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A PRESENTE INVENCAO DIZ RESPEITO GERALMENTE A DETERMINADOS COMPOSTOS DA
DESOXIACTAGARDINA DE TIPO A E B. TAIS COMPOSTOS SAO ADEQUADOS PARA UTILIZAGAO
NO TRATAMENTO DE INFEQOES MICROBIANAS, POR EXEMPLO INFEQAO POR CLOSTRIDIUM,
TAL COMO C. PERFRINGENS, C. DIFFICILE, C. TETANI, E/OU C. BOTULINUM, EM PARTICULAR C.
DIFFICILE, ESPECIALMENTE INFECAO DO COLON E/OU INTESTINO GROSSO E DIARREIA
ASSOCIADA COM A INFECAO MICROBIANA.
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RESUMO

DERIVATIVOS DA DESOXIACTAGARDINA

A  presente invencao diz respeito geralmente a
determinados compostos da desoxiactagardina de tipo A e B.
Tais compostos sao adequados para utilizacgdo no tratamento
de infecdes microbianas, por exemplo infecéo por
Clostridium, tal como (. perfringens, CC. difficile, C.
tetani, e/ou C. botulinum, em particular C. difficile,
especialmente infecdo do cdlon e/ou intestino grosso e

diarreia associada com a infecd&o microbiana.
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DESCRICAO

“DERIVATIVOS DA DESOXIACTAGARDINA”

A presente 1invencdo relaciona-se com determinados
novos compostos, composicdes farmacéuticas compreendendo os
mesmos e utilizacdo dos compostos e composicdes para o
tratamento de infec¢des microbianas particularmente infecéo
por C. difficile, especialmente no cdlon e/ou intestino
grosso.

Muitos compostos de antibidtico foram identificados de
origens naturais incluindo microrganismos. Frequentemente
os compostos de antibidtico tém uma estrutura quimica
complicada e em particular uma estrutura estereogquimica
complicada.

Recentemente uma nova série quimica de antibidéticos
foi identificada, no documento WO 2007/083112, baseada em
desoxiactagardina B. A desoxiactagardina B € sintetizada
por uma bactéria Actinoplanes liguriae e ela e um numero
dos seus derivativos demonstram propriedades
antibacterianas promissoras.

Novos compostos da desoxiactargardina tipo A e B foram
agora identificados com propriedades otimizadas, tornando-
0s particularmente adequados para a utilizacéo no
tratamento de infeg¢des microbianas, por exemplo infecgdo por
Clostridium, tal como C. perfringens, C. difficile, C.
tetani e/ou C. botulinum, em particular CC. difficile,
especialmente infecdo do cdlon e/ou intestino grosso e
diarreia associada com a infecé&o microbiana.

Num aspeto ¢é proporcionada Desoxiactargardina B
(monocarboxamida de 7-amino-1l-heptilamida), e sais,
solvatos ou hidratos farmaceuticamente aceitdveis da mesma.

Os compostos da divulgagao sao vantajosos porque
possuem uma atividade antibacteriana muito elevada contra

uma ou mais estirpes de C. difficile, por exemplo gquando a
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atividade é medida por um teste padrao tal como
concentragdes inibitdérias minimas (CIMs), geralmente os
compostos da divulgacdo tém uma CIM de 2 ug/ml ou menor
contra uma ou mais estirpes de C. difficile. Além disso, 0s
compostos da divulgacdo tém uma atividade muito alta contra
um numero de estirpes comuns de C. difficile.

Adicionalmente, os compostos da presente divulgacéo
sdo particularmente adequados para administracgdo a humanos
e animais porque possuem uma atividade antibacteriana baixa
contra a flora intestinal saudéavel encontrada no corpo que
ocorre naturalmente. No caso do tratamento de diarreia
induzida por uma infecdo Dbacteriana tal como por C.
difficile espera-se que uma reduzida recorréncia de
sintomas serd observada depois de tratamento com ©S
presentes compostos em comparac¢cao com tratamento com
conhecidos antibidéticos devido a habilidade da flora
natural para sobreviver ao tratamento com o0s presentes
compostos. Em particular os compostos da divulgacéao
demonstram atividade muito baixa contra  Bacteroides
fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bifidobacterium
longum, Lactobacillus rhamnosus, e atividade moderadamente
baixa contra Peptostreptococcus anaerobius e
Bifidobacterium adolescentis.

Além disso, quando distribuidos oralmente os compostos
da divulgacé&o na&o sao absorvidos sistemicamente, o que
permite uma concentragdo relativamente alta do ativo a ser
distribuido ao alvo no cdlon/intestinos. Assim, uma vez que
ndo existe distribuicdo sistémica dos compostos quando
administrados oralmente, tal pode entdao minimizar para o0S
pacientes qualqgquer exposicao potencial a efeitos
secundarios.

A infegdo por C. difficile e/ou sobrecrescimento & um
problema comum para pacientes durante a hospitalizacéo.
Representa um verdadeiro encargo para o sSistema de saude e

pode ser fatal para pacientes vulnerédveis tais como
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pacientes idosos.

Atualmente, a vancomicina é o tratamento padrdo para
casos graves de infecdo por C. difficile. Assim sendo,
enquanto compostos alternativos para utilizacéao no
tratamento de C. difficile seriam Uteis, requer-se que tais
compostos tenham uma atividade aproximadamente igual ou
melhor que a da vancomicina.

Determinados compostos estdo sob investigacdo para o
tratamento de C. difficile e/ou enterococos resistentes a
vancomicina mas frequentemente o© ingrediente ativo é
degradado pelo dcido e/ou enzimas no estdmago ou
intestinos. Tais compostos requerem distribuicao
parentérica ou formulacdes especiails tais como revestimento
entérico ou formulagdes de cépsula para assegurar que O
ingrediente ativo ¢é distribuido ao c¢délon numa forma ndao
degradada. Surpreendentemente, 0sS presentes compostos,
embora compreendam compostos peptidicos, ndo sdo degradados
em nenhuma extensdo significante pelo &cido ou enzimas do
estdmago. Assim, 0s compostos da divulgacéao séo
particularmente adequados para distribuicdo oral. Tal pode
ser vantajoso porque permite a flexibilidade de formular os
compostos numa formulacdo simples e eficaz permitindo
distribuicdo de um ativo ndo degradado localmente ao cdlon.

O composto da presente divulgacao pode ser preparado
sintetizando desoxiactagardina B como um intermedidrio em
A. Liguriae. O rendimento da desoxiactagardina B é o dobro
ou mais do rendimento dos intermedidrios da actagardina
tipo A preparados por Actinoplanes garbadinensis. Tal pode
ser importante desde uma perspetiva comercial/de
processamento.

As propriedades fisicas dos compostos da divulgacgéo
tais como solubilidade, estabilidade e semelhantes séao

adequados para a utilizacdo terapéutica pretendida.
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Breve Descrigdo dos Desenhos

A Figura

A Figura

A Figura

A Figura

A Figura

A Figura

A Figura

mostra a suscetibilidade a digestéao
enzimdtica da nisina e de um derivativo da
desoxiactagardina B.

mostra os resultados de um modelo in vivo
para C. difficile.

mostra a quantidade de compostos recuperados
depois de administracdo oral.

mostra uma andlise por HPLC dos materiais de
iniciacdo para o Exemplo 1.

mostra uma anadlise por HPLC depois que a
reagdo para o Exemplo 1 foi concluida.

mostra uma andlise por HPLC depois de
concentragdao em Bond Elut C18 do composto do
Exemplo 1.

mostra uma andlise por HPLC do composto do

Exemplo 1 depois de cromatografia rapida.

Descrigdo Detalhada

A presente invencdo proporciona Desoxiactagardina B

(monocarboxamida de 7-amino-l-heptilamida), a qual pode ser

representada pela férmula (II):
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)

ou um sal, hidrato ou solvato farmaceuticamente aceitavel
da mesma.

O composto da divulgacdo tem uma CIM contra pelo menos
uma estirpe de (. difficile de 1 npg/ml ou menos e
geralmente uma atividade contra outras estirpes comuns de
C. difficile de 2 pg/ml ou menos. O composto da invengédo
tem uma atividade de 1 ug/ml ou menos contra muitas
estirpes comuns de C. difficile.

Métodos de preparacdo de compostos semelhantes aos
compostos da presente divulgacao sao descritos no documento
WO 2007/083112.

Os compostos da presente divulgacdo podem estar sob a
forma de e/ou podem ser administrados como um sal
farmaceuticamente aceitavel. Para uma revisdo sobre sais
adequados veja-se Berge et al., J. Pharm. Sci, 1977, 66, 1-
19.

Tipicamente, um sal farmaceuticamente aceitdvel pode
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ser prontamente preparado utilizando um &cido ou base
desejadvel conforme apropriado. O sal pode ser precipitado
desde solugédo e ser recolhido por filtracdo ou pode ser
recuperado por evaporacao do solvente, por exemplo, o0
composto da invencdo pode ser dissolvido num solvente
adequado, por exemplo um adlcool tal como metanol, e o acido
pode ser adicionado no mesmo solvente ou noutro solvente
adequado. O sal resultante da adicdo de &cido pode entéo
ser precipitado diretamente, ou por adigdédo de um solvente
menos polar tal como éter de diisopropilo ou hexano, e
isolado por filtracéao.

O perito apreciard que onde o composto da invencéo
contém mais do que um grupo béasico, sais bis ou sais tris
podem também ser formados e s&o sals de acordo com a
presente divulgacéao.

Sals de adicdo adequados sao formados a partir de
4dcidos inorgdnicos ou orgénicos os quais formam sais nao

téxicos e exemplos sdo: lactobionato, mandelato (incluindo

(S) - (+) —mandelato, (R) — (=) —-mandelato e (R, S)—-mandelato),
cloridrato, bromidrato, iodato, sulfato, bissulfato,
nitrato, fosfato, fosfato de hidrogénio, glutamato,

acetato, trifluoroacetato, maleato, malato, fumarato,
lactato, tartrato, citrato, formato, gluconato, succinato,
succinato de etilo (d-etoxi-4-oxo-butanoato), piruvato,
oxalato, oxaloacetato, sacarato, benzoato, glucolato,
glucorinato, sulfonatos de alquilo ou arilo (por exemplo,
metanossulfonato, etanossulfonato, benzenossulfonato ou p-
toluenossulfonato) e isetionato. Um exemplo adicional ou
alternativo é mesilato.

Sais bésicos farmaceuticamente aceitdveis incluem sais
de aménia, sais de metais alcalinos tais como aqueles de
sédio e potédssio, sais de metais alcalinoterrosos tais como
aqueles de cédlcio e magnésio e sais com bases organicas,
incluindo sais de aminas primarias, secundérias e

terciéarias, tais como isopropilamina, dietilamina,
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etanolamina, trimetilamina, diciclohexilamina e N-metil-D-
glucamina.

Os peritos na técnica de quimica orgénica apreciaréo
que muitos compostos orgédnicos podem formar complexos com
solventes nos quais reagem ou dos quais sao precipitados ou
cristalizados. Estes complexos sao conhecidos como
“solvatos”. Por exemplo, um complexo com &agua ¢é conhecido
como um “hidrato”. Solvatos do composto da invengdo estéao
dentro do ambito da divulgacdo. Os sais do composto da
invencgdo podem formar solvatos (por exemplo, hidratos) e a
divulgacdo também inclui todos tais solvatos.

O termo “profadrmaco” como wutilizado no presente
documento significa um composto o qual ¢é convertido no
corpo, por exemplo por hidrdélise no sangue, na sua forma
ativa que tem efeitos médicos. Proférmacos
farmaceuticamente aceitédveis sdo descritos em T. Higuchi e
V. Stella, “Prodrugs as Novel Delivery Systems”, Vol. 14 do
A.C.S. Symposium Series; Edward B. Roche, ed.,
“Bioreversible Carriers in Drug Design”, American
Pharmaceutical Association and Pergamon Press, 1987; e em
D. Fleisher, S. Ramon e H. Barbra “Improved oral drug
delivery: solubility limitations overcome by the use of
prodrugs”, Advanced Drug Delivery Reviews (1996) 19(2) 115-
130, cada um dos quais é incorporado no presente documento
por referéncia.

Os profarmacos sdo quaisquer transportadores ligados
de forma covalente que libertam um composto da invencdo in
vivo quando dito profédrmaco é administrado a um paciente.
Os profdrmacos sédo geralmente preparados por modificacdo de
grupos funcionais de tal forma que a modificacédo é clivada,
seja por manipulacdo de rotina ou in vivo, produzindo O
composto  mae. Os profarmacos incluem, por exemplo,
compostos desta divulgacdo em que grupos hidroxilo, amina
ou sulfidrilo estdo ligados a qualquer grupo gue, guando

administrado a um paciente, cliva para formar oS Jgrupos
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hidroxilo, amina ou sulfidrilo. Assim, exemplos
representativos de profdrmacos incluem (mas nao estao
limitados a) derivativos de acetato, formato e benzoato de
dlcool, grupos funcionais sulfidrilo e amina do composto.
Além disso, no caso do acido carboxilico (-COOH), ésteres
podem ser empregados, tais como ésteres de metilo, ésteres
de etilo e semelhantes. Os ésteres podem ser ativos em seu
préprio direito e/ou ser hidrolisdveis sob condicées in
vivo no corpo humano. Grupos éster adequados hidroliséaveis
in vivo farmaceuticamente aceitdveis incluem aqueles que se
decompdem prontamente no corpo humano para deixar o &acido
mde ou seu sal.

Referéncias doravante a um composto de acordo com a
divulgagédo incluem sais farmaceuticamente aceitdveis e
derivativos.

Em relacdo a estereoisdmeros, os compostos de férmula
(IT) tém mais do gque um atomo de carbono assimétrico. Na
férmula (II) como desenhado, a ligacdo sdlida em forma de
cunha indica que a ligacgdo estd acima do plano do papel. A
ligagdo tracejada indica que a ligacgdo estd abaixo do plano
do papel.

Serd apreciado que os substituintes em compostos de
férmula (II) podem também ter um ou mais Atomos de carbono
assimétricos.

Os compostos de estrutura (II) podem ocorrer COmo
enantidmeros individuais ou diasteredmeros. Formas
isoméricas as quais, todas estdo incluidas dentro da
presente invencdo, incluindo misturas das mesmas.

A separagdo de diastereoisdmeros ou isdmeros cis e
trans pode sem conseguida através de técnicas
convencionais, por exemplo, por cristalizacgdo fracionaria,
cromatografia ou HPLC. Uma mistura estereoisomérica do
agente pode também ser preparada a partir de um
intermedidrio opticamente puro correspondente ou por

resolucdo, tal como por HPLC, da mistura correspondente
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utilizando um suporte quiral adequado ou por cristalizacéo
fraciondria dos sais diastereoisoméricos formados por
reagdo da mistura correspondente com um acido ou base
ativos opticamente adegquados, conforme apropriado.
Compostos como descritos no presente documento também se
estendem a formas tautoméricas dos mesmos, por exemplo,
tautémeros ceto/enol.

O composto da invencao pode estar sob a forma
cristalina ou amorfa. Além disso, algumas das formas
cristalinas do composto da invencdo podem existir como
polimorfos, formas as quais, todas estdo incluidas na
presente divulgacéo.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona uma composicéo
farmacéutica compreendendo, como ingrediente ativo, um
composto da invencdo ou um derivativo farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo em associagdo com um excipiente,
diluente e/ou transportador farmaceuticamente aceitével
para utilizacdo em terapéutica, e em particular, no
tratamento de individuos humanos ou animais sofrendo de uma
condicdo suscetivel a melhoria através de um composto
antibidético.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona uma composicéo
farmacéutica compreendendo uma quantidade terapeuticamente
eficaz dos compostos da presente divulgacgao e um
excipiente, diluente e/ou transportador farmaceuticamente
aceitdvel (incluindo combinac¢des dos mesmos) .

E ainda proporcionado pela presente divulgacdo um
processo de preparagdo de uma composicdo farmacéutica,
processo o qual compreende misturar o composto da invencéao
ou um derivativo farmaceuticamente aceitdvel do mesmo,
juntamente com um excipiente, diluente e/ou transportador
farmaceuticamente aceitéavel.

Os compostos da invencdo podem ser formulados para
administracdo em qualquer forma conveniente para utilizacdo

em medicina humana ou veterindria e a divulgacgdo inclui
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portanto, dentro do seu Aambito composigdes farmacéuticas
compreendendo o) composto da invencéao adaptado para
utilizacéo em medicina humana ou veterinaria. Tais
composicdes podem ser apresentadas para utilizacgdo de uma
forma convencional com a ajuda de um ou mais excipientes,
diluentes e/ou transportadores adequados. Excipientes,
diluentes e transportadores aceitdveis para utilizacéao
terapéutica sdo bem conhecidos na técnica farmacéutica, e
sdo descritos, por exemplo, em Remington’s Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985). A
escolha de excipiente, diluente e/ou transportador
farmacéutico pode ser selecionada em relacdo a via de
administracdo pretendida e a préatica farmacéutica padréo.
As composicdes farmacéuticas podem compreender como, ou em
adicéao ao, excipiente, diluente e/ou transportador
qualguer/quaisquer ligante(s), lubrificante(s), agente(s)
de suspensao, agente (s) de revestimento, agente (s)
solubilizantes.

Preservativos, estabilizadores, corantes e mesmo
agentes aromatizantes podem ser proporcionados na
composicdo farmacéutica. Exemplos de preservativos incluem
benzoato de sdédio, &cido sdérbico e ésteres de &cido p-
hidrobenzdéico. Antioxidantes e agentes de suspensdao podem
também ser utilizados.

Para algumas formas de realizacdo, os agentes da
presente divulgagdo podem também ser utilizados em
combinagdo com uma ciclodextrina. As ciclodextrinas séo
conhecidas por formar complexos de inclus@&o e nao inclusdo
com moléculas de fadrmacos. A formagcdo de um complexo
fadrmaco-ciclodextrina pode modificar a solubilidade, taxa
de dissolugdo, Dbiodisponibilidade e/ou propriedade de
estabilidade de uma molécula de farmaco. Complexos farmaco-
ciclodextrina sdo geralmente Uteis para a maioria das
formas farmacéuticas e vias de administracdo. Como uma

alternativa a formacdo direta de complexos com o fdrmaco, a

10
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ciclodextrina pode ser utilizada como um aditivo auxiliar,
por exemplo como um transportador, diluente ou
solubilizante. Ciclodextrinas alfa, beta e gama sao
utilizadas mais comumente e exemplos adequados sao
descritos nos documentos WO 91/11172, WO 94/02518 e WO
98/55148.

Os compostos da divulgacdo podem ser moidos utilizando
procedimentos de moagem conhecidos tais como moagem humida
para obter um tamanho de particula apropriado para a
formagcdo de comprimidos e outros tipos de formulacgdes.
Preparacgbes finamente divididas (nanoparticuladas) dos
compostos da invencdo podem ser preparadas PoOr Processos
conhecidos na técnica, por exemplo veja-se Pedido de
Patente Internacional N°. WO 02/00196 (SmithKline Beecham) .

As vias de administracdo (distribuicdo) incluidas, mas
ndo limitadas a, uma ou mais de: oral (por exemplo como um
pé seco/formulagido particulada de fluxo livre, comprimido,
cdpsula, ou como uma solugcdo ou suspensdo ingerivel),
rectal, bucal e sublingual. Os compostos da divulgacdo séo
particularmente Uteis para distribuic&o oral.

Em alguns casos pode ser possivel distribuir os
compostos da divulgagdo por uma via tépica, mucosa (por
exemplo como uma pulverizacdo nasal ou aerossol para
inalacgado), nasal, parentérica (por exemplo por uma forma
injetével), gastrointestinal, intraespinhal,

intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, intrauterina,

intraocular, intradérmica, intracranial, intratraqueal,
intravaginal, intracerebroventricular, intracerebral,
subcuténea, oftdlmica (incluindo intravitrea ou
intracameral), ou transdérmica.

Pode existir diferentes requisitos de

composicdo/formulagdo dependendo dos diferentes sistemas de
distribuicéao. Como forma de exemplo, a composicgao
farmacéutica da presente divulgacdo pode ser formulada para

ser distribuida utilizando uma mini bomba ou por uma via

11
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mucosa, por exemplo, como uma pulverizacdo nasal ou
aerossol para inalagdo ou solugdo ingerivel, ou via
parentérica na qual a composicdo é formulada por uma forma
injetdvel, para distribuicdo, por exemplo, por uma vVvia
intravenosa, intramuscular ou subcuténea. Alternativamente,
a formulacdo pode ser desenhada para ser distribuida por
ambas vias.

Onde apropriado, as composicgdes farmacéuticas podem
ser administradas por inalacao, sob a forma de um
supositério ou pessdrio, topicamente sob a forma de uma
locdo, solucdo, creme, pomada ou pd para polvilhar, pela
utilizacdo de um adesivo para a pele, oralmente sob a forma
de comprimidos contendo excipientes tais como amido ou
lactose, ou em cépsulas ou ©6vulos tanto isolados ou em
mistura com excipientes, ou sob a forma de elixires,
solucdes ou suspensdes contendo agentes aromatizantes ou
corantes, ou podem ser injetadas parentericamente, por
exemplo por via intravenosa, intramuscular ou subcuténea.
Para administracdo parentérica, as composicdes podem ser
melhor utilizadas sob a forma de solucdo agquosa estéril a
qual pode conter outras substéncias, por exemplo sais ou
monossacarideos suficientes para tornar a solucdo isotdnica
com O sangue. Para administracgdo bucal ou sublingual as
composigcdes podem ser administradas sob a forma de
comprimidos ou pastilhas para chupar os quais podem ser
formulados de uma forma convencional.

Deve ser compreendido gque nem todos os compostos
necessitam ser administrados pela mesma via. Igualmente, se
a composicao compreende mais do que um componente ativo,
entdo esses componentes podem ser administrados @ por
diferentes vias.

As composicdes da divulgagao incluem aquelas sob uma
forma especialmente formulada para utilizacgdo parentérica,
oral, bucal, rectal, tépica, implante, oftdlmica, nasal ou

genito-urindria. Num aspeto da invencdo, o0s agentes sao

12
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distribuidos oralmente, por isso, o0 agente estd sob uma
forma que é adequada para distribuicdo oral.

Se um composto da presente divulgacdo € administrado
parentericamente, entdo exemplos de tal administracéo
incluem uma ou mais de: via intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, intratecal, intraventricular,
intrauretral, intraesternal, intracranial, intramuscular ou
subcutdnea de administrar o agente, e/ou pela utilizacdo de
técnicas de infuséao.

Os compostos da invencdo podem ser administrados (por
exemplo oralmente ou topicamente) sob a forma de
comprimidos, céapsulas, 6vulos, elixires, solucdes ou
suspensdes, as qualis podem conter agentes aromatizantes ou
corantes, para aplicacodes de libertacéo imediata,
retardada, modificada, prolongada, pulsada ou controlada.

Os compostos da invencgdo podem também ser apresentados
para utilizagdo humana ou veterindria numa forma adequada
para administracd&o oral ou bucal, por exemplo sob a forma
de solugbdes, géis, xaropes, colutdrios ou suspensdes, ou um
pd seco para constituigdo com &gua ou outro veiculo
adequado antes da wutilizacdo, opcionalmente com agentes
aromatizantes ou corantes. Composigdes sdlidas tais como
comprimidos, cépsulas, pastilhas para chupar, pastilhas,
pilulas, bolus, pd, pastas, granulos, balas ou preparacgdes
reconstituidas podem também ser utilizadas. Composicdes
sélidas e liquidas para utilizagdo oral ©podem ser
preparadas de acordo com métodos bem conhecidos na técnica.
Tais composicgdes podem também conter um ou mais
transportadores farmacéuticos aceitdveis e excipientes os
quais podem estar sob a forma sdélida ou liquida.

Os comprimidos podem conter excipientes tais como
celulose microcristalina, lactose, citrato de sédio,
carbonato de célcio, sulfato de calcio, fosfato de célcio
dibadsico e glicina; manitol, amido pré-gelatinizado, amido

de milho, amido de Dbatata, desintegrantes tais como
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glicolato de amido de sdédio, croscarmelose de sédio e
determinados silicatos complexos, e ligantes de granulacao
tais como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), hidroxipropilcelulose (HPC), sacarose, gelatina e
acécia.

Adicionalmente, agentes lubrificantes tais como
estereato de magnésio, acido estedrico, beenato de
glicerilo e talco podem ser incluidos.

Composicdes sdédélidas de um tipo semelhante podem também
ser empregues como excipientes em cédpsulas de gelatina ou
HPMC (hidroxipropilmetilcelulose). Excipientes preferidos
neste contexto incluem celulose microcristalina, lactose,
carbonato de célcio, sulfato de célcio, fosfato de calcio
dibdsico e manitol, amido pré-gelatinizado, amido de milho,
amido de Dbatata ou polietilenoglicdis de elevada massa
molecular. Para suspensdes aquosas e/ou elixires, o agente
pode ser combinado com varios agentes edulcorantes ou
aromatizantes, matéria corante ou corantes com agentes
emulsificantes e/ou de suspensdo e com diluentes tais como
dgua, etanol, propilenoglicol e glicerina, e combinag¢des
dos mesmos.

Cépsulas, podem ser preenchidas com um pd (de
medicamento apenas ou como mistura de excipiente(s)
selecionado(s)) ou alternativamente um liquido, cada um
compreendendo o composto da 1invengdo e um transportador.
Onde a cépsula é preenchida com um pd, o composto da
invencao e/ou o) transportador podem ser moidos ou
micronizados para proporcionar material com o tamanho de
particula apropriado.

O composto da presente invencdo pode ser revestido,
por exemplo com um revestimento entérico quando
administrado oralmente como um comprimido ou cépsula. O
comprimido ou cépsula, conforme apropriado, pode, por
exemplo ser revestido por uma fina pelicula tal como uma

pelicula EUDRAGIT® disponivel de Rohm Pharma Polymers, a
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qual permite dissolucgéo controlada no trato
gastrointestinal. As ©peliculas estdo disponiveis como
polimeros catidnicos tais como EUDRAGIT® E 100 (copolimeros
de metacrilato de aminocalquilo) ou como polimeros acrilicos
aniénicos tais como EUDRAGIT® L (copolimeros 4&cidos
metacrilicos) e EUDRAGIT® S.

Polimeros acrilicos permedveis tais como EUDRAGIT® RL
(copolimero de amino metacrilato) e EUDRAGIT® RS estéo
também disponiveis.

Estas formulagdes de revestimento podem ser preparadas
como dispersao aquosa incluindo ingredientes opcionais tais
como talco, emulsao anti-espuma de silicone,
polietilenoglicol. Alternativamente a formulacao de
revestimento pode ser preparada como uma solucao de
polimeros organicos.

Alternativamente, comprimidos podem ser revestidos
utilizando sistemas de revestimento OPADRY® (Surelease®),
disponiveis de Colorcon. Os sistemas aquosos compreendem
geralmente até 15% p/p de OPADRY®. Sistemas de solventes
orgédnicos geralmente compreendem até 5% p/p de OPADRY®. Os
revestimentos podem ser preparados por conhecidas técnicas,
por exemplo:

1. pesando a quantidade necessdria de sistema de
revestimento de pelicula OPADRY®,

2. pesando a quantidade necessdria de &gua ou outro(s)
solvente (s) para dentro de um frasco de mistura,

3. com uma hélice misturadora no centro do frasco e o
mais préxima possivel ao fundo do frasco, agitando os
solventes para formar um vértice sem fazer chamada de ar
para dentro do liquido,

4. consistentemente e rapidamente adicionando o pdé de
OPADRY® ao vortice, evitando flutuagdo do pd na
superficie do liquido,

5. aumentando a velocidade do agitador de forma a manter

o vértice, se necessario, e
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6. depois de que todos os ingredientes em pd tenham sido
adicionados, reduzindo a velocidade do misturador e
continuando a misturar por aproximadamente 45 minutos.

Revestimentos podem ser aplicados por técnicas
conhecidas, utilizando maguinas de revestimento de
comprimidos.

A espessura do revestimento aplicado encontra-se
geralmente no intervalo de 5 a 35 micras tal como de 10 a
30 micras, mais especificamente 10 ou 20 micras dependendo
do efeito necessdrio. Alternativamente, o comprimido ou uma
cédpsula, conforme apropriado, podem ser introduzidos noutra
cédpsula (preferivelmente wuma capsula de HPMC tal como
Capsugel®) para proporcionar tanto uma configuracdo de
comprimido em cépsula ou céapsula em capsula, as dquais
quando administradas a um paciente produzem dissolucéao
controlada no trato gastrointestinal, proporcionando assim
um efeito semelhante ao de um revestimento entérico. Assim,
num aspeto a divulgacgao proporciona uma formulacgao
farmacéutica sdélida do composto da invencdo por exemplo
onde a formulacd&o tem um revestimento entérico.

Noutro aspeto a divulgacao proporciona uma formulacao
farmacéutica sdélida compreendendo uma cépsula protetora
como camada externa, por exemplo como um comprimido numa
cdpsula ou uma cépsula numa cépsula. O revestimento
entérico pode proporcionar um perfil de estabilidade
melhorado em relacdo as formulagdes nédo revestidas. Os
compostos da divulgacgdo podem também ser administrados
oralmente em medicina veterindria sob a forma de um liquido
para sondagem de animais tal como uma soluc¢do, suspensao ou
disperséao do ingrediente ativo, juntamente com um
transportador ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

Os compostos da invencdo podem também, por exemplo,
ser formulados como supositdérios por exemplo contendo bases
de supositdério convencionais para utilizacdo em medicina

humana ou veterindria ou como pessdrios por exemplo,
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contendo bases de pessadrio convencionais.

Os compostos da invencdo podem também ser utilizados
em combinacdo com outros agentes terapéuticos. A divulgacgao
proporciona assim, num outro aspeto, uma combinacéo
compreendendo um composto da invencdo ou derivativo
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo Jjuntamente com um
outro agente terapéutico. A combinacdo pode, por exemplo
ser uma combinacdo de um composto da invengcao e um
antibidético, tal como a vancomicina. A combinacdo pode ser
proporcionada como uma co-formulagdo ou simplesmente
embalada juntamente como formulacdes separadas, para
distribuicdo simulténea ou sequencial.

Quando um composto da divulgacdo ou um derivativo
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo ¢é utilizado em
combinacdo com um segundo agente terapéutico ativo contra o
mesmo estado de doencga a dose de cada composto pode diferir
dagquela quando o composto € utilizado isoladamente. Doses
apropriadas serdo prontamente apreciadas pelos peritos na
técnica. Serd apreciado gque a quantidade de um composto da
divulgagdo necessdria para utilizacdo no tratamento iré
variar com a natureza da condicdo a ser tratada e da idade
e da condicédo do paciente e estard, em ultima insténcia, ao
critério do médico assistente ou veterindrio. Os compostos
da presente divulgagcao podem por exemplo ser utilizados
para administragdo com outros ingredientes ativos tais como
corticosteroides, conforme apropriado.

As combinagdes acima referidas podem ser apresentadas
convenientemente para utilizagdo sob a forma de uma
formulacdo farmacéutica e assim formulagdes farmacéuticas
compreendendo uma combinacg¢do como acima definida juntamente
com um transportador ou excipiente farmaceuticamente
aceitdvel compreendem um outro aspeto da divulgacdo. Os
componentes individuais de tais combinacgdes podem ser
administrados seja sequencialmente ou simultaneamente em

formulacgdes farmacéuticas separadas ou combinadas por
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qualguer via conveniente.

Quando a administracdo € sequencial, tanto o composto
da divulgacdo ou o segundo agente terapéutico podem ser
administrados primeiro. Quando a administracéao é
simultdnea, a combinacdo pode ser administrada tanto na
mesma ou numa composicdo farmacéutica diferente.

Quando combinadas na mesma formulacdo serd apreciado
que os dois compostos devem ser estdveis e compativeis um
com o outro e com os outros componentes da formulacgao.
Quando formulados separadamente podem ser proporcionados em
qualgquer formulagdo conveniente, convenientemente de tal
maneira, como conhecido na técnica, para esses compostos.

As composigbes podem conter desde 0,01-99% do material
ativo. Para administracgdo tépica, por exemplo, a composicgao
ird geralmente conter desde 0,01-10%, mais preferivelmente
0,01-1% do material ativo.

Tipicamente, um médico determinard a dose atual, que
serd a mais adequada para um sujeito individual. O nivel de
dose especifico e frequéncia de dosagem para qualquer
individuo particular podem ser variados e irdo depender de
uma variedade de fatores incluindo a atividade do composto
especifico empregado, a estabilidade metabdlica e duracéo
de acao desse composto, a 1idade, peso corporal, estado
geral de saude, sexo, dieta, modo e altura de
administracdo, taxa de excrecgdo, combinacdo de féarmaco, a
severidade da condicdo em particular, e o individuo
submetendo-se a terapia.

Para administracdo oral e parentérica a humanos, o
nivel de dosagem didrio do agente pode ser em doses unicas
ou divididas. Para administracdo sistémica a dose diéaria,
conforme empregada para tratamento de humanos adultos ira
variar de 2-100 mg/kg de peso corporal, preferivelmente 5-
60 mg/kg de peso corporal, a qual poderd ser administrada
em 1 a 4 doses diéarias, por exemplo, dependendo da via de

administragcdo e da <condicdo do paciente. Quando a
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composigdo compreende unidades de dosagem, cada unidade
preferivelmente conterd 100 mg para 1 g de ingrediente
ativo. A duragdo do tratamento serda ditada pela taxa de
resposta em vez de por numeros arbitrarios de dias. Numa
forma de realizacdo o regime de tratamento é continuado por
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21 ou mais dias.

Num aspeto, a divulgacdo proporciona utilizacdo de um
composto de férmula (I) ou (II) em terapéutica, por
exemplo, para tratamento de infec¢des microbianas tal como
infecdo por (C. difficile, em particular diarreia com ela
associada, ou de uma ou mais infec¢des microbianas descritas
no presente documento, particularmente por distribuicgao
oral de um composto.

Num aspeto € proporcionada utilizagdo de um composto
para o tratamento de tiflite (num sujeito animal).

Num aspeto o composto da invengdo é empregado para
controlo de sindrome de sobrecrescimento bacteriano. A
sindrome de sobrecrescimento (BOS) ocorre quando a
colonizacgao bacteriana normalmente baixa no trato
gastrointestinal superior e/ou intestino grosso aumenta
significativamente.

Num aspeto & proporcionada utilizacd&o de um composto
da inveng¢do para a profilaxia, tratamento e manutencao de
IBS (sindrome do intestino irritdvel). Para um exemplo da
utilizacédo de antibidéticos no tratamento de IBS, veja-se
Rifaximin Treatment for Symptoms of Irritable Bowel
Syndrome. Andrea L. Fumi and Katherine Trexler, The Annals
of Pharmacotherap, 2008, 4, 408.

Numa forma de realizacdo um composto da invencdo é
atil no tratamento de colite ulcerativa incluindo
tratamento profildtico para prevenir a recorréncia da
mesma. Os compostos podem ser particularmente adequados
para o tratamento de colite ulcerativa refrataria a

esteroides. Veja-se por exemplo Steroid-refractory
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ulcerative colitis treated with corticoesteroids,
metronidazole and wvancomycin: a case report J. Miner, M. M
Gillian, P. Alex, M. Centola, BMC Gastroenterology 2005,
5:3.

Os compostos da presente divulgacao podem ser
particularmente Uteis para tratamento a longo prazo.

Conforme descrito acima, os compostos da presente
divulgagao podem ser empregues no tratamento de humanos
e/ou animais.

Num aspeto & proporcionado um composto da invencdao
para o fabrico de um medicamento para o tratamento de
infecgdes microbianas tal como infecdo por C. difficile, em
particular diarreia com ela associada.

Num aspeto €& proporcionado um método para tratamento
compreendendo a etapa de administrar uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um composto da invencdo ou uma
composicdo farmacéutica contendo o mesmo, a um paciente
(humano ou animal) em necessidade do mesmo, por exemplo
para o tratamento de uma infecdo/enfermidade ou doencga como
descrito no presente documento.

No contexto desta especificacdo “compreendendo” deve
ser interpretado como “incluindo”.

Aspetos da invencao compreendendo determinados
elementos tencionam também estender-se a formas de
realizagdo alternativas “consistindo” ou “consistindo

essencialmente” nos elementos relevantes.

EXEMPLOS
Exemplo 1
Desoxiactagardina B (monocarboxamida de 7—-amino-1-
heptilamida)
Desoxiactagardina B (2,5 g), 1,7-diaminoheptanoc (0,52

g) e diisopropiletilamina (0,44 ml) foram dissolvidos em

dimetilformamida (10 ml) seca. Uma solugao de
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hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-
pirrolidino-fosfénio (PyBOP) (1,04 g) em dimetilformamida
(5 ml) seca foi adicionada em porcdes, ao longo de 2 h. A
reacdo foi seguida de HPLC analitica (Ver Tabela 1) e PyBOP
foi adicionado até que o material de iniciacd&o tivesse sido

consumido (Figuras 4 e 5).

Tabela 1: Condigbes de HPLC analitica para a separacdo de
lantibidtico (por exemplo, actagardina, actagardina B ou

desoxiactagardina B) e produtos derivatizados de

diaminoalcano.
Coluna: Zorbax 5p C18(2) 150 x 4,6 mm
Fase Mével A: 30% Acetronilo em 20 mM de tampdo fosfato

de potassio pH 7,0
Fase Mével B: 65% Acetronilo em 20 mM de tampdo fosfato

de potassio pH 7,0

Taxa de fluxo: 1 ml/min

Gradiente: Tempo 0 100% A 0% B
min

Tempo 10 min 0% A 100%

Tempo 11 min 0% A 100%

Tempo 11,2 min 100% A 0% B

Tempo de ciclo 15 min

Volume de injecgédo: 10 pL

Detecao: 210 nm

A mistura de reacdo em bruto foi vertida em metanol
aquoso a 30% e a solucdo resultante foil carregada numa
coluna Varian Bond Elut C18 (30 g). A coluna foi entéo
lavada sequencialmente com metanol aquoso a 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, com a maioria do material desejado a ser eluido
na fracdo a 70% (Figura 6). A cromatografia de coluna em
gel de silica (eluente diclorometano:etanol:aménia 10:8:1)

deu material de >90% de pureza por U.V. a 210 nm (Figura
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7). Rendimento 1,4 g. Massa calculada (M+2H)™ 993,
encontrada 992, 91.

O produto foi analisado por espectroscopia de RMN e
a 500 MHz (solvente Ds; acetonitrilo:dgua numa razdo 7:3).

Uma lista de picos é proporcionada na Tabela 2.

Tabela 2. Listagem de picos de Carbono 13 para o Exemplo 1.

PICO | [ppm] | PICO [ppm]
1 |181,3149| 47 44,6775
2 |175,3919| 48 44,5744
3 |174,8404| 49 43,8023
4 |174,6462| 50 42,6752
5 |174,3911| 51 41,1394
6 |174,2256| 52 40,7135
7 |174,0976| 53 40,0986
8 |173,8498| 54 36,7443
9 |173,4321| 55 36,5221
10 |173,3003| 56 36,0111
11 |173,1919| 57 35,0293
12 |172,8374| 58 33,5143
13 |172,5363| 59 31,0095
14 |172,5226| 60 30, 9257
15 |171,6244| 61 30,2204
16 |171,403| 62 29, 4444
17 |171,2443| 63 28,9958
18 |(171,2186| 64 28,1579
19 |137,4317| 65 27,8264

20 |128,2591| 66 27,3108
21 |125,4133| 67 26,8943
22 |122,6186| 68 26,6716
23 | 120,101 | 69 26,0067
24 | 119,489 70 25,6053
25 |119,2236| 71 25,5072
26 |112,6147| 72 23,0708
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27 |110,3448( 73 22,7664
28 62,6628 74 22,7369
29 62,3103 75 21,9216
30 61,9417 76 20,7945
31 60,0459 77 20,7139
32 59,2589 78 20,5133
33 57,6883 79 19,7487
34 57,5602 80 19,6807
35 57,1782 81 19,3537
36 56,3394 82 18,6924
37 55,779 83 17,3511
38 55,1894 84 16,1335
39 54,8993 85 12,0709

40 54,8157 86 1,8865
41 54,4243 87 1,7212
42 53,0651 88 1,5557
43 52,6472 89 1,3899
44 51,5046 90 1,2242
45 47,0088 91 1,0588
46 44,8668 92 0,8934

Exemplo 2.
Preparacdo do sal de metanosulfonato do composto do Exemplo
1.

Para o propdésito de obtencdo de solucgdes adequadas
para administracgdo de doses por via oral ou intravenosa, o
sal de metanossulfonato do composto do Exemplo 1 foi
encontrado como adequado.

O composto do Exemplo 1 foi suspenso em &gua e um
excesso de &acido metanossulfdénico foi adicionado para dar
uma solucdo limpida. Excesso de &4cido metanossulfénico foi
removido carregando a solugdo para uma coluna Bond Elut C18
que tinha sido acondicionada de acordo com as instrucgdes do

fabricante e lavando a coluna completamente com &gua e
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eluindo o sal de metanossulfonato com metanol. O solvente
foi removido por evaporacao deixando o) sal de
metanossulfonato como um pd branco.

O sal de metanossulfonato do composto do Exemplo 1 era

soluvel a aproximadamente 20 mg/ml em &gua.

Exemplo 3 (Via alternativa para a preparagdo do composto do
Exemplo 1)
Desoxiactargardina B [monocarboxamida de 7-(t-

butoxicarbonilamido)-1-heptilamida]

Foi preparada empregando o processo descrito para o
composto do Exemplo 1 desde Desoxiactagardina B e 7-(t-
butoxicarbonilamido)-1-aminoheptano. 75% (M+2H) 1043,
encontrada 1044,11. O t-butoxicarbonato foi hidrolisado por
tratamento com &cido hidrocloridrico aquoso a 4 N por 3 h a
temperatura ambiente. A mistura foi neutralizada a pH 7 e a
purificacdo foil realizada conforme descrito para o Exemplo
1 para proporcionar o composto do titulo. Rendimento 65%.

Os compostos abaixo foram preparados por métodos

andlogos aquele empregue para o Exemplo 1.

Exemplo 4 de Referéncia

Desoxiactagardina B (monocarboxamida de 2—-amino-9-
etilamida)
Foi preparada desde desoxiactagardina e 1,2-

etilenodiamina empregando © processo acima descrito para o
Exemplo 1.
Rendimento 96%. Massa calculada (M+2H)' 958, encontrada

959,02
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Exemplo 5 de Referéncia

Desoxiactagardina B (monocarboxamida de 3-amino-1-
propilamida)
Foi preparada desde desoxiactagardina e 1,3~

diaminopropano empregando o processo descrito acima para o
Exemplo 1.

Rendimento 87%. Massa calculada (M+2H)™® 965, encontrada
965,04

Exemplo 6 de Referéncia

Desoxiactagardina B (monocarboxamida de 5—-amino-1-
pentilamida)
Foi preparada desde desoxiactagardina e 1,5-

diaminopentano empregando o processo acima descrito para o
Exemplo 1.

Rendimento 83%. Massa calculada (M+2H)'® 979, encontrada
980,06

Exemplo 7 de Referéncia

Desoxiactagardina B (monocarboxamida de 9-amino-1-
nonilamida)
Foi preparada desde desoxiactagardina e 1,9-

diaminononano empregando © processo acima descrito para o
Exemplo 1.

Rendimento 84%. Massa calculada (M+2H)™ 1007, encontrada
1007,51

Exemplo 8 de Referéncia
Desoxiactagardina B (monocarboxamida de l12-amino-1-

dodecilamida)

Foi preparada desde desoxiactagardina e 1,12-
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diaminododecano empregando o processo acima descrito para o
Exemplo 1.

Rendimento 74%. Massa calculada (M+2H)+2 1028, encontrada
1027,51

Exemplo 9
Atividade antibacteriana de Lantibiéticos tipo-B

O composto da invencao mostra atividade antibacteriana
in vitro e in vivo, atividade contra Clostridium difficile
e pode ter atividade melhorada em comparagdao com a
desoxiactagardina B.

Testagem de suscetibilidade para estirpes de
Clostridium difficile foi realizada por diluig¢des seriadas
duplas de antibiético em agar de Anaerdbios Wilkins-
Chalgren sob condig¢des anaerdbias. Vancomicina foi incluida
como um féarmaco comparador. Culturas de C. difficile foram
inoculadas em placas de agar Braziers (C.C.E.Y) pré-
reduzido e cresceram a 37°C durante 48 horas sob condicgdes
anaerdébias. Duas a trés coldnias das culturas de 48 horas
foram inoculadas em 5 ml de Caldo Schaedlers pré-reduzido e
cresceram a 37°C durante 24 horas sob condig¢des anaerdbias.
Esta cultura foi diluida com NaCl 0,9% pré-reduzido para
alcancar a turbidez do padrdo de McFarland 0,5 e aplicada
as placas contendo o fédrmaco num indculo final de 105
ufc/ponto. Placas de controlo isentas de féarmaco foram
incluidas. As placas foram incubadas na cémara anaerdbica a
37°C durante 48 horas e examinadas quanto ao crescimento. A
CIM foi a concentragdoc mais baixa de farmaco que inibiu
completamente o crescimento ou causou redugao marcada do
crescimento quando comparado com O crescimento nas placas
isentas de féarmaco.

Tabela 3: Dados de MIC (ug/ml) para desoxiactagardina B
(DAB), e derivativos da mesma. (Quanto mais baixo o valor

do resultado, maior a atividade do composto de teste.)
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Composto do Exemplo (Ex)
Estirpe Ex 3 de Ex 5 de Ex 6 de Ex 1 Ex 7 de Ex 8 de
P DAB Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia | Referéncia
Cc. diff (p=T)
(p=2) (p=3) (p=5) (p=9) (p=12)
1,1 1,0.5
2,2 ¢ r
1,1 1,1 1,2
37779 4 ;,i 1.1 2,2 1,1 2,1 1,1
4 2,2 1,1
2,2 1,1
2,1 ’ ’
1,1 0.5,1 1,1
19126 4 ?i T 1,1 il 2,1 25
! 2,2 1,0.5
B32 2 2,2 2,2 2,2 1,1 2,2 2,1
E16 2 4,2 1,2 2,2 1,2 2,2 2,2
P24 2 2,2 2,2 2,2 1,1 2,1 2,1
0275M 2 2,2 2,2 2,2 1,1 2,2 2,2
P62 2 2,2 2,2 2,2 2,1 2,2 2,2
E101 2 2,2 2,2 2,2 1,1 2,2 2,2
2,2 1,1 0.5,0.5
1,2 0.5,0,5 0.5,0.5 0.5 1,1
027C ' 0, , ,
an 4 0.5 1,0.5 2rl 1,1 1,1 1,1
1 2,2 1,0.5
E4 2
P49 2
P59 2
1,1 0.5,0.5
1,1 1,1 ' '
630 4 1,1 2,2 1,0.5 0.5,1 0.5,0.5
1 17 1,1 1,1 1,1
¢ ' 1,1 1,1

Na tabela acima p refere-se ao nUmero de A4atomos na
cadeia de alquilo, assim para o composto da invencdo, p & 7
(heptilo).

Exemplo 10 - Estabilidade dos Lantibiéticos tipo-B no

fluido intestinal
Os compostos baseados em lantibidéticos proporcionados

no presente documento podem ter estabilidade aumentada face

a degradacdo enzimédtica quando comparados com lantibidéticos

27



EP2387580B1

tipo-A, tal como a nisina. Particularmente, os compostos
podem ter estabilidade melhorada face a sucos intestinais
quando comparados com lantibidéticos tipo-A.

A nisina e o composto do Exemplo 1 foram testados para
a sua suscetibilidade face a digestdo enzimdtica no
intestino utilizando um fluido intestinal simulado (SIF). O
SIF foi Dbaseado nas solugbes padrdao USP para fluidos
intestinais simulados e a sua atividade foi confirmada
contra Albumina Sérica Bovina (Hilger et al, Clin. Exp.
Immunol. 2001, 123, 387-94). 0Os compostos foram incubados
em SIF a 37°C e as suas concentracgdes quantificadas por
HPLC analitica (detegdo por UV a 210 nm utilizando as
condic¢cbes delineadas na Tabela 1).

A Figura 1 mostra que a nisina foili rapidamente
degradada no SIF com uma semi-vida de aproximadamente 15 a
20 minutos. A réapida degradacdo da nisina neste meio
suporta a observacgdo de que a utilidade clinica da nisina
para o tratamento de infecg¢des do cdlon é muito limitada a
ndo ser que o composto possa ser protegido de enzimas de
degradacgdo através de formulacgdo cuidadosa.

A Figura 1 mostra ainda que o composto do Exemplo 1 é
essencialmente estédvel em SIF e propenso a ter estabilidade

adequada para tratar infecgdes do cdédélon por C. difficile.

Exemplo 11 - Eficdcia in vivo de antibidéticos tipo-B no
modelo de hamster na tiflite associada a C. difficile

A eficédcia in vivo dos compostos da invencdo no
tratamento de infegbes por C. difficile foi avaliada no
modelo animal padrao para CDAD, tiflite induzida por
clindamicina no hamster. Os resultados estdo sumarizados na
Figura 2.

A grupos de 6 animais foram administradas doses com
aproximadamente 10" células da estirpe 4013 de C. difficile

e 24 horas mais tarde uma dose subcutdnea de 10 mg/kg de
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fosfato de clindamicina. Apdés mais 24 horas, 0SS Jgrupos
foram entdo tratados ou com um veiculo, vancomicina ou com
o composto do Exemplo 1 trés vezes por dia a 10 mg/kg/dia.
O procedimento conforme descrito induziu uma infecdao
por C. difficile nos animais de teste, dos qgquais todos os
animais tratados apenas com o veiculo morreram no espacgo de
3 dias. Em contraste, todos o0s animais tratados com
vancomicina ou o derivativo da DAB sobreviveram a duracio
de todo o periodo de administracdo de doses de 5 dias,

demonstrando os efeitos protetores destes compostos.

Exemplo 12 - ADME no modelo de rato

O composto do Exemplo 1 foi administrado em doses
orais a ratos durante 7 dias e recuperado das fezes por
extracdo com metanol. A Figura 3 mostra a quantidade de
material recuperado em relacgdo a gquantidade administrada ao
rato. Enquanto a quantidade de material recuperado depende
do numero de extracgdes, os dados mostram gue pelo menos 60
a 70% do composto do Exemplo 1 pode ser recuperado néo
modificado apds a sua passagem através do trato
gastrointestinal e que o composto do Exemplo 1 pode atingir

altas concentracdes no cdlon.

Exemplo 13 - Toxicologia no modelo de rato

O composto do Exemplo 1 foi testado numa experiéncia
de toxicidade de 7 dias num modelo de rato. Um estudo
utilizou 50 mg/kg/dia de material administrado por via
intravenosa durante 7 dias. O outro estudo utilizou 200
mg/kg/dia de material administrado por wvia oral durante 7
dias. Tanto a dose intravenosa COomo oral excedem
significativamente o nivel de dose c¢linica antecipado
(cerca de 3-30 mg/kg/dia por administracgdo de doses por via

oral). Nenhuns efeitos toxicoldgicos significantes foram
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observados durante a experiéncia e a necropsia nado revelou
danos orgénicos.
O composto do Exemplo 1 foi tolerado sem sinais 6ébvios

de toxicidade a 50 mg/kg/dia por via oral no hamster Sirio.
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REIVINDICACOES

1. Desoxiactagardina B (monocarboxamida de 7-amino-1-
heptilamida) e sais, hidratos e solvatos farmaceuticamente

aceitdveis da mesma.

2. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um composto
de acordo com a reivindicacgao 1, e um excipiente

farmaceuticamente aceitéavel.

3. A composicdo de acordo com a reivindicagao 2, para

administracdo oral ou administracdo parentérica.

4. Um composto de acordo com a reivindicacéo 1 ou uma
composicdao de acordo com as reivindicacdes 2 ou 3 para

utilizagdo em tratamento.

5. Um composto de acordo com a reivindicacédo 1 ou uma
composicdo de acordo com as reivindicagdes 2 ou 3 para

utilizacgdo no tratamento de infecg¢d@o microbiana.

6. O composto ou composicdo para utilizacdo de acordo com
a reivindicacdo 5, em que a infecdo microbiana é infecédo

por C. difficile.

7. O composto ou composicdao para utilizacdo de acordo com
a reivindicacdo 6, em que a infecdo por C. difficile é no

cdlon e/ou intestino grosso.

8. O composto ou composicdo para utilizacgdo de acordo com
a reivindicacdo 5, em que a 1nfecdo microbiana é

sobrecrescimento bacteriano do intestino delgado.

9. O composto de acordo com a reivindicacdo 1 ou uma

composicdo de acordo com a reivindicagdo 2 ou 3 para
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utilizagdo no tratamento de colite ulcerativa ou sindrome

do intestino irritével.

10. Um método para a preparacgdo de Desoxiactagardina B
(monocarboxamida de 7-amino-l-heptilamida) da reivindicacéao
1, 0 método compreendendo a etapa de reagir
Desoxiactargardina B com 1,7-diaminoheptano na presenca de
diisopropiletilamina e hexafluorofosfato de benzotriazol-1-

il-oxi-tris-pirrolidino-fosfénio (PyBOP) em DMF.

11. O método da reivindicacgdo 10, em que Desoxiactagardina

B é sintetizada em A. Liguriae.

Lisboa, 23 de Outubro de 2014
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