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Relatorio Descritivo da Patente de Invecao para "METODOS E
COMPOSICOES PARA INIBIGAO DE POLIMERASE".

Este pedido reivindica a prioridade para o Pedido Provisorio dos
Estados Unidos No. 61/393.522, depositado em 15 de Outubro de 2010 e
Pedido Provisorio dos Estados Unidos No. 61/492.054, depositado em 1 de
Junho de 2011, ambos os quais sdo incorporados aqui por referéncia.

As descri¢des de todas as patentes, pedidos de patente e publi-
cagbes citados aqui sdo incorporadas por meio deste documento por refe-
réncia em sua totalidade.

Antecedentes

A presente invencgao refere-se a doencgas virais sdo responsa-
veis tanto por pandemias globais quanto por epidemias periddicas anuais,
tais como a influenza. Os surtos podem ser caracterizados por viruléncia
potencializada e podem ocorrer repentinamente, resultado em sérias morta-
lidades. De modo importante, as doengas virais nao sao limitadas a huma-
nos. Por exemplo, a influenza também afeta o gado e aves, o que pode ter
impacto significativo no fornecimento de alimentos, adicionalmente ao au-
mento do risco de transmissdo a humanos. Condigdes exemplares relativas
a infecgao viral incluem, por exemplo, influenza, variola, encefalite, doenga
do Virus do Oeste do Nilo, Febre Amarela, Dengue, hepatite, imunodeficién-
cia humana, poélio e Coxsackie.

O genoma do virus da influenza A tem uma RNA polimerase
RNA-dependente, que € um complexo heterotrimétrico de trés subunidades
(PA, PB1 e PB2). A RNA polimerase catalisa a transcrigdo e a replicagao de
RNA viral. Devido a transcri¢ao e replicagado do virus depender da atividade
da RNA polimerase, esta enzima se tornou de interesse como um alvo para
o desenvolvimento de novos compostos antivirais, especialmente no segui-
mento da emergéncia recente de virus resistentes a drogas.

SUMARIO DA INVENCAO

A invencgao prové métodos e composigdes para a inibigdo de po-
limerases de acido nucléico viral, e métodos e composi¢cdes que sao Uteis

para o tratamento,supressao e/ou prevengao de infecgbes virais em sujeitos.
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Os métodos compreendem a administracdo ao sujeito de uma quantidade
terapeuticamente eficiente de um composto de féormula I, ou um sal farma-
ceuticamente aceitavel ou hidrato do mesmo, ou uma composigdo compre-
endendo um composto de formula I, ou um sal farmaceuticamente aceitavel
ou hidrato do mesmo, e um transportador farmaceuticamente aceitavel. A
composigcdo ou o método pode opcionalmente compreender um ou mais a-
gentes antivirais adicionais. Os métodos e composi¢gbes sdo Uteis para o
tratamento, supressao e/ou prevencgéo de infecgbes virais em sujeitos que
podem surgir de infecgdo por um ou mais tipos de virus. Assim, os métodos
e composicoes sao Uteis para tratamento, supressado e/ou prevengéo antivi-
ral de amplo espectro.

A presente invencgao é baseada, em parte, em certas descober-
tas que sao descritas de modo mais completo na secdo Exemplos do pre-
sente pedido. Por exemplo, a presente invengédo & baseada, em parte, na
descoberta de que niveis de titulo viral em células foram marcadamente re-
duzidos mediante o tratamento com um composto de féormula I. Assim, a
presente invengado também prové métodos para a reducao de titulo viral em
um fluido corporal ou célula compreendendo o contato do referido fluido ou
célula com um composto de formula I. A presente invencao é adicionalmente
baseada, em parte, na descoberta de que niveis de titulo viral em células
para varios virus foram marcadamente reduzidos mediante o tratamento com
um composto de féormula 1, indicando atividade antiviral de amplo espectro
para o composto de férmula | contra uma variedade de cepas virais. Assim,
a presente invengao também prové métodos para redugao de titulo viral para
varios tipos, subtipos e/ou cepas de virus em um fluido corporal ou célula
compreendidos pelo contato do referido fluido ou célula com um composto
de férmula I.

Em algumas modalidades, a presente invengéo prové um méto-
do para inibicdo de uma RNA ou DNA polimerase viral compreendendo o
contato da polimerase com uma quantidade inibitéria eficiente do composto
de formula |, ou um sal farmaceuticamente aceitavel, solvato ou hidrato do

mesmo.
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Em algumas modalidades, o método é desempenhado in vivo.

Em algumas modalidades, a presente invengao prové um méto-
do para tratamento de um sujeito sofrendo de uma infec¢gado por RNA viral
que compreende a administragéo ao referido sujeito de uma quantidade te-
rapeuticamente eficiente de um composto de féormula |, ou sal farmaceutica-
mente aceitavel do mesmo.

Em algumas modalidades, o fluido corporal é sangue. Em algu-
mas modalidades, o fluido corporal é plasma. Em algumas modalidades, o
fluido corporal € soro sanguineo.

Em algumas modalidades, o sujeito € um mamifero. Em algumas
modalidades o sujeito € um humano. Em algumas modalidades, o sujeito &
uma ave. Em algumas modalidades, o sujeito € um suino ou porco.

Essas e outras modalidades da invencdo sao adicionalmente
descritas nas segbes a seguir do pedido, incluindo a Descrigdo Detalhada,
Exemplos e Reivindicagoes.

Ainda outros objetivos e vantagens da invengao se tornarao evi-
dentes para aqueles versados na técnica a partir da descricdo aqui, que é
meramente ilustrativa e nao restritiva. Assim, outras modalidades serao re-
conhecidas por um artesdo versado sem desviar do espirito e escopo da
invengao.

RESUMO DAS FIGURAS

FIG. 1 mostra a fosforilagdo do composto 1 em células de carci-

noma hepatocelular humanas (Huh-7).

FIG. 2 mostra a fosforilagao de *H adenosina em células de Huh-

FIG. 3 mostra a fosforilagdo de composto 1 de *H em células de
Huh-7.

FIG. 4 mostra incorporacac de DNA gendomico e RNA total de
composto 1 de °H e °H adenosina em células de Huh-7 ap6s 24h.

FIG. 5 mostra os efeitos de combinagdo de composto 1 e pera-
mivir (um inibidor de neuraminidase) em influenza in vitro.

FIG. 6 mostra o efeito do composto 1 (intramuscular) na perda
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de peso em camundongos infectados com virus da influenza A/Victoria/3/75
H3N2.

FIG. 7 mostra o efeito do composto 1 (oral) na perda de peso em
camundongos infectados com virus da influenza A/Victoria/3/75 H3NZ2.

FIG. 8 mostra o efeito do composto 1 (intraperitoneal, intramus-
cular e oral) na sobrevivéncia de camundongos infectados com o virus Ebo-
la.

FIG. 9 mostra o efeito do composto 1 (intraperitoneal, intramus-
cular e oral) na perda de peso em camundongos infectados com o virus Ebo-
la.

FIG. 10 mostra o efeito do composto 1 (intramuscular e oral) na
sobrevivéncia de camundongos infectados com o virus Ebola.

FIG. 11 mostra o efeito do composto 1 (intramuscular e oral) na
perda de peso em camundongos infectados com o virus Ebola.

FIG. 12 mostra o efeito do composto 1 na sobrevivéncia de
hamsters infectados com o virus da Febre Amarela.

FIG. 13 mostra o efeito do composto 1 na perda de peso em
hamsters infectados com o virus da Febre Amarela.

FIG. 14 mostra a curva farmacocinética oral do composto 1 do-
sado em 10 mg/kg conforme medido em ratos.

DESCRICAO DETALHADA

A invengao prové métodos e composi¢cdes para a inibicao de po-

limerases de acido nucléico viral, tal como RNA e DNA polimerases, e méto-
dos e composicoes que sdo Uteis para o tratamento de infecgbes virais em
sujeitos. Os métodos compreendem a administragéo ao sujeito de uma
quantidade terapeuticamente eficiente de um composto de férmula I, ou um
sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do mesmo, ou uma composigao
compreendendo um composto de formula 1, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel ou hidrato do mesmo, e um transportador farmaceuticamente acei-
tavel. A composicdo ou método pode opcionalmente compreender um ou
mais agentes antivirais adicionais. Os métodos e composi¢des sao Uteis pa-

ra o tratamento, supressdo e/ou prevencao de infecgdes virais em sujeitos
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que podem surgir a partir da infecgao por um ou mais tipos de virus. Assim,
os métodos e composicoes sao Uteis para tratamento, supressao e/ou pre-
vencao antiviral de amplo espectro.

Em particular, a presente invengao refere-se a métodos de tra-
tamento, supressao e/ou prevengao de doengas ou condigbes relativas a
infecgao viral compreendendo a administragédo de um composto de férmula |,
ou sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do mesmo.

Os compostos de férmula (l) sao conforme segue:

(), emque A€ OHouNH;, e BéH

ou NH,.
Assim, em algumas modalidades do composto de formula (1), A
€ NHa.
Em algumas modalidades do composto de férmula (l), B € NH-.
Em algumas modalidades do composto de férmula (1), A € OH.
Em ainda algumas modalidades do composto de féormula (1), B é
H.

Em ainda algumas modalidades do composto de formula (), A é
NH, e BéH.

Em ainda algumas modalidades do composto de formula (1), A &
OH e B & NHa.

Em ainda algumas modalidades do composto de formula (1), A é
NH; e B & NH,.

Em ainda algumas modalidades do composto de féormula (1), A &
OHeBéH.

A presente invengao é baseada, em parte, em certas descober-
tas que sado descritas de modo mais completo na segédo Exemplos do pre-
sente pedido. Por exemplo, a presente invengdo € baseada, em parte, na

descoberta de que niveis de titulo viral em células foram marcadamente re-
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duzidos mediante o tratamento com um composto de férmula I. Assim, em
algumas modalidades, a presente invengao prové metodos para redugéo do
titulo viral em um fluido corporal ou célula compreendido pelo contato do re-
ferido fluido ou célula com um composto de féormula I. A presente invengao &
adicionalmente baseada, em parte, na descoberta de que niveis de titulo
viral em células para varios virus foram marcadamente reduzidos mediante o
tratamento com um composto de férmula |, indicando assim atividade antivi-
ral de amplo espectro para o composto de férmula | contra uma variedade de
cepas virais. Assim, a presente invencao também prové métodos para redu-
¢ao do titulo viral para varios tipos, subtipos e/ou cepas de virus em um flui-
do corporal ou célula compreendido pelo contato do referido fluido ou célula
com um composto de formula 1.

Os compostos da presente invengao sao preparados em diferen-
tes formas, tais como sais, hidratos, solvatos ou complexos, e a invengéo
inclui composi¢cées e métodos englobando todas as formas variantes dos
compostos. Em algumas modalidades, os compostos s&do preparados como
hidratos de sais.

Abreviactes e Definicoes

A abreviagao "PNP" refere-se a purina nucleosideo fosforilase.

O termo "composto(s) da inven¢ao" conforme utilizado aqui sig-
nifica um composto de formula I, € pode incluir sais, formas tautoméricas,
hidratos e/ou solvatos do mesmo. Compostos de férmula | podem também
incluir solvatos ou hidratos de sais dos mesmos.

O termo "solvato" conforme utilizado aqui significa um composto
de formula I, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que mo-
léculas de um solvente adequado sdo incorporadas na trelica de cristal. Um
solvente adequado é fisiologicamente toleravel na dosagem administrada.
Exemplos de solventes adequados sao etanol, agua e similares. Quando a
agua é o solvente, a molécula é referida como um "hidrato”.

Uma "composicdo farmacéutica” refere-se a uma mistura de um
ou mais dos compostos descritos aqui, ou sais farmaceuticamente aceita-

veis, ou hidratos dos mesmos, com outros componentes quimicos, tais como
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transportadores e excipientes fisiologicamente aceitaveis. O propésito de
uma composicao farmacéutica é facilitar a administragdo de um composto a
um organismo.

O termo "sal farmaceuticamente aceitavel" é pretendido para in-
cluir sais derivados de acidos inorganicos e organicos, incluindo, por exem-
plo, acidos hidroclérico, hidrobrémico, sulftrico, nitrico, perclérico, fosférico,
férmico, acético, lactico, maleico, fumarico, succinico, tartarico, glicolico, sa-
licilico, citrico, metanosulfénico, benzenosulfénico, benzoico, malénico, triflu-
oroacético, tricloroacético, naftaleno-2-sulfénico e outros acidos. As formas
de sal farmaceuticamente aceitavel podem também incluir formas em que a
razao de moléculas compreendendo o sal nao é 1:1. Por exemplo, o sal po-
de compreender mais que uma molécula de acido inorganico ou organico
por molécula de base, tais como duas moléculas de acido hidroclérico por
molécula de composto de formula (I). Conforme outro exemplo, o sal pode
compreender menos que uma molécula de acido inorganico ou organico por
molécula de base, tal como duas moléculas de composto de formula (1) por
molécula de acido tartarico. Os sais podem também existir como solvatos ou
hidratos.

O termo "acido" contempla todos os acidos inorganicos ou orga-
nicos farmaceuticamente aceitaveis. Acidos inorganicos incluem acidos mi-
nerais, tais como acidos hidrohalicos, tais como acidos hidrobrémicos e hi-
drocléricos, acidos sulfuricos, acidos fosféricos e acidos nitricos. Acidos or-
ganicos incluem todos os acidos carboxilicos alifaticos, alicilicos e aromati-
cos farmaceuticamente aceitaveis, acidos dicarboxilicos, acidos tricarboxili-
cos e acidos graxos. Acidos preferenciais sdo acidos carboxilicos alifaticos
C1-C20 saturados ou insaturados, de cadeia linear ou ramificada, que sao
opcionalmente substituidos por halogénio ou por grupos hidroxila, ou acidos
carboxilicos aromaticos C6-C12. Exemplos de tais acidos séo acido carboéni-
co, acido formico, acido fumarico, acido acético, acido propiénico, acido iso-
propidnico, acido valérico, acidos alfa-hidroéxi, tais como acido glicolico e lac-
tico, acido cloroacético, acido benzoico, acido metanosulfénico e acido salici-

lico. Exemplos de acidos dicarboxilicos incluem acido oxalico, acido malico,
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acido succinico, acido tartarico e acido maleico. Um exemplo de um acido
tricarboxilico & o acido citrico. Acidos graxos incluem todos os acidos carbo-
xilicos alifaticos ou aromaticos farmaceuticamente aceitaveis tendo de 4 a 24
atomos de carbono. Exemplos incluem acido butirico, acido isobutirico, acido
sec-butirico, acido laurico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico, aci-
do linoleico, acido linolénico e acido fenilacético. Outros acidos incluem &aci-
do glucénico, acido glicoheptdnico e lactobibnico.

Conforme utilizado aqui o termo "cerca de" é utilizado aqui para
significar aproximadamente, grosso modo, em torno de ou na regiao de.
Quando o termo "cerca de" é utilizado em conjunto com uma faixa numérica,
ele modifica aquela faixa estendendo as fronteiras acima e abaixo dos valo-
res numéricos estabelecidos. Em geral, o termo "cerca de" é utilizado aqui
para modificar um valor numérico acima e abaixo do valor afirmado em uma
variagdo de 20 por cento para mais ou para menos (superior ou inferior).

Uma "quantidade eficiente”, "quantidade suficiente” ou "quanti-
dade terapeuticamente eficiente" conforme utilizado aqui é quantidade de
um composto que é suficiente para efetuar os resultados benéficos e dese-
jados, incluindo resultados clinicos. Como tal, a quantidade eficiente pode
ser suficiente, por exemplo, para reduzir ou melhorar a gravidade e/ou dura-
cao da infecgao viral, ou um ou mais sintomas da mesma, prevenir 0 avango
da infecgao viral, prevenir a recorréncia, desenvolvimento ou inicio de um ou
mais sintomas associados a infecgédo viral, prevenir ou reduzir a replicacdo
ou multiplicagdo de um virus, prevenir ou reduzir a producgéo e/ou liberagéo
de uma particula viral, aprimoram ou aumentar de outro modo o(s) efeito(s)
profilatico(s) ou terapéutico(s) de outra terapia. Uma quantidade eficiente
também inclui a quantidade do composto de férmula | que evita ou atenua
substancialmente efeitos colaterais indesejaveis.

Conforme utilizado aqui e conforme bem compreendido na técni-
ca, "tratamento" € uma abordagem para a obtencao de resultados benéficos
e desejados, incluindo resultados clinicos. Resultados clinicos benéficos ou
desejados podem incluir, mas nao se limitam a, alivio e melhoria de um ou

mais sintomas ou condigdes, diminuigdo da extensao da doenga, um estado
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estavel (ou seja, sem piorar) da doenga, prevengéo da propagacao da doen-
¢a, atraso ou retardamento da progressao da doenga, melhoria ou paliagéo
do estado da doencga e remissao (caso parcial ou total), caso detectavel ou
nao. "Tratamento" pode também significar o prolongamento da sobrevivéncia
em comparagido com a sobrevivéncia esperada caso nao receba o tratamen-
to.

O termo "transportador" refere-se a um diluente, adjuvante, exci-
piente ou veiculo com o qual um composto é administrado. Exemplos nao
limitantes de tais transportadores farmacéuticos incluem liquidos, tais como
agua e oleos, incluindo aqueles de petréleo, animal, vegetal ou de origem
sintética, tais como oleo de amendoim, éleo de soja, 6leo mineral, 6leo de
gergelim e similares. Os transportadores farmacéuticos podem também ser
salina, goma acacia, gelatina, pasta de amido, talco, queratina, silica coloi-
dal, ureia e similares. Adicionalmente, agentes auxiliares, estabilizantes, es-
pessantes, lubrificantes e corantes podem ser utilizados. Outros exemplos
de transportadores farmacéuticos adequados séo descritos em "Remington's
Pharmaceutical Sciences" de E.W. Martin; incorporado aqui por referéncia
em sua totalidade.

Os termos "animal," "sujeito" e "paciente" conforme utilizados
aqui incluem todos os membros do reino animal, incluindo, mas n&o limita-
dos a, mamiferos, animais (por exemplo, gatos, caes, cavalos, suinos, etc.)
e humanos.

Descrigao

A presente invencao prové métodos e composi¢des para a inibi-
¢ao de polimerases de acido nucléico viral, tais como DNA e/ou RNA polime-
rases virais, e métodos e composigbes que sdo Uteis para o tratamento de
infecgdes virais em sujeitos. Os métodos compreendem a administragao ao
sujeito de uma quantidade terapeuticamente eficiente de um composto de
formula I, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, ou uma com-
posigdo compreendendo um composto de férmula |, ou um sal farmaceuti-
camente aceitavel ou hidrato do mesmo, e um transportador farmaceutica-

mente aceitavel. A composicdo ou método pode opcionalmente compreen-
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der um ou mais agentes antivirais adicionais. Os métodos e composigbes
sdo Uteis para o tratamento, supressao efou prevencao de infecgbes virais
em sujeitos que podem surgir a partir da infecgdo por uma ou mais familias,
género, subtipo, serotipo ou cepa de virus.

Os compostos de formula | sdo derivados de 9-deazaadenina,
geralmente conhecidos como imucilinas, a sintese dos quais sdo descritas,
por exemplo, em WO 03/80620, e de Evans ef al., em Tetrahedron 2000, 56,
3053 e J. Org. Chem. 2001, 66(17), 5723 (cada um estando incorporado a-
qui por referéncia em sua totalidade). As sinteses de estruturas semelhantes
sao discutidas, por exemplo, na Patente dos Estados Unidos Nos.
5,985,848; 6,066,722; 6,228,741 e Publicagdes de PCT WO 2003/080620 e
2008/030119 (cada uma estando incorporado aqui por referéncia em sua
totalidade). Derivados de imucilina foram estudados como inibidores de PNP
(Vide, Kicska et al., J. Biol. Chem. 2002, 277, 3219-3225, e Kicska et al., J.
Biol. Chem. 2002, 277, 3226-3231 cada um estando incorporado aqui por
referéncia em sua totalidade). Algumas imucilinas foram também estudadas
como inibidores de 5'-metiltioadenosina fosforilase (MTAP) ou 5'-metiltioade-
nosina nucleosidase (MTAN). Tais mecanismos foram implicados no trata-
mento de cancer e infecgdes bacterianas (Vide, WO 03/080620, incorporada
aqui por referéncia em sua totalidade).

Os compostos de formula | podem exibir propriedades tautomé-
ricas. Assim, a presente invengado também engloba formas tautoméricas de-
compostos de férmula I, e misturas das mesmas. Sera adicionalmente apre-
ciado que alguns compostos existem como sais farmaceuticamente aceita-
veis, solvatos, e/ou hidratos, cada um dos quais estando dentro das modali-
dades da invengéao.

Em algumas modalidades, o composto de férmula | existe como
um sal farmaceuticamente aceitavel. Em algumas modalidades, a forma de
sal estd em uma razao de 1:1 de acido e composto de férmula I. Em algu-
mas modalidades, a forma de sal & maior que cerca de uma razéao de 1:1 de
acido e composto de formula I. Em algumas modalidades, a forma de sal é

cerca de uma razao de 2:1 de acido e composto de férmula I. Em algumas
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modalidades, a forma de sal existe como um hidrato.

Em algumas modalidades, o composto de formula | existe como
um hidrato ou solvato.

Os compostos da descrigao, portanto, sao Gteis no tratamento
e/ou prevencao de infecgdes virais em um hospedeiro ou sujeito. Os méto-
dos da invengao podem ser utilizados no tratamento e/ou prevengéo de es-
tados de doenca condi¢des causados por e/ou relativos a tais infecgbes vi-
rais. Exemplos de tais infecgdes virais incluem, mas n&o se limitam a, ade-
novirus, rinovirus, hepatite, virus da imunodeficiéncia, pélio, sarampo, Ebola,
Coxsackie, Rino, Virus do Oeste do Nilo, variola, encefalite, Febre Amarela,
Dengue, influenza (incluindo humana, aviaria e suina), lassa, coriomeningitis
linfocitica, junin, machupo, guanarito, hantavirus, Febre do Vale do Rift, La
Crosse, encefalite da Califérnia, Crimean-Congo, Marburg, Encefalite Japo-
nesa, Doenca da Floresta de Kyasanur, Encefalite equina venezuelana, En-
cefalite equina oriental, Encefalite equina ocidental, sindrome respiratoria
aguda grave (SARS), parainfluenza, sincicial respiratério, Punta Toro, Taca-
ribe e pachindae.

Em algumas modalidades, os compostos da invengéo s&o utili-
zados para tratar ou prevenir uma infecgéo viral associada a um virus. Em
algumas modalidades, a infecgao viral compreende infecgéo por um ou mais
tipos de virus. Em algumas modalidades, a infecgéo viral compreende infec-
¢do por um ou mais virus selecionados a partir do grupo consistindo em vi-
rus orthmyxoviridae, paramyxoviridae, arenaviridae, bunyaviridae, flavivirida-
e, filoviridae, togaviridae, picornaviridae, e coronaviridae. Em algumas moda-
lidades, a infecgdo viral compreende infecgdo por um ou mais virus selecio-
nados a partir do grupo consistindo em adenovirus, rinovirus, hepatite, virus
da imunodeficiéncia, polio, sarampo, Ebola, Coxsackie, Rino, Virus do Oeste
do Nilo, variola, encefalite, Febre Amarela, Dengue, influenza (incluindo hu-
mana, aviaria e suina), lassa, coriomeningitis linfocitica, junin, machupo,
guanarito, hantavirus, Febre do Vale do Rift, La Crosse, encefalite da Cali-
férnia, Crimean-Congo, Marburg, Encefalite Japonesa, Doenga da Floresta

de Kyasanur, Encefalite equina venezuelana, Encefalite equina oriental, En-
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cefalite equina ocidental, sindrome respiratéria aguda grave (SARS), parain-
fluenza, sincicial respiratério, Punta Toro, Tacaribe e virus pachindae.

Em algumas modalidades, a infecgao viral compreende infec¢éo
por um ou mais virus selecionados a partir do grupo consistindo em adenovi-
rus, Dengue, influenza A e influenza B (incluindo humana, aviaria e suina),
junin, sarampo, parainfluenza, Pichinde, punta toro, sincicial respiratorio, ri-
novirus, Febre do Vale do Rift, sindrome respiratoria aguda grave (SARS),
Tacaribe, Encefalite equina venezuelana, Virus do Oeste do Nilo e virus da
Febre Amarela.

Em algumas modalidades, o virus é Ebola, Marburg, Febre Ama-
rela, influenza A ou influenza B. Em algumas modalidades, o virus é Ebola.
Em algumas modalidades, o virus € Marburg. Em algumas modalidades, o
virus € Febre Amarela. Em algumas modalidades, o virus € influenza A ou
influenza B.

Em algumas modalidades, o virus é Virus do Oeste do Nilo ou
Dengue. Em algumas modalidades o virus é Virus do Oeste do Nilo. Em al-
gumas modalidades, o virus é Dengue.

Em algumas modalidades, os compostos da invengdo sao utili-
zados para inibir a replicagdo ou possibilidade de infecgao de um virus. Em
algumas modalidades, os compostos da invengéo sao utilizados para inibir o
crescimento de uma célula infectada por um virus. Exemplos dos referidos
virus incluem, mas nao se limitam a, virus da familia orthmyxoviridae, pa-
ramyxoviridae, arenaviridae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togavirida-
e, picornaviridae, e coronaviridae. Exemplos especificos de virus incluem,
mas nao se limitam a, adenovirus, rinovirus, hepatite, virus da imunodefici-
éncia, polio, sarampo, Ebola, Coxsackie, Rino, Virus do Oeste do Nilo, vario-
la, encefalite, Febre Amarela, Dengue, influenza (incluindo humana, aviaria e
suina), lassa, coriomeningitis linfocitica, junin, machupo, guanarito, hantavi-
rus, Febre do Vale do Rift, La Crosse, encefalite da Califérnia, Crimean-
Congo, Marburg, Encefalite Japonesa, Doenga da Floresta de Kyasanur,
Encefalite equina venezuelana, Encefalite equina oriental, Encefalite equina

ocidental, sindrome respiratéria aguda grave (SARS), parainfluenza, sincicial
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respiratério, Punta Toro, Tacaribe e pachindae.

Assim, em algumas modalidades, o virus & selecionado a partir
do grupo consistindo em virus da familia orthmyxoviridae, paramyxoviridae,
arenaviridae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae, picornaviridae
e coronaviridae. Em algumas modalidades, a infecgao viral compreende um
virus selecionado a partir do grupo consistindo em hepatite, virus da imuno-
deficiéncia, polio, sarampo, Ebola, Coxsackie, Rino, Virus do Oeste do Nilo,
variola, encefalite, Febre Amarela, Dengue, influenza (incluindo humana,
aviaria e suina), lassa, coriomeningitis linfocitica, junin, machupo, guanarito,
hantavirus, Febre do Vale do Rift, La Crosse, encefalite da Califérnia, Cri-
mean-Congo, Marburg, Encefalite Japonesa, Doenca da Floresta de Kyasa-
nur, Encefalite equina venezuelana, Encefalite equina oriental, Encefalite
equina ocidental, sindrome respiratéria aguda grave (SARS), parainfluenza,
sincicial respiratério, Punta Toro, Tacaribe e virus pachindae.

Em algumas modalidades, a infec¢ao viral compreende um virus
selecionado a partir do grupo consistindo em adenovirus, Dengue, influenza
A e influenza B (incluindo humana, aviaria e suina), junin, sarampo, parain-
fluenza, Pichinde, punta toro, sincicial respiratério, rinovirus, Febre do Vale
do Rift, sindrome respiratéria aguda grave (SARS), Tacaribe, Encefalite e-
quina venezuelana, Virus do Oeste do Nilo e virus da Febre Amarela.

Em algumas modalidades, o virus é Ebola, Marburg, Febre Ama-
rela, influenza A ou influenza B. Em algumas modalidades, o virus é Ebola.
Em algumas modalidades, o virus € Marburg. Em algumas modalidades, o
virus é Febre Amarela. Em algumas modalidades, o virus é influenza A ou
influenza B.

Em algumas modalidades, o virus é Virus do Oeste do Nilo ou
Dengue. Em algumas modalidades o virus & Virus do Oeste do Nilo. Em al-
gumas modalidades, o virus &€ Dengue.

Em algumas modalidades, a presente inveng&o prové um meto-
do para inibir uma RNA ou DNA polimerase viral em um sujeito compreen-
dendo administracéo ao referido sujeito de uma quantidade terapeuticamen-

te eficiente de um composto de formula I, ou um sal farmaceuticamente acei-
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tavel ou hidrato do mesmo.

De acordo com o sistema de classificacdo de Baltimore, virus de
RNA polimerase podem ser classificados em grupos tais como, por exemplo,
virus de fita dupla, virus de fita Unica senso positivo e virus de fita Gnica sen-
so negativo. Familias de fita Gnica senso positivo incluem, por exemplo, co-
ronaviridae, picornaviridae, togaviridae, flaviviridae e similares. Familias de
fita Unica senso negativo incluem, por exemplo, paramyxoviridae, arenaviri-
dae, bunyaviridae, orthomyxoviridae, filoviridae e similares. Cada uma das
familias de virus pode adicionalmente ser classificada em género, espécies
e serotipo (ou subtipo). Outras designacdes para designacdes taxonémicas
de virus sao estabelecidas pelos direcionamentos de classificagdo de acordo
com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus.

Em algumas modalidades, a RNA polimerase é de fita dupla. Em
algumas modalidades, a RNA polimerase é de fita Unica. Em algumas moda-
lidades, a RNA polimerase é de fita Unica senso positivo. Em algumas moda-
lidades, a RNA polimerase é de fita Gnica senso negativo.

Em algumas modalidades, os métodos da presente invengao
proveem a inibigao de amplo espectro de virus e/ou RNA polimerases a par-
tir de uma familia, género, subtipo, cepa e/ou serotipo de virus. Em algumas
modalidades, os métodos proveem o tratamento, supressé&o ou prevengao
de infecgdo de amplo espectro a partir de uma ou mais familias, géneros,
subtipos, cepas ou serotipos de virus. Em algumas modalidades, o amplo
espectro engloba mais que duas familias, géneros, subtipos, cepas e/ou se-
rotipos de virus.

Em algumas modalidades, a presente inven¢ao prové um méto-
do para inibir polimerases virais a partir de uma ou mais familias, géneros,
subtipos, serotipos ou cepas de virus. Em algumas modalidades, a presente
invengao prové um método para tratamento, supresséo e/ou prevengéo de
uma infecg¢éo viral em que a infecgdo viral € um resultado de infecgao por
um ou mais familias, géneros, subtipos, serotipos ou cepas de virus.

Em algumas modalidades, as polimerases virais ou virus sédo a

partir de um ou mais géneros de virus. Em algumas modalidades, as polime-
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rases virais ou virus sao a partir de uma ou mais espécies de virus. Em al-
gumas modalidades, as polimerases virais ou virus séo selecionados a partir
de um ou mais subtipos ou serotipos. Em algumas modalidades, as polime-
rases virais ou virus sdo selecionados a partir de uma ou mais cepas.

Em algumas modalidades, a RNA polimerase viral é selecionada
a partir do grupo consistindo em polimerases das familias orthmyxoviridae,
paramyxoviridae, arenaviridae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviri-
dae, picomaviridae e coronaviridae. Em algumas modalidades, a RNA poli-
merase viral é selecionada a partir do grupo consistindo em polimerases das
familias orthmyxoviridae, paramyxoviridae, arenaviridae, bunyaviridae, flavi-
viridae e coronaviridae. Em algumas modalidades, a RNA polimerase viral
compreende a polimerase selecionada a partir do grupo consistindo em po-
limerase viral de hepatite, virus da imunodeficiéncia, pdélio, sarampo, Ebola,
Coxsackie, Rino, Virus do Oeste do Nilo, variola, encefalite, Febre Amarela,
Dengue, influenza (incluindo humana, aviaria e suina), lassa, coriomeningitis
linfocitica, junin, machupo, guanarito, hantavirus, Febre do Vale do Rift, La
Crosse, encefalite da Califérnia, Crimean-Congo, Marburg, Encefalite Japo-
nesa, Doenca da Floresta de Kyasanur, Encefalite equina venezuelana, En-
cefalite equina oriental, Encefalite equina ocidental, sindrome respiratéria
aguda grave (SARS), parainfluenza, sincicial respiratorio, Punta Toro, Taca-
ribe e pachindae.

Em algumas modalidades, a RNA polimerase viral € selecionada
a partir do grupo consistindo em adenovirus, Dengue, influenza A e influenza
B (incluindo humana, aviaria e suina), junin, sarampo, parainfluenza, Pichin-
de, punta toro, sincicial respiratério, rinovirus, Febre do Vale do Rift, sindro-
me respiratéria aguda grave (SARS), Tacaribe, Encefalite equina venezuela-
na, Virus do Oeste do Nilo e polimerase viral de Febre Amarela.

Em algumas modalidades, a RNA polimerase viral é polimerase
viral de Ebola, Marburg, Febre Amarela, influenza A ou influenza B. Em al-
gumas modalidades, a RNA polimerase viral é polimerase viral de Ebola. Em
algumas modalidades, a RNA polimerase viral é polimerase viral de Mar-

burg. Em algumas modalidades, a RNA polimerase viral & polimerase viral
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de Febre Amarela. Em algumas modalidades, a RNA polimerase viral € po-
limerase viral de influenza A ou polimerase viral de influenza B. Em algumas
modalidades, a polimerase viral é polimerase viral de Virus do Oeste do Nilo
ou Dengue. Em algumas modalidades a polimerase viral é polimerase viral
de Virus do Oeste do Nilo. Em algumas modalidades, a polimerase viral &
polimerase viral de Dengue.

Em algumas modalidades, os virus sdo selecionados a partir do
grupo consistindo em familias orthmyxoviridae, paramyxoviridae, arenaviri-
dae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae, picornaviridae e coro-
naviridae. Em algumas modalidades, os virus sao selecionados a partir do
grupo consistindo em hepatite, virus da imunodeficiéncia, polio, sarampo,
Ebola, Coxsackie, Rino, Virus do Oeste do Nilo, variola, encefalite, Febre
Amarela, Dengue, influenza (incluindo humana, aviaria e suina), lassa, cori-
omeningitis linfocitica, junin, machupo, guanarito, hantavirus, Febre do Vale
do Rift, La Crosse, encefalite da Califérnia, Crimean-Congo, Marburg, Ence-
falite Japonesa, Doenga da Floresta de Kyasanur, Encefalite equina venezu-
elana, Encefalite equina oriental, Encefalite equina ocidental, sindrome respi-
ratoria aguda grave (SARS), parainfluenza, sincicial respiratério, Punta Toro,
Tacaribe e pachindae.

Em algumas modalidades, os virus sao selecionados a partir do
grupo consistindo em adenovirus, Dengue, influenza A e influenza B (inclu-
indo humana, aviaria e suina), junin, sarampo, parainfluenza, Pichinde, pun-
ta toro, sincicial respiratorio, rinovirus, Febre do Vale do Rift, sindrome respi-
ratoria aguda grave (SARS), Tacaribe, Encefalite equina venezuelana, Virus
do Oeste do Nilo e virus da Febre Amarela.

Em algumas modalidades, o virus é Ebola, Marburg, Febre Ama-
rela, influenza A ou influenza B. Em algumas modalidades, o virus & Ebola.
Em algumas modalidades, o virus € Marburg. Em algumas modalidades, o
virus € Febre Amarela. Em algumas modalidades, o virus €& influenza A ou
influenza B.

Em algumas modalidades, o virus & Virus do Oeste do Nilo ou

Dengue. Em algumas modalidades o virus é Virus do Oeste do Nilo. Em al-
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gumas modalidades, o virus € Dengue.

O genoma do virus da influenza A tem uma RNA polimerase
RNA-dependente, que catalisa a transcri¢cao e replicagdo de RNA viral. De-
vido a transcricao e replicagdo do virus depender da atividade da RNA poli-
merase, essa enzima se tornou de interesse como um alvo para o desenvol-
vimento de novos compostos antivirais no seguimento da recente emergén-
cia de virus resistentes a drogas. Os virus podem desenvolver resisténcia a
uma droga mediante o tratamento, reduzindo assim a eficiéncia da droga e
requerendo que o sujeito seja tratado com outra droga antiviral. Uma droga
ou tratamento que exibe eficiéncia simultidnea contra um amplo espectro de
cepas virais seria assim util.

Adicionalmente, a composicdo ou método pode adicionalmente
compreender um ou mais agentes antivirais adicionais em combinagido com
um composto de formula |. Exemplos de tais agentes antivirais incluem, mas
ndo se limitam a, Citovene, Ganciclovir, fosfonoformato trissédico, ribavirina,
interferon, d4T, ddl, AZT e Amantadina, Rimantadina e outros agentes antiin-
fluenza; Aciclovir e agentes relacionados, Foscarnet e outros agentes anti-
herpesvirus. Exemplos nao limitantes de inibidor de neuraminidases incluem
laninamivir, oseltamivir, zanamivir e peramivir.
enza sao descritos, por exemplo, na Patente dos Estados Unidos Nos.
7,388,002; 7,560,434; e no Pedido de Patente dos Estados Unidos Nos.
12/440,697 (publicado como Publicagado de Patente dos Estados Unidos No.
20100129317); e 12/398,866 (publicado como Publicacdo de Patente dos
Estados Unidos No. 20090227524), cada um estando incorporado aqui por
referéncia em sua totalidade. Atualmente, ha um inibidor de polimerase de
influenza em testes clinicos, conhecido como T-705 (favipiravir; 6-fluoro-3-
hidréxi-2-pirazinacarboxamida). T-705 possui atividade antiviral de amplo
espectro e potente contra cepas multiplas de infecgao por virus influenza in
vitro e in vivo (Kiso et al.,, PNAS 2010, 107, 882-887; incorporado aqui por
referéncia em sua totalidade). T-705 é caracterizado por um mecanismo de

acao que é diferente da maioria das drogas virais antiinfluenza.
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Outra classe de compostos utilizados como antivirais sao inibido-
res M2 (Vide, Pielak, R., Schnell, J., & Chou, J. (2009) Proceedings of the
National Academy of Sciences, 106 (18), 7379-7384 (incorporado aqui por
referéncia em sua totalidade). Membros exemplares desta classe incluem
amantadina rimantadina.

Assim, em algumas modalidades, os métodos da invengao adi-
cionalmente compreendem a administragdo de um ou mais agentes antivi-
rais adicionais.

Em algumas modalidades, um agente antiviral adicional é sele-
cionado a partir do grupo consistindo em Citovene, Ganciclovir, fosfonofor-
mato trissodico, ribavirina, interferon, d4T, ddl, AZT e amantadina, rimanta-
dina, T-705 e outros agentes antiinfluenza; Aciclovir, e agentes relacionados,
Foscarnet e outros agentes anti-herpesvirus.

Em algumas modalidades, um agente antiviral adicional & um
agente antiinfluenza. Em algumas modalidades, um agente antiviral adicional
€ um inibidor de neuraminidase. Em algumas modalidades, um agente antivi-
ral adicional é selecionado a partir do grupo consistindo em laninamivir, osel-
tamivir, zanamivir e peramivir. Em algumas modalidades, um agente antiviral
adicional is paramivir. Em algumas modalidades, um agente antiviral adicio-
nal é laninamivir. Em algumas modalidades, um agente antiviral adicional é
oseltamivir. Em algumas modalidades, um agente antiviral adicional é zana-
mivir.

Em algumas modalidades, um agente antiviral adicional & um i-
nibidor de M2. Em algumas modalidades, um agente antiviral adicional é se-
lecionado a partir do grupo consistindo em amantadina e rimantadina.

Em algumas modalidades, os métodos da invengao compreen-
dem a administracao de dois agentes antivirais adicionais. Em algumas mo-
dalidades, os agentes antivirais adicionais sdo um inibidor de neuraminidase
e um inibidor de M2. Em algumas modalidades, os agentes antivirais adicio-
nais sao selecionados a partir dos grupos consistindo em 1) laninamivir, o-
seltamivir, zanamivir e peramivir, e 2) amantadina e rimantadina. Em algu-

mas modalidades, os agentes antivirais adicionais s&o peramivir e amanta-
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dina. Em algumas modalidades, os agentes antivirais adicionais sédo perami-
vir e rimantadina.

A presente invengdo prové métodos para a inibicdo de uma RNA
ou DNA polimerase viral compreendendo o contato da polimerase com uma
quantidade inibitéria eficiente do composto de férmula I, ou um sal farmaceu-
ticamente aceitavel ou solvato do mesmo.

Em algumas modalidades, a presente invencao prové um méto-
do para tratamento de um sujeito sofrendo de uma infecgao viral compreen-
dendo administragdo ao referido sujeito de uma quantidade terapeuticamen-
te eficiente de um composto de férmula |, ou sal farmaceuticamente aceita-
vel ou hidrato do mesmo.

Em algumas modalidades, a presente invengao prové um meéto-
do para supressao de uma infecgéo viral em um sujeito compreendendo ad-
ministragédo ao sujeito de uma quantidade terapeuticamente eficiente de um
composto de formula I, ou sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do
mesmo.

Em algumas modalidades, a presente invengao prové um méto-
do para tratamento de um sujeito sofrendo de uma infecgado por RNA viral
que compreende a administragdo ao referido sujeito de uma quantidade te-
rapeuticamente eficiente de um composto de férmula I, ou sal farmaceutica-
mente aceitavel ou solvato do mesmao.

Em algumas modalidades, a infecgdo viral compreende a infec-
CAao por um ou mais virus.

Em algumas modalidades, as infecgdes virais sdo infecgbes se-
lecionadas a partir de virus das familias orthmyxoviridae, paramyxoviridae,
arenaviridae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae, picornaviridae
ou coronaviridae, ou qualquer combinagado das mesmas. Em algumas moda-
lidades, as infecgdes virais sado infec¢des selecionadas a partir dos virus da
hepatite, virus da imunodeficiéncia, polio, sarampo, Ebola, Coxsackie, Rino,
Virus do Oeste do Nilo, variola, encefalite, Febre Amarela, Dengue, influenza
(incluindo humana, aviaria e suina), lassa, coriomeningitis linfocitica, junin,

machupo, guanarito, hantavirus, Febre do Vale do Rift, La Crosse, encefalite
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da Califérnia, Crimean-Congo, Marburg, Encefalite Japonesa, Doenca da
Floresta de Kyasanur, Encefalite equina venezuelana, Encefalite equina ori-
ental, Encefalite equina ocidental, sindrome respiratéria aguda grave
(SARS), parainfluenza, sincicial respiratério, Punta Toro, Tacaribe e pachin-
dae, ou qualquer combinagao dos mesmos.

Em algumas modalidades, a infecgédo viral compreende infecgéo
por um ou mais virus selecionados a partir do grupo consistindo em adenovi-
rus, Dengue, influenza A e influenza B (incluindo humana, aviaria e suina),
junin, sarampo, parainfluenza, Pichinde, punta toro, sincicial respiratorio, ri-
novirus, Febre do Vale do Rift, sindrome respiratéria aguda grave (SARS),
Tacaribe, Encefalite equina venezuelana, Virus do Oeste do Nilo e virus da
Febre Amarela.

Em algumas modalidades, o virus é Ebola, Marburg, Febre Ama-
rela, influenza A ou influenza B. Em algumas modalidades, o virus é Ebola.
Em algumas modalidades, o virus € Marburg. Em algumas modalidades, o
virus € Febre Amarela. Em algumas modalidades, o virus é influenza A ou
influenza B.

Em algumas modalidades, o virus é Virus do Oeste do Nilo ou
Dengue. Em algumas modalidades o virus é Virus do Oeste do Nilo. Em al-
gumas modalidades, o virus & Dengue.

Em algumas modalidades, as infec¢bes virais sao infecgoes se-
lecionadas a partir dos virus da influenza A, influenza B, PIV, RSV, Junin,
Pichinde, Febre do Vale do Rift, Dengue, sarampo, Febre Amarela e SARS-
CoV, ou qualquer combinagdo dos mesmos. Em algumas modalidades, as
infecgbes virais sao infecgbes selecionadas a partir influenza A e B, subtipos
dos mesmos, cepas dos mesmos, ou qualquer combinagao d. Em algumas
modalidades, as infecgdes virais sdo infecgdes selecionadas a partir Ebola,
Marburg ou Febre Amarela. Em algumas modalidades, a infecg¢ao viral € E-
bola. Em algumas modalidades, a infecgdo viral € Marburg. Em algumas
modalidades, a infecgao viral € Febre Amarela. Em algumas modalidades, a
infeccao viral é Virus do Oeste do Nilo ou Dengue. Em algumas modalidades

a infecgao viral é Virus do Oeste do Nilo. Em algumas modalidades, a infec-
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¢ao viral é Dengue.

Em algumas modalidades, a descricao prové o uso de composi-
¢oes farmacéuticas e/ou medicamentos compreendidos pelo composto de
formula I, ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do mesmo, em
um método de tratamento de uma infecgéo viral, e/ou estado de doenga,
e/ou condigado causada por ou relativa a tal infeccao viral.

Em algumas modalidades, o método de tratamento compreende
as etapas de: i) identificar um sujeito necessitando de tal tratamento; (ii) pro-
vimento de um composto de férmula |, ou um sal farmaceuticamente aceita-
vel ou hidrato do mesmo, ou uma composi¢cao compreendendo um composto
de férmula I, ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do mesmo; e
(iiiy administracao do referido composto ou composicdo em uma quantidade
terapeuticamente eficiente para tratar a infecgao viral no sujeito ou para inibir
a atividade da DNA ou RNA polimerase viral em um sujeito necessitando de
tal tratamento.

Em algumas modalidades, a eficiéncia do tratamento resulta da
inibicao de uma DNA ou RNA polimerase viral. Em algumas modalidades, a
eficiéncia do tratamento resulta da inibicdo de polimerases virais a partir de
uma ou mais familias de virus.

Em algumas modalidades, as polimerases virais ou virus sdo a
partir de um ou mais género de virus. Em algumas modalidades, as polime-
rases virais ou virus sdo a partir de uma ou mais espécies de virus. Em al-
gumas modalidades, as polimerases virais ou virus sao selecionados a partir
de um ou mais subtipos, serotipos ou cepas.

Em algumas modalidades, o método € desempenhado in vivo.

Em algumas modalidades, o sujeito € um mamifero. Em algumas
modalidades, o sujeito € um humano. Em algumas modalidades, o sujeito é
uma ave. Em algumas modalidades, o sujeito € um suino ou porco.

Em algumas modalidades, o fluido corporal é sangue. Em algu-
mas modalidades, o fluido corporal é plasma. Em algumas modalidades, o
fluido corporal & soro sanguineo.

Em algumas modalidades, o composto ou composi¢cao é admi-
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nistrado de modo intravenoso, interperitoneal, por via intramuscular ou oral-
mente.

Em algumas modalidades, o composto ou composi¢ao é admi-
nistrado de modo intravenoso.

Em algumas modalidades, o composto ou composi¢gdo & admi-
nistrado por via intraperitoneal.

Em algumas modalidades, o composto ou composi¢cao é admi-
nistrada por via intramuscular.

Em algumas modalidades, o composto ou composi¢do & admi-
nistrado oralmente.

Os métodos compreendem a administragdo ao sujeito de uma
quantidade terapeuticamente eficiente de um composto de férmula |, ou um
sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, ou uma composi¢do compreen-
dendo um composto de férmula I, ou um sal farmaceuticamente aceitavel da
mesma, e um transportador farmaceuticamente aceitavel. Os transportado-
res farmaceuticamente aceitaveis sao bem conhecidos por aqueles versados
na técnica, e incluem, por exemplo, adjuvantes, diluentes, excipientes, pre-
enchimentos, lubrificantes e veiculos. Frequentemente, o transportador far-
maceuticamente aceitavel é quimicamente inerte em direcdo a compostos
ativos e é nao toxico sob as condigdes de uso. Exemplos de transportadores
farmaceuticamente aceitaveis podem incluir, por exemplo, agua ou solugao
salina, polimeros, tais como polietilenoglicol, carboidratos e derivados dos
mesmos, oleos, acidos graxos ou alcodis. Em algumas modalidades, o
transportador é salina ou agua. Em algumas modalidades, o transportador &
salina. Em algumas modalidades, o transportador € agua.

Em algumas modalidades, o método de prevenc&o ou supressao
da infecgédo viral ou estado de doenga compreende as etapas de: i) identifi-
cacao de um sujeito necessitando de tal tratamento; (ii) provimento de um
composto de férmula I, ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do
mesmo, ou uma composicdo compreendendo um composto de férmula |, ou
um sal farmaceuticamente aceitavel ou hidrato do mesmo; e (iii) administra-

¢ao do referido composto ou composi¢gdo em uma quantidade terapeutica-
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mente eficiente para evitar ou suprimir a infecgéo viral ou estado de doencga
no sujeito ou para inibir a atividade de DNA ou RNA polimerase viral em um
sujeito necessitando de tal tratamento.

Os compostos da presente invengéo sdo preparados em formas
diferentes, tais como sais, hidratos, solvatos, tautbmeros ou complexos, e a
invencao inclui métodos englobando todas as formas variantes dos compos-
tos.

Em algumas modalidades, os métodos da invengdo compreen-
dem sais farmaceuticamente aceitaveis do composto de formula I. Um com-
posto de féormula | pode também ser formulado como um sal farmaceutica-
mente aceitavel, por exemplo, sal de adicdo de acido, e complexos dos
mesmos. A preparacdo de tais sais pode facilitar o uso farmacolégico atra-
vés da alteracao das caracteristicas fisicas do agente sem prevencéao de seu
efeito fisiologico. Exemplos de alteragdes uteis em propriedades fisicas in-
cluem, mas nao se limitam a, diminuicdo do ponto de fusdo para facilitar a
administragcao transmucosal e aumento da solubilidade para facilitar a admi-
nistragcao de concentragbes mais altas da droga.

Os sujeitos da invengéo séo sistemas in vitro e in vivo, incluindo,
por exemplo, células ou tecidos isolados ou cultivados, sistemas de analise
nao celular in vitro e animais (por exemplo, um anfibio, uma ave, um peixe,
um mamifero, um marsupial, um humano, um animal doméstico, tal como,
por exemplo, um fato, cdo, macaco, camundongo ou rato; ou um animal co-
mercial tal como, por exemplo, uma vaca ou porco).

Os compostos da invencdo podem ser formulados em composi-
coes farmacéuticas para administracdo a sujeitos em uma forma biologica-
mente compativel adequada para administragao in vivo. De acordo com ou-
tros aspectos, a presente invencdo prové uma composi¢ao farmacéutica
compreendendo compostos de férmula | em mistura com um diluente e/ou
transportador farmaceuticamente aceitavel. O transportador farmaceutica-
mente aceitavel deve ser "aceitavel" no sentido de ser compativel com os
outros ingredientes da composigéo e nao deletério ao recipiente da mesma.

Os transportadores farmaceuticamente aceitaveis empregados aqui podem
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ser selecionados a partir de varios materiais organicos ou inorganicos que
sao utilizados como materiais para formulagdes farmacéuticas e que sao
incorporados como agentes analgésicos, tampoes, ligantes, desintegrantes,
diluentes, emulsificantes, excipientes, extensores, deslizantes, solubilizan-
tes, estabilizadores, agentes de suspensao, agentes de tonicidade, veiculos
e agentes que aumentam a viscosidade. Aditivos farmacéuticos, tais como
antioxidantes, aromatizantes, corantes, agentes que melhoram o sabor, con-
servantes e adogantes, podem também ser adicionados. Exemplos de trans-
portadores farmacéuticos aceitaveis incluem carboximetilcelulose, celulose
cristalina, glicerina, goma arabica, lactose, estearato de magnésio, metilcelu-
lose, pos, salina, alginato de sodio, sacarose, amido, talco e agua, dentre
outros. Em algumas modalidades, o termo "farmaceuticamente aceitavel"
significa aprovado por uma agéncia reguladora do governo federal ou esta-
dual ou listado na Farmacopeia dos Estados Unidos ou outra farmacopeia
geralmente reconhecida para uso em animais e, mais particularmente, em
humanos.

Surfactantes, tais como, por exemplo, detergentes, sdo também
adequados para uso nas formulagdes. Exemplos especificos de surfactantes
incluem polivinilpirrolidona, alcodis polivinilicos, copolimeros de acetato de
vinila e de vinilpirrolidona, polietilenoglicois, alcool benzilico, manitol, glicerol,
sorbitol ou ésteres polioxietiienados de sorbitan; lecitina ou carboximetilcelu-
lose de sbédio; ou derivados acrilicos, tais como metacrilatos e outros, surfac-
tantes anidnicos, tais como estearatos alcalinos, em particular estearato de
sodio, potassio ou amonio; estearato de calcio ou estearato de trietanolami-
na; sulfatos de alquila, em particular lauril sulfato de sédio e cetil sulfato de
sodio; dodecilbenzenosulfonato de sédio ou dioctil sulfosuccinato de sédio;
ou acidos graxos, em particular aqueles derivados de 6leo de coco, surfac-
tantes catiénicos, tais como sais de amdnio quaternario soluvel em agua de
formula N'R'R"R"R™Y", em que os R radicais s&o radicais de hidrocarboneto
hidroxilado opcionalmente idénticos ou diferentes e Y* &€ um anion de um a-
cido forte, tal como anions de haleto, sulfato e sulfonato; brometo de cetiltri-

metilaménio € um dos surfactantes catiénicos que podem ser utilizados, sais
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de amina de férmula N'R'R"R"™, em que os R radicais sdo radicais de hidro-
carboneto hidroxilado opcionalmente idénticos ou diferentes; cloridrato de
octadecilamina € um dos surfactantes catiénicos que podem ser utilizados,
surfactantes nao ibnicos, tais como ésteres de sorbitan opcionalmente polio-
xietilenados, em particular Polisorbato 80, ou alquil éteres polioxietilenados;
estearato de polietilenoglicol, derivados polioxietilenados de 6leo de ricino,
ésteres de poliglicerol, alcodis graxos polioxietilenados, acidos graxos polio-
xietilenados ou copolimeros de 6xido de etileno e de 6xido de proprileno,
surfactantes anfotéricos, tais como compostos de betaina substituidos de
lauril.

Quando administrado a um sujeito, os compostos de formula | e
transportadores farmaceuticamente aceitaveis podem ser estéreis. Em al-
gumas modalidades, a agua € um transportador quando o composto de for-
mula | & administrado de modo intravenoso. Em algumas modalidades, o
transportador € uma solugéo salina quando o composto de férmula | € admi-
nistrado de modo intravenoso. Solugdes de dextrose e glicerol aquosas po-
dem também ser empregadas como transportadores liquidos, particularmen-
te para solugdes injetaveis. Transportadores farmacéuticos adequados tam-
bém incluem excipientes tais como amido, glicose, lactose, sacarose, gelati-
na, malte, arroz, farinha, giz, silica-gel, estearato de sédio, monoestearato
de glicerol, talco, cloreto de soédio, leite desnatado em po, glicerol, propileno,
glicol, polietilenoglicol 300, agua, etanol, polisorbato 20 e similares. As pre-
sentes composicoes, caso desejado, podem conter quantidades minoritarias
de agentes umidificantes ou emulsificantes, ou agentes de tamponamento
de pH.

As formulagdes farmacéuticas da presente invengao sao prepa-
radas através de métodos bem conhecidos nas técnicas farmacéuticas. Por
exemplo, os compostos de formula | sdo trazidos para associagao com um
transportador e/ou diluente, como uma suspensao ou solugdo. Opcionalmen-
te, um ou mais ingredientes acessorios (por exemplo, tampoes, agentes fla-
vorizantes, agentes ativos de superficie e similares) também séo adiciona-

dos. A escolha do transportador é determinada pela solubilidade e natureza
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quimica dos compostos, via de administragao escolhida e pratica farmacéu-
tica padrao. Em algumas modalidades, a formulagado compreende um com-
posto de formula | e agua. Em algumas modalidades, a formulagdo compre-
ende um composto de formula | e salina.

Adicionalmente, os compostos da presente invencdo sdo admi-
nistrados a um sujeito humano ou animal através de procedimentos conhe-
cidos incluindo, sem limitacdo, administragdo oral, administragdo sublingual
ou bucal, administragdo parenteral, administragdo transdermal, via inalagéo
ou por via intranasal, por via vaginal, por via retal e por via intramuscular. Os
compostos da invengdo sao administrados por via parenteral, por inje¢ao
epifascial, intracapsular, intracraniana, intracutanea, intratecal, intramuscu-
lar, intraorbital, intraperitoneal, intraespinhal, intraesternal, intravascular, in-
travenosa, parenquimatosa, subcutanea ou sublingual, ou por meio de cate-
ter. Em algumas modalidades, o composto & administrado ao sujeito por
meio de entrega intramuscular. Em algumas modalidades, o composto é
administrado ao sujeito por meio de entrega intraperitoneal. Em algumas
modalidades, o composto &€ administrado ao sujeito por meio de entrega in-
travenosa. Em algumas modalidades, o composto é administrado oralmente.

Para administragao oral, uma formulagdo dos compostos da in-
vengao pode ser apresentada como céapsulas, comprimidos, pos, granulos,
ou como uma suspensao ou solugédo. Formulagdes em capsulas podem ser
gelatina, capsulas em gel ou sélido. Comprimidos e formulagcdées em capsula
podem adicionalmente conter um ou mais adjuvantes, ligantes, diluentes,
desintegrantes, excipientes, preenchimentos ou lubrificantes, cada um dos
quais sao de conhecimento na técnica. Exemplos de tais incluem carboidra-
tos, tais como lactose ou sacarose, fosfato de caicio dibasico anidro, amido
de milho, manitol, xilitol, celulose ou derivados dos mesmos, celulose micro-
cristalina, gelatina, estearatos, diéxido de silicio, talco, amido glicolato de
sbédio, acacia, agentes flavorizantes, conservantes, agentes de tampona-
mento, desintegrantes e corantes. Composi¢gdes administradas oralmente
podem conter um ou mais agentes opcionais, tais como, por exemplo, agen-

tes adogantes, tais como frutose, aspartame ou sacarina; agentes flavorizan-
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tes, tais como hortela, 6leo de wintergreen, ou cereja; agentes corantes; e
agentes conservantes, para prover uma preparagéo farmaceuticamente pa-
latavel.

Para administragdo parenteral (ou seja, administragéo por inje-
cao através de uma via outra que ndo seja o canal alimentar), os compostos
da invengao podem ser combinados com uma solugéo aquosa estéril que é
isoténica com o sangue do sujeito. Uma formulagao tal é preparada através
da dissolucdo de um ingrediente ativo sélido em agua contendo substancias
fisiologicamente compativeis, tais como cloreto de sodio, glicina e similares,
e tendo um pH tamponado compativel com condigdes fisiologicas, de modo
a produzir uma solugéo aquosa, tornando entdo a referida solugéo estéril. A
formulagdo pode ser apresentada em unidade ou recipientes de dosagem
multiplas, tais como ampolas ou frascos vedados. A formulagdo pode ser
entregue através de qualquer modo de injecéo, incluindo, sem limitagéo, epi-
fascial, intracapsular, intracraniana, intracutanea, intratecal, intramuscular,
intraorbital, intraperitoneal, intraespinhal, intraesternal, intravascular, intrave-
nosa, parenguimatosa, subcutanea ou sublingual ou por meio de cateter pa-
ra dentro do corpo do sujeito.

A administracao parenteral inclui solugdes de base aguosa e nao
aquosa. Exemplos das quais incluem, por exemplo, agua, salina, solugbes
de acucares alcodlicos ou aguicar aquoso, alcodlicos (tais como alcool etilico,
isopropanol, glicois), éteres, dleos, glicerideos, acidos graxos e ésteres de
acido graxo. Em algumas modalidades, a agua é utilizada para administra-
cao parenteral. Em algumas modalidades, a salina é utilizada para adminis-
tragao parenteral. Oleos para injecdo parenteral incluem dleos de base ani-
mal, vegetal, sintética ou petréleo. Exemplos de agucares para solugéo in-
cluem sacarose, lactose, dextrose, manose e similares. Exemplos de 6leos
incluem 6leo mineral, petrolato, de soja, de milho, de semente de algodao,
de amendoim e similares. Exemplos de acidos graxos e ésteres incluem aci-
do oleico, acido miristico, acido estearico, acido isoestearico e ésteres dos
mesmos.

Para administracéao transdermal, os compostos da invengao sao
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combinados com aprimoradores de penetracao da pele, tais como propile-
noglicol, polietilenoglicol, isopropanol, etanol, acido oleico, N-metilpirrolidona
e similares, que aumenta a permeabilidade da pele aos compostos da inven-
¢ao e permitem que compostos penetrem através a pele e para dentro da
corrente sanguinea. O composto/composi¢des aprimoradoras também po-
dem adicionalmente ser combinadas com uma substancia polimérica, tal
como etilcelulose, hidroxipropilcelulose, etileno/vinilacetato, polivinilpirrolido-
na e similares, para prover a composigdo na forma de gel, que sao dissolvi-
dos em um solvente, tal como cloridrato de metileno, evaporados até a vis-
cosidade desejada e entdo aplicados ao material de suporte para prover
uma atadura.

Em algumas modalidades, a composigao esta em forma de do-
sagem unitaria, tal como um comprimido, capsula ou frasco de dose Unica.
Doses unitarias adequadas, ou seja, quantidades terapeuticamente eficien-
tes podem ser determinadas durante testes clinicos projetados apropriada-
mente para cada uma das condigdes para as quais a administracao de um
composto escolhido é indicada e obviamente variara dependendo do ponto
final clinico desejado.

A presente invengao também prové artigos de manufatura para o
tratamento e prevengao de distlrbios, tais como disturbios virais, em um su-
jeito. Os artigos da manufatura compreendem uma composigao farmacéutica
dos compostos de formula |, opcionalmente adicionalmente contendo pelo
menos um composto antiviral adicional, conforme descrito aqui. Os artigos
da manufatura sao embalados com indica¢des para varios disturbios que as
composi¢oes farmacéuticas sao capazes de tratar e/ou prevenir. Por exem-
plo, os artigos da manufatura compreendem uma dose unitaria de um com-
posto descrito aqui que é capaz de tratar ou prevenir certo distarbio, e uma
indicagcao de que a dose unitaria & capaz de tratar ou prevenir certo distur-
bio, por exemplo, uma infecgao viral.

De acordo com um método da presente invengao, os compostos
de férmula | sdo administrados ao sujeito (ou sdo contatados com células do

sujeito) em uma quantidade eficiente para limitar ou prevenir um decréscimo
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no nivel de virus no sujeito, particularmente em células do sujeito. Essa
quantidade é prontamente determinada pelo artesdo versado, com base em
procedimentos conhecidos, incluindo a analise de curvas de titulagao esta-
belecida in vivo e métodos e analises descritas aqui. Em algumas modalida-
des, uma quantidade adequada dos compostos da invencao eficiente para
limitar ou prevenir um aumento no nivel de particulas virais no sujeito varia
de cerca de 0,01 mg/kg/dia a cerca de 1000 mg/kg/dia, e/ou & uma quanti-
dade suficiente para obter niveis de plasma variando de cerca de 300 ng/ml
a cerca de 1000 ng/ml ou superior. Em algumas modalidades, a quantidade
de compostos a partir de uma invengao varia de cerca de 5 mg/kg/dia a cer-
ca de 1000 mg/kg/dia. Em algumas modalidades, a partir de cerca de 0,01
mg/kg/dia a cerca de 500 mg/kg/dia € administrada. Em algumas modalida-
des, a partir de cerca de 0,01 mg/kg/dia a cerca de 300 mg/kg/dia & adminis-
trada. Em algumas modalidades, a partir de cerca de 0,01 mg/kg/dia a cerca
de 200 mg/kg/dia € administrada. Em algumas modalidades, a partir de cer-
ca de 0,05 mg/kg/dia a cerca de 100 mg/kg/dia € administrada. Em algumas
modalidades, a partir de cerca de 0,05 mg/kg/dia a cerca de 50 mg/kg/dia &
administrada. Em algumas modalidades, a partir de cerca de 0,05 mg/kg/dia
a cerca de 30 mg/kg/dia € administrada. Em algumas modalidades, a partir
de cerca de 0,05 mg/kg/dia a cerca de 10 mg/kg/dia & administrada.

A dose precisa a ser empregada nas composi¢gdes também de-
pendera da via de administragdo, e da gravidade da infec¢do ou disturbio, e
deve ser decidida de acordo com o julgamento do praticante e cada uma das
circunstancias do paciente. No entanto, variagbes eficientes de dosagem
adequadas para administragdo intramuscular sao de geralmente cerca de
0,5 a cerca de 1000 mg do composto de féormula | por quilograma de peso
corporal. Em modalidades especificas, a dose via i.m. é de cerca de 500 a
cerca de 1000 mg/kg, cerca de 300 a cerca de 500 mg/kg, cerca de 200 a
cerca de 300 mg/kg, cerca de 100 a cerca de 200 mg/kg, cerca de 50 a cer-
ca de 100 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 50 mg/kg, ou cerca de 5 a cerca de
10 mg/kg (ou as doses equivalentes expressas por metro quadrado de area

de superficie corporal). Alternativamente, uma variagdo de dosagem ade-
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quada para administragao via i.v. pode ser obtida utilizando-se doses de cer-
ca de 5 a cerca de 1000 mg, sem ajuste para um peso corporal ou area de
superficie corporal do paciente. Alternativamente, uma variacdo de dosagem
adequada para administragao via i.p. pode ser obtida utilizando-se doses de
cerca de 5 a cerca de 1000 mg, sem ajuste para um peso corporal ou area
de superficie corporal do paciente. Composigdes orais podem conter cerca
de 10% a cerca de 95% em peso de um ou mais compostos de formula |
isolado ou em combinagdo com outro agente terapéutico. Em algumas mo-
dalidades da invencgao, as variagées de dosagem adequadas para adminis-
tragao via oral, i.p. ou i.m. sdo geralmente cerca de 5 a cerca de 1000 mg,
preferencialmente cerca de 5 a cerca de 500 mg de composto por quilogra-
ma de peso corporal ou suas doses equivalentes expressas por metro qua-
drado de area de superficie corporal. Em algumas modalidades a dose via
oral, i.p. ou i.m. é de cerca de 5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 50 a cerca de
80 mg/kg, cerca de 80 a cerca de 150 mg/kg, cerca de 150 a cerca de 250
mg/kg, cerca de 250 a cerca de 350 mg/kg, cerca de 350 a cerca de 450
mg/kg, cerca de 450 a cerca de 550 mg/kg, cerca de 550 a cerca de 700
mg/kg, cerca de 700 a cerca de 1000 mg/kg (ou as doses equivalentes ex-
pressas por metro quadrado de area de superficie corporal). Em algumas
modalidades, a variacdo de dosagem adequada para administragédo via oral,
i.p. ou i.m. administragéo & a partir de cerca de 5 a cerca de 2000 mg, sem
ajuste para um peso corporal ou area de superficie corporal do paciente.
Outras doses eficientes podem ser extrapoladas a partir das curvas de res-
posta a dosagem derivadas de sistemas de teste de modelo animal ou in
vitro. Tais modelos animais e sistemas sdo bem conhecidos na técnica.

Em certos aspectos, uma "quantidade eficiente" de um composto
no contexto de uma infecgéo viral € uma quantidade suficiente para reduzir
uma ou mais das seguintes etapas do ciclo de vida de um virus: a ancora-
gem da particular de virus a uma célula, a introdugao de informacgéo genética
viral em uma célula, a expressao de proteinas virais, a producado de novas
particulas de virus e a liberagao de particulas de virus a partir de uma ceélula

em pelo menos 5%, preferencialmente pelo menos 10%, pelo menos 15%,
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pelo menos 20%, pelo menos 25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo
menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo me-
nos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos
80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, ou 100%. Em
algumas modalidades, uma quantidade eficiente de um composto no contex-
to de uma infecgao viral reduz a replicagdo, multiplicagédo ou espalhamento
de um virus em pelo menos 5%, preferencialmente pelo menos 10%, pelo
menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos 25%, pelo menos 30%, pelo me-
nos 35%, pelo menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos
55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos
95%, ou 100%. Em algumas modalidades, uma quantidade eficiente de um
composto no contexto de uma infecgao viral aumenta a taxa de sobrevivén-
cia de sujeitos infectados em pelo menos 5%, preferencialmente pelo menos
10%, pelo menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos 25%, pelo menos
30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos
50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95%, ou 100%.

Aqueles versados na técnica reconhecerdao, ou serao capazes
de assegurar o uso de ndo mais que a experimentagéo rotineira, muitos e-
quivalentes as modalidades especificas da invengao descrita aqui. Tais e-
quivalentes sao pretendidos equivalentes para estarem dentro do escopo da
presente invencao.

A invencgao é adicionalmente descrita através dos exemplos nao
limitantes a seguir.
EXEMPLOS

Exemplo 1: Sintese de (2S,3S,4R,5R)-2-(4-Amino-5H-pirrolo
[3,2-d]pirimidin-7-il)-5-(hidroximetil)pirrolidina-3,4-diol [composto 1 (for-

mula |, em que A = NH; e B = H) como o sal de HCI].



10

15

32/57

HCH '} \)/
i c
H |r
" N /h(NH BN, (Boc3,0 éj Ac,0, plrldlnd
o i N::/
HG  OH L
HO OH
1-1 1-2

o\fo ° N4
w __POCh PiNMe; . ' { Nal;
N Benenat R A
AcO  OAc

AcO OAh
13 »
H o0 H
\( N NH
N PdrOH)u‘C N | 7 NaOMe
AcO \
Lot NJ
ALO OAL AcO  OAc
1.5 1-6
° 0 2He 4
’ NH
aq HCI H 2
W P! )
N= HO \_/ 9 N
HO ©H
1.7

Etapa 1:

Para uma solugdo de 7-((2S,3S,4R,5R)-3,4-di-hidroxi-5-(hidro-
ximetil) pirrolidin-2-il)-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4(5H)-ona (1-1) [(preparada
de acordo com o procedimento relatado por Evans, Gary B.; Furneaux, Ri-
chard H.; Hutchison, Tracy L.; Kezar, Hollis S.; Morris, Philip E., Jr.; Sc-
hramm, Vern L.; Tyler, Peter C em Journal of Organic Chemistry (2001),
66(17), 5723-5730; incorporado aqui por referéncia em sua totalidade) 115 g,
390 mmol] em agua e metanol (1:1, 2,4 L) foi adicionado trietilamina (113 mi,
1,12 mol) a temperatura ambiente seguido por (Boc),O (227 g, 1,04 mol). A
mistura de reagao foi agitada a temperatura ambiente durante a noite. O
produto sélido foi coletado por filtragao, lavado com agua, e secado a vacuo
para suprir (2R,3R,4S,5S)-terc-butil 3,4-di-hidroxi-2-(hidroximetil)-5-(4-oxo-
4 ,5-di-hidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-l-carboxilato (1-2) (100%)
como um sélido branco. 'H RMN (300 MHz, DMSO) & 7.85 (s, 1H), 7.35 (s,
1H), 4.73 - 4.53 (m, 1H), 4.29 (s, 1H), 4.03 (s, 1H), 3.97 (s, 1H), 3.70 - 3.53
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(m, 2H), 1.36 € 1.04 (s, 3H, 6H para rotémeros).
Etapa 2:

Para uma solucdo de (2R,3R,4S,5S)-terc-butil 3,4-di-hidroxi-2-
(hidroximetil)-5-(4-oxo-4,5-di-hidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-I-
carboxilato (1-2) em piridina (184 mmol, 2,26 mol) foi adicionado DMAP
(0,79 g, 6,46 mmol) e anidrido acético (107 ml, 1131 mmol) a temperatura
ambiente. A mistura de reacao foi agitada a temperatura ambiente durante a
noite. A mistura de reacao foi diluida com cloroférmio e lavada com agua,
HCI aquoso, agua, e bicarbonato de soédio saturado aquoso. A camada or-
ganica foi secada, filtrada e concentrada a vacuo, para to suprir (2R,3R,
4S,55)-2-(acetoximetil)-1-(terc-butoxicarbonil)-5-(4-oxo-4,5-di-hidro-3H-pirrolo
[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-3,4-diil diacetato (1-3) (150 g), que era puro o
suficiente para ser utilizado como tal para a proxima etapa. MS (ES®) 493.1
(M+1), 515.1 (M+Na); (ES’) 491.4 (M-1).

Etapa 3:

Para uma solugdo de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(terc-
butoxicarbonil)-5-(4-ox0-4,5-di-hidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-
3,4-diil diacetato (1-3) (150 g, 300 mmol) em acetonitrila (660 ml) foi adicio-
nado cloreto de benziltrietilaménio (137 g, 600 mmol), dimetilanilina (57 ml,
450 mmol), seguido por POCI; (164 mi, 1800 mmol) a temperatura ambiente.
A mistura de reagao foi aquecida a 80°C durante 1h. A mistura de reagéo foi
resfriada para a temperatura ambiente e concentrada para secagem a va-
cuo. O residuo obtido foi dissolvido em cloroférmio e lavado com bicarbonato
de sddio saturado aquoso, salmoura, secado, filtrado e concentrado para
secagem. O residuo de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(terc-butoxicarbo-
nil)-5-(4-cloro-5H-pirrolo [3,2-d]pirimidin-7-il) pirrolidina-3,4-diil diacetato (1-4)
foi utilizado como tal na préxima etapa sem purificacdo. '"H RMN (300 MHz,
DMSO) 6 12.54 (s, 1H), 8.65 (s, 1H), 7.92 (s, 1H), 5.85 (m, 1H), 5.45 (m, 1H),
5.10 (m, 1H), 4.49 (m, 2H), 4.07 (m, 1H), 2.07 - 1.99 (m, 9H), 1.19 (2 bs, 9H,
rotdbmeros).

Etapa 4:
Para uma solugdo de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(terc-
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butoxicarbonil)-5-(4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-3,4-diil diace-
tato (1-4) (300 mmol) em DMF (540 ml) foi adicionado azida (97,5 g, 1500
mmol) e aquecido a 80°C durante a noite. A mistura de reagao foi concen-
trada a vacuo e o residuo obtido foi dissolvido em cloroférmio. A camada de
cloroférmio foi lavada com agua, secada, filtrada e concentrada a vacuo. A
purificacdo por cristalizagdo a partir de (acetona: hexano = 1:2) forneceu
(2R,3R,48,5 S)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-5H-pirrolo [3,2-d]pirimidin-7-il)-1-
(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-3,4-diil diacetato (1-5). '"H RMN (300 MHz,
DMSO) & 13,56 - 13,00 (bs, 1H), 9,86 (s, 1H), 7,95 (s, 1H), 5,78 (m, 1H),
5,40 (m, 1H), 5,26 - 5,14 (m, 1H), 4,54 (m, 1H), 4,42 (m, 1H), 4,16 - 4,03 (m,
1H), 2,06 (s, 3H), 2,02 (s, 6H), 1,14 (bs, 9H); MS (ES") 540,0 (M+1); (ES)
515,9 (M-1).

Etapa 5:

Para uma solucido de (2R,3R,4S,55)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-
5H-pirrolo [3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-3,4-diil diace-
tato (1-5) (300 mmol) em metanol (1L) foi adicionado Pd(OH), (30 g). A mis-
tura de reacao foi hidrogenada a (160 psi) durante a noite, e filtrada para
remover o catalisador através de celita. O filtrato foi concentrado a vacuo
para fornecer (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]piri-
midin-7-il)-1-(terc-butoxicarbonil) pirrolidina-3,4-diil diacetato (1-6) (113 g). 'H
RMN (300 MHz, DMSO) & 12,47 -11,92 (m, 1H), 8,84 - 8,03 (m, 3H), 7,90 -
7,68 (m, 1H), 5,70 - 5,51 (m, 1H), 5,38 (m, 1H), 5,12 (m, 1H), 4,42 (m, 2H),
4,17 - 4,00 (m, 1H), 2,07 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 1,14 (s, 9H); MS
(ES™) 492,1 (M+1), (ES") 490,0 (M-1).

Etapa 6:

Para uma solugao de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-amino-
5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-3,4-diil diace-
tato (1-6) (111 g, 226 mmol) em metanol (500 ml) foi adicionado NaOMe
(25% p/p em metanol, 4,889, 22,6 mmol) a temperatura ambiente. A mistura
de reacado foi agitada a temperatura ambiente durante 3h e concentrada a
vacuo para prover (2S,3S,4R,5R)-terc-butil 2-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]piri-
midin-7-il)-3,4-di-hidroxi-5-(hidroximetil)pirrolidina-I-carboxilato (1-7). '"H RMN
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(300 MHz, DMSO) & 11,40 -10,73 (bs, 1H), 8,01 (s, 1H), 7,39 (2s, 1H), 6,90
(s, 2H), 4,83 (m, 2H), 4,45 (m, 2H), 3,96 (s, 2H), 3,568 (m, 3H), 1,31 e 0,99(s,
3H, 6H, rotémeros); MS (ES") 366,0 (M+1), 388,0 (M+Na); (ES’) 363,8 (M-1).
Etapa 7:

Uma solugdo de (2S,3S,4R,5R)-terc-butil 2-(4-amino-5H-pirro-
lo[3,2-d] pirimidin-7-il)-3,4-di-hidroxi-5-(hidroximetil)pirrolidina-l-carboxilato (1-
7) de HCI aquoso (160 ml de conc. de HCI e 400 ml de agua) foi agitada a
temperatura ambiente durante 30 min e entdo concentrada a vacuo para se-
cagem. O residuo obtido foi dissolvido em agua, tratado com carvao vegetal
ativado e refluxado durante 30 min. A solugao foi filtrada através de celita e
concentrada para obter um produto semissélido, que foi recristalizado a par-
tir de agua e etanol para fornecer (2S,3S,4R,5R)-2-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-7-if)-5-(hidroximetil) pirrolidina-3,4-diol (1) (50 g, rendimento total
para 7 etapas: 42.6%) como cristal branco. 'H RMN (300 MHz, D,0) & 8,41
(s, 1H), 8,02 (s, 1H), 4,99 (d,J = 9 Hz, 1H), 4,78 (m, 1H), 4,45 (dd, J =3, 1,5
Hz, 1H), 3,97 (m, 2H), 3,90 (m, 1H); MS (ES") 266,2 (M+1), (ES’) 264,0 (M-
1); Analise: Calculado para C11H1sN5s03°2 HCI: C, 39,07; H, 5,07; N, 20,71,
Cl, 20,97; Encontrado: C, 39,09; H, 5,10; N, 20,49; CI, 20,84.

Exemplo 2: Sintese em larga escala de (2S,3S,4R,5R)-2-(4-
Amino-5H-pirrolo [3,2-d] pirimidin-7-il)-5-(hidroximetil) pirrolidina-3,4-
diol [composto 1 (férmula I, em que A = NH; e B = H) como o sal de HCI].
Etapa 1:

Para uma suspensao de 7-((2S,3S,4R,5R)-3,4-di-hidréxi-5-(hi-
droximetil)pirrolidin-2-il)-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4(5H)-ona (1-1) [(prepara-
do de acordo como o procedimento relatado por Evans, Gary B.; Furneaux,
Richard H.; Hutchison, Tracy L.; Kezar, Hollis S.; Morris, Philip E., Jr.; Sc-
hramm, Vern L.; Tyler, Peter C em Journal of Organic Chemistry (2001),
66(17), 5723-5730), 500,0 g, 1,474 mol, 1 eq)] em uma mistura agua: meta-
nol (1:1, 10,4L) foi adicionado trietilamina (621 mi, 4.422 mol, 3,0 eq) a tem-
peratura ambiente seguido por (Boc)20 (987 g, 4,53 mol, 3,1 eq). A mistura
de reacgao se tornou claramente colorida ap6s a adigéo de (Boc) 20 com leve

aumento da temperatura interna de 28°C a 33°C. A solugao iniciou mostran-
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do alguma turbidez ap6s 1 hora de agitagéo. A solucéo foi agitada a tempe-
ratura ambiente durante a noite. O produto sélido foi coletado por filtracao e
lavado com agua (5,0L), secado a alto vacuo a 50°C para fornecer (2R,3R,
4S,58)-terc-butil3,4-di-hidréxi-2-(hidroximetil)-5-(4-oxo-4,5-di-hidro-3H-pirrolo
[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-l-carboxilato (1-2) (482 g, 89%).

'"H RMN (300 MHz, DMSO) & 11,92 (s, 2H), 7,81 (s, 1H), 7,32 (d,
J=22,7 Hz, 1H), 5,73 - 5,20 (m, 1H), 5,05 - 4,91 (m, 1H), 4,87 - 4,76 (m, 1H),
4,74 - 449 (m, 1H), 4,33 - 4,17 (m, 1H), 4,09 - 3,86 (m, 2H), 3,64 - 3,48 (m,
2H), 1,39 - 1,00 (m, 9H); MS (ES") 755,1 (2M+Na), (ES’) 731,7 (2M-1); Ana-
lise; Calculado para C1sH22N4Os: C, 52,45; H, 6,05; N, 15,29; Encontrado: C,
52,24; H, 6,02; N, 15,05.

Etapa 2:

Para uma suspensdo de (2R,3R,4S,5S)-terc-butil 3,4-di-hidréxi-
2-(hidroximetil)-5-(4-oxo-4,5-di-hidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-
I- carboxilato (1-2) (482 g, 1,32 mol, 1.0 equiv.) em piridina (740 ml, 9,21 mol,
7 equiv.) foi adicionado DMAP (3,22 g, 26,32 mmol, 0,2 equiv.) e anidrido
acético (435 ml, 4,61 mmol, 3,5 eq) a temperatura ambiente. A temperatura
interna comegou a subir com a adigdo do anidrido acético, portanto, o resfri-
amento por banho de agua e gelo foi desempenhado. Com a adigao total do
anidrido, a temperatura aumentou para 67°C, entao diminuiu para a tempe-
ratura ambiente. O banho de agua e gelo foi removido apés a reagao ter al-
cancado 25°C. A suspensdo ndo proveu uma solugdo clara, mas uma sus-
pensao mais leve foi observada. A mistura de reagao foi agitada a tempera-
tura ambiente durante 14h para render uma solugéo nao clara. Uma aliquota
estimulada mostrou que ndo havia mais material inicial e dois pontos impor-
tantes pelo TLC (9:1 cloroférmio: metanol), MS mostra dois pontos importan-
tes em (493,0, M+1) para produto e provido tetra-acetilado (M+1= 535). A
mistura de reacéao foi diluida com 3,0L de cloroférmio, agitado durante 10
minutos, entdo se adicionou 2,0L de agua deionizada. Um produto branco
ceraceo foi formado na interface de fase organica aquosa. Esse produto
permaneceu na fase aquosa apos a realizagao da partigao. A fase organica

foi separada e lavada novamente com 2,0L de agua. As lavagens com agua
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combinadas foram de volta extraidas com 1,0 de cloroférmio. A fases orga-
nicas combinadas foram lavadas com HCI 2.0 N aquoso (2 x 1,0L), agua (2 x
1,0L), bicarbonato de sédio saturado (2 x 1,0L) e salmoura (2 x 1,0L). A ca-
mada orgéanica foi secada ao longo de MgSO,, filtrada e concentrada para
secagem a vacuo e banho de agua de 50-55°C. O vacuo foi alterado para
uma bomba de 6leo a alto vacuo até que nenhum destilado tenha sido ob-
servado para fornecer um produto adocicado denso. O produto foi deixado
em bomba de 6leo de alto vacuo durante 14h para minimizar a piridina resi-
dual. Uma combinacédo de espuma soélida que se transformou em um soélido
branco bom e um residuo denso de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(terc-
butoxicarbonil)-5-(4-oxo-4,5-di-hidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-
3,4-diil diacetato (1-3) foi obtido (715, 110% de rendimento). Esta porcenta-
gem reflete a quantidade de composto tetra-acetilado. O produto era puro o
suficiente para ser utilizado como esta para a proxima etapa. Uma amostra
analitica foi preparada para a purificagdo da mistura utilizando cromatografia
de coluna flash [silica-gel, eluindo com 0-100% (9:1) acetato de etila/metanol
em hexano] para fornecer (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(terc-butoxicar-
bonil)-5-(4-oxo-4,5-di-hidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-3,4-diil
diacetato (1-3) como um soélido branco; '"HRMN (300 MHz, DMSO0) & 12,13
(s, 1H, D,O Permutavel), 11,98 (s, 1H, D,O permutavel), 7,82 (s, 1H), 7,29
(s, 1H), 5,76 (s, 1H), 5,37 (t, J = 4,5 Hz, 1H), 4,99 (s, 1H), 4,55 (dd, J = 11,3,
6,6 Hz, 1H), 4,34 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 4,03 (g, J = 7,1 Hz, 1H), 2,01 (d, J =
12,6 Hz, 9H), 1,23 (dd, J = 39,9, 32,8 Hz, 9H); MS (ES") 493,0 (M+1); (ES)
526,7 (M+C1); Andlise: Calculado para Cx2H2sN4sOg. C, 53,65; H, 5,73; N,
11,38; Encontrado: C, 53,18; H, 5,89; N, 11,10

Etapa 3:

Para uma solugdo de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(terc-
butoxicarbonil) -5-(4-oxo0-4,5-di-hidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-
3,4-diil diacetato (1-3) (622 g, 1,26 mol, 1,0 eq) em acetonitrila (2,75L) foi
adicionado cloreto de benziltrietilaménio (575 g, 2,5 mol, 2,0 eq), dimetilanili-
na (240 ml, 1,9 mol, 1,5 eq), seguido por POCI; (706 ml, 7,58 mol, 6,0 eq) a

temperatura ambiente. Uma solugéo de coloragao amarela clara foi obtida. A
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mistura de reacao foi lentamente aquecida até 80°C e mantida a essa tem-
peratura durante 10 minutos. TLC em 9:1 cloroférmio:metanol mostra que a
reacdo esta >98% completa. A solugdo homogénea preta foi resfriada até
50,0°C e concentrada a vacuo (banho de agua 70-73°C) para remover o
POCIls, o residuo colocado sob o alto vacuo da bomba de 6leo até que ne-
nhum destilado fosse observado. O residuo foi dissolvido em 3,0L de cloro-
formio e rapidamente lavado cuidadosamente com bicarbonato de sédio sa-
turado aquoso até que um pH neutro fosse obtido. A camada orgéanica foi
lavada separadamente com agua (2L), salmoura (2L), secada ao longo de
MgSO., filtrada e concentrada a vacuo para secagem (banho de agua a 50-
53°C). O produto preto de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(terc-butoxicar-
bonil)-5-(4-cloro-5H-pirrolof3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-3,4-diil diacetato (1-
4) foi utilizado como esta na préxima etapa sem purificagéo.

Etapa 4:

Para uma solucao de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(terc-bu-
toxicarbonil)-5-(4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidina-3,4-diil diace-
tato (1-4) (622g, 1,26 mol, 1 eq) em DMF (1,5 L) foi adicionado azida de so-
dio (411 g, 6,32 mol, 5 equiv.) e aquecido com agitagdo a 60°C durante 10
horas, em cujo tempo a reagao foi completada (TLC em 9:1 clorofor-
mio:metanol e 1:1 hexano:acetato de etila). A reacdo foi resfriada a 25°C,
despejada em gelo (2L) e extraida com cloroférmio (2 x 1L). As camadas de
cloroférmio foram combinadas e lavadas com agua (2 x 2L), salmoura (2L),
secadas, filtradas e concentradas a vacuo (banho de agua de 70-80°C) para
render uma lama preta. A purificagdo da lama foi obtida por cromatografia de
coluna (987 g de lama preta, 8x30 polegadas de coluna, 1/2 cheia de silica-
gel, perfil de eluicdo hexano:acetato de etila; 9:1 (40,0L); 7:3 (20.0L); 6:4
(20.0L); 1:1 (20L); 4:6 (20,0L) e 2:8 (20,0L); As fragbes apropriadas foram
empogadas e concentradas a vacuo (banho de agua de 50,0°C) para forne-
cer (2R,3R,4S,58)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-
1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-3.4-diil diacetato (1-5) (407,05 g, 62,3% de
rendimento para duas etapas) como um produto semelhante a mel de colo-

racao avermelhada. Uma amostra analitica foi preparada para purificagao da



10

15

20

25

30

39/57

mistura por cromatografia de coluna flash [0-100% acetato de etila em hexa-
no] para fornecer (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-7-il)-1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-3.4-diil diacetato (1-5) como
um sdlido alaranjado. '"HRMN (300 MHz, DMSO) & 13.08 (d, J = 155.6 Hz,
1H, D,O permutavel), 9.86 (s, 1H), 7.61 (d, J = 76.8 Hz, 1H), 5.78 (t, J = 4.5
Hz, 1H), 5.41 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 5.21 (s, 1H), 4.55 (dd, J = 11.4, 6.4 Hz, 1H),
4.41 (dd, J = 11.4, 3.9 Hz, 1H), 4.07 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 2.06 (s, 3H), 2.01
(d, J = 9.9 Hz, 6H), 1.23 (dd, J = 39.8, 32.7 Hz, 9H); MS (ES") 518.0 (M+1),
540 (M+23); (ES) 516.4 (M-1); Analise: Calculado para CxH27N7Og. C,
51.06; H, 5.26; N, 18.95 Encontrado: C, 50.97; H, 5.30; N, 18.62.

Etapa 5:

(2R,3R,4S,55)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-5H-pirrolo[3,2-d]pirimi-
din-7-il)-1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-3.4-diil diacetato (1-5) foi reduzido
em trés lotes diferentes conforme segue

Lote 1: Para um hidrogenador Parr de 2,0L, acréscimo de Teflon
foi adicionado (2R,3R,48S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-5H-pirrolo[3,2-d] pi-
rimidin-7-il)-1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-3,4-diil diacetato (1-5) (108,01g,
300 mmol em metanol, 800 ml), Pd(OH), (21,6 g, 20% p/p).

Lote 2: Para um hidrogenador Parr de 2,0L, acréscimo de Teflon
foi adicionado (1-5) (140,70g, 271,9 mmol em metanol, 1,0L), Pd(OH),
(28,14 g, 20% p/p).

Lote 3: Para um hidrogenador Parr de 2,0L, acréscimo de Teflon
foi adicionado (1-5) (140,7 g, 271,9 mmol em metanol, 1,0L), Pd(OH)2 (28,14
g, 20% p/p).

As misturas de reacéo foram hidrogenadas em 150 psi durante
15-18 horas. A mistura de reacéao foi filtrada para remover o catalisador atra-
vés da celita. O filtrato foi concentrado a vacuo (banho de agua de 60-70°C)
até o peso constante para fornecer um produto colorido escuro (2R,3R,
4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(terc-buto-
xicarbonil) pirrolidina-3,4-diil diacetato (1-6) (328.8 g, 89% ). O produto era
puro o suficiente para ser utilizado como esta para a proxima etapa. Uma

amostra analitica foi preparada para a da mistura utilizando cromatografia de
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coluna flash (0-10% metanol em cloroférmio). 'H RMN (300 MHz, DMSO) &
11.06 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.49 (s, 1H), 6.94 (s, 2H), 5.86 (s, 1H), 5.44 (t, J =
4.2 Hz, 1H), 5.02 (s, 1H), 4.56 (dd, J = 11.3, 6.9 Hz, 1H), 4.40 (dd, J = 11.3,
4.2 Hz, 1H), 4.16 - 3.98 (m, 1H), 2.09 - 1.94 (m, 9H), 1.48 - 1.14 (m, 9H); MS
(ES™) 4921 (M+1); (ES) 5264 (M+C1); Analise: Calculado para
C2oHa9N50g°1.25H,0: C, 51.41; H, 6.18; N, 13.62; Encontrado: C, 51.24; H,
5.92; N, 13.33.

Etapa 6:

Lote 1. Para (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-amino-5H-pir-
rolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-3,4-diil diacetato (1-
6) (81,5g, 165,8 mmol), foram adicionados metanol anidro (370 ml) seguidos
pela adicao de NaOMe (metdxido de sodio, 25% em peso solugdo em meta-
nol, 4,49g, 20,76 mmol) a temperatura ambiente. A mistura de reacgao foi
agitada a temperatura ambiente até TLC (cloroférmio: metanol 9:1) mostrar
gue todo o material inicial reagiu.

Lote 2. Para (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-amino-5H-pir-
rolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-3,4-diil diacetato (1-
6) (117,8 g, 239,6 mmol), foram adicionados metanol anidro (530 ml) segui-
dos pela adigdo de NaOMe (metéxido de sodio, 256% em peso solugdo em
metanol, 6,58g, 30,45 mmol) a temperatura ambiente. A mistura de reacgéo
foi agitada a temperatura ambiente até TLC (cloroférmio:metanol 9:1) mos-
trar que todo o material inicial reagiram;

Lote 3. Para (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-amino-5H-
pirrolo{3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-3,4-diil  diacetato
(1-6) (129,5 g, 263,5 mmol) foram adicionados metanol anidro (584 ml) se-
guidos pela adicao de NaOMe (metoxido de sodio, 25% em peso solugao em
metanol, 6,99g, 32,35 mmol) a temperatura ambiente. A mistura de reagao
foi agitada a temperatura ambiente até TLC (cloroférmio:metanol 9:1) mos-
trar que todo o material inicial reagiu (7-8 horas).

As solugbes acima foram concentradas (banho de agua de 65-
75°C) para fornecer (2S,3S,4R,5R)-terc-butil 2-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-7-il)-3,4-di-hidroxi-5-(hidroximetil)pirrolidina-l-carboxilato (1-7) que
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era pura o suficiente para ser utilizada como esta para a proxima etapa. Uma
amostra analitica foi preparada por purificagdo da mistura utilizando croma-
tografia de coluna flash (0-10% metanol em cloroférmio). 'H RMN (300 MHz,
DMSO) & 10.77 (s, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.40 (s, 1H), 6.82 (s, 3H), 5.04 - 4.91
(m, 1H), 4.87 - 4.74 (m, 1H), 4.56 - 4.35 (m, 2H), 4.04 - 3.90 (m, 2H), 3.72 -
3.63 (m, 1H), 3.59 - 3.41 (m, 1H), 1.15 (2s, 9H); MS (ES") 366.1 (M+1); (ES)
400.3 (M+C1); Analise: Calculado para C1eH23N505+0.25H,0: C, 51.33; H,
6.46; N, 18.71; Encontrado: C, 51.04; H, 6.43; N, 18.48.

Etapa 7:

(2S,3S,4R,5R)-terc-butil 2-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-
i)-3,4-di-hidroxi-5-(hidroximetil)pirrolidina-l-carboxitato (1-7) foram tratados
como segue em trés lotes.

Lote 1. (1-7) foi dissolvido em HCI aq. (118 ml de conc. de HCl e
293 ml de agua);

Lote 2. (1-7) foi dissolvido em HCI aqg. (169 ml de conc. de HCl e
421 ml de agua).

Lote 3. (1-7) foi dissolvido em HCI ag. (186 ml de conc. de HCl e
468 ml de agua).

As misturas de reacao foram agitadas a temperatura ambiente
durante 30 min (forte evolugao de gas CO,) e entdo cada lote foi concentra-
do a vacuo para secagem (80-90°C). Os lotes 2 e 3 foram empocgados para
prover 226g de produto amarelo claro umido. O lote 1 proveu 91,4 de um
produto acinzentado escuro. A cristalizacdo foi realizada conforme segue:
Para o produto imido dos lotes 2 e 3: 226 m| de agua foram adicionados ao
produto entao aquecidos 50°C em cujo ponto o etanol quente foi lentamente
adicionado até que a cristalizagao se iniciou. A mistura foi mantida a 50°C
durante 10 minutos, entao, permitiu-se que alcangasse 25°C com forte agita-
cao antes da filtracdo para prover p6 de coloragdo amarelada clara de
(2S,3S,4R,5R)-2-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-5-
(hidroximetil)pirrolidina-3,4-diol (1) (88g). O lote um foi purificado do mesmo
modo para prover 33,0g de produto de coloragdo cinzenta clara. O rendi-

mento total € 121,0g apds a secagem a 55°C em alto vacuo. O licor-méae da
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recristalizagcao dos lotes 1 e 2 foi reprocessado para prover 15,0g de produto
em p6 amarelado leve (1). '"H RMN (300 MHz, DMSO) & 14.60 (s, 1H), 13.25
(s, 1H), 10.23 (s, 1H), 9.13 (s, 2H), 8.84 (s, 1H), 8.63 (s, 1H), 8.11 (d, J = 3.1
Hz, 1H), 5.55 (s, 2H), 4.78 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.44 (dd, J = 8.8, 5.0 Hz, 1H),
4.14 - 4.02 (m, 1H), 3.73 (d, J = 5.1 Hz, 2H), 3.52 (s, 1H); '"H RMN (300 MHz,
D,0) 6 8.33 (s, 1H), 7.94 (s, 1H), 4.90 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.65 (s, 1H), 4.37
(dd, J = 4.8, 3.4 Hz, 1H), 3.89 (s, 1H), 3.88 (s, 1H), 3.81 (dd, J = 8.1, 4.5 Hz,
1H); MS (ES®) 266.3 (M+1); Rotagdo optica -52.69; (H,0,C=1.15); MP:
238°C; Analise: Calculado para C41H15N503.2HCI.0.25H,0: C, 38.55; H,
5.15; Cl, 20.44; N, 20.69; Encontrado: C, 38.67; H, 5.05; CI, 20.45; N, 20.42.

Exemplo 3: Fosforilagao do composto 1 (férmula |, em que A
= NH; e B = H) e Estudos de Incorporagcao de DNA/RNA.

Células de carcinoma hepatocelular humanas (Huh-7) foram in-
cubadas com *H-composto 1 durante 24h, seguido por extragdo de metanol
e analise de HPLC utilizando coluna de SAX e detector radioativo. FIG. 1
mostra a fosforilagao do composto 1 em células de Huh-7, indicando a fosfo-
rilagao eficiente em células.

As figuras 2-4 mostram que o composto 1 é fosforilado, mas nao
incorporado em RNA ou DNA mamifero (DP designa difosfato e TP designa
trifosfato). FIG. 2 mostra a fosforilagdo de adenosina em células de Huh-7.
FIG. 3 mostra fosforilagdo do composto 1 em células de Huh-7. FIG. 4 mos-
tra a incorporagcdo de DNA gendmico e RNA total do composto 1 e adenosi-
na em células de Huh-7.

Exemplo 4: Efeitos do inibidor de RNA polimerase viral
(formula |, em que A = NH; e B = H: composto 1) na replicagdo de Virus
do sarampo em Células de rim de macaco-verde africano.

Materiais e Métodos: células Vero 76 (celulas de rim de macaco-
verde africano) foram obtidas a partir de coleta de cultura do Tipo Americano
(ATCC, Manassas, VA). As células foram rotineiramente passadas em meio
essencial minimo (MEM com 0,15% de NaHCO3; Hyclone Laboratories, Lo-
gan, UT, USA) suplementadas com 5% de soro bovino fetal (FBS, Hyclone).

Quando da avaliagao de compostos, o soro foi reduzido a uma concentragéo



10

15

20

25

30

43/57

final de 2,5%, e gentamicina é adicionada para testar o meio para uma con-
centracao final de 50 ug/mi. O virus do sarampo (MV), cepa Chicago, foi ob-
tido a partir dos Centros para Controle de Doenga (Atlanta, GA).

Procedimentos de Teste Antiviral:

Analise de Inibicao de Efeito Citopatico (Analise Visual)

As células foram semeadas em placas de cultura de tecido de
fundo plano de 96 pogos (Corning Glass Works, Corning, NY), 0,2 ml/pogo,
na concentragdo celular apropriada, e incubadas durante a noite a 37°C a
fim de estabelecer uma monocamada celular. Quando a monocamada foi
estabelecida, o meio de crescimento foi decantado e varias diluicbes de
composto de teste foram adicionada a cada pogo (3 pocos/diluicdo, 0,1
ml/pogo). O meio diluente de composto foi adicionado aos pogos de controle
de virus e célula (0,1 ml/poco). O virus, diluido no meio de teste, foi adicio-
nado aos pogos de teste de composto (3 pocos/diluicao de composto) e aos
pocos de controle de virus (6 pogos) em 0,1 ml/pogo. O virus (MOI viral =
0,001) foi adicionado aproximadamente 5 min apés o composto. O meio de
teste sem virus foi adicionado a todos os pogos de controle de toxidade (2
pocos/diluicdo de cada composto de teste) e aos pogos de controle de célula
(6 pogos) em 0,1 ml/pogo. As placas foram incubadas a 37°C em um incu-
bador umidificado com 5% de CO,, 95% de ar atmosférico até que os pogos
de controle de virus tivessem leituras de efeito citopatico adequadas (CPE)
(80-100% de destruicao celular). Isso foi obtido a partir de 4-11 dias apos a
exposicao do virus as células, dependendo do virus. As células foram entao
examinadas microscopicamente para CPE, isso sendo pontuado a partir de
0 (células normais) a 4 (maximo, 100%, CPE). As células nos pogos de con-
trole de toxidade foram observadas microscopicamente para alteragées mor-
fologicas atribuidas a citotoxicidade. Essa citotoxicidade (destruigao celular
elou alteragdo de morfologia) foi também graduada em 100% de toxicidade,
80% de citotoxicidade), 60% de citotoxicidade, 40% de citotoxicidade, 20%
de citotoxicidade, e 0 (células normais). A dose eficiente de 50% (EC50) e a
dose citotoxica de 50% (IC50) foram calculadas por analise de regresséao de

CPE dos dados do virus e os dados de controle de toxicidade, respectiva-
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mente. O indice seletivo (Sl) para cada composto testado foi calculado utili-
zando a formula: Sl = CC50 - EC50.

Analise de Absorcao do Vermelho Neutro (NR) de Inibicdo de I-
nibicao de CPE

O vermelho NR foi escolhido como o método de quantificagao
por tingimento para avaliagdo de drogas antivirais com base nas descober-
tas de Smee et al (J. Virol. Methods 2002, 106: 71-79; incorporado aqui por
referéncia em sua totalidade). Essa analise foi realizada nas mesmas placas
de teste de inibigdo de CPE descritas acima para verificar a atividade inibito-
ria e a citotoxicidade observada por observagao visual. A analise de NR foi
desempenhada utilizando um método modificado de Cavenaugh et al. (In-
vest. New Drugs 1990, 8:347-354; incorporado aqui por referéncia em sua
totalidade) conforme descrito por Barnard et al. (Antiviral Chem. Chemother.
2001, 12:220-231; incorporado aqui por referéncia em sua totalidade). Re-
sumidamente, o meio foi removido de cada po¢o de uma placa pontuada
para CPE a partir de uma analise de inibicao de CPE, 0,034% de NR foi adi-
cionado a cada pogo da placa e a placa incubada durante 2h a 37°C no es-
curo. A solucdo de NR foi entdo removida a partir dos pogos. Apos a edulco-
racédo (por vezes células atolavam a partir da placa causando uma redugao
errdnea do vermelho neutro) e aspiragao para secagem, a tintura remanes-
cente foi extraida durante 30 min a temperatura ambiente no escuro a partir
das células utilizando etanol absoluto tamponado com tampéo de citrato de
Sorenson. Absorgdes em 540 nm/405 nm séo lidas are com um leitor de mi-
croplaca (Opsys MRTM, Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA). Os valo-
res de absorg¢ao foram expressos como porcentagens de controles nao tra-
tados e valores de EC50, CC50 e Sl foram calculados conforme descrito a-
cima.

Analise de Redugao de Rendimento de Virus

Andlises de reducao de rendimento de virus foram desempe-
nhadas utilizando analise de dose infecciosa de 50% de cultura celular
(CCID50) essencialmente conforme descrito anteriormente (Antimicrob. A-

gents Chemother. 1992, 3:1837-1842; incorporado aqui por referéncia em
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sua totalidade). Resumidamente, sobrenadantes a partir de cada pogo foram
diluidos em série em pocos triplicados de placas de 96 pogos contendo célu-
las Vero 76. As placas foram incubadas durante 6 dias e entao checadas
para CPE induzido por virus. A quantificacdo de titulacées de rendimento de
virus foi através do método de ponto final de Reed e Muench (Am. J. Hyg.
1938, 27:493-498; incorporado aqui por referéncia em sua totalidade). O va-
lor de EC90 foi calculado utilizando regressao linear para estimar a concen-
tracdo necessaria para inibir o rendimento de virus em 90% ou em um de-
créscimo de log10 em titulagao de virus.

Resultados e Discusséo

Virus do sarampo foi potencialmente inibido pelo composto 1
(Tabela 1). Valores de EC50 contra o virus do sarampo foram 0,6 e 1,4
Mg/ml por analise visual e analise de NR, respectivamente. O composto nao
teve nenhuma citotoxicidade em nenhuma das analises de NR e visual (IC50
>100). Portanto, os indices seletivos por ambas as andlises sugeriram que o
composto 1 era altamente ativo contra o virus do sarampo (MV). A potente
atividade inibitéria contra MV foi confirmada por uma analise de redugao de
rendimento de virus com um EC90=0,36 ug/ml, representando uma queda
de log10 no virus produzido em células infectadas.
Conclusées

O composto 1 demonstrou atividade inibitéria seletiva e potente.
Por analise de redugao de rendimento de virus, o composto 1 foi também um
inibidor potente de MV (EC90 = 0,37 ug/ml). Assim, o composto 1 mostrou
ser um inibidor potente de muitos virus de RNA e sugere que o composto 1
assegura adicionalmente a avaliagdo in vitro e in vivo como um inibidor de
amplo espectro de virus de RNA selecionado.

Exemplo 5: Efeitos de inibidor de RNA polimerase viral
(formula I, em que A = NH; e B = H: composto 1) em replicagao de va-
rios virus de RNA.

Materiais e Métodos

Células e virus

Célula de rim de macaco-verde africano (MA-104) foram obtidas
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a partir de Whitaker MA Bioproducts, Walkersville, MD, USA). Todas as célu-
las Vero (Células de rim de macaco-verde africano, carcinoma humano das
células da laringe (A-549), e células de rim canino Madin-Darby foram obti-
das a partir da Colegao de Cultura do Tipo Americano (ATCC, Manassas,
VA). Células A-549 foram cultivadas em meio essencial minimo de Dulbecco
(DMEM) suplementado com 0,15% NaHCOj; (Hyclone Laboratories, Logan,
UT, USA) e com 10% de soro bovino fetal (FBS, Hyclone). As células rema-
nescente foram rotineiramente passadas por um meio essencial minimo
(MEM com 0,15% NaHCOj3; Hyclone Laboratories, Logan, UT, USA) suple-
mentado com 5% de soro bovino fetal (FBS, Hyclone).

Quando da avaliagdo de compostos, o soro foi reduzido a uma
concentracéo final de 2,5%, e gentamicina é adicionada ao meio de teste
para uma concentragéo final de 50 pg/ml. O meio de teste para analises de
influenza consistiram em MEM sem soro, 0,18% NaHCOs3, 20 pg de tripsi-
na/ml, 2,0 ug de EDTA/ml, e 50 pg de gentamicina/ml.

Para avaliagdo da toxicidade em células crescendo ativamente,
a citotoxicidade foi avaliada pela determinagdo do numero total de células
conforme refletido por uma analise de absorgéo de NR ap6s uma exposigao
de 3 dias a varias concentragbes de composto. Para quantificar o crescimen-
to celular em 72h na presenca ou auséncia de droga, as placas foram seme-
adas com 1 X 10° células MDCK, e apés 4h (permitiu que todas as células
se anexassem aos pogos das placas) foram expostas para selecionar con-
centracdes de droga em MEM ou MEM. Apés 72h, as placas foram tratadas
conforme descrito acima para a analise de NR. Os valores de absbr(;éo fo-
ram expressos como porcentagem de controles nao tratados e valores de
CC50 foram calculados por andlise de regresséo.

Virus da dengue 2 (DV-2), cepa Nova Guiné C, virus de Sincicial
respiratorio (RSV) A2, Rinovirus 2 (RV-2), cepa HGP, Tacaribe (TCV), cepa
TRVL 11573, virus da Encefalite equina venezuelana (VEE), e virus da Fe-
bre Amarela (YFV), cepa 17D foram todos adquiridos a partir da Colegao de
Cultura do Tipo Americano (ATCC; Manassas, VA). Todos os virus da influ-

enza, Virus do sarampo (MV), cepa Chicago, coronavirus SARS (SARS-



10

15

20

25

30

47/57

CoV), cepa Urbani, e virus do Oeste do Nilo (WNV), cepa designada isolada
Nova lorque 1999 prototipica 996625, foram obtidos a partir dos Centros pa-
ra Controle de Doenga (Atlanta, GA). O virus Punta Toro (PTV), cepa Ada-
mes, foi obtido a partir do Dr. Dominique Pifat do Instituto de Pesquisas Mé-
dicas do Exército dos EUA para Doenca infecciosas, Ft. Detrick (Frederick,
MD). A cepa da vacina do virus da Febre do Vale do Rift (RVFV), MP- 12, e
a cepa da vacina do virus de Junin (JUNV), Candid 1, foram gentiimente
providas pelo Dr. Robert Tesh (Centro de Referéncia Mundial para Emer-
géncia e Virus e Arbovirus (World Reference Center for Emerging and Viru-
ses and Arboviruses), Departamento Médico da Universidade do Texas,
Galveston, TX). O virus de Pichinde (PICV), cepa An 4763, foi provido pelo
Dr. David Gangemi (Clemson University, Clemson, South Carolina). O virus
da parainfluenza tipo 3 (PIV-3), cepa 14702/5/95, foi obtido a partir de Jac-
quelin Boivin (Hospital St. Justin, Montreal, Canada). O adenovirus (AV-1)
tipo 1, cepa Chicago/95, foi isolado a partir de lavagens traqueais de um pa-
ciente pediatrico e foi provido por M.F. Smaron (Departamento de Medicina,
Universidade de Chicago, Chicago IL).

Procedimento de Teste Antiviral

Andlise de inibicdo de efeito citopatico (Analise visual)

As células foram semeadas em placas de cultura de tecido de
fundo plano de 96 pogos (Corning Glass Works, Corning, NY), 0,2 ml/pogo,
na concentragdo celular apropriada, e incubadas durante a noite a 37°C a
fim de estabelecer uma monocamada celular. Quando a monocamada foi
estabelecida, o meio de crescimento foi decantado e as varias diluicbes de
composto de teste foram adicionadas em cada pogo (3 pogos/diluigao, 0,1
ml/pogo). O meio de composto diluente foi adicionado a pogos de controle de
virus e célula (0,1 ml/pogo). O virus, diluido no meio de teste, foi adicionado
a pocgos de teste de composto (3 pogos/diluigdo de composto) e a pogos de
controle de virus (6 pocos) em 0,1 ml/pogo. O virus (MOI viral = 0,001) foi
adicionado aproximadamente 5 min ap6s o composto. O meio de teste sem
virus foi adicionado a todos os pogos de controle de toxidade (2 po-

cos/diluicao de cada composto de teste) e a pogos de controle de célula (6
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pocos) em 0,1 ml/pogo. As placas foram incubadas a 37°C em um incubador
umidificado com 5% de CO,, 95% de ar atmosférico até que pocgos de con-
trole de virus tiveram leituras de efeito citopatico adequadas (CPE) (80-
100% de destruicao celular). Isso foi obtido de 4-11 dias apés a exposicao
do virus a células, dependendo do virus. As células foram entdo examinadas
microscopicamente para CPE, isso sendo pontuado a partir de 0 (células
normais) a 4 (maximo, 100%, CPE). As células nos pocos de controle de
toxidade foram observadas microscopicamente para alteragdes morfologicas
atribuidas para citotoxicidade. Essa citotoxicidade (destruicao celular e/ou
alteracado de morfologia) foi também graduada em 100% de toxicidade, 80%
de citotoxicidade), 60% de citotoxicidade, 40% de citotoxicidade, 20% de
citotoxicidade e 0 (células normais). A dose eficiente de 50% (EC50) e a do-
se citotoxica de 50% (IC50) foram calculadas por analise de regressao do
CPE dos dados do virus e dos dados de controle de toxicidade, respectiva-
mente. O indice seletivo (Sl) para cada composto testado foi calculado utili-
zando a férmula: S| = CC50 - EC50.

Analise de Absorcao de Vermelho Neutro (NR) de Inibicao de
CPE e Citotoxicidade do Composto

Vermelho de NR foi escolhido como o método de quantificagéo
por tingimento para avaliagdo de drogas antivirais com base nas descober-
tas de Smee et al. (supra). Essa analise foi realizada nas mesmas placas de
teste de inibicao de CPE descritas acima para verificar a atividade inibitéria e
a citotoxicidade observada na observacao visual. A andlise de NR foi de-
sempenhada utilizando um método modificado de Cavenaugh et al. (supra)
conforme descrito por Barnard ef al. (supra). Resumidamente, o meio foi re-
movido a partir de cada pogo de uma placa pontuada para CPE a partir de
uma analise de inibicdo de CPE, 0,034% de NR foi adicionado a cada pogo
da placa e a placa incubada durante 2h a 37°C no escuro. A solugéo de NR
foi entdao removida a partir dos pogos. Apds a edulcoragado (por vezes as cé-
lulas atolaram a partir da placa causando a redugao errbnea de vermelho
neutro) e a aspiragdo para secagem, a tintura remanescente foi extraida du-

rante 30 min a temperatura ambiente no escuro a partir das células utilizan-
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do etanol absoluto tamponado com tampéao de citrato de Sérenson. Absor-
¢bes em 540 nm/405 nm sao lidas com um leitor de microplaca (Opsys
MRTM, Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA). Os valores de absorgao
foram expressos como porcentagens de controles nao tratados e valores de
EC50, CC50 e Sl foram calculados conforme descrito acima.

Tabela 1. Efeitos de um inibidor de polimerase (composto 1)

na replicacao de varios virus.

Virus Analise Visual Analise de Absorgao de
de CPE (pg/ml) Vermelho Neutro (pg/ml)
EC50 IC50 SI EC50 IC50 Sl
iAdenovirus tipo 39 >100 | >2,6 43 >100 >2,3
165089/Chicago (Células A-549)
Dengue 2 Nova Guiné C (Células Vero) 15 360 25 13 340 26
Influenza A HINZ CA/04/2009 (H1N1 Pandé{ 1,8 210 120 1.8 210 120
mica)
Influenza A H3N2 Brisbane/10/2007 1,8 260 140 56 440 79
Influenza A H5N1 VN/1203/2004 Hibrida (em| 0,63 | >1000 | >1600 | 0,99 130 130
icadeia principal de H1N1)
Influenza B da Florida 1,8 530 290 1,8 50 38
ICandid 1 de Junin (Células Vero) 29 >520 >17 16 240 14
Sarampo 0,6 >100 | >180 1,4 >100 >71
Parainfluenza 3 14702 (células MA- 104) 14 100 7.1 10 52 52
Pichinde (Células Vero) 61 >500 | >8,2 28 190 6,7
Punta Toro A2 (Células Vero 76) 310 | >500 | >1,6 >250 250 0
Sincicial respiratério A2 (células MA-104) >100 | >100 0 >100 >100 0
Rinovirus 2 HGP (células HeLa Ohio-1) 57 >100 | >1,8 56 >100 >1,8
Febre do Vale do Rift MP-12 (Células Vero| 75 680 9,1 64 420 6,6
76)
ISARS-CoV Urbani (células Vero 76) 14 >100 | >7,1 16 >100 >6,3
Tacaribe TRVL 11573 (Células Vero) 29 320 4,2 2 200 2
Encefalite equina venezuelana TC83 (Célu4 280 610 2,2 170 230 1,2
las Vero 76)
Virus do Oeste do Nilo (Células Vero) >100 | >100 0 36 >100 2,8
Febre Amarela 17D (células Vero 76) 8,3 360 43 8,3 320 38

Outros virus que foram considerados significativamente inibidos
pelo composto 1 (Sl >10) foram DV-2 (EC50 = 15, 13 pg/ml), JUNV (EC50 =
29, 16 pg/mi), YFV (EC50 = 8,3, 8,3 ug/ml) (Tabela 1). Os seguinte virus fo-
ram levemente inibidos pelo composto 1 (10<SI>3): PIV-3 (EC50 = 7,1, 10
pg/mi), SARS-CoV (EC50 = 14, 16 pg/ml), PICV (EC50 = 61, 28 pg/ml), e
RVFV (EC50 = 75, 64 ug/ml). O composto 1 foi testado contra um subcon-
junto de cepas virais de influenza (Tabela 2), e exibiu amplo espectro de ati-

vidade antiinfluenza contra cepas multiplas.
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Tabela 2. Amplo espectro de Atividade Antiinfluenza do

composto 1.

Virus EC50 (ng/ml)
A/CA/04/2009 (Pandémico H1N1) 1,8
A/Brisbane/10/2007 (H3N2) 5,6
A/N/N/1203/2004 (H5N1) 0,99
B/Florida 1,8
A/CA/27/2007 (H1IN1) 0,66
A/NJ/15/2007 1,39
(H1N1 - H274Y)

ANic/3/75 (H3N2) 4,0

Conclusbdes

O composto 1 demonstrou potente atividade contra todos os vi-
rus da influenza testados. O composto 1 mostrou se um inibidor potente de
replicacdo do virus da influenza e sugere que o composto 1 é eficiente como
um inibidor de amplo espectro do virus de RNA selecionado, incluindo todos
os virus da influenza.

Exemplo 6: Atividade antiviral in vitro do composto 1.

A atividade antiviral do composto 1 foi avaliada in vitro em varios
virus para atividade antiviral. Os valores de EC50 variaram a partir de cerca
de 10 pg/mi a cerca de >300 pg/ml contra Marburg (filoviridae), Candid 1 de
Junin (arenaviridae), Pichinde (arenaviridae), Chikungunya 181/25 (togaviri-
dae) e Vacina NYCBH (poxviridae).

Exemplo 7: Atividade antiviral sinergistica do composto 1 e
inibidor de neuraminidase em células MDCK.

Células de Rim Canino Madin Darby (MDCK) foram infectadas
com o virus da influenza H3N2 (A/Victoria/3/75) e tratadas com varias com-
binagbes do composto 1 e peramivir durante 72h. O efeito citopatico foi de-
terminado utilizando analise de absorc¢ao de tingimento por vermelho neutro.

Os dados sdao mostrados na tabela 3.
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Composto 1 Peramivir

0,0 uM 0,0 uyM 0,0 uM
0,0uM 0 3,69 10,8+11
1,8 uM 1,646,1 22,7461 21,524 6
7,8uM 258+438 50,4+79 70,3+49

Os dados experimentais foram avaliados por analise tridimensi-
onal utilizando o software do programa Mac Synergy I1® (Prichard e Ship-
man, 1990; incorporado aqui por referéncia em sua totalidade). O software
calcula as interagbes aditivas teéricas a partir de curvas de resposta a dose
das drogas individuais. A superficie aditiva calculada, que representa as inte-
racdes aditivas previstas, € entdo subtraida a partir da superficie experimen-
tal para revelar regides de interagées maiores (sinergia) ou menores (anta-
gonismo) que as esperadas. A combinagao de peramivir € composto 1 em
estudos de cultura de célula demonstraram um efeito antiviral sinergistico
com um volume de sinergia igual a 92 uM? por % de unidade (FIG. 5).

Exemplo 8: Eficiéncia da injegao intramuscular (IM) de com-
posto em modelo de influenza murina.

Camundongos Balb/C entre 6-8 semanas de idade foram adap-
tados para virus H3N2 (A/Victoria/3/75). Doses de 0, 30, 100 e 300 mg/kg/d
qd foram providos por injegdo intramuscular (IM) durante 5 dias iniciando 1h
antes da infecgdo. N = 50 animais. Todos os animais foram acompanhados
durante 16 dias. Pontos finais incluiram letalidade, dias médios de morte e
perda de peso. Os efeitos sdo mostrados na Figura 6.

Os resultados para o composto 1 (IM) em virus de modelo de in-
fluenza de camundongo sao mostrados na tabela 4. O composto 1 provido
via IM aumenta a sobrevivéncia e a perda de peso em camundongos infec-

tados com virus da influenza.
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Tabela 4: Composto 1 (IM) em virus de modelo de influenza
de camundongo - H3N2 A/Vic/3/75

[Tratamento Nivel de Dosa- [Numero Média de dias Média de alteracao
gem (mg/kg/d)  [de mortes |para morte (Mé- |de peso (gramas *
dia £ SEM) SEM) Dia 8
Veiculo, 0 0 >16 0,58 + 0,23
ndo infectado
Veiculo, infectado 0 7/15 10,3+ 0,3 498+ 0,14
composto 1 30 10/10* >16 -3,27 + 0,37**
composto 1 100 10/10* >16 0,78+ 017**
composto 1 300 10/10* >16 0,60 £ 0,17**
*P<0,001 em comparagao com o grupo de veiculo infectado (teste de classificagao
de log)

**P<0,001 em comparagéo com o grupo de veiculo infectado (teste t)

Exemplo 9: Eficiéncia da administracao oral do composto 1
em modelo de influenza murina.

Camundongos Balb/C entre 6-8 semanas de idade foram adap-
tadas para o virus H3N2 (A/Victoria/3/75). Doses de 0, 30, 100 e 300
mg/kg/d qd e 100 mg/kg/d bid foram providos oralmente. N = 60 animais.
Todos os animais foram acompanhados durante 16 dias. Pontos finais inclui-
ram letalidade, média de dias para a morte e perda de peso. Os efeitos do
composto 1 administrado oralmente na perda de peso em camundongos in-
fectados com virus da influenza H3N2 A/Vic/3/75 sao mostrados na Figura 7.

Os resultados da administracao oral de composto 1 em virus de
modelo de influenza de camundongo sdo também mostrados na tabela 5. O
composto 1 fornecido oralmente aumenta a sobrevivéncia e a perda de peso
em camundongos infectados com virus da influenza.

Tabela 5: Composto 1 (Oral) em virus de modelo de influen-
za de camundongo - H3N2 A/Vic/3/75

Tratamento Nivel de Dosagem [Sobrevivén- [Média de dias  |Média de alteragéo
(mg/kg/d) qd cia/Total para morte de peso(gramas +
(Média + SEM) |SEM) Day 9
Veiculo, 0 0 >16 1,36 + 0,96
nao infectado
Veiculo, infectado 0 7/15 10,5+ 0,3 -3,74 + 0,23
composto 1 30 10/10* >16 -1,68 £ 0,32**
composto 1 100 10/10* >16 1,03 £ 0,22
composto 1 100 (bid) 10/10* >16 0,01 £ 0,27
composto 1 300 10/10* >16 0,66 + 0,23**

*P<0,001 em comparagio com o grupo de veiculo infectado (teste de classificagao de log)
**P<0,001 em comparagao com o grupo de veiculo infectado (teste t)

Exemplo 10: Estudos de farmacocinética em camundongos.
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Camundongos fémeas Balb/c (N = 30) foram dosados oralmente
com o composto 1 em 100 mg/kg. Os camundongos foram sangrados atra-
vés do seno retroorbital em t = 0,17, 0,5, 1,0, 3, 6 e 24h (5 camundongos
cada por ponto de tempo), centrifugados e o plasma foi armazenado a -
80°C. Os niveis de droga do plasma foram medidos através da analise de
LC/MS/MS.

Os niveis de plasma do camundongo para o composto 1 apés a
administragao oral sdo mostrados na tabela 6.

Tabela 6: Niveis de plasma do composto 1 em camundon-

gos seguindo a administracao oral

Ponto de Tempo (h) Niveis de droga do plasma
(ng/ml) (Média + SEM)

0,17 607,1+ 61,0

0,5 910,0 £ 121,9

1 3416 + 1219

3 89,7 £ 8,5

5 942+64

24 50,5+ 8,9

Exemplo 11: Estudo de profilaxia de Camundongo com Vi-
rus Ebola.

O composto 1 foi administrado via i.p., i.m. e oralmente (300
mg/kg/dia, BID) para camundongos C57BI/6 com 8-12 semanas de idade (N
= 10 por grupo, 4 grupos - uma salina e 3 grupos tratados com droga). Oito
dias de tratamento iniciando 4h antes da infec¢do. O desafio do Virus Ebola
adaptado para camundongo (Zaire) foi administrado por via intraperitoneal. A
mortalidade e o peso foram monitorados durante 14 dias pos-infecgéo.

A porcentagem de sobrevivéncia dos camundongos € indicada
na Figura 8. Os camundongos infectados com o virus Ebola tratados com
salina morreram todos por volta do dia 8. Todos os camundongos tratados
por via intraperitoneal ou por via intramuscular com composto 1 sobrevive-
ram no ponto final do estudo (dia 14). Oitenta por cento dos camundongos
tratados oralmente com o composto 1 sobreviveram no ponto final do estudo
(dia 14).

A alteragao de peso dos camundongos ¢ indicada na Figura 9.
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Os camundongos infectados com o virus Ebola tratados com salina exibiram
perda de peso geral até o dia 8 (todos os camundongos de controle estavam
mortos por volta do dia 8). Os camundongos tratados por via intraperitoneal
ou por via intramuscular com composto 1 retiveram mais de 95% do peso
inicial no dia 12. Os camundongos tratados oralmente com o composto 1
retiveram mais de 80% do peso inicial no dia 12. Todos os camundongos
tratados continuaram a ganhar peso por volta do dia 12.

Exemplo 12: Estudo de profilaxia de Camundongo com Vi-
rus Ebola.

O composto 1 foi administrado por via i.m. e oralmente a ca-
mundongos C57BI/6 de 8-12 semanas de idade. Os sujeitos do estudo foram
divididos em 6 grupos (N = 10 por grupo). O grupo 1 foi um controle de sali-
na, o grupo 2 foi dosado com 150 mg/kg de composto 1 (PO, BID); o grupo 3
foi dosado com 250 mg/kg de composto 1 (PO, BID); o grupo 4 foi dosado
com 150 mg/kg de composto 1 (IM, BID). O grupo 5 era camundongos n&o
infectados tratados com salina (PO, BID), e o grupo 6 era camundongos n&o
infectados tratados com 250 mg/kg de composto 1 (PO, BID). O tratamento
durou nove dias, iniciando 4h antes da infecgdo. O desafio do Virus Ebola
adaptado a Camundongo (Zaire) foi administrado por via intraperitoneal
1,000 pfu). A mortalidade e o peso foram monitorados durante 14 dias pos-
infeccgéo.

A porcentagem de sobrevivéncia de camundongos € indicada na
Figura 10. Todos os camundongos infectados com o virus Ebola tratados
com salina morreram por volta do dia 8. Todos os camundongos tratados por
via intramuscular com o composto 1 sobreviveram no ponto final do estudo,
indicando que a dosagem via IM do composto 1 foi completamente protetora.
Oitenta por cento ou mais dos camundongos tratados oralmente com o com-
posto 1 sobreviveram no ponto final do estudo.

A alteracao de peso dos camundongos é indicada na Figura 11.
Os camundongos infectados com o virus Ebola tratados com salina exibiram
overall perda de peso até o dia 7 (todos os camundongos de controle esta-

vam mortos por volta do dia 8). Os camundongos tratados por via intramus-
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cular com o composto 1 exibiram ganho de peso semelhante ao grupo de
controle nao infectado no dia 11. Os camundongos tratados oralmente com o
composto 1 exibiram perda de peso reversivel, e retiveram mais de 100% do
peso inicial no dia 11.

Exemplo 13: Estudo de Hamster Golden de Janela de Tempo
do Virus da Febre Amarela (YFV).

Virus da Febre Amarela (cepa Jimenez) foi injetado via IP a
hamsters golden sirios (99 g) em 20 CCIDsp por hamster (- 6.25 x LDsg). Os
grupos foram divididos conforme segue: 1) o composto 1 foi administrado
iniciando -4h (N = 15); 2) o composto 1 administrado iniciando 1 dpi (dias
pos-infecgao) (N = 10); 3) o composto 1 administrado iniciando 2 dpi (N =
10); 4) composto 1 administrado 3 dpi (N = 10); 5) composto 1 administrado
4 dpi (N = 10); 6) ribavirina administrado iniciando -4h (N = 10); 7) veiculo de
salina iniciando -4h (N = 16); 8) hamsters nao infectados administrados com
composto 1 iniciando -4h (N = 3); 9) hamsters ndo infectados administrados
com veiculo de salina iniciando -4h (N = 3); e 10) controles normais, n&o tra-
tados, nao infectados (N = 3). A dose de tratamento foi 100 mg/kg IP, BID
durante 7 dias. O ponto final dos estudos foi a mortalidade em 21 dias, o pe-
so medido nos dias 0, 3, 5 e 6; titulagbes de virus de soro e figado (dia 4,
composto 1 em -4h, e veiculo em -4h), e ALT e AST no dia 6.

O estudo mostrou sobrevivéncia melhorada para o composto 1
com atraso no tratamento em comparagao com o placebo (Figura 12). A so-
brevivéncia de hamsters infectados com YFV e tratados com composto 1
duas vezes diariamente durante 7 dias iniciando com vérios tempos apés o
desafio é indicada (***P<0,001, **P<0,1, em comparagdo com o placebo). A
taxa de sobrevivéncia foi de 100% para o composto 1 iniciando pré-infecgéo,
e tratamento tardio em até 3 dias pés-infecgdo. A taxa de sobrevivéncia foi
de 80% para o composto iniciando 4 dias pos-infec¢ado, indicando um au-
mento significativo sobre o placebo em grupos com tratamento tardio. Em
contraste, a ribavarina proveu 90% de sobrevivéncia iniciando pré-infecgéo e
o veiculo proveu 12,5% de sobrevivéncia iniciando pré-infecgdo. A maioria

das mortes ocorreu dentro de 10 dias de infecgdo. Os animais sobreviventes
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serao redesafiados com YFV em 21 dias p6s-infecgao.

A alteracao de peso de hamsters é indicada na Figura 13. Os
hamsters infectados com YFV e tratados com composto 1 a partir da pré-
infeccdo 4 dias pos-infecgao mostraram ganho de peso sobre o placebo e
ribavirina administrados pré-infeccao. A porcentagem de alteracdo de peso
de hamsters infectados com YFV e tratados com composto 1 duas vezes
diariamente durante 7 dias iniciando varios tempos antes e depois do desafio
de virus é mostrada.

Exemplo 14: Biodisponibilidade oral do composto 1 em Ra-
tos.

O composto 1 foi dosado em 10 mg/kg, PO em ratos. A curva
farmacocinética medindo a concentragdo do composto 1 em plasma de rato
em até 6 horas € mostrada na Figura 14.

Exemplo 15: Estudo de Virus de Marburg para o Composto

O composto 1 foi dosado via IM em camundongos BALB/c de
10-12 semanas de idade desafiados (por via interperitoneal) com 1000 pfu
de MARV-Ravn adaptada para camundongo. O estudo foi dividido em 10
grupos (N=10 por grupo). Os regimes de dosagem, vias e doses s&0 mos-
trados na Tabela 7. O composto 1 foi dissolvido em 0,9% de salina antes da
administracdo, e a salde e peso foram monitorados durante 14 dias pods-
infecgéo.

Tabela 7: Projeto de Estudo para Profilaxia e Tratamento

com o Composto 1 para a Infec¢ao por Marburg

Grupo | N [Tratamento |Dose de Cmpd |Dose de Cmpd Via |Regime
1 (mg/kg) 1 (mg/kg/d)
1 10 |0,9%- salina - IM  BID; Dias 0-8 PI
2 10 Cmpd 1 150 300 IM  BID; Dias 0-8 PI
3 10 Cmpd 1 50 100 IM__ BID; Dias 0-8 PI
4 10 ICmpd 1 15 30 IM__ BID; Dias 0-8 PI
5 10 Cmpd 1 5 10 IM__BID; Dias 0-8 PI
6 10 ICmpd 1 150 300 IM  BID; + 4h, Dias 1-8 PI
7 10 Cmpd 1 150 300 IM  BID; Dias 1-8 PI
8 10 [Cmpd 1 150 300 IM__ BID; Dias 2-8 PI
9 10 ICmpd 1 150 300 IM  BID; Dias 3-8 PI
10 [10 Cmpd 1 150 300 IM  BID; Dias 4-8 PI

*Dia 0 de tratamento iniciado 4h antes da infecgdo, exceto para o grupo 6. O tratamento do
grupo 6 iniciou em 4h pés-infec¢éo no dia 0.
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A porcentagem de sobrevivéncia para os 10 grupos nesse estu-
do para o dia 12 esta inclusa na Tabela 8. A taxa de sobrevivéncia para ca-
mundongos tratados com veiculo apenas (0,9% de salina) foi de 60% no dia
7 e 30% nos dias 8-12. O composto 1 foi mostrado para aumentar a sobrevi-
véncia em pelo menos 90% no dia 7, e pelo menos 80% nos dias 8-12 em
todas as doses.

Tabela 8: Porcentagem da Taxa de Sobrevivéncia para Profi-

laxia e Tratamento com Composto 1 para Infec¢ao de Marburg

Grp [Tratamento Porcentual de Sobrevivéncia
Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
1 0.9% de salina 100{ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 60 | 30 | 30 [ 30 | 30 | 30
2 [Cmpd. 1 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
(150 mg/kg)
3 [Cmpd. 1 100| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
(50 mg/kg)
4 (Cmpd. 1 100|100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90
(15 mg/kg)
5 [Cmpd. (5mg/kg) [100| 100 | 100 | 100 | 100 { 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
6 [Cmpd. 1 100{ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 90 | 90 | 90
(150 mg/kg) +4h
7 |Cmpd. 1(150mg/ 100|100 | 100 | 90 | 90 | 90 | 90 | 80 | 80 | 80 | 80 | 80 | 80
kg) + 24 h
8 [Cmpd.1(150mg/ 100|100 | 100 | 100 | 100 [ 100 { 100 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90
kg) +48 h
9 [Cmpd. 1(150mg/ (100|100 | 100 | 100 | 90 | 90 | 90 | 90 | 80 | 80 | 80 | 80 | 80
kg) + 72 h
10 [Cmpd. 1 (150 mg/ | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 | 90 | 90 | 90
kg) + 96 h

Fekdk

Embora a invencao tenha sido descrita e ilustrada nas modali-
dades ilustrativas acima, compreende-se que a presente descri¢ao foi feita
apenas para vias de exemplo, e que inumeras alteragées nos detalhes de
implementacao da invengédo podem ser feitas sem desviar do espirito e es-
copo da invengao, que esta limitada apenas pelas reivindicagbes que se-
guem. As caracteristicas das modalidades descritas podem ser combinadas

e redispostas de varios modos dentro do escopo e espirito da invengéo.
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REIVINDICAGOES
1. Uso de uma quantidade terapeuticamente eficiente de um

composto de formula I:

em que A € NH2; e B é H; ou sal farmaceuticamente aceitavel ou
hidrato do mesmo, caracterizado pelo fato de que é para a preparacao de
uma composicao farmacéutica para o tratamento de infecg¢do, supressao ou
prevengao viral em um sujeito.

2. Uso, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato
de que a referida infecgao viral compreende a infecgao por um ou mais virus.

3. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que a infeccio viral compreende um virus selecionado a partir
do grupo consistindo em familias orthomyxoviridae, paramyxoviridae,
arenaviridae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae,
picornaviridae, e coronaviridae; ou

em que a infecgdo viral é selecionada a partir do grupo
consistindo em adenovirus, rinovirus, hepatite, virus da imunodeficiéncia,
polio, sarampo, Ebola, Coxsackie, Rino, Virus do Oeste do Nilo, variola,
encefalite, Febre Amarela, Dengue, influenza A, influenza B, lassa,
coriomeningitis linfocitica, junin, machupo, guanarito, hantavirus, Febre do
Vale do Rift, La Crosse, encefalite da Califérnia, Crimean-Congo, Marburg,
Encefalite Japonesa, Doenca da Floresta de Kyasanur, Encefalite equina
venezuelana, Encefalite equina oriental, Encefalite equina ocidental,
sindrome respiratéria aguda grave (SARS), parainfluenza, sincicial
respiratorio, Punta Toro, Tacaribe e virus pachindae; ou

em que a infeccdo viral é selecionada a partir do grupo
consistindo em adenovirus, Dengue, influenza A, influenza B, Junin,
sarampo, parainfluenza, Pichinde, punta toro, sincicial respiratorio, rinovirus,

Febre do Vale do Rift, SARS-CoV, tacaribe, Encefalite equina venezuelana,

Peticéo 870200093372, de 27/07/2020, pég. 6/14
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Virus do Oeste do Nilo e virus da Febre Amarela; ou

em que a infeccdo viral €& selecionada a partir do grupo
consistindo em virus Ebola, Febre Amarela, Marburg, influenza A e influenza
B.

4. Uso de acordo com a reivindicacado 3, caracterizado pelo fato
de que a infecgdo viral compreende um virus selecionado do grupo
consistindo em familias orthomyxoviridae, paramyxoviridae, arenaviridae,
bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae, picornaviridae, e
coronaviridae.

5. Uso de acordo com a reivindicacado 3, caracterizado pelo fato
de que a infeccdo viral é virus Oeste do Nilo.

6. Uso de acordo com a reivindicacao 3, caracterizado pelo fato
de que ainfecgéo viral é virus da Dengue.

7. Uso de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo fato
de que ainfeccao viral é virus da Febre do Vale do Rift.

8. Uso de acordo com a reivindicacao 3, caracterizado pelo fato
de que a infeccao viral é virus Ebola.

9. Uso de acordo com a reivindicacao 3, caracterizado pelo fato
de que a infeccao viral é virus Marburg.

10. Uso de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo fato
de que ainfeccao viral é virus da febre amarela.

11. Uso de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo fato
de que ainfecgao viral é virus influenza A ou influenza B.

12. Uso de uma quantidade terapeuticamente eficiente de um

composto de férmula I:

em que A é NH2 ou ; e B é H; ou sal farmaceuticamente
aceitavel ou hidrato do mesmo, caracterizado pelo fato de que € na

preparacdao de uma composicdo farmacéutica para inibicaio de RNA

Peticéo 870200093372, de 27/07/2020, pag. 7/14
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polimerase viral em um sujeito; em quea RNA polimerase viral € selecionada
do grupo que consiste em polimerases virais de orthomyxoviridae,
paramyxoviridae, arenaviridae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae,
togaviridae, picornaviridae, e coronaviridae.

13. Uso de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado pelo
fato de que a segunda RNA polimerase viral € inibida.

14. Uso de acordo com a reivindicacdo 13, caracterizado pelo
fato de que a segunda RNA polimerase viral € selecionada o grupo que
consiste em polimerases virais de orthomyxoviridae, paramyxoviridae,
arenaviridae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae,
picornaviridae, e coronaviridae.

15. Uso de acordo com a reivindicacdo 13 ou 14, caracterizado
pelo fato de que a segunda RNA polimerase € selecionada de polimerases
virais de influenza A, influenza B, parainfluenza, rinovirus sincicial
respiratério, Junin, Pichinde, Febre do Vale do Rift, Degue, sarampo, febre
amarela, tacaribe, Encefalite equina venezuelana, Virus do Oeste do Nilo e
SARS-CoV.

16. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 12 a
15, caracterizado pelo fato de que a RNA polimerase viral é selecionada do
grupo que consiste em polimerases virais de rinovirus, polio, sarampo,
Ebola, Coxsackie, Febre do Oeste do Nilo, Dengue, influenza A, influenza B,
lassa, coriomeningitis linfocitica, junin, machupo, guanarito, hantavirus,
Febre do Vale do Rift, La Crosse, encefalite da Califérnia, Crimean-Congo,
Marburg, Encefalite Japonesa, Doenca da Floresta de Kyasanur, Encefalite
equina venezuelana, Encefalite equina oriental, Encefalite equina ocidental,
sindrome respiratéria aguda grave (SARS), parainfluenza, sincicial
respiratério, Punta Toro, Tacaribe e virus pichinde/ ou

em que a RNA polimerase viral € uma polimerase selecionada
do grupo que consiste em polimerases virais da dengue, influenza A,
influenza B, Junin, sarampo, parainflyenza, Pichinde, Punta Toro, sincicial
respiratério, Febre do Vale do Rift, febre do oeste do Nilo e febre amarela/

ou
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em que a RNA polimerase viral € uma polimerase selecionada
do grupo que consiste em polimerases virais de Ebola, febre amarela,
sarampo, influenza A e influenza B.

17. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1 a 16,

5 caracterizado pelo fato de que ainda compreende adminsitracdo de um
agente antiviral adicional.

18. Uso de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado pelo
fato de que o agente antiviral é selecionado do grupo que consiste em
laninamivir, oseltamivir, zanamivir e peramivir.

10 19. Uso de acordo com a reivindicagao 17 ou 18, caracterizado
pelo fato de que o agente antiviral adicional € peramivir.

20. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 19,
caracterizado pelo fato de que a administragéo é selecionada do grupo que
consiste em intravenosa, intraperitoneal, intramuscular e oral.

15 21. Invencdo, em quaisquer formas de suas concretizacdes ou
em qualquer categoria aplicavel de reivindicagao, por exemplo, de produto
ou de processo ou uso englobadas pela matéria inicialmente descrita,

revelada ou ilustrada no pedido de patente.

Peticéo 870200093372, de 27/07/2020, pég. 9/14
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