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RESUMO
"DERIVADOS DE TIENO [2,3-D]PIRIMIDINA E O SEU USO PARA
TRATAR ARRITMIA"

A presente invencéao relaciona-se com compostos
tienopirimidina os quais sdo inibidores dos canais de
potéassio. Composicdes farmacéuticas compreendendo 0s
compostos e O seu uso no tratamento de arritmia sdo também

descritos.



DESCRICAO
"DERIVADOS DE TIENO [2,3-D]PIRIMIDINA E O SEU USO PARA

TRATAR ARRITMIA"

AMBITO TECNICO

A presente invencéo relaciona-se com compostos
tienopirimidina os quais sdo inibidores dos canais de
potéssio. Composicgdes farmacéuticas compreendendo 0s
compostos € o seu uso no tratamento de arritmia sdo também

fornecidos.

ANTECEDENTES DA TECNICA

Canais 1idénicos sdo proteinas gque se estendem na bicamada
lipidica da membrana celular e fornecem uma via aquosa
através da qual ides especificos tais como Na’, K, Ca' e
Cl™ podem passar (Herbert, 1998). 0Os canais de potéassio
representam o maior e mais diverso subgrupo de canais
iénicos e desempenham um papel central na regulacdo do
potencial de membrana e controlo da excitabilidade celular
(Armstrong & Hille, 1998). 0Os canais de potéssio foram
categorizados em familias genéticas com base nas suas
sequéncias de aminoadcidos e nas suas propriedades

biofisicas (para nomenclatura ver Gutman et al., 2003).

Compostos que modulam os canais de potédssio tém multiplas
aplicacdes terapéuticas em véarias 4reas de doencas,
incluindo as &reas cardiovascular, neuronal, da audicéo,
renal, metabdlica e proliferacdo celular (Shieh et al.,
2000; Ford et al., 2002). Mais especificamente, o0s canais
de potéssio tais como Kv4.3, Kir2.1l, hERG, KCNQl/minK, e
Kvl.5 estdo envolvidos na fase de repolarizacdo do
potencial de acdo em midcitos cardiacos. Estes subtipos de

canais de potédssio foram associados a doencas e disturbios



cardiovasculares incluindo sindrome de QT longo,
hipertrofia, fibrilacdo ventricular, e fibrilacdo atrial,
em que todas podem causar insuficiéncia cardiaca e serem

fatais (Marban, 2002).

A subunidade humana do canal de potédssio dependente de
voltagem de retificacdo tardia, Kvl.5, ¢é exclusivamente
expressa em midécitos atriais e acredita-se que oferece
oportunidades terapéuticas para a gestdo da fibrilacéo
atrial por varias <razdes diferentes (ver a revisdo de
Brendel e Peukert, 2002): (i) H& evidéncia de que Kvl.b
estd subjacente a corrente fisioldgica de retificacéo
tardia cardiaca ultrarrdpida (Kvwr) em humanos devido a
propriedades biofisicas e farmacoldgicas semelhantes (Wang
et al., 1993; e Fedida et al., 1993). Isto foi suportado
com oligonucledtidos antissentido para Kvl.5 os quais foi
demonstrado que reduzem a amplitude de Kv, em midcitos
atriais humanos (Feng et al., 1997). (ii) registos
eletrofisiolédgicos demonstraram que Kvyy € expressado
seletivamente em midécitos atriais, e portanto evita a
inducdo de arritmia ventricular ©potencialmente fatal
através de interferéncia com a repolarizacdo ventricular
(Amos et al., 1996; Li et al., 1996; e Nattel, 2002). (iii)
A inibicdo de Kv(ur) em midcitos atriais humanos de tipo
fibrilacdo atrial prolongou a duracdo do potencial de acéo
comparado com mibécitos atriais humanos normais saudaveis
(Courtemanche et al., 1999). (iv) O prolongamento da
duracdo do potencial de acdo por inibicdo seletiva de Kvl.5
pode apresentar intervencgdes farmacoldgicas mais seguras
para proteger contra arritmias atriais reentrantes tal como
fibrilacéo atrial e flutter atrial comparado com
antiarritmicos de classe III tradicionais, através do
prolongamento do periodo refratadrio atrial enquanto deixa a

refracdo ventricular inalterada (Nattel et al., 1999,



Knobloch et al., 2002; e Wirth et al., 2003) .
Antiarritmicos de <classe III foram largamente descritos

como um método preferido para tratar arritmias cardiacas

(Colatsky et al., 1990).

Bloqueadores dos canais de potédssio antiarritmicos de
classe III tradicionais e novos foram descritos como tendo
um mecanismo de acdo por modularem diretamente Kv1l.5 ou
Kv (ur) » Os conhecidos antiarritmicos de classe III
ambasilida (Feng et al., 1997), quinidina (Wang et al.,
1995), clofilio (Malayev et al., 1995) e Dbertosamil
(Godreau et al., 2002) foram todos descritos como
bloqueadores dos canais de potédssio de Kvyry em midcitos
atriais humanos. O novo derivado de benzopirano, NIP-142,
blogueia os canais de Kvl.5, prolonga o periodo refratério
atrial e péara a fibrilacdo e flutter atrial em modelos
caninos in vivo (Matsuda et al., 2001), e 89947 inibiu
Kvl.5 estavelmente expresso em obcitos de Xenopus e células
de ovario de hamster Chinés (CHO) e Kvyr em midcitos
cardiacos nativos de ratazana e humanos (Bachmann et al.,
2001) . Noutros sitios, outros moduladores novos dos canais
de potéssio cujo alvo & Kvl.5 ou Kvy foram descritos para
0 tratamento de arritmias cardiacas, e estes incluem
bifenilos (Peukert et al 2003), amidas do &cido tiofeno
carboxilico (W00248131), derivados de bisarilo (W00244137,
W00246162), derivados de carbonamida (W00100573, W00125189)
amidas do 4&cido antranilico (W92002100825, W002088073,
W002087568), dihidropirimidinas (W00140231), derivados de
cicloalgquilo (W003063797), derivados de indano (W00146155
w09804521), derivados de benzocicloheptano tetralina
(W09937607), derivados de tiazolindona e metatiazanona
(W09962891), derivados de benzamida (W00025774), derivados
de isoquinolina (W00224655), derivados de piridazinonas
(W09818475 W09818470), derivados de cromano (W09804542),



derivados de benzopirano (W00121610, W003000675, W001216009,
W00125224, w002064581), derivados de benzoxazina
(W00012492), e o novo composto Al998 purificado a partir de
material Ocean (Xu & Xu, 2000). Inibidores dos canais de
potéssio dependentes da voltagem gerais foram relatados os
quais podem também modular Kvl.5 (US05753676, US05821251,
EP0743936B) .

Tienopirimidinas foram descritas como sendo Uteis como
agentes anti-inflamatdérios, antifiingicos, antiosteoporose e
antimicrobianos, e como agentes cardiovasculares (atuando
através da modulacdo do grupo fosfodiesterase das enzimas
ou através da modulacdo do sistema de troca sdbédio/protdo)

entre outros.

Tieno[2,3-d]-pirimidinas substituidas na posicdo 4 com uma
porcéo benzilamina ou fenetilamina opcionalmente
substituidas e na posicdo 5 com um grupo metilo podem
servir como agentes anti-inflamatdérios ou antiosteoporose
(Katada et al., 1999). Esses compostos demonstraram que
modulam a atividade de muitos tipos de células incluindo
leucdcitos, que sdo origindrios de células precursoras
hematopoiéticas na medula déssea. A atividade aumentada nos
leucdcitos pode conduzir a varias doencas inflamatdrias;
portanto compostos citotdéxicos para leucdHcitos podem
funcionar como férmacos anti-inflamatdérios. Pensa-se dque
esses compostos suprimem a atividade celular por se ligaram
a integrinas a superficie dos leucdcitos e previnem eventos
de sinalizacdo celular a Jjusante. Tieno[2,3-d]pirimidinas
substituidas na posicdo 4 com grupos heteroariltiois, aril
tiois, arilmetil tiois, heteroarilaminas, benzilamina,
hidroxilo e cloro podem  também ser agentes anti-
inflamatdérios uUteils (Stewart et al., 2001). Esta série de

compostos demostrou inibir a expressdo induzida das



moléculas de adesdo celular na superficie luminal do
endotélio vascular prevenindo assim a adesdo de leucdbdcitos

no sitio da inflamacéo.

Tieno[2,3-d]pirimidinas com uma hidrazina substituida na
posicdo 4 e um grupo fenilo na posicdo 5 (Hozien et al.,
1996), tetrahidrobenzo[b]ltieno[2,3-dlpirimidinas (Ismail et
al., 1995), tieno[2,3-d]pirimidinas as quais tém um grupo
hidrogénio, cloro, hidrazina, heterociclilo, amino, metilo,
etilo ou fenilo na posicdo 2, um substituinte alquilamino,
alguilarilamino, amino, dialquilamino ou hidrazina na
posicdo 4, um grupo hidrogénio ou metilo na posicdo 5, um
grupo hidrogénio, metil acetamida ou fenilo na posicdo 6 ou
um tetrametileno na posicdo 5,6 (GB7549025), e a série
lider de 5-fenil- e 5,6-tetrametilenotieno[2, 3-
dlpirimidinas com metilo ou fenilo na posicdo 2 e
alguilamino ou arilamino na posicdo 4 (Konno et al., 1989)
todos demonstraram ter atividade antimicrobiana.
Tetrahidrobenzotieno[2,3-d]pirimidina com a porgcdo 2-0xXo0-3-
pirrolidinilmetileno-hidrazina na 4 posicdo demonstrou ter
alguma atividade herbicida contra Abutilon theophrasti (Ram
et al., 1981). Foi também descrito que 4-
clorotetrahidrobenzotieno[2,3-d]pirimidina é herbicida,
tetrahidrobenzotieno-[2,3-d]pirimidinas com um substituinte
tiol, hidrazina, 2-fluorocanilino, 3-fluoroanilino ou 4-
dietilanilino na posicdo 4 sdo bactericidas contra
Streptococcus fecales e tetrahidrobenzotieno[2, 3-
dlpirimidinas com um substituinte 2,4-diclorobenzilamino ou
2-fluorocanilina na posicdo 4 sdo fungicidas contra Pythium
(Ram, 1979). Tieno[2,3-d]pirimidinas com um grupo
hidrogénio, hidroxilo, tiol, halogénio ou ciano na posicéo
2, grupos algquilamino, arilalquilamino ou hidroxialquil

amino na posicdo 4, um hidrogénio, alquilo ou halogénio na



posicdo 5 e/ou 6 ou alguileno na posicdo 5,6 foram

descritas como agentes de controlo de carracas (AU 521790).

Noutros sitios, tetrahidrobenzol[b]ltieno[2,3-d]lpirimidinas
apresentaram atividade antitumoral (Shehata et al., 1996) e
metade da atividade analgésica da aspirina (Moneer et al.;
1994), uma série de tieno[2,3-d]lpirimidinas com 4-
alquilamino ou arilamino, 5-H ou 5-metilo, 6-metilo ou 5, 6-
tetrametileno demonstraram ter potencial Como
anticitoquininas (Jordis et al., 1986), uma série de 5,06-
dimetil-tieno[2,3-d]lpirimidinas e 5, 6-
tetrametilenotieno[2,3-d]pirimidinas, ambas substituidas na
posicdo 2 com arilaminas ou aminas heterociclicas e na
posicéo 4 com arilaminas apresentaram propriedades
inibidoras da agregacdo de ©plagquetas sanguineas (DD
226893), pirano- e tiopirano[3,4-b]ltieno[5,4-d]pirimidinas
com a posicdo 4 substituida com amino, butilamina, anilina,
ciclohexilamina, benzilamina, fenetilamina e 2=
hidroxietilamina foram descritas como exibindo atividade
anticonvulsiva (Noravyan et al., 1977), e 4-[(Benzo-2,1,3-
tiadiazolil-4)amino]-5,6,7,8-tetrahidrobenzotieno-(2,3-d) -

pirimidina foi descrita como possuindo atividade anti-

helmintica em equinococose alveolar larval (RU 2116309).

Tieno[2,3-d]pirimidinas com um grupo amina substituido na
posicdo 4, substituicdo de hidrogénio, algquilo ou halo nas
posicdes 5 e 6 e uma cadeia algquilo na posicdo 2 sé&o
reivindicadas como sendo inibidores da fosfodiesterase V e
Uteis no tratamento de doencas cardiovasculares e para

disturbios na poténcia (DE 10104802)

Noutros sitios, 5-alquil tieno[2,3-d]pirimidinas com um
substituinte piperazinilo na posicdo 4 verificou-se serem

inibidoras da troca de sédio/protdo e uUteis no tratamento



de varios disturbios cardiovasculares, incluindo angina de

peito e arritmia (WO 01/27107).

4-[ (fenil)amino]-tieno[2,3-d]pirimidinas carregando um
substituinte 5-tiofenilo e um substituinte 2-metilo
verificou-se terem atividade moluscicida (Hosni et al,

Acta Poloniae Farmaceutica, 1999, 56(1), 49-50).

Recentemente as tienopirimidinas foram também descritas

como potentes inibidores de VEGFR (Munchhof, 2004).

Muitas publicac¢des divulgam compostos gque sdo indicados
como atuadores nos canais de potéssio. Portanto, a
US6531495 divulga 2-aminometilbifenil-2-carboxamidas, a
W02002/100825 divulga amidas do &cido antranilico como
antiarritmicos e a W02002/036556 divulga
acilaminoalquilbenzenosulfonamidas como agentes

cardiovasculares.

Compostos tienopirimidina que s&do Uteis como inibidores dos
canais de potéssio, particularmente por inibirem os canais
de potéssio Kvl.5 ou KV (ur) » S&o descritos na WO

2004/111057.

DIVULGAGCAO DA INVENGCAO

Um primeiro aspeto da invencdo fornece um composto de

férmula (Ia)




ou um seu sal ou éster farmaceuticamente aceitéavel.

Numa forma de realizacdo, o composto & de foérmula (Ib).

=
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(Ib).

Noutra forma de realizacdo, o composto é de férmula (Ic).

Noutra forma de realizacdo, o composto de férmula (Ia)
compreende uma mistura dos compostos das férmulas (Ib) e
(Ic). Numa forma de realizacdo adicional, o composto de
férmula (Ia) compreende uma mistura racémica dos compostos
das férmulas (Ib) e (Ic). Numa forma de realizacédo
alternativa adicional, o) composto de féormula (Ia)
compreende um excesso enantiomérico do composto de férmula

(Ib) ou um excesso enantiomérico do composto de férmula
(Ic).



Um segundo aspeto da invencdo fornece uma composicédo
farmacéutica compreendendo pelo menos um dos compostos
acima e, opcionalmente, um ou mais excipientes

farmaceuticamente aceitiveis.

Os compostos e composicdes da invencdo sdo inibidores dos
canais de potéassio que sdo particularmente Uteis para
inibir os canais de ©potassio Kvl.5 ou Kvyr Ppara o
tratamento de arritmia cardiaca nos atrios tais como
fibrilacdo atrial. Esta invencdo ndo estd limitada a tratar
arritmias cardiacas, os compostos sdo também uteis para
tratar doencas dque requerem a inibicdo dos canais de
potédssio (por exemplo, Shieh et al., 2000; Ford et al.,
2002) .

Um terceiro aspeto da invencdo fornece portanto um composto
ou composicdo da invencdo para uso na inibicdo dos canais
de potédssio. Além disso, este aspeto da invencdo fornece
ainda o uso de um composto da invencdo para o fabrico de um
medicamento para uso na inibicdo de canais de potéssio.
Conforme aqui wusado, "uso na inibicdo dos canais de
potdssio" inclui usos para tratar ou prevenir um disturbio
que responde a inibicdo da funcdo dos canais de potéassio.

Este distlrbio pode ser arritmia.

Os compostos da invencdo tém propriedade mais vantajosas do
que os da técnica anterior, em particular em termos de

poténcia e/ou seletividade.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Mistura racémica

Uma "mistura racémica" contém quantidades aproximadamente

iguais dos compostos de férmula (Ib) e fédrmula (Ic). Por
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outra palavras, um composto ou composicdo compreendendo uma
"mistura racémica" dos compostos de férmula (Ib) e de
férmula (Ic) contém uma mistura de aproximadamente 1:1, ou

50:50 dos compostos.

Excesso enantiomérico

Um composto ou composicdo compreendendo um "excesso
enantiomérico" do composto de fdérmula (Ib) ou do composto
de fédrmula (Ic) compreende mais desse enantidmero do que do

outro (também conhecido como uma mistura escalémica).

O excesso enantiomérico é o excesso de um composto em
relacdo a outro, expresso como percentagem da totalidade.
Por exemplo, uma mistura 98:2 do composto de fdérmula (Ib)
em relacdo ao composto de férmula (Ic) tem um excesso
enantiomérico de 96 % do composto de férmula (Ib). Assim,
0s compostos e composicdes da invencdo podem compreender um
excesso enantiomérico do composto de férmula (Ib) de pelo
menos 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %,
50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95

o\

ou até 100 % (isto ¢, enantiomericamente puro, até ao
limite de detecéo de pureza). Alternativamente, 0s
compostos e composicdes da invencdo podem compreender um
excesso enantiomérico do composto de férmula (Ic) de pelo
menos 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %,
50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %
ou até 100 %.

o\

Nomenclatura R e S

Conforme aqui usado, o termo isdmero "R" ou "S" refere-se
aos dois enantidémeros possiveis de acordo com o Sistema
Cahn-Ingold-Prelog adotado por International Union of Pure

and Applied-Chemistry (IUPAC). Assim, o composto de férmula
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.

(Ib) é& o "isdémero S" e o composto de férmula (Ic) € o

"isdmero R".

Um seu sal ou éster farmaceuticamente aceitdvel

0 termo "éster farmaceuticamente aceitavel" inclui
compostos da invencdo nos quais o atomo de hidrogénio do
grupo &alcool pode ser substituido para formar um éster (por
exemplo, o &tomo de hidrogénio pode ser substituido por

C(0)Ci_galgquilo).

0O termo "sal farmaceuticamente aceitédvel" inclui um sal
preparado a partir de 4cidos ou Dbases ndo tdxicos
farmaceuticamente aceitéveis incluindo &cidos ou Dbases

inorgdnicos ou orgénicos.

Sais de adicdo de é&cido farmaceuticamente aceitéveis dos
compostos da invencdo incluem, mas ndo se limitam, aos
acidos inorgénicos tais como 4acidos hidrohéalicos (por
exemplo, dcido cloridrico, brémico e idédico), adcido
sulfirico, &cido nitrico, e &acidos fosféricos. Além disso,
sais de adicdo de é&cido farmaceuticamente aceitédveis dos
compostos da invencdo incluem, mas ndo se limitam, aos
acidos orgédnicos tais como as classes de acidos orgéanicos
alifdtico, aromatico, carboxilico e sulfdnico, exemplos dos
quais incluem: &acidos monocarboxilicos alifaticos tais como
dcido férmico, é&cido acético, &cido propidnico ou acido
butirico; &cidos hidroxi alifdticos tais como &cido latico,
dcido citrico, &cido tartédrico ou &cido malico; &acidos
dicarboxilicos tais como &acido maleico ou &acido sucinico;
acidos carboxilicos aromaticos tais como acido benzoico,
acido p-clorobenzoico, acido fenilacético, dcido
difenilacético ou &cido trifenilacético; &cidos hidroxilo
aromdticos tais como 4&cido o-hidroxibenzoico, &cido p-
hidroxibenzoico, &cido 1l-hidroxinaftaleno-2-carboxilico ou

dcido 3-hidroxinaftaleno-2-carboxilico; e &cidos sulfdnicos
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tals como &cido metanosulfdénico, &cido etanosulfdénico ou
4dcido Dbenzenosulfdénico. Outros sais de adicdo de &cido
farmaceuticamente aceitédveis dos compostos da invencéao
incluem, mas ndo se limitam a, acido glicdélico, é&cido
glucordnico, acido furoico; acido glutémico, acido
antranilico, dcido salicilico, dcido mandélico, adcido
embdénico (pamoico), &cido pantoténico, 4&cido esteédrico,

dcido sulfanilico, &cido algénico, e acido galacturédnico.

Sais bésicos farmaceuticamente aceitdveis dos compostos da
invencdo incluem, mas ndo se limitam a, sais de metais tais
como sais de metais alcalinos ou alcalino terrosos (por
exemplo, sais de sédio, potéssio, magnésio ou calcio) e
sals de =zinco ou de aluminio. Além disso, sals Dbésicos
farmaceuticamente aceitédveis dos compostos da invencéo
incluem, mas ndo se limitam a, sais formados com amdédnia ou
aminas organicas farmaceuticamente aceitédveis ou Dbases
heterociclicas tais como etanolaminas (por exemplo,
dietanolamina), benzilaminas, N-metil-glucamina,

aminocacidos (por exemplo, lisina) ou piridina.

Sintese

Os compostos de férmula (I) podem ser preparados como
racemato, como uma mistura escalémica, ou como um
enantidémero qguiralmente puro usando vias descritas no

esquema 1 a seguir:
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Isto inclui a preparacdo dos compostos de foérmula (I)
usando a "via linear" andloga a via sintética descrita na
W02004/111057 dos compostos de fédrmula (II) e aminoetanol.

Tipicamente, esta reacdo é realizada usando um reagente de

acoplamento tal como l-etil-3-(3-dimetilaminopropil) -
carbodiimida (EDC) ou 2-(7-aza-1H-benztriazole-1-1i1) -
1,1,3,3-tetrametilurdnio hexafluorofosfato (HATU)

utilizando métodos padrdo familiares dos especialistas na
técnica tal como reacéao em solvente tal como
tetrahidrofurano, acetonitrilo ou dimetilformamida numa
gama de temperaturas desde temperatura ambiente até a de
refluxo. Alternativamente, os compostos de férmula (I)
podem ser preparados a partir de compostos de férmula (III)
por deslocamento do substituinte 2-cloro com um composto de
férmula (IX) na presenca de uma base tal como N,N-

diisopropiletilamina e um solvente tal como N-metil



14

pirrolidinona com aquecimento convencional ou radiacdo de

micro-ondas.

Os compostos de fdérmula (II) podem ser preparados a partir
de um composto de férmula (III) por deslocamento do
substituinte 2-cloro com &acido nipecdtico disponivel
comercialmente, na presenca de uma Dbase tal como N,N-
diisopropiletilamina e um solvente tal como N-metil
pirrolidinona com aquecimento convencional ou radiacdo de

micro-ondas.

=N

Os compostos de fédrmula (III) sdo facilmente sintetizados a
partir dos compostos de fdérmula (IV) por uma reacdo de
substituicéo nucleofilica com 2-aminometilpiridina,
opcionalmente na presenca de um solvente e uma base, e
opcionalmente a temperatura elevada ou com radiacdo de
micro-ondas. Preferencialmente, o solvente (se presente) é
um &lcool, preferencialmente etanol e a base & uma base de
azoto impedida tal como trietilamina. A reacgdo & realizada

a temperaturas ambientes.
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Um composto de fédrmula (IV) pode ser sintetizado por reacédo
de um composto de fédrmula (V) com um reagente de clorinacéo

tal como dicloreto fenilfosfdénico ou oxicloreto fosforoso.

Os compostos de férmula (V) podem ser sintetizados por
reacdo de um composto de fédrmula (VI) com um cianato de

metal alcalino, preferencialmente cianato de potéassio.

(VD)

Um composto de férmula (VI) pode ser preparado por "reacdo
de Gewald" na qual um composto de fdérmula (VII) é reagido
sob condic¢des bésicas e num solvente adequado tal como
etanol, com enxofre em pd. Preferencialmente, a base &
diisopropiletilamina (base de Hinig) e o solvente pode ser
um alcool, preferencialmente etanol, e a reacdo ¢é

realizada entre 25 e 65°C.
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(VID

Os compostos de férmula (VII) podem ser preparados por
reacdo de condensacdo de Knoevenagel aquecendo o composto
de férmula (VIII) com etilcianocacetato (NCCH;COzEt) na
presenca de um A&acido e acetato de amdénio num solvente
adequado tal como tolueno, opcionalmente com remocdo de
dgua azeotrdpica. Preferencialmente, o 4&cido ¢é A&cido
acético. Isto origina o éster ciano alquilideno como um

par de isdémeros geométricos (E e 7).

(VIID)

i
OH
HN N

(IX)
O composto de férmula (IX) pode ser preparado a partir do
composto de férmula (X) por hidrdlise do grupo protetor t-
butil carbamato (BOC) com um &acido forte num solvente tal
como diclorometano. Tipicamente, o) adcido é acido

trifluoroacético.

0 o |
L/f%rorn\T:::jﬁﬂ\ﬁ/A\v/OH
| X)

&

O composto de férmula (X) pode ser preparado a partir do
composto de fédrmula (XI) e aminoetanol. Tipicamente, esta

reacdo ¢é realizada usando um reagente de acoplamento tal
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como l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) ou
2-(7-aza-1lH-benztriazole-1-1i1) -1,1,3,3-tetrametilurdnio
hexafluorofosfato (HATU) utilizando métodos padréio
familiares dos especialistas na técnica tal como reacédo
num solvente tal como tetrahidrofurano, acetonitrilo ou
dimetilformamida numa gama de temperaturas desde a

temperatura ambiente até a de refluxo.

o
/% Q/ILULDH
XD

Composicbes farmacéuticas

Conforme aqui discutido, os compostos da invencdo sé&o
Uteis no tratamento de varias condig¢des. Assim, o segundo
aspeto da invencdo fornece uma composicdo ou formulacéo
farmacéutica compreendendo pelo menos um composto da
invencéao e opcionalmente um ou mais excipientes

farmaceuticamente aceitéveis.

Excipientes tipicos farmaceuticamente aceitéveis incluem:

¢ diluentes, por exemplo, lactose, dextrose, sacarose,

manitol, sorbitol, celulose e/ou glicina;

. lubrificantes, por exemplo, silica, talco, dcido
esteédrico, 0 seu sal de magnésio ou calcio e/ou
polietilenoglicol;

* ligantes, por exemplo, silicato de magnésio e aluminio,

pasta de amido, gelatina, tragacanto, metilcelulose,

carboximetilcelulose de sédio e/ou polivinilpirrolidona;

+ desintegrantes, por exemplo, amidos, agar, acido
alginico ou o seu sal de sédio, ou misturas efervescentes;

e/ou

» absorventes, corantes, e/ou adocantes.
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As composicdes da invencdo podem ser apresentadas em formas
de doses unitérias contendo uma gquantidade pré-determinada
de cada componente ativo por dose. Essa unidade pode ser
adaptada para fornecer 5-100mg/dia do composto,
preferencialmente 5-15mg/dia, 10-30mg/dia, 25-50mg/dia 40-
80mg/dia ou 60-100mg/dia. Para compostos da invencdo, doses
na gama de 100-1000mg/dia sdo fornecidas, preferencialmente
100-400mg/dia, 300-600mg/dia ou 500-1000mg/dia. Essas doses
podem ser fornecidas numa dose Unica ou como varias doses
discretas. A dose final wvai depender da condicdo a ser
tratada, da via de administracdo e idade, peso e condicéo

do paciente e vai ser a descricdo do médico.

As composicdes da invencdo podem ser adaptadas para

administracdo por qualquer via apropriada, por exemplo

por via oral (incluindo bucal ou sublingual), retal,
nasal, tépica (incluindo bucal, sublingual ou
transdérmica), vaginal ou parentérica (incluindo

subcutéanea, intramuscular, i1intravenosa ou intradérmica).
Essas formulacdes podem ser preparadas por dualqgquer
método conhecido na técnica de farmécia, por exemplo
associando o componente ativo com o(s) transportador (es)

ou excipiente(s).

As formulacdes farmacéuticas adaptadas para administracéo
oral podem se apresentadas como unidades discretas tais
como capsulas ou comprimidos; pds ou grénulos; solucgdes ou
suspensdes em liquidos agquosos ou n&do agquosos; espumas ou
cremes batidos comestiveis; ou emulsdes liquidas 6leo-em-

agua ou emulsdes liquidas agua-em-dleo.

As formulacdes farmacéuticas adaptadas para administracéo
transdérmica podem ser apresentadas como emplastros
discretos com a intencdo de permanecerem em contacto

intimo com a epiderme do recetor durante um periodo de



19

tempo prolongado. Por exemplo, o componente ativo pode ser
aplicado a partir do emplastro por iontoforese como
geralmente descrito em Pharmaceutical Research, 3(6), 318

(1986) .

As formulacdes farmacéuticas adaptadas para administracéo
tépica podem ser formuladas como pomadas, cremes,
suspensdes, locgdes, pds, solucdes, pastas, géis, sprays,

aerossdis ou Oleos.

Para aplicacdes no olho ou outros tecidos externos, por
exemplo boca ou pele, as formulacdes sdo
preferencialmente aplicadas como uma pomada tépica ou
creme. Quando formulados numa pomada, © componente ativo
pode ser empregue numa base de pomada parafinica ou
miscivel em agua. Alternativamente, o componente ativo
pode ser formulado num creme com uma base de creme 6leo-

em-agua ou uma base agua-em-&leo.

As formulacdes farmacéuticas adaptadas para administracédo
tépica no olho incluem gota para os olhos em gque ©
componente ativo é dissolvido ou suspenso num transportador

adequado, especialmente um solvente aquoso.

As formulacdes farmacéuticas adaptadas para administracédo

tépica na boca incluem losangos, pastilhas e elixires.

As formulacdes farmacéuticas adaptadas para administracéo

retal pode ser apresentadas como supositdérios ou enemas.

As formulacdes farmacéuticas adaptadas para administracédo
nasal em que o transportador é um sdélido incluem um pd
grosseiro com um tamanho de particula por exemplo na gama
de 20 até 500 microns que é administrado de modo a que se

faca a inalacdo, isto &, por inalacdo rapida através da
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passagem nasal a partir de um recipiente com o pd mantido
perto do nariz. Formulacdes adequadas em que o)
transportador ¢é um liquido, para administracdo como um
spray nasal ou como gotas nasais, incluem solucdes agquosas

ou em 6leo do componente ativo.

As formulacdes farmacéuticas adaptadas para administracéo
por inalacdo incluem pds de particulas finas ou névoas que
podem ser geradas por meio de varios tipos de aerossdis de
dose calibrada pressurizados, nebulizadores ou

insufladores.

As formulacdes farmacéuticas adaptadas para administracédo
vaginal podem ser apresentadas como pessarios, tampdes,

cremes, géis, pastas, espumas ou formulacdes em spray.

As formulacdes farmacéuticas adaptadas para administracédo
parentérica incluem solucgdes de injecdo estéreis aquosas e
ndo-aquosas que podem conter antioxidantes, tampdes,
bacteriostadticos e solutos que tornam a formulacédo
isotdédnica com o sangue do recetor pretendido; e suspensdes
estéreis aquosas e ndo-aquosas que podem incluir agentes
de suspensdo e agentes espessantes. As formulacdes podem
ser apresentadas em recipientes de doses unitédrias ou
multidose, por exemplo ampolas seladas e frascos, e podem
ser armazenadas em condicdes de secagem por congelacédo
(liofilizadas) exigindo apenas a adicdo do transportador
liquido estéril, por exemplo dgua para injecdes,
imediatamente antes do uso. As solucdes e suspensdes para
injecdo extempordnea podem ser preparadas a partir de pds

estéreis, grénulos e comprimidos.

Formulacdes de dosagem unitédria preferidas s&o as gue

contém uma dose didria ou subdose, como agqui mencionado



21

acima, ou uma sua fracdo apropriada, de um componente

ativo.

Deve ser entendido que para além dos componentes
particularmente mencionados acima, as formulacdes podem
também incluir outros agentes convencionais na técnica
tendo em consideracdo o tipo de formulacdo em questdo, por
exemplo as adequadas para administracdo oral podem incluir

agentes aromatizantes.

MODOS PARA REALIZAR A INVENGAO

Os seguintes protocolos descrevem a preparacdo de:-

1. racemato feito usando a "via convergente" (Exemplos 1
até o)
2. enantidémeros feitos usando a "via convergente" (Exemplos

1 até 5 e 7 até 12)

3. enantidmeros feitos usando a "via linear" (Exemplos 1

até 5 e 13 até 10)

Sintese e determinacdo dos enantidmeros

O composto enantiomericamente puro desejado foi obtido pela
selecdo cuidadosa dos reagentes e o uso de condicdes
experimentais apropriadas e sequéncia em particular no que
respeita aos passos de formacdo do centro quiral e reacédo
subsequente. Foi determinado durante o curso da sintese que
a "via linear" era menos propensa a racemizacdo uma vez gue
a ligacdo de formacdo da amida final pode ser realizada a
temperatura mais baixa ao contrario da "via convergente"
que forneceu melhores rendimentos mas com racemizacdo

detetével.
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Para a "via linear", enantidémeros puros do &cido nipecdtico
foram obtidos por resolucdo cléssica do é&cido nipecdtico
racémico barato disponivel comercialmente usando &cido 1-
(S)-canfora sulfdénico como 0 agente de resolucéo,
determinando a anédlise ee apds formar um derivado BOC de

uma amostra.
A pureza enantiomérica foi determinada por HPLC Quiral.

Métodos analiticos

Espetros de ressondncia magnética proténica (‘H NMR) foram
registados num espetrdémetro Varian 400MHz Mercury Plus.
Todos os espetros foram determinado em dmso-d6 a menos que
indicado de outro modo e as alteracdes quimicas foram
registadas em unidades (sigma) a jusante do
tetrametilsilano padrdo interno (TMS) e as constantes de
acoplamento interprotdes sdo registadas Hertz (Hz), os
padrdes de divisdo sdo designados <como Sse segue: s,
singleto; d, dupleto; t, tripleto; g, quadrupleto; m,
multiplo; br, pico amplo; dd, dupleto de dupleto; dt,
dupleto de tripleto; bs, singleto amplo; dg, dupleto de

quarteto.

0Os espetros de IR foram determinados num instrumento

Perkin Elmer Spectrum One.

Os espetros de massa foram determinados num instrumento

Agilent 6310 Ion trap.

A andlise de HPLC (método (a)) foli realizada num sistema

Waters 2695 usando coluna ZORBAX SB C-18 (4,6 x 50mm):;

Fase mével: A: 0,05% TFA (AQ,) B: 0,05% TFA (MeCN); T%B:
0/20; 5/90; 8/90, 8,1/20; taxa de fluxo 1,0mL/min;
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Coluna quiral: Chiralpak IC (4,6X250mm)5u, fase mdével: A:
Hexano, B: EtOH (70:30); taxa de fluxo 0,8mL/min durante

40 minutos.

Os pontos de fusdo foram determinados num instrumento EX-
Melt (Modelo: MPA120).

Alternativamente, a andlise de HPLC (método (b)) foi
realizada com: sistema de tratamento de fluido Waters 616,

detetor de arranjo fotodiodo Waters 996.

Coluna quiral: Daicel Chiralpak AD-H (Chiral technologies)
que regista a pureza quiral a 244nm; fase mdével 803

Hexanos:20%EtOH; taxa de fluxo 0,8mL/min; temp 40 °C.

Os espetros de massa foram determinados num instrumento de

série Agilent 1100 (Modelo: G1946C).

Usando a informacdo aqui descrita os seguintes compostos
podem ser sintetizados os quais sdo dados apenas como
exemplo. O perfil farmacoldgico dos compostos da presente
invencdo pode ser facilmente avaliado pelos especialistas
na técnica wusando experimentacdo de rotina, tal como
procedimentos e técnicas aqui ilustradas e descritas em

pormenor em Ford et al., 2002.



24

Exemplo 1
Ester etilico do &cido (2Z)-2-ciano-3-fenil-but-2-enoico

(VII)

Uma mistura agitada de acetofenona (VIII) (180g,
1,5mo0l), etil cianocacetato (170g, 1,3mol), acetato de
aménio (23,1g), &cido acético (72g) e tolueno (300mL)
foi aquecida sob refluxo durante 18 horas enquanto a
dgua foi removida da reacdo por destilacdo azeotrdpica.
A mistura foi deixada arrefecer até a temperatura
ambiente, tolueno (100mL) foi adicionado, depois a
mistura foi lavada com &gua (3 x 100mL). As lavagens
aquosas combinadas foram agitadas com tolueno (50mL),
depois as solucdes de tolueno combinadas foram secas em
sulfato de magnésio, filtradas e o solvente foi removido
em véacuo. O 6leo residual foi destilado sob presséo
reduzida para originar éster etilico do &acido 2-ciano-3-
fenil-but-2-enoico como um 6leo (309g) gque foi usado sem

purificacdo adicional.

Exemplo 2
Ester etilico do acido 2-amino-4-fenil-tiofeno-3-

carboxilico (VI)
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Ester etilico do acido 2-ciano-3-fenil-but-2-enoico
(513,259, 2,3mol) foi adicionado a temperatura ambiente até
uma suspensdo agitada vigorosamente de enxofre em pd (769,
2,3mol) em etanol (500mL) . Dietilamina (200mL) foi
adicionada em porcgdes ao longo de 20 minutos, tempo durante
o qual a temperatura da reacdo subiu para 62°C. A mistura
foi deixada arrefecer até 36°C, depois foi aquecida até
50°C e agitacdo a essa temperatura foli continuada durante 1
hora. Depois deste tempo, a agitacdo foi descontinuada, a
solucdo quente foi removida por decantacdo de enxofre néo
reagido, depois foi deixada arrefecer até a temperatura
ambiente. O sélido resultante foi recolhido por filtracéo,
lavado com um pouco de etanol frio e seco em vacuo para
originar éster etilico do &acido 2-amino-4-feniltiofeno-3-
carboxilixo como um sélido cor-de-laranja (195g) o qual foi

usado sem purificacdo adicional.

Exemplo 3
5-Fenil-1H-tieno[2,3-d]pirimidina-2,4-diona (V)

O
ST N7 o
H
Ester etilico do adcido 2-amino-4-fenil-tiofeno-3-
carboxilico (2,0qg, 8, lmmol), e Cianato de Potéssio

(Aldrich, 2,0qg, 24, 3mmol) foram adicionados a &cido
acético glacial (VWR, 20mL) e agitados a temperatura
ambiente durante 18h. A reacdo foi diluida com agua (50mL)
e o0 precipitado resultante filtrado, lavado com &gua e
seco até um bolo himido. O sdélido foi suspenso em &gua

(100mL) e tornado alcalino até pH 12-14 por adicdo de
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hidréxido de sdbédio concentrado. A suspensdo resultante foi
aquecida a 100°C durante 2h  com agitacéo, depois
arrefecida até a temperatura ambiente e acidificada por
adicdo de &acido acético glacial. O sé6lido resultante foi
recolhido por filtracédo, lavado com &gua € Seco em VACuo a
40°C para originar 5-Fenil-1H-tieno[2,3-d]pirimidina-2,4-

diona como um sdélido branco. Rendimento= (1,1g, 56%).

Exemplo 4
2,4-Dicloro-5-fenil-tieno[2,3-d]pirimidina (IV)

Uma mistura agitada de 5-Fenil-1H-tieno[2,3-d]pirimidina-
2,4-diona (1,07g, 4,39mmol) e dicloreto fenil fosfdbénico
(Aldrich, 10mL, excesso) foi aquecida a 150°C durante 7h
depois deixada assentar a temperatura ambiente durante 18
horas. A solucdo escura resultante foi deitada em &gua
gelada e extraida com DCM (3 x 150mL). Os extratos
combinados foram lavados com solucgdo saturada de carbonato
de hidrogénio e sdédio (150mL) e secos (MgS0O4). O solvente
foi removido em vacuo e o residuo oleoso triturado com éter
de petrdleo a 40-60°C para originar 2,4-Dicloro-5-fenil-
tieno[2,3-d]pirimidina como um sélido amarelo péalido.

Rendimento = (0,82g, 66%).
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Exemplo 5
(2-Cloro-5-fenil-tieno[2,3-d]pirimidin-4-il)-piridin-

2-ilmetil-amina (III)

Uma mistura de 2,4-Dicloro-5-fenil-tieno[2,3-d]pirimidina
(1,77g, 6,3mmol), 2-aminometilpiridina (Aldrich, 782uL,
7,6mmol), e trietilamina (VWR, 1,06mL; 7,63 mmol) foi
refluxada em etanol (30mL) durante 3 horas. Ao arrefecer,
a reacdo foi deitada em agua (300mL) e agitada durante 1
hora. O precipitado resultante foi filtrado, lavado com
dgua (2 x 30mL) e seco sob vacuo a 40°C para originar (2-
Cloro-5-fenil-tieno[2,3-d]pirimidin-4-il)-piridin-2-

ilmetil-amina como um sbélido amarelo palido. Rendimento =

(1,559, 70%).

Racemato - via convergente

Exemplo 6

(Racémico) (2-Hidroxi-etil)-amida do 4&cido 1-{5-Fenil-4-
[ (piridin-2-ilmetil) -amino] -tieno[2,3-d]pirimidin-2-il}-

piperidina-3 carboxilico (Ia)
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(2-Cloro-5-fenil-tieno[2,3-d]pirimidin-4-il) -piridin-2-

ilmetil-amina (44mg, 0,124mmol), (2-hidroxietil)amida do
adcido piperidina-3-carboxilico (Fluorochem, 32mg,
0,188mmol, 1, 5eq) e N,N-diisopropiletilamina (Aldrich,
0,188mmol) foram dissolvidos em N-Metil Pirrolidinona
{1,5mL) num tubo de micro-ondas Biotage e aquecidos até
200°C e mantidos a esta temperatura durante 30 min. Apds
arrefecimento, os solventes foram removidos em véacuo. O
residuo foi triturado com DCM (2x10mL) e os extratos
combinados, concentrados e ©purificados por TLC prep
(eluente MeOH/DCM 10%) para originar o produto como um bleo
amarelo, o qual solidificou lentamente apds repouso até um
s6lido tipo cera. O sdélido tipo cera pode ser convertido
num pd de fluxo livre por agitacdo em éter dietilico

durante 1-2h (0,5g em 10mL). Rendimento=18,3mg (30%)

EFnantidmeros - via convergente
Exemplo 7
Ester tert-butilico do acido (S) -3-(2-hidroxi-

etilcarbamoil) -piperidina-l-carboxilico

Ester l-tert-butilico do acido (S)-Piperidina-1, 3-
dicarboxilico (500mg, 2,2mmol), HATU (833 mg, 2,2mmol) e
Di-isopropiletilamina (761 uL, 4,4mmol) foram agitados em
DCM seco (10mL) num banho de gelo durante 5 min, depois a
temperatura ambiente durante 5 min. Etanolamina (198 ulL,
3,28mmol) foi adicionada e a reacdo agitada a temperatura
ambiente durante 3 horas. A reacdo foi diluida com DCM
(40mL), lavada com &agua (50mL), a camada DCM separada e

seca (MgS0O4) e concentrada. O residuo foi colocado em
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coluna em silica (20g isolute). Eluicdo: MeOH/DCM 0-5%CV,
MeOH/DCM 5%-5% 10CV, MeOH/DCM 5-10% b5CV. TLC visualizado
com  KMnOj. Isto originou o produto como um bleo

transparente (327mg).

Foi preparado de modo semelhante:

Exemplo 8
Ester tert-butilico do acido (R) -3-(2-hidroxi-

etilcarbamoil) -piperidina-1l-carboxilico

Exemplo 9
2 (hidroxi-etil)-amida do acido (S) -Piperidina-3-

carboxilico

O produto da reacdo acima foi agitado em 1:1 de TFA/DCM
durante 2 horas depois concentrado em vacuo até um obleo.
Este foi dissolvido em MeOH (5mL) e carregado num cartucho
SCX de b5g. O cartucho foi lavado com MeOH (10mL), depois o
produto foi eluido com 2M de NH;/MeOH (10mL). A fracdo foi
concentrada para originar um sélido branco. Rendimento =

260mg.
Foi preparado de modo semelhante:
Exemplo 10

(2-hidroxi-etil) -amida do acido (R) -piperidina-3-

carboxilico
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Exemplo 11
(2-hidroxi-etil) -amida do acido (S)-1-{5-fenil-4-
[ (piridin-2-ilmetil) -amino]-tieno[2,3-d]pirimidin-2-il}-

piperidina-3-carboxilico (Ib)

(2-hidroxi-etil)-amida do acido (S) -Piperidina-3-
carboxilico foi reagida com (2-Cloro-5-fenil-tienol[2,3-
dlpirimidin-4-il)-piridin-2-ilmetil-amina como no Exemplo
© acima para originar (2-hidroxi-etil)-amida do &cido (S) -
1-{5-Fenil-4-[ (piridin-2-ilmetil)-amino]-tieno[2, 3-

dlpirimidin-2-il}-piperidina-3-carboxilico como uma espuma

amarela (188qg).

Foi preparado de modo semelhante:

Exemplo 12

(2-hidroxi-etil) -amida do acido (R)-1-{5-Fenil-4-
[ (piridin-2-ilmetil) -amino] -tieno[2,3-d]pirimidin-2-il}-

piperidina-3-carboxilico (Ic)
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Enantidmeros — via linear

Exemplo 13
Sal do acido (S)-Canforsulfonato (S)-Nipecético
Resolugdo quiral do A&cido (S) Nipecético a partir de

mistura racémica comercial

A uma solucdo de é&cido (S)-canforsulfénico (18kg, 77mol)
em acetona (127kg) a 55-58°C, uma solucdo de éacido (R,S)-
nipecédtico (10kg), 77mol) em &gua (20kg) foi rapidamente
carregada. A mistura foi mantida a 55-58°C até todos os
sbélidos estarem dissolvidos. A solucdo foi lentamente
arrefecida até 20-25°C para precipitar o sal, depois
agitada durante a noite, e isolada. Para aumentar ainda
mais a pureza diastereomérica, o sal resultante foi
recristalizado a partir de acetona (16kg) e agua (4kg) a
55-58°C. Mais uma vez, a solucdo quente foi arrefecida até
20-25°C, agitada durante a noite, e isolada para originar

o sal do &cido-(S)-canforsulfonato (S)-nipecédtico (14kg).

Exemplo 14

Hidrocloreto do acido (S)-Piperidina-3-carboxilico
0
_CI

H
HN OH

Ester l-tert-butilico do acido (S)-Piperidina-1, 3-

dicarboxilico (20kg, 87,2mol) foi tornado em suspensédo
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espessa em acido acético (189kg) e arrefecido até 15 °C. Um
excesso de gas de <cloreto de hidrogénio (9,6kg) foi
carregado e agitado durante ~4 horas para completar a
desprotecdo. A suspensdo espessa foi isolada e o bolo de
filtracdo foi lavado com &dcido acético (2 x 31,5kg). O bolo
de filtracdo foi depois seco em vacuo para obter o produto

(14, 4kg) .

Exemplo 15
Acido (S)-1-{5-Fenil-4-[ (piridin-2-ilmetil) -amino] -

tieno[2,3-d]pirimidin-2-il}-piperidina-3-carboxilico

=N

N

/ | =N o
S NA\I\O)LOH

(2-Cloro-5-fenil-tieno[2,3-d]pirimidin-4-il) -piridin-2-

ilmetil-amina (5,9kg, 16,7mol) e hidrocloreto do acido (S)-
nipecédtico (4,15kg, 25,1mol) foram dissolvidos em
butirolnitrilo (13,9kg). Um excesso de diisopropiletilamina
(8,6kg, 66,9mol) foi adicionado e a mistura aquecida até
110 °C durante 24 a 48 horas para completar a reacdo. Com o
acoplamento completo (<2% de acido nipecdtico
remanescente), a reacdo foi arrefecida até a temperatura
ambiente e foi carregada éagua (29kg). O pH da mistura foi
ajustado até ~10 com 25% de hidréxido de sdédio aquoso
(4,5L) e as camadas separadas. A camada aquosa do produto
foi extraida duas vezes com acetato de etilo (15,9L) depois
cloreto de metileno (23,5kg) foi adicionado a camada aquosa

e o pH ajustado até ~2,5 com &cido cloridrico concentrado
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(6,3kg). As camadas foram separadas e a camada agquosa re-
extraida com cloreto de metileno (2 x 15,7kg). As camadas
de cloreto de metileno foram combinadas e lavadas com &agua
(18kg) depois secas em sulfato de sdédio (5,9kg) e a solucédo
de produto foi mantida para processamento no passo seguinte

(Exemplo 16).

Exemplo 16
2-hidroxi-etil)-amida do 4&cido (S)-1-{5-Fenil-4-
[ (piridin-2-ilmetil) -~amino]-tieno [2,3-d] pirimidin-

2-il}- piperidina-3-carboxilico (Ib)

A solucdo de acido (S)-1-{5-Fenil-4-([piridin-2-ilmetil)-
amino]-tieno[2,3-d]pirimidin-2-il}-piperidina-3-carboxilico
(7,4kg, 16,63mol) (do Exemplo 15) foi arrefecida até 0 °C e
diisopropilamina (4,51kg, 3bmol) e etanolamina (2,03kg,
33,3mol) foram adicionadas. Mantendo a temperatura da
reacdo abaixo de 10 °C, bezotriazolil tetrametilurénio-BF4
(TBTU) (5,9kg, 18,3mol) foi carregado em porcdes depois
agitado a ~5°C até o acoplamento estar completo. A solucédo
de reacdo foi depois filtrada para remover oS sais de TBTU
e lavada com &gua (22,2 L), seguido de duas lavagens com
solucdo aquosa de tampdo &acido citrico/ hidréxido de sdédio
(pH ~5) (2,88kg, 15mol), e finalmente com uma solucédo

salgada (4L). Subsequentemente, a mistura foi carregada com



34

butironitrilo (17,4L) e parcialmente descarregada para

precipitar o produto diastereomérico. A suspensido espessa

foi filtrada para remover diastereoisdédmero e os filtrados

adicionalmente descarregados até ~1/2 volume. Na mistura
foram carregados heptanos (30,4L) para precipitar o produto
e a suspensdo espessa arrefecida até a temperatura
ambiente. A suspensdo espessa foi filtrada, lavada com
heptanos (10,1L), e seca em vVAacuo para obter o produto
(4,1kg) .

(2-hidroxi-etil)-amida do acido (R)-1-{5-Fenil-4-[

(piridin-2-ilmetil)-amino]-tieno[2,3-d]lpirimidin-2-il}-

piperidina-3-carboxilico (Ic) pode ser preparada de acordo

com uma via andloga aos Exemplos 13 até 16.

Exemplo 17
Os dados analiticos para os compostos representados pelos

exemplos acima sdo mostrados na tabela seguinte.

Ex Espetro de NMR | HPLC Espet HPLC MP FT-IR Amax
'H (400MHz; | (RT) Massa Quiral | (°c) | (cpty
dnso-d6) mins (M'1) (método

(a))

2 0,91 (3H, t), |4,8 248
3,96 (2H, q), (99,5%)

6,15 (1H, s)
7,3 (5H, m)

3 6,67 (1H, s), | (uplc) | 245
7,3 (3H, m), (98, 9%)

7,47 (2H, m)

4 7,51 (5H, m), | (uplc) | 282
7,99 (1H, s) (92%)

5 4,04 (2H, s), | (uplc 353
7,07 (1H, m), [(1,75) (97,06%)

7,23 (1H, m),
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7,4 (1H, d),
7,55 (6H, m)
7,75 (1H,
dt), 8,21
(1H, m)

6 1,3 (1H, m), 3338, 3298,

1,6 (2H, m), |2,67 489 190- [ 3098, 3009,
1,8 (1H, m), | (uplc (99, 8%) 194 2931, 2847,
2,3 (1H, m), |0,91) 1642, 1556,
2,8 (2H, m), 1517, 1504,
3,1 (2H, m), 1484, 1438,
3,4 (2H, m), 1386, 1321,
4,6 (5H, m), 1300, 1255,
6,3 (1H, m), 1220, 1203,
6,95 (1H, s), 1139, 1062
7,2-7,3 (2H,
m), 7,5 (5H,
m), 7,7 (1H,
m), 7,9 (1H,
m), 8,3 (1H,
m)

11 1,3 (1H, m), 98, 3%

(S) 1,6 (2H, m), |- 489, 3 RT=18, | 61- 3426, 3357,
1,8 (1H, m), 4 min 65 1649
2,3 (1H, m),

2,8 (2H, m),
3,2 (2H, m),
3,4 (2H, m),
4,6 (5H, m),
6,3 (1H, t),
6,95 (1H, s),
7,2 (1H, dd),
7,3 (1H, d),
7,5 (5H, m),
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7,7 (1H, dd),
7,9 (1H, m),

8,3 (1H, m)

12 1,3 (1H, m), 97, 6%

(Ry 1,6 (2H, m), |- 489, 3 RT= 71- 3425, 3352,
1,8 (1H, m), 14,87 76 1649
2,3 (l1H, m), MIN

2,8 (2H, m),
3,2 (2H, m),
3,4 (2H, m),
4,6 (5H, m),
6,3 (1H, t),
6,95 (1H, s),
7,2 (1H, dd),
7,3 (1H, d),
7,5 (5H, m),
7,7 (1H, dd),
7,9 (1H, m),
8,3 (1H, m)

Exemplo 18

Método Eletrofisiolégico de Kv1l.5

A capacidade dos compostos da invencdo para inibir os
canais de potéssio Kvl.5 foi medida numa experiéncia
eletrofisioldgica, usando células recombinantes expressando
0 canal de interesse numa experiéncia de “patch clamp” de

célula inteira.

A solucdo de banho externa continha (em mM): 150 de NacCl,
10 de KC1l, 3 de MgCl,, 1 de CaCl,, 10 de HEPES, pH 7,4.
Pipetas de “patch” foram enchidas com wuma solucdo de
elétrodo da composicdo (em mM): 160 de KC1, 0,5 de MgCl,,
10 de HEPES; 1 de EGTA, pH 7,2 com KOH.
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Os compostos foram dissolvidos em DMSO (100 %) e feitos de
fresco num banho externo a concentracédo desejada
(concentracdo de DMSO final = 0,1 %). Todas as experiéncias

foram realizadas a temperatura ambiente.

Para os estudos de “patch-clamp” de célula inteira as
células (CHO estavelmente transfetadas com hK.v1.5) foram
semeadas em lamelas de vidro antes dos registos serem
feitos. As células foram semeadas em placas de Petri
estéreis de 30 mm a uma densidade que permite células
isoladas serem selecionadas para as experiéncias de
“patch clamp”. As placas foram armazenadas numa
incubadora humidificada, com gés (5 % CO0,) a 37 °C até

serem usadas.

Os registos de “patch-clamp” de célula inteira das
correntes de membrana foram feitos apds formacdo de selo
gigaohm entre o elétrodo de “patch” e a célula usando
amplificadores HEKA EPC-9/10 controlados pelo Software
Pulse (Ver8.5x/8.6x, HEKA, Alemanha). As lamelas semeadas
com células foram colocadas numa camara de registo
montada na plataforma de um microscédpio invertido.
Durante a experiéncia a célula de interesse foi
continuamente sobrefundida com solucdo de banho aplicada
por via de uma cénula colocada muito préximo da célula
para permitir o controlo do ambiente da solucéo
extracelular. Apenas as células com uma corrente de
>500pA foram usadas para as experiéncias. Durante as

experiéncias a resisténcia de série total n&o excedeu 10

MQ e foi compensada por um minimo de 70 %. Subtracdo de
vazamento fol realizada online usando um protocolo P/n em

Pulse.
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0Os protocolos de degrau de voltagem eletrofisioldgicos e
a analise dos dados foram realizados como se segue. Os
dados foram amostrados a bkHz, e filtrados com um
comprimento de onda de -3 dB de 2,5kHz. As células foram
mantidas a uma voltagem de -80mV. As correntes foram
evocadas por um degrau de voltagem de despolarizacdo até
OmV  (900ms) antes de repolarizacdo primeiro a -40mV
(100ms) antes de voltar a -80mV. A forma de onda de
comando foi repetidamente aplicada a cada 5s ao longo da
experiéncia. As correntes médias durante 75-95% do passo
de despolarizacdo para OmV foram analisadas wusando o
software Pulsefit (v8.x, HEKA, Alemanha). O protocolo de
voltagem foi aplicado para se conseguir uma corrente de
linha de base estdvel no banho antes da substéncia de
teste ser sobrefundida por via da cénula; a troca de
fluido demorou aproximadamente 15 s. A substédncia de
teste foi deixada equilibrar e durante esse tempo o
protocolo de voltagem foi repetidamente aplicado e
registado. A percentagem de inibicdo da corrente na
presenca da substdncia de teste foi calculada em relacéo

ao valor do pré-fadrmaco de controlo.
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ICsg
Composto Kvl.b
(nM)

Racemato (2-Hidroxi-etil)-amida do &cido 1- 9
{5-Fenil-4-[(piridin-2-ilmetil) -
amino]-tieno[2,3-d]pirimidin-2-

il}-piperidina-3-carboxilico

Enantidémero (2-Hidroxi-etil)-amida do acido 27
(S) (Ib) (S)-1-{5-Fenil-4-[ (piridin-2-
ilmetil)-amino]-tieno[2, 3-
d]pirimidin-2-il}-piperidina-3-

carboxilico

Enantidmero (2-Hidroxi-etil) -amida do acido 5
(R) (Ic) (R)-1-{5-Fenil-4-[ (piridin-2-
ilmetil)-amino]-tieno[2, 3-
dlpirimidin-2-il}-piperidina-3-

carboxilico

Exemplo 19

Rastreio de Seletividade

Um composto da invencdo e um composto comparativo foram
rastreados nos seguintes ensaios:

1. Navl.5; rastreado em Sophion QPatch usando células CHO
expressando correntes de hNavl.5, estavelmente

transfetadas com cADN de hNavl.5 heterdlogo.

2. Kv4.3; rastreado por “patch clamp” manual de célula
inteira usando células CHO expressando correntes hKv4.3,

estavelmente transfetadas com cADN de Kv4.3 heterdlogo.

3. hERG; rastreado por “patch clamp” manual de célula

inteira usando células HEK293 expressando correntes de
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hERG, estavelmente transfetadas com cADN de hERG

heterdlogo.

4., Kir3.1/3.4; rastreado por “patch clamp” manual de
célula inteira usando células HEK293 expressando correntes
de rKir3.1/3.4, estavelmente transfetadas com CcADN de

rKir3.1 e rKir3.4 heterdlogo.

5. KCNQ1l; rastreado por “patch clamp” manual de célula
inteira usando células CHO expressando correntes de
hKCNQ1/hmink, estavelmente transfetadas com cADN de
hKCNQ1/hmink heterdlogo.

6. Kir2.1l; rastreado por “patch clamp” manual de célula
inteira wusando células HEK293 expressando correntes de
hKir2.1l, estavelmente transfetadas com cADN de hKir2.l1l

heterdlogo.

7. Cavl.2; rastreado usando células GH3 ou células HEK293
expressando correntes de hCavl.2, estavelmente

transfetadas com cADN de hCavl.2 heterdlogo.

As proporcgdes de seletividade para Kv1l.5 como comparado com

0s canais idénicos acima s&o mostradas a seguir:

Canal de Ides Composto da | Composto
invencéao comparativo

Navl.b >350x ~120x

Kv4.3 ~500x 17x

hERG ~275x 54x

Kir3.1/3.4 ~265x ~42x

KCNQ1 ~1200x ~300x

Kir2.1 >400x >1245x

Cavl.2 >1200x >1245x
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Exemplo 20
Inibicdo da corrente Iy, em midcitos atriais humanos
dissociados

Isolamento de midcitos atriais humanos

Espécimes de apéndices atriais humanos (direito ou
esquerdo) foram obtidos de pacientes submetidos a varios
procedimentos cirurgicos cardiacos. O tecido foi obtido a
partir de pacientes qgue deram consentimento do hospital
Papworth Hospital NHS Trust, Cambs. Reino Unido apbs
aprovacdo pela Comissdo “Local Research Ethical Approval
Committee”. O isolamento mecano-enzimatico de midcitos foi
realizado usando um protocolo modificado como descrito por
Wang et al. (1993) e Dobrev et al. (2005). Os midcitos
isolados foram suspensos numa solucdo 'Krafte-briithe' (KB)

modificada até serem usados.

Sistema de registo

Os midcitos foram colocados numa cadmara de registo de
pequeno volume com uma base de lamela de vidro, montada na
plataforma de um microscépio invertido. Durante a
experiéncia, a célula de interesse foil constantemente
sobrefundida com solucdo de banho aplicada por via de uma
cénula colocada muito préximo da célula para permitir o

controlo do ambiente da solucdo extracelular.

0Os registos de “patch-clamp” de célula inteira das
correntes de membrana foram feitos usando um amplificador
HEKA EPC-9/10 apds formacdo do selo Gigaohm entre o
elétrodo de “patch” e o midcito. Pipetas de “patch” de
vidro foram retiradas de vidro de borosilicato. Apenas
miécitos em forma de Dbastonete e estriados foram

selecionados para uso. Capacitédncia e resisténcia em série
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foram compensadas usando software Pulse. 0Os comandos de
fixacdo de voltagem foram gerados usando software Pulse e
os dados foram registados no disco rigido de um PC.
Subtracdo de vazamento ndo foi realizada e as células com
vazamento significativo foram rejeitadas. As experiéncias
foram realizadas a temperatura ambiente. Para minimizar a
contaminacdo proveniente de outras correntes idnicas, as
solucgdes experimentais continham 10 mM de cloreto de
tetraetilaménio (Ix), 100 nM de atropina (Ik,acn), 200 pM de
CcdCl,, (Ica,z; e Ici,ca), 0,5 mM de BaCl, (Ix1 e Ixach) .
Blogueadores foram usados numa concentracdo gque nao se
esperava que afetasse Ixur. A corrente de sdédio (Iya) foi
suprimida usando um banho a base de cloreto de colina. O
degrau de voltagem de despolarizacido foi aplicado a cada
10s para permitir uma corrente de potédssio para fora
composta por um componente transitdrio e sustentado. A
corrente sustentada sensivel a 300 uM 4-AP foi definida

como a corrente retificadora tardia ultrarrapida, Ikur.

Corrente idnica Composto da | Composto
invencéao comparativo

hlgyr 11 nM 154 nM

Abreviaturas

HGNC Comissédo de Nomenclatura Genética HUGO

Kv (ur) Retificador Tardio Ultrarrapido Cardiaco

CHO Células de Ovario de Hamster Chinés

IPs Trifosfato de Inositol

CRAC Corrente de Ca’’ ativado - libertacdo de Cca?’

DMEM Meio de Eagle Modificado por Dulbecco

DMSO Dimetil sulfdéxido

FCS3 Soro de Vitelo Fetal

EBSS Solucédo Salina Equilibrada de Earl




43

WCPC “Patch-Clamp” de Célula Inteira

HEK293 Célula 293 de Rim Embrionédrio Humano
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REIVINDICACOES

1. Composto de férmula (Ia)

X

| (ia>

ou um seu sal ou éster farmaceuticamente aceitével.

2.0 composto da reivindicacdo 1, em que o composto é de

férmula (Ib)

3. 0 composto da reivindicacdo 1, em gque o composto é de

férmula (1c)



4.

10.

2/

O composto da reivindicacdo 1, em gque o composto de
férmula (Ia) compreende uma mistura dos compostos de

férmulas (Ib) e (Ic).

.0 composto da reivindicacdo 4, em gque o composto de

férmula (Ia) compreende uma mistura racémica dos

compostos de férmulas (Ib) e (Ic).

. 0 composto da reivindicacdo 4, em gque o composto de

férmula (Ia) compreende um excesso enantiomérico do

composto de férmula (Ib).

.0 composto da reivindicacdo 4, em que o composto de

férmula (Ia) compreende um excesso enantiomérico do

composto de férmula (Ic).

. Composicdo farmacéutica compreendendo pelo menos um

composto como reivindicado em qualquer uma das
reivindicacées 1 a 7 e, opcionalmente, um ou mais

excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

. Composto ou composicdo como reivindicado em qualquer

uma das reivindicacdes 1 a 8 para uso em tratamento.

Composto ou composicdo como reivindicado em
qualquer uma das reivindicagces 1 a 8 para uso na

inibicdo de canais de potéssio.
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11. O composto ou composicdo como reivindicado na
reivindicacdo 10, em gue o composto ou composicdo é

para uso no tratamento ou prevencdo de arritmia.

12. O wuso de um composto como reivindicado em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7 para o fabrico
de um medicamento para uso na inibicdo dos canais de

potéssio.

13. O uso da reivindicacdo 12 em que o medicamento é

para uso no tratamento ou prevencdo de arritmia.

Lisboa, 4 de Janeiro de 2016
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