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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "COM-
POSICAO FARMACEUTICA PARA PREVENCAO E TRATAMENTO
DE DIABETES OU OBESIDADE".

CAMPO TECNICO

[001] A presente invencao refere-se a uma composicado farma-

céutica para a prevencao e tratamento de diabetes ou obesidade com-
preendendo como ingredientes ativos um composto que inibe a ativi-
dade de dipeptidil peptidase-IV (DPP-1V), um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo, um hidrato do mesmo, ou um solvato do mesmo,
€ um ou mais outros agentes antidiabéticos ou antiobesidade.
TECNICA ANTECEDENTE

[002] DipeptidiL peptidase-IV (Posteriormente, referida como

DPP-IV) é uma enzima que € geralmente identificada como EC
3.4.14.5 por classificacdo de enzima, funcionalmente pertence a serina
protease (Barrett A. J. et al, Arch. Biochem. Biophys., 1995, 247-250),
e cliva o dipeptideo de terminal N de peptideos que comecam com a
sequéncia H-Xaa-Pro-Y (ou H-Xaa-Ala-Y em que Xaa representa
qualquer aminodcido lipofilico, Pro representa prolina, e Ala representa
alanina) (Heins J., et al., Biochim. et Biophys. Acta 1988, 161), e é
também conhecida como DP-IV, DP-4, ou DAP-IV. A enzima & am-
plamente distribuida e encontrada em uma variedade de tecidos ma-
miferos tais como rim, figado e intestino delgado (Hegen M. et al., J.
Immunol., 1990, 2908-2914). DPP-IV foi primeiro identificada como
uma proteina ligada a membrana. Mais recentemente, uma forma so-
livel da mesma foi identificada (Duke-Cohan J. S. et al.,, J. Biol.
Chem., 1995, 14107-14114). De acordo com os estudos e relatérios
que foram recentemente publicados, foi revelado que uma tal forma
soltuvel de DPP-IV tem a mesma estrutura e funcdo como uma forma
ligada @ membrana da enzima e é encontrada sem um certo dominio

ligado & membrana no sangue (Christine D. et. al, Eur. J. Biochem.,
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2000, 5608-5613).

[003] Interesse inicial em DPP-IV tem focalizado sobre seu papel
na ativacdo de linfocitos T. DPP-IV responsavel pela ativacéo de linfo-
citos T foi especificamente designada como CD26. Com o relatério
mostrando que CD26 liga-se a ou interage com o virus da imunodefici-
éncia humana (HIV) (Guteil W. G. et al, Proc. Natl. Acad. Sci., 1994,
6594-6598), foi proposto que inibidores de DPP-IV podem ser Uteis no
tratamento de AIDS (Doreen M. A. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett.,
1996, 2745-2748).

[004] Além de um papel crucial participando no sistema imune, a
funcdo principal de DPP-IV origina-se de sua atividade peptidolitica
como descrito acima. Atencao foi particularmente dada ao papel de
DPP-IV quando é descoberto que a DPP-IV é uma enzima chave im-
plicada na degradacéo de proteina 1 semelhante a glucagon (posteri-
ormente, referida como "GLP-1") no intestino delgado (Mentlein R. et
al., Eur. J. Biochem., 1993, 829-835). GLP-1 é um horménio de pepti-
deo de 30 aminoacidos que € secretado por células L intestinais como
uma resposta a ingestao de alimento do intestino delgado (Goke R. et.
al, J. Biol. Chem., 1993, 19650-19655). Uma vez que este hormonio é
conhecido ter efeitos potencializadores sobre a agdo de insulina no
controle de niveis de glicose sanguinea pos-prandiais (Hoist J. J. et al.,
Diabetes Care, 1996, 580-586), foi postulado que inibidores de DPP-IV
podem também ser vantajosamente empregados no tratamento de di-
abetes tipo 2. Com base nesta suposi¢ao, uma forma precoce do inibi-
dor de DPP-IV foi desenvolvida com alguns relatérios demonstrando a
eficacia terapéutica de um medicamento em experimentos animais
(Pauly R. P. et al.,, Metabolism, 1999, 385-389). Além disso, camun-
dongos ou ratos deficientes de DPP-IV manteram a atividade de GLP-
1 e niveis de insulina elevados, resultando em niveis de glicose san-

guinea diminuidos e uma tal mutacao ou interrupcdo genética do gene
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de DPP-IV néo exibiu nenhum efeito significante sobre a sobrevivéncia
de animais individuais (Marguet D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 2000,
6874-6879). Como uma consequéncia, foi proposto que DPP-IV é
exequivel como um agente terapéutico potente para o tratamento de
diabetes tipo 2, 0 que resultou em pesquisa acelerada e desenvolvi-
mento do inibidor de DPP-IV.

[005] Ligacdo de GLP-1 com um receptor em uma variedade de
tecidos resulta em saciedade (sensacao de plenitude), esvaziamento
gastrico retardado, e desenvolvimento facilitado de células beta pan-
creaticas. Portanto, experiéncias clinicas para o tratamento da diabe-
tes tipo 2 como descrito acima estdo gradualmente crescendo através
da administracéo intravenosa de GLP-1 por si so6 (Verdich C. et al, J.
Clin. Endocrinol. Metab., 2001, 4382-4389). Uma meia-vida in vivo de
GLP-1 € meramente 2 min (Kieffer T. J., et al., Endocrinology, 1995,
3585-3596), desse modo uma tal meia-vida curta € um obstaculo prin-
cipal ao uso direto de GLP-1 como um agente terapéutico. Desde en-
tdo, numerosos grupos e instituicdes de pesquisa tém feito muitas ex-
periéncias com respeito a derivatizacdo de GLP-1, resultando em de-
senvolvimento e comercializacdo de um peptideo que é capaz de pro-
longar a meia-vida in vivo curta (Deacon C. F., Diabetes, 2004, 2181-
2189). Entretanto, um tal derivado de GLP-1 ainda sofre de uma limi-
tacdo fundamental pelo fato de que ele é uma formulacao injetavel.
Além disso, muito interesse foi cada vez mais focalizado no desenvol-
vimento de um inibidor de DPP-IV eficiente, devido ao fato de que o
GLP-1 ativo (7-36) é degradado por DPP-IV e em seguida convertido
em GLP-1 inativo (9-36) somente dentro de um curto periodo de tem-
po, por exemplo, 2 minutos.

[006] O inicio no desenvolvimento de inibidores de DPP-IV foi
similar a tendéncia de desenvolvimento de outros inibidores. Isto €, a

maioria dos resultados de pesquisa foi para os analogos de substrato.
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O representativo destes analogos de substrato é um dipeptideo deri-
vado que foi obtido como o produto da pesquisa anterior que foi reali-
zada sobre o nucleo origem tendo uma estrutura similar aquele da Pro-
lina (Pro), com base no fato de que DPP-IV exibe afinidade pronuncia-
da para um peptideo contendo um certo aminoacido Prolina (Chin-
naswamy T. et al, J. Biol. Chem., 1990, 1476-1483). Exemplos tipicos
de estruturas similares a prolina incluem pirrolidida e tiazolidida, e de-
rivados contendo estes compostos de origem de nucleo exibem ativi-
dade inibitéria competitiva reversivel para a enzima DPP-IV (Augus-
tyns KJ L., et al, Eur. J. Med. Chem., 1997, 301-309). Entre os produ-
tos de tal pesquisa extensiva e desenvolvimento, existem experimen-
tos de continuacdo sobre o mecanismo de acéo e eficacia de certos
compostos, especificamente Val-Pyr (Valina-Pirrolidida), lle-Thia (Iso-
leucina-Tiazolidida), e similares. Particularmente, muita atencdo tem
sido focada na lle-Thia, por que a estrutura de Val-Pyr exibiu atividade
inibitéria relativamente pobre sobre DPP-IV (Hanne B. R., et al, Nat.
Struct. Biol., 2003, 19-25), que como tal incitou pesquisa intensiva e
estudo sobre derivados do composto de lle-Thia.

[007] Além dos compostos derivados focados e obtidos pela pes-
quisa e estudo acima mencionados, um composto tendo atividade
mais proeminente foi a série de tiazolidida de beta-aminoacido que
Merck & Co. Inc. tentou desenvolver, entretanto, de acordo com os re-
sultados de experimentos farmacodinamicos e farmacocinéticos reali-
zados em ratos, o composto obtido exibiu biodisponibilidade significan-
temente baixa em conjunto com uma limitacdo evidente na inibicdo de
atividade enzimatica (Jinyou Xu, et al, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2004,
4759-4762). Como uma consequéncia, outro desenvolvimento sobre
compostos desta série foi descontinuado devido a profundas desvan-
tagens.

[008] Durante a investigacao acima mencionada, Merck noticiou
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que um beta-aminodcido, em adicdo a um nucleo origem de tiazolidi-
da, € também um fator essencial tendo efeitos significantes sobre o
inibidor de atividade de DPP-IVy. Esta descoberta foi aplicado ao mé-
todo para substituicdo do nucleo origem de tiazolidida com um diferen-
te composto de nucleo origem (Linda L. B., et al, Bioorg. Med. Chem.
Lett., 2004, 4763-4766). Com tal pesquisa subsequente, uma varieda-
de de derivados tendo substituicdo do nucleo origem de tiazolidida
com um nucleo origem de piperazina foi sintetizada com teste de efi-
cacia de farmaco e estudos farmacodinamicos. Infelizmente, os deri-
vadoss de piperazina de Merck ainda sofreram de biodisponibilidade
significantemente pobre. De acordo com a otimizacdo do composto
para enfrentar tal desvantagem, sitagliptina, o produto MK-0431 (nome
comercial: JANUVIA), foi desenvolvido com modificacdo de uma por-
cao de piperazina para uma porcao de triazolopiperazina. Este produto
é atualmente comercialmente disponivel sob nova aprovagéo de far-
maco pelo US FDA em 2006.
[Sitagliptina]

N%N\N
: I\/N\<
CF,
[009] Desse modo, os presentes inventores descobriram que
guando uma substituicdo incluindo um heteroatomo é feita sobre uma
porcdo de piperazinona, o composto desse modo modificado néo so-
mente tem excelente atividade inibidora de DPP-IVy, porém também é
capaz de obter biodisponibilidade significantemente melhorada, em
comparacdo com inibidores convencionais de DPP-IV, entdo bem-
sucedido em sintese de um novo composto heterociclico contendo um

grupo beta-amino, e completou uma invencdo de um composto repre-
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sentado pela seguinte formula 1. Com base nisto, seu pedido foi depo-
sitado como Pedido de Patente Coreano No. 2007-0038462.
Formula 1

NH, O
N/ﬁ
F KJ\’rNH
X O

[0010] (Na férmula 1, X é OR?, SR, ou NR'R? em que R! e R?
sdo independentemente uma C:~Cs alquila inferior, ou R! e R? de
NR!R? podem formar um anel de 5 membros a 7 membros contendo
um elemento hetero de O.)

[0011] Além dos inibidores de DPP-IV que estdo atualmente sob
desenvolvimento ativo, agentes terapéuticos de diabetes ou obesidade
gue sao clinicamente usados ou sob desenvolvimento incluem inibido-
res de a-glicosidase, Biguanidas, secretagogos de insulina, sensibili-
zadores de insulina, antagonistas de receptor canabinoide do tipo 1, e
similares.

[0012] Inibidores de a-glicosidase exibem a acado de retardo da
absorcao de carboidrato do intestino delgado e incluem acarbose, vo-
glibose, emiglitato, miglitol, e similares. Exemplos de biguanidas inclu-
em metformina, fenformina, ou buformina. Secretagogos de insulina
podem ser divididos em espécies de sulfonilureia e nao-sulfonilureia.
Exemplos de espécies de sulfonilureia incluem glibenclamida (gliburi-
da), glipizida, gliclazida, glimepirida, tolazamida, tolbutamida, aceto-
examida, carbutamida, clorpropamida, glibornurida, gliquidona, glisen-
tida, glisolamida, glisoxepida, gliclopiamida, glicilamida, glipentida, e
similares. Exemplos de espécies de nao-sulfonilureia incluem repagli-
nida, nateglinida, e similares.

[0013] Metformina, uma representativa Biguanida, € um agente
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hipoglicémico que regula altos niveis niveis de glicose sanguinea sem
estimular a secrecdo de insulina do pancreas, e é vantajoso pelo fato
de que o farmaco pode ser aplicado a pacientes diabéticos obesos por
gue a metformina néo estd associada com o ganho de peso e aplicada
também a pacientes que ndo sdo suscetiveis a farmacos de sulfonilu-
reia devido a seu diferente mecanismo de acdo. Embora a o mecanis-
mo de acdo de metform ndo seja claramente conhecido, o farmaco
somente reduz niveis de glicose sanguinea de pacientes diabéticos,
sem afetar os niveis de glicose sanguinea de individuos normais, e
nao tem qualquer acdo de estimulagao de células B no pancreas para
estimular a secrecéo de insulina em comparagcdo com farmacos de sul-
fonilureia. E conhecido que a metformina aumenta a ac¢éo de insulina
em células periféricas, tais como figado e masculos e diminui a produ-
cao de glicose do figado, e foi reportado em alguns estudos que a met-
formina age em musculos esqueletais e aumenta o movimento de gli-
cose através da membrana celular. Além disso, o farmaco é caracteri-
zado por melhorar a dislipidemia para reduzir os niveis de colesterol
LDL e triglicerideo. Clinicamente, a metformina pode ser administrada
em uma dose relativamente alta, até 200 mg por dia, e duas vezes ao
dia, por exemplo, manhé e tarde. Quando a metformina é administrada
em excesso de 2.000 mg, ela é administrada com refeicéo, trés vezes
ao dia, e a dose maxima por dia é de 2.500 mg.

[0014] Quando a metformina é aplicada a pacientess diabéticos
com sobrepeso, ela é avaliada como um exelente agente terapéutico
de diabetes. Entretanto, cuidado deve ser tomado por que seus efeitos
colaterais adversos podem se acompanhados por distirbios do siste-
ma gastrointestinal, tais como diarreia, nause, vomito, e similares, dis-
tarbios do sistema sanguineo, tais como deficiéncia de vitamin B12 e
similares, acidose latica que € uma severa complicacdo metabolica

gue é rara, porém pode induzir a 50% de mortalidade por acumulo in-
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terno de metformina, e similares.

[0015] Sensibilizadores de insulina sdo farmacos relativamente
recentemente desenvolvidos, tém uma estrutura de tiazolidina-diona
(TZD), e agem sobre receptores ativados por proliferador de pero-
xisoma (PPARs). Exemplos de sensibilizadores de insulina incluem
troglitazona, ciglitazona, rosiglitazona (AVNADIA), pioglitazona (AC-
TOS), englitazona, e similares. Aléem deles, varios estudos estdo em
andamento.

[0016] Antagonistas de receptor-1 de canabinoite sdo farmacos-
alvos relativamente recentemente desenvolvidos, inibem a atividade
excessiva de endocanabinoide para regular o equilibrio de peso e
energia corporal, bem como o metabolismo de glicose e lipideo, e
agem sobre o receptor-1 de canabinoite (receptor CB1) presente nos
sistemas nervosos central e periférico.

[0017] Exemplos de antagonistas de receptor canabinoide do tipo
1 incluem Rimonabanto (ACOMPLIA), Otenabante, Ibinabante, Suri-
nabante, e similares. Além deles, varios estudos estdo em andamento.
[0018] Entretanto, por que a diabetes ou obesidade € uma doenca
cronica, e suas condi¢cdes sdo complicadas, existem muitos casos em
gue os sintomas da doenca estdo em progresso, acompanhados por
varias complica¢cdes. Portanto, é necessario escolher uma medicacéo
mais apropriada para as condi¢gdes do paciente individual. Quando
medicacdes individuais sdo administradas sozinhas, existem casos em
gue efeitos suficientes podem ser obtidos de acordo com seus sinto-
mas. Além disso, existem muitos casos em que é dificio na pratica cli-
nica escolher uma medicacdo devido a muitos problemas tais como
aumento em dose ou ocorréncia de efeitos colaterais adversos que
resultam de administracdo prolongada. Desse modo, em vez de méto-
dos para a administracdo de um unico farmaco, varios métodos para

administracdo de um ou mais farmacos com diferentes mecanismos
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em combinacédo foram recentemente sugeridos.

[0019] Em particular, estudos sobre literaturas de administracéo
combinada de inibidores de DPP-IV e agentes terapéuticos de diabe-
tes convencionais mostram que uma composi¢cao farmacéutica prepa-
rada por mistura de 3 ~ 20% (peso/peso) of sitagliptina, 25 ~ 94% (pe-
so/peso) de metformina, 0,1 ~ 10% (peso/peso) de um lubrificante, e O
~ 35% (peso/peso) de um aglutinante é descrita. No caso de vidaglipti-
na que é um composto comercialmente disponivel como um nome
comercial de Galvus de Novartis, pilulas combinadas de vildagliptina e
metformina em relacdes de 50 ~ 98%, 60 ~ 98%, 70 ~ 98%, ou 80 ~
98% s&o descritas na Publicagdo Internacional Gazette WO
07/078726, e pilulas combinadas de vidagliptina e pioglitazona, um
agonista de PPAR, por método de compresséo direta sdo descritos na
Publicacao Internacional Gazette WO 06/135693. Entretanto, estas
literaturas descrevem relagdes de composi¢céo farmaceuticamente ide-
ais em uma preparacao incluindo um inibidor de DPP-IV e metformina
ou um agonista de PPAR, em vez de efeitos sinergisticos dos dois
farmacos.

[0020] Além disso, é descrito em JPET (2004), 310.614-619 que
um inibidor de DPP-IV valina-pirrolidina (val-pyr), quando administrado
a um animal em combinagdo com metformina, aumentou os niveis de
proteina similar ao glucagon, diminuiu a ingestédo de alimento e ganho
de peso, e sinergisticamente melhorou a tolerancia a glicose.

[0021] E descrito em Life Science (2007), 81, 72-79 que a adminis-
tracdo combinada de vildagliptina e rosiglitazona realizou significante
melhora em glicose de soro, triglicerideo, e tolerancia a glicoses, e
efeitos colaterais adversos preexistentes, tais como edema de rosigli-
tazona e similares, foram aliviados por administracdo combinada de
vildagliptina.

[0022] E identificado na Publicacdo Internacional Gazette WO
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04/052362 que, como um resultado da tolerancia a glicose, teste sobre
vildagliptina e um fenofibrato micronizado agonista de PPAR, a area
sob a curva (AUC) foi diminuida em 18% com administracdo Unica de
vildagliptina e em 7% com administracdo Unica de fenofibrato, enquan-
to que a AUC foi diminuida em 33%, a sensibilidade a insulina foi me-
Ihorada, e o ganho de peso foi reduzido com uma administragdo com-
binada dos dois farmacos.

[0023] E mencionado em J. Pharmacol Sci. (2007), 104, 29-38 que
niveis elevados pos-prandial de glicose sanguinea séao eficazmente
diminuidos com uma administracdo combinada de E3024 que é um
inibidor de DPP-IV, voglibose que é um inibidor de a-glicosidase, e
acarbose, e em JPET (2007), 320(2), 738-746 que quando E3024 é
administrado em combinac&o com glibenclamida ou nateglinida, que é
um tipo de secretagogo de insulina, os niveis de glicose elevados poés-
prandiais sao também eficazmente diminuidos.

[0024] E mencionado na Publicacdo de Patente Coreana N° 2003-
0019440 que, quando um composto descrito na Publicacdo Internacio-
nal Gazette WO 99/061431 é administrado em combinagcdo com um
agente terapéutico de diabetes convencional, a atividade de DPP-IV
plasmético, a concentracdo de hemoglobina (HbA1C, %), e glicose
plasmatica sao significantemente reduzidas.

[0025] E descrito na Publicacdo Internacional Gazette WO
07/074884 que, quando a alogliptina € administrada em combinacao
com voglibose, pioglitazona, e similares, os efeitos protetores do pan-
creas séao realcados.

[0026] E mencionado na Publicacdo Internacional Gazette WO
07/006769 que a vildagliptina e rimonabanto, que séo antagonistas de
receptor canabinoide do tipo 1, sdo administrados em combinacgao, os
niveis de glicose sanguinea e lipideo e peso séo eficazmente melho-

rados, e descrito no WO 06/119260 que, quando sitagliptina e um an-
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tagonista de receptor canabinoide do tipo 1 sdo administrados em
combinacdao, tolerancia a glicose e resisténcia a insulina sdo melhora-
dos.

[0027] Desse modo, 0s presentes inventores desenvolveram um
composto de férmula 1, que € um novo inibidor de DPP-IV, descobri-
ram que quando o composto € administrado em combinagdo com um
agente antidiabético ou antiobesidade, uma excelente tolerancia a gli-
cose € exibida, niveis de glicose sanguinea sao eficazmente inibidos,
e a massa gordurosa € reduzida, desse modo induzindo a concluséo
da presente invencao.

DESCRICAO DA INVENCAO

PROBLEMA TECNICO

[0028] Um objetivo da presente invencdo é fornecer uma composi-

cdo farmacéutica para a prevencédo e tratamento de diabetes ou obe-
sidade compreendendo como ingredientes ativos um composto que
inibe a atividade de dipeptidil peptidase-IV e outros agentes antidiabé-
ticos ou antiobesidade.

SOLUGCAOQ TECNICA

[0029] De acordo com a presente invencdo, uma composicao far-
macéutica para a prevencéo e tratamento de diabetes ou obesidade
compreendendo como ingredientes ativos (1) um composto represen-
tado pela seguinte formula 1, um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, um hidrato do mesmo, ou um solvato do mesmo, e (2) um ou
mais outros agentes antidiabéticos ou antiobesidade.

Férmula 1
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(Na formula 1, X é como definido aqui).
EFEITOS VANTAJOSOS

[0030] De acordo com a presente invencdo, uma composicao far-

macéutica compreendendo como ingredientes ativos um composto
gue € um tipo de um novo inibidor de DPP-IV e um ou mais outros
agentes antidiabéticos ou antiobesidade pode ser util na prevencao e
tratamento de diabetes, obesidade, e similares por administracdo da
composicdo para realcar os efeitos de tolerancia a glicose, inibicdo de
niveis de glicose sanguinea, e reducao de efeitos de massa de gordu-
ra, comparada a outros agentes antidiabéticos ou antiobesidade con-
vencionais.

DESCRICAO DE DESENHOS

[0031] A figura 1 é um isobolograma mostrando efeitos antidiabéti-

cos de composi¢cdes mistas contendo um composto de formula 1 e me-
tformina;

[0032] figura 2 é um grafico mostrando a porcentagem de inibicdo
dos componentes somente e uma composi¢cao mista de um composto
de férmula 1 e metformina em varias doses de administracdo de ani-
mal;

[0033] figura 3 € um grafico mostrando a porcentagem de inibicdo
em termos de melhora em tolerancia a glicose de uma unica dose de
composto 1, metformina, e uma composicdo mista em varias relacdes
de dose de administracdo de animal de 1:50 a 1:150 em camundongos
obesos:;

[0034] figura 4 é um grafico mostrando a porcentagem de inibicdo
em termos de glicose plasmatica de um composto 1, metformina, e
uma composi¢cdo mista por administragdo em varias relagbes de dose
de administracao de animal de 1:50 a 1:150 durante duas semanas em
camundongos obesos;

[0035] figura 5 é um grafico mostrando a porcentagem de inibicdo
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em termos de glicose sanguinea de um composto 1, um agonista de
PPARYy, e uma composi¢cdo mista por administracdo em varias rela-
cOes de dose de administracdo de animal de 1:0,01 a 1:0,4 durante
sete dias em camundongos diabéticos;

[0036] figura 6 é um grafico mostrando a porcentagem de inibicdo
em termos de glicose sanguinea de um composto 1, um agente de sé-
rie de sulfonil ureia, e uma composicdo mista por administracdo em
varias relacbes de dose de 1:0,2 a 1:3,2;

[0037] figura 7 é um grafico mostrando a porcentagem de inibicdo
em termos de melhora em tolerancia a glicose de um composto 1, um
inibidor de a-glicosidase, e uma composi¢cdo mista por administracao
em varias relacdes de dose de 1:.0,03 a 1:0,18; e

[0038] figura 8 € um grafico mostrando a porcentagem de inibicédo
em termos de melhora em tolerancia a glicose de um composto 1, um
antagonista de receptor canabinoide do tipo 1, uma composi¢cao mista
por administracdo em varias relacdes de dose de 1:1 a 1:10.

MELHOR MODO

[0039] Posteriormente, a presente invencao sera descrita em deta-
Ihes.

[0040] A presente invencao fornece uma composicao farmacéutica
para a prevencao e tratamento de diabetes ou obesidade compreen-
dendo como ingredientes ativos (1) um composto representado pela
seguinte formula 1, um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo,
um hidrato do mesmo, ou um solvato do mesmo, e (2) um ou mais ou-

tros agentes antidiabéticos ou antiobesidade.
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Férmula 1

X 0
[0041] Na formula 1,

[0042] X é ORY, SR, ou NR!R?,

[0043] em que R! e R? sdo independentemente uma C1~Cs alquila

inferior, ou R! e R? de NR'R? podem formar um anel de 5 membros a 7
membros contendo um elemento hetero de O.

[0044] A C1~Cs alquila inferior na férmula 1 pode incluir uma C1 a
Cs alquila e uma cicloalquila.

[0045] O composto representado pela férmula 1 pode ter dois cen-
tros assimétricos, e desse modo pode ter centros assimétricos no car-
bono B e no carbono de posi¢cao 3 de piperazina. Portanto, o centro
pode estar presente na forma de um unico diasterebmero, racemato,
mistura racémica ou mistura diastereoisomérica, todos dos quais po-
dem ser incluidos no composto representado pela formula 1 de acordo
com a presente invencgao.

[0046] Além disso, o composto representado pela formula 1 da
presente invencao pode estar parcialmente presente como um tauto-
mero, e tautdmeros individuais bem como misturas dos mesmos po-
dem ser incluidas no composto da presente invencao.

[0047] O esteredmero da presente invencdo pode ser obtido por
sintese estereoseletiva de acordo com um método convencional co-
nhecido na técnica, usando um material de partida oticamente puro ou
um reagente conhecido.

[0048] Exemplos preferiveis do composto representado pela for-

mula 1 da presente invencdo sdo como segue.
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1) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t- bu-
toximetil)piperazin-2-ona;

2) (S)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t- bu-
toximetil)piperazin-2-ona;

3) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3- (me-
toximetil)piperazin-2-ona;

4) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3- (iso-
propoximetil)piperazin-2-ona;

5) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3- (ci-
clopentiloximetil)piperazin-2-ona;

6) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3- [(die-
tilamino)metil]piperazin-2-ona;

7) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-
[(etilmetilamino)metil]piperazin-2-ona;

8) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3- (mor-
folinometil)piperazin-2-ona;

9) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t- bu-
tiltiometil)piperazin-2-ona.
[0049] O sal farmaceuticamente aceitavel do composto hetero con-
tendo grupo beta-amino de férmula 1 de acordo com a presente inven-
cdo pode ser preparado por qualguer método convencional para pre-
paracdo de sais conhecidos na técnica.
[0050] Como usado aqui, o termo "sal farmaceuticamente aceita-
vel" refere-se a um sal preparado de um acido ou base nao toxico far-
maceuticamente aceitavel incluindo uma base inorganica ou orgéanica
e um acido inorganico ou organico. Exemplos do sal derivado de uma
base inorganica incluem aluminio, amonio, calcio, cobre, férrico, ferro-
so, litio, magnésio, manganato, manganés, potassio, sddio, zinco, e
similares. Particularmente preferidos sdo sais de amonio, célcio, mag-

nésio, potassio e sédio. Um sal solido pode ter uma ou mais estruturas
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cristais, ou de outro modo pode ser na forma de um hidrato. Exemplos
do sal derivado de uma base organica nao toxica farmaceuticamente
aceitavel incluem uma amina primaria, secundaria ou terciaria, uma
amina substituida tal como uma amina substituida de ocorréncia natu-
ral, uma amina ciclica, ou uma resina de troca de ion basica tais como
arginina, betaina, cafeina, colina, N,N'-dibenziletiienodiamina, dietila-
mina, 2-dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol, etanolamina, etileno-
diamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glucosamina, his-
tidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina,
piperazina, piperidina, resina de poliamina, procaina, purina, teobromo,
trietilamina, trimetilamina, tripropilamina, trometamina, e similares.
[0051] Quando o composto da presente invencdo for basico, um
sal do mesmo pode ser preparado de acidos nao téxicos farmaceuti-
camente aceitaveis incluindo acidos inorganicos e organicos. Exem-
plos do &cido incluem &cido acético, acido benzenossulfénico, acido
benzoico, acido canforsulfénico, acido citrico, acido etanossulfonico,
acido fumaérico, acido glucénico, acido glutdmico, acido bromidrico,
acido cloridrico, acido isetidénico, acido latico, acido maleico, acido ma-
lico, acido mandélico, acido metanossulfénico, acido mucico, acido ni-
trico, &cido pamoico, acido pantoténico, acido fosférico, acido succini-
co, acido sulfurico, acido tartarico, acido p-tolueno sulfénico, acido
adipico, e similares. Preferivelmente, o sal farmaceuticamente aceita-
vel pode ser acidos acético, citrico, cloridrico, malico, fosférico, succi-
nico, tartarico e adipico. Mais preferivelmente, o sal farmaceuticamen-
te aceitavel pode ser acido tartarico.

[0052] Como usado aqui, o composto de férmula 1 designado é
pretendido abranger um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
[0053] Um hidrato de um composto de férmula 1 da presente in-
vencdo ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo é pretendi-

do abranger uma quantidade estequiométrica ou ndo estequiomeétrica
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de agua ligada a ele por forcas intermoleculares néo covalentes. O hi-
drato pode conter 1 ou mais equivalente de agua, tipicamente 1 a 5
equivalentes de agua. O hidrato pode ser preparado por cristalizacédo
do composto de formula 1 da presente invencdo ou um sal farmaceuti-
camente aceitavel do mesmo em agua ou solvente contendo agua.
[0054] Um solvato de um composto de formula 1 da presente in-
vencao ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo é pretendi-
do abranger uma quantidade estequiométrica ou nao estequiométrica
de um solvente ligado a ele por forcas intermoleculares nao covalen-
tes. Solventes preferidos sdo volateis, ndo téxicos, e adequados para
administracdo a humanos. Por exemplo, mencgao pode ser feita a eta-
nol, metanol, propanol, cloreto de metileno, e similares.

[0055] Um composto de formula 1 da presente invencdo pode ser
facilmente obtido como descrito em Pedido de Patente da Coreia n°.
2007-0038462. Especificamente, (R)-(3-t-butoximetil)piperazin-2-ona
sintetizado de 1) acido (3R)-t-butoxicarbonilamino-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoico e metil éster de D-serina como materiais de par-
tida podem ser sintetizados em um intermediario (R)-4[(R)-2-(t-
butoximetil)-3-oxopiperazin-1-il]-4-oxo-1-(2,4,5-trifluorofenil)-butan-2-
ilcarbamato de t-butila por reacédo de peptidizacdo padrdo (etapa 1), e
em seguida submetidos a desprotecao (etapa 2), seguido por neutrali-
zacao para obter um composto na forma de formula 1.

[0056] O composto de férmula 1 € um tipo de inibidor de DPP-1V,
exibe excelente atividade inibitéria sobre DPP-IV e biodisponibilidade,
e pode ser util na prevencao e tratamento de doencas tais como diabe-
tes, obesidade, e similares, causadas por DPP-IV.

[0057] Um agente antidiabético ou antiobesidade que € misturado
com um composto representado pela formula 1 na presente invencgao
para fornecer uma composicdo para prevencéao e tratamento de diabe-

tes ou obesidade pode ser preferivelmente selecionado do grupo con-
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sistindo em inibidor de a-glicosidase, Biguanida, secretagogo de insu-
lina, sensibilizador de insulina, e antagonista de receptor canabinoide
do tipo 1. Entretanto, néo é limitado a estes.

[0058] A Biguanida da presente invencdo refere-se a um farmaco
incluindo uma estrutura de biguanida e tendo efeitos, tais como efeitos
promotores de glicolise anaerdbica, realce de efeitos de insulina perifé-
rica, supresséo de absorcao de glicose do trato intestinal, e supresséao
de gliconeogénese do figado. A Biguanida pode ser selecionada do
grupo consistindo em metformina, buformina, e fenformina, porém néo
é limitada a estas.

[0059] O sensibilizador de insulina da presente invencao refere-se
a um farmaco que melhora a disfuncdo da acéo de insulina para dimi-
nuir os niveis de glicose sanguinea, comumente tem uma estrutura de
tiazolidinadiona (TZD), e age sobre os receptores ativados por prolife-
rador de peroxissoma (PRARSs). O sensibilizador de insulina pode ser
selecionado do grupo consistindo em troglitazona, ciglitazona, rosigli-
tazona (AVNADIA), pioglitazona (ACTOS), e englitazona, porém nao é
limitado a estes.

[0060] O secretagogo de insulina da presente invencao refere-se a
um farmaco que promove a secrecdo de insulina de células beta do
pancreas, e pode ser um farmaco tendo uma estrutura de sulfonil ureia
ou nao sulfonilureia. Preferivelmente, o secretagogo de insulina pode
ser um farmaco tendo uma estrutura de sulfonil ureia, selecionado do
grupo consistindo em glibenclamida (gliburida), glipizida, gliclazida,
glimepirida, tolazamida, tolbutamida, acetoexamida, carbutamida, clor-
propamida, glibornurida, gliquidona, glisentida, glisolamida, glisoxepi-
da, gliclopiamida, glicilamida, e glipentida, ou um farmaco tendo uma
estrutura ndo sulfonilureia, tal como repaglinida ou nateglinida, porém
nao é limitado a estes.

[0061] O inibidor de a-glicosidase da presente invencgao refere-se

Peticao 870190139541, de 26/12/2019, pag. 23/72



19/57

a um farmaco que competitivamente inibe a a-glicosidase que é um
tipo de enzima digestiva no intestino para suprimir a digestado e absor-
¢ao de amido, dissacarideos, e similares. O inibidor de a-glicosidase
pode ser selecionado do grupo consistindo em acarbose, voglibose,
emiglitato, e miglitol, porém néo ¢ limitado a estes.

[0062] O antagonista de receptor canabinoide do tipo 1 da presen-
te invencdao refere-se a um farmaco que inibe a atividade excessiva de
endocanabinoide para regular o equilibrio de peso corporal e energia
bem como o metabolismo de glicose e lipideo. O antagonista de recep-
tor canabinoide do tipo 1 pode ser selecionado do grupo consistindo
em rimonabanto (ACOMPLIA), Otenabante, Ibinabante, e Surinabante,
porém nao € limitado a estes.

[0063] A dose ou dosagem de uma composi¢cdo farmacéutica de
acordo com a presente invencao varia dependendo de um peso corpo-
ral do paciente, idade, sexo, condi¢cdes de saude, dieta, tempo de ad-
ministracdo, método de administracéo, taxa de evacuacéo, a severida-
de de uma doenca, e similares. A unidade de dosagem geral é calcu-
lada com base na quantidade de ingrediente ativo que pode ser forne-
cida a um individuo humano de 70 kg em uma Unica dose para julgar
se uma dose terapeuticamente eficaz é atingida. Entretanto, sera
apreciado que a dose terapeuticamente eficaz precisa dos ingredien-
tes ativos variard dependendo da quantidade relativa de cada compo-
nente ativo sendo usado, do farmaco particular sendo usado e das re-
lagdes sinergisticas mencionadas acima.

[0064] O composto de formula 1 pode ser preferivelmente incluido
na composicao farmacéutica em uma faixa de cerca de 0,1 a cerca de
1.500 mg. Entretanto, a faixa pode aumentar ou diminuir, dependendo
do sintoma.

[0065] Além disso, uma dose recomendada bem conhecida é ade-

guada como uma dose clinica diaria de outros agentes antidiabéticos
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ou antiobesidade incluidos em uma composi¢cdo farmacéutica da pre-
sente invencao. Por exemplo, uma dose de cerca de 500 mg a cerca
de 2000 mg é geralmente conhecida como uma dose clinica diaria de
metformina.

[0066] Uma relacdo de mistura de um composto representado pela
férmula 1 incluido em uma composicdo farmacéutica da presente in-
vencao e outros agentes antidiabéticos ou antiobesidade pode ser se-
lecionada na faixa de 1:16,7 a 1:450 com base em uma dose a ser
administrada. Doses terapeuticamente eficazes ideais para serem ad-
ministradas podem ser facilmente determinadas por aqueles versados
na técnica e variardo com a quantidade de ingredientes ativos usada
em uma relacao sinergistica com base em uma fracdo de seus respec-
tivos valores de EDazo, a intensidade da preparagédo, o modo de admi-
nistracdo e o avanco da condicdo ou disturbio a ser tratado. Além dis-
so, fatores associados com o individuo particular a ser tratado, incluin-
do idade do individuo, peso corporal, dieta e tempo de administragao,
resultardo na necessidade de ajuste da dose para um nivel terapeuti-
camente eficaz apropriado.

[0067] A composicao farmacéutica da presente invencao pode ser
administrada dentro da faixa de uma relac&o sinergistica com base em
uma fracdo de seus respectivos valores de ED3o. O valor de ED3o refe-
re-se a uma dose de uma composi¢cédo farmacéutica, na qual 30% da
porcentagem de inibicdo s&o exibidos. A porcentagem de inibicao po-
de ser obtida calculando-se uma area sob a curva de um grupo expe-
rimental, exceto para uma area sob a curva de um grupo em que gli-
cose néo foi administrada, na curva de mudanca de glicose sanguinea,
comparando o valor com aquele de um grupo controle em que glicose
foi administrada, e calculando a relacdo de inibicdo. Em geral, € suge-
rido que uma dose eficaz é definida como uma dose para suprimir a

AUC em 30% ou mais em experimentos de camundongo
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(WO02006/076231 A2).

[0068] Na composicao farmacéutica da presente invencédo, o com-
posto de formula 1 e Biguanida podem ser incluidos na faixa de rela-
cado de 9:1 a 1:3 com base em uma fragao de seus respectivos valores
de ED3o, € mais preferivelmente na relacdo de 1:1.

[0069] Na composi¢éo farmacéutica da presente invencgéo, quando
a relacdo de mistura do composto de férmula 1 e Biguanida € 1:16,7
ou menos, ou 1:450 ou mais com base na relacdo de peso, eficacia
pobre ou efeitos colaterais adversos podem ocorrer. Ao contrario, na
faixa de 1:16,7 a 1:450, efeitos sinergisticos de melhora em tolerancia
a glicose podem ocorrer. Portanto, os dois agentes podem ser preferi-
velmente incluidos na faixa de 1:16,7 a 1:450 com base na relacéo de
peso. Entretanto, a relacdo ndo é limitada a estas.

[0070] Na composicdo farmacéutica da presente invencéo, quando
a relacdo de mistura do composto representado pela formula 1 e um
sensibilizador de insulina é 1:0,01 ou menos, ou 1:0,4 ou mais com
base na relacédo de peso, eficicia pobre ou efeitos colaterais adversos
podem ocorrer porque este é um valor divergindo de uma dose clinica
diaria do sensibilizador de insulina. Ao contrario, na faixa de 1:0,01 a
1:0,4, efeitos sinergisticos de melhora em eficacia podem ocorrer. Por-
tanto, a relacdo de mistura do composto 1 e o sensibilizador de insuli-
na pode ser preferivelmente na faixa de 1:0,01 a 1:0,4 com base na
relacdo de peso. Entretanto, a relacdo nado é limitada a estas e pode
ser ajustada dependendo dos sintomas.

[0071] Na composicéo farmacéutica da presente invencéo, quando
a relacdo de mistura do composto de formula 1 e um secretagogo de
insulina € 1:0,2 ou menos, ou 1:3,2 ou mais com base na relacéo de
peso, a dose pode exceder uma dose clinica diaria do secretagogo de
insulina ou eficacia pobre pode ocorrer. Ao contrario, efeitos sinergisti-

cos de melhora em eficacia podem ocorrer na faixa de 1:0,2 a 1:3,2.
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Portanto, a relagdo de mistura do composto 1 e o secretagogo de insu-
lina pode ser preferivelmente na faixa de 1:0,2 a 1:3,2. Entretanto, a
relacdo nao € limitada a estas.

[0072] Além disso, na composicdo farmacéutica da presente in-
vencao, quando a relacdo de mistura do composto representado pela
férmula 1 e um inibidor de a-glicosidase é 1:0,03 ou menos, ou 1:0,18
ou mais com base na relacdo de peso, a dose pode exceder uma dose
clinica diaria do inibidor de a-glicosidase ou eficacia pobre pode ocor-
rer. Ao contrario, efeitos sinergisticos de melhora em eficacia podem
ocorrer na faixa de 1:0,03 a 1:0,18. Portanto, é preferivel ter a relacéo
de mistura do composto 1 e o inibidor de a-glicosidase na faixa de
1:0,03 a 1:0,18. Entretanto, a relacdo nao € limitada a estas.

[0073] Na composicéo farmacéutica da presente invencéo, quando
a relacdo de mistura do composto de formula 1 e um antagonista de
receptor canabinoide do tipo 1 é 1:0,1 ou menos, ou 1:1 ou mais com
base na relacdo de peso, a dose pode exceder uma dose clinica diaria
do antagonista de receptor canabinoide do tipo 1 ou eficacia pobre po-
de ocorrer. Portanto, é preferivel ter a relacdo de mistura do composto
1 e o0 antagonista de receptor canabinoide do tipo 1 na faixa de 1:1 a
1:10. Entretanto, a relacdo nao € limitada a estas.

[0074] Como usado aqui, o termo "administracéo" significa a intro-
ducdo de um material predeterminasdo em pacientes usando um me-
todo adequado. A composicdo da presente invencdo pode ser oral-
mente ou parenteralmente administrada por meio de qualquer das roti-
nas comuns, contanto que ela seja capaz de atingir o tecido desejado.
Além disso, a composicdo pode ser administrada usando um certo
aparato capaz de transportar substancias ativas em células-alvos. E
preferable oralmente administrar a composicao farmacéutica da pre-
sente invencédo, porém ndo é limitado a esta. A administragao parente-

ral inclui inje¢cdes subcutaneas, intravenosas, intramusculares ou intra-
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toracicas, porém nao esta limitada a estas.

[0075] A composicao farmacéutica da presente invencdo pode ser
formulada de varias formas orais ou parenterais de uma ampla faixa
durante a administracao clinica e pode ser administrada.

[0076] Exemplos da forma de dosagem para administracdo oral
podem incluir comprimidos, pilulas, cdpsulas duras/macias, solucdes,
suspensdes, emulsdes, xaropes, granulos, elixires, e similares. Estas
formula¢gdes farmacéuticas podem conter, além do ingrediente ativo,
um ou mais diluentes ou excipientes conventionais, tais como cargas,
extensores, agentes umectantes, disintegrantes, deslizantes, agluti-
nantes, tensoativos, e similares. Exemplos dos desintegrantes podem
incluir 4gar, amido, acido alginico ou um sal de s6dio do mesmo, fosfa-
to de monoidrogénio de calcio anidroso, e similares. Exemplos dos
deslizantes podem incluir silica, talco, acido estearico ou magnésio ou
sal de calcio do mesmo, polietileno glicol, e similares. Exemplos do
aglutinante podem incluir silicato de aluminio de magnésio, pasta de
amido, gelatina, tragacanto, metilcelulose, carboximetilcelulose sddica,
polivinilpirrolidona, hidroxipropil celulose pouco substituida, e similares.
Além disso, a formulacdo farmacéutica pode incluir diluentes, por
exemplo, lactose, dextrose, sacarose, manitol, sorbitol, celulose, glici-
na, e similares. Se desejado, a formulacdo pode também conter con-
vencionalmente misturas efervescentes, absorventes, colorantes, aro-
matizantes, adocantess e similares conhecidos.

[0077] Exemplos da forma de dosagem para administracdo paren-
teral podem incluir solugcbes aquosas esterilizadas, solu¢cdes néo
aguosas, suspensodes, emulsdes, agentes liofilizados, ou supositorios.
Como solventes ndo aquosos ou agentes de suspenséo, propileno gli-
col, polietileno glicol, 6leos vegetais, tais como 6leo de oliva, ésteres
injetaveis, tais como oleato de etila, e similares podem ser usados.

Como a base da preparacao injetavel, aditivos convencionais tais co-
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mo solubilizantes, agentes isotonicos, agentes de suspensao, agentes
emulsificantes, estabilizantes e preservativos podem ser usados. A
composicdo farmacéutica, de acordo com um exemplo da presente
invencao, pode ser preparada como uma solugédo ou suspensao mistu-
rando-se o composto de formula 1 ou um sal farmaceuticamente acei-
tavel do mesmo e metformina com um estabilizante ou tampdo em
agua, e pode ser preparado em uma forma de dosagem unitaria (por
exemplo, ampola ou frasconete). A composi¢cdo pode ser esterilizada
ou conter um adjuvante (por exemplo, um preservativo, um estabilizan-
te, um agente umectante, ou um emulsificante, um sal para regulacdo
osmotica, um agente de tamponamento, e similares). Além disso, a
composicdo pode também conter outras substancias terapeuticamente
Uteis. A composicdo pode ser preparada de uma maneira convencional
por métodos de mistura, granulagdo ou revestimento.

MODO PARA A INVENCAO

[0078] Posteriormente, a presente invencdo sera descrita em mai-

ores detalhes com referéncia aos seguintes Exemplos de Preparacéo,
Exemplos, Exemplos Experimentais, e Exemplos de Preparagéo. En-
tretanto, os seguintes exemplos sao fornecidos para propdésitos ilustra-
tivos somente, e 0 escopo da presente invencdo nao deve ser limitado
a eles de qualquer maneira.

Exemplo de Preparacao Preparacao de composto de féormula 1 e sais

farmaceuticamente aceitaveis do mesmo

Exemplo de Preparacdo 1 Preparacao de (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-

trifluorofenil)-butanoill-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona

Etapa 1): Preparacao de 1-tritilaziridina-2-carboxilato de (R)-metila

[0079] 200 g de cloridrato de metil éster de D-serina foram adicio-
nados a 1,8 L de cloroformio, e a solucao reacional foi resfriada para
0°C, a qual 448 mL de trietilamina foram em seguida lentamente adici-

onados. 358,4 g de cloreto de tritila foram lentamente adicionados a

Peticao 870190139541, de 26/12/2019, pag. 29/72



25/57

mistura reacional que foi em seguida agitada durante 1 hora. A mistura
reacional foi aquecida para a temperatura ambiente, e 1 L de clorofor-
mio foi adicionado a ela, seguido por lavagem com 2,5 L de agua. A
camada organica foi secada sobre sulfato de magnésio e novamente
resfriada para 0°C, a qual 484 mL de trietlamina e 15,7 g de 4-
metilaminopiridina foram em seguida sequencialmente e lentamente
adicionados. A mistura reacional foi agitada durante 5 min e 139 mL de
cloreto de metano sulfonila foram lentamente adicionados a ela. A mis-
tura reacional foi aquecida para a temperatura ambiente, agitada du-
rante mais 4 horas e em seguida refluxada durante 12 horas. A mistura
reacional foi resfriada para temperatura ambiente, e lavada com 4 L de
agua e em seguida 3 L de salmoura. A camada organica foi secada
sobre sulfato de magnésio e concentrada até a secura sob pressao
reduzida. 3 L de etanol foram adicionados ao residuo resultante que foi
em seguida agitado. Os sdlidos resultantes foram filtrados para forne-
cer 329 g do composto do titulo.

[0080] 1H RMN (400 MHz, CDCls): 7,42~7,49 (m, 6H), 7,18~7,32
(m, 9H), 7,68 (s, 1H), 3,74 (s, 3H), 2,24 (m, 1H), 1,87 (m, 1H), 1,40 (m,
1H)

Etapa 2): Preparacdo de 2-metil aziridina-1,2-dicarboxilato de(R)-1-

benzila

[0081] 328,4 g de 1-tritilaziridina-2-carboxilato de (R)-metila foram
dissolvidos em 1,4 L de cloroféormio e a solucéo reacional foi resfriada
para 0°C, a qual 462 mL de acido trifluoroacético foram em seguida
lentamente adicionados. A mistura reacional foi agitada durante 1 ho-
ra, a qual 2 L de agua foram em seguida adicionados, seguido por agi-
tacdo durante 10 min e remocdo da camada organica. A camada
aguosa foi neutralizada com carbonato de hidrogénio de sédio e usada
em reacdes subsequentes sem outra purificacao.

[0082] 2 L de dietil eter e 120,5 g de carbonato de hidrogénio de
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sédio foram adicionados a camada aquosa, e a solucdo reacional foi
resfriada para 0°C, a qual 165 mL de cloroformiato de benzila foram em
seguida lentamente adicionados gota a gota. A mistura reacional foi
agitada durante mais 2 horas e a camada aquosa foi removida. A ca-
mada organica foi secada sobre sulfato de magnésio, concentrada e
secada sob presséo reduzida, e purificada por cromatografia de colu-
na, desse modo fornecendo 108,5 g do composto do titulo.

[0083] 'H RMN (400 MHz, DMSO) : 7,32-7,36 (m, 5H), 5,13 (s,
2H), 3,09 (dd, J=3,2, 5,4Hz, 1H), 2,58 (dd, J=1,2, 3,2Hz, 1H), 2,47 (dd,
J=1,2, 5,4Hz, 1H),

Etapa 3): Preparacdo de metil éster de (R)-2-amino-3-t-butoxipropano
[0084] 1,1 g de aziridina-1,2-dicarboxilato de (R)-1-benzil 2-metila

foi dissolvido em 11 mL de cloroférmio, ao qual 18 mL de t-butanol fo-

ram em seguida adicionados. A mistura reacional foi lentamente adici-
onado gota a gota 1,2 mL de BFsOEt;, seguido por agitagdo durante
12 horas. A reacdao foi terminada com adicao de 2 L de 4gua a mistura
reacional. Em seguida, a camada organica foi separada e secada so-
bre sulfato de magnésio, concentrada e secada sob pressao reduzida,
e em seguida usada em reacdes subsequentes sem outra purificacao.
[0085] O residuo resultante foi dissolvido em 10 mL de metanol, ao
qual 740 mg de paléadio/carbono em 2 mL de acetato de etila foram em
seguida adicionados, seguido por borbulhamento de hidrogénio duran-
te 1 hora sob pressdo atmosférica ambiente. A mistura reacional foi
filtrada e secada sob pressao reduzida para fornecer 736 mg do com-
posto do titulo.

[0086] 'H RMN (400 MHz, CD30D) : 4,21 (m, 1H), 3,82 (s, 3H),
3,74~3,88 (m, 2H), 1,20 (s, 9H)

Etapa 4): Preparacdo de metil éster de &cido (R)-3-t-butdxi-2-(2-(t-

butoxicarbonilamino)etilamino)propidénico

[0087] 736 mg de metil éster de (R)-2-amino-3-t-butoxipropano
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preparado na etapa 3 foram dissolvidos em 14 mL de diclorometano,
ao qual 6335 mg de metanol de N-t-butoxicarbonil-2-aminoacetaldeido
foram em seguida lentamente adicionados. A mistura reacional foi res-
friada para 0°C, seguido por adicdo gradual de 1,2 mL de trietilamina e
1,78 g de triacetoxiboroidreto de sodio. A mistura reacional foi aqueci-
da para a temperatura ambiente, seguido por agitacado durante 12 ho-
ras. Uma solugédo de carbonato de hidrogénio de sodio saturada foi
adicionada para terminar a reacdo, e a camada organica foi lavada
com 10 mL de agua e salmoura, concentrada e secada sob pressao
reduzida. O residuo resultante foi purificado por cromatografia de colu-
na, desse modo fornecendo 355 mg do composto do titulo.

[0088] !H RMN (400 MHz, CDCI3): 5,10 (m, 1H), 3,71 (s, 3H), 3,56
(m, 2H), 3,40 (m, 1H), 3,15~3,28 (m, 2H), 2,81 (m, 1H), 2,67 (m, 1H),
1,42 (s, 9H), 1,13 (s, 9H)

Etapa 5): Preparacdo de metil éster de acido (R)-2-

((benziloxicarbonil)(2-t-butoxicarbonilamino)etil)amino)-3-t-

butoxipropiénico
[0089] 355 mg de metil éster de &acido (R)-3-t-butoxi-2-(2-(t-

butoxicarbonilamino)etilamino)propiénico preparado na etapa 4 foram

dissolvidos em 11 mL de tetra-hidrofurano, e a mistura reacional foi

resfriada para 0°C, a qual 187 mg de carbonato de hidrogénio de sdodio

foram em seguida adicionados. 192 p? de benzilcloroformiato foram

lentamente adicionados gota a gota a ela, e a mistura reacional foi
aguecida para a temperatura ambiente. Apds 12 horas, a mistura rea-
cional foi secada sob presséo reduzida, seguido por adicdo de 10 mL
de acetato de etila, e a camada organica foi lavada com 10 mL de
agua. A camada orgéanica foi secada sobre sulfato de magnésio, seca-
da sob presséao reduzida, e purificada por cromatografia de coluna,
desse modo fornecendo 410 mg do composto do titulo.

[0090] H RMN (400 MHz, CDCls): 7,36~7,25 (m, 5H), 5,82~5,72
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(m, 1H), 5,17~5,03 (m, 2H), 4,15 (m, 1H), 3,98 (m, 1H), 3,81 (M, 1H),
3,73 (s, 3H), 3,60 (m, 1H), 3,42~3,28 (m, 3H), 1,40 (s, 9H), 1,14 (s, 9H)

Etapa 6): Preparacao de (R)-benzil 2-(t-butoximetil)-3-oxopiperazina-1-

carboxilato

[0091] 410 mg de metil éster de acido (R)-2-((benziloxicarbonil)(2-
t-butoxicarbonilamino)etil)amino)-3-t-butoxipropidnico  preparado na
etapa 5 foram dissolvidos em 10 mL de metanol, e a mistura reacional
foi resfriada para 0°C, a qual 4 mL de 2 N de &cido cloridrico/dietil éter
foram em seguida lentamente adicionados, seguido por agitacdo du-
rante 3 horas. A mistura reacional foi secada sob pressao reduzida e
usada em reagOes subsequentes sem outra purificacao.

[0092] O residuo resultante foi dissolvido em 10 mL de diclorome-

tano e a mistura reacional foi resfriada para 0°C, a qual 152 ¢ de trieti-

lamina foram em seguida lentamente adicionados. 1,1 mL de trimetila-
luminio (2,0 M de solugédo em tolueno) foi lentamente adicionado a ela,
e a mistura reacional foi aguecida para a temperatura ambiente e em
seguida agitada durante 12 horas. A mistura reacional foi resfriada pa-
ra 0°C e uma solucdo aquosa de cloreto de amonio saturada foi adicio-
nada para terminar a reacao. 10 mL de acetato de etila foram adicio-
nados a mistura reacional que foi em seguida lavada com 10 mL de
salmoura. A camada organica foi secada sobre sulfato de magnésio e
secada sob presséo reduzida. O residuo resultante foi purificado por
cromatografia de coluna para fornecer 103 mg do composto do titulo.
[0093] 'H RMN (400 MHz, CDCls): 7,34~7,25 (m, 5H), 6,27 (m,
1H), 5,14 (m, 2H), 4,57 (m, 1H), 4,19 (m, 1H), 4,08 (m, 1H), 3,94 (m,
1H), 3,74 (m, 1H), 3,64 (m, 1H), 3,42 (m, 1H), 3,29 (m, 1H), 1,09 (s,
9H)

Etapa 7): Preparacao de (R)-(3-t-butoximetil)piperazin-2-ona

[0094] 103 mg de 2-(t-butoximetil)-3-oxopiperazina-1-carboxilato

de (R)-benzila preparado na etapa 6 foram dissolvidos em 2 mL de
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metanol, ao qual 50 mg de paladio/carbono em 1 mL de acetato de
etila foram em seguida adicionados, seguido por borbulhamento de
hidrogénio durante 1 hora sob pressao atmosférica ambiente. A mistu-
ra reacional foi filtrada e secada sob pressao reduzida para fornecer
58 mg do composto do titulo.

[0095] !H RMN (400 MHz, CDCls): 6,41 (brs, 1H), 3,76 (m, 3H),
3,63 (m, 1H), 3,52 (m, 1H), 3,42 (m, 1H), 3,28 (m, 1H), 3,16 (m, 1H),
2,95 (m, 1H), 2,45 (brs, 1H), 1,17 (s, 9H)

Etapa 8): Preparacdo de (R)-4-[(R)-2-(t-butoximetil)-3-oxopiperazin-1-

il]-4-oxo0-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-ilcarbamato de t-butila
[0096] 104 mg de &cido (3R)-t-butoxicarbonilamino-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoico e 58 mg de (R)-(3-t-butoximetil)piperazin-2-ona

foram adicionados a 4 mL de N,N-dimetilformamida, a qual 63 mg de

1-hidroxibenzotriazol (HOBT) e 217 pf de diisopropiletiiamina foram

em seguida adicionados. A mistura reacional foi resfriada para 0°C e
78 mg de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) foram adi-
cionados a ela, seguido por agitacdo em temperatura ambiente duran-
te 12 horas. A mistura reacional foi diluida com 10 mL de acetato de
etila e lavada duas vezes com salmoura. A camada organica foi seca-
da sobre sulfato de magnésio e concentrada. O residuo resultante foi
purificado por cromatografia de coluna para fornecer 97 mg do com-
posto do titulo.

[0097] H RMN (400 MHz, CDCl): 7,03 (m, 1H), 6,88 (m, 1H), 5,97
(m, 1H), 5,48 (m, 1H), 4,16~4,07 (m, 1H), 4,02~3,91 (m, 1H), 3,74 (m,
2H), 3,37 (m, 2H), 3,24 (m, 1H), 2,92 (m, 2H), 2,80 (m, 1H), 2,59 (m,
2H), 1,34 (d, 9H), 1,13 (s, 9H)

Etapa 9): Preparacdo de (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5- trifluorofe-

nil)butanoil]-3-(t-butoximeti)piperazin-2-ona
[0098] 97 mg de (R)-4-[(R)-2-(t-butoximetil)-3-oxopiperazin-1-il]-4-

ox0-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-ilcarbamato de t-butila preparado na
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etapa 8 foram dissolvidos em 3 mL de metanol, seguido por adicao de
2 mL de 2 N de acido cloridrico/dietil éter e agitacdo em temperatura
ambiente durante 3 horas.

[0099] A mistura reacional foi concentrada e secada sob presséao
reduzida, a qual 10 mL de solucédo aquosa de carbonato de hidrogénio
de sodio a 5% foram adicionados e 10 mL de solugédo mista de diclo-
rometano/2-propanol (4/1 (v/v)) para extracdo duas vezes, seguido por
secagem da camada organica sob pressao reduzida para fornecer 55
mg do composto do titulo como um sdélido.

[00100] 'H RMN (400 MHz, CD3OD): 7,27 (m, 1H), 7,14 (m, 1H),
4,56~4,39 (m, 1H), 3,96~3,81 (m, 3H), 3,70 (m, 1H), 3,46 (m, 1H),
3,43~3,32 (m, 1H), 2,83~2,65 (m, 3H), 2,58~2,40 (m, 2H), 1,16 (s, 3H),
1,11 (s, 6H)

Exemplo de Preparacéo 2 Preparacao de (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoil]-3-(metoximetil)piperazin-2-ona

[00101] Metanol foi usado em vez de t-butanol na etapa 3 do exem-
plo de preparacdo 1, e o composto do titulo foi em seguida sintetizado
similarmente as etapas 4 até 9 do exemplo de preparacéo 1.

Exemplo de Preparacdo 3 Preparacao de (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoil]-3-(isopropoximetil)piperazin-2-ona

[00102] Isopropanol foi usado em vez de t-butanol na etapa 3 do
exemplo de preparacédo 1, e o composto do titulo foi em seguida sinte-
tizado similarmente as etapas 4 até 9 do exemplo de preparacéao 1.

Exemplo de Preparacdo 4 Preparacao de (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoill-3-(ciclopentiloximetil)piperazin-2-ona

[00103] Ciclopentanol foi usado em vez de t-butanol na etapa 3 do
exemplo de preparacédo 1, e o composto do titulo foi em seguida sinte-
tizado similarmente as etapas 4 até 9 do exemplo de preparacéao 1.

Exemplo de Preparacdo 5 Preparacao de (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoil]-3-[(dietilamino)metil]piperazin-2-ona
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[00104] Dietilamina foi adicionada em vez de t-butanol e o refluxo
foi realizado em vez de adi¢cdo de BF3OEt, na etapa 3 do exemplo de
preparacdo 1, e o composto do titulo foi em seguida sintetizado simi-
larmente as etapas 4 até 9 do exemplo de preparacéo 1.

Exemplo de Preparacdo 6 Preparacdo de (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,45-

trifluorofenil)butanoil]-3-[(etiimetilamino)metillpiperazin-2-ona

[00105] Etilmetilamina foi adicionada em vez de t-butanol e o refluxo
foi realizado em vez de adicado de BF3OEt, na etapa 3 do exemplo 1, e
0 composto do titulo foi em seguida sintetizado similarmente as etapas
4 até 9 do exemplo de preparacéao 1.

Exemplo de Preparacdo 7 Preparacao de (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoil]-3-(morfolinometil) piperazin-2-ona

[00106] Morfolina foi adicionada em vez de t-butanol e o refluxo foi
realizado em vez de adicdo de BF3OEt: na etapa 3 do exemplo de
preparacdo 1, e o composto do titulo foi em seguida sintetizado simi-
larmente as etapas 4 até 9 do exemplo de preparacao 1.

Exemplo de Preparacdo 8 Preparacao de (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butiltiometil)piperazin-2-ona

[00107]  t-Butil tiol foi usado em vez de t-butanol na etapa 3 do
exemplo de preparacédo 1, e o composto do titulo foi em seguida sinte-
tizado similarmente as etapas 4 até 9 do exemplo de preparacéao 1.

Exemplo de Preparacao 9 Preparacdo de (S)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona

[00108] Cloridrato de metil éster de L-serina foi usado em vez de
cloridrato de metil éster de D-serina na etapa 1 do exemplo de prepa-
racao 8, e o composto do titulo foi em seguida sintetizado similarmente
as etapas 2 até 9 do exemplo de preparacéo 8.

[00109] Exemplo Preparacdo de uma composi¢cdo contendo um
composto de formula 1 e um farmaco antidiabético ou antiobesidade

Exemplo 1 Preparacdo de uma composicdo mista de um composto
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representado pela formula 1 e Biquanida

Exemplo 1-1 Preparacdo de uma composicao farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e metformina em uma relacdo de 9:1 com base

em EDs3o

[00110] O composto preparado no exemplo de preparacdo 1 e met-
formina foram pesados, e metilcelulose a 0,5% foi usada para preparar
10 mL/kg de uma suspensdo com cada composi¢cdo (0,045 ~ 0,36
mg/kg do composto preparado no exemplo de preparacédo 1: 0,75 ~ 6
mg/kg de metformina)/10 mL.

Exemplo 1-2 Preparacdo de uma composicéo farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e metformina em uma relacdo de 5:1 com base

em EDg3o

[00111] A preparacdo foi realizada similarmente ao método no
exemplo 1-1 para ter cada composicao (0,042 ~ 0,33 mg/kg do com-
posto preparado no exemplo de preparacdo 1 : 1,25 ~ 10 mg/kg de
metformina)/10 mL.

Exemplo 1-3 Preparacdo de uma composicéo farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e metformina em uma relacao de 1:1 com base

em EDzo

[00112] A preparacdo foi realizada similarmente ao método no
exemplo 1-1 para ter cada composicao (0,025 ~ 0,2 mg/kg do compos-
to preparado no exemplo de preparacao 1 : 3,25 ~ 30 mg/kg de met-
formina)/10 mL.

Exemplo 1-4 Preparacdo de uma composicéo farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e metformina em uma relacao de 1:3 com base

em ED3g
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[00113] A preparacdo foi realizada similarmente ao método no
exemplo 1-1 para ter cada composicdo (0,0125 ~ 0,1 mg/kg do com-
posto preparado no exemplo de preparacdo 1 : 5,625 ~ 45 mg/kg de
metformina)/10 mL.

Exemplo 2 Preparacdo de uma composicdo mista de um composto

representado pela formula 1 e sensibilizador de insulina

Exemplo 2-1 Preparacdo de uma composicao farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4 ,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e rosiglitazona em uma relacdo de 1:0.4 com

base na relacdo de peso

[00114] O composto preparado no exemplo de preparagao 1 e rosi-
glitazona foram pesados, e metilcelulose a 0,5% foi usada para prepa-
rar 5 mL/kg de uma suspensédo com cada composi¢céo (1 mg do com-
posto preparado no exemplo de preparacéo 1 + 0,4 mg de rosiglitazo-
na)/5 mL.

Exemplo 2-2 Preparacdo de uma composicdo farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e rosiglitazona em uma relacdo de 1:0,01 com

base na relacdo de peso

[00115] A preparacdo foi realizada similarmente ao método no
exemplo 2-1 para ter cada composicao (40 mg do composto preparado
no exemplo de preparacéo 1 + 0,4 mg de rosiglitazona)/5 mL.

Exemplo 3 Preparacdo de uma composicdo mista de um composto

representado pela formula 1 e secretagogo de insulina

Exemplo 3-1 Preparacdo de uma composicao farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4 5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e glimepirida em uma relacado de 1:0,2 com ba-

se na relacao de peso

[00116] O composto preparado no exemplo de preparacédo 1 e gli-

mepirida foram pesados, e metilcelulose a 0,5% foi usada para prepa-
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rar 10 mL/kg de uma suspensédo com cada composicao (0,1 mg do
composto preparado no exemplo de preparacdo 1 + 0,02 mg de glime-
pirida)/10 mL.

Exemplo 3-2 Preparacdo de uma composicdo farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e glimepirida em uma relacdo de 1:3,2 com ba-

se na relacdo de peso

[00117] A preparacdo foi realizada similarmente ao método no
exemplo 3-1 para ter cada composicéo (0,1 mg do composto prepara-
do no exemplo de preparacéo 1 + 0,32 mg de rosiglitazona)/10 mL.

Exemplo 4 Preparacdo de uma composicdo mista de um composto

representado pela formula 1 e inibidor de a-glicosidase

Exemplo 4-1 Preparacdo de uma composicao farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4 ,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e voglibose em uma relacdo de 1:0,03

[00118] O composto preparado no exemplo de preparagao 1 e vo-
glibose foram pesados, e metilcelulose a 0,5% foi usada para preparar
10 mL/kg de uma suspensédo com cada composic¢do (0,3 mg do com-
posto preparado no exemplo de preparacédo 1 + 0,009 mg de voglibo-
se)/10 mL.

Exemplo 4-2 Preparacdo de uma composicéo farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e voglibose em uma relacdo de 1:0,18

[00119] A preparacdo foi realizada similarmente ao método no
exemplo 4-1 para ter cada composicéo (0,3 mg do composto prepara-
do no exemplo de preparacédo 1 + 0,054 mg de voglibose)/10 mL.

Exemplo 5 Preparacdo de uma composicdo mista de um composto

representado pela formula 1 e antagonista de receptor canabinoide do

tipo 1
Exemplo 5-1 Preparacdo de uma composicdo farmacéutica contendo
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(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e rimonabanto em uma relacdo de 1:10 com ba-

se na relacdo de peso

[00120] O composto preparado no exemplo de preparagéo 1 e ri-
monabanto foram pesados, e metilcelulose a 0,5% foi usada para pre-
parar 5 mL/kg de uma suspensao com cada composi¢cao (0,3 mg do
composto preparado no exemplo de preparacdo 1 + 3 mg de rimona-
banto)/5 mL.

Exemplo 5-2 Preparacdo de uma composicéo farmacéutica contendo
(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) pipe-

razin-2-ona (tartarato) e rimonabanto em uma relacdo de 1:1 com base

na relacao de peso

[00121] A preparacdo foi realizada similarmente ao método no
exemplo 5-1 para ter cada composicao (3 mg do composto preparado
no exemplo de preparacéo 1 + 3 mg de rimonabanto)/5 mL.

Exemplo Experimental 1 Medicdo de efeitos sinergisticos de uma

composicdo mista de um composto obtido na preparacao

1-1 Medicdo de efeitos sinerqgisticos de uma composicdo mista de um

composto preparado no exemplo de preparacdo 1 e metformina por

administracao Unica em camundongos normais

[00122] A fim de examinar os efeitos sinergisticos de uma composi-
¢cao mista de um composto preparado no exemplo de preparagéao 1 da
presente invencdo e metformina por administracdo Unica, 0 seguinte
experimento foi realizado nos materiais individuais e na composicao
mista.

Sujeito experimental e método experimental

[00123] Camundongos de laboratorio (C57BL/6 camundongos) co-
Mo sujeitos experimentais foram jejuados durante 16 a 17 horas antes
dos experimentos. O sangue foi coletado de veias caudais de camun-

dongos na manha do dia do experimento e o nivel de glicose sangui-
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nea foi medido com um medidor de glicose sanguinea ACCU-CHEK
ACTIVE (Roche Diagnostics). A composicdo farmacéutica da presente
invencdo foi fornecida oralmente 30 min antes da administracdo de
glicose (-30 min), seguido por administracdo oral de uma solucdo de
glicose (2 g/kg/10 mL) apdos 30 min (O min). A coleta de sangue foi feita
em pontos do tempo designados--exatamente antes da administracao
de farmaco, exatamente antes da administracdo de glicose, e 15, 30,
60 e 90 min apds a administracdo de glicose.

Calculo de ED3p de um composto preparado no exemplo de prepara-

cao 1 e metformina

[00124] Efeitos de administracdo Unica dos agentes individuais so-
bre a curva de mudanca de glicose sanguinea em um teste de toleran-
cia a glicose oral (OGTT) foram identificados por porcentagem de ini-
bicao (%) e ED3zo. Os valores de porcentagem de inibicdo para cada
tratamento foram gerados a partir dos dados de area sob a curva
(AUC) normalizados aos controles ndo desafiados com glicose por
AUC de glicose sanguinea subtraida de controles ndo desafiados com
glicose de grupos desafiados com glicose, e comparando o valor com
aquele de um grupo controle em que glicose foi administrada. Em ge-
ral, € sugerido que uma dose eficaz seja definida como uma dose para
suprimir a AUC em 30% ou mais em experimentos de camundongo
(WO2006/076231 A2). O valor de EDz3o refere-se a uma dose na qual
30% da porcentagem de inibicdo sao exibidos, e foi calculado usando-
se uma analise de regressédo linear no terceiro intervalo de dose no
presente exemplo.

[00125] Como um resultado, foi identificado que a ED3o de um com-
posto preparado no exemplo de preparacédo 1 da presente invencao foi
0,20 mg/kg e a ED3o de metformina foi 29,6 mg/kg (Tabela 1, Tabela
2).

Tabela 1 Resultados de tolerancia a glicose de um composto prepara-
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do no exemplo de preparacao 1

Tabela 1
Dose de administracdo Unica Porcentagem de inibicéo ED3o+
(mg/kg) (%) (SEM)
0,1 18,5 0,20 £ 0,04
0,3 38,7
1 54,8

Tabela 2 Resultados de tolerancia a glicose de metformina

Tabela 2
Dose de administracdo Unica Porcentagem de inibicédo ED3o0 £
(mg/kg) (%) (SEM)
10 7,43 29,6 + 6,68
30 29,06
100 54,46

Medicdo de grau de efeitos sinergisticos de um composto misto de um

composto preparado no exemplo de preparacao 1 e metformina (uma

composicao mista no exemplo 1)

[00126] Efeitos sinergisticos exequiveis de uma composicdo em
cada relacao fixa foram analisados por isobolograma (R. J. Tallarida et
al., Life Sci. 1989, 45, 947). Este processo inclui a decisdo de uma do-
se da mistura, na qual a porcentagem de inibicdo de 30% é exibida
(ED3zomix) no experimento de OGTT e a dose correspondente (ED3oadd)
esperada sob uma aditividade simples. Quando o resultado de ED3zomix
< EDs30add € estabelecido em uma certa relacao fixa, a mistura tem efei-
tos sinergisticos. EDazoadd foi calculada de ED3o de cada farmaco. Na
figura 1, fragcdes dos valores de ED3o de cada material estdo presentes
em cada eixo da mesma. O valor de ED3o do composto preparado no
exemplo de preparacdo 1 somente € 0,2 mg/kg e mostrado como valor
1 na figura 1, e o valor de ED3p de metformina somente € 30 mg/kg e
mostrado como valor 1 na figura 1. Portanto, a linha combinando os
valores de ED3o dos dois farmacos individuais indica uma aditividade

simples (EDzo0add) calculada de efeitos de tolerancia a glicose em dife-

Peticao 870190139541, de 26/12/2019, pag. 42/72



38/57

rentes relagdes. Portanto, os pontos designados como A, B, C, e D na
figura 1 com respeito a cada mistura estudada indicam fracdes de va-
lores de ED3o (EDsomic) determinados por experimentos reais realiza-
dos nas misturas do composto preparado no exemplo de preparacgéo 1
e metformina em relacbes de 9:1, 5:1, 1:1, e 1:3. Os pontos A", B', C', e
D' na figura 1 indicam fracdes de doses (EDszoadd) cOrrespondendo as
misturas do composto preparado no exemplo de preparacdo 1 e met-
formina em relagbes de 9:1, 5:1, 1:1, e 1:3 esperadas sob uma aditivi-
dade simples.

[00127] As relagdes de doses realmente administradas a animais
em cada fracdo foram calculadas multiplicando-se 0,2 mg/kg e 30
mg/kg que sao valores de ED3o do composto preparado no exemplo de
preparacdo 1 e metformina, respectivamente com uma relacdo dese-
jada. As administracdes foram realizadas nas faixas de: 0,045 ~ 0,36
mg/kg do composto preparado no exemplo de preparagao 1 + 0,75 ~ 6
mg/kg de metformina em uma relacéo de 9:1, 0,042 ~ 0,33 mg/kg do
composto preparado no exemplo de preparacéo 1 + 1,25 ~ 10 mg/kg
de metformina em uma relacéo de 5:1, 0,025 ~ 0,2 mg/kg do composto
preparado no exemplo de preparacdo 1 + 3,25 ~ 30 mg/kg de metfor-
mina em uma relacdo de 1:1, 0,0125 ~ 0,2 mg/kg do composto prepa-
rado no exemplo de preparagao 1 + 5,625 ~ 45 mg/kg de metformina
em uma relagdo de 1:3. Quando isto € aplicado a um adulto sadio
(cerca de 70 kg), a dose corresponde a 0,88 ~ 25,2 mg do composto
preparado no exemplo de preparacao 1 e 52,5 ~ 3150 mg de metfor-
mina, e inclui uma dose clinica diaria de metformina, que é 500 ~ 2000
mg.

[00128] Como um resultado de experimentos, o0s valores de
ED3omix'ED30add de misturas em relacdes de 9:1, 5:1, 1:1, e 1:3 sédo
0,817, 0,437, 0,359, e 0,443, valores calculados com base em fracdes

de cada valor de ED30 do composto preparado no exemplo de prepa-
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racdo 1 e metformina (Tabela 3). A partir deste resultado, ED3zomix foOi
calculada multiplicando-se a dose real de ED3oadd COrrespondendo a
cada relagdo com EDzomix/ED30add, € fOi identificado que efeitos de me-
lhora em tolerancia a glicose sinergistica foram observados devido a
ED3omix < ED30add €m todas as relagdes. Em particular, efeitos de me-
Ihora de 2 vezes ou mais em tolerancia a glicose (EDzoadd/ED3omix) fo-
ram observados em misturas em relagfes de 5:1, 1:1, e 1:3. As intera-
cOes de relacOes corretas selecionadas com base em fragcdes de valo-
res de ED3o de cada material sdo mostradas na tabela 3 e no isobolo-
grama da figura 1.

Tabela 3 Efeitos sinergisticos de uma composicdo mista de um com-

posto preparado no exemplo de preparacdo 1 e metformina

Tabela 3
Fracdo de valor ED3omix ED30add EDs3omix/
de EDzo ED30add
Composto do Composto do Composto do
exemplo de exemplo de exemplo de
preparacao preparacao preparacao
1:metformina 1:metformina 1:metformina
(mg/kg, p.o.) (mg/kg, p.o.)
Exemplo 9:1 0,147 + 2,45 (A) 0,18 + 3 (A) 0,817
1-1
Exemplo 5:1 0,073+2,19(B) | 0,167 +5 (B") 0,437
1-2
Exemplo 11 0,036 + 5,38 (C) 0,1+ 15 (C) 0,359
1-3
Exemplo 1.3 0,022 +9,96 (D) | 0,05+ 22,5 (D" 0,443
1-4

() indica uma posi¢éo no isobolograma na figura 1.

[00129] Além disso, a figura 2 mostra que a composicdo mista exi-
biu efeitos de melhora significantes em tolerancia a glicose, compara-
do a porcentagem de inibicdo de cada material administrado sozinho.

[00130] Como um resultado, quando a relagéo € convertida em uma
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relacdo de doses de um composto preparado no exemplo de prepara-
cdo 1 e metformina realmente administrados a animais, efeitos de me-
Ihora em tolerancia a glicose foram observados sobre a ampla faixa de
dose de 1:16,7 a 1:450.

1-2 Medicdo de efeitos sinergisticos de uma composicdo mista de um

composto preparado no exemplo de preparacdo 1 e metformina por

administracado Unica e por administracdo repetida em camundongos

obesos

Sujeito experimental e método experimental

[00131] A fim de examinar os efeitos sinergisticos de um composto
preparado no exemplo de preparagdo 1 da presente invencdo e com-
plexo de metformina por administracao repetida, os efeitos da adminis-
tracdo Unica a camundongos obesos sobre uma curva de mudanca de
glicose sanguinea de OGTT e de uma administracdo repetida de 2
semanas sobre a porcentagem de inibicdo de glicose sanguinea foram
avaliados. Camundongos de obesidade induzida por dieta obtidos por
suprimento de camundongos experimentais (C57BL/6 camundongos)
com forragem de gordura elevada (60 kcal % de gordura, Research
Diets, D12492) durante 5 meses foram usados como sujeitos experi-
mentais. Metilcelulose a 0,5% (MC) foi usada para preparar uma sus-
pensdo do composto 1 preparado no exemplo de preparacao 1 com
uma composicao de 0,1 mg/kg e 0,15 mg/kg. MC a 0,5% foi usada pa-
ra preparar uma suspensao de metformina com uma composicéo de
7,5 mg/kg e 15 mg/kg. 6 mL/kg do complexo foram preparados em do-
ses de (0,1 mg/kg de um composto preparado no exemplo de prepara-
¢ado 1 + 15 mg/kg de metformina)/5 mL e (0,15 mg/kg de um composto
preparado no exemplo de preparacao 1 + 7,5 mg/kg de metformina)/5
mL.

[00132] Camundongos obesos foram jejuados durante 16 a 17 ho-

ras antes dos experimentos, o sangue foi coletado de veias caudais de
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camundongos na manha do dia do experimento e o nivel de glicose
sanguinea foi medido com um medidor de glicose sanguinea ACCU-
CHEK ACTIVE (Roche Diagnostics). A composicao mista da presente
invengao foi fornecida oralmente 30 min antes da administragéo de
glicose (-30 min), seguido por administracédo oral de uma solucdo de
glicose (2 g/kg/10 mL) apds 30 min (0 min). A coleta de sangue foi feita
em pontos do tempo designados--exatamente antes da administracao
de farmaco, exatamente antes da administracdo de glicose, e 15, 30,
60 e 90 min apds a administracdo de glicose. O valor de porcentagem
de inibicdo foi calculado calculando-se uma area sob a curva de cada
grupo e comparando o valor com aquele de um grupo controle em que
glicose foi administrada.

Medicdo de efeitos sinerqgisticos pela administracdo Unica de uma

COMPOSICao mista

[00133] A porcentagem de inibicdo pela administracdo Unica de ca-
da farmaco administrado foi mostrada na seguinte tabela 4, tabela 5, e
figura 3.

Tabela 4 Porcentagem de inibicdo de um composto preparado no

exemplo de preparacado 1 e metformina
Tabela 4

Farmaco administrado e dose administrada (mg/kg) Porcentagem de
inibicdo (%)

Composto preparado no exemplo de preparacéao 1 0,1 2
Composto preparado no exemplo de preparacao 1 0,15 3
Metformina 7,5 7
Metformina 15 11
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Tabela 5 Porcentagem de inibicdo de uma composicdo mista de um

composto preparado no exemplo de preparacao 1 e metformina

Tabela 5
Farmaco administrado e dose adminis- Porcentagem de
trada (mg/kg) inibicao (%)
Exemplo Composto preparado no exemplo de 19
1-2 preparacao 1 0,1 + Metformina 15
Exemplo Composto preparado no exemplo de 28
1-3 preparacéao 1 0,15 + Metformina 7,5

[00134] Para melhora na AUC de glicose sanguinea, porcentagens
de inibicdo de 2% e 3% foram exibidas por um composto preparado no
exemplo de preparacdo 1 em 0,1 mg/kg e 0,15 mg/kg, enquanto por-
centagens de inibicdo de 7% e 11% foram exibidas por metformina em
7,5 mg/kg e 15 mg/kg. Ao contrario, AUCs de glicose sanguinea de
complexos de um composto preparado no exemplo de preparacéao 1
em 0,1 mg/kg + metformina em 15 mg/kg e um composto preparado no
exemplo de preparacdo 1 em 0,15 mg/kg + metformina em 7,5 mg/kg
foram inibidas em 19% e 28%, respectivamente. Isto indica que os
efeitos sinergisticos maiores do que a soma aritmética de administra-
cOes unicas de farmacos individuais foram observados (figura 3).

Efeitos sinerqgisticos por administracao repetida

[00135] A porcentagem de inibicdo por administracao repetida 2 se-
manas apos a administracdo é mostrada na tabela 6, tabela 7, e figura 4.

Tabela 6 Porcentagem de inibicdo por administracdo de um composto

preparado no exemplo de preparacao 1 e metformina

Tabela 6
Farmaco administrado e dose administrada (mg/kg) Porcentagem
de inibicéo (%)
Composto preparado no exemplo de preparacéao 1 0,1 2
Composto preparado no exemplo de preparacéao 1 0,15 15
Metformina 7,5 13
Metformina 15 14
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Tabela 7 Porcentagem de inibicdo de uma composicdo mista de um

composto preparado no exemplo de preparacao 1 e metformina

Tabela 7
Farmaco administrado e dose adminis- Porcentagem de
trada (mg/kg) inibicédo (%)
Exemplo Composto preparado no exemplo de 21
1-2 preparacao 1 0,1 + Metformina 15
Exemplo Composto preparado no exemplo de 31
1-3 preparacéo 1 0,15 + Metformina 7,5

[00136] Glicose plasmatica por administracdo de um composto pre-
parado no exemplo de preparacao 1 em 0,1 e 0,15 mg/kg foi melhora-
da em 2% e 15%, comparada a um grupo controle. Metformina em 7,5
e 15 mg/kg melhorou a glicose plasmatica em 13% e 14%, comparada
a um nivel de um grupo controle. Ao contrario, complexos de um com-
posto preparado no exemplo de preparagao 1 em 0,1 mg/kg + metfor-
mina em 15 mg/kg ou um composto preparado no exemplo de prepa-
racdo 1 em 0,15 mg/kg + metformina em 7,5 mg/kg melhoraram a gli-
cose plasmatica em 21% e 31%, respectivamente. Isto indica que efei-
tos sinergisticos maiores do que a soma aritmética de administracdes
Unicas de farmacos individuais foram observados (figura 4).

[00137] Como um resultado, quando a relacéo € convertida em uma
relacdo de doses de um composto preparado no exemplo de prepara-
cdo 1 e metformina realmente administrados a animais durante uma
administracdo repetida, efeitos de melhora em eficacias sinergisticas
foram observados sobre a ampla faixa de dose de 1:50 a 1:150.

Exemplo Experimental 2 Medicao de efeitos sinerqgisticos por adminis-

tracdo de uma composicao mista de um composto de formula 1 e sen-

sibilizador de insulina a camundongos obesos

2-1 Medicdo de efeitos sinergisticos por administracdo repetida de

uma composicdo mista de um composto preparado no exemplo de

preparacao 1 e rosiglitazona a camundongos obesos
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Sujeito experimental e método experimental

[00138] A fim de examinar os efeitos sinergisticos de um complexo
por um composto preparado no exemplo de preparacédo 1 da presente
invengdo e um agonista de PPARYy sensibilizador de insulina, a por-
centagem de inibicdo de glicose sanguinea por administracédo repetida
do complexo a camundongos db/db como camundongos diabéticos foi
avaliada. Camundongos machos de oito semanas de idade (camun-
dongos db/db) foram usados como sujeitos experimentais. Sabe-se
gue rosiglitazona é um farmaco de série de TZD que tem o0 mesmo nu-
cleo origem como pioglitazona que é atualmente usada na pratica cli-
nica e regula a glicose sanguinea através do mesmo mecanismo, e a
dose na presente avaliacao foi selecionada como 0,4 mg/kg em retri-
buicdo por uma relacdo essencial de dose clinica com base em EDs3o
com respeito a reducdo de glicose sanguinea em um experimento de
camundongo diabético. A dose de um composto preparado no exem-
plo de preparacdo 1 com respeito a rosiglitazona em uma dose fixa foi
selecionada em 1 mg/kg e 40 mg/kg (relacdo de complexo
1:0,01~1:0,4) em retribuicdo por uma relagdo de complexo em uma
dose clinica esperada. Uma vez que a relagcdo de complexo de 1:0,01
ou menos a 1:0,4 ou mais € um valor divergindo de uma dose clinica
diaria de rosiglitazona e existe preocupacdo em torno da possibilidade
de eficacia pobre ou efeitos colaterais adversos, a relacdo de comple-
xo foi limitada a 1:0,01~1:0,4. Metilcelulose a 0,5% (MC) foi usada em
cada concentracdo de farmaco para preparar suspensdes. Cada com-
posto foi pesado, e metilcelulose a 0,5% foi usada para preparar 5
mL/kg de suspensdes com cada composi¢cdo de (1 mg do composto
preparado no exemplo de preparacdo 1 + 0,4 mg de rosiglitazona)/5
mL e (40 mg do composto preparado no exemplo de preparagao 1 +
0,4 mg de rosiglitazona)/5 mL.

[00139] O farmaco foi oralmente fornecido a camundongos diabéti-
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cos e o sangue foi coletado de veias caudais dos camundongos apos
1 hora da administracdo para medir a glicose sanguinea com um me-
didor de glicose sanguinea ACCU-CHEK ACTIVE (Roche Diagnos-
tics). O valor de porcentagem de inibicdo com respeito a glicose san-
guinea foi calculado por comparacédo com um grupo controle.

Medicdo de efeitos sinergisticos por administracao

[00140] Resultados experimentais a cerca da porcentagem de inibi-
cdo de glicose sanguinea em comparagdo com um grupo controle por
administracdo do farmaco durante 7 dias sdo mostrados na seguinte
tabela 8, tabela 9, e Figura 5.

Tabela 8 Porcentagem de inibicdo durante administracdo de um com-

posto preparado no exemplo de preparacdo 1 e rosiglitazona
Tabela 8

Farmaco administrado e dose administrada (mg/kg) Porcentagem de
inibicdo (%)

Composto preparado no exemplo de preparacdo 1 1 21
Composto preparado no exemplo de preparacao 1 40 11
Rosiglitazona 0,4 10

Tabela 9 Porcentagem de inibicdo durante administracdo de uma

composicdo mista de um composto preparado no exemplo de prepara-

cao 1 e rosiglitazona

Tabela 9
Farmaco administrado e dose adminis- Porcentagem de
trada (mg/kg) inibicao (%)
Exemplo | Composto preparado no exemplo de pre- 49
2-1 paragédo 1 1 + Rosiglitazona 0,4
Exemplo | Composto preparado no exemplo de pre- 79
2-2 paracdo 1 40 + Rosiglitazona 0,4

[00141] As porcentagens de inibicdo de glicose sanguinea por ad-
ministracdo de um composto preparado no exemplo de preparacao 1
em 1 mg/kg e 40 mg/kg comparado a um grupo controle foram calcu-

ladas como 21% e 11%, respectivamente, e melhora de 10% foi feita
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por administracdo de um agonista de PPARYy rosiglitazona em 0,4
mg/kg. Aléem disso, melhoras em complexos de um composto prepara-
do no exemplo de preparacdo 1 em 1 mg/kg + rosiglitazona em 0,4
mg/kg ou um composto preparado no exemplo de preparacao 1 em 40
mg/kg + rosiglitazona em 0,4 mg/kg foram calculadas como 49% e
79%, respectivamente. Isto indica que efeitos sinergisticos maiores do
gue a soma aritmética de administracdes Unicas de farmacos individu-
ais foram observados (figura 5).

[00142] Como um resultado, quando a relagédo € convertida em uma
relacdo de doses de um composto preparado no exemplo de prepara-
¢cado 1 e um agonista de PPARYy rosiglitazona realmente administrados
a camundongos diabéticos, efeitos de melhora em eficacias sinergisti-
cas foram observados sobre a faixa de dose de 1:0,01 a 1:0,4.

Exemplo Experimental 3 Medicdo de efeitos sinergisticos de uma

composicao mista de um composto preparado no exemplo de prepara-

cao 1 e secretagogo de insulina

3-1 Medicao de efeitos sinergisticos de uma composicao mista de um

composto preparado no exemplo de preparacdo 1 e glimepirida por

administracao unica

Sujeito experimental e método experimental

[00143] A fim de examinar os efeitos sinergisticos de um complexo
de um composto preparado no exemplo de preparacdo 1 da presente
invencdo e um farmaco de série de sulfonil ureia secretagogo de insu-
lina, as porcentagens de inibicdo de curvas de mudanca de glicose
sanguinea de OGTT de administracao Unica por materiais individuais e
complexos foram avaliadas. Camundongos experimentais machos de
8 semanas de idade (C57BL/6 camundongos) foram usados e jejuados
durante 16 a 17 horas antes dos experimentos. O sangue foi coletado
de veias caudais de camundongos na manhé do dia do experimento e

0 nivel de glicose sanguinea foi medido com um medidor de glicose
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sanguinea ACCU-CHEK ACTIVE (Roche Diagnostics). A composicéo
mista da presente invencédo foi fornecida oralmente 30 min antes da
administracdo de glicose (-30 min), seguido por administracéo oral de
uma solucao de glicose (2 g/kg/10 mL) apds 30 min (0O min). A coleta
de sangue foi feita em pontos do tempo designados--exatamente antes
da administracdo de farmaco, exatamente antes da administracado de
glicose, e 15, 30, 60 e 90 min ap6s a administracao de glicose. O valor
de porcentagem de inibicdo foi calculado calculando-se uma &rea sob
a curva de cada grupo, exceto para um grupo em que glicose nao foi
administrada, e comparando o valor com aquele de um grupo controle
em que glicose foi administrada. A fim de avaliar os efeitos sinergisti-
cos ou aditivos por complexo na presente avaliagcdo, metilcelulose a
0,5% (MC) foi usada para preparar uma suspensao com a dose de um
composto preparado no exemplo de preparacéo 1 em 0,1 mg/kg, e MC
a 0,5% foi também usada para preparar uma Suspensao com uma
composicdo de um farmaco de série de sulfonil ureia secretagogo de
insulina e glimepirida em 0,02 mg/kg e 0,32 mg/kg de modo que uma
relacdo de complexo possa ser incluida em uma dose clinica esperada
em um estado fixo de um composto preparado no exemplo de prepa-
racdo 1. Glimepirida é um farmaco que promove a secrecao de insuli-
na do pancreas com o mesmo mecanismo como glipizida, glibenclami-
da, e similares. Um complexo do mesmo foi preparado em 10 mL por
kg pesando-se compostos individuais e misturando 0os compostos com
cada composicdo ((um composto preparado no exemplo de prepara-
céo 1 0,1 mg + glimepirida 0,02 mg)/10 mL e (um composto preparado
no exemplo de preparagcédo 1 0,1 mg + glimepirida 0,32 mg)/10 mL)).
Quando a relagéo de mistura é 1:0,2 ou menos, ou 1:3,2 ou mais, efi-
cacia pobre ou efeitos colaterais adversos podem ocorrer. Desse mo-
do, a relacdo de mistura de um composto preparado no exemplo de

preparacao 1 e glimepirida foi fixada em 1:0,2~1:3,2.
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Medicdo de efeitos sinergisticos por administracao

[00144] Resultados experimentais da porcentagem de inibicdo de
glicose sanguinea em comparacao com um grupo controle em experi-
mentos sdo mostrados na seguinte tabela 10, tabela 11, e figura 6.

Tabela 10 Porcentagem de inibicao por administracdo de um compos-

to preparado no exemplo de preparacao 1 e glimepirida
Tabela 10

Farmaco administrado e dose administrada (mg/kg) Porcentagem de
inibicdo (%)

Composto preparado no exemplo de preparacao 1 0,1 7,7
Glimepirida 0,02 -3,69
Glimepirida 0,32 10,9

Tabela 11 Porcentagem de inibicdo por administracdo de uma compo-

sicdo mista de um composto preparado no exemplo de preparacao 1 e

glimepirida
Tabela 11
Farmaco administrado e dose administra- | Porcentagem de
da (mg/kg) inibicao (%)
Exemplo | Um composto preparado no exemplo de 20,2
3-1 preparacao 1 0,1 + Glimepirida 0,02
Exemplo | Um composto preparado no exemplo de 48,7
3-2 preparacao 1 0,1 + Glimepirida 0,32

[00145] Como um resultado do experimento, 7,7% de porcentagem
de inibicdo foram exibidos no caso de um composto 1 preparado no
exemplo de preparacédo 1 em 0,1 mg/kg em comparagdo com um gru-
po controle. Quando glimepirida foi usada em 0,02 mg/kg e 0,32
mg/kg, a porcentagem de inibicdo de glicose sanguinea foi calculada
em -3,69% e 10,9%, respectivamente, comparada a um grupo contro-
le. Além disso, quando complexos de um composto preparado no
exemplo de preparacao 1 em 0,1 mg/kg + glimepirida em 0,02 mg/kg e
um composto preparado no exemplo de preparacédo 1 em 0,1 mg/kg +

glimepirida em 0,32 mg/kg foram usados, a porcentagem de inibicao

Peticao 870190139541, de 26/12/2019, pag. 53/72



49/57

foi calculada como 20,2% e 48,7%, respectivamente. Isto indica que
efeitos sinergisticos maiores do que a soma aritmética de administra-
cOes unicas de farmacos individuais foram observados (figura 6).
[00146] Em resumo, melhoras em efeitos sinergisticos foram obser-
vadas sobre a relacdo de dose de 1:0,2 a 1:3,2 de um composto pre-
parado no exemplo de preparacao 1 e glimepirida.

Exemplo Experimental 4 Medicao de efeitos sinergisticos de uma

composicdo mista de um composto de formula 1 e inibidor de a-

glicosidase
4-1 Medicao de efeitos sinergisticos por administracdo de uma compo-

sicdo mista de um composto preparado no exemplo de preparacdo 1 e

voglibose
Sujeito experimental e método experimental

[00147] A fim de examinar os efeitos sinergisticos de um composto
preparado no exemplo de preparacdo 1 da presente invengdo e um
farmaco de série de inibidor de a-glicosidase complexando-se farma-
cos, a porcentagem de inibicdo em uma curva de mudanca de glicose
sanguinea de teste de tolerdncia a sacarose oral de administracdo
Gnica por materiais individuais e um complexo dos mesmos foi avalia-
da. Camundongos experimentais machos de 8 semanas de idade
(C57BL/6 camundongos) foram usados como sujeitos experimentais.
Os camundongos foram jejuados durante 16 a 17 horas antes dos ex-
perimentos. O sangue foi coletado de veias caudais de camundongos
na manhad do dia do experimento e o nivel de glicose sanguinea foi
medido com um medidor de glicose sanguinea ACCU-CHEK ACTIVE
(Roche Diagnostics). A composicao farmaceuticamente mista da pre-
sente invengéo foi fornecida oralmente 30 min antes da administragéo
de sacarose (-30 min), seguido por administracdo oral de uma solucao
de glicose (2 g/kg/10 mL) apos 30 min (O min). A coleta de sangue foi

feita em pontos do tempo designados--exatamente antes da adminis-
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tracdo de farmaco, exatamente antes da administracdo de sacarose, e
15, 30, 60, 90, e 120 min apos a administracdo de sacarose. O valor
de porcentagem de inibicéo foi calculado calculando-se uma area sob
a curva de cada grupo, exceto para um grupo em que sacarose nao foi
administrada, e comparando o valor com aquele de um grupo controle
em que sacarose foi administrada. A fim de avaliar os efeitos sinergis-
ticos ou aditivos por complexos na presente avaliacdo, metilcelulose a
0,5% (MC) foi usada para preparar uma SuUspensao com um composto
preparado no exemplo de preparacao 1 em uma dose de 0,3 mg/kg, e
MC a 0,5% foi também usada para preparar uma suspensdo com uma
composi¢do de um inibidor de a-glicosidase e voglibose em 0,009
mg/kg e 0,054 mg/kg (relacdo de complexo 1:0,03~1:0,18) de modo
que uma relacdo de complexo possa ser incluida em uma dose clinica
esperada em um estado onde uma dose de um composto preparado
no exemplo de preparacao 1 foi fixada. Voglibose é um farmaco com o
mesmo mecanismo como acarbose, e farmacos individuais foram pe-
sados para ter uma composicao ((um composto preparado no exemplo
de preparacédo 1 0,3 mg + voglibose 0,009 mg)/10 mL e (um composto
preparado no exemplo de preparacdo 1 0,3 mg + voglibose 0,054
mg)/10 mL e preparar 10 mL por kg de uma suspensé&o. Quando a re-
lacdo de mistura é 1:0,03 ou menos, ou 1:0,18 ou mais, eficacia pobre
ou efeitos colaterais adversos podem ocorrer. Desse modo, a relagao
de mistura foi fixada em 1:0,03~1:0,18.

Efeitos sinergisticos por administracao

[00148] Resultados experimentais da porcentagem de inibicdo de
glicose sanguinea em comparacdo com um grupo controle em experi-
mentos sdo mostrados na tabela 12, tabela 13, e figura 7.

Tabela 12 Porcentagem de inibicdo durante administracdo de um

composto preparado no exemplo de preparacao 1 e voglibose
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Tabela 12
Farmaco administrado e dose administrada (mg/kg) Porcentagem
de inibicéo (%)
Um composto preparado no exemplo de preparacéo 1 0,3 12
Voglibose 0,009 1
Voglibose 0,054 53

Tabela 13 Porcentagem de inibicdo durante administracdo de uma

composicao mista de um composto preparado no exemplo de prepara-

cao 1 e voglibose

Tabela 13
Farmaco administrado e dose adminis- Porcentagem de
trada (mg/kg) inibicdo (%)
Exemplo | Um composto preparado no exemplo de 25
4-1 preparacao 1 0,3 + Voglibose 0,009
Exemplo | Um composto preparado no exemplo de 65
4-2 preparacao 1 0,3 + Voglibose 0,054

[00149] Como um resultado do experimento, 12% de porcentagem
de inibicdo foram exibidos no caso de um composto 1 preparado no
exemplo de preparagcéo 1 em 0,3 mg/kg em comparagcdo com um gru-
po controle. Quando voglibose foi usada em 0,009 mg/kg e 0,054
mg/kg, a porcentagem de inibicdo de glicose sanguinea foi calculada
em 1% e 53%, respectivamente, comparada a um grupo controle.
Além disso, quando complexos de um composto preparado no exem-
plo de preparacdo 1 em 0,3 mg/kg + voglibose em 0,009 mg/kg e um
composto preparado no exemplo de preparacéo 1 em 0,3 mg/kg + vo-
glibose em 0,054 mg/kg foram usados, a porcentagem de inibicdo foi
calculada como 25% e 65,7%, respectivamente. Isto indica que efeitos
sinergisticos ou aditivos maiores do que a soma aritmética de adminis-
tragcOes Unicas de farmacos individuais foram observados (figura 7).

[00150] Em resumo, melhoras em efeitos sinergisticos ou aditivos
foram observadas sobre a ampla relacédo de dose de 1:0,03 a 1:0,18

de um composto preparado no exemplo de preparagao 1 e voglibose.
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Exemplo Experimental 5 Medicdo de efeitos sinergisticos de uma

composicao mista de um composto de formula 1 e antagonista de re-

ceptor canabinoide do tipo 1

5-1 Efeitos sinergisticos de uma composicao mista de um composto

preparado no exemplo de preparacao 1 e rimonabanto com respeito a

uma curva de mudanca de glicose sanguinea de OGTT por adminis-

tracao repetida

Sujeito experimental e método experimental

[00151] A fim de examinar os efeitos sinergisticos por administracéo
repetida de um composto preparado no exemplo de preparacédo 1 e
antagonista de receptor canabinoide do tipo 1, efeitos de administra-
cao de 4 semanas a camundongos obesos sobre uma curva de mu-
danca de glicose sanguinea de OGTT e sobre a massa de gordura fo-
ram avaliados. Camundongos de obesidade induzida por dieta obtidos
por suprimento de camundongos experimentais (C57BL/6 camundon-
gos) com forragem de gordura elevada (60 kcal % de gordura, Rese-
arch Diets, D12492) durante 5 meses foram usados como sujeitos ex-
perimentais. Metilcelulose a 0,5% (MC) foi usada para preparar uma
suspensao do composto 1 preparado no exemplo de preparacao 1
com uma composicao de 0,3 mg/kg que é suposta ser uma dose de
eficacia efetiva minima e 3 mg/kg. MC a 0,5% foi usada para preparar
uma suspensao de rimonabanto, um antagonista de receptor canabi-
noide do tipo 1 com uma composicao de 3 mg/kg. Rimonabanto tem a
mesma estrutura de nucleo origem como um antagonista de receptor
canabinoide do tipo 1, tais como Otenabante, Ibinabante, e Surinaban-
te, e 5 mL/kg do complexo do mesmo foram preparados em doses de
(0,3 mg de um composto preparado no exemplo de preparagdo 1 + 3
mg de rimonabanto)/5 mL e (3 mg de um composto preparado no
exemplo de preparacdo 1 + 3 mg/kg de rimonabanto)/5 mL. Quando a

relacdo de mistura é 1:0,1 ou menos, ou 1:1 ou mais, a dose pode ex-
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ceder uma dose clinica diaria de rimonabanto ou eficacia pobre pode
ocorrer. Desse modo, a relacdo de mistura foi fixada em 1:1~1:10.
[00152] Camundongos obesos foram jejuados durante 16 a 17 ho-
ras antes dos experimentos, o sangue foi coletado de veias caudais de
camundongos na manha do dia do experimento e o nivel de glicose
sanguinea foi medido com um medidor de glicose sanguinea ACCU-
CHEK ACTIVE (Roche Diagnostics). A composicao farmaceuticamente
mista da presente invencao foi fornecida oralmente 30 min antes da
administracdo de glicose (-30 min), seguido por administracéo oral de
uma solucéo de glicose (2 g/kg/10 mL) apos 30 min (O min). A coleta
de sangue foi feita em pontos do tempo designados--exatamente antes
da administracdo de farmaco, exatamente antes da administracdo de
glicose, e 15, 30, 60, 90, e 120 min apds a administracdo de glicose. O
valor de porcentagem de inibicéo foi calculado calculando-se uma area
sob a curva de cada grupo e comparando o valor com aquele de um
grupo controle em que glicose foi administrada.

Efeitos sinergisticos por administracao

[00153] Resultados experimentais da porcentagem de inibicdo de
glicose sanguinea em comparacdo com um grupo controle em experi-
mentos sdo mostrados na tabela 14, tabela 15, e figura 8.

Tabela 14 Porcentagem de inibicdo de um composto preparado no

exemplo de preparacdo 1 e rimonabanto por administracao

Tabela 14
Farmaco administrado e dose administrada (mg/kg) Porcentagem
de inibicéo (%)
Um composto preparado no exemplo de preparacéo 1 18,2
0,3
Um composto preparado no exemplo de preparacdo 1 3 35,3
Rimonabanto 3 1,1

Tabela 15 Porcentagem de inibicdo de uma composicao mista de um

composto preparado no exemplo de preparacdo 1 e rimonabanto por
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administracao

Tabela 15
Farmaco administrado e dose adminis- Porcentagem de
trada (mg/kg) inibicao (%)
Exemplo | Um composto preparado no exemplo de 32,8
5-1 preparacao 1 0,3 + Rimonabanto 3
Exemplo | Um composto preparado no exemplo de 30,7
5-2 preparacao 1 3 + Rimonabanto 3

[00154] A AUC sanguinea por 0,3 mg/kg e 3 mg/kg de um compos-
to preparado no exemplo de preparacdo 1 foi inibida em 18,2% e
35,3% comparada a um grupo controle. A AUC sanguinea por 3 mg/kg
de rimonabanto foi inibida em 1,1%, comparada a um grupo controle.
Ao contrario, a AUC sanguinea por 0,3 mg/kg de um composto prepa-
rado no exemplo de preparacdo 1 + 3 mg/kg de rimonabanto ou 3
mg/kg de um composto preparado no exemplo de preparacdo 1 + 3
mg/kg de rimonabanto foi inibida em 32,8% e 30,7%, respectivamente.
Desse modo, os efeitos sinergisticos ou aditivos foram observados (fi-
gura 8).

5-2 Reducao de efeitos de massa de gordura por administracao repe-

tida de uma composicao mista de um composto preparado no exemplo

de preparacdo 1 e rimonabanto

Sujeito experimental e método experimental

[00155] Experimentos foram realizados no sujeito experimental e
farmaco experimental da mesma maneira como no exemplo experi-
mental 5-1, a massa de gordura foi calculada como uma soma de gor-
dura epididimal e gordura retroperitoneal, e a massa de gordura 4 se-
manas apos a administracdo foi medida.

[00156] Os resultados sdo mostrados nas seguintes tabelas 16 e
17.

Tabela 16 Efeitos de um composto preparado no exemplo de prepara-

cao 1 e rimonabanto sobre a reducdo de massa de gordura
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Tabela 16
Grupo experimental Massa de % de redu-
gordura (g) céo
Grupo controle HF-DIO 3,61 +0,20 -
Um composto preparado no exemplo de 3,67 0,12 -1,65
preparacao 1 0,3 mg/kg
Um composto preparado no exemplo de 3,29+0,21 8,71
preparagdo 1 3 mg/kg
Rimonabanto 3 mg/kg 2,11 £ 0,31* 41,5

*P>0,05 vs. grupo controle HF-DIO

Tabela 17 Efeitos de um composto preparado no exemplo de prepara-

cao 1 e rimonabanto sobre a reducdo de massa de gordura
Tabela 17

Grupo experimental Massa de % de redu-
gordura (g) cao
Exemplo Um composto preparado no 2,09 £ 0,32* 42,1
5-1 exemplo de preparacéo 1 0,3
mg/kg + Rimonabanto 3 mg/kg
Exemplo Um composto preparado no 1,76 £ 0,35* 51,2
5-2 exemplo de preparagéo 1 3

mg/kg + Rimonabanto 3 mg/kg

*P>0,05 vs. grupo controle HF-DIO

[00157] Apds 4 semanas de administracdo, a massa de gordura por
administracdo de um composto preparado no exemplo de preparagao
1 em 0,3 mg/kg ou 3 mg/kg foi reduzida em -1,65% e 8,71%, respecti-
vamente, enquanto a massa de gordura por administracdo de um an-
tagonista de receptor canabinoide do tipo 1 em 3 mg/kg foi reduzida
em 41,5%. Além disso, a massa de gordura por administracdo de um
composto preparado no exemplo de preparagéo 1 em 0,3 mg/kg + um
antagonista de receptor canabinoide do tipo 1 em 3 mg/kg ou um com-
posto preparado no exemplo de preparacdo 1 em 3 mg/kg + um anta-
gonista de receptor canabinoide do tipo 1 em 3 mg/kg foi reduzida em

42,1% e 51,2%, respectivamente. Desse modo, efeitos aditivos foram
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observados.

[00158] Consequentemente, efeitos de eficacia sinergisticos ou adi-
tivos de melhora de um composto preparado no exemplo de prepara-
¢do 1 e um antagonista de receptor canabinoide do tipo 1 foram ob-
servados sobre camundongos obesos sobre a relacdo de dose de 1:1
a 1:10.

Exemplo de Formulacao Preparacdo de uma preparacao farmacéutica

1-1 Preparacao de p6

[00159] Uma composi¢cdo mista de um composto

preparado no exemplo de preparacgao 1

e metformina 29

Lactose 1lg
[00160] Os ingredientes acima sdo misturados e carregados em
uma bolsa hermética para preparar uma formulacéo em po.

1-2 Preparacao de formulacao de comprimido

[00161] Uma composi¢cdo mista de um composto

preparado no exemplo de preparacgao 1

e metformina 100 mg
Amido de milho 100 mg
Lactose 100 mg
Estearato de magnésio 2 mg

[00162] Os ingredientes acima sdo misturados e em seguida pren-
sados de acordo com um método de preparacdo convencional para
preparar uma formulacdo de comprimido.

1-3 Preparacdo de formulacdo de capsula

[00163] Uma composi¢cdo mista de um composto

preparado no exemplo de preparacéao 1

e metformina 100 mg
Amido de milho 100 mg
Lactose 100 mg
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Estearato de magnésio 2 mg
[00164] Os ingredientes acima foram misturados, e em seguida se-
lados em uma céapsula de gelatina de acordo com um método de pre-
paracdo convencional para preparar uma formulacéo de capsula.

1-4 Preparacdo de solucao de injecdo

[00165] Uma composicao mista de um composto

preparado no exemplo de preparagédo 1 e

metformina 10 pg/ml

Acido cloridrico diluido BP adicionado

até alcancar pH 3,5

Cloreto de sddio BP para injecao Max. 1 ml
[00166] Apds dissolver o derivado de 7a-aminoesteroide de formula
1 em cloreto de sédio BP para injecdo tendo um volume apropriado, o
pH da solucdo formada foi ajustado para pH 3,5 com &cido cloridrico
diluido BP. O volume da solucéo foi controlado com cloreto de sodio
BP para injecdo, e em seguida suficientemente misturado. Apos carre-
gar a solucdo em uma ampola tipo | de 5 ml feita de vidro transparen-
te, a ampola foi selada fundindo-se a parte vazia superior da ampola, e
esterilizada durante mais do que 15 minutos a 120°C em uma autocla-
ve para preparar uma solucao de injecao.
[00167] Embora as modalidades preferidas da presente invencéao
tenham sido descritas para propdésitos ilustrativos, aqueles versados
na técnica apreciardo que varias modificaces, adi¢cdes e substituicoes
sao possiveis, sem afastar-se do escopo e espirito da invencdo como

descrito nas reivindicagbes acompanhantes.
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REIVINDICAGOES

1. Composicao farmacéutica para a prevencao e tratamento
de diabetes ou obesidade, caracterizada pelo fato de que compreende
como ingredientes ativos:

(1) um composto representado pela seguinte formula 1 ou
um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, e

(2) um ou mais outros agentes antidiabéticos ou
antiobesidade, em que os outros agentes antidiabéticos ou
antiobesidade sao selecionados do grupo consistindo em Biguanidas,
sensibilizadores de insulina, secretagogos de insulina, inibidores de a-
glucosidase e antagonistas do receptor canabinoide do tipo 1,

<Férmula 1>

F
F
NH, O
N/\
F H\FNH

X 0

(onde, X é OR'", SR', ou NR'R?, em que R' e R? s3o
independentemente uma C1~Cs alquila inferior, ou R' e R? de NR'R?
podem formar um anel de 5 membros a 7 membros contendo um
elemento hetero de O).

2. Composicdo de acordo com reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que o composto representado pela férmula
1 é selecionado do grupo consistindo em:

1) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil )butanoil]-3-(t-
butoximetil)piperazin-2-ona;

2) (S)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-
butoximetil)piperazin-2-ona;

3) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-

(metoximetil)piperazin-2-ona;
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4) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-
(isopropoximetil)piperazin-2-ona;

5) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-
(ciclopentiloximetil)piperazin-2-ona;

6) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-
[(dietilamino)metil]piperazin-2-ona;

7) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-
[(etilmetilamino)metil]piperazin-2-ona;

8) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-

(morfolinometil)piperazin-2-ona; e

9) (R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-
butiltiometil)piperazin-2-ona.

3. Composicao de acordo com a reivindicagdao 1,
caracterizada pelo fato de que o sal farmaceuticamente aceitavel é
selecionado do grupo consistindo em acido acético, acido
benzenossulfénico, acido benzoico, acido canforsulféonico, acido
citrico, acido etanossulfénico, acido fumarico, acido glucdnico, acido
glutdmico, acido bromidrico, acido cloridrico, acido isetidnico, acido
lactico, acido maleico, acido malico, acido mandélico, acido
metanossulfénico, acido mucico, acido nitrico, acido pamoico, acido
pantoténico, acido fosfoérico, acido succinico, acido sulfurico, acido
tartarico, acido p-tolueno sulfénico, e acido adipico.

4. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que o composto representado pela seguinte
féormula 1 ou o sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo €& um
inibidor de Dipeptidil Peptidase-IV (DPP-1V).

5. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que os outros agentes antidiabéticos ou
antiobesidade sido Biguanidas.

6. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 5,
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caracterizada pelo fato de que a Biguanida € metformina, buformina ou
fenformina.

7. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 5,
caracterizada pelo fato de que compreende 16,7 a 450 partes por peso
da Biguanida com base em 1 parte por peso do composto 1
representado pela formula 1.

8. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que os outros agentes antidiabéticos ou
antiobesidade sao sensibilizadores de insulina.

9. Composicao de acordo com a reivindicagdao 8,
caracterizada pelo fato de que o sensibilizador de insulina tem uma
estrutura de tiazolidin-diona (TZD).

10. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 8,
caracterizada pelo fato de que o sensibilizador de insulina é
selecionado do grupo consistindo em troglitazona, ciglitazona,
rosiglitazona, pioglitazona e englitazona.

11. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizada pelo fato de que a composicdo farmacéutica
compreende 0,01 a 0,4 partes por peso do sensibilizador de insulina
com base em 1 parte por peso do composto representado pela formula
1.

12. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que os outros agentes antidiabéticos ou
antiobesidade sao secretagogos de insulina.

13. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 12,
caracterizada pelo fato de que o secretagogo de insulina é selecionado
do grupo consistindo em glibenclamida (gliburida), glipizida, gliclazida,
glimepirida, tolazamida, tolbutamida, acetoexamida, carbutamida,
clorpropamida, glibornurida, gliquidona, glisentida, glisolamida,

glisoxepida, gliclopiamida, glicilamida, glipentida, repaglinida e
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nateglinida.

14. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 12,
caracterizada pelo fato de que compreende 0,2 a 3,2 partes por peso
do secretagogo de insulina com base em 1 parte por peso do
composto representado pela férmula 1.

15. Composicdo de acordo com a reivindicagédo 1,
caracterizada pelo fato de que os outros agentes antidiabéticos ou
antiobesidade séo inibidores de alfa-glicosidase.

16. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 15,
caracterizada pelo fato de que o inibidor de alfa-glicosidase é
selecionado do grupo consistindo em acarbose, voglibose, emiglitato e
miglitol.

17. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 15,
caracterizada pelo fato de que compreende 0,03 a 0,18 partes por
peso do inibidor de alfa-glicosidase com base em 1 parte por peso do
composto representado pela férmula 1.

18. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que os outros agentes antidiabéticos ou
antiobesidade sdo antagonistas do receptor canabinoide do tipo 1.

19. Composicdo de acordo com a reivindicagcdao 18,
caracterizada pelo fato de que o antagonista do receptor canabinoide
do tipo 1 é selecionado do grupo consistindo em Rimonabanto,
Otenabante, Ibinabante e Surinabante.

20. Composicao de acordo com a reivindicagdo 18,
caracterizada pelo fato de que compreende 1 a 10 partes por peso do
antagonista do receptor canabinoide do tipo 1 com base em 1 parte
por peso do composto representado pela formula 1.

21. Composicdao de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que o composto representado pela seguinte

formula 1 ou o sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo e os outros
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agentes antidiabéticos ou antiobesidade s&o pré-misturados para
formulac&o ou separadamente formulados.

22. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que a composicéo farmacéutica é formulada

para ser oralmente administrada.
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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