(11) Numero de Publicagao: PT 2142519 E

(51) Classificacao Internacional:
CO07D 241/08 (2014.01) A61K 31/4704
(2014.01)
A61P 3/10(2014.01)

N
FRIFTNED

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(22) Data de pedido: 2008.04.18 (73) Titular(es):

DONG-A PHARM.CO., LTD.

(30) Prioridade(s): 2007.04.19 KR 20070038462 | 252 YONGDU-DONG DONGDAEMUN-GU
SEOUL 130-823 KR
(43) Data de publicagéo do pedido: 2010.01.13
(72) Inventor(es):

(45) Data e BPI da concesséo: 2014.09.24 HEUNG JAE KIM KR
237/2014 WOO YOUNG KWAK KR

CHANG YELL SHIN* KR

HADONG KIM KR

JONG PIL MIN KR

(74) Mandatario: A :
ANTONIO INFANTE DA CAMARA TRIGUEIROS DE ARAGAO
RUA DO PATROCINIO, N¢ 94 1399-019 LISBOA PT

(54) Epigrafe: INIBIDOR DE DPP-IV INCLUINDO GRUPO BETA-AMINO, O SEU METODO DE
PREPARAGAO E COMPOSIGAO FARMACEUTICA CONTENDO O MESMO, PARA PREVENGAO E
TRATAMENTO DE DIABETES OU OBESIDADE

(57) Resumo: ~ ’
A PRESENTE INVENGCAO PROPORCIONA UM NOVO COMPOSTO HETEROCICLICO CONTENDO

UM GRUPO BETA-AMINO, UM METODO PARA PREPARAR O MESMO E UMA COMPOSICAO
FARMACEUTICA COMPREENDENDO O MESMO COMPOSTO HETEROCICLICO OU UM SEU SAL
FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL COMO UM INGREDIENTE ACTIVO. O COMPOSTO
HETEROCICLICO DA PRESENTE INVENGAO APRESENTA EXCELENTE ACTIVIDADE INIBITORIA
DE DPP-IV E BIODISPONIBILIDADE E, POR ESSE MOTIVO, PODE SER UTIL PARA A PROFILAXIA
OU TRATAMENTO DE DOENCAS RELACIONADAS COM A DPP-IV, TAIS COMO DIABETES OU
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RESUMO

“INIBIDOR DE DPP-IV INCLUINDO GRUPO BETA-AMINO, O SEU METODO DE
PREPARACAO E COMPOSIGCAO FARMACEUTICA CONTENDO O MESMO, PARA
PREVENGCAO E TRATAMENTO DE DIABETES OU OBESIDADE”

A presente invencao proporciona um novo composto
heterociclico contendo um grupo beta-amino, um método para
preparar o mesmo e uma composicdo farmacéutica compreendendo o
mesmo composto heterociclico ou um seu sal farmaceuticamente
aceitédvel como um ingrediente activo. O composto heterociclico
da presente invencdo apresenta excelente actividade inibitdria
de DPP-IV e biodisponibilidade e, por esse motivo, pode ser
util para a profilaxia ou tratamento de doencas relacionadas com

a DPP-1IV, tais como diabetes ou obesidade.



DESCRICAO

“INIBIDOR DE DPP-IV INCLUINDO GRUPO BETA-AMINO, O SEU METODO DE
PREPARAGCAO E COMPOSIGAO FARMACEUTICA CONTENDO O MESMO, PARA
PREVENCAO E TRATAMENTO DE DIABETES OU OBESIDADE”

CAMPO TECNICO

A presente invencdo refere-se a um composto heterociclico
contendo um grupo beta-amino, o0 qual tem excelente actividade
inibitdéria na dipeptidil peptidase IV (aqui a seguir referida
como "DPP-IV") e elevada biodisponibilidade, e uma composicéo
farmacéutica compreendendo o mesmo composto heterociclico ou um

seu sal farmaceuticamente aceitdvel como um ingrediente activo.

TECNICA ANTECEDENTE

A enzima dipeptidil peptidase IV, aqui abreviada como
DPP-IV (e em outros locais como DP-IV, DP-4 ou DAP-IV) e também
conhecida pela classificacdo EC. 3. 4. 14. 5, é uma protease de
serina (Barrett A. J. et al., Arch. Biochem. Biophys., 1995,
247-250), a qual cliva o dipéptido N-terminal dos péptidos que
iniciam com a sequéncia H-Xaa-Pro-Y ou H-Xaa-Ala-Y, em que Xaa
representa qualquer aminodcido lipofilico, Pro representa
prolina e Ala representa alanina (Heins J., et al., Biochim. et
Biophys. Acta 1988, 161). A DPP-IV estd amplamente distribuida e
€ encontrada em varios tecidos de mamiferos, tais como rim,
figado e intestino delgado (Hegen M. et al., J. Immunol., 1990,

2908-2914). A DPP-IV foi identificada em primeiro lugar como uma



proteina de ligacéo a membrana. Mais recentemente, foi
identificada wuma forma soluvel (Duke-Cohan J. S. et al., J.
Biol. Chem., 1995, 14107-14114) . De acordo com o estudo
recentemente publicado e referido, foi revelado que essa forma
soluvel da DPP-IV tem a mesma estrutura e funcdo que a forma de
ligagdo a membrana da enzima e encontra-se sem um determinado
dominio de ligagdo a membrana no sangue (Christine D. et. al,

Eur. J. Biochem., 2000, 5608-5613).

O interesse inicial na DPP-IV focou-se no seu papel na
activacdo de linfécitos T. A DPP-IV responsavel pela activacéo
de linfécitos T foi especificamente designada como CD26. Com o
relatdério que mostra que a CD26 se liga ou interage com o
virus da imunodeficiéncia humana (VIH) (Guteil W. G. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., 1994, 6594-6598), foi proposto que os
inibidores de DPP-IV possam ser uUteis no tratamento de SIDA
(Doreen M. A. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 199¢,
2745-2748) .

Além de um papel essencial da participacdo no sistema
imunitario, a principal funcdo de DPP-IV deriva da sua
actividade peptidolitica, como descrito acima. Foi dada
particular atencdo ao papel da DPP-1IV, uma vez que se verificou
que a DPP-IV ¢é uma enzima chave 1implicada na degradacdao de
proteina 1 semelhante a glucagon (aqui a seguir referida
como "GLP-1") no intestino delgado (Mentlein R. et al., Eur. J.
Biochem., 1993, 829-835). A GLP-1 é a hormona peptidica de
30 aminoadcidos, a qual ¢é segregada por células L do intestino
como uma resposta do intestino delgado a ingestdo de alimentos
(Goke R. et al., J. Biol. Chem., 1993, 19650-19655). Uma vez
que a GLP-1 & conhecida por ter efeitos potenciadores da

accédo de idinsulina no controlo de niveis de glucose no sangue



pdés-prandiais (Holst J. J. et al., Diabetes Care, 1996,
580-586), foi postulado gque os inibidores de DPP-IV também podem
ser empregues, de modo util, no tratamento de diabetes tipo 2.
Com base nesta assumpcdo, foi desenvolvida uma forma inicial do
inibidor de DPP-1IV, com alguns relatdrios a demonstrar a
eficdcia terapéutica de um medicamento em experiéncias animais
(Pauly R. P. et al., Metabolism, 1999, 385-389). Além disso, o0s
murganhos ou ratos deficientes em DPP-IV mantiveram a actividade
de GLP-1 e elevados niveis de insulina, resultando na diminuicéo
dos niveis de glucose no sangue e essa disrupgcdo ou mutacéao
genética do gene de DPP-IV nao apresentou efeito significativo
na sobrevivéncia de animais individuais (Marguet D. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., 2000, 6874-6879). Como uma consequéncia,
foili proposto que a DPP-IV é exequivel como um potente agente
terapéutico para o tratamento de diabetes tipo 2, o que
resultou na aceleracdo da pesquisa e desenvolvimento do inibidor

de DPP-IV.

A ligacdo de GLP-1 com um receptor, em varios tecidos,
resulta em saciedade (sensacdes de satisfacao), retardamento do
esvaziamento gastrico e crescimento facilitado de células beta
pancreaticas. Por esse motivo, o0s ensaios c¢linicos para o
tratamento de diabetes tipo 2 tém aumentado gradualmente,
através de administracdo intravenosa de GLP-1 per se (Verdich C.
et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 2001, 4382-4389). Uma
semi-vida in vivo de GLP-1 é meramente de 2 min (Kieffer T. J.,
et al., Endocrinology, 1995, 3585-3596), de modo gue essa curta
semi-vida €é um obstaculo muito importante para dirigir a
utilizagcdo de GLP-1 como um agente terapéutico. Desde entéo,
numerosos grupos de pesquisa e instituicgdes fizeram muitas
tentativas em relacdo a derivatizacao de GLP-1, resultando no

desenvolvimento e comercializacdo de um péptido que ¢é capaz de



prolongar a curta semi-vida in vivo (Deacon C. F., Diabetes,
2004, 2181-2189). Contudo, esse derivado de GLP-1 ainda sofre de
uma limitacdo fundamental, na medida em que ¢é uma formulacéo
injectdvel. Além disso, tem sido cada vez mais focado um grande
interesse no desenvolvimento de um inibidor de DPP-IV eficiente,
devido ao facto de que a GLP-1 activa (7-36) ¢é degradada por
DPP-IV e, depols, convertida numa GLP-1 inactiva (9-36) apenas

durante um curto periodo de tempo, e. g., 2 min.

O inicio no desenvolvimento de inibidores de DPP-IV foi
semelhante a tendéncia de desenvolvimento de outros inibidores.
Isto é, a maioria dos resultados de pesquisa foram para andlogos
de substrato. Um representativo destes andlogos de substrato é
um derivado dipeptidico, o qual foi obtido como o produto da
pesquisa inicial que foi realizada num nucleo parental possuindo
uma estrutura semelhante a da Prolina (Pro), com base no facto
de que a DPP-IV apresenta afinidade pronunciada para um péptido
contendo um determinado aminoadcido Prolina (Chinnaswamy T.
et al., J. Biol. Chem., 1990, 1476-1483). Os exemplos tipicos de
estruturas semelhantes a Prolina incluem pirrolidida e
tiazolidida e os derivados que contém estes compostos de nucleo
parental apresentam actividade inibitdéria reversivel e
competitiva para a enzima DPP-IV (Augustyns KJL., et al., Eur.

J. Med. Chem., 1997, 301-309).

Entre 0s produtos dessa pesquisa e desenvolvimento
extensivos, existiram experiéncias continuas no mecanismo
de accédo e eficédcia de determinados compostos, especificamente
Val-Pyr (Valina-Pirrolidida), Ile-Thia (Isoleucina-Tiazolidida),
e semelhantes. Particularmente, tem sido focada uma grande
atencdo em Ile-Thia, uma vez que a estrutura Val-Pyr exibiu

actividade inibitdéria relativamente pobre em DPP-IV (Hanne B.



R., et al., Nat. Struct. Biol., 2003, 19-25), que como tal
promoveu pesdquisa e estudo intensivos em derivados do composto

Ile-Thia.

Fora dos compostos derivados de Ile-Thia focados e obtidos
pela pesquisa e estudo acima mencionados, um composto possuindo
a actividade mais proeminente foi a série de tiazolidida de
aminoacidos beta, a gqual tentou ser desenvolvida por Merck &
Co., Inc. Contudo, de acordo com o0s resultados de experiéncias
farmacodinadmicas e farmacocinéticas realizados em ratos, o)
composto obtido apresentou biodisponibilidade significativamente
baixa em conjunto com uma limitacdo aparente na inibicao da
actividade enzimdtica (Jinyou Xu, et al., Bioorg. Med. Chem.
Lett., 2004, 4759-4762). Em consequéncia, o desenvolvimento
adicional em compostos desta classe foi descontinuado, devido a

profundas desvantagens.

Durante a investigacdo acima mencionada, a Merck verificou
que um aminodcido beta, além de um nucleo parental de
tiazolidida, ¢é também um factor chave que possui efeitos
significativos na actividade inibitdéria de  DPP-IV. Esta
descoberta foi aplicada a abordagem para substituicdo do nucleo
parental de tiazolidida com um diferente composto de
nicleo parental (Linda L. B., et al., Bioorg. Med. Chem. Lett.,
2004, 4763-4766) . Com essa pesquisa subsequente, foram
sintetizados varios derivados que possuem substituicdo do nucleo
parental de tiazolidida com um nucleo parental de piperazina,
com teste de eficadcia de farmaco e estudos farmacodinédmicos.
Infelizmente, os derivados de piperazina da Merck sofreram ainda
de biodisponibilidade significativamente baixa. De acordo com a
optimizacdo do composto para lidar com essa desvantagem, foi

desenvolvido o produto MK-0431 (marca registada: JANUVIA), com



modificacdo de wuma porgcao de piperazina para uma porcido de
triazolopiperazina. Este produto é agora comercializado sob nova
aprovagdo de farmaco ©pela US FDA, em 2006. Além disso,
subsequente a MK-0431, estd actualmente em desenvolvimento um
composto com incorporacao de uma porcdo de diazepanona (anel de
sete membros) (documentos WO 2004037169; WO 2005011581; WO
2006104997; e Bioorg. Med. Chem. Lett., 2007, 49-52) .
Particularmente, de acordo com o artigo publicado na revista
(Bioorg. Med. Chem. Lett., 2007, 49-52), foi demonstrado que a
imidazolona (anel de cinco membros) e piperazinona (anel de seis
membros) apresentaram actividade in vitro notavelmente baixa,
quando comparada com a diazepanona, resultando, por este motivo,

num foco intensivo na optimizacé&o de diazepanona.

[MK-0431]
F
i: Biftu, Tesfaye et al.
(Bioorganic and Medicinal Chemistry
Letters 17(1), 2006, P. 49-52)

divulgaram que (3R)-4-[(3R)-3-Amino-
4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil] -3-
. (2,2,2-tri—-fluoroetil)-1,4-diazepan-—
[ 2-ona ¢é um inibidor selectivo da
dipeptidil peptidade IV util para o
tratamento de diabetes tipo 2.

Em resultado de varios estudos e experiéncias extensivos e
intensivos para resolver os problemas como descritos acima e
para alcancar a optimizacdo de um composto de interesse, a
requerente da presente invencdo verificou que quando €& realizada
uma substituicdo, incluindo um heterocdtomo, numa porcdo de
piperazinona, 0o composto assim modificado nédo tem apenas
excelente actividade inibitdéria de DPP-IV, mas € também capaz de
alcancar biodisponibilidade significativamente melhorada, gquando

comparado com um inibidor de DPP-IV convencional e, entdo, ter



éxito na sintese de um novo composto heterociclico contendo um
grupo beta-amino. A presente invengdo foi concluida com base

nestas descobertas.

DIVULGAGAO DA INVENGAO

PROBLEMA TECNICO

E um objectivo da presente invencdo proporcionar um
composto heterociclico contendo um grupo beta-amino e possuindo
actividade inibitéria de DPP-IV, ou um Seu sal, hidrato ou

solvato farmaceuticamente aceitavel.

E um outro objectivo da presente invencdo proporcionar uma
composicdo farmacéutica para a prevencadao e tratamento de
diabetes ou obesidade, compreendendo o composto heterociclico
acima referido, ou um seu sal, hidrato ou solvato

farmaceuticamente aceitédvel como um ingrediente activo.

SOLUGAO TECNICA

Aqui a seguir, a presente invencdo 1ird ser descrita em

maior detalhe.

A presente invengdo proporciona compostos heterociclicos

com um grupo beta-amino representado pela Férmula 1:



F
F 0 NH, O
N

F NH

X 0O (1)

em dque X é OR1, SR1 ou NRI1RZ, em gque Rl e RZ2 sao,
independentemente, algquilo Cl1 a C5 e Rl1 e R2 de NRIR2
podem formar um anel de 5 a 7 membros com inclusdao de um

heterodtomo O; ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

De um modo preferido, o composto de Férmula 1, de acordo
com a presente invencdo, engloba um composto de Foérmula 2, o
qual €& um estereoisdmero que induz actividade Oéptica num Aatomo
de carbono na posicdo 3 de um anel de ©piperazinona e ¢é

representado pela Fdérmula 2 abaixo.

em que X é& como definido na Férmula 1.

Isto é, o composto de Férmula 1 pode ter dois
centros assimétricos. Especificamente, o composto de Fdérmula 1,
como mostrado na Férmula 2, pode ter dois centros assimétricos
no carbono beta e no carbono da posicdo 3 do anel de
piperazinona, de modo qgue possa estar presente na forma de um

diastereoisdédmero simples, racemato, mistura racémica ou mistura



diastereoisomérica, todos o0s quais estdo no ambito do composto

de Férmula 1, de acordo com a presente invencéo.

Além disso, o composto de Férmula 1 pode estar parcialmente
presente como um tautdmero. Também estdo incluidos no composto

de Férmula 1 tautdmeros individuais, bem como as suas misturas.

A forma estereoisomérica do composto de Férmula 1 pode ser
obtida por sintese estereosselectiva, de acordo com um método
convencional conhecido na técnica, wutilizando um material de

partida opticamente puro ou um reagente conhecido.

Os exemplos preferidos do composto heterociclico de
Férmula 1 contendo grupo beta-amino, de acordo com a presente

inveng¢do, podem incluir os seguintes compostos:

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

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

3) Cloridrato de (R)-4-[ (R) -3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(etoximetil)piperazin-2-ona;

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

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

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

7) Dicloridrato de (R)-4-[ (R)-3-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanocil]-3-[(etilmetilamino)metil]piperazin-2-

onay



8) Dicloridrato de (R)-4-((R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(morfolinometil) piperazin-2-ona;

92) Cloridrato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butiltiometil)piperazin -2-ona;

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

11) (R)-4-[ (R)-3—-arnino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil] -
3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;

12) Tartarato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;

13) Citrato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;

14) Fosfato de (R)-4-[ (R) -3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;

15) Acetato de (R)-4-[ (R)-3-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;

16) Malato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;

17) Succinato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona; e

18) Adipato de (R)-4-[ (R) -3—-amino—-4-(2,4,5-

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

O composto heterociclico de Férmula 1 contendo O grupo
beta-amino, de acordo com a presente invencédo, inclui um seu sal
farmaceuticamente aceitavel, bem como um hidrato e solvato, que

pode ser preparado a partir deste.

0O sal farmaceuticamente aceitédvel do composto heterociclico

de Férmula 1 pode ser preparado por qualquer método convencional

para a preparacdo de sais conhecido na técnica.

10



Como aqui wutilizada, a expressao "sal farmaceuticamente
aceitédvel" refere-se a um sal preparado a partir de uma base ou
acido ndo téxico farmaceuticamente aceitédvel, incluindo uma base
inorgdnica ou orgénica e um Aacido inorgédnico ou organico. Os
exemplos do sal farmaceuticamente aceitdvel podem incluir
sais do Composto 1 com uma base inorgadnica, e. g., ido aluminio,
aménio, célcio, cobre, férrico, ferroso, litio, magnésio,
manganato, manganés, potéssio, sddio ou zinco. Sao
particularmente preferidos os sais de aménio, célcio, magnésio,
potédssio e sdédio. Um sal sélido pode ter uma ou mais estruturas
cristalinas ou, de outro modo, pode estar na forma de um
hidrato. Os exemplos do sal orgénico nao tdxico
farmaceuticamente aceitédvel podem incluir sais do Composto 1
com uma amina primadria, secundaria ou terciaria, uma amina
substituida, tal como uma amina substituida de ocorréncia
natural, uma amina ciclica ou uma resina basica de permuta
idénica, tais como arginina, betaina, cafeina, colina,
N,N'—-dibenziletilenodiamina, dietilamina, 2-dietolaminoetanol,
2—dimetilaminoetanol, etanolamina, etilenodiamina,
N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glucosamina,
histidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucamina,
morfolina, piperazina, piperidina, resina poliamina, procaina,
purina, teobromina, trietilamina, trimetilamina, tripropilamina,

e trometamina.

Quando o composto da presente invencdo é béasico, pode ser
preparado um seu sal a partir de Acidos n&do téxicos
farmaceuticamente aceitédveis, incluindo 4&cidos inorgénicos e
orgénicos. O0Os exemplos do acido podem incluir 4&cido acético,
dcido benzenossulfdénico, &cido benzdico, &cido canforsulfdnico,
acido «citrico, 4cido etanossulfdénico, &cido fumérico, A&cido

glucdénico, éacido glutémico, acido bromidrico, &cido cloridrico,

11



acido isetidnico, acido lactico, acido maleico, acido
madlico, &cido mandélico, &cido metanossulfdénico, &cido mucico,
acido nitrico, acido pamdbico, acido pantoténico, acido
fosfdérico, &cido succinico, &cido sulfurico, &cido tartérico,
dcido p-toluenossulfdénico e 4acido adipico. S&do particularmente
preferidos os 4&cidos acético, cloridrico, mélico, fosférico,

succinico, tartdrico e adipico.

Quando o composto de Férmula 1 € aqui designado, este termo

destina-se a englobar um seu sal farmaceuticamente aceitéavel.

Como aqui utilizado, o termo "hidrato" significa um
composto de Férmula 1 ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel, o qual inclui ainda uma quantidade estequiométrica ou
ndo estequiométrica de agua ligada a este, por forcas
intermoleculares nao covalentes. O hidrato pode conter mais do
que 1 equivalente de 4&gua, tipicamente, 1 a 5 equivalentes de
dgua. O hidrato pode ser preparado por cristalizacdo do composto
de Férmula 1 ou um seu sal farmaceuticamente aceitédvel, em &agua

ou solvente contendo &agua.

Como agqui utilizado, o termo "solvato" significa um
composto de Férmula 1 ou um seu sal, o qual inclui ainda uma
quantidade estequiométrica ou nédo estequiométrica de agua ligada
a este, por forcas intermoleculares nao covalentes. Os solventes
preferidos sdo volateis, ndo toéxicos e/ou aceitéaveis para
administracdo a humanos. Por exemplo, pode ser feita mencao a
etanol, metanol, propanol, cloreto de metileno, etc.

De acordo com outro aspecto da presente invencgdo, é
proporcionado um método para preparar um composto heterociclico
com um grupo beta-amino, representado pela Férmula 1 ou um seu

sal farmaceuticamente aceitével.

12



A presente invencéao, como mostrado no Esquema 1 de
Reaccao abaixo, inclui um método para preparar um composto
heterociclico representado pela Férmula 2, compreendendo
1) fazer reagir um composto de Foérmula 3 possuindo um grupo
beta-amino com um composto heterociclico substituido de
Férmula 4, na presenca de l-hidroxibenzotriazole (HOBT) ,
l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e amina
terciadria, para preparar, desse modo, um composto de Fdérmula 5
possuindo uma ligacdo peptidica e 2) fazer reagir o composto de
Férmula 5 na presenca de um &cido, para preparar um composto

heterociclico de Férmula 2 possuindo um grupo beta-amino.

[Esquema 1 de Reacgao]

F -
F. i Boc.., " X\j’:(\l]‘lﬂ
Sy | :\I'\/C'OZH * ) g/
F 3 4
l EDC, HOBT, terc—amina

F
Boeca

F q.m NH O
F

em que X é como definido na Férmula 1.
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Por exemplo, pode ser obtido um intermedidrio de Férmula 5
por fazer reagir o composto de Fdérmula 3 e o composto de
Férmula 4, de um  modo convencional, num solvente, tais
como N,N-dimetilformamida (DMF) ou diclorometano, na presenca de
um reagente de acoplamento, tal como l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) ou 1-hidroxibenzotriazole
(HOBT) e uma base, tais como diisopropiletilamina ou
trietilamina, a 0 °C até a temperatura ambiente, durante 3 a

48 horas.

De modo a 1impedir a participacédo de um composto na
peptizacdo, um atomo de azoto do intermedidrio de Fdérmula 5, o
qual foi preparado por peptizacdo, ¢é protegido com um grupo
protector. O composto heterociclico de Férmula 2 desejado,
possuindo um grupo beta-amino, pode ser obtido por remocgao do
grupo protector, através de desproteccgéo. Isto €&, uma vez que O
grupo protector é Boc, a remogdao do grupo protector pode ser
realizada sob condicgdes acidicas utilizando, tipicamente,
dcido trifluorocacético/diclorometano, acetato de etilo/cloreto
de hidrogénio, cloreto de hidrogénio/diclorometano ou
metanol/cloreto de hidrogénio, a 0 °C até a temperatura

ambiente, durante 1 a 24 horas.

Se necessario, o composto de Fdérmula 2 preparado pela
reacgdo da ligacgdo peptidica e de desprotecgcdo pode ser
purificado a partir de subprodutos indesejaveis por qualquer
método convencional, tais como recristalizacédo, trituracéo,
cromatografia preparativa em camada fina, cromatografia flash em
silica gel (ver W.C. Still et al., J. Org. Chem., 43, 2923
(1978)) ou HPLC. O composto purificado por HPLC pode ser
separado como O seu sal correspondente. O composto de Fdérmula 5

também pode ser purificado do mesmo modo.
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Na presente invencao, é preparada uma mistura
estereoisomérica de um composto de Férmula 1, utilizando uma
mistura de estereocisdmeros como um material de partida e a
mistura resultante & separada em estereoisdmeros individuais
para, desse modo, obter um composto de Fdérmula 1. Além disso,
cada estereoisdmero do composto de Fdérmula 1 pode ser preparado
utilizando cada estereoisdmero como um material de partida. A
separacdo do estereoisdmero pode ser realizada por cromatografia

em coluna convencional ou recristalizacéo.

Na preparagdo do composto de Fdérmula 2, o composto de
Férmula 3 utilizado no Esquema 1 de Reaccdo estd comercializado
ou pode ser facilmente preparado por qualquer método conhecido

na técnica.

Na preparacao do composto de Férmula 2, o composto de
Férmula 4 utilizado no Esquema 1 de Reacgcdo pode ser preparado
de acordo com a via sintética do Esquema 2 de Reaccgdo e

Esquema 3 de Reaccéao.

No Esquema 2 de Reaccao, o Composto 6 pode estar
comercializado ou pode né&o estar comercializado, dependendo de
um substituinte X, de modo gque o Composto 6 estd comercializado
ou pode ser facilmente preparado por qualquer método conhecido
na técnica, por exemplo, o método como representado no Esquema 3

de Reaccgao abaixo.

No Esquema 2 de Reaccdao, o Composto 4 wutilizado para
preparar o composto da presente invencdo pode ser preparado a
partir do Composto 6. Especificamente, o Composto 6 é

feito reagir com N-butiloxicarbonil-2-aminocacetaldeido na
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presenca de um agente redutor para obter o Composto 7, a partir
do qual o) Composto 8, possuindo uma amina secundéria
protegida por benziloxicarbonilo (Cbz) ¢ depois preparado,
seguido por desproteccéao para, desse modo, preparar o)

Composto 9, em que o butiloxicarbonilo (Boc) foi desprotegido. O

Composto 9 é depois ciclizado, utilizando trimetilaluminio (ou

diisopropiletilamina/etanol, hidrogenocarbonato
sédio/metanol, etc.) para obter o Composto 10, o que &

por desproteccdo de Cbz para preparar o Composto

de
seguido
4. Os

exemplos do agente redutor que pode ser utilizado na

preparacao do Composto 7 a partir do Composto 6 podem
cianoboro-hidreto de sdédio, triacetoxiboro-hidreto de

boro-hidreto sdédio e semelhantes.

[Esquema 2 de Reacéo]

Bo«s'ﬂ‘/*o
B e o

{X agente redutor {x
HN"co,oH PN
LA Ok Boc” > N" “CO,CH,

& 1

Chiclt {)(a

> ' Hel ‘
. s p— “ \ )
m’an*Wﬁﬂa A coon
&bl Chz

8 s
HA3 o I, B, HNT Y
(cH L gy PACH) (J;;m
X
4

10

em que X é como definido na Fdérmula 1.
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Quando o Composto 6 no Esquema 2 de

comercializado, este pode ser preparado

Reaccdo nédo esté

analogamente ao

Esquema 3 de Reacgdo abaixo. O Composto 6 possuindo varios

substituintes Rl no Esquema 3 de Reaccao

substituicdo do éster metilico de D-serina

preparado pela

com cloreto de

tritilo, para obter o Composto 11 e substituindo um grupo

hidroxilo do Composto 11 com um grupo mesilo, seguido por

refluxo para, desse modo, preparar um composto 12 de aziridina.

Depois, 0 grupo tritilo do Composto 12 é removido
utilizando acido trifluoroacético, seqguido por proteccdo de
benziloxicarbonilo (Cbz) para preparar o Composto 13. O

Composto 13 &, depois, feito reagir com HX,
substituintes R1l, para preparar o Composto

desproteccao de Cbz para preparar o Composto 6.

[Esquema 3 de Reacéao]

f&N\(COzMO Ph4CCL P&?ﬁ,ﬁ- CO,Me
— LT
' n OH

OH
11

Ph
;- MsCl, DEAD ,&\ »TFA
e ———————————p st ———
2 refluxo PhPh 2. ChzCl
CO,Me

12

Cbz XH Cbz” \I:COQMa
Zo

Me
13 14

;{x

HN" ~CO,CH,

PA/C, Hy(g)

6

em que X & como definido na Férmula 1.
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De modo a facilitar a reaccdo de interesse ou evitar a
formacdo do produto de reacgdo 1indesejado para alguns dos
compostos de Foérmula 1 da presente invencdo, as condigdes de
reacgcdo acima mencionadas e sequéncias de reaccdo podem variar

como pretendido.

Como descrito acima, os compostos de Férmula 1 da presente
invencdo, materiais de partida e intermedidrios podem ser

sintetizados por varios métodos conhecidos na técnica.

De acordo com um aspecto adicional da presente invencdo, é
proporcionada uma composicdao farmacéutica para a prevencao e
tratamento de diabetes ou obesidade, compreendendo um composto
de Foérmula 1 ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel como um

ingrediente activo.

O composto de Férmula 1, de acordo com a presente invencao,
apresenta excelente actividade inibitéria na DPP-IV. Quando foi
medida a capacidade inibitdéria do composto de Férmula 1 na
enzima DPP-IV, ICsy, a concentracdo de farmaco gue & necessaria
para 1inibir a reacgdo enzimadtica de DPP-IV em 50%, apresenta
praticamente uma gama de 0,5 a 20 nM, o qgue representa a
actividade inibitdéria superior de DPP-IV, quando comparado com
um inibidor de DPP-IV convencional, referido por ter um ICsy de
diversas centenas de nM até diversos milhares de nM, ou mesmo
até diversas dezenas de milhar de nM (Jinyou Xu, et al., Bioorg.
Med. Chem. Lett., 2004, 4759-4762; e Linda L. B., et al.,
Bioorg. Med. Chem. Lett., 2004, 4763-4766).

Além disso, o composto de Foérmula 1, de acordo com a

presente invencgdo, tem elevada toleradncia oral de glucose. De
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acordo com o teste de tolerédncia oral de glucose (OGTT), o
composto de Foérmula 1 foi medido para ter os efeitos de
diminui¢cdo de glucose no sangue superiores a 35%, de um
modo preferido, mais do que 50%, representando, por este motivo,
que este tem Dbiodisponibilidade superior quando comparado
com inibidores de DPP-1IV convencionais. Além disso, os
resultados experimentais in vivo, incluindo correlacdes
farmacocinéticas/farmacodindmicas, medicdo de um periodo de
duracao da actividade inibitdéria de DPP-IV e experiéncias
cinéticas in vivo, demonstram que o) composto da
presente invencgao é superior na actividade inibitdéria e

biodisponibilidade de DPP-IV.

Por esse motivo, a composicdo farmacéutica compreendendo o
composto de Férmula 1 como um ingrediente activo pode ser
utilizada de modo eficaz para o tratamento e prevencao de
diabetes e obesidade, as quals sdo doencas representativas

provocadas por DPP-IV.

A composigdo farmacéutica compreendendo o composto de
Férmula 1 ou um seu estereoisdmero, sal farmaceuticamente
aceitéavel, hidrato ou solvato como um ingrediente activo pode
ser formulada em varias das seguintes formas de dosagem orais ou

parentéricas sem estar limitada a estas.

Os exemplos da forma de dosagem para administracdo oral
podem incluir comprimidos, pilulas, cépsulas moles e duras,
solucdes, suspensdes, emulsdes, xaropes, granulos, elixires e
semelhantes. Estas formulagdes farmacéuticas podem compreender,
além do ingrediente activo acima referido, um ou mais
diluentes ou excipientes convencionais, tais como agentes de

enchimento, extensores, agentes humectantes, desintegrantes,
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agentes de deslizamento, aglutinantes e tensiocactivos. Os
exemplos dos desintegrantes podem incluir agar, amido, &cido
alginico ou um seu sal de sédio, mono-hidrogenofosfato de
cédlcio anidro e semelhantes. Os exemplos dos agentes de

deslizamento podem incluir silica, talco, &cido estedrico ou

um seu sal de magnésio ou célcio, polietilenoglicol e
semelhantes. Os exemplos dos aglutinantes podem incluir
aluminossilicato de magnésio, pasta de amido, gelatina,
tragacanto, metilcelulose, carboximetilcelulose sdédica,

polivinilpirrolidona, hidroxipropilcelulose pouca substituida e

semelhantes. Além disso, a formulacéo farmacéutica pode
compreender diluentes, e. g., lactose, dextrose, sacarose,
manitol, sorbitol, celulose e/ou glicina. Se desejado, a

formulacdo pode compreender ainda, de um modo convencional,
misturas efervescentes conhecidas, absorventes, corantes, aromas

e adocgantes.

A composigdo farmacéutica compreendendo o composto de
Férmula 1 ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel como um
ingrediente activo pode ser administrada por meio de uma via
parentérica, por exemplo, um supositdrio, injeccdo subcuténea,
injeccao intravenosa, injeccao intramuscular ou injeccao
intratordcica. Para a formulacdo da composicdo da presente
invencdo numa preparacdo para administracdo parentérica, o)
composto de Férmula 1 ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel é misturado com um estabilizador ou tampdo na presenga
de &gua para preparar uma solugcdo ou suspensdo, o qual é depois
fabricado numa forma de dosagem unitédria de ampolas ou

frasquinhos.

A composicdo pode ser esterilizada e/ou compreender

adjuvantes, tais como conservantes, estabilizadores, agentes de
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hidratacao, emulsionantes, salis para controlar a pressao
osmética e/ou tampdes e substdncias terapeuticamente uUteis, e
pode ser formulada de acordo com métodos convencionais, tais

como mistura, granulacdo e revestimento.

Se desejado, o composto de Férmula 1 ou a composicao
farmacéutica compreendendo o mesmo como um ingrediente activo
podem ser administrados em combinacdo com outros farmacos, por

exemplo, farmacos antidiabéticos.

Quando o composto de Fdérmula 1 ou a composicdo farmacéutica
compreendendo © mesmo como um ingrediente activo ¢é formulado
numa forma de dosagem unitédria, o composto de Foérmula 1 é
aplicado, de um modo preferido, numa dose unitdria de aprox. 0,1
a 1500 mg em termos de ingrediente activo. Como serd evidente
para os especialistas na técnica, a dose eficaz do composto
activo, de acordo com a presente invencado, pode ser determinada
de acordo com a prescricdo do médico, dependendo de varios
factores, tais como peso corporal e idade dos doentes, a
natureza e gravidade da doenca e semelhantes. Para os adultos, a
dose eficaz do composto activo estd, tipicamente, numa gama de
cerca de 1 a 500 mg/dia, tendo em consideracdo a frequéncia e
intensidade da administragdo. No caso de injecg¢do intramuscular
ou intravenosa a adultos, podem ser apropriados, por dia, cerca
5 a 300 mg da dose total, dividida em diversas doses unitérias,
apesar de poder ser necessaria uma dose mais elevada para alguns

doentes.
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EFEITOS VANTAJOSOS

Como serd aqui especificamente ilustrado a seguir, a
presente invencgdo proporciona um composto heterociclico contendo
um grupo beta-amino e possuindo excelentes efeitos inibitérios
na actividade enzimadtica de DPP-IV. A composicdo farmacéutica
compreendendo o mesmo composto da presente invencdo como um
ingrediente activo apresenta excelente actividade inibitdria e
biodisponibilidade de DPP-IV e pode, entdo, ser util para a
profilaxia ou tratamento de varias doencas consideradas como

provocadas por DPP-IV, tais como diabetes e obesidade.

DESCRIGAO DOS DESENHOS

A Fig. 1 mostra correlagbes entre a actividade de DPP-IV no
plasma e dose de farmaco, obtidas para MK-0431 e um composto do
Exemplo 1; e

A Fig. 2 mostra resultados da medicdo e comparacao da
duragédo da actividade inibitéria de DPP-IV obtida para MK-0431 e
um composto do Exemplo 1 em ratos de laboratdrio.

MODO PARA A INVENGAO

A presente invencdo serd agora descrita em maior detalhe,

fazendo referéncia aos seguintes Exemplos.
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Exemplo 1l: Preparacdo de cloridrato de (R)-4-[(R)—-3—-amino-

4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-

ona

Passo 1l: Preparacdo de 1l-tritilaziridina-2-carboxilato de

(R)-metilo

Adicionaram-se 200 g de éster metilico de D-serina a 1,8 L
de cloroférmio e a solucdo de reacgdo foi arrefecida para 0 °C,
a qual se adicionou, lentamente, 448 mL de trietilamina.
Adicionaram-se, lentamente, 358,4 g de cloreto de tritilo a
mistura de reaccdo a qual foi, depois, agitada durante 1 hora. A
mistura de reaccdo foil aquecida até a temperatura ambiente e
adicionou-se a esta 1 L de cloroférmio, seguido por lavagem com
2,5 L de &gua. A camada organica foi seca sobre sulfato de
magnésio e arrefecida para 0 °C, a qual se adicionou, depois,
sequencial e lentamente, 484 mL de trietilamina e 15,7 g de
4-metilaminopiridina. A mistura de reaccdo foi agitada durante
5 min e adicionou—-se a esta, lentamente, 139 mL de cloreto de
metanossulfonilo. A mistura de reaccgdo foi aquecida até a
temperatura ambiente, agitada durante mais 4 horas e, depois,
submetida a refluxo durante 12 horas. A mistura de reacgao foi
arrefecida até a temperatura ambiente e lavada com 4 L de &gua
e, depois, 3 L de solucdo salina. A camada orgédnica foi seca
sobre sulfato de magnésio e concentrada até a secura sob pressao
reduzida. Adicionaram-se 3 L de etanol ao residuo resultante, o
qual foi depois agitado. Os sdlidos resultantes foram filtrados

para dar 329 g do composto em epigrafe.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 7,42 a 7,49 (m, 6H), 7,18 a 7,32
(m, 9H), 7,68 (s, 1H), 3,74 (s, 3H), 2,24 (m, 1H), 1,87 (m, 1H)
e 1,40 (m, 1H)
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Passo 2: Preparacdo de aziridina-1l,2-dicarboxilato de

(R)-1l-benzil-2-metilo

Dissolveram-se 328,4 g de l-tritilaziridina-2-carboxilato
de (R)-metilo em 1,4 L de clorofdérmio e a solucdo de reaccdo foi
arrefecida para 0 °C, a qual se adicionou, depois, 462 mL de
dcido trifluoroacético. Agitou-se a mistura de reacgdo durante
1 hora, a qual se adicionou, depois, 2 L de &agua, seguido por
agitacdo durante 10 min e remocdo da camada orgadnica. A camada
aquosa foi neutralizada com hidrogenocarbonato de sdédio e

utilizada em reaccgbes subsequentes sem purificacdo adicional.

Adicionaram-se 2 L de éter dietilico e 120,5 g de
hidrogenocarbonato de sdédio a camada aquosa e a solucdo de
reacgdo foi arrefecida para 0 °C, a gqual se adicionou, depois,
lentamente, gota a gota, 165 mL de cloroformato de benzilo.
Agitou-se a mistura de reacgdo durante mais 2 horas e a camada
aquosa foi descartada. A camada orgénica foil seca sobre sulfato
de magnésio, concentrada e seca sob pressao reduzida e
purificada por cromatografia em coluna para dar, desse modo,

108,5 g do composto em epigrafe.
RMN de 'H (400 MHz, DMSO): 7,32-7,36 (m, 5H), 5,13 (s, 2H),

3,09 (dd, J=3,2, 5,4 Hz, 1H), 2,58 (dd, J=1,2, 3,2 Hz, 1H) e
2,47 (dd, J=1,2, 5,4 Hz, 1H)
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Passo 3: Preparacdo de éster metilico de (R)—-2-amino-3-t-

butoxipropano

Dissolveram-se 1,1 g de aziridina-1,2-dicarboxilato de
(R)l-benzil-2-metilo em 11 mL de clorofdérmio, ao qual se
adicionou, depois, 18 mL de t-butanol. Adicionou-se a mistura de
reaccado, lentamente, gota a gota, 1,2 mL de BFs;0Et;, seguido por
agitacdo durante 12 horas. A reacg¢cdo foil terminada com a adicgéo
de 2 L de adgua a mistura de reaccdo. Depois, a camada organica
foi separada e seca sobre sulfato de magnésio, concentrada e
seca sob pressao reduzida e, depois, utilizada em reacgdes

subsequentes sem purificacdo adicional.

O residuo resultante foi dissolvido em 10 mL de metanol, ao
qual se adicionou, depois, 740 mg de palddio/carbono em 2 mL de
acetato de etilo, seguido por Dborbulhamento de hidrogénio,
durante 1 hora, sob pressdo atmosférica ambiente. A mistura
de reaccédo foi filtrada e seca sob pressdo reduzida, para dar

736 mg do composto em epigrafe.

RMN de 'H (400 MHz, CDOD): 4,21 (m, 1H), 3,82 (s, 3H),
3,74-3,88 (m, 2H) e 1,20 (s, 9H)

Passo 4): Preparacdo do éster metilico do acido (R)-3-terc-

butoxi-2-(2- (terc-butoxicarbonilamino)etilamino)propidnico

Dissolveram-se 736 mg de éster metilico de (R)-2-amino-3-t-
butoxipropano preparados no Passo 3 em 14 mL de diclorometano,
ao qual se adicionou, depois, lentamente, 6335 mg de
N-t-butoxicarbonil-2-aminocacetaldeido metanol. A mistura de

reaccao foi arrefecida para 0 °C, seguido por adicdo gradual de
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1,2 mL de trietilamina e 1,78 g de sdédio triacetoxiboro-hidreto.
A mistura de reaccdo foi aquecida até a temperatura ambiente,
seguida por agitacdo durante 12 horas. Adicionou-se uma solugao
saturada de hidrogenocarbonato de sdédio para terminar a reaccgéo
e a camada organica foi lavada com 10 mL de 4&agua e solucéo
salina, concentrada e seca sob pressao reduzida. O residuo
resultante foil purificado por cromatografia em coluna para dar,

desse modo, 355 mg do composto em epigrafe.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls:): 5,10 (m, 1H), 3,71 (s, 3H), 3,56

(m, 2H), 3,40 (m, 1H), 3,15-3,28 (m, 2H), 2,81 (m, 1H), 2,67 (m,
1H), 1,42 (s, 9H) e 1,13 (s, 9H)

Passo 5): Preparacdo do éster metilico do A&cido

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

3-terc-butoxipropidénico

Dissolveram-se 355 mg do éster metilico do é&cido (R)-3-
terc-butoxi-2- (2- (terc-butoxicarbonilamino)etilamino)propidnico
preparado no Passo 4 em 11 mL de tetra-hidrofurano e a mistura
de reaccdo foi arrefecida para 0 °C, a qual se adicionou,
depois, 187 mg de hidrogenocarbonato de sédio. Adicionou-se a
esta, lentamente, gota a gota, 192 plL de benzilcloroformato e a
mistura de reacgdo foi agquecida até a temperatura ambiente. Apds
12 horas, a mistura de reaccdo foi seca sob pressao reduzida,
seguido por adicao de 10 mL de acetato de etilo e a camada
organica foi lavada com 10 mL de &gua. A camada organica foi
seca sobre sulfato de magnésio, seca sob pressdo reduzida e
purificada por cromatografia em coluna para dar, desse modo,

410 mg do composto em epigrafe.
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 7,36-7,25 (m, 5H), 5,82-5,72 (m,
1H), 5,17-5,03 (m, 2H), 4,15 (m, 1H), 3,98 (m, 1H), 3,81 (m,
1H), 3,73 (s, 3H), 3,60 (m, 1H), 3,42-3,28 (m, 3H), 1,40 (s, 9H)
e 1,14 (s, 9H)

Passo 6) : Preparacdo de 2—(terc-butoximetil)-3-

oxopiperazina-l-carboxilato de (R)-benzilo

Dissolveram-se 410 mg do éster metilico do adcido
(R)-2-((benziloxicarbonil) (2-t-butoxicarbonilamino)etil)amino) -
3-terc-butoxipropidénico preparado no Passo 5 em 10 mL de metanol
e a mistura de reaccdo foi arrefecida para 0 °C, a qual se
adicionou depois, lentamente, 4 mL de &cido cloridrico/éter
dietilico 2 N, seguido por agitacgdo, durante 3 horas. A mistura
de reaccdo foi seca sob pressdo reduzida e utilizada em reaccgdes

subsequentes, sem purificacdo adicional.

Dissolveu-se o residuo resultante em 10 mL de diclorometano
e a mistura de reaccdo foi arrefecida para 0 °C, a qual
se adicionou depois, lentamente, 152 nL de trietilamina.
Adicionou-se a esta, lentamente, 1,1 mL de trimetilaluminio
(solucédo 2,0 M em tolueno) e a mistura de reaccdo fol aquecida
até a temperatura ambiente e, depois, agitada durante 12 horas.
A mistura de reacgdo foi arrefecida para 0 °C e adicionou-se uma
solucdo aquosa saturada de cloreto de aménio para terminar a
reacgdo. Adicionaram-se 10 mL de acetato de etilo a mistura de
reaccao, a qual foi, depois, lavada com 10 mL de solucdo salina.
A camada orgénica foi seca sobre sulfato de magnésio e seca sob
pressédo reduzida. O residuo resultante foi purificado por

cromatografia em coluna para dar 103 mg do composto em epigrafe.
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 7,34-7,25 (m, 5H), 6,27 (m, 1H),
5,14 (m, 2H), 4,57 (m, 1H), 4,19 (m, 1H), 4,08 (m, 1H), 3,94 (m,
iH), 3,74 (m, 1H), 3,64 (m, 1H), 3,42 (m, 1H), 3,29 (m, 1H) e
1,09 (s, 9H)

Passo 7): Preparacdo de (R)-(3-terc-butoximetil)piperazin-

2-ona

Dissolveram-se 103 mg de 2—-(terc-butoximetil) -3-
oxopiperazina-l-carboxilato de (R)-benzilo preparado no Passo 6
em 2 mL de metanol, ao qual se adicionou, depois, 50 mg de
palddio/carbono em 1 mL de acetato de etilo, seguido por
borbulhamento de hidrogénio, durante 1 hora, sob pressao
atmosférica ambiente. A mistura de reaccdo foi filtrada e seca

sob pressédo reduzida, para dar 58 mg do composto em epigrafe.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6,41 (brs, 1H), 3,76 (m, 3H),

3,63 (m, 1H), 3,52 (m, 1H), 3,42 (m, 1H), 3,28 (m, 1H), 3,16 (m,
1H), 2,95 (m, 1H), 2,45 (brs, 1H) e 1,17 (s, 9H)

Passo 8): Preparacdo de (R)-4-[(R)-2-(terc-butoximetil)-3-

oxopiperazin—-l1-il]-4-oxo-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-

ilcarbamato terc-butilico

Dissolveram-se 104 mg de &cido (3R)-t-butoxicarbonilamino-
4-(2,4,5-trifluorofenil)butandico e adicionaram-se 58 mg
de (R)-(3-terc-butoximetil)piperazin-2-ona a 4 mL de
N,N-dimetilformamida, a qual se adicionou, depois, 63 mg de
l1-hidroxibenzotriazole (HOBT) e 217 plL de diisopropiletilamina.

A mistura de reacgdo fol arrefecida para 0 °C e adicionaram-se a
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esta 78 mg de 1l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC),
seguido por agitacdo a temperatura ambiente, durante 12 horas. A
mistura de reaccgdo foi diluida com 10 mL de acetato de etilo e
lavada duas vezes com solucgcdo salina. A camada organica foi seca
sobre sulfato de magnésio e concentrada. O residuo resultante
foi purificado por cromatografia em coluna para dar 97 mg do

composto em epigrafe.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 7,03 (m, 1H), 6,88 (m, 1H), 5,97
(m, 1H), 5,48 (m, 1H), 4,16-4,07 (m, 1H), 4,02-3,91 (m, 1H),
3,74 (m, 2H) 3,37 (m, 2H), 3,24 (m, 1H), 2,92 (m, 2H), 2,80 (m,
1 H), 2,59 (m, 2H), 1,34 (d, 9H) e 1,13 (s, 9H)

Passo 9): Preparacdo de cloridrato de (R)-4-[(R)-3-amino-4-

(2,4,5-trifluorofenil)butanoil] -3-(terc-butoximetil)piperazin—-2-

ona

Dissolveram-se 97 mg de (R)-4-[(R)-2-(terc-butoximetil)-3-
oxopiperazin-1-il]-4-oxo-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-
ilcarbamato terc-butilico preparado no Passo 8 em 3 mL de
metanol, seguido por adigcdo de 2 mL de é&cido cloridrico/éter
dietilico 2 N e agitagdo a temperatura ambiente, durante
3 horas. A mistura de reaccdo foi concentrada e seca sob presséao
reduzida para dar 64 mg do composto em epigrafe como um sdélido

espumoso.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,37 (m, 1H), 7,23 (m, 1H), 4,80
(m, 1H), 4,59-4,40 (m, 1H), 3,93 (m, 1H), 3,90-3,83 (m, 2H),
3,70 (m, 1H), 3,38 (m, 2H), 3,27 (m, 1H), 3,07 (m, 2H),
2,89-2,66 (m, 2H), 1,18 (s, 3H) e 1,11 (s, 6H)
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Massa (M+1): 402

Exemplo 2: Preparacdo de cloridrato de (R)-4-[(R)-3—-amino-

4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil] -3—- (metoximetil)piperazin—-2-ona

Utilizou-se metanol em vez de t-butanol no Passo 3 do
Exemplo 1 e sintetizaram-se, depois, 40 mg do composto em

epigrafe, analogamente aos Passos 4 até 9 do Exemplo 1.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,34 (m, 1H), 7,23 (m, 1H), 4,82
(m, 1H), 4,62-4,46 (m, 1H), 3,92 (m, 1H), 3,87-3,82 (m, 2H),
3,66 (m, 1H), 3,35 (m, 2H), 3,24 (m, 1H), 3,04 (m, 2H),

2,94-2,72 (m, 2H) e 3,27 (s, 3H)

Massa (M+1): 360

Exemplo 3: Preparacdo de cloridrato de (R)-4-[(R)-3-amino-—

4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(etoximetil)piperazin-2—-ona

Utilizou-se metanol em vez de t-butanol no Passo 3 do
Exemplo 1 e sintetizaram-se, depois, 66 mg do composto em

epigrafe, analogamente aos Passos 4 até 9 do Exemplo 1.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,38 (m, 1H), 7,23 (m, 1H), 4,83
(m, 1H), 4,54-4,44 (m, 1H), 3,98 (m, 1H), 3,93-3,82 (m, 2H),
3,71 (m, 1H), 3,53 (m, 2H), 3,36 (m, 2H), 3,26 (m, 1H), 3,07 (m,

2"y, 2,90-2,70 (m, 2H) e 1,11 (t, 3H)

Massa (M+1): 374
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Exemplo 4: Preparacdo de cloridrato de (R)-4-[(R)-3—-amino-

4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3—-(isopropoximetil)piperazin-

2—-ona

Utilizou-se isopropanol em vez de t-butanol no Passo 3 do
Exemplo 1 e sintetizaram-se, depois, 69 mg do composto em

epigrafe, analogamente aos Passos 4 até 9 de Exemplo 1.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,38 (m, 1H), 7,23 (m, 1H), 4,86
(m, 1H), 4,62-4,43 (m, 1H), 3,96 (m, 1H), 3,90-3,87 (m, 2H),
3,77 (m, 1H), 3,69 (m, 1H), 3,44 (m, 2H), 3,26 (m, 1H), 3,08 (m,

2H), 2,95-2,69 (m, 2H) e 1,15(m, 6H)

Massa (M+1): 388

Exemplo 5: Preparacdo de cloridrato de (R)-4-[(R)-3—amino-—

4-(2,4,5-trifluorofenil)butanocil]-3-(ciclopentiloximetil)

piperazin-2-ona

Utilizou-se ciclopentanol em vez de t-butanol no Passo 3 do
Exemplo 1 e sintetizaram-se, depois, 51 mg do composto em

epigrafe, analogamente aos Passos 4 até 9 de Exemplo 1.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,38 (m, 1H), 7,23 (m, 1H), 4,82
(m, 1H), 4,61-4,42 (m, 1H), 3,93 (m, 1H), 3,90-3,82 (m, 2H),
3,67 (m, 1H), 3,40 (m, 1H), 3,36 (m, 2H), 3,25 (m, 1H), 3,08 (m,

2H), 3,01-2,62 (m, 2H) e 1,67-1,50 (m, 8H)

Massa (M+1): 414
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Exemplo 6: Preparacdo de dicloridrato (R)-4-1(R)-3—-amino—-4-

(2,4,5-trifluorofenil)butanocil]-3-[(dietilamino)metil]lpiperazin-

2—-ona

Adicionou-se dietilamina em vez de t-butanol e realizou-se
refluxo em vez de adicao de BF30Et; no Passo 3 do Exemplo 1 e
sintetizaram-se, depois, 68 mg do composto em epigrafe,

analogamente aos Passos 4 até 9 de Exemplo 1.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,41 (m, 1H), 7,24 (m, 1H), 5,21
(m, 1H), 3,59-3,53 (m, 2H), 3,50-3,53 (m, 4H), 3,43-3,37 (m,
4"), 3,35 (m, 2H), 3,09 (m, 2H), 2,97-2,81 (m, 2H) e 1,37 (m,

6H)

Massa (M+1): 401

Exemplo 7: Preparacdo de dicloridrato de (R)-4-[(R)-3-

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

metil]piperazin-2-ona

Adicionou-se etilmetilamina em vez de t-butanol e
realizou-se refluxo em vez de adicdo de BF30Et, no Passo 3 do
Exemplo 1 e sintetizaram-se, depois, 67 mg do composto em

epigrafe, analogamente aos Passos 4 até 9 de Exemplo 1.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,42 (m, 1H), 7,24 (m, 1H), 5,22
(m, 1H), 4,08-3,87 (m, 2H), 3,86-3,75 (m, 2H), 3,68-3,57 (m,
2H), 3,56-3,33 (m, 4H), 3,09 (m, 2H), 3,02-2,81 (m, 5H) e 1,38

(m, 3H)
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Massa (M+1): 387

Exemplo 8: Preparacdo de dicloridrato de (R)-4-[(R)-3-

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

(morfolinometil)piperazin—-2-ona

Adicionou-se morfolina em vez de t-butanocl e realizou-se
refluxo em vez de adicao de BF30Et; no Passo 3 do Exemplo 1 e
sintetizaram-se, depois, 27 mg do composto em epigrafe,

analogamente aos Passos 4 até 9 de Exemplo 1.
RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,37 (m, 1H), 7,23 (m, 1H), 5,32
(m, 1H), 4,12-3,98 (m, 4H), 3,97-3,77 (m, 4H), 3,74-3,52 (m,

4H), 3,48-3,39 (m, 2H), 3,14-2,91 (m, 4H) e 2,86-2,72 (m, 2H)

Massa (M+1): 415

Exemplo 9: Preparacdo de dicloridrato de (R)—-4-((R)-3-

amino—-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-

butiltiometil)piperazin—-2-ona

Utilizou—-se t-butiltiol em vez de t-butanol no Passo 3 do
Exemplo 1 e sintetizaram-se, depois, 25 mg do composto em

epigrafe, analogamente aos Passos 4 até 9 de Exemplo 1.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,34 (m, 1H), 7,25 (m, 1H), 5,04
(m, 1H), 4,60 (s, 1H), 4,60-4,41 (m, 1H), 3,86 (m, 2H), 3,70 (m,
1), 3,40 (m, 2H), 3,25 (m, 1H), 3,05 (m, 2H), 2,95 (m, 1H),
2,81 (m, 2H) e 1,26 (s, 9H)
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Massa (M+1): 418

Exemplo 10: Preparacdo de cloridrato (S)-4-((R)-3—-amino—-4-

(2,4,5-trifluorofenil)butanoil] -3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona

Utilizou-se cloridrato do éster metilico de L-serina em vez
de cloridrato do éster metilico D-serina no Passo 1 de Exemplo 1
e sintetizaram-se, depois, 31 mg do composto em epigrafe,

analogamente aos Passos 2 até 9 de Exemplo 1.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,34 (m, 1H), 7,24 (m, 1H), 4,79
(m, 1H), 4,580-4,40 (m, 1H), 3,96 (m, 1lH), 3,86-3,74 (m, 2H),
3,70 (m, 1H), 3,36 (m, 2H), 3,19 (m, 1H), 3,05-2,86 (m, 3H),

2,67 (m, 1H), 1,15 (s, 4H) e 1,03 (s, 5H)

Massa (M+1): 402

Exemplo 11: Preparacdo de (R)-4-[ (R)-3—amino—-4-(2,4, 5-

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

Adicionaram-se 60 mg do composto obtido no Exemplo 1 a
10 mL. de uma solucdo aquosa de hidrogenocarbonato de sédio a 5%
e a mistura foi extraida duas vezes com 10 mL de uma solucéo
mista de diclorometano/2-propanol (4/1 (v/v)). A camada orgénica
foi seca sob pressdo reduzida para dar 55 mg do composto em

epigrafe, como um sdélido.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,27 (m, 1H), 7,14 (m, 1H),
4,56-4,39 (m, 1H), 3,96-3,81 (m, 3H), 3,70 (m, 1H), 3,46 (m,
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1H), 3,43-3,32 (m, 1H), 2,83-2,65 (m, 3H), 2,58-2,40 (m, 2H),
1,16 (s, 3H) e 1,11 (s, 6H)

Massa (M+1): 402

Exemplo 12: Preparacdo de tartarato de (R)-4-[(R)-3—-amino-

4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil] -3—-(t-butoximetil)piperazin-2-

ona

Dissolveram-se 55 mg do composto obtido no Exemplo 11 em
0,56 mL de acetona, ao qgqual de adicionou, depois, lentamente,
uma solucdo de 26 mg de 4&cido L-tartdrico em 0,35 mL de
etanol/agua (9/1 (v/v)), seguido por agitacdo, durante 30 min. A
esta adicionaram-se 0,56 mL de Z2-propanol, seguido por agitacéo
durante 10 min e <filtracdo para dar 77 mg do composto em

epigrafe, como um sdlido.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,38 (m, 1H), 7,22 (m, 1H), 4,80
(m, 1H), 4,59-4,40 (m, 1H), 4,40 (s, 2H), 3,93 (m, 1H),
3,90-3,83 (m, 2H), 3,70 (m, 1H), 3,38 (m, 2H), 3,27 (m, 1H),

3,07 (m, 2H), 2,89-2,66 (m, 2H), 1,15 (s, 3H) e 1,11 (s, 6H)

Massa (M+1): 402

Exemplo 13: Preparacdo de citrato de (R)-4-[(R)-3-amino-4-

(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2—-ona

Dissolveram-se 496 mg do composto obtido no Exemplo 11 em
2 mL de etanol, ao qual de adicionou, depois, lentamente, uma

solucdo de 273 mg de acido citrico anidro num 1 mL de A&gua,
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seguido por agitacdo, durante 30 min. A mistura de reaccdo foi
concentrada, a qual de adicionou, depois, lentamente, 2 mL de
acetato de etilo e 1 mL de 2-propanol, por agitacdo. A esta
adicionaram-se 15 mL de hexano, seguido por agitacao durante
10 min e filtracédo, para dar 637 mg do composto em epigrafe como

um sdélido.

RMN de 'H (400 MHz, CDiOD): 7,34 (m, 1H), 7,22 (m, 1H), 4,81
(m, 1H), 4,58-4,40 (m, 1H), 3,94 (m, 1H), 3,87 (m, 2H), 3,70 (m,
1), 3,36 (m, 2H), 3,25 (m, 1H), 3,03 (m, 2H), 2,94-2,70 (m,

4H), 1,18 (s, 3H) e 1,12 (s, 6H)

Massa (M+1): 402

Exemplo 14: Preparacdo de fosfato de (R)-4-[(R)-3-amino-4-

(2,4,5—trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin—-2-ona

Dissolveram-se 501 mg do composto obtido no Exemplo 11 em
3 mL de 2-propancl, ao qual de adicionou, depois, lentamente,
84 pL de uma solucéo aquosa de acido fosfdrico a 85%, seguido
por agitacao, durante 30 min. A esta adicionaram-se 3 mL de
2-propanol e a mistura resultante foi agitada durante 10 min e
filtrada, para dar 100 mg do composto em epigrafe como um

sélido.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,33 (m, 1H), 7,19 (m, 1H), 4,81
(m, 1H), 4,58-4,41 (m, 1H), 3,94 (m, 1H), 3,85 (m, 2H), 3,65 (m,
i), 3,37 (m, 2H), 3,22 (m, 1H), 2,95 (m, 2H), 2,69 (m, 2H),
1,17 (s, 3H) e 1,12 (s, 6H)

Massa (M+1): 402
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Exemplo 15: Preparacdo de acetato de (R)-4-[(R)-3-amino-4-

(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona

Dissolveram-se 500 mg do composto obtido no Exemplo 11 em
3 mLL de acetato de etilo, ao qual de adicionou, depois,
lentamente, uma solucdo de 74,5 mg de &acido acético num 1 mL de
acetato de etilo, seguido por agitacdo, durante 30 min. A
mistura de reaccdo foi concentrada, a qual de adicionou, depois,
2 mL de acetato de etilo e 1 mL de 2-propancl, seguido por
agitacado. A esta adicionaram-se 15 mL de hexano e a mistura
resultante foi agitada durante 10 min e filtrada, para dar 495

mg do composto em epigrafe como um sdélido.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,32 (m, 1H), 7,20 (m, 1H), 4,79
(m, 1H), 4,60-4,40 (m, 1H), 3,94 (m, 1H), 3,87 (m, 2H), 3,70 (m,
1H), 3,34 (m, 2H), 3,24 (m, 1H), 2,90 (m, 2H), 2,76-2,58 (m,

2H), 1,94 (s, 3H), 1,17 (s, 3H) e 1,12 (s, 6H)

Massa (M+1): 402

Exemplo 16: Preparacdo de malato de (R)-4-[(R)-3—-amino—-4-

(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona

Dissolveram-se 498 mg do composto obtido no Exemplo 11 em
4 mIL, de acetona, ao qual de adicionou, depois, lentamente, uma
solugdo de 166 mg de acido L-mélico em 1 mL de acetona, seguido
por agitacao, durante 30 min. A mistura de reacg¢dao foi
concentrada, a gqual de adicionou, depois, 2 mL de acetato de

etilo e 1 mL de 2-propanol, seguido por agitacdo. A esta
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adicionaram-se 15 mL de hexano e a mistura resultante foi
agitada durante 10 min e filtrada, para dar 506 mg do composto

em epigrafe como um sdélido.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,34 (m, 1H), 7,21 (m, 1H), 4,80
(m, 1H), 4,58-4,39 (m, 1H), 4,26 (m, 1H), 3,94 (m, 1H), 3,84 (m,
2H), 3,71 (m, 1H), 3,36 (m, 2H), 3,22 (m, 1H), 3,02 (m, 2H),

2,82-2,63 (m, 3H), 2,50 (m, 1 H), 1,17 (s, 3H) e 1,12 (s, 6H)

Massa (M+1): 402

Exemplo 17: Preparacdo de succinato de (R)-4-[(R)-3—amino-

4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil] -3—-(t-butoximetil)piperazin—-2-

ona
Dissolveram-se 498 mg do composto obtido no Exemplo 11 em
3 mL de acetona, ao qual de adicionou, depois, lentamente, uma
solugcdo de 147 mg de &cido succinico em 2 mL de acetona/agua
(20/1 (v/v)), seguido por agitacdo, durante 30 min. A mistura de
reacgdo foi concentrada até a secura, sob pressdo reduzida, para

dar 596 mg do composto em epigrafe como um sdélido.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): 7,34 (m, 1H), 7,21 (m, 1H), 4,81
(m, 1H), 4,58-4,40 (m, 1H), 3,95 (m, 1H), 3,85 (m, 2H), 3,70 (m,
1H), 3,36 (m, 2H), 3,25 (m, 1H), 2,92 (m, 2H), 2,81-2,64 (m,

2"), 2,51 (s, 4H), 1,18 (s, 3H) e 1,12 (s, 6H)

Massa (M+1): 402
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Exemplo 18: Preparacdo de adipato de (R)-4-[(R)-3—-amino—-4-

(2,4,5-tritluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2—-ona

Dissolveram-se 503 mg do composto obtido no Exemplo 11 em
4 mI, de acetato de etilo, ao qual de adicionou, depois,
lentamente, uma solucdo de 183 mg de &cido adipico em 3 mL de
acetona/agua (30/1 (v/v)), seguido por agitacdo, durante 30 min.
A mistura de reaccdo foi concentrada, a qual de adicionou,
depois, 1lentamente, 2 mL de acetato de etilo e 1 mL de
2-propanol, seguido por agitacdo. A esta adicionaram-se 15 mL de
hexano e a mistura resultante foi agitada durante 10 min e
filtrada, para dar 336 mg do composto em epigrafe como um

sélido.

RMN de ‘H (400 MHz, CDsOD): 7,32 (m, 1H), 7,19 (m, 1H), 4,80
(m, 1H), 4,56-4,40 (m, 1H), 3,94 (m, 1H), 3,87 (m, 2H), 3,70 (m,
1H), 3,35 (m, 2H), 3,25 (m, 1H), 2,92 (m, 2H), 2,83-2,58 (m,

2H), 2,25 (m, 4H), 1,63 (m, 4H), 1,21 (s, 3H) e 1,12 (s, 6H)

Massa (M+1): 402

Exemplo 1 Experimental: Ensaio da actividade inibitdéria de

DPP-IV

De modo a examinar a capacidade inibitdéria de DPP-IV dos
Compostos de Fdérmula 1 da Invengdo preparados nos Exemplos 1 até

18, foram realizados as seguintes experiéncias.

A DPP-IV, conhecida como protease de serina, foi adquirida
de R & D Sistemas. A MK-0431 foi preparada como controlo, de

acordo com o método como divulgado em J. Med. Chem., 2005, 48,

39



141-151. De modo a avaliar a eficdcia de féarmaco dos Compostos
de Férmula 1 da Invencdo, foi medida a actividade de ligacédo de
inibidores sintéticos de DPP-1V, utilizando o) substrato
fluorogénico Gly-Pro-AMC. A reaccdo enzimatica foi realizada a
25 °C, numa solucdo tampdo contendo Tris/HCl a 25 mM (pH 8,0),
utilizando 50 pM de Gly-Pro-AMC relativamente a 100 ng/mL de
DPP-1IV, com concentracgdes variadas do inibidor. O ICsy, o qual
é uma constante de inibicdo do inibidor, foi dado pela medicgéao
da fluorescéncia com um espectrofluorimetro apds a reaccgéo
enzimdtica durante 1 hora e, depois, calculo de uma concentracdo
do inibidor gque é necessdria para inibir a reacgdo enzimdtica de
DPP-IV em 50%. O espectrofluorimetro foi um espectrofotdmetro
Tecan SpectraFluor com um comprimento de onda de excitacao de
360 nm e um comprimento de onda de emissdo de 465 nm. Como
resultado, o ICsy, medido como a capacidade do composto de
Férmula 1 inibir a actividade de DPP-1IV, foi na gama de 0,5 a
20 nM (Tabela 1: actividade inibitdéria de DPP-IV  humana
in vitro). A partir deste resultado, pode ser observado que o
Composto de Foérmula 1 da Invencdo possuil excelente actividade
inibitdéria de DPP-IV, gquando comparado ao valor de ICsy referido
para o) JANUVIA comercializado ou compostos inibidores
convencionais de DPP-IV (variando desde diversas centenas de nM

a diversos milhares de nM).
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[Tabela 1]

Exemplo N¢ ICsy (nM)
MK-0431 28,3
Exemplo 1 0,72
Exemplo 2 7,4
Exemplo 3 2,2
Exemplo 4 4,3
Exemplo 5 1,7
Exemplo 6 11,0
Exemplo 7 17,4
Exemplo 8 5,2
Exemplo 9 1,3
Exemplo 10 48,7
Exemplo 11 0,8
Exemplo 12 1,05
Exemplo 13 0,81
Exemplo 14 0,92
Exemplo 15 0,87
Exemplo 16 0,73
Exemplo 17 1,2
Exemplo 18 0,71

Exemplo 2 Experimental: Teste da tolerdncia oral a glucose

(OGTT)

De modo a investigar 0s efeitos antidiabéticos de
uma composicao farmacéutica compreendendo o) Composto de
Férmula 1 da Invencdo como um ingrediente activo, foi realizado

um teste de tolerdncia oral a glucose (OGTT), o qual mede a
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capacidade do corpo de metabolizar a glucose num dado periodo de

tempo.

Para este objectivo, o0s animais de laboratdério (murganhos
C57BL/6) foram colocados em jejum durante 16 a 17 horas antes
das experiéncias. O sangue foi recolhido das veias caudais dos
animais na manhd do dia da experiéncia e foi medido um nivel de
glucose no sangue, com um Medidor de Glucose no Sangue
Accu-Chek Active (Roche Diagnostics). A composicdo farmacéutica

com um veiculo foi administrada oralmente, 30 min antes da

administracdo de glucose (=30 min), seguida por administracao
oral de uma solucdo de glucose (2 g/kg/10 mL), apds 30 min
(0 min). A recolha de sangue foli realizada em intervalos de
tempo designados - mesmo antes da administracdo de farmaco,

mesmo antes da administracdo de glucose e 5, 15, 30, 60 e 90 min

apdés a administracdo de glucose.

Em resultado, os Exemplos 1, 3 e 12 apresentaram efeitos
superiores de diminuicdao de glucose no sangue de 54%, 52% e 62%,
respectivamente, numa dose de 1 mg/kg, quando comparados com O
grupo de controlo (sem administracdo de uma composicdo com um
veiculo). A partir destes resultados, pode ser observado que o
Composto de Férmula 1 da Invengdo pode ser util para o
tratamento de doencas relacionadas com a DPP-IV, incluindo

diabetes e obesidade, devido a elevada biodisponibilidade.
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Exemplo 3 Experimental: Correlacdo farmacocinética/

farmacodindmica de inibidor de DPP-IV (actividade de DPP-IV no

plasma vs. dose de farmaco)

De modo a verificar os efeitos antidiabéticos do Composto
de Férmula 1 da Invencao, foi realizada a avaliacdo comparativa
na actividade inibitéria de DPP-IV no plasma, entre os Compostos
da Invencdao e MK-0431. Murganhos C57BL6 com 8 semanas de
idade foram administrados, oralmente, com MK-0431 e Composto da
Invencao (composto do Exemplo 1) em doses individuais, seguido
por administracdo de glucose, numa dose de 2 g/kg, apds 1 hora.
Apdés 10 min, o sangue foi recolhido dos olhos dos animais. O
plasma sanguineo foi obtido a partir do sangue recolhido e foram
medidas a actividade de DPP-IV no plasma e a concentracao de

farmaco no plasma.

A actividade de DPP-IV no plasma foi dada pela medicdo de
uma quantidade de AMC fluorescente (7-Amino-4-metilcoumarina)
libertada pela accdo de DPP-IV apds utilizacdo de Gly-Pro-AMC
(Bachem, Suicga) como um substrato. Para este objectivo,
foram adicionados 50 pL de plasma a uma solugdo de reacgao
(100 mM de HEPES, pH 7,6, 0,1 mg/mL, 50 pM de Gly-Pro-AMC) e
foi calculada uma taxa de libertacdo de BAMC, a 25 °C, durante

5 min.

Como resultado, o composto de Férmula 1 (Exemplo 1)
apresentou actividade inibitdéria 4 a 5 vezes mais elevada
numa concentracdo plasmdtica de 10 ng/mL, em conjunto com ECsg
(concentracao eficaz de 50%) e ECg (concentracdo eficaz de
80%) 8 a 9 vezes superior, gquando comparado com MK-0431 (ver

Fig. 1).
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Exemplo 4 Experimental: Ensaio de DPP-IV in vivo (duracdo

da actividade inibitéria de DPP-IV)

De modo a investigar os efeitos antidiabéticos do Composto
de Férmula 1 da Invencgdo, a actividade inibitdéria DPP-IV no
plasma e uma sua duracado foram avaliadas, comparativamente,
entre MK-0431 e o Composto da Invencdao (Exemplo 1), apds

administragcdo de compostos de farmaco em ratos SD normais.

Para este objectivo, os animais de laboratdério (ratos SD)
foram colocados em Jjejum durante 16 a 17 horas, antes das
experiéncias. No dia da experiéncia, os animais em Jjejum
foram anestesiados com éter, seguido por canulacdo adrtica
abdominal. Posteriormente, o MK-0431 e o Composto da Invencao
(Exemplo 1) foram diluidos para 0,5% de MC e administrados aos
animais. Antes da administracdo de farmaco (0 h) e apds
periodos de tempo designados apds a administracdo de farmaco,
o sangue foi recolhido em tubos de heparina de 500 uL
previamente preparados e 0 plasma foi separado. Foram
adicionados 50 pL de plasma a cada solugdao de reaccao (0,1 M de
HEPES, pH 7,6, 0,1 mg/mL, 50 pM de Gly-Pro-AMC) e foi realizado
um estudo cinético durante 5 min, para calcular uma taxa de

reacgao.

Como resultado, verificou-se que o Composto da Invencgao,
numa dose de 10 mg/kg, retinha 90% ou mais da actividade
inibitdéria de DPP-IV até 24 horas apds a administracdo, a qual é
uma actividade significativamente mais elevada, considerando o

facto de que o MK-0431 reteve apenas cerca de 50% da
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actividade inibitéria DPP-IV apds o mesmo periodo de 24 horas

(ver Fig. 2).

Exemplo 5 Experimental: Experiéncias cinéticas in vivo

De modo a medir uma semi-vida in vivo do Composto de
Férmula 1 da Invengdo, ratos SD normais (8 semana de idade)
foram administrados oralmente com MK-0431 e Composto da Invencéo
(Exemplos 1, 3 e 12), numa dose de 10 mg/kg. O sangue foi
amostrado periodicamente a partir da aorta femoral e foi medido
o tempo de retencdo in vivo do composto original. Como
resultado, o Composto da Invencdo apresentou semi-vida in vivo

superior (T1l/2) a da MK-0431.

[Tabela 1]

Exemplo 1 Exemplo 3 Exemplo 12 MK-0431

T1/2 (hora) 7,9 7,6 5,5 4,8

APLICABILIDADE INDUSTRIAL

Como ¢ evidente a partir da descricdo acima, a presente
invencdo permite a producdo de um composto heterociclico
contendo um grupo beta-amino, o dqual tem excelentes efeitos
inibitdérios na actividade de DPP-IV. Além disso, uma composicéo
farmacéutica compreendendo o mesmo composto da presente invencéo
como um 1ingrediente activo apresenta excelente actividade
inibitdéria e biodisponibilidade de DPP-IV e pode ser, entéo,

util para a profilaxia ou tratamento de varias doencgas
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consideradas como provocadas pela DPP-IV, tais como diabetes e

obesidade.

Lisboa, 25 de Novembro de 2014
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REIVINDICACOES

Composto representado pela Fé4rmula 1:

em que X & ORq, SRy  ou NRiRy, em que R e Rp
sdo, 1ndependentemente, alquilo C; a Cs e Ry e R, de NR{R,
podem formar um anel de 5 a 7 membros com inclusdo de um
heteroatomo 0; ou um seu estereoisdmero, sal

farmaceuticamente aceitéavel, hidrato ou solvato.

Composto da reivindicacdo 1, em que o composto esté

representado pela Fdérmula 2:

em que X é como definido na reivindicacdo 1; ou um seu
estereoisdémero, sal farmaceuticamente aceitdvel, hidrato ou

solvato.



Composto da reivindicacéo

seleccionado do grupo consistindo de:

1) Cloridrato de

composto é

(R)-4-[(R)-3-amino-4-(2,4,5-

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

2) Cloridrato de

(R)-4-[(R)-3-amino—-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoil]-3-(etoximetil)piperazin-2-ona;

3) Cloridrato de

(R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

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

onay

4) Cloridrato de

(R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanocil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;

5) Cloridrato de

trifluorofenil)butanocil]-3-(ciclopentiloximetil)

2-ona;

6) Cloridrato de

(R)-4-[ (R) -3—-amino—-4-(2,4,5-

piperazin-

(R)-4-[(R)-3—-amino—-4-(2,4, 5~

trifluorofenil)butanoil]-3-[ (dietilamino)metil]piperazin-2-

ona;
7) Dicloridrato de
trifluorofenil)butanoil]-3-[(etilmetilamino)

metil]piperazin-2-ona;

8) Dicloridrato de

(R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

(R)-4-[(R)-3—-amino-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoil]-3- (morfolinometil)piperazina-2-

ona,;

9) Cloridrato de

(R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

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

ona;

10) Cloridrato de

(S)-4-[(R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

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

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

(t-butoximetil)piperazin-2-ona;



12) Tartarato de (R)-4-[ (R)-3-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) piperazin-2-ona;
13) Citrato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanocil]-3-(t-butoximetil) piperazin-2-ona;
14) Fosfato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) piperazin-2-ona;
15) Acetato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanocil]-3-(t-butoximetil) piperazin-2-ona;
16) Malato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanoil]-3-(t-butoximetil) piperazin-2-ona;
17) Succinato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanocil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;

e

18) Adipato de (R)-4-[(R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

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

Método para preparar um composto representado pela

Férmula 2 da reivindicacdo 2, compreendendo:

1) fazer reagir um composto de Férmula 3 possuindo um
grupo beta-amino com um composto heterociclico substituido
de Foérmula 4, na presenca de l-hidroxibenzotriazole (HORT),
l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e amina
terciaria para, desse modo, preparar um composto de

Férmula 5, e

2) tratar o composto de Férmula 5 obtido a partir do
passo (1) com um 4&cido, ©para preparar um composto de

Férmula 2:



S T HN/\

CO,H X NH
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em que X é OR;, SRy ou NRR,, em que R; e R, séao,
independentemente, alquilo C; a Cs; e R; e R, de NR;R; podem
formar um anel de 5 a 7 membros, com inclusdao de um

heteroatomo O.

Composicédo farmacéutica para a prevencdo e tratamento de
diabetes ou obesidade, compreendendo um composto da
reivindicacdo 1 representado pela Férmula 1 ou um seu
estereoisdmero, sal farmaceuticamente aceitdvel, hidrato ou

solvato como um ingrediente activo.

Composicao da reivindicacao 5, em que o composto é

seleccionado do grupo consistindo de:

1) Cloridrato de (R)-4-[(R)-3-amino—-4-(2,4,5-

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



2) Cloridrato de

(R)-4-[ (R)-3-amino—-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoil]-3-(etoximetil)piperazin-2-ona;

3) Cloridrato de

(R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

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

ona;

4) Cloridrato de

(R)-4-[(R)-3-amino—-4-(2,4,5-

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

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

6) Dicloridrato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanocil]-3-[(dietilamino)metil]piperazin—-2-
ona;

7) Dicloridrato de (R)-4-[(R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanoil]-3-[(etilmetilamino)metil]

piperazin-2-ona;

8) Dicloridrato de

(R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

trifluorofenil)butanocil]-3- (morfolinometil)piperazin-2-ona;

9) Cloridrato de

(R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

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

ona;

10) Cloridrato de

(S)-4-[ (R)-3—-amino-4-(2,4,5-

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

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

(t-butoximetil)piperazin-2-ona;

12) Tartarato de

(R)-4-[(R)-3-amino—-4-(2,4,5-

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

13) Citrato de

(R)-4-[(R)-3—-amino—-4-(2,4, 5~

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

14) Fosfato de

(R)-4-[(R)-3-amino—-4-(2,4,5-

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



10.

15) Acetato de (R)-4-[ (R)-3-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanocil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;
16) Malato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanocil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;
17) Succinato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-
trifluorofenil)butanocil]-3-(t-butoximetil)piperazin-2-ona;

e

18) Adipato de (R)-4-[ (R)-3—-amino—-4-(2,4,5-

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

Composto de qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3, para
utilizacdo num método de tratamento ou prevencdo de

diabetes ou obesidade num mamifero.

Utilizacdo de uma composicao farmacéutica compreendendo o
composto de qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3, para a
preparacao de um medicamento para a prevencao e tratamento
de diabetes ou obesidade.

Método da reivindicacdo 4, em que o PG & Boc.

Composto representado pela Férmula 4, utilizado para

preparar um composto de Fdérmula 2 da reivindicacgédo 2:

HN/H
.

em que X é OR;, SRy ou NRiR;, em que R; e R; sao,

independentemente, alquilo C; a Cs e R; e R, de NR;R; podem



11.

12.

formar um anel de 5 a 7 membros com inclusdao de um

heterodtomo O.

Composto da reivindicacdo 10, em que o X & seleccionado do
grupo consistindo de terc-butoxilo, metoxilo, etoxilo,
isopropoxilo, ciclopentiloxilo, dietilamino,

etilmetilamino, morfolino e terc-butiltio.

Composto da reivindicacdo 10, em que o X é terc-butoxilo.

Lisboa, 25 de Novembro de 2014
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Fig. 1
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Fig. 2
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