efectuar a leitura do ensaio no dispositivo FLIPR. Depois
de se introduzir o corante, adicionou-se os compostos
diluidos com Agua as células das trés placas replicadas (10
puL), obtendo-se um intervalo de concentragdes com dez

pontos compreendido entre 80 pM e 0,156 nM. A concentracgdo
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final de DMSO no ensaio foli de 1%. Preparou-se placas
aquosas prontas para ensaios e diluiu-se num manuseador de
liquidos ‘Cybio’.

Efectua-se a leitura de células carregadas com corante
num dispositivo FLIPR384 (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA), o qual excita o corante utilizando a linha de 488 nm
de um laser de 4&rgon. Filtrou-se a emissdo utilizando um
filtro de passagem de banda 540 = 30 nm. Os canails de hERG
sdo estimulados a se abrirem por meio da adigdo de 20 uL/
/poco de tampdo EP que contém K,;SO; 66 mM e T1,S0; 1,3 mM
(Sigma/Aldrich). Para cada placa, recolheu-se os dados a
cada segundo durante um periodo de 12 segundos, periodo
esse ao fim do qual se adicionou o tampao estimulador que
contém T1". A recolha de dados procedeu a cada segundo
durante 48 segundos e depols continuou a cada 3 segundos
durante mais 2 minutos.

O efeito dindmico do ensaio fol determinado a partir
de pogos em branco e totais. 0Os pogos totais (colunas 21 e
22) definem a activagdo hERG méxima para a placa (na
auséncia de composto de ensaio) e o0s pogos em branco
(colunas 23 e 24) definem uma inibic¢do de 100% de hERG. Os
pog¢os em branco contém 400 nM dos inibidores de hERG
convencionais, dofetilida (Ficker et al., 1998) ou de E-
4031. Os pontos de dados nao tratados para cada pogo de
amostra foram, em primeiro lugar, corrigidos para a
variagdo célula/sinal, para o fundo do controlo negativo
(ensaios em branco) e normalizados para os controlos
positivos (totais), wutilizando o programa informdtico
disponivel em rede FLIPR. As curvas de resposta da
concentragdao do composto de ensaio para os dados de fluxo

de T1' hERG foram entdo ajustadas utilizando a aplicacdo
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‘Excel Fit’ (ID Business Solutions Limited, Surrey, UK),
com uma equag¢do logistica para um uUnico local, Y= A + ((B-
AY/1 + ((C/X)"D))), em que A = inibicdo méaxima. Os dados
foram analisados por meio do ajuste de amplitudes méaximas
de alteracdo na fluorescéncia para o fluxo de T1° para
determinadas condig¢des do composto de ensaio. As poténcias
(valores CIsg) dos compostos foram calculadas a partir da

média dos pogos em triplicado.

Ensaio de ligagdo ao local 2, canal de sédio

Veja—-se também: W. A. Catterall, et al. J. Biol. Chem.
1981, 256, 8922. O tampdao de ligagdo convencional contém
HEPES 50 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, cloreto de colina 130
mM, KCl1 5,4 mM, MgCl, 0,8 mM, glicose 5,5 mM, 40 pg/mL de
LgT. As reacgbes de ligacdo tiveram inicio por meio da
adi¢do de sinaptossomas (preparados a partir de cérebro de
ratos Wistar) a mistura de reaccdo que continha [°H]-
batracotoxina 5 nM num tampdo de ligac¢do convencional e o
composto que se pretendia testar na concentragdo desejada.
Misturou-se entdo as amostras e manteve-se a incubar a 37°C
durante 60 minutos. Interrompeu-se as reacg¢des por meio da
adicdo de tampdo de lavagem arrefecido com gelo due
continha HEPES 50 mM, Tris-HCl1 50 mM, pH 7,4, CaCl; 1,8 mM,
MgCl, 0,8 mM e 1 mg/mL de albumina do soro de bovino. As
sinaptossomas foram recolhidas imediatamente para filtros
de fibra de vidro e lavadas trés vezes com tampdes de
lavagem. Efectuou-se a contagem da radicactividade de [*H]-
batracotoxina restante nos filtros utilizando

espectrdémetros de cintilacdo liquidos.
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Ensaio de permeabilidade & membrana artificial paralelo
(PAMPA)

O ensaio de permeabilidade a membrana artificial
paralelo (PAMPA) ¢é constituido por uma combinacdo de
lipidos &a Dbase de lecitina formulados especialmente,
designada como lipido do tracto gastrointestinal (GIT). O
lipido GIT ¢é wutilizado para formar uma membrana numa
montagem de placas de tipo sanduiche i1idéntica a utilizada
nos ensaios Caco-2. O lipido GIT possul bastantes
semelhancas com a composicdo e o desempenho da membrana in
vivo, conforme determinado pelos compostos convencionais
dos quais se sabe que sdo absorvidos passivamente em seres
humanos. O PAMPA ¢é amplamente utilizado como modelo in
vitro para a pesquisa de permeabilidade de novos compostos.
A taxa de passagem dos compostos através da membrana do
PAMPA ¢é utilizada para terminar um <coeficiente de
permeabilidade (Pcy, o qual pode ser associlado a
permeabilidade passiva in vivo do composto.

O coeficiente de permeabilidade (Pc) de um composto
particular é examinado numa preparagao dependente do pH,
com pH apical e basolateral de 7,4. Todos os ensaios séao
realizados com medig¢des em triplicado.

Diluiu-se, 1:100, os compostos (solugdes de reserva 10
mM em 100% de DMSO) num tampdo de pog¢o dador a pH 7,4 (pION
n°® de CAT. 110151), proporcionando uma solugdo de ensaio
100 pM em 1% de DMSO. Transferiu-se o composto diluido em
tampdo de po¢o dador para uma placa ‘Whatman Unifilter’ e
filtrou-se antes de se introduzir 200 pL para o pog¢o dador
da placa de ensaio (pION n° de CAT. 1110163). Formou-se a
membrana para PAMPA por pipetagem de 4 pL da solugao de

lipido (pION n° de CAT. 110169) para uma placa de filtracgdo
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(VWR n°. de CAT. 13503). Cobriu-se entdo a membrana com 200
uL de tampdo de pogo aceitador a pH 7,4 (pION n°. de CAT.
110139). Combinou-se a placa de ensaio para o PAMPA (lado
dador e lado aceitador) e deixou—-se a incubar a temperatura
ambiente durante 4 horas. Desmontou-se entdaoc a placa e
carregou-se (150 pL/pogo) placas de espectrofotdémetro (VWR
n® de CAT. 655801). Efectuou-se a leitura das placas
dadora, aceitadora, de referéncia e em branco no leitor de
placas ‘SpectraMax UV’. Os dados foram capturados pela
aplicagdo informdtica pION, a qual analisa o espectro e

gera os valores de Pc.

Quimiotaxia de CCR2

Efectuou-se o ensaio de quimiotaxia de CCR2 humano com
a linhagem celular monocitica humana, THP-1. Em primeiro
lugar, marcou-se as células THP-1 com o corante
fluorescente Calceina-AM em RPMI-1640 isento de vermelho de
fenol e isento de BSA (pH 7,4) a 37°C durante 30 minutos
com agitagdo suave a cada 15 minutos. Lavou-se entdo as
células marcadas e colocou-se novamente em suspensdo a 1 x
10°/ml em tampdo de quimiotaxia (RPMI-1640 isento de
vermelho de fenol, 0,1% de BSA, pH 7,4). Diluiu-se o
composto de ensaio em tampdo de quimiotaxia de um modo tal
que a concentracgdo final de ensaio estava compreendida
entre 0,01 nM e 1 uM. Diluiu-se o ligando MCP-1 (PeproTech
Inc.) até 20 nM em tampdao de quimiotaxia. Para se efectuar
o ensalo, misturou-se um volume igual de diluig¢des de
composto de ensaio com um volume igual de células de THP-1
marcadas (mistura 1) e misturou-se um volume igual de
diluigdes de composto de ensaio com um volume igual de

ligando MCP-1 diluido (mistura 2). Manteve-se ambas as
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misturas a incubar independentemente a 37°C durante 10
minutos e depois agitou-se suavemente. Determinou-se entdo
a quimiotaxia induzida por MCP-lnuma placa de quimiotaxia
(Becton Dickinson), colocando 50 pL da mistura 1 na camara
superior e 225 plL da mistura 2 na camara inferior. Cobriu-
se a placa com uma tampa e manteve-se a incubar a 37°C
durante 30 minutos. Decorridos 30 minutos, efectuou-se a
leitura da placa num dispositivo ‘Cytofluor’. Todas as
condigdes foram testadas em duplicado. Para a determinagao
de sinal para ruido, colocou-se 50 pL de c¢élulas THP-1
marcadas por si sé (5 x 10%/poco) na cdmara superior e
colocou-se 225 pL de ligando MCP-1 por si sé na cédmara
inferior (concentracao final de 10 nM) . A inibicao
alcangcada por concentragdes determinadas de composto de
ensaio fol calculada como a percentagem de controlo de MCP-
1 isento de composto. O wvalor CIs; é definido como a
concentragdo de composto de ensailo necessdria para alcancgar

uma inibic¢do de 50% de quimiotaxia celular.

Iluminacdo de campo escuro de hERG

Utilizou-se um microscépio de 1luminagdo de campo
escuro na totalidade da célula para medir directamente as
correntes em células HEK-293 que expressam estavelmente a
subunidade o do canal de potdssio hERG clonado. Testou-se
o composto num tampdo aquoso com pH 7,4 a temperatura
ambiente. Aplicou-se impulsos repetitivos de ensaio (0,05
Hz) a partir de um potencial de suporte de -80 mV a +20 mV
durante 2 segundos e provocou-se correntes de cauda apds os
ensaios de impulso aumentando a voltagem até -65 mv. Os
efeitos do composto foram calculados por medigdo da

inibig¢do da corrente de cauda do pico.
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Iluminacdo de campo escuro do canal de sédio

Utilizou-se um microscépio de 1iluminagdo de campo
escuro na totalidade da célula para medir directamente as
correntes de sédio para dentro das células HEK-293 que
expressam o canal de sdédio cardiaco humano, SCN5SA. Testou-—
se o composto com um tampdo aquoso isento de proteina. Para
determinar a inibig¢do em estado de equilibrio, provou-se
correntes de sddio a cada 5 segundos utilizando o seguinte
protocolo de voltagem: manteve-se as células a um potencial
de -90 mV e aumentou-se até -20 mV durante 60 ms. Os
efeitos foram <calculados determinando a inibigdao da
corrente de pico durante o teste de impulso até -20 mv. A
inibicdo dependente da taxa fol testada por estimulacdo a

frequéncias compreendidas entre 1 Hz e 4 Hz.

Farmacocinéticas de dose tnica em ratos

Utilizou-se ratos machos da estirpe Sprague-Dawley
(250 a 300 g) para os estudos farmacocinéticos. Manteve-se
0os ratos em Jjejum de um dia para o outro antes de se
administrar uma dose PO e alimentou-se 4 horas depois da
dose. Foram recolhidas amostras de sangue (~0,3 mL) a
partir da wveila jugular para tubos que continham K,EDTA e
depois centrifugadas a 4°C (1500-2000 x g) para se obter
plasma. Num estudo de biodisponibilidade oral, 2 grupos de
animais (N = 2-3 por grupo) receberam o composto de ensaio
por infusdo intravenosa (IV) (ao longo de 10 minutos)
através da wvela Jjugular ou por alimentagdo com sonda
esofdgica oral. Foram obtidas amostras de sangue a 0,17
(apenas para 1V), 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas

apds dose. As amostras de plasma, obtidas por centrifugacgdo



125

a 4°C (1500-2000 x g), foram armazenadas a -20°C até se

realizar a andlise por LC/MS/MS.

Farmacocinéticas de dose Unica em macacos

Avaliou-se a farmacocinética de diversos compostos de
ensaio em macacos machos da estirpe Cynomolgus com uma
concepg¢do cruzada. Manteve-se 0s macacos em jejum de um dia
para o outro antes da dosagem PO e alimentou-se 4 horas
ap6és a dose. Um grupo de 1 a 3 animais (3 a 5 kg) recebeu o
composto por infusdo IV (ao longo de 10 minutos) através da
veia femoral e por alimentagdo com sonda esofdgica oral,
com  uma semana de desmame entre tratamentos. Foram
recolhidos conjuntos de amostras de sangue (~0,3 mL) a
partir da artéria femoral 0,17 (apenas IV), 0,25, 0,5,
0,75, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas apdés dose e foram
centrifugadas a 4°C (1500-2000 x g) para se obter plasma.
As amostras foram armazenadas a -20°C até se efectuar a

andlise por LC/MS/MS.

Anilise dos dados para os ensaios farmacocinéticos

Os pardmetros farmacocinéticos foram obtidos por
andlise ndo comportamental dos dados de concentracdo no
plasma vs. Tempo (aplicag¢do informdtica KINET1CA™, Versdo
4.2, InnaPhase Corporation, Philadelphia, PA) . A
concentracdo do pico (Cmdx) e o tempo para a Cmax foram
registados directamente a partir de observagdes
experimentais. A drea sob a curva a partir do instante zero
até pelo menos o 1instante de amostragem (AUC(0-T)) foi
calculada utilizando uma combina¢do de somas lineares e
trapezoidais log. A limpeza total no plasma (CLTp), o

volume da distribuig¢do em equilibrio (Vss), eliminacao
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aparente de semi-vida (T1/2) e o tempo de residéncia médio
(MRT) foram estimados apdés a administracdo IV. As
estimativas de T1/2 forma realizadas utilizando um minimo
de trés pontos com concentrag¢gdes quantificdveis. A
biodisponibilidade oral absoluta (F) fol estimada como a
proporc¢dao entre os valores ASC normalizados para a dose e
as doses IV.

A seguilr, sao apresentados dados para cada composto

conforme medidos nos ensaios descritos antes.

QUADRO 10. Dados In Vitro comparativos

CICs de CICso de | Ligagdo ao

Permeabilidade
ligagédo fluxo canal de Na'
Composto PAMPA
a CCR2 de hERG | (% de
(nm/segundo)
(nM) (nM) inibigéao)
Exemplo 1l2as,
0,27(1) 2800 Nao disponivel | Nao disponivel
WO02005021500
Exemplo 12aj, | 0,43 =
7770 Nao disponivel | Nao disponivel

W02005021500 0,06(2)

Exemplo 2k, 0,88 +
W02005021500 0,60(23)

51000 97%, 10,000nM 529 £ 157(9)

Exemplo 12bd, | 1,15 +
W02005021500 0,07(2)

>80000 54%, 10,000nM 392

Exemplo 8a, 1,83 + 3%, 10,000nM

>80000 94 + 58(10)
W02005021500 0,80(12) 33%, 30,000nM
Exemplo 8e, 2,20 +

>80000 6%, 10,000nM 2 £ 2(2)
WO02005021500 0,03(2)

Exemplo 9c, 0,96 + 48%, 10,000 nM
>80000 145 + 71(8)
W02005021500 0,26(19) 75%, 30,000 nM
Exemplo 1,
2,74 £ 13%, 10,000nM
Presente >80000 560 = 86(5)
1,34(15) 32%, 30,000 nM

Invengao
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QUADRO 1lla. Dados In Vitro comparativos suplementares
Iluminagdo de Iluminagdo de
Chemotaxis CICs,
campo escuro de campo escuro do
Composto de quimiotaxia
hERG (% canal de Na' (%
de CCR2 (nM)
inibigao) Inibigéao)
Exemplo 2k,
0,24 + 0,16(12) | 83%, 10000 nM 52%, 10000 nM
W02005021500
Exemplo 8a,
2,63 = 1,24(4) 4%, 10000 nM 22%, 10000 nM
W02005021500
Exemplo Sc,
0,21 4%, 10000 nM 19%, 10000nM
W02005021500
Exemplo 1,
12%, 10000 nM
Presente 0,75 £ 0,42(16) 29%, 30000 nM
19%, 30000 nM
Invengao
QUADRO 11b. Dados Farmacocinéticos In Vivo comparativos em
ratos
Dose IV/PO ASC oral
Composto CI (mL/min/kg) |F$%
(mg/kg) (nM*h)
Exemplo 2k,
2,5/25 40 68 9294
W02005021500
Exemplo 8a,
6/72 42 1,4 690
W02005021500
Exemplo 9c¢,
4/43 54 14 1855
W02005021500
Exemplo 1,
Presente 2/10 25 79 10169
Invencgao

QUADRO l1llc. Dados Farmacocinéticos In Vivo comparativos em

macacos
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Dose IV/PO |Cl ASC oral
Composto . F%

(mg/kq) (mL/min/kg) (nM*h)
Exemplo 2k,

1/1,4 25 46 | 862
W02005021500
Exemplo 8a,

1/11 14 9,4|1896
W02005021500
Exemplo 9c¢,

1/10 12 26 | 6763
W02005021500
Exemplo 1,

1/1 12 95 | 2352
Presente Invencgao

UTILIDADE

Os compostos representativos dos exemplos demonstraram
ser moduladores da actividade do receptor de quimiocina,
utilizando ensaios conhecidos pelos especialistas na
matéria. Desta seccgdo, sdo descritos tals ensaios e sao
apresentadas as suas referéncias na literatura. Sdo aqui
descritos mais ensaios na secc¢do intitulada “Carateristicas
farmacoldgicas comparativas”, supra. Ao demonstrarem
actividade nestes ensaios de antagonismo contra MCP-1, ¢é
esperado que os compostos dos exemplos possam ser uteis
para o tratamento de doengas de humanos associadas a
quimiocinas e aos seus receptores congéneres. A definigao
de actividade nestes ensaios é um composto que demonstre um
valor CIsg de 30 uM ou inferior em concentracgdo, quando

medido num ensaio particular.

Antagonismo da ligagdao de MCP-1 a PBMC humano (Yoshimura et

al., J. Immunol. 1990, 145, 292)
Pelo menos um dos compostos descritos nos exemplos

possul actividade no antagonismo da ligag¢do de MCP-1 a PBMC
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humano (células mononucleares de sangue periférico humano),
aquli descrito.

Trata-se placas de filtragdo Millipore (n°® MABVN1250)
com 100 pL de tampao de ligagdo (0,5% de albumina de soro
de bovino, tampdo HEPES 20 mM e cloreto de magnésio 5 mM em
meio RPMI 1640) durante trinta minutos a temperatura
ambiente. Para se medir a liga¢ao, combina-se 50 puL de
tampdo de ligagdo, com ou sem uma concentragdao conhecida de

composto, com 50 pL de MCP-1 humano marcado com 125_1

(para
se obter uma concentrac¢do final de 150 pM de radioligando)
e 50 pL de tampdo de ligacdo que contém 5 x 10° células. As
células utilizadas nestes ensaios de ligagdo podem incluir
células mononucleares de sangue periférico humano isoladas
por centrifugacdo em gradiente Ficoll-Hypaque, mondcitos
humanos (Weiner et al., J. Immunol. Methods. 1980, 36, 89)
ou a linhagem celular THP-1 gque expressa o receptor
enddgeno. Mantém-se a incubar a mistura de composto,
células e radioligando &a temperatura ambiente durante
trinta minutos. As placas foram colocadas num colector a
vacuo, aplicou-se uma pressdo hipobdrica e lavou-se as
placas trés vezes com tampdao de ligagdo que continha NaCl
0,5 M. Remove-se sala de pléastico da placa, deixa-se a
placa secar ao ar, remove-se as pPog¢os por pungdoc e efectua-
se a contagem. Calcula-se a percentagem de 1inibic¢cdao da
ligagdo utilizando as contagens totails obtidas na auséncia
de qualquer composto competitivo e da ligacdao de fundo
determinada pela adig¢ao de MCP-1 100 nM em vez do composto

de ensaio.

Antagonismo do fluxo de entrada de cdlcio induzido por MCP-1

(Sullivan, et al. Methods Mol. Biol., 114, 125-133 (1999))
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Pelo menos um dos compostos descritos nos exemplos
possul actividade no antagonismo no ensaio do fluxo de
entrada de cdlcio induzido por MCP-1, aqui descrito.

A mobilizagdo de cédlcio é determinada utilizando o
corante indicador fluorescente Ca%, Fluo-3. Mantém-se as
células a incubar a 8 x 10° células/mL em soluto salino
tamponado com fosfato que contém 0,1% de albumina de soro
de bovino, tampdao HEPES 20 mM, glicose 5 mM, 1% de soro
fetal de bovino, Fluo-3 AM 4 uM e probenocid 2,5 mM,
durante 60 minutos a 37°C. As células utilizadas para estes
ensaios de cdlcio podem incluir monécitos humanos isolados
conforme descrito por Welner et al., J. Immunol. Methods,
36, 89-97 (1980) ou linhagens celulares qgue expressem O
receptor de CCR2 enddgeno, tails como THP-1 e MonoMac—6.
Lava-se entdo as células trés vezes com soluto salino
tamponado com fosfato que contém 0,1% de albumina do soro
de bovino, HEPES 20 mM, glicose 5 mM e probenocid 2,5 mM.
Coloca-se novamente em suspensdo as c¢élulas em soluto
salino tamponado com fosfato que contém 0,5% de albumina de
soro de bovino, HEPES 20 mM e probenocid 2,5 mM até uma
concentracdo final de 2-4 x 10° células/mL. Coloca-se as
células em microplacas com paredes negra com 96 pogos (100
nL/pog¢o) e centrifuga-se as placas a 200 x g durante 5
minutos. Adiciona-se diversas concentrag¢des de composto aos
pocg¢os (50 uL/poc¢o) e, decorridos 5 minutos, adicionou-se 50
pL/poco de MCP-1 para se obter uma concentracdo final de 10
nM. Efectua-se a detecgdo da mobilizacdo de <calcio
utilizando um leitor de placas de 1imagens fluorescentes.
Excita-se a monocamada celular com um laser de argon (488
nM) e mede-se a fluorescéncia associada as células durante

3 minutos, (a cada segundo para os primeiros 90 segundos e
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a cada 10 segundos para os seguintes 90 segundos). Os dados
sdo obtidos como unidades de fluorescéncia arbitrdrios e a
alteracdo para cada pog¢o é determinada como o diferencial
maximo-minimo. A inibigdo dependente do composto &

calculada com base na resposta de MCP-1 por si so.

Antagonismo da quimiotaxia de PBMC humanas induzida por

MCP-1 (Bacon et al., Brit. J. Pharmacol. 1988, 95, 966)

Pelo menos um dos compostos descrito nos exemplos
possul actividade no ensaio de antagonismo de quimiotaxia
de PBMC humanas induzida por MCP-1, aqui descrito.

Num incubador a 37°C, aquece—se uma camara de
quimiotaxia com 96 pogos ‘Neuroprobe MBAY9’, placas com 96
pog¢os ‘Polyfiltronics MPC’ e filtros de 8 micron PDF5 de
policarbonato isento de polivinilpirrolidona ‘Neuroprobe’.
As células mononucleares de sangue periférico humanas
(PBMC) (Boyum et al., Scand. J. Clin. Lab Invest. Suppl.
1968, 97, 31), recentemente isoladas por meio do método de
separacgdo convencional por densidade ficoll, sdo colocadas
em suspensdo em DMEM a 1 x 107 células/mL e aquecidas a
37°C. Aquece-se também uma solugdo a 60 nM de MCP-1 humano
a 37°C. Efectua-se diluig¢des dos compostos de ensaios até 2
x a concentragdo necessdria em DMEM. Mistura a 1:1 a
suspensao de PBMC e a solugdo a 60 nM de MCP-1 em tubos de
propileno com DMEM pré-aquecido, com ou sem diluigdo dos
compostos de ensaio. Aquece-se a 37°C estas misturas num
aquecedor de tubos. Para se dar inicio ao ensaio, adiciona-
se a mistura de MCP-1/composto aos pocgos da placa com 96
pogos ‘Polyfiltronics MPC’, a qual tinha sido colocada na
parte inferior da cémara de quimiotaxia ‘Neuroprobe’.

Adiciona-se um volume de cerca de 400 pL a cada pogo e
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observa-se um menisco positivo apds a adigao. Coloca-se
gentilmente o filtro de 8 micron no topo da placa com 96
pog¢os, coloca-se uma junta de borracha na parte inferior da
cadmara superior e monta-se a camara. Adiciona-se um volume
de 200 pL da suspensdo de células/mistura de composto aos
pocos adequados da cédmara superior. Cobre-se a camara
superior com um medidor de placas e coloca-se a unidade
montada num incubador a 37°C durante 45 minutos. Apds a
incubagdo, remove-se o medidor de placas e remove-se por
aspiracdo toda a suspensdo de células restante. Desmonta-se
a cédmara e remove-se gentilmente o filtro. Mantendo o
filtro num &ngulo de 90 graus, lava—-se as células que ndo
tinham migrado wutilizando wuma corrente suave de soluto
salino tamponado com fosfato e lava-se o topo do filtro com
um rodo de borracha. Repete-se esta lavagem mais duas
vezes. Seca-se ao ar o filtro e depols submerge-se
completamente em corante Wright Geimsa durante 45 segundos.
Lava-se entdo o filtro por enxaguamento em dagua destilada
durante 7 minutos e depoils efectua-se uma lavagem
suplementar durante 15 segundos com &gua destilada fresca.
Seca-se novamente o filtro ao ar. Quantifica-se as células
migradas no filtro por microscopia visual.

Os receptores de quimiocina de mamiferos proporcionam
um alvo para interferir com ou para promover  um
funcionamento imune de célula num mamifero, tal como um ser
humano. Os compostos que inibem ou promovem a funcdo do
receptor de quimiocina sdo particularmente uUteis para a
modulag¢do da fungdo imune de célula para fins terapéuticos.
Assim sendo, a presente invengdo diz respeito a compostos
que sdo Utels para a prevengdo e/ou para © tratamento de

diversas doencgas e disturbios inflamatdérios, infecciosos e
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imuno-regulatdérios, incluindo asma e doencas alérgicas,
infeccgao com micrdébios patogénicos (os quais, por
definic¢do, incluem virus), bem como patologias auto-imunes,
tals como artrite reumatdide e aterosclerose.

Por exemplo, um composto da presente invengdo que
inibe uma ou vdrias func¢des de um receptor de quimiocina de
mamiferos (v.g., um receptor de quimiocina humano) pode ser
administrado para inibir (isto ¢é, reduzir ou prevenir)
estados de inflamacdo ou uma doenga infecciosa. Assim, é
possivel inibir um ou varios processos inflamatérios, tais
como emigrac¢ao de leucdcitos, adesao, quimiotaxia,
exocitose (v.g., de enzimas, histamina) ou libertac¢do de
mediadores inflamatérios.

De igual modo, um composto da presente invencao dque
promova uma ou vdarias fung¢des do receptor de quimiocina de
um mamifero (v.g., uma quimiocina humana) quando
administrado para estimular (induzir ou potenciar) uma

resposta imune ou inflamatdéria, tal como emigracao de

leucédcitos, adesao, quimiotaxia, exocitose (v.g., de
enzimas, histamina) ou a libertacdao de um mediador
inflamatério, que resulte num estimulo benéfico dos

processos inflamatérios. Por exemplo, € possivel recrutar
eosindfilos para combater infecg¢des parasiticas. Além do
mais, o tratamento das doengas inflamatérias, alérgicas e
auto-imunes supramencionadas também pode ser contemplado
para um composto da presente invengdo que promova uma ou
vadrias fung¢des do receptor de quimiocina de mamiferos, se
contemplarmos a administrag¢do de composto suficiente para
provocar a perda da expressdao do receptor em células

através da 1indug¢daoc da internalizagdo do receptor de
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quimiocina ou da administragéo de composto de um modo tal
que resulte na direcc¢do errada da migragdo de células.

Para além dos primatas, tais como os seres humanos,
também ¢é possivel tratar diversos outros mamiferos de
acordo com o método da presente invengdo. Por exemplo, é
possivel tratar mamiferos, incluindo, mas sem que 1sso
constitua qualquer limitag¢do, vacas, ovelhas, cabras,
cavalos, caes, gatos, cobaias, ratos ou outras espécies de
bovinos, ovinos, equinos, caninos, felinos, roedores ou
murinos. No entanto, o método também pode ser aplicado em
outras espécies, tals como espécies de aves. O sujeito
tratado pelos métodos anteriores é um mamifero, macho ou
fémea, para o qual a modulacgdo da actividade do receptor de
quimiocina é desejdvel. O termo “modulacgdo”, tal como aqui
utilizado, pretende abranger o antagonismo, agonismo,

antagonismo parcial e/ou agonismo parcial.

Ligag¢do a CCR5 e ensaios funcionais

Derivagdo celular e cultura de células

Desenvolveu-se um conjunto de c¢élulas HT 1080 dque
expressam de um modo estdvel o receptor 5 de quimiocina CC
enddégena 5 (CCR5), wutilizando os métodos descritos por
Harrington, Sherf e Rundlett (veja-se as patentes de
invencdo norte—americanas n° US 6 361 972 e US 6 410 266).
Isolou-se os clones com a expressao mals elevada utilizando
citometria de fluxo repetitiva e subsequente sub-clonagem.

Depois, desenvolveu-se estas células em cultura em discos
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com 6 pogos a 3 x 10° células/poco e transfectou-se com um
vector de ADN que contém a proteina G quimérica marcada com
HA, Ggi5 (Molecular Devices; utilizou-se 5 microgramas do
vector de ADN linearizado em 15 pL de Ex-Gen da Fermentes
para a transfeccgado). Dois dias apds a transfeccgao,
combinou-se as pog¢os e colocou-se em placas P100. Sete dias
apdés a colocagdao em placas, seleccionou—se colédnias,
expandiu-se e analisou-se quanto ao teor em Ggi5 por
Western Dblot. Seleccionou-se um clone (designado por
3559.1.6) que possula a expressdo malis elevada de Ggi5 (da
transfecgdo) e de CCR5 (enddgeno) e utilizou-se para as
experiéncias a seguir descritas. Desenvolveu-se em cultura
células HT1080 (clone 3559.1.6) com o-MEM suplementado com
10% de soro fetal de bovino dialisado, 2% de
penicilina/estreptomicina/ /glutamina e 500 jpg/mL de
higromicina B (concentrag¢do final) a 37°C com 5% de CO;

numa atmosfera humida.

Preparacgdo de membrana

Colocou—-se novamente em suspensdo um pellet de células
que continha 1 x 10% células HT1080 (clone 3559.1.6) em 5
mL de tampdc de preparacgao de membranas arrefecido com gelo
(HEPES 50 mM, MgCl, 5 mM, CaCl, 1 mM) e homogeneizou-se a
velocidade elevada num homogeneizador ‘Polytron’ durante 20
segundos em gelo. Diluiu-se o homogenado com mais 25 mL de
tampdaoc de preparagao de membranas e centrifugou-se durante
12 minutos (48,000 x g a 4°C). Colocou-se novamente em
suspensdo o pellet de células em 5 mL de tampdo de

preparacdo de membranas e depols homogeneizou-se novamente
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conforme descrito antes. Diluiu-se o homogenado com 5 mL de
tampdo de preparacdo de membrana e testou-se quando a

concentracgdo de proteina CCRb5.

Ensaio de ligagao

Diluiu-se o homogenado preparado recentemente,
descrito antes na preparag¢dao de membrana, em tampao de
ligagaéo (HEPES 50 mM, MgCl, 5 mM, CaCl, 1 mM, 0,1% de BSA;
adicionou-se antes do ensaio um comprimido completo de
inibidor de protease) para se atingir uma concentragao
final em proteina de 10 pg/po¢o (placas sélidas brancas com
96 pogos provenientes de Coming, Inc.). Misturou-se esta
preparacdao de membrana com esférulas de WGA-SPA (Amerhsam;
pré-molhadas em tampao de ligagdo) para se obter uma
concentracdo de 200 pg/pog¢o. Adicionou-se entdo a mistura
de membrana/esférulas de SPA (100 pL/pog¢o) a placa, na qual
se tinha jé& introduzido 2 pL de DMSO que continha diversas
concentrag¢des dos artigos em teste (DMSO puro para o
controlo negativo; diversas concentragdes dos compostos dos
exemplos da presente invengdo para os artigos de teste;
MIP-1 beta 500 nM como controlo positivo). Deu-se inicio ao
ensaio de ligacdo por meio da adicdo de 50 uL de [**°I]-MIP-
1 beta (Perkin Elmer; diluiu-se o material em tampdac de
ligagdo, de um modo tal que a adigdo de 50 puL/pogo
proporcione uma concentracdo final de 0,1 nM de ['?°I]-MIP-1
beta). Fechou-se estanquemente a placa e manteve-se em
repouso a temperatura ambiente durante 4 a 6 horas e depois
efectuou-se a contagem num dispositivo ‘Packard TopCount’.
Calculou-se a percentagem de ligacgdo para o artigo testado,
utilizando os controlos negativo e positivo para definir o

intervalo para cada experiéncia.
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Ensaio funcional com base no leitor de placas de imagens

fluorométricas (FLIPR)

Colocou-se células HT1080 (clone 3559.1.6) a razdo de
10000 células/pogo (30 pL) em placas com 384 pogos
(pretas/fundo limpido, Biocoat PDL, Beckton Dickinson) e
carregou-se com 30 uL/pog¢o de corante fluorescente Fluro—4
AM (preparado por dissolugdao de 1 mg de Fluro-4 AM em 440
puL de DMSO, diluigao com 100 pL de solugdo plurdnica e nova
dilui¢do com 10 mL de tampdo de Hanks). Manteve-se as
células a incubar a 37°C com 5% de CO; durante 30 minutos,
depois lavou-se trés vezes e colocou-se em suspensac em
tampao de ensaio (HEPES 20 mM, CaCl, 1,2 mM, MgCl, 5 mM,
Probenocid 2,5 mM, 0,5% de BSA, 1 x Hanks). Diluiu-se em
série o artigo de teste em DMSO, depois diluiu-se a 1:10
com tampdo de ensaio e depoilis adicionou-se as células (10
BuL/pogo). Utilizando FLIPR, leu-se as placas (10 a 70
segundos) gquanto a indugdo de fluxo (isto ¢é, actividade
agonista). Carregou-se entdo as células com uma solugdo
agonista (30 uL/pogo; preparada por diluigdo de 30 pL de
MIP-1 beta 100 uM em 100 mL de tampdo de ensailo; este
protocolo proporciona uma concentrag¢do final de 5 nM de
MIP-1 beta no ensaio) e leu-se as placas utilizando FLIPR
durante 1 minuto. Determinou-se a actividade antagonista do
artigo de teste em relagdo ao controlo negativo, 0,4% de
DMSO/tampéo.

Pelo menos um composto da presente invengao ¢é um
inibidor de CCR2 e de CCR5 e pode ser utilizado para o
tratamento de doengas associadas a qualquer uma das
quimiocinas. Os compostos da presente invencao sdo

considerados antagonistas duais.
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As doencas e patologias de seres humanos ou de outras
espécies que é possivel tratar com os inibidores da funcgdo
do receptor de quimiocina, compreendem, mas sem gue 1sso
constitua qualguer limitacgao, doencgas e patologias
inflamatérias e alérgicas, incluindo doengas alérgicas
respiratérias, tals como asma, rinite alérgica, doencgas de
hipersensibilidade pulmonar, pneumonite hiperssensivel,
celulite eosinofilica (v.g., sindrome de Well), pneumonias
eosinofilicas (v.g., sindrome de Loeffler, pneumonia
eosinofilica crénica), fasciite eosinofilica (v.g.,
sindrome de Shulman), hipersensibilidade do tipo retardado,
doengcas pulmonares intersticiais (ILD) (v.g., fibrose
pulmonar idiopdtica ou ILD associada a artrite reumatdide,
lapus sistémico eritematoso, espondilite anquilosante,
esclerose sistémica, sindrome de Sjogren, polimiosite ou
dermatomiosite); anafilaxia sistémica ou respostas

hipersensiveis, alergias a fdrmacos (v.g., & penicilina,
cefalosporinas), sindrome de mialgia eosindéfila devido a
ingestdao de triptofano contaminado, alergias a picadas de
insectos; doencgas auto-imunes, tais como artrite
reumatdide, artrite psoridtica, esclerose multipla, lupus
sistémico eritematoso, miastenia grave, diabetes com inicio
juvenil; glomerulonefrite, tiroidite auto-imune, doencga de
Behcet; rejeigdo a enxertos (v.g., em transplantes),
incluindo rejeigdao de aloenxertos ou doenca de enxerto-
versus-hosperdeiro; doengas inflamatérias do intestino,
tais como doencga de Crohn e colite ulcerativa;
espondiloartropatias; escleroderma; psoriase (incluindo
psoriase mediada por células T) e dermatoses inflamatdrias,
tais como dermatite, eczema, dermatite atédpica, dermatite

de contacto alérgico, urticédria; vasculite (v.g., vasculite
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necronizante, cutanea e hipersensivel); miosite
eosinofilica, fasciite eosinofilica; cancros com
infiltracdo de leucédcitos da pele ou dos érgdos. E possivel
tratar outras doengas ou patologias em que se pretende
inibir as respostas inflamatérias indesejaveis, incluindo,
mas sem que 1isso constitua qualquer limitacdo, vasculite,
placas wvulnerdveis, hiperplasia neointimal venosa de lesdo
de reperfusdo, hiperplasia neointimal de didlise-enxerto,
hiperplasia intimal de derivacgdo arterio-venosa,
aterosclerose, determinadas doencgas hematoldgicas,
toxicidade induzida por citoquinas (v.g., choque séptico,
choque endotdxico), polimiosite, dermatomiosite. Como
outras doengas ou patologias infecciosas de seres humanos
ou de outras espécies que é possivel tratar com inibidores
da func¢do do receptor de quimiocina refere-se, mas sem que
isso constitua qualquer limitagao, VIH.

Como doengas ou patologias de seres humanos ou de
outras espécies que é possivel tratar com promotores da
fungdo do receptor de quimiocina refere-se, mas sem dque
isso constitua qualquer limitag¢do: 1imuno-supressao, tal
como a observada em individuos com sindromes de imuno-
deficiéncia, tais como SIDA ou outras infecgbes virais,
individuos que estdo a ser submetidos a terapia com
radia¢do, quimioterapia, terapia para doengas auto-imunes
ou terapia com fadrmacos (v.g., terapia com
corticosterdides), os quails causam imuno-supressao; imuno-
supressao provocada por uma deficiéncia congénita na fungéo
do receptor ou outras causas; e doeng¢as infecciosas, tais
como doengas parasiticas, incluindo, mas sem que 1isso
constitua qualquer limitacgdo, infecg¢des com helmintas, tais

como nemdtodos; (Trichuriasis, Enterobiasis, Ascariasis,
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Hookworm, Strongyloidiasis, Trichinosis, filariasis);
tremdtodos (fasciolas) (Schistosomiasis, Clonorchiasis),
cestodos (Echinococcosis, Taeniasis saginata,

Cysticercosis); vermes viscerails, enxaquecas de larvas
viscerais (v.g., Toxocara), gastroenterite eosinofilica
(v.g., Anisaki sp., Phocanema sp.), enxaquecas de larvas
cutédneas (Ancylostona braziliense, Ancylostoma caninum). Os
compostos da presente invengao sdao assim utels para a
prevengdao e para o tratamento de diversas doengas ou
disturbios inflamatérios, infecciosos e imuno-regulatédrios.

Além disso, o tratamento das doencas inflamatérias,
alérgicas e auto-imunes supramencionadas também pode ser
contemplado para promotores da fungdo do receptor de
quimiocina, no caso de se administrar composto suficiente
para provocar a perda da expressao do receptor em células
através da 1indug¢do da internalizag¢do do receptor de
quimiocina ou administrag¢do de um composto de um modo tal
que provoque um mau direccionamento da migracdo de células.

De acordo com outro aspecto, a presente inveng¢do pode
ser utilizada para avaliar agonistas ou antagonistas
especificos putativos de um receptor acoplado a uma
proteina G. A presente invengdo diz respeito a utilizacdo
destes compostos para a preparagdo e realizacdao de ensaios
de pesquisa de compostos que modulem a actividade dos
receptores de quimiocina. Além do mais, os compostos da
presente invencdo sdo Utels para estabelecer ou para
determinar o local de ligag¢dao de outros compostos aos
receptores de quimiocinas, v.g., por meio de 1inibigdo
competitiva ou como referéncia num ensaio para comparar a
sua actividade conhecida com um composto com actividade

desconhecida. No desenvolvimento de novos ensaios ou
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protocolos, os compostos de acordo com a presente invengéao
podem ser utilizados para testar a sua eficdcia. Em
particular, tais compostos podem ser disponibilizados num
estojo comercial, por exemplo, para utilizag¢dao na pesquisa
farmacéutica das doencas supramencionadas. Os compostos da
presente 1invenc¢do também sdo uUteis para a avaliacdo de
moduladores especificos putativos dos receptores de
quimiocina. Além do mais, ¢é possivel utilizar os compostos
da presente invengdo para examinar a especificidade dos
receptores acoplados a proteina G que ndo se pense que sdo
receptores de quimiocina, quer como exemplos de compostos
que ndo se ligam ou como variantes estruturais de compostos
activos nestes receptores que podem ajudar na definigao de
locals especificos de interaccdao.

Os compostos aqui descritos sdo Uteis para o
tratamento ou para a preveng¢do de disturbios seleccionados
entre artrite reumatdide, ostecartrite, choque séptico,
aterosclerose, aneurisma, febre, efeitos cardiovasculares,
choque hemodindmico, sindrome de sépsis, lesdo de
reperfusdo pés—isquémica, maldria, doeng¢a de Crohn, doengas
inflamatdérias do intestino, infeccgao micobacteriana,
meningite, psoriase, insuficiéncia cardiaca congestiva,
doencas fibréticas, caquecia, rejei¢do de enxertos, doencga
auto—imune, doengas inflamatdérias da pele, esclerose
multipla, lesdes por radiacgdo, lesdo alveolar hiperdxica,
VIH, deméncia associada a VIH, diabetes mellitus nao
dependente de insulina, asma, rinite alérgica, dermatite
atdépica, fibrose pulmonar idiopdtica, penfigdéide bolhoso,
infecg¢des parasiticas helminticas, colite alérgica, eczema,
conjuntivite, transplante, eosinofilia familiar, celulite

eosinofilica, pneumonias eosinofilicas, fasciite
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eosinofilica, gastroenterite eosinofilica, cosinofilia
induzida por fdrmacos, fibrose cistica, sindrome de Churg-
Strauss, linfoma, doen¢a de Hodgkin, carcinoma do c¢élon,
sindrome de Felty, sarcoidose, uveite, Alzheimer,
glomerulonefrite, lupus sistémico eritematoso, carcinoma
das células escamosas esofdgicas, dor neuropdtica e
obesidade.

De acordo com outro aspecto, os compostos sdao uteis
para o tratamento ou para a prevengao de disturbios
inflamatdérios seleccionados entre artrite reumatdide,
osteoartrite, aterosclerose, doenca de aneurisma, ZIfebre,
efeitos cardiovasculares, doenga de Crohn, doengas
inflamatdérias do intestino, psoriase, insuficiéncia
cardiaca <congestiva, esclerose multipla, doencas auto-
imunes e doengas inflamatérias da pele.

De acordo com outro aspecto, os compostos sdao uteis
para o tratamento ou para a prevengao de disturbios
inflamatdérios seleccionados entre artrite reumatdide,
osteoartrite, aterosclerose, doen¢a de Crohn, doengas
inflamatérias do intestino e esclerose multipla.

De acordo com outro aspecto, oS exemplos aqui
descritos podem ser Uteis para o tratamento de diversos
cancros, incluindo, mas sem gque 1isso constitua gqualquer
limitag¢do, os seguintes:

carcinoma, incluindo carcinoma da bexiga (incluindo
cancro da bexiga acelerado ou metastdtico), da mama, do
célon (incluindo cancro colorrectal), do rim, do figado, do
pulmdo (incluindo o <cancro de células pequenas e nao
pequenas do pulmdo e adenocarcinoma do pulmdo), do ovario,
da préstata, do testiculo, do tracto genito-urindrio, do

sistema linfédtico, do recto, da laringe, do pancreas
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(incluindo carcinoma pancredtico exdédcrino), do esdfago, do
estdmago, da vesicula biliar, do colo do Utero, da tirdide
e da pele (incluindo o carcinoma de células escamosas);

tumores hematopoiéticos de linhagem linféide,
incluindo leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia
linfobldstica aguda, linfoma de <c¢élulas B, linfoma de
células T, linfoma de Hodgkin, linfoma ndo Hodgkin, linfoma
das células pilosas, linfoma histiocitico e linfoma de
Burketts;

tumores hematopoiéticos de linhagem mieldide,
incluindo leucemias mieldgenas agudas e crdénicas, sindrome
mielodispléasticas, leucemia mieldide e leucemia
promielocitica;

tumores do sistema nervoso central e periférico,
incluindo astrocitoma, neuroblastoma, glioma e schwannomas;

tumores de origem mesenquimal, incluindo fibrossarcoma,
rabdomiossarcoma e osteossarcoma e

outros tumores, incluindo melanoma, xenoderma
pigmentoso, ceratoactantoma, seminoma, cancro folicular da
tirdéide e teratocarcinoma.

De acordo com outra variante, os compostos podem ser
utilizados para o tratamento de cancro, em que o cancro é
seleccionado entre o cancro da mama, o cancro do figado, o
cancro da préstata e melanoma. Além disso, os compostos
aqul descritos podem ser uteis para o tratamento de cancro
do ovario e mielomas multiplos.

A presente 1invengdo proporciona compostos utilizdaveis
em métodos para e} tratamento de diversas doengas
proliferativas nao cancerigenas.

A terapia de combinacdo para a prevengdo e para o

tratamento de disturbios e doencas inflamatérias,
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infecciosas e imuno-regulatérias, incluindo asma e doengas
alérgicas, bem como de patologias auto-imunes, tais como
artrite reumatdide e aterosclerose, e também as patologilas
referidas antes é ilustrada pela combinac¢daoc de compostos da
presente invengdo com outros compostos que sao conhecidos
para uma tal utilidade. Por exemplo, para o tratamento ou
para a prevenc¢adao de inflamacdo, os compostos da presente
invengdao podem ser utilizados em conjunto com um agente
anti-inflamatério ou analgésico, tal como um agente
opidceo, um 1inibidor de lipoxigenase, um inibidor de
ciclooxigenase—2, um inibidor de interleucina, tal como um
inibidor de interleucina 1, um inibidor do factor d necrose
tumoral, um antagonista de NMDA, um inibidor e éxido
nitrico ou um inibidor da sintese de 6xido nitrico, um
agente anti-inflamatdério nao esteroidal, um inibidor de
fosfodiesterase ou um agente anti-inflamatério supressor de
citoquina, por exemplo, com um composto, tal como
acetaminofeno, aspirina, codeina, Zfentainilo, ibuprofeno,
indometacina, cetorolac, morfina, naproxeno, Zfenacetina,
piroxicam, um analgésico esteroidal, sufentanilo,
sunlindac, interferdo o e semelhantes. De igual modo, os
compostos da presente invengdo podem ser administrados com
um agente para o alivio de dor; um potenciador, tal como
cafeina, um antagonista H2, simeticona, hidréxido de
aluminio ou magnésio; um descongestionante, tal como
fenilefrina, fenilpropanolamina, pseudofedrina,
oximetazolina, efinefrina, nafazolina, xilometazolina,
propil-hexedrina ou levodesoxi-efedrina; e um agente anti-
tussico, tal como codeina, hidrocodona, caramifeno,
carbetapentano ou dextrametorfano; um diurético; e um anti-

histamina sedativo ou ndo sedativo. De igual modo, os
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compostos aqui descritos podem ser utilizados em combinagao
com  outros fdrmacos que sejam utilizados para o
tratamento/prevenc¢do/supressdo ou melhoria das doengas ou
patologias para as quais o composto da presente invencgdo é
util. Esses outros fdrmacos podem ser administrados por uma
via e numa quantidade normalmente utilizada, em simultaneo
ou sequencialmente com um composto da presente invenc¢do. No
caso de um composto ser utilizado em simultdneo com um ou
varios outros fdrmacos, entdao é possivel utilizar uma
composicdo farmacéutica que contém esses outros fdrmacos
para além do composto da presente invengdo. Assim sendo, as
composig¢des farmacéuticas incluem aquelas que também
compreendem um ou varios outros ingredientes activos, para
além de um composto da presente invengdo.

Como exemplos de outros ingredientes activos que é
possivel combinar com um composto da presente invencgao,
quer por administragdo em separado guer nas mesmas
composi¢des farmacéuticas, refere-se, mas sem que 1isso
constitua qualquer limitagdo: (a) antagonistas de
integrina, tais como aqueles para selectinas, ICAM e VLA-4;
(b) esterdides, tais como beclometasona, metilprednisolona,
betametasona, prednisona, dexametasona e hidrocortisona;

(¢) imuno-supressores, tals como ciclosporina, tacrolimus,

rapamicina e outros imuno-supressores do tipo FK-506; (d)
anti-histaminas (antagonistas de histamina H1), tais como
bromofeniramina, clorofeniramina, dexclorofeniramina,

triprolidina, clemastina, difenildramina, difenilpiralina,
tripelenamina, hidroxizina, metdilazina, prometazina,
trimeprazina, azatadina, cipro-heptadina, antazolina,
feniramina, pirilamina, astemizole, terfenadina, loratadina,

cetirizina, fexofenadina, descarboetoxiloratadina e
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gsemelhantes; (e) anti-asmdticos ndo esterdidais, tals como
agonistas b2 (terbutalina, metaproterenol, fenoterol,
isoetarina, albuteral, bitolterol e pirbuterol), teofilina,
cromolino de sdédio, atropina, brometo de ipratrépio,
antagonistas de leucotrieno (zafirlukast, montelukast,
pranlukast, iralukast, pobilukast, SKB-102,203), inibidores
da biossintese de leucotrieno (zileuton, BAY-1005); (f)
agentes anti-inflamatérios ndo esterdidais (NSAID), tais
como derivados do acido propidénico (alminoprofeno,

benxaprofeno, acido bucléxico, carprofeno, fenbufeno,

fenoprofeno, fluprofeno, flurbiprofeno, ibuprofeno,
indoprofeno, cetoprofeno, miroprofeno, naproxeno,
oxaprozina, pirprofeno, pranoprofeno, suprofeno, acido

tiaprofénico e tioxaprofeno), derivados do &cido acético
(indometacina, acemetacina, alclofenac, c¢lidanac, diclofenac,
fenclofenac, acido fenclézico, fentiazac, furofenac,
ibufenac, isoxepac, oxpinac, sulindac, tiopinac, tolmetina,
zidometacina e zomepirac), derivados do 4&cido fenédmico
(dcido flufendmico, 4dcido meclofendmico, mefendmico, dacido
niflumico e 4dcido tolfendmico), derivados do acido
bifenilcarboxilico (diflunisal e flufenisal), oxicam
(isoxicam, piroxicam, sudoxicam e tenoxican), salicilatos
(dcido acetil-salicilico, sulfa-salazina) e pirazolonas
(apazona, bezpiperilona, feprazona, mofebutazona,
oxifenbutazona, fenilbutazona) ; (g) inibidores de
ciclooxigenase—-2 (COX-2); (h) inibidores de fosfodiesterase
de tipo IV (PDE-IV); (1) outros antagonistas dos receptores
de quimiocinaj; (3) agentes para a diminuigao do
colestereol, tais como 1inibidores da HMG-COA-reductase
(lovastatina, simvastatina e pravastatina, £fluvastatina,

atorvsatatina e outras estatinas), sequestrantes
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(colestiramina e colestipol), &cido nicotinico, derivados

do 4cido fenofibrico (gemfibrozilo, clofibrat, fenofibrato

e benzafibrato), e probucol; (k) agentes anti-diabéticos,
tais como insulina, sulfonilureias, biguanidas
(metformina), inibidores de a-glucosidase (acarbose) e

glitazonas (troglitazona e pioglitazona); (l) preparagdes
de interferdes (interferao o—2a, 1interferdao—-2B, interferado
a-N3, interferdo p-la, interferdo f-1lb, interferdo vy-1b);
(m) compostos antivirails, talis como efavirenz, nevirapina,
indinavir, ganciclovir, lamivudina, famciclovir e
zalcitabina; (o) outros compostos, tais como &cido 5—amino-
salicilico e seus pré-fdrmacos, antimetabolitos, tails como
azatioprina e 6-mercaptopurina, e agentes quimioterapéuticos
citotdxicos para o cancro. A propor¢do em peso entre o
composto da presente 1invengdo e o segundo 1ingrediente
activo pode variar e ird depender das doses eficazes para
cada ingrediente.

De um modo geral, serd utilizada uma dose eficaz de
cada composto. Assim, por exemplo, no caso de um composto
ser combinado com um NSAID, a proporgao em peso entre o
composto da presente invencdo e o NSAID ird normalmente
estar compreendida entre cerca de 1000:1 e cerca de 1:1000
ou, em alternativa, entre cerca de 240:1 e cerca de 1:200.
As combinag¢des de um composto da presente invengdao com
outro ingrediente activo também irdo estar normalmente no
intervalo referido, embora, para cada caso, deverd ser
utilizada uma dose eficaz para cada ingrediente activo.

Para o tratamento de cancro, é muitas vezes vantajosa
uma combina¢do de agentes quimioterapé&uticos e/ou outros
tratamentos (v.g., terapia com radiagdo). O segundo (ou

terceiro) agente por possulr um mecanismo de ac¢do igual ou
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diferente em relagao ao agente terapéutico principal.
Poderd ser particularmente util wutilizar combinagdes de
farmacos citotdxicos em que dois ou mals fdrmacos
administrados actuam de modos diferentes ou em fases
diferentes do ciclo celular, e/ou em que dois ou mais
fdrmacos possuem toxicidades ou efeitos secundarios
sobreponiveis, e/ou em que cada um dos fdrmacos combinados
tenha demonstrado eficdcia para o tratamento de uma doenga
particular, manifestada pelo paciente.

Assim sendo, os compostos aqul descritos (ou outras
férmulas gerais aqui descritas) podem ser administrados em
combinagao com outros agentes anti-cancro, agentes
citotdxicos e tratamentos Utels para o tratamento de cancro
ou outras doencas proliferativas. A 1inveng¢do compreende
ainda a utilizag¢do dos compostos (ou outras fdédrmulas gerais
aqui descritas) para a preparagao de medicamentos para o
tratamento de cancro e/ou compreende o empacotamento dos
compostos da presente inveng¢do em conjunto com instrugdes
para que o0s compostos sejam utilizados em combinacgdo com
outros agentes anti-cancro e citotdxicos e tratamentos para
o tratamento de cancro. A presente invencao compreende
ainda combinag¢des dos compostos com um ou varios outros
agentes sob a forma de um estojo, v.g., no qual sao
embalados em conjunto ou colocados em embalagens em
separado para a sua comercializagdo conjunta como um estojo
ou sdao embalados para serem formulados em conjunto.

0O segundo (ou superior) agente anti-cancro pode ser
seleccionado entre qualquer um dos agentes seguintes:

agentes alquilantes (incluindo mostardas de azoto,
sulfonatos de alquilo, nitroso-ureias, derivados de

etilenimina e triazenos); anti-angiogénicos (incluindo
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inibidores de metaloproteinase de matriz); antimetabolitos
(incluindo inibidores de denosina-desaminase, antagonistas
de 4cido f£élico, andlogos de purina e andlogos de
pirimidina); antibidticos ou anticorpos (incluindo
anticorpos monoclonais, anticorpos CTLA-4, antraciclinas);
inibidores de aromatase;

modificadores da resposta do ciclo celular; enzimas;
inibidores de famesil-transferase proteica;

agentes hormonais e anti-hormonais e esterdides
(incluindo andlogos sintéticos, glucocorticédides,
estrogénios/anti-estrogénios [e.g., SERM], androgénios/
/anti-androgénios, progestinas, agonistas do receptor de
progesterona e agonistas e antagonistas da libertag¢do da
hormona luteinizante [LHRH]); moduladores do sistema factor
de crescimento do tipo insulina (IGF)/receptor do factor de
crescimento tipo insulina (IGFR) (incluindo inibidores de
IGFRl); inibidores da sinalizag¢dao de integrina; inibidores
de cinase (incluindo inibidores multi-cinase e/ou
inibidores de Src cinase ou Src/abl, inibidores de cinase
dependenete de ciclina [CDK], panHer, anticorpos Her-1 e
Her-2, inibidores de VEGF, incluindo anticorpos anti-VEGF,
inibidores de EGFR, inibidores de proteina activada com
mitogénios [MAP], inibidores de MEK, inibidores de aurora-
cinase, inibidores de PDGF e outros inibidores de tirosina-
cinase ou inibidores de serina/treonina-cinase;

agentes perturbadores de microtubulos, tais como
ecteinascidinas ou seus andlogos e derivados; agentes
estabilizadores de microtubulos, tais como taxanos, e
epotilonas que ocorrem naturalmente e seus andlogos

sintéticos e semi-sintéticos;
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agentes destabilizadores da ligag¢dao de microtubulos
(incluindo alcaldides vinca) e

inibidores de topoisomerase; 1inibidores de prenil-
transferase proteica; complexos de coordenacdao de platina;
inibidores da transdugao de sinal e outros agentes
utilizados como agentes anti-cancro e citotdxicos, tais
como modificadores da resposta bioldgica, factores de
crescimento e imuno-moduladores.

Além disso, os compostos da presente invengdao podem
ser formulados ou co-administrados com outros agentes
terapéuticos, o0s quails sdo seleccionados devido a sua
utilidade particular em termos de efeitos secundarios
assoclados com as patologias supracitadas. Por exemplo, o0s
compostos da inveng¢do podem ser formulados com agentes para
a prevencdo de nduseas, hipersensibilidade e irritacdo
gastrica, tals como anti-eméticos, e anti-histaminicos H; e
H2.

Os outros agentes terapéuticos referidos antes, quando
utilizados em combinagdo com os compostos da presente
invencgao, podem ser utilizados, por exemplo, nas
quantidades indicadas na obra Physicians' Desk Reference
(PDR) ou numa outra qualquer quantidade determinada pelos
especialistas na matéria.

Os compostos sdao administrados a um mamifero numa
quantidade terapeuticamente eficaz. A expressdo “quantidade
terapeuticamente eficaz” designa uma quantidade de um
composto da presente invencao que, quando administrado por
si s6 ou em combinagdo com um agente terapéutico
suplementar a um mamifero, seja eficaz para prevenir ou

para melhorar a doenga ou a progressdao da doencga.
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DOSAGEM E FORMULACAO

Os compostos da presente inveng¢do podem ser
administrados em formas de dosagem oral, tails como
comprimidos, cdapsulas (cada uma das quals compreende
formulagdes de libertacgdo prolongada ou controlada),
pilulas, pds, granulos, elixires, tinturas, suspensdes,
xaropes e emulsdes. Também podem ser administradas por via
intravenosa (bolus ou infusdo), intraperitoneal, subcutdnea
ou intramuscular, todas utilizando formas de dosagem bem
conhecidas pelos especialistas na arte farmacéutica. Podem
ser administrados por si soé, mas sdo normalmente
administrados com um veiculo farmacéutico seleccionado com
base na via de administracdo seleccionada e nas praticas
farmacéuticas convencionais.

O regime de dosagem para os compostos da presente
inveng¢do 1ird, evidentemente, variar em, funcdo de factores
conhecidos, tals como as caracteristicas farmacodinamicas
do agente particular e o seu modo e via de administracéo;
da espécie, idade, sexo, estado de saude, condig¢dao médica e
peso do recipiente; da natureza e da extensdo dos sintomas;
de tipo de tratamentos em simultédneo; da frequéncia de
tratamento; da via de administracdo, da fung¢do renal e
hepdtica do paciente e do efeito desejado. Um médico ou um
veterindrio poderdo determinar e prescrever a quantidade
efectiva de fdrmaco necessdria para prevenir, contrariar ou
parar a progressao do disturbio.

A titulo de linhas gerais, a dosagem oral didria para
cada ingrediente activo, quando utilizada para os efeitos
indicados, 1ird estar compreendida entre cerca de 0,001 e
1000 mg/kg de massa corporal ou entre cerca de 0,01 e 100

mg/kg de massa corporal por dia ou, em alternativa, entre
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cerca de 1,0 e 20 mg/kg/dia. Por via intravenosa, as doses
irdo estar compreendidas entre cerca de 1 e cerva de 10
mg/kg/minuto durante uma taxa de infusdo constante. Os
compostos da presente invencgao podem ser administrados como
dose didria unica ou a dosagem total didria podem ser
administrada em doses divididas de duas, trés ou quatro
vezes ao dia. De acordo com uma variante, a dosagem oral
didria do ingrediente activo estd compreendida entre 3 e
600 mg, administrada uma vez ao dia ou administrada em
doses divididas duas vezes ao dia. Em alternativa, o
ingrediente activo pode ser administrado em doses
compreendidas entre 10 e 20 mg administradas duas vezes ao
dia ou entre 40 e 100 mg administrada uma vez ao dia. em
alternativa, o ingrediente activo pode ser administrado
numa dose de 12,5 mg duas vezes ao dia ou de 75 mg uma vez
ao dia. Em alternativa, o ingrediente activo pode ser
administrado em doses de 3, 10, 30, 100, 300 e 600 mg, uma
vez ou duas vezes ao dia.

Os compostos da presente invencgdo podem ser
administrados sob uma forma intranasal ©por meio da
utilizacao tépica de veiculos intranasais adequados ou por
vias transdérmicas utilizando adesivos transdérmicos para a
pele. Quando administrados sob a forma de um sistema de
administrag¢do transdérmico, a administragdo da dosagem irad
ser, evidentemente, continua em vez de i1intermitente ao
longo do regime de dosagem.

De um modo tipico, os compostos sao administrados em
mistura com diluentes, excipientes ou veiculos
farmaceuticamente aceitdveis (colectivamente designados
aqui como veiculos farmacéuticos) seleccionados adequadamente

com base na forma de administracdaoc pretendida, isto &,
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comprimidos, cdpsulas, elixires, xaropes orais e
semelhantes, sendo consistentes com as praticas
farmacéuticas convencionais.

Por exemplo, para a administrac¢do por via oral sob a
forma de um comprimido ou cdpsula, o componente activo do
fdrmaco pode ser <combinado com um veiculo inerte,

farmaceuticamente aceitdvel, ndo téxico, oral, tal como

lactose, amido, sacarose, glicose, metil-celulose,
estearato de magnésio, fosfato dicdlcico, sulfato de
cdlcio, manitol, sorbitol e semelhantes; para a

administrag¢do por via oral sob a forma de um liquido, os
componentes de fdrmaco oral podem ser combinados com um
qualquer veiculo inerte farmaceuticamente aceitdvel, nédo
téxico, oral, tal como etanol, glicerol, &gua e semelhantes.
Além do mails, se desejado ou se necessdrio, também é
possivel incorporar aglutinantes, agentes desintegrantes ou
corantes adequados na mistura. Como aglutinantes adequados
refere-se amido, gelatina, acg¢ucares naturais, tals como
glicose ou fp-lactose, edulcorantes de milho, gomas naturais
e sintéticas, tails como acdcia, adragante ou alginato de
sédio, carboximetil-celulose, polietileno-glicol, ceras e
semelhantes. Como lubrificantes utilizados nestas formas de
dosagem refere-se oleato de sédio, estearato de sdédio,
estearato de magnésio, benzoato de sdédio, acetato de sddio,
cloreto de sédio e semelhantes. Como desintegrantes refere-
se, mas sem que isso constitua qualquer limitacdo, amido,
metil-celulose, &gar—-dgar, bentonite, goma de xantano e
semelhantes.

Os compostos da presente invengdo também podem ser
administrados sob a forma de sistemas de administracdao em

lipossomas, tals como vesiculas unilamelares pequenas,
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vesiculas unilamelares grandes e vesiculas multilamelares.
Os lipossomas podem ser formados a partir de diversos
fosfolipidos, tais como colesterol, estearilamina ou
fosfatidilcolinas.

Os compostos da presente invengdo também podem ser
acoplados com polimeros soluveis enquanto veiculos de
fdrmacos dirigidos. Tais polimeros podem incluir
polivinilpirrolidona, copolimero de pirano, poli-hidroxi-
propilmetacrilamida-fenol, poli-hidroxietilaspartamida-
fenol ou polietileno-déxido-polilisina substituido com
residuos palmitoilo. Além do mais, os compostos da presente
invengdo podem ser acoplados com uma classe de polimeros
biodegradédveis uteis para se atingir uma libertacdo
controlada de um fdrmaco, por exemplo, dacido polilédctico,
dcido poliglicdélico, copolimeros dos dacidos polildctico e
poliglicdélico, poli-e-caprolactona, dcido poli-hidroxi-
butirico, poliortoésteres, poliacetais, poli-di-hidropiranos,
policiancacilatos e copolimeros de blocos reticulados ou
anfipdticos de hidrogéis.

As formas de dosagem (composig¢des farmacéuticas)
adequadas para administragdo podem conter entre cerca de 1
miligrama e cerca de 100 miligramas de ingrediente activo
por unidade de dosagem. Nestas composi¢des farmacéuticas o
ingrediente activo 1ird estar normalmente presente numa
quantidade compreendida entre cerca de 0,55 e 95% em peso
com base no peso total da composicgéo.

As cdpsulas de gelatina podem conter o ingrediente
activo e os veiculos em pd, tals como lactose, amido,
derivados de celulose, estearato de magnésio, acido
estedrico e semelhantes. E possivel utilizar diluentes

semelhantes para a preparagao de comprimidos obtidos por
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compressdo. Tanto os comprimidos como as cédpsulas podem ser
preparados com produtos de libertagdo prolongada para
proporcionar uma libertac¢do continua de medicacgdo ao longo
de um periodo de horas. Os comprimidos obtidos por
compressao podem ser revestidos com agucar ou revestidos
com pelicula para disfarcar qualquer sabor desagraddvel e
proteger o comprimido da atmosfera, ou entericamente
revestidos para a desintegrag¢do selectiva no tracto
gastrointestinal.

As formas liquidas de dosagem para administragdo por
via oral podem conter agentes corantes ou aromatizantes
para aumentar a aceitagdo por parte dos pacientes.

De um modo geral, como veiculos adequados para
solugcdes parentéricas refere-se dgua, um &6leo adequado,
soluto salino, dextrose aquosa (glicose) e solugdes de
agucar associadas e glicois, tais como propileno-glicol ou
polietileno—-glicol. As solugdes para administragdo por via
parentérica podem conter um sal soluvel em d&gua do
ingrediente activo, agentes de estabilizac¢do adequados e,
se necessario, substancias tampdo. Como agentes de
estabilizacao adequados refere-se 03 agentes anti-
oxidantes, tails como bissulfito de sdédio, sulfito de sdédio
ou &cido ascdérbico, por si sds ou em combinacdo. Também &
possivel utilizar &cido citrico, e os seus sails, e EDTA de
sédio. Além disso, as solugdes parentéricas podem conter
conservantes, tals como cloreto de benzalcdnio, metil-—
parabeno ou propil-parabeno e clorobutanol.

Como veiculos farmacéuticos adequados refere-se os
descritos na obra Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Company, um texto de referéncia convencional

nesta drea.
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As formas de dosagem farmacéuticas representativas
uteis para administrag¢do dos compostos da presente invencgao

podem ser ilustradas pelas a segulr apresentadas.

Capsulas

E possivel preparar um numero elevado de cdapsulas
unitdrias por enchimento de cdpsulas duras de gelatina de
duas pegas convencionais, cada uma das gquals com 100
miligramas de ingrediente activo em pd, 150 miligramas de
lactose, 50 miligramas de celulose e 6 miligramas de

estearato de magnésio.

Cipsulas de gelatina mole

E possivel preparar uma mistura do ingrediente activo
num &6leo comestivel, tal como 6leo de soja, 6leo de algodao
ou azelite, e injectar por meio de uma bomba de deslocamento
positivo numa gelatina para formar cédpsulas de gelatina
mole que contém 100 miligramas de ingrediente activo. As

cdpsulas deverdo ser lavadas e secas.

Comprimidos

Os comprimidos podem ser preparados por procedimentos
convencionais de um modo tal gque a unidade de dosagem
possua 100 miligrama de ingrediente activo, 0,2 miligramas
de didéxido de silicio coloidal, 5 miligramas de estearato
de magnésio, 275 miligramas de celulose microcristalina, 11
miligramas de amido e 98,8 miligramas de lactose. E
possivel aplicar os revestimentos adequados para aumentar o

palato ou para atrasar a absorcgao.

Injectéaveis
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E possivel preparar uma composicao parentérica
adequada para administracdao por injecg¢do agitando 1,5% em
peso de ingrediente activo em 100% em volume de propileno-
glicol e &gua. A solugdo deverd ser tornada isotdnica com

cloreto de sédio e esterilizada.

Suspensédo

E possivel preparar uma suspensdc aguosa para
administragdo por via oral de um modo tal que cada 5 mL
contenham 100 mg de ingrediente activo finamente dividido,
200 mg de carboximetil-celulose de sédio, 5 mg de benzoato
de sdédio, 1,0 g de solugdo de sorbitol, U.S.P., e 0,025 mL
de vanilina.

No caso dos compostos da presente invencdo serem
combinados com outros agentes anti-coagulantes, por
exemplo, a dosagem didria pode estar compreendida entre
cerca de 0,1 e 100 miligramas do composto de fdérmula
estrutural I e cerca de 1 e 7,5 miligramas do segundo anti-
coagulante, por quilograma de massa corporal do paciente.
Para uma forma de dosagem em comprimido, os compostos da
presente inveng¢do irao estar normalmente presentes numa
quantidade compreendida entre cerca de 5 e 10 miligramas
por unidade de dosagem e o segundo anti-coagulante numa
quantidade compreendida entre cerca de 1 e 5 miligramas por
unidade de dosagem.

No caso de se administrar dois ou mais dos referidos
segundos agentes terapéuticos com o composto dos exemplos,
entdo a quantidade de cada componente numa dosagem didria
tipica e numa forma de dosagem tipica pode ser reduzida em
relacao as dosagens usuals do agente quando administrado

por si sd, uma vez que deverd ser considerado o efeito
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aditivo ou sinérgico dos agentes terapéuticos quando
administrados em combinacgdo.

Em particular, no caso de serem proporcionados como
unidade de dosagem individual, existe potencial para uma
interaccgao quimica entre 0s ingredientes activos
combinados. Por este motivo, no caso de o composto dos
exemplos e um segundo agente terapéutico serem combinados
numa unidade de dosagem individual, entdo sdo formulados de
um modo tal que embora os ingredientes activos sejam
combinados numa unidade de dosagem individual, o contacto
fisico entre os ingredientes activos seja minimizado (isto
é, reduzido). Por exemplo, um ingrediente activo pode ser
revestido entericamente. Por meio do revestimento entérico
de um dos ingredientes activos, ¢é possivel minimizar o
contacto entre os ingredientes activos combinados e também
controlar a libertagdo de um desses componentes no tracto
gastrointestinal, de um modo tal que um desses componentes
ndo seja libertado no estdémago mas antes que seja libertado
nos intestinos. Um dos ingredientes activos também pode ser
revestido com um material que proporcione uma libertacgdo
prolongada ao longo do tracto gastrointestinal e que sirva
para minimizar o contacto fisico entre os ingredientes
activos combinados. Além do mais, o componente de
libertacgdo prolongada pode ser ainda entericamente revestido
de um modo tal que a libertagdo deste componente ocorra
apenas no intestino. Ainda de acordo com uma outra
abordagem que envolve a formulagdoc de um produto de
combinag¢do, no qual um componente é revestido com um
polimero de libertacg¢do prolongada e/ou entérico e o outro
componente também ¢é revestido com um polimero, tal como

hidroxipropilmeti-celulose (HPMC) com uma classificacdo de
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viscosidade baixa ou outros materiais adequados conhecidos
na especialidade, para separar ainda mais os componentes
activos. O revestimento com polimero serve para formar uma
barreira suplementar a interacc¢do com o outro componente.

Esta bem como outras maneiras de minimizar o contacto
entre os componentes de produtos de combinacdo da presente
inveng¢do, quer sejam administrados numa forma de dosagem
individual quer sejam administrados em formas separadas mas
em simultdneo e do mesmo modo, serdo evidentes para os
especialistas na matéria, apds leitura da presente descrigdo.

Além disso, hdéd determinados compostos aqui descritos
que podem ser Uteis como metabolitos de outros compostos.
Assim sendo, de acordo com uma variante, os compostos podem
ser Utels como um composto substancialmente puro, o qual
pode entdo ser incorporado numa composi¢do farmacéutica, ou
entdo podem ser uteils como metabolito, o qual é gerado apds
a administracdao do pré-farmaco desse composto. De acordo
com uma variante, um composto pode ser atil como
metabolito, sendo Util para o tratamento dos disturbios
aqui descritos.

A expressaoc “substancialmente puro”, tal como aqui
utilizada, pretende incluir um composto que possul uma
pureza superior a cerca de 90% em peso, incluindo cerca de
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% e 100%.

Com exemplo, um composto aqui descrito pode ser
substancialmente puro quando possul uma pureza superior a
cerca de 90% (em peso), em que os restantes 10% ou inferior
de material compreende outros metabolitos do composto, um
pré-farmaco do composto e/ou impurezas de reacgdo e/ou
impurezas de processamento que surgem durante a sua

preparacdao.
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De um modo &bvio, ¢ possivel efectuar diversas
modifica¢gbes e variagdes da presente invengdo a luz do
descrito antes. Assim sendo, faz-se observar que no ambito
das reivindicag¢des anexas, a invencgdo pode ser realizada de

um modo diferente ao especificamente aqui descrito.

ENSAIOS IN VIVO E EFICACIA

Avaliou-se a N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)—-
2-0x0-3-(6—(trifluorometil)-—quinazolina-4-ilamino) -
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida (também designada
como “composto do exemplo 1”) nos seguintes ensaios 1in

vivo, conforme a seguir se descreve.

Secgdo 1. O composto do exemplo 1 bloqueou o recrutamento
de células mononucleares para a pele, apds estimulo
intradérmico (ID) com MCP-1 em macacos Cynomolgus.

A injecg¢do intradérmica de MCP-1 provoca a infiltracado
de células mononucleares no local de injecgdao. Este modelo
foi inicialmente desenvolvido para avaliar o efeito
inibitério de antagonistas de CCR2 sobre a infiltracgdo de
células mononucleares no tecido da pele injectado com MCP-1
humano. O infiltrado celular pode ser determinado de um
modo semi-quantitativo por meio de classificacgao

histoldgica.

Métodos
A cada macaco administrou-se uma dose do composto do
exemplo 1 ou do seu veiculo de controlo (HC1 0,05 N HCI1),

uma vez ao dia, durante trés dias. O composto do exemplo 1
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foli administrado por via oral em doses de 0, 5, 10 ou 20
mg/kg a grupos de 4 macacos Cynomolgus (2 por sexo por
grupo) . Imediatamente apds a administracdo da dosagem no
dia 3, todos os animais receberam 2 injec¢des intradérmicas
de 10 pg (50 pL/injeccdo) de MCP-1 humano (R & D Systems) e
2 injec¢des intradérmicas do seu controlo DPBS (50
nL/injecgdo), em locals separados no térax dorsal. Foram
obtidas biopsias dermais de todos os locails aproximadamente
18 horas apds o estimulo com MCP-1 (ou DPBS). Processou-se
as biopsias para a avaliacdo semi-quantitativa histoldgica.
As secgles representativas das amostras de pele foram
examinadas por microscopia com luz; foram observadas lesdes
microscoépicas e infiltragdo celular e as suas incidéncias
foram registadas num quadro.

Para além da andlise por biopsia, recolheu-se sangue e
avaliou-se quando a contagens completas de sangue e
diferenciais celulares. Também foram avaliadas amostras de
plasma quanto a concentrag¢des de composto (e metabolito) e

amostras de soro para os nivels de MCP-1 sistémico.

Resultados

O recrutamento de células mononucleares para a pele
dos animais de controlo tratados com veiculo em resposta ao
estimulo com MCP-1 foil significativo (resultado médio
histoldégico de 2,0 com um intervalo de 1 a 3, quadro 10). O
composto do exemplo 1 a 5, 10 e 20 mg/kg inibiu esta
infiltrac¢ao dérmica de células mononucleares em 75%, 95% e
95%, respectivamente (quadro 10 e figura 20). O composto
também bloqueou a infiltracao de outros tipos de células,
tals como eosindéfilos e neutrdéfilos (quadro 12). As

concentra¢cdes no plasma do composto do exemplo 1 as 18
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horas e a sua relacgdo com 0s niveis de inibigdo e com os
valores de CI90 de quimiotaxia Cyno encontram-se agrupados
no quadro 12. Com base no valor CI50 de 7,1 = 2,7 nM para o
composto do exemplo 1 no ensaio de guimiotaxia cyno, as
doses 5, 10 e 20 mg/kg proporcionaram concentrag¢des em
plasma livre de 0,8, 2,1 e 4,3 vezes o valor CI90 de

quimiotaxia as 18 horas apds a dosagem (quadro 12).

Quadro 12

Resumo dos efeitos do composto do exemplo 1 na infiltrag¢do de células mononucleares e outros tipos

de células em resposta ao estimulo com MCP-1 em macacos Cynomolgus *°

Resultado de
Resultado
Concentragao células Resultado Resultado
Doses Vezes o CI90 de células
livre no mononuclares PMN® Eos®
mg/kg de quimiotaxia totais
plasma (nM) {intervalo) (% {intervalo) {intrvalo)
{intervalo)
inibigdo)
1,5 (0,5~
0 0 0 2,0 (1-3) (0%) | 0,3 (0-1) 4,0 (2-69)
3)
0,5 (0-1)
5 99 0,8 0,1 (0-0,5) 1,4 (1-2) 2,0 (1-3)
(75%)
0,1 (0-0,5) 0,8 (0,5-
10 248 2,1 0,1 (0-0,5) 1,0 (0,5-2)
(95%) 1)
0,1 (0-0,5) 0,8 (0,5~
20 512 4,3 0 (0-0) 0,9 (0,5-1)
(95%) 1)
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Resumo dos efeitos do composto do exemplo 1 na infiltragdo de células mononucleares e ocutros tipos

de células em resposta ao estimulo com MCP-1 em macacos Cynomolgus *°

Resultado de
Resultado
Concentracgdo células Resultado Resultado
Doses Vezes o CI90 de células
livre no mononuclares PMN® Eos®
mg/kg de quimiotaxia totais
plasma (nM) {(intervalo) (% {intervalo) {intrvalo)
{intervalo)
inibigdo)

E}

Foi utilizado um sistema de escalonamento arbitrdrio entre 0 e 4, em que cada numero representa
uma designacdo particular do infiltrado inflamatdrio, tal como a seguir se descreve: 0, numero ndo
significativo de células inflamatdrias; 0,5, vestigios; 1, minimo; 2, suave; 3, moderado; 4,
infiltragdo notdria.

® valores médios sdo uma média de 8 biopsias no local de MCP-1, cue representam 2 biopsias
separadas a partir de 4 macacos por grupo. Os intervalos representam a variagdo da média dos
resultados histoldégicos para as 2 biopsias por animal.

° PMN designa células polimorfonucleares {neutrdfilos).

¢ Eos é uma abreviatura para eosinéfilos.

e

Resultado total € a soma matemdtica dos valores médios para cada tipo de células que aopresentam

uma resposta a dose.

A avaliacdo das alteragdes nos mediadores
inflamatdérios no soro revelou um aumento (aproximadamente 3
a 4 vezes) no nivel de MCP-1 nos grupos tratados com o
composto do exemplo 1 em relagdo ao veiculo de controlo.
Além disso, a andlise de contagem completa de sangue (CBC)
revelou um aumento (~2 vezes) em neutrdéfilos nos grupos
tratados com o composto do exemplo 1, em relacgdo ao veiculo
de controlo, as 18 horas do dia 4 apds os trés dias de
dosagem.

Para refinar a resposta a dose (concentragdo) do
composto do exemplo 1 de um modo mais facilmente
quantificdvel, utilizou-se murganhos hCCR2 KI para avaliar
o efeito do composto do exemplo 1 na infiltracdo de
mondcitos/macrdéfagos num modelo de peritonite induzida com
tioglicolato (TG), utilizando uma metodologia com base em

citometria de fluxo.
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Secgdo 2. O composto do exemplo 1 inibiu a infiltracgdo de
monécitos/macréfagos num modelo de peritonite induzida com
TG de 48 horas em murganhos hCCR2 Kl

Utilizou-se o modelo de peritonite induzida por TG
como modelo do recrutamento de mondcitos/macrdéfagos para o
local de inflamacao. Estudos a decorrer e estudos
publicados demonstraram que o recrutamento de mondécitos/
/macréfagos neste modelo ¢é dependente de CCR2. Veja-se,
Boring L. et al., Impaired monocyte migration and reduced
type 1 (Thl) cytokine responses in C-C chemokine receptor 2
knockout—-mice. J Clin Invest., 100 (10): 2552-61. (1997); e
Kuziel, W.A. et al., Severe reduction in leukocyte adhesion
and monocyte extravasation in mice deficient in CC
chemokine receptor 2. Proc Natl Acad Sci USA. 94 (22):
12053-8 (1997).

Métodos

Para o estudo de peritonite induzida por TG de 48
horas, administrou-se uma dose do composto do exemplo 1,
duas vezes ao dia, sendo a primeira dose administrada uma
hora antes da injecgdo com TG. Foram obtidas contagens
totais de células peritoneais em células isoladas por meio
de um contador de células. Também se recolheu sangue em
heparina a partir do seio retro-orbital no final de cada
estudo para citometria de fluxo e em EDTA para se
determinar a concentracdao de fdrmaco.

Para a andlise citométrica de fluxo, lavou-se células
exudadas peritoneais (1 x 10° wuma vez com tampdo FACS
(PBS/0,5% de BSA) e colocou-se novamente em suspensdo em
tampao FACS. Manteve-se as c¢élulas a incubar com um

anticorpo bloqueador de Fc (BD Pharmingen) em gelo durante
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15 minutos e depols adicionou-se os anticorpos seguintes
(BD Pharmingen): anti-F4/80 conjugado com PE, anti-Ly6C
conjugado com FITC e anti-hCCR2 conjugado com Alexa 647.
Apds 45 minutos em gelo, fixou-se as células por meio de
‘BD Cytofix’ durante 15 minutos em gelo, lavou-se duas
vezes com tampdoc FACS e colocou-se novamente em suspensao
em 200 pL de tampdo FACS. Adgquiriu-se os eventos celulares
(40000) para cada amostra e analisou-se os dados utilizando
a aplicacdo informdtica FIoJo (TreeStar). Ficou-se um
intervalo FSC/SSC para incluir todos os mondcitos (SSC
baixo, FSC elevado), excluindo os granulédcitos da andlise.
Esta populagdo limitada foili entdo analisada quanto a
expressdo de Ly6C (FITC), F4/80 (PE). Determinou-se os
numeros de mondécitos/macréfagos peritoneais por
multiplicacao das contagens totais peritoneais obtidas pelo
contador de células com a percentagem de mondcitos/
/macréfagos identificados pelas células F4/80" da
citometria de fluxo. Analisou-se o significado estatistico
das diferencas entre médias utilizando o teste de duas-—
caudas emparelhado com a significédncia fixada para valores

de p inferiores a 0,05.

Resultados

Avaliou-se o composto do exemplo 1 num modelo de
peritonite induzida por TG em murganhos hCCR2 KI para se
determinar o seu valor CE50 na inibicao da infiltragdo de
monécitos/macréfagos. Administrou-se aos murganhos
tioglicolato e administrou-se por via oral o composto do
exemplo 1 a 1, 25 ou 100 mg/kg BID. Quarenta e oito horas

apobs o tratamento com TG, obtiveram-se os fluidos
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peritoneais para a andlise do infiltrado celular por
citometria de fluxo.

Para se distinguir entre os monécitos/macréfagos
recrutados versus macrdéfagos e granuldcitos residentes,
manchou-se os marcadores de superficie de mondcitos/
/macréfagos F4/80 e Ly6C para se definir os mondcitos/
/macréfagos recrutados. Observou—-se uma inibig¢do dependente
da dose na infiltragdo de monécitos/macréfagos (figura 21).
As doses de 1, 25 e 100 mg/kg proporcionaram uma inibicdo
de 24%, 74% e 78%, respectivamente. Em trés estudos
separados com doses multiplas, os valores médios de CE50
para a inibig¢do da infiltracdo de mondécitos/macrdéfagos por
esta andlise foram estimados como sendo 3,9 nM.

Para se avaliar o nivel 1in vivo de ocupagao do
receptor pelo composto do exemplo 1 no modelo de peritonite
induzida por tioglicolato de 48 horas em murganhos hCCR2
KI, foram determinados os niveis no plasma de composto do
exemplo 1 e de MCP-1 de murganho. A precaugdo com esta
estimativa é que apenas o CCR2 e o seu ligando principal,
MCP-1, foram tomados em consideragdo. A ocupacgao do
receptor de um ligando na presenga de um inibidor
competitivo é definida pela equag¢ao de Gaddum:

RL] . !
P L+ Ko/ LA+ [/ KD

Uma vez que o composto do exemplo 1 é um inibidor
competitivo da ligagdo de MCP-1 a CCR2, ¢é possivel
determinar as quantidades de complexo MCP-1 de murganho/
/receptor CCR2 e de complexo do composto do exemplo 1/
receptor CCR2 utilizando os niveis no soro de MCP-1 de
murganho e do compostos do exemplo 1 ndo ligados a proteina

no plasma. O valor de Ky para a ligagao de MCP-1 de
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murganho a hCCR2 é de 0,91 +/- 0,08 nM (n=8), o qual foi
determinado em experiéncias de ligacdo competitiva de

1257 McP-1 humano. O valor médio de

ligando frio, utilizando
K; para a ligagdo do composto do exemplo 1 a hCCR2 é de 1,3
nM. A fracg¢do de complexos de MCP-1 de murganho/receptor
CCR2 é determinada utilizando a forma da equagdo descrita
antes. Para se determinar a fracgdo de complexos do
composto do exemplo 1/CCR2 define-se novamente a equagdo

R} - -
R] 1+ DO +{E/ K

Por ultimo, a quantidade de CCR2 livre é determinada a

partir de:
[CCR2]tota1 = [CCR2]1iyre + [MCP-1 de murganho/CCR2] +
[composto do exemplo 1/CCR2]
Conforme ilustrado no quadro 13, a percentagem de
inibicgao da infiltracao de mondcitos/macréfagos no
peritoneu apds 48 horas reflecte a percentagem do complexo

do composto do exemplo 1l/receptor CCR2.

QUADRO 13

Determinagdo da ocupagéo do receptor in vivo do composto do exemplo 1 em sangue de murganhos hCCR2
KI no modelo de peritonite induzida por TG apds 48 horas
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Dose Concentragao Concentragdo dos % de MCP-1 % de % de % de inibigdo
(mg/kg) de MCP-1 de compostos dos de composto do CCR2 da infiltracdo
murganho no exemplos 1 livre murganho exemplo 1 livre de mondcitos/
plasma (nM) no plasma {(nM) ligada a ligada a /macréfagos *

{(vezes CI90 para a CCR2 CCR2

ligagdo a CCR2)

100 0,015 53 0,04 97,6 2,4 78
(1,8)

25 0,017 14 0,16 91,2 8,6 74
(0,5)

1 0,005 1,4 0,26 51,4 18,3 24
(0, 05)

0 0 0 0 0 100 0

{(veiculo)

Secgdo 3. Estudos de eficAcia crénica

Métodos de encefalomielite auto-imune experimental (EAE)
Para se avaliar o efeito do composto do exemplo 1 em
modelos crénicos de doencgas, utilizou-se o modelo EAE de
esclerose multipla em murganhos hCCR2 KI. Para se estudar o
efeito do composto do exemplo 1 no modelo de EAE, foram
utilizados 10 murganhos por grupo. No dia 0, imunizou-se
por via subcutédnea murganhos hCCR2 KI com um total de 200
pL de 300 pg de glicoproteina oligodendrédcita de mielina
(MOG) 35-55 (Genemed Synthesis), misturada a 1:1 com 300 ug
de Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) (Becton-Dickinson) em
adjuvante incompleto de Freund (IFA) (Sigma-Aldrich). No
dia 0 (duas horas apds imunizagdo) e no dia 2, injectou-se
por via intraperitoneal os murganhos com 100 pL de 400 ng
de toxina de tosse convulsa. A determinacgdo dos resultados
clinicos teve inicio no dia 10, manteve-se trés vezes por
semana ao longo do estudo e teve por base uma escala de 0 a
5: 0, sem sinais da doen¢a; 0,5, fraqueza parcial da cauda;
1, claudicagao da cauda ou marcha cambaleante com

tonicidade na cauda; 1,5, marcha cambaleante com fraqueza
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parcial na cauda; 2, marcha cambaleante com claudicagdo da
cauda (ataxia); 2,5 (ataxia com paralisia parcial dos
membros); 3, paralisia total de um membro; 3,5, paralisia
total de um membro com paralisia parcial de um segundo
membro; 4, paralisia total dos dois membros; 4,5,
moribundo; 5, morte. A dosagem oral do composto do exemplo

1 a 25 mg/kg e 55 mg/kg (BID) teve inicio no dia 1.

Resultados

O composto do exemplo 1, para ambas as doses, reduziu
a drea sob a curva (ASC) do resultado clinico em 49% (p <
0,05) (figura 22). O wvalor de CI50 é de 3,7 nM para o

composto do exemplo 1 na ligacdo de '%°

I-MCP-1 de murganho a
células que expressam hCCR2, hPBMC (imitando as definigdes
de hCCR2 KI). Com base neste valor de CI50, as doses de 25
e 55 mg/kg proporcionaram uma concentrag¢do em plasma livre
1 a 3 vezes a ligagao CI90. A avaliagao histoldégica da
medula espinal no dia 22 ndo demonstrou uma diferenca
significativa em infiltrados celulares inflamatérios entre
0os murganhos tratados com o composto do exemplo 1 versus

veiculo. Observou-se um marcado infiltrado de neutrdéfilos

nos murganhos tratados com o composto.
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REIVINDICACOES

1. Composto que ¢é N-((1lR,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((8)-2-0x0-3-(6—(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino) -
pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, ou um seu sal

farmaceuticamente aceitdvel.

2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, o qual é uma
forma c¢ristalina de N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6-(trifluorometil)-quinazolina-4-ilamino)—

pirrolidina-1-il)-ciclo-hexil)-acetamida, ou um seu sal

farmaceuticamente aceitdvel.

3. Forma cristalina de acordo com as reivindicagdes 1 a
2, caracterizada pelo facto de o0s parédmetros da célula
unitdria serem praticamente iguais aos seguintes:

dimensdes da célula:

a = 18,7240 (4)

b = 8,0171 (2)

c = 19,6568 (5)

oa = 90

B = 114,935 (2)

vy = 90

v (A%) = 2675,7 (1)

grupo espacial P2:2:2;
moléculas/célula unitdria 2
em que o referido cristal se encontra a uma temperatura de

cerca de +22°C (TA).

4. Forma cristalina de acordo com uma qualquer das

reivindicag¢des 1 a 3, caracterizada por um padrao de



difracgdao do raio-X no pd que compreende trés ou mails dos
valores 26 (CuKa A = 1,5418 A) seleccionados entre 5,5,

9,1, 12,1, 14,0 e 19,2, a uma temperatura de cerca de 22°C.

5. Forma cristalina de acordo com uma qualgquer das
reivindicag¢des 1 a 4, caracterizada por um padrao de
difracg¢do do raio-X no pd que compreende quatro ou mails dos
valores 26 (CuKa A = 1,5418 A) seleccionados entre 5,5,

9,1, 12,1, 14,0 e 19,2, a uma temperatura de cerca de 22°C.

6. Forma cristalina de acordo com uma qualquer das
reivindicag¢des 1 a 5, caracterizado pelo facto de possuir
as coordenadas atdémicas fraccionais praticamente conforme

apresentadas no quadro 3.

7. Forma cristalina de acordo com uma qualquer das
reivindicag¢des 1 a 6, que possul um padrdo de difracgao de

raio-X no pdé praticamente de acordo com a figura 2.

8. Composigdo farmacéutica que compreende um composto de
acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 7 e um

veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitdvel.

9. Composto de acordo com uma qualquer das reivindicagdes
1 a 8, utilizdvel para o tratamento de uma doenca num
mamifero, em que a doenga ¢ seleccionada entre diabetes,
obesidade, sindrome metabdélica, apoplexia, dor neuropdtica,
cardiomiopatia isquémica, psoriase, hipertensao,
escleroderma, osteocartrite, aneurisma, febre, doenca
cardiovascular, doenga de Crohn, insuficiéncia cardiaca

congestiva, doeng¢as auto-imunes, infec¢do por VIH, deméncia



associada ao VIH, psoriase, fibrose pulmonar idiopética,
arteriosclerose apds transplante, trauma cerebral induzido
fisica ou quimicamente, doen¢a inflamatdéria do intestino,
alveolite, colite, lupus sistémico eritematoso, nefrite do
SOro nefrotdxica, glomerulonefrite, asma, esclerose
maltipla, aterosclerose, vasculite, placas vulnerdveis,
artrite reumatdide, restenose, hiperplasia neointimal
venosa, hiperplasia neointimal de enxerto de didlise,
hiperplasia intimal de derivacgdo arterio-venosa,
transplante de dérgdos, nefropatia de aloenxerto crénica e

cancro.

10. Composto de acordo com a reivindicagédo 9, em que a
doenca é seleccionada entre diabetes, obesidade, doenca de
Crohn, lupus sistémico eritematoso, glomerulonefrite,
esclerose multipla, aterosclerose, restenose e transplante

de é6rgaos.

11. Composto de acordo com uma qualquer das reivindicacg¢des
9 a 10, em que a doenga ¢ seleccionada entre esclerose

multipla, aterosclerose, doencga de Crohn e diabetes.

12. Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicacgéo
8, a qual compreende ainda um ou vdrios outros ingredientes

activos.
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FIG.1

Padrdes no pd experimentais e simulados de N-((1R,2s,5r)-5-
(terc-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluorometilo) -
quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexilo)-

cetamida, hemi-hidrato, Forma HO,65-4
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FIG.2

Padrdes no pd experimentais e simulados de N-((1R,2S,5R)-5-
(terc-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluorometilo) -
quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexilo)-

acetamida, base livre, Forma N-2
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FIG.3

Padrdes no pd experimentais e simulados de N-((1R,2S,5R)-5-
(terc-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluorometilo) -
quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexilo)-
acetamida, 1,75 moles H,O0, Forma Hl,75-5
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FIG.4

Padrdes no pd experimentais e simulados de N-((1R,2S,5R)-5-
(terc-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluorometilo) -
quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexilo)-

acetamida, solvato de mono-etanol, Forma E-1
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FIG.5

Padrdes no pd experimentais e simulados de N-((1R,2S,5R)-5-
(terc-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluorometilo) -
quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexilo)-

acetamida, solvato do acido mono-acético, Forma HAC-1
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FIG.6

Padrdes no pd experimentais e simulados de N-((1R,2S,5R)-5-
(terc-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluorometilo) -
quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexilo)-

acetamida, solvato do Acido mono-R-propileno-glicol, Forma

RPG-3
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FIG.7
DSC de N-((1lR,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-

(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-

ciclo-hexilo)-acetamida, hemi-hidrato, Forma HO,5-4
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FIG.8
TGA de N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-o0xo-3-(6-

(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-

ciclo-hexilo)-acetamida, hemi-hidrato, Forma HO,5-4
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FIG.9
DSC de N-((1lR,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-

(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-

ciclo-hexilo) -acetamida, base livre, Forma N-2
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FIG.

10

TGA de N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-o0xo-3-(6-

(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-

ciclo-hexilo) —acetamida,

N

base livre,

Forma N-2
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FIG.11

Isotérmica de adsorcgido/dessorcdo de vapor de N-((1lR,2S,5R)-

5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-(trifluorometilo) -

quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-ciclo-hexilo)-

acetamida, base livre,

Forma N-2 a 25¢°C
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FIG.12
DSC de N-((1lR,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-

(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-

ciclo-hexilo)-acetamida, 1,75 moles de H;O, Forma H1l,75-5
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FIG.13

TGA de N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-o0xo-3-(6-

(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-
ciclo-hexilo) —acetamida,

1,75 moles de H;O, Forma H1l,75-5
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FIG.14

DSC de N-((1lR,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-
(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-
ciclo-hexilo)-acetamida, solvato de Acido mono-acético,

Forma HAC-1
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FIG.15

TGA de N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-o0xo-3-(6-
(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-
ciclo-hexilo)-acetamida, solvato de Acido mono-acético,

Forma HAC-1
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FIG.16
DSC de N-((1lR,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-

(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-

ciclo-hexilo)-acetamida, solvato de mono-etanol, Forma E-1
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FIG.17

TGA de N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-o0xo-3-(6-

(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-

ciclo-hexilo)-acetamida, solvato de mono-etanol, Forma E-1
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FIG.18

DSC de N-((1lR,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-
(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-
ciclo-hexilo)-acetamida, solvato de mono-R-propileno-

glicol, Forma RPG-3
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FIG.19

TGA de N-((1R,2S,5R)-5-(terc-butilamino)-2-((S)-2-o0xo-3-(6-
(trifluorometilo) -quinazolina-4-ilamino)-pirrolidina-1-il)-
ciclo-hexilo)-acetamida,

solvato de mono-R-propileno-
glicol, Forma RPG-3
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FIG.20
Modelo de estimulo intradérmico em macacos Cynomolgus: O

composto do exemplo 1 inibiu o recrutamento de células

mononucleares a pele
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FIG.21
Peritonite TG, 48 horas, em murganhos hCCR2 KI: O composto

do exemplo 1 inibiu a infiltracdo de mondcitos/macréfagos

para a cavidade peritoneal
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FIG.22

EAE de murganhos hCCR2 KI: O tratamento com o composto do

exemplo 1 reduziu o resultado clinico
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FIG.23

preparacio

2¢

Espectro de NMR do protdo do exemplo 1,

alternativa, passo 3 - Composto 7
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FIG.24

preparacio

2¢

alternativa, passo 4 - Composto 8
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FIG.25

preparacio

2¢

Espectro de NMR do protdo do exemplo 1,

alternativa, passo 4 - Composto 9

W BT -

\b1

mr
prIRa— <
TRV it
e
BV AP T
He
5]
o G e
e IRy
b
m
amf.»wwmﬁww
mﬂ.ﬂm s _J¢ .u.
a
o
<
o
2
e
" «
] ¢
2
a4
"
3 &
i
3
£l bo
L] 3
o
A
3
i
[
oL [T
i - W v ,.W_
£ & Z L. -
WOWITIMCIUL WOVE T FOYIOT

e

DNasvdY Do



26/27

FIG.26

preparacio

2¢

Espectro de NMR do protdo do exemplo 1,

alternativa, passo 4 - Composto 10
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FIG.27

preparacio

2¢

Espectro de NMR do protdo do exemplo 1,

alternativa, passo 5 - Composto 11
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