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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "TRATAMEN-
TOS ANTIVIRAIS INTRAMUSCULARES".
Antecedentes

O inibidor de neuraminidase do virus influenza peramivir tem
atividade notavel contra o virus influenza in vitro e em camundongos experi-
mentalmente infectados (Govorkova e outros, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 45(10), 2723-2732 (2001); e Smee e outros, Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 45(3), 743-748 (2001)). Infelizmente, testes clini-
cos usando peramivir mostraram um efeito inibidor indesejavelmente baixo
sobre influenza em seres humanos seguindo administragéo oral durante um
periodo de dias. Atualmente permanece a necessidade de métodos e formu-
lagdes que sejam uteis para tratamento de infecgdes virais tal como infec-
¢bes por influenza.

Sumédrio de Certas Modalidades da Invengéo

Foi inesperadamente constatado que uma uUnica administragdo
intramuscular de peramivir a um camundongo é eficaz para tratar influenza.
Essas constatagdes sdo inesperadas nao apenas por causa da alta eficacia
de uma Unica administragdo do composto, mas também por causa da dose
baixa do composto que foi verificada prover tratamento eficaz. A habilidade
em obter efeitos terapeuticamente uteis com uma Gnica administragédo é im-
portante, inter alia, porque ela minimiza questbes de obediéncia do paciente
que resultam da necessidade de administragdes multiplas. Adicionalmente, a
administragcdo de uma dose baixa é importante porque ela minimiza custo e
os potenciais para efeitos colaterais.

Deste modo, em uma modalidade a invengdo prové um método
para tratamento de uma infecgéo viral (por exemplo, uma infecgéao por influ-
enza) em um ser humano compreendendo administrar uma quantidade anti-
viral eficaz de um composto de formula I, 11, Il ou IV:
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ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, ao ser humano através
de uma via intramuscular.

A invencao também prové um método para inibicao de uma neu-
raminidase em um ser humano compreendendo administrar uma quantidade
inibidora eficaz de um composto de férmula |1, lI, Il ou IV, ou um sal farma-
ceuticamente aceitavel do mesmo, ao ser humano através de uma via intra-
muscular.

A invencdo também prové uma forma de dosagem unitaria que e
adequada para administracdo intramuscular a um ser humano compreen-
dendo até cerca de 500 mg (por exemplo, cerca de 150 mg) de um compos-
to de féormula |, 11, Il ou IV ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mes-
mo.

A invencdo também prové um kit compreendendo materiais de
embalagem, um composto de férmula I, Il, 1l ou IV, ou um sal farmaceutica-
mente aceitavel do mesmo, e instrugdes para administragdo do composto a
um ser humano através de uma via intramuscular.

A invencéo também prové o uso de um composto de férmula |,

I, Il ou 1V, ou um sal farmaceuticamente aceitadvel do mesmo, na fabricagao
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de um medicamento para inje¢ao intramuscular para aumento da expectativa

de vida e/ou redugdo da mortalidade em um grupo de mamiferos, por exem-

.plo, seres humanos, exposto a uma fonte de um virus influenza, através de

injecao intramuscular de uma dose, por exemplo, uma dose antiviral eficaz,
do medicamento em cada membro do grupo apresentando sintomas clinicos
de infecgéao.

A invengao também prové o uso de um composto de férmula |,
I, Il ou IV, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, na fabricacao
de um medicamento para inje¢cao intramuscular para aumento da expectativa
de vida ou redugao da mortalidade em um grupo de mamiferos, por exem-
plo, seres humanos, exposto a uma fonte de um virus influenza, através de
injecdo intramuscular de uma dose do medicamento em cada membro do
grupo.
Descricao Detalhada

O inibidor de neuraminidase do virus influenza peramivir foi pre-
viamente mostrado ter atividade notavel contra virus influenza in vitro e em
camundongos experimentalmente infectados (Govorkova e outros (2001); e
Smee e outros, (2001)). Infelizmente, testes clinicos usando este farmaco
mostraram um efeito inibidor inadequado sobre influenza em seres huma-
nos.

Foi constatado que uma inje¢ao intramuscular unica de peramivir
reduz significantemente a perda de peso e mortalidade em camundongos
infectados com influenza A/H1N1. Uma injegcao intramuscular unica de pe-
ramivir pode entdo ser usada para tratar infecgbes por influenza e prover
uma opg¢ao alternativa para oseltamivir durante um surto de influenza.

Peramivir foi testado como uma inje¢ao intramuscular unica no
modelo de influenza de camundongo e foi verificado ser ativo quando admi-
nistrado intramuscularmente. Em trés estudos diferentes de um modelo de
profilaxia usando duas linhagens diferentes (HIN1 e H3N2) de virus influen-
za A, eficacia de uma inje¢ao intramuscular unica de peramivir foi compara-
da com tratamento oral (q.d. x5 dias) ou de oseltamivir ou peramivir. Embora

5 dias (b.i.d.) de oseltamivir seja normalmente usado na clinica para trata-
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mento de influenza, uma unica dosagem diaria por 5 dias foi também mos-
trada ser eficaz. Em todos os trés estudos, a eficacia de uma injegao intra-
muscular Unica de peramivir em doses de 10 ou 20 mg/kg foi comparavel ao
tratamento oral (q.d. x5 dias) de oseltamivir ou peramivir na mesma dose em
termos de sobrevivéncia, dias médios para morte e perda de peso. Em do-
ses de 2 mg/kg, como uma inje¢ao intramuscular unica, peramivir demons-
trou eficacia comparavel em termos de sobrevivéncia. Nao obstante, a perda
de peso maxima foi maior no grupo tratado com peramivir intramuscular uni-
ca versus o grupo tratado com oseltamivir oral (g.d. x5 dias). A perda de pe-
SO maxima para os grupos de tratamento foi observada em torno de 8-10
dias. Deve ser notado que embora a dose menor de peramivir (1 mg/kg) nao
tenha sido eficaz em termos de sobrevivéncia, houve um aumento significan-
te nos dias médios para morte. Peramivir foi altamente eficaz em camun-
dongos com uma provocagao viral que causou 70% de letalidade quando
tratamento foi iniciado no maximo 48 horas pés-infecgao.

Inje§:6es intramusculares unicas ou de peramivir ou oseltamivir
foram também comparadas com o modelo de influenza de camundongo
H1N1. Os dados de sobrevivéncia indicam que uma injeg¢ao intramuscular
Unica de peramivir é eficaz e prové protegao completa contra letalidade. Por
outro lado, uma injegao intramuscular unica de oseltamivir nao proveu ne-
nhuma protecao significante contra letalidade. Os dados de perda de peso
estdo de acordo com os dados de sobrevivéncia e indicam que uma injecao
intramuscular Unica de peramivir € eficaz na prevengao de perda de peso em
camundongos infectados, diferente do grupo de oseltamivir. Esses estudos
indicam que peramivir é eficaz quando dado como uma inje¢ao intramuscu-
lar Unica, enquanto oseltamivir nao é eficaz pela mesma via de administra-
cao no modelo de influenza de camundongo. Uma injegao intramuscular uni-
ca de carboxilato de oseltamivir em camundongos mostrou um efeito similar
a injecao intramuscular unica de oseltamivir.

As ICsos de peramivir e carboxilato de oseltamivir sao subnano-
molares contra HIN1 a 0,11 e 0,69 nM (Bantia e outros, Antimicrob. Agents
Chemother. 45, 1162-1167 (2001)) e H3N2 a 0,59 e 0,55 nM, respectiva-
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mente. Apesar de poténcia similar contra enzimas neuraminidase, uma inje-
¢ao intramuscular Unica de oseltamivir (carboxilato) é ineficaz. No entanto,
peramivir como uma injeg¢ao intramuscular unica € superior a oseltamivir
(carboxilato) dado como inje¢des intramusculares unicas. Embora a dissoci-
acao lenta de peramivir tenha sido demonstrada com a neuraminidase N9,
uma pessoa poderia esperar peramivir se ligar firmemente a ambas neura-
minidases N1 e N2 uma vez que residuos de aminoacido no sitio ativo sao
altamente conservados dentre subtipos de neuraminidase diferentes.

Em suma, peramivir € um inibidor potente de atividade de neu-
raminidase. Administragdes profilatica e intramuscular unica retardada foram
eficazes na prevencao de letalidade e perda de peso no modelo de influenza
de camundongo. Em vista dos dados in vitro € in vivo, peramivir é eficaz co-
mo uma injegao intramuscular unica e pode ser usado no tratamento de in-
feccdes por virus influenza humanas.

Deste modo, em uma modalidade a invengao prové um método
para tratamento de uma infecgcao viral em um ser humano compreendendo
administrar uma quantidade eficaz de um composto de férmula I, Il, 1il ou IV,
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, ao ser humano através
de administragao intramuscular. Tipicamente, a quantidade eficaz € adminis-
trada em uma administragéo intramuscular Unica.' Os métodos da invengao
provéem obediéncia do paciente alta uma vez que eles envolvem uma dose
baixa do agente eficaz.

Em uma modalidade da invengao, a quantidade inibidora eficaz
do composto de férmula |, I, 1l ou IV é até cerca de 500 mg (por exemplo,
de a partir de cerca de 10 mg a cerca de 500 mg).

Em uma modalidade da invengao, a quantidade inibidora eficaz
do composto de férmula 1, 1l, lll ou 1V é até cerca de 150 mg.

Em uma modalidade da invengao, a quantidade inibidora eficaz
do composto de féormula |, II, lll ou VI é cerca de 150 mg.

De acordo com o método da invengdo, um composto de férmula
I, 11, 1ll ou IV é administrado a um ser humano intramuscularmente. Em uma

modalidade da invenc¢ao, o composto de férmula |, I, Ill ou IV é administrado



uma vez a um ser humano intramuscularmente. Em outra modalidade da
invengao, um inibidor de neuraminidase é também administrado ao ser hu-
mano oralmente. Em uma modalidade da invencao, o inibidor de neuramini-
dase que é administrado oralmente & carboxilato de oseltamivir. Em uma
5 modalidade da invencao, o inibidor de neuraminidase que é administrado
oralmente é um composto de formula |, Il, Il ou IV ou um sal farmaceutica-
mente aceitavel do mesmo. Em uma modalidade da invencao, o inibidor de
neuraminidase que é administrado oralmente é um composto de férmula la,

lla, llla ou {Va:
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10 ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo. Em uma modalidade da
invengdo, o inibidor de neuraminidase que é administrado oralmente é um
composto de férmula la ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

De acordo com os métodos da invengédo, o composto de férmula
I, I, Il ou IV, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, pode ser

15 também administrado em combinagéo com um du mais agentes terapéuticos
adicionais, tal como agentes antivirais (por exemplo, agentes ativos contra
influenza) ou antibidticos.

As formulagbes intramusculares da invengdo podem também

compreender um ou mais agentes terapéuticos adicionais, tal como agentes
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antivirais (por exemplo, agentes ativos contra influenza) e antibidticos.

Os compostos usados na invengao sao conhecidos na técnica e
podem ser sintetizados pelo profissional da técnica usando métodos dispo-
niveis (vide, por exemplo, Patente U.S. N°® 6.562.861).

Valores especificos listados aqui para radicais, substituintes e
faixas sdo para ilustragdo apenas; eles nao excluem outros valores definidos
ou outros valores dentro de faixas definidas para os radicais e substituintes.

Um composto especifico de férmula |, I, 1l ou IV € um composto
de férmula la, lla, Illa ou IVa: |

H’N\‘&NH ‘ qu\f"‘“

H HN&

%
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(IVa),
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
Um composto especifico de féormula I, I, {ll ou IV é &cido

(18,2S,3S,4R)-3-(1-Acetamido-2-etilbutil)-4-guanidino-2-hidroxiciclopentano-
carboxilico; acido (1S,2S,3R,4R)-3-(1-Acetamido-2-propilpentil)-4-guanidino-
2-hidroxiciclopentanocarboxilico; acido (1R,3R,4R)-3-(1-Acetamido-2-
propenilpentil)-4-guanidinociclopentanocarboxilico; ou acido (1R,3R,4R)-3-
(1-Acetamido-2-etilbutil)-4-guanidinociclopentanocarboxilico; ou um sal far-
maceuticamente aceitavel do mesmo.

Um‘composto especifico de férmula | € um composto de formula
la ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

Sera compreendido por aqueles versados na técnica que com-
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postos tendo um ou mais centros quirais podem existir em e ser isolados em
formas opticamente ativas e racémicas. Alguns compostos podem exibir po-
limorfismo. Deve ser compreendido que a presente invengao compreende o
uso de qualquer forma racémica, opticamente ativa, polimérfica ou estereoi-
somérica, ou misturas delas, de um composto de féormula I, Il, Il e/ou IV, que
possui as propriedades uteis descritas aqui, sendo bem-conhecido na técni-
ca como preparar formas opticamente ativas ('por exemplo, através de sepa-
ragcao da forma racémica através de técnicas de recristalizagdo, através de
sintese a partir de materiais de partida opticamente ativos, através de sinte-
se quiral ou através de separagédo cromatografica usando uma fase estacio-
naria quiral) e como determinar atividade antiviral (por exemplo, antiinfluen-
za) usando os testes padrao descritos aqui, ou usando outros testes simila-
res que sao bem-conhecidos na técnica.

Em casos onde compostos sédo suficientemente basicos ou aci-
dos para formarem sais acidos ou de base nao-tdxicos estaveis, administra-
¢ao dos compostos como sais pode ser apropriada. Exemplos de sais far-
maceuticamente aceitadveis sdo sais de adigao acidos organicos formados
com acidos que formam um anion fisiologicamente aceitavel, por exemplo,
tosilato, metanossulfonato, acetato, citrato, malonato, tartarato, succinato,.
benzoato, ascorbato, a-cetoglutarato e a-glicerofosfato. Sais inorganicos a-
dequados podem ser também formados, incluindo sais de cloridrato, sulfato,
nitrato, fosfato, bicarbonato e carbonato.

Sais farmaceuticamente aceitaveis podem ser também obtidos
usando procedimentos padrao bem-conhecidos na técnica, por exemplo,
reagindo um composto suficientemente basico tal como uma amina com um
acido adequado dando um anion fisiologicamente aceitavel. Sais de metal
alcalino (por exemplo, sodio, potassio ou litio) ou de metal alcalino-terroso
(por exemplo, calcio) de acidos carboxilicos podem ser também feitos.

Os compostos de formulas |, Il, lil e IV podem ser formulados
como composicdes farmacéuticas e administrados a um hospedeiro mamife-
ro, tal como um paciente humano, através de vias intramusculares. Solugdes

do composto ativo ou seus sais podem ser preparadas em agua, opcional-
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mente misturadas com um tensoativo nao-tdxico. Dispersdes podem ser
também preparadas em glicerol, polietileno glicéis liquidos, triacetina e suas
misturas e em 6leos. Sob condicdes comuns de armazenamento e uso, es-
sas preparagdes contém um conservante para prevenir o crescimento de
microorganismos. Em algumas modalidades da invengao, os compostos de
formula |, Il, Il e/ou IV sdo formulados com um tampao, por exemplo, um
citrato, por exemplo, citrato de sédio.

As formas de dosagem farmacéuticas adequadas para injegao
ou infusdo podem incluir solugdes ou dispersdes aquosas estéreis ou pos
estéreis compreendendo o(s) ingrediente ativo(s) que sao adaptados para a
preparagao extemporanea de solu¢des ou dispersdes injetaveis ou infusiveis
estéreis, opcionalmente encapsuladas em lipossomas. Em todos os casos, a
forma de dosagem final deve ser estéril, fluida e estavel sob as condi¢des de
fabricacdo e armazenamento. O carreador ou veiculo liquido pode ser um
solvente ou meio de dispersdo de liquido compreendendo, por exemplo, a-
gua, etanol, um poliol (por exemplo, glicerol, propileno glicol, polietileno gli-
céis liquidos e similar), dleos vegetais, ésteres de glicerila ndo-toxicos e su-
as misturas adequadas. A fluidez apropriada pode ser mantida, por exemplo,
através da formacao de lipossomas, através da manutengdo do tamanho de
particula requerido no caso de dispersdes ou através do uso de tensoativos.
A prevencao da agdo de microorganismos pode ser realizada por varios a-
gentes antibacterianos e antifungicos, por exemplo, parabenos, clorobutanol,
fenol, acido sorbico, timerosal e similar. Em muitos casos, sera preferivel
incluir agentes isoténicos, por exemplo, agucares, tampdes (por exemplo,
citrato de sédio) ou cloreto de sddio. Absorgao prolongada das composi¢des
injetaveis pode ser realizada pelo uso nas composi¢des de agentes de ab-
sorgao retardada, por exemplo, monoestearato de aluminio e gelatina.

Solugdes injetaveis estéreis podem ser preparadas através da
incorporagdo do(s) composto(s) ativo(s) em um solvente apropriado com os
outros ingredientes opcionais, por exemplo, enumerados acima, opcional-
mente seguido por esterilizag@o por filtragem. No caso de pos estéreis para
a preparacao de solugdes injetaveis estéreis, os métodos de preparagao pre-
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feridos sdo as técnicas de secagem a vacuo e secagem por congelamento,
que dao um poé do ingrediente ativo mais qualquer ingrediente desejado adi-
cional presente nas solugdes filtradas estéreis anteriores.

Conforme aqui usado, os termos "tratar”, "tratando"” e "tratamen-
to" incluem administracao de um composto antes do inicio de sintomas clini-
cos de um estado/condi¢gao de doenga de modo a prevenir o desenvolvimen-
to de qualquer sintoma, bem como administragdo de um composto apos o
inicio de um ou mais sintomas clinicos de um estado/condigao de doencga de
modo a reduzir ou eliminar tal sintoma, aspecto ou caracteristica do esta-
do/condicao de doenga. Tal tratamento nao precisa ser absoluto para ser
util. Conforme ilustrado abaixo, os compostos ativos podem ser administra-
dos antes da exposi¢do ao virus. Os agentes podem ser também adminis-
trados subsequiente (por exemplo, dentre de 1, 2, 3, 4 ou 5 dias) a exposi¢cao
ao virus.

Conforme aqui usado, o termo "forma de dosagem unitaria" refe-
re-se a uma formulacgao intramuscular contendo uma quantidade especifica
de um farmaco (por exemplo, de a partir de cerca de 10 mg a cerca de 500
mg, por exemplo, cerca de 150 mg), o todo da qual pretende ser administra-
do como uma dose Unica. Ela é distinguida de um fornecimento de uma
quantidade indefinida de um medicamento, por exemplo, uma garrafa de
remédio, da qual uma dose tem que ser retirada de acordo com uma medi-
da.

A invengao sera agora ilustrada pelo Exemplo nao-limitante que
segue.

Exemplo 1: Tratamento Intramuscular de Influenza com Peramivir

A eficacia de uma inje¢ao intramuscular Unica de peramivir no
modelo de camundongo de influenza foi avaliada. Em suma, peramivir foi
verificado ser eficaz quando administrado intramuscularmente em um mode-
lo de infecgdo por virus influenza em camundongo. Peramivir inibiu potente-
mente a enzima neuraminidase N9 de virus H1N9 in vitro com uma concen-
tracao inibidora de 50% (ICso) de 1,3 = 0,4 nM. Estudos de dissociacao no
sitio indicaram que peramivir permanece firmemente ligado a neuraminidase
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N9 (t12 > 24 horas), enquanto zenamivir e carboxilato de oseltamivir dissoci-
am rapidamente da enzima (t12 = 1,25 hora). Uma injegao intramuscular uni-
ca de peramivir (10 mg/kg) reduziu significantemente a perda de peso e mor-
talidade em camundongos infectados com influenza A/H1N1, enquanto osel-
tamivir ndo demonstrou nenhuma eficacia através do mesmo regime de tra-
tamento. Estudos de eficacia adicionais indicaram que uma inje¢ao unica de
peramivir (2-20 mg/kg) era comparavel a um curso oral q.d. x5 de oseltamivir
oralmente administrado (2-20 mg/kg/dia) em prevencao de letalidade em
modelos de influenza H3N2 e H1N1. Entdao, uma injegdo intramuscular unica
de peramivir pode ser usada para tratar infecgdes por influenza e prover uma
opcao alternativa para oseltamivir durante um surto de influenza.

Resultados

A habilidade do peramivir em inibir a atividade de neuraminidase
de N9 do virus HIN9 foi testada e comparada com zanamivir e carboxilato
de oseltamivir. A ICso para peramivir (1,3 +/- 0,4 nM), carboxilato de oselta-
mivir (2,1 +/- 0,4 nM) e zanamivir (1,6 +/- 0,3 nM) contra enzima N9 nao foi
significantemente diferente. Os valores de 1Cqo foram: para peramivir 5,0 +/-
1,1 nM; para carboxilato de oseltamivir 10,4 +/- 0,7 nM; e para zanamivir
10,0 +/- 1,2 nM.

No modelo de influenza de camundongo, infecgdo viral leva a
perda de peso do corpo e mortalidade alta, e esta diminuicdo no peso do
corpo se relaciona com titulo viral pulmonar e score de lesdo pulmonar. Des-
te modo, a eficacia peramivir, oseltamivir e zanamivir oralmente e intramus-
cular administrados foi avaliada com base na perda de peso, dias médios
para morte e taxa de sobrevivéncia, medida para 16 ou 21 dias pés-infec¢ao
para animais infectados, tratados, com relagdo a animais infectados, nao-
tratados (controle).

No modelo de profilaxia, uma inje¢do intramuscular unica de pe-
ramivir, dada 4 horas antes da provocacao viral com virus H1N1 foi compa-
rada com um tratamento oral de pera'mivir uma unica vez por dia por 5 dias
em doses de 1 e 10 mg/kg/dia. Protegao completa contra letalidade foi ob-

servada nos camundongos tratados a 10 mg/kg com ambos regimes de tra-
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tamento. No entanto na dose de 1 mg/kg/dose, 60% dos camundongos so-
breviveram no grupo de tratamento oral versus 40% de sobrevivéncia no
grupo de tratamento intramuscular. Camundongos tratados com uma injecao
intramuscular Unica de peramivir (10 mg/kg) ndo demonstraram nenhuma
perda de peso por volta do dia 5, enquanto camundongos que receberam
peramivir oralmente por 5 dias na mesma dose perderam 0,22 g.

Peramivir foi também administrado em 2, 10 e 20 mg/kg como
uma injegao intramuscular Unica 4 horas antes da infecg¢ao viral com o virus
H1N1. Protecdo completa contra letalidade foi observada em todas as do-
ses. No entanto, nenhum dos cinco camundongos controle tratados com so-
lucao salina sobreviveu. Por comparagao, prote¢édo completa contra letalida-
de foi também observada nos camundongos tratados oraimente com osel-
tamivir em ambos 2 e 10 mg/kg/dia (q.d. x5 dias). Quaisquer sinais de toxi-
dez relacionada com farmaco foram observados quando peramivir foi admi-
nistrado intramuscular na dose mais alta (20 mg/kg).

Peramivir e oseltamivir mostraram uma relagao dose resposta
quando a perda de peso de camundongos infectados com o tempo foi segui-
da. No dia 8, a perda de peso média maxima nos grupos tratados com pe-
ramivir a 2, 10 e 20 mg/kg foi 3,3, 0,98 e 0g, respectivamente. Adicionalmen-
te, oseltamivir proveu um efeito similar com a perda de peso média maior de
1,34 e 0 g acontecendo no dia 8 para os grupos de 2 e 10 mg/kg, respecti-
vamente. Perda de peso do dia 5 mostra uma inclinagao similar. Em geral,
dose menor resultou em perda de peso maior quando comparado com uma
dose maior.

Injegbes intramusculares unicas de peramivir e oseltamivir em
dose de 10 mg/kg foram avaliadas quando administradas 4 horas antes da
inoculacdo com virus H1N1. Oseltamivir proveu apenas 30% de protegao,
que nao é significantemente diferente do grupo controle onde 90% dos ca-
mundongos morreram. No grupo tratado com peramivir, protecao completa
contra letalidade foi observada. O grupo de peramivir ndo mostrou qualquer
perda de peso substancial (cerca de -1,7% de peso inicial). Por outro lado, o
grupo de oseltamivir perdeu peso significante, cerca de 4 g (25% do peso
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inicial), e apenas 3 de 10 camundongos sobreviveram. No mesmo modelo,
uma comparacgao de tratamentos orais unicos de uma dose de 10 mg/kg ou
de peramivir ou oseltamivir foi avaliada. Peramivir proveu melhor protegéao
oralmente com uma taxa de sobrevivéncia de 50%, enquanto apenas 10%
de camundongos sobreviveram no grupo de oseltamivir.

Para determinar se efeitos protetores similares sao observados
usando virus diferentes, a eficdcia de uma inje¢ao intramuscular unica de
peramivir foi comparada com o tratamento oral de oseltamivir (q.d. x5 dias)
em camundongos infectados com virus H3N2. Neste estudo o farmaco foi
administrado 1 hora antes da inoculagao viral. O tratamento intramuscular
unico de peramivir em uma dose de 20 mg/kg proveu prote¢ao quase que
completa contra letalidade (9/10 sobreviveram). Oseltamivir também de-
monstrou efeitos protetores similares (9/10 sobreviveram). A perda de peso
média foi quase idéntica em ambos grupos de tratamento pelo fato que os
camundongos tratados com oseltamivir perderam 28% de seu peso (cerca
de 5,1 g) comparado com 25% (4,5 g) de perda de peso no grupo de pera-
mivir por volta do dia 8. No modelo de tratamento retardado, administragao
intramuscular de uma dose unica de 10 mg/kg de peramivir 24 horas ou 48
horas pds-infecgao deu prote¢gdo completa contra letalidade, enquanto, no
grupo de solugéao sélina, 70% de letalidade foi observada. Nao houve ne-
nhuma perda de peso significante por volta do dia 5 em ambos grupos trata-
dos com peramivir 24 e 48 horas dados ambos oralmente (g.d. x5 dias) e
através de injecao intramuscular Unica, enquanto o grupo tratado com solu-
cao salina perdeu 2,1 g.

Materiais e Métodos

Os virus influenza A usados neste estudo foram obtidos da Ame-
rican Type Culture Collection, Manassas, VA, USA (A/NWS/33;H1N1) e Dr.
Robert Sidwell, Utah State University, Logan, uT, USA
(A/Victoria/3/75;H3N2) e foram adaptados a camundongo. Cristais de N9
purificados de virus de ave A/H1N9 (NWS/G70) foram obtidos do Dr. Grae-
me Laver, Australian National University, Canberra, Australia.

Camundongos BALB/c fémeas livres de patégeno especifico
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(10-19 g) foram obtidos do Charles River Laboratories (Raleigh, NC, USA).
Eles foram postos em quarentena durante 24 horas antes da infecgao e
mantidos em dieta de roedor da Harlan Teklad e agua da torneira.

Peramivir, oseltamivir, carboxilato de oseltamivir e zanamivir fo-
ram sintetizados pela BioCryst Pharmaceuticals, Inc. (Birmingham, AL, U-
SA). Cada composto foi preparado em cloreto de sédio a 0,9% estéril para
experimentos in vivo. Uma mistura de 5% de isoflurano/95% de oxigénio foi
administrada como anestesia.

Um ensaio fluorimétrico padrao foi usado para medir atividade
de neuraminidase de virus influenza (Potier e outros, Anal. Biochem., 94,
287-296 (1979)). O substrato acido (2'-(4-metilumbeliferil)-a-D-
acetilneuraminico, MuNANA) é clivado pela neuraminidase para dar um pro-
duto fluorescente que pode ser quantificado. A mistura de ensaio continha
inibidor em concentragcdes variadas e enzima neuraminidase em tampao
MES a 32,5 mM (acido 2-(N-morfolino)-etanossulfénico), cloreto de calcio a 4
mM em pH 6,5 e incubada por 10-30 minutos. A reac¢ao foi iniciada pela adi-
cao do substrato. Apds incubagao por 30-120 minutos fluorescéncia foi regis-
trada (excitagdao: 360 nm e emissao: 450 nm) e substratos inexpressivos fo-
ram subtraidos das leituras de amostra. A ICso foi calculada pondo em gréafi-
co inibicao percentual de atividade de neuraminidase versus a concentragao
inibidora. Os resultados sao relatados como média dos trés experimentos.

Os camundongos foram anestesiados com isoflurano e expostos
a 100 pL de virus através de instilagao intranasal. No modelo de profilaxia,
farmaco foi administrado 1 ou 4 horas antes da infec¢ao viral; no modelo de
tratamento, farmaco foi dado em momentos indicados apds a infecgao viral.
Cada grupo infectado, tratado com farmaco ou solugao salina, continha 5-10
camundongos. Todos os camundongos foram observados diariamente quan-
to a mudangas em peso e quanto a quaisquer mortes. Parametros para ava-
liagdo de atividade antiviral incluiam perda de peso, redugdo em mortalidade
e/ou aumento em dias médios para morte determinados através de 16 ou 21
dias.

Os camundongos foram infectados intranasalmente com uma
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dose aproximadamente 70-90% letal do virus influenza A/NWS/33 (H1N1) ou
A/Victoria/3/75 (H3N2). Tratamento oral com peramivir ou oseltamivir (prepa-
rado em solugdo salina de grau de inje¢ao) comecou 1 ou 4 horas antes da
exposicdo do virus (modelo de profilaxia) e continuou uma vez por dia por 5
dias a menos que indicado. Um tratamento intramuscular dnico foi adminis-
trado 1 ou 4 horas antes da exposi¢do do virus ou em momentos indicados
(modelo de tratamento). Camundongos controle normais e tratados com so-
lugdo salina foram incluidos no mesmo programa de tratamento. Os parame-
tros estudados foram redugdao em mortalidade e/ou aumento em dias médios
para morte.

Os dados foram analisados através de Sigma Plot (Windows
Version 4.01, SPSS, Chicago, IL, USA) e Sigma Stat (Windows Version 2.0,
Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA). O teste t foi usado para avaliar
diferencas em dias médios para morte. Analise de varidncia (ANOVA) foi
realizada usando o teste Holm-Sidak para comparacdes multiplas em pares
para avaliar diferencas em perda de peso. Analises de sobrevivéncia Ka-
plan-Meier (teste log rank ou Gehan-Breslow) foram aplicadas a diferengas
de numero de sobrevivéncia.

Essas constatacoes, incluindo métodos, resultados e discussao,
sdo providas em Bantia e outros, Antiviral Research, 69, 39-45 (2006).

Todas as publicagdes, patentes e pedidos de patente menciona-
dos aqui sao incorporados aqui a titulo de referéncia. Embora no relatorio
acima a presente invengao tenha sido descrita com relagado a certas modali-
dades dela, e muitos detalhes foram mostrados para propdsitos de ilustra-
céo, sera aparente aqueles versados na técnica que a invengéo é suscetivel
a modalidades adicionais e que certos dos detalhes descritos aqui podem
ser variados consideravelmente sem se afastar dos principios basicos da
invencgao.

O uso dos termos "um” e "uma” e "o/a" e referentes similares no
contexto de descricao da invengao deve ser considerado para compreender
ambos o singular e o plural, a menos que de outro modo aqui indicado ou
claramente contradito pelo contexto. Os termos "compreendendo”, "tendo”,
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"incluindo” e "contendo" devem ser considerados como termos abertos (isto
é, significando "incluindo, mas nao limitado a") a menos que de outro modo
indicado. Mencédo de faixas de valores aqui pretende apenas servir como um
método estenografico de referéncia individualmente a cada valor separado
estando dentro da faixa, a menos que de outro modo aqui indicado, e cada
valor separado é incorporado ao relatério como se eles fossem aqui indivi-
dualmente mencionados. Todos os métodos descritos aqui podem ser reali-
zados em qualquer ordem adequada a menos que de outro modo indicado
aqui ou de outro modo claramente contradito pelo contexto. O uso de qual-
quer um e todos os exemplos, ou linguagem exemplar (por exemplo, "tal
como"), providos aqui pretende apenas melhor iluminar a inven¢gdao e nao
impor uma limitagao ao escopo da invengao a menos que de outro modo
reivindicado.



REIVINDICACOES
1. Método para tratamento de uma infecgao viral em um ser hu-

mano compreendendo administrar uma quantidade antiviral eficaz de um

composto de férmula |, 11, 1l ou 1V:
HZN\fNH HzNYNH
HN HN,
NHCOCH; OH NHCOCH; OH
D (I

H:N.

%N\KNH \I%NH
HN HN

NHCOCH; NHCOCH,

avy,

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo ao ser humano através de
uma via intramuscular.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que 0 composto.
de formula |, I, Il ou IV € um composto de férmula la, lla, llla ou IVa:

HzN\ﬁNH

HN%

}__%E? -\\\\\COZH

NHCOCH,

(1)
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ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

3. Método de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, em que a in-
fecgédo viral é uma infecgao por influenza.

4, Método de acordo com a reivindicagao 3, em que a infec¢éao
viral € uma infecgao por influenza tipo A ou tipo B.

5. Método de acordo com a reivindicagao 3, em que o influenza
é um influenza H3N2, H1N1, H5N1, de ave ou sazonal.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-5,
em que a quantidade antiviral eficaz é até cerca de 500 mg.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-5,
em que a quantidade antiviral eficaz é até cerca de 150 mg.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-5,
em que a quantidade antiviral eficaz é cerca de 150 mg.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-8,
em que a dose eficaz integral € administrada em uma administragdo intra-
muscular.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 2-9,
em que um composto de férmula la, ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo, é administrado.

11. Método para inibicao de uma neuraminidase em um ser hu-

mano compreendendo administrar uma quantidade inibidora eficaz de um

composto de formula |, 1, 11l ou IV:
H’"\]/NH HZNYNH
HN HN
CO,H COH
NHCOCH; OH NHCOCH; OH

@ an



“ZN\ﬁNH HzNYNH

HN HN
CO.H CO,H
NHCOCH, NHCOGH;
() avy,

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo a um ser humano através
de uma via intramuscular.

12. Método de acordo com a reivindicagado 11, em que o com-
posto de férmula |, Il, Il ou IV é um composto de formula la, lla, llla ou IVa:

. NCOH

HN

‘“\\\002H

NHCOCH;

({Ia) (IVa),

5 ou sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
13. Método de acordo com a reivindicagdo 11 ou 12, em que a
quantidade inibidora eficaz € até cerca de 500 mg.
14. Método de acordo com a reivindicagao 11 ou 12, em que a
quantidade inibidora eficaz é até cerca de 150 mg.
10 15. Método de acordo com a reivindicagao 11 ou 12, em que a
quantidade inibidora eficaz é cerca de 150 mg.
16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 11-
15, em que a dose inibidora eficaz integral € administrada em uma adminis-
tragao intramuscular.

15 17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 11-



16, em que um composto de féormula la, ou um sal farmaceuticamente acei-
tavel do mesmo, é administrado.

18. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
17 compreendendo ainda administrar oralmente um inibidor de neuraminida-

5 se ao ser humano.

19. Método de acordo com a reivindicagao 18, em que o inibidor
de neuraminidase que é administrado oralmente é carboxilato de oseltamivir.

20. Método de acordo com a reivindicagcao 18, em que o inibidor
de neuraminidase que é administrado oralmente € um composto de férmula

10 LI, ToulV:

HZNYNH

HN ) HN.
COH COH
NHCOCH; OH- NHCOCH, OH
ey 4y
HQNYNH HzN\‘fNH
HN HN

COH COH

NHCOCH, NHCOCH,
() av),

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
21. Método de acordo com a reivindicagao 18, em que o inibidor
de neuraminidase que é administrado oralmente é um composto de férmula

la, lla, llla ou IVa:




10

15

HaN

\\\\\\c O-H

NHCOCH,

(1la) IVa),

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

22. Método de acordo com a reivindicagao 21, em que o inibidor
de neuraminidase que é administrado oralmente € um composto de formula
la ou um sal farmaceuticamente aceitadvel do mesmo.

23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 18-
22, em que o inibidor de neuraminidase que é administrado oralmente é ad-
ministrado por até 20 dias.

24. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 18-
22, em que o inibidor de neuraminidase que é administrado oralmente é ad-
ministrado por até 10 dias.

25. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 18-
22, em que o inibidor de neuraminidase que é administrado oralmente é ad-
ministrado por até 5 dias.

26. Forma de dosagem unitaria que € adequada para adminis-
tragéo intramuscular a um ser humano compreendendo até cerca de 500 mg

de um composto de férmula |, 11, 1l ou IV:
HZN\:l,fNH : H’N\‘%m
H . H&
CO,H COH
NHCOCH; OH ’ NHCOCH; OH



HaN

-

HN y N
COM CO.H
NHCOCH; NHCOCH;
(1ID) av),

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

27. Forma de dosagem unitaria de acordo com a reivindicacao
26, em que o composto de férmula |, I, Il ou IV é um composto de férmula
la, lla, llla ou IVa:

HlN\ﬁNH . HZNYNH

H M

2
‘\\\\\\
o

N
%

“‘\\\\COQH “\\\\COQH

NHCOCH; OH OH

(I2) (Ua)

'.\\\\\\COZH “\‘\\\C02H

NHCOCH,

(IVa),

5 ouum sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
28. Forma de dosagem unitaria de acordo com a reivindicacao
26 ou 27 que compreende até cerca de 500 mg do composto ou sal.
29. Forma de dosagem unitaria de acordo com a reivindicacao
26 ou 27 que compreende cerca de 150 mg do composto ou sal.
10 30. Kit compreendendo materiais de embalagem, um composto
de féormula I, 11, 1l ou IV:



HaN

\ﬁm.{ HaN YNH
HN HN

COH COH

NHCOCH;  OH NHCOCH; OH

€ 1y

HZNYNH

HN .

NHCOCH, NHCOCH,

(1) A avy,

HaN

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo e instru¢gdes para admi-
nistragao do composto a um ser humano através de via intramuscular.
31. Kit de acordo com a reivindicagéo 30, em que 0 composto &

provido em uma formulagao adequada para administragao intramuscular.

5 32. Kit de acordo com a reivindicagao 30 ou 31 que compreende
até cerca de 500 mg do composto ou sal.

33. Kit de acordo com a reivindicagao 30 ou 31 que compreende
até cerca de 150 mg do composto ou sal.

34. Kit de acordo com a reivindicagao 30 ou 31 que compreende

10 cerca de 150 mg do composto ou sal.

35. Kit compreendendo um material de embalagem, uma forma
de dosagem unitaria conforme descrito em qualquer uma das reivindicagdes
26-34 e instrugdes para administragao do composto a um ser humano atra-
vés de via intramuscular.

15 36. Uso de um composto de féormula |, Il, 11l ou IV:
HN NH HaN. NH
COzH COzH
NHCOCH; OH NHCOCH; OH

iy
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HzN\fNH HaN NH
HN HN
coH CO,H
NHCOCH; NHGOCH,
(1) av),

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, na fabricacao de um me-
dicamento para injegao intramuscular para aumento de expectativa de vida
ou redugdo da mortalidade em um grupo de mamiferos expostos a uma fon-
te de um virus influenza, através de inje¢cado intramuscular de uma dose do
medicamento em cada membro do grupo apresentando sintomas clinicos de
infecgao.

37. Uso de acordo com a reivindicagao 36, em que o composto
de férmuta |, I, 11l ou IV é um composto de férmula la, lla, llla ou IVa:

\fNH HZNYNH

“\‘\\\CO-‘;H

NHCOCH; OH NHCOCH; OH

(I2) (La)

\\\\‘\\COE‘H

NHCOCH;
(Mla) (Iva),
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
38. Uso de acordo com a reivindicagédo 36 ou 37, em que o virus
influenza é um virus influenza de ave.
39. Uso de acordo com a reivindicacao 38, em que o virus influ-
enza da ave é H5N1 ou uma linhagem mutante dele.

40. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 36-39,



em que cada membro do grupo apresentando sintomas de infec¢cao recebe
apenas uma dose intramuscular do medicamento.
41. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 36-40
para aumento da expectativa de vida ou redugao da mortalidade em um gru-
5 po de mamiferos, em que os membros do grupo apresentando sintomas cli-
nicos de infecgao sao tratados oralmente com um inibidor de neuraminidase.
42. Uso de acordo com a reivindicagao 41, em que o inibidor de
neuraminidase é carboxilato de oseltamivir.
43. Uso de acordo com a reivindicagao 41, em que o inibidor de
10 neuraminidase é um composto de férmula |, I, Il ou IV:

HoN.
\fNH HzN\[%NH

HN

HN
NHCOCH,; OH NHCOCH; OH

‘ ey
HzN\fNH HaN. N
NHCOCH; NHCOCH,
ey av),

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
44, Uso de acordo com a reivindicagao 41, em que o inibidor de
neuraminidase € um composto de férmula la, lla, llla ou |Va:

HzN\ﬁ NH HQN\f NH

HN,,’ H

NHCOCH3  OH NHCOCH, OH

(a) (Ia)

"
Z

WNCOH
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HzN

-

H

.~“\\\z

.“\\\\\c OH 1 ‘\\\\\COgH

NHCOCH,

(IVa),
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

45. Uso de acordo com a reivindicacao 41, em que o inibidor de
neuraminidase € um composto de férmula la ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo.

5 46. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 36-45,
em que a fonte do virus é uma ave infectada.

47. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 36-45,
em que a fonte do virus € um mamifero apresentando sintomas de infecgao.

48. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 36-47

10 que é para reducao de mortalidade.

49. Uso de um composto de formula I, 1i, 1l ou IV:
CO,H COH
NHCOCH; OH ) NHCOCH; OR
D an
HZNYNH HZN\fNH
HN HN
COH \ COH
NHCOCH; NHGOCH,
(Im) av,

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, na fabricagao de um me-
dicamento para inje¢ao intramuscular para aumento da expectativa de vida

ou reducao da mortalidade em um grupo de mamiferos expostos a uma fon-



11

te de um virus influenza, através de injecdo intramuscular de uma dose do
medicamento em cada membro do grupo.
50. Uso de acordo com a reivindicagao 49, em que o0 composto

de férmula I, 1, 1l ou IV é um composto de férmula la, lla, llla ou IVa:

\ﬁNH Hﬁ“\ﬁm

HY, H
. WCOH

HaN

"
Z
=,

“\\\‘\COZH

NHCOCH; OH NHCOCH; OH

(Ia) (I1a)

YNH HzN\fNH

H

HaN

N
%
-

NCOaH

NHCOCH,

NHCOCH,

(Ia) (IVa),

5 ouum sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
51. Uso de acordo com a reivindicagao 49 ou 50, em que o virus
influenza é um virus influenza de ave.
52. Uso de acordo com a reivindicagao 51, em que o virus influ-
enza de ave é H5N1 ou uma linhagem mutante dele.

10 53. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 49-52,
em que cada membro do grupo recebe apenas uma dose intramuscular do
medicamento.

54. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 49-53
para aumento da expectativa de vida ou redugao da mortalidade em um gru-

15 po de mamiferos, em que 0s membros do grupo sao tratados oralmente com
um inibidor de neuraminidase.

55. Uso de acordo com a reivindicagao 54, em que o inibidor de
neuraminidase é carboxilato de oseltamivir.

56. Uso de acordo com a reivindicagao 54, em que o inibidor de



12

neuraminidase € um composto de férmula |, II, 1l ou IV:
H’N\%NH HzN\I¢NH
HIL HN
COH CO,H
NHCOCH; OH : NHCOCH; OH
@ 1))
HZNYNH HzN\ﬁNH
HN ' HN
COH CO,H
NHCOCH, ’ NHCOCH,
Im) ' v,

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
57. Uso de acordo com a reivindicagao 54, em que o inibidor de
neuraminidase € um composto de férmula la, lla, llia ou IVa:

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
58. Uso de acordo com a reivindicagao 54, em que o inibidor de
neuraminidase € um composto de férmula la ou um sal farmaceuticamente

aceitavel do mesmo.



13

59. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 49-58,
em que a fonte do virus é uma ave infectada.

60. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 49-58,
em que a fonte do virus € um mamifero apresentando sintomas de infecgao.

61. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 49-60,

que é para redugcao da mortalidade.
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