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RESUMO

“Compostos a base de imidazole, composigdes que os
compreendem e métodos para a sua utilizacgdo”

Sao revelados compostos a base de imidazole, composicdes
que os compreendem e métodos para a sua utilizacgdo para o
tratamento, ©prevencdo e gestao de doencas e desordens
inflamatdérias e auto-imunes. Os compostos particulares tém a
férmula I.
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DESCRICAO

“Compostos a base de imidazole, composigdes que os
compreendem e métodos para a sua utilizacgdo”

1. CAMPO DA INVENCAO

Esta invengdo refere-se a compostos a base de imidazole
e a composicgdes farmacéuticas gque o0s compreendem.

2. ANTECEDENTES

A esfingosina-l1-fosfato (S1P) ¢é uma molécula biocactiva
com efeitos potentes sobre multiplos sistemas de
6rgaos. Saba, J.D. e Hla, T. Circ. Res. 94:724-734 (2004).
Apesar de haver quem acredite gue o composto € um mensageiro

secunddrio intracelular, o seu modo de accdo ¢ ainda motivo
de debate. Id. De facto, mesmo o seu metabolismo € fracamente
compreendido. Hla, T., Science 309:1682-3 (2005) . Os
investigadores acreditam actualmente que a S1P ¢é formada pela
fosforilacao da esfingosina e degradada por desfosforilacao
ou clivagem. A sua clivagem em fosfato de etanolamina e um
aldeido de cadeia 1longa € alegadamente catalisada por S1P

liase. Id.; Pyne & Pyne, Biochem J. 349:385-402 (2000).

A esfingosina-1-fosfato liase é uma enzima dependente da
vitamina Bsg localizada na membrana do reticulo
endoplasmatico. Van Veldhoven e Mannaerts, J. Biol. Chem.
266:12502-12507 (1991); vVan Veldhoven e Mannaerts, Adv.
Lipid. Res. 26:69 (1993). As sequéncias de polinucledtido e

aminocdcido da SP1 liase humana e o0s seus produtos gene séao
descritas no Pedido de Patente PCT No. WO 99/16888.

Recentemente, Schwab e o0s seus colaboradores concluiram
que um componente de cor de caramelo III, 2-acetil-4-tetra-
hidroxibutilimidazole (THI), inibe a actividade da S1P liase
quando administrado a ratinhos. Schwab, S. et al., Science
309:1735-1739 (2005). Apesar de outros terem postulado que o
THI exerce o0s seus efeitos por um mecanismo diferente (ver,
e.g., Pyne, S.G., ACGC Chem. Res. Comm. 11: 108-112 (2000)),
é evidente que a administracdao do composto a ratos e ratinhos

induz linfopenia e provoca a acumulacac de células T maduras
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no timo. Ver, e.g. , Schwab, supra; Pyne, S. G., ACGC Chem.

Res. Comm. 11: 108-112 (2000); Gugsyan, R., et al, Immunology
93(3):398-404 (1998); Halweg, K.M. e Bilichi, G., J. Org. Chem.
50:1134-1136 (1985); patente dos E.U.A. 4 567 194 de
Kroeplien e Rosdorfer. Contudo, nédo hé& relatos conhecidos

sobre a existéncia de um efeito imunoldégico do THI noutros
animais que nao os ratinhos e ratos. Apesar da patente dos
E.U.A. 4 567 194 alegar que o THI e alguns compostos
relacionados podem ser Uteis como agentes medicinais
imunossupressores, o0s estudos do composto em humanos nao
encontraram efeitos imunossupressores. Ver Thuvander, A. e
Oskarsson, A., Fd. Chem. Toxic. 32(1):7- 13 (1994); Houben,
G.F., et al, Fd. Chem. Toxic. 30(9):749-757 (1992).

3. SUMARIO DA INVENCAO

Esta invencao é dirigida a compostos, a composicdes qgue
compreendem estes compostos e a utilizacdo destes compostos
para o fabrico de um medicamento, de acordo com as
reivindicacodes.

4. BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Certos aspectos desta invencao podem ser compreendidos
com referéncia as figuras seguintes:

A  Figura 1 ©proporciona um grafico de ©pontos de
citometria de fluxo (FACS) representativo que mostra o efeito
do wveiculo de controlo (VC), de um composto da invencéao
(Composto 1) e de THI sobre uma composicdo de células (CD4+ e
CD8+) de timo, e a média/Dp para todos os ratinhos (n = 3).

A Figura 2 proporciona um grafico de pontos de FACS
representativo que mostra o efeito do veiculo de controlo
(VC), de um composto da invencao (Composto 1) e de THI sobre
um subconjunto de células CD4+ (emigradas recentemente do
timo) em ratinhos.

A Figura 3 proporciona um grafico de pontos de FACS
representativo que mostra o efeito do veiculo de controlo
(VC), de um composto da invencao (Composto 1) e de THI sobre



EP 2 010 501/PT

um subconjunto de células CD8+ (emigradas recentemente do
timo) em ratinhos.

A Figura 4 mostra os efeitos do veiculo de controlo,
THI, Composto 1, e 1-(4-metil-5-((1S,2R,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)tiazol-2-il)etanona (Composto 2) sobre as
contagens de sangue total de ratinhos.

A Figura 5 mostra o efeito de uma dosagem oral unica de
um composto da invengcao sobre a artrite induzida por

colagénio em ratinhos.

A Figura 6 mostra o efeito de uma dosagem oral uUnica de
um composto da invengdo sobre as contagens de leucdcitos e de
linfécitos de macacos cinomolgos.

5. DESCRICAO DETALHADA

Esta invencao resulta, em parte, de estudos de ratinhos
com interrupgao do gene de S1P liase, e refere-se
principalmente a compostos dque se cré serem uUteis no
tratamento, prevengdo e/ou gestdo de doengas e perturbacgdes
auto-imunes e inflamatdrias

5.1. Definicdes

Salvo indicacéao em contrario, o} termo “alcenilo”
significa um hidrocarboneto de cadeia linear, ramificada e/ou
ciclica possuindo de 2 a 20 (e.g., 2 a 10 ou 2 a 6) atomos de
carbono e incluindo pelo menos uma ligacao dupla carbono-
carbono. As porc¢des alcenilo representativas incluem vinilo,
alilo, l-butenilo, 2-butenilo, isobutilenilo, l-pentenilo, 2-
pentenilo, 3-metil-1-butenilo, 2-metil-2-butenilo, 2,3
dimetil-2-butenilo, 1l-hexenilo, 2-hexenilo, 3-hexenilo, 1-
heptenilo, 2-heptenilo, 3-heptenilo, l-octenilo, 2-octenilo,
3-octenilo, 1l-nonenilo, 2-nonenilo, 3-nonenilo, 1-decenilo,

2—decenilo e 3-decenilo.

Salvo indicacao em contrario, o) termo “alquilo”
significa um hidrocarboneto de cadeia linear, ramificada e/ou
ciclica (“cicloalquilo”) possuindo de 1 a 20 (e.g., 1 a 10 ou
1 a 4) atomos de carbono. As porc¢des alquilo que possuem de 1
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a 4 carbonos sao referidas como “alguilo inferior”. Exemplos
de grupos alquilo incluem, mas nao estadao limitados a, metilo,
etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo,
pentilo, hexilo, isohexilo, heptilo, 4,4-dimetilpentilo,
octilo, 2,2,4-trimetilpentilo, nonilo, decilo, undecilo e
dodecilo. As porgdes cicloalquilo podem ser monociclicas ou
multiciclicas e exemplos incluem ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclohexilo e adamantilo. Exemplos adicionais
de porcdes alquilo tém porgdes lineares, ramificadas e/ou
ciclicas (e.g., l-etil-4-metilciclohexilo). O termo *“alquilo”
inclui hidrocarbonetos saturados assim como porgdes alcenilo
e alcinilo.

Salvo indicacdo em contrario, o termo *“alquilarilo” ou
“alquilo—-arilo” significa uma porcgao alquilo ligada a uma
porgcao arilo.

Salvo indicacao em contréario, o termo “alquil
heterocarilo” ou *“algquil-heteroarilo” significa wuma porgao
alguilo ligada a uma porcao heteroarilo.

Salvo indicacao em contrario, e} termo “alquil
heterociclo” ou *“algquil-heterociclo” significa uma porgao
alquilo ligada a uma porcao heterociclo.

Salvo indicacdo em contrario, o termo “alcinilo”
significa um hidrocarboneto de cadeia linear, ramificada ou
ciclica possuindo de 2 a 20 (e.g., 2 a 20 ou 2 a 6) atomos de
carbono, e incluindo pelo menos uma ligagado tripla carbono-
carbono. As porgdes alcinilo representativas incluem
acetilenilo, propinilo, 1l-butinilo, 2-butinilo, 1l-pentinilo,
2-pentinilo, 3-metil-l1-butinilo, 4-pentinilo, l-hexinilo, 2-
hexinilo, 5-hexinilo, 1l-heptinilo, 2-heptinilo, 6-heptinilo,
l-octinilo, 2-octinilo, 7-octinilo, 1-noninilo, 2-noninilo,
8-noninilo, l-decinilo, 2-decinilo e 9-decinilo.

Salvo indicacado em contrdrio, o termo “alcoxi” significa
um grupo -0O-alquilo. Exemplos de grupos alcoxi incluem, mas
nao estao limitados a, -0OCHs, —-OCH,CHs, -0 (CHy) 2CHs,
-0 (CH;)5CH;, -0(CH;),CH; e -0(CH;)sCH;.
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Salvo indicacdo em contrdrio, o termo “arilo” significa
um anel aromdatico ou um sistema de anel aromdtico ou
parcialmente aromdtico composto por A&atomos de carbono e de
hidrogénio. Uma porcgdao arilo pode compreender varios anéis
ligados ou fundidos uns com 0SS outros. Exemplos de porgdes
arilo incluem, mas nao estao limitados a, antracenilo,
azulenilo, bifenilo, fluorenilo, indano, indenilo, naftilo,
fenantrenilo, fenilo, 1,2,3,4-tetra-hidronaftaleno e tolilo.

Salvo indicagdao em contrario, o termo *“arilalquilo” ou
“aril-alquilo” significa uma porcao arilo ligada a uma porc¢ao

algquilo.

Salvo indicacdo em contrario, o termo “agente de reducéo
de linfdécitos em circulacdao” significa um composto gque tem um
CLRF maior do que cerca de 20 por cento.

Salvo indicacdo em contrario, o termo “factor de reducéo
de linfdécitos em circulacgao” ou “CLRF” significa a diminuicgéo
no numero de linfdécitos em circulagdo em ratinhos provocado
pela administracao oral de uma dose simples de um composto a
100 mg/kg, tal como determinado pelo método descrito nos
Exemplos, abaixo.

Salvo indicagdo em contrario, o termo “halogéneo” e
“halo” compreende fluor, cloro, bromo e iodo.

Salvo indicacdo em contrdrio, o termo *“heterocalquilo”
refere-se a uma porcgao alquilo (e.g., linear, ramificada ou
ciclica) em que pelo menos um dos seus atomos de carbono foi
substituido por um heterodtomo (e.g., N, O ou S).

Salvo indicacdo em contrario, o termo “heteroarilo”
significa uma porg¢ao arilo em qgue pelo menos um dos seus
dtomos de carbono foi substituido por um heterodatomo (e.g.,

N, O ou S). Exemplos incluem, mas nao estao limitados a,
acridinilo, benzimidazolilo, benzofuranilo,
benzoisotiazolilo, benzoisoxazolilo, benzoquinazolinilo,

benzotiazolilo, benzoxazolilo, furilo, imidazolilo, indolilo,
isotiazolilo, isoxazolilo, oxadiazolilo, oxazolilo,

ftalazinilo, pirazinilo, pirazolilo, piridazinilo, piridilo,
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pirimidinilo, pirimidilo, pirrolilo, guinazolinilo,

quinolinilo, tetrazolilo, tiazolilo e triazinilo.

Salvo indicacao em contrario, o) termo
“heterocarilalquilo” ou “hetercaril-alquilo” significa uma
porgcao hetercarilo ligada a uma porcgao alquilo.

Salvo indicacdo em contrario, o termo “heterociclo”
refere-se a um anel ou sistema de anel, monociclico ou
policiclico, aromatico, parcialmente aromatico ou néo
aromdtico constituido por carbono, hidrogénio e por pelo
menos um heterodtomo (e.g., N, O ou S). Um heterociclo pode
compreender multiplos (i.e., dois ou mais) anéis fundidos ou
ligados uns aos outros. Os heterociclos incluem heterocarilos.
Exemplos incluem, mas nao estao limitados a,
benzo[l,3]dioxolilo, 2,3-di-hidrobenzo[l,4]dioxinilo,
cinolinilo, furanilo, hidantoinilo, morfolinilo, oxetanilo,
oxiranilo, piperazinilo, piperidinilo, pirrolidinonilo,
pirrolidinilo, tetra-hidrofuranilo, tetra-hidropiranilo,
tetra-hidropiridinilo, tetra-hidropirimidinilo, tetra-
hidrotiofenilo, tetra-hidrotiopiranilo e valerolactamilo.

Salvo indicacéao em contrdario, o) termo
“heterocicloalquilo” ou “heterociclo-alquilo” refere-se a uma
porgcao heterociclo ligada a uma porgao alquilo.

Salvo indicacao em contrario, o) termo
“heterocicloalquilo” refere-se a um heterociclo nao

aromatico.
Salvo indicacao em contrario, o) termo
“heterocicloalquilalquilo” ou “heterocicloalquil-alquilo”

refere-se a uma porgao heterocicloalquilo ligada a uma porgao
alquilo.

Salvo indicacdo em contrario, 0s termos ‘“gerir” e
“gestao” compreendem a prevencao da recorréncia da doenga ou
desordem especificada num paciente gue tenha ja sofrido da
doenca ou desordem, e/ou o prolongamento do tempo gque um
paciente que tenha sofrido da doenca ou desordem permanece em
remissao. Os termos compreendem a modulacao do limiar,
desenvolvimento e/ou duracdao da doenca ou desordem, ou
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alteracdo da forma como um paciente responde a doenca ou
desordem.

Salvo indicacao em contrdario, 0 termo “sais
farmaceuticamente aceitdveis” refere-se a sals preparados a
partir de 4&cidos ou bases nado tdéxicos farmaceuticamente
aceitaveis, incluindo &dcidos e bases inorgidnicos e 4acidos e
bases orgédnicos. Os sais de adicdo de base farmaceuticamente
aceitdveis incluem, mas ndo estdo limitados a, sais metdlicos
feitos a partir de aluminio, cdlcio, 1litio, magnésio,
potédssio, sdédio e zinco, ou sais orgédnicos feitos a partir de
lisina, N,N’ -dibenziletilenodiamina, cloroprocaina, colina,
dietanolamina, etilenodiamina, meglumina (N-metilglucamina) e
procaina. Os &cidos nao téxicos adequados incluem, mas néao
estdao limitados a, 4&acidos inorgédnicos e organicos tails como
acido acético, alginico, antranilico, benzenossulfdénico,
benzdico, canforsulfénico, citrico, etenossulfdnico, fdérmico,
fumédrico, furdico, galacturdnico, glucdnico, glucurdnico,
glutédmico, glicdlico, Dbromidrico, <cloridrico, isetidnico,
lactico, maleico, malico, mandélico, metanossulfénico,
micico, nitrico, pamdico, pantoténico, fenilacético,
fosférico, propidénico, salicilico, estedrico, succinico,
sulfanilico, sulfarico, tartdrico e p-toluenossulfénico.
Acidos ndo toéxicos especificos incluem os dcidos cloridrico,
bromidrico, fosfdérico, sulfurico e metanossulfdénico. Exemplos
de sais especificos incluem assim os sais cloridrato e
mesilato. Outros sao bem conhecidos na técnica. Ver,
e.g., Remington’ s Pharmaceutical Sciences (18® ed., Mack
Publishing, Easton PA: 1990) e Remington: The Science and
Practice of Pharmacy (198 ed., Mack Publishing, Easton PA:
1995).

Salvo indicacdo em contrario, os termos “prevenir”,
“prevenindo” e “prevencao” contemplam uma acgao gue ocorre
antes de um paciente comecar a sofrer da doenca ou desordem
especificada, a qual inibe ou reduz a severidade da doenca ou
desordem. Por outras palavras, 0s termos compreendem a
profilaxia.

Salvo indicacéao em contrario, uma “quantidade
profilaticamente eficaz” de um composto é uma gquantidade
suficiente para prevenir uma doen¢a ou condig¢ao, oOu um ou
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mais sintomas associados com a doenca ou condig¢ao, ou para
prevenir a sua recorréncia. Uma quantidade profilaticamente
eficaz de um composto significa uma quantidade de agente
terapéutico, sozinho ou em combinacdo com outros agentes, que
proporciona um beneficio profildtico na prevencao de uma
doenca. O termo “quantidades profilaticamente eficazes” pode
compreender uma quantidade que melhora a profilaxia global ou
melhora a eficdcia profildtica de outro agente profildtico.

Salvo indicacao em contrario, o) termo “agente
intensificador do nivel de S1P” significa um composto gque tem
um SLEF de pelo menos cerca de 10 vezes.

Salvo indicacdo em contréario, o termo “factor de
intensificacao do nivel de S1P” ou “SLEF” significa o aumento
em S1P no baco em ratinhos provocado pela administracao oral
de uma dose Unica de um composto a 100 mg/kg, tal como
determinado pelo método descrito nos Exemplos, abaixo.

Salvo indicacao em contrario, o) termo “mistura
esteroisomérica’” compreende misturas racémicas, assim como
misturas enriquecidas estereomericamente (e.g., R/S = 30/70,
35/65, 40/60, 45/55, 55/45, 60/40, 65/35 e 70/30).

Salvo indicacao em contrario, o termo
“estereomericamente pura” significa uma composicao que
compreende um estereoisdmero de um composto e gue é
substancialmente livre de outros estereoisdmeros desse
composto. Por exemplo, uma composicao esteromericamente pura
de um composto que tenha um estereocentro sera
substancialmente livre do esteroisdmero oposto do composto.
Uma composicao estereomericamente pura de um composto que
tenha doils estereocentros serd substancialmente livre de
outros diasteredmeros do composto. Um composto
estereomericamente puro tipico compreende mais do que cerca
de 80% em peso de um estereoisdmero do composto e menos do
que cerca de 20% em peso de outros estereoisdmeros do
composto, mais do que cerca de 90% de um estereoisdémero do
composto e menos do que cerca de 10% em peso dos outros
estereoisdmeros do composto, mais do que cerca de 95% em peso
de um estereoisdmero do composto e menos do que cerca de 5%
em peso dos outros estereoisdmeros do composto, mais do qgue
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cerca de 97% em peso de um estereocisdmero do composto e menos
do que cerca de 3% em peso dos outros estereoisdmeros do
composto, ou mais do que cerca de 99% em peso de um
estereoisdémero do composto e menos do que cerca de 1% em peso
dos outros estereoisdmeros do composto.

Salvo indicacdo em contrario, o termo “substituido”,
quando utilizado para descrever uma estrutura ou porgao
gquimica refere-se a um derivado dessa estrutura ou porgao em
que um ou mais dos seus Aatomos de hidrogénio estao
substituidos por uma porcao guimica ou grupo funcional tal
como, mas nao limitado a, alcool, aldeido, alcoxi,
alcanoiloxi, alcoxicarbonilo, alcenilo, alquilo (e.qg.,
metilo, etilo, propilo, t-butilo), alcinilo,
algquilcarboniloxi (-0C(0O)alguilo), amida (-C(O)NH-alquil- ou
-alquilNHC(O)algquilo), amidinilo (-C(NH)NH-alqgquilo ou
—-C(NR)NH;), amina (primdria, secunddria e tercidria, tal como
algquilamino, arilamino, arilalquilamino), aroilo, arilo,
ariloxi, azo, carbamoilo (-NHC (0)O0-alguil- ou -0C(O)NH-
alquilo), carbamilo (e.g., CONH;, assim como CONH-alquilo,
CONH-arilo, e CONH-arilalquilo), carbonilo, carboxilo, &acido
carboxilico, anidrido de acido carboxilico, cloreto de acido
carboxilico, <ciano, éster, epdxido, éter (e.g., metoxi,
etoxi), guanidino, halo, halcalquilo (e.g., -CCl;, -CFj,
-C(CF3)3), heterocalquilo, hemiacetal, imina (primaria e
secundaria), isocianato, isotiocianato, cetona, nitrilo,
nitro, oxo, fosfodiéster, sulfureto, sulfonamido (e.qg.,
SO,NH3y) , sulfona, sulfonilo (incluindo alquilsulfonilo,
arilsulfonilo e arilalgquilsulfonilo), sulfdéxido, tiol (e.g.,
sulfidrilo, tioéter) e ureia (-NHCONH-alquil-).

Salvo indicacéao em contrario, uma “quantidade
terapeuticamente eficaz” de um composto ¢é uma guantidade
suficiente para proporcionar um Dbeneficio terapéutico no
tratamento ou gestao de uma doengca ou condig¢ao, ou para
atrasar ou minimizar um ou mais sintomas associados com a
doenca ou condicao. Uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um composto significa uma quantidade de agente terapéutico,
sozinho ou em combinacao com outras terapias, gue proporciona
um beneficio terapéutico no tratamento ou gestao da doenca ou
condicao. O termo “quantidade terapeuticamente eficaz” pode
compreender uma quantidade gque melhore a terapia global,
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reduza ou evite sintomas ou causas de uma doenca ou condicao,
ou aumente a eficacia terapéutica de outro agente
terapéutico.

Salvo indicagdo em contrario, os termos ‘“tratar”,
“tratando” e “tratamento” contemplam uma acgcao gue ocorre
enquanto um paciente sofre de uma doenca ou desordem
especificada, a qual reduz a severidade da doenca ou desordem
ou retarda ou abranda a progressao da doencga ou desordem.

Salvo indicacdo em contrdrio, o termo “incluem” tem o
mesmo significado que “incluem mas nao estao limitados a” e
o termo “inclui” tem o mesmo significado que “inclui, mas néao
estd limitado a”. Da mesma forma, o termo “tal como” tem o
mesmo significado que “tal como, mas nao limitado a”.

Salvo indicacdo em contrdrio, um ou mais adjectivos que
sucedam imediatamente uma série de nomes devem ser entendidos
como sendo aplicdveis a cada um dos nomes. Por exemplo, a
frase “alquilo, arilo ou heteroarilo opcionalmente
substituido”, tem o) mesmo significado que “alquilo
opcionalmente substituido, arilo opcionalmente substituido ou
heteroarilo opcionalmente substituido”.

Devera ser notado que uma porcdo quimica que faz parte
de um composto maior pode ser descrita naquele utilizando um
nome que lhe ¢é comummente conferido quando existe como uma
molécula singular ou um nome comummente conferido ao seu
radical. Por exemplo, aos termos “piridina” e “piridilo” é
conferido O mesmo significado quando utilizados para
descrever uma porc¢ao ligada a outras porg¢des quimicas. Assim,
as duas frases “XOH, em que X é piridilo” e “XOH, em que X &

piridina” ¢é conferido o mesmo significado e compreendem o0s
compostos piridin-2-o0l, piridin-3-0l e piridin-4-ol.

Deverd também ser notado gque se a estereoquimica de uma
estrutura ou uma porcao de uma estrutura nao for indicada
com, por exemplo, linhas a cheio ou tracejadas, a estrutura
ou a porcao da estrutura deve ser interpretada como
compreendendo todos o0s seus estereoisdmeros. Além disso,
qualquer atomo apresentado num desenho com valéncias
incompletas ¢é assumido como estando ligado a 4&tomos de
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hidrogénio suficientes para completar as valéncias.
Adicionalmente, as ligacdes quimicas representadas com uma
linha a cheio paralela a uma linha a tracejado compreendem
tanto ligacgdes simples como duplas (e.g., aromaticas), se as
valéncias o permitirem.

5.2. Compostos

Esta invencao nao engloba compostos de fdérmula I:

Ry
HNIN
R X

e seus sais e solvatos (e.g., hidratos) farmaceuticamente
aceitavels em que: X € 0O ou NR;; R; € ORi;a, NHOH, hidrogénio,
ou alguilo, arilo, alguilarilo, arilalguilo, heterocalquilo,
heterociclo, alquil-heterociclo, ou heterocicloalqgquilo
opcionalmente substituido; R; €& ORza, C(O)ORsa, hidrogénio,
halogéneo, nitrilo, ou alquilo, arilo, alquilarilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heterociclo, alquil-heterociclo,
ou heterocicloalquilo opcionalmente substituido; R; é ORsa,
N (Rza)2, NHC(O)Rsza, NHSO3Rza, ou hidrogénio; Rs € ORsa, OC(O)Rua,
hidrogénio, halogéneo, ou alquilo, arilo, alquilarilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heterociclo, alquil-heterociclo,
ou heterocicloalquilo opcionalmente substituido; Rs é N(Rsa)o,
hidrogénio, hidroxi, ou alquilo, arilo, alquilarilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heterociclo, algquil-heterociclo,
ou heterocicloalquilo opcionalmente substituido; e cada um de
Ria, Roa, Rsa, Ran, e Rsa € independentemente hidrogénio, ou
alquilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo, heteroalquilo,
heterociclo, algquil-heterociclo, ou heterocicloalquilo
opcionalmente substituido.

Os compostos de férmula I particulares sao tais que se X
¢ 0; Ry é& algquilo de 1 a 4 carbonos, fenilo, benzilo ou
feniletilo; R, é hidrogénio; e um de R, e Rs & hidroxilo; o
outro de Ry e Rs nao € algquilo de 1 a 6 carbonos,
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hidroxialguilo de 1 a 6 carbonos, poli-hidroxialguilo de 1 a
6 carbonos tendo até um hidroxilo por carbono, poliacetilo
algquilo de 1 a 6 carbonos tendo até um acetilo por carbono,
fenilo, benzilo ou feniletilo.

Em concretizagdes particulares, o composto nao é
2—acetil-4-tetra-hidroxibutilimidazole, 1-(4-¢(1,1,2,2,4-
penta-hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etanona, tetraacetato de
1-(2-acetil-1H-imidazol-4-il)butano-1,1,2,2-tetrailo, ou
pentaacetato de 1-(2-acetil-1H-imidazol-4-1il)butano-
1,1,2,2,4-pentailo.

A invencao engloba compostos de fédrmula I1:

e seus sails e solvatos farmaceuticamente aceitdveis, em que:
X é& 0 ou NRs3y; R; é ORja, NHOH, hidrogénio, ou alguilo, arilo,
alguilarilo, arilalquilo, heterocalquilo, heterociclo, algquil-
heterociclo, ou heterocicloalguilo opcionalmente substituido;
R, € ORya, C (0O) ORya, hidrogénio, halogéneo, nitrilo, ou
alquilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo, heteroalquilo,
heterociclo, alguil-heterociclo, ou heterocicloalqgquilo
opcionalmente substituido; R; &€ ORasa, N (Raa) 2, NHC (O) Raa,
NHSO,R3a, ou hidrogénio; Rg € ORga, OC(O)Rea, N(Rgp)z, NHC(O)Reg,
hidrogénio, ou halogéneo; R; é OR7a, OC(0) Rya, N (R7z) 2,
NHC (O)Ryz, hidrogénio, ou halogéneo; Rg & ORga, OC(O)Rsea,
N(Rgz)2, NHC(O)Rgg, hidrogénio, ou halogéneo; Rs €& CH;0Roa,
CH,0OC(0O)Roa, N(Rog)z, NHC(O)Ros, hidrogénio, ou halogéneo; cada
um de Ria, Roa, Ria, Rear, Ria, Rga € Roa € independentemente
hidrogénio ou alquilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo,
heteroalquilo, heterociclo, algquil-heterociclo, ou
heterocicloalquilo opcionalmente substituido; e cada um de
Ree, Rz, Rgr € Rop € independentemente hidrogénio ou alquilo
opcionalmente substituido com um ou mais grupos hidroxi ou
halogéneo;
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Os compostos particulares de férmula ITI sdao tais que:

1) se X é& 0, R; é alguilo de 1 a 4 carbonos, fenilo,
benzilo ou feniletilo, e R; é hidrogénio, pelo menos dois de
entre Rg, R7, Rg € Rg ndao sao hidroxilo ou acetato; 2) se X é
O, Ry é metilo, R; é hidrogénio, Rg e R; sdao ambos hidroxilo,
e um de entre Rg e Ry € hidrogénio, o outro nao & NHC(O)Rog;
3) se X &€ 0O, Ry & ORia, Riax € hidrogénio ou alquilo inferior,
e R, é hidrogénio, pelo menos um, mas nao todos, de Re, R7,
Rs e R9 é hidroxilo ou acetato.

Os compostos particulares da invencao tém a fdérmula
IT(a):

11X

em que: Z € algquilo opcionalmente substituido; R; € ORia,
NHOH, hidrogénio, ou alquilo, arilo, alquilarilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heterociclo, alquil-heterociclo,
ou heterocicloalquilo opcionalmente substituido; R:; é ORgy,
C(0)ORza, hidrogénio, halogéneo, nitrilo, ou algquilo, arilo,
alquilarilo, arilalgquilo, heterocalquilo, heterociclo, alquil-
heterociclo, ou heterocicloalgquilo opcionalmente substituido;
Ry € ORsa, N(Rsa)z, NHC(O)Rsa, NHSOzR3p, ou hidrogénio; e cada

um de entre Ria, Roa, e Rip € independentemente hidrogénio ou
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alquilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo, heterocalquilo,
heterociclo, algquil-heterociclo, ou heterocicloalquilo
opcionalmente substituido.

Outra concretizacao da invencao engloba compostos de
férmula IV:

Ry Rs
HO

Ro

— Re
HN_ __N
1
R1 N—Ha
IV

e seus sals e solvatos farmaceuticamente aceitdveis, em que:
R; € ORja, NHOH, hidrogénio, ou alquilo, arilo, algquilarilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heterociclo, alquil-heterociclo,
ou heterocicloalquilo opcionalmente substituido; Rz é ORsa,
N(Rsa)2, NHC(O)Rsa, NHSO;R3a, ou hidrogénio; Re¢ € ORea, OC(0)Rea,
N (Re¢g)2, NHC(O)Rgg, hidrogénio, ou halogéneo; R; € ORya,
OC(O)R7a, N(Rwm)z, NHC(O)Rss, hidrogénio, ou halogéneo; Rg é
ORga, OC(O)Rga, N(Rgr)z, NHC(O)Rgp, hidrogénio, ou halogéneo;
Rs ¢ CH;0Rga, CH;0C(O)Roa, N(Ror)z, NHC(O)Reg, hidrogénio, ou
halogéneo; e cada um de entre Ria, Ria, Rsa, Ria, Rga € Roa &
independentemente hidrogénio ou alquilo, arilo, alquilarilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heterociclo, alquil-heterociclo,
ou heterocicloalquilo opcionalmente substituido.

Os compostos particulares tém a férmula IV (a):

1

-
H1 N"Rg

IV(a)

Relativamente a cada uma das férmulas apresentadas acima
que contém as porcgdes descritas abaixo, certas concretizacdes
da invencao sao tais que:
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Nalgumas concretizagdes X é 0. Noutras, X é NRs.

Nalgumas concretizagdes R; é hidrogénio. Noutras, R; é
alquilo inferior opcionalmente substituido. Noutras, R; &
NHOH. Noutras, Ri € ORia € Ria €, por exemplo, hidrogénio ou

alguilo inferior opcionalmente substituido.

Nalgumas concretizacgdes R, é hidrogénio. Noutras, R; néo
¢ hidrogénio. Noutras, R, é nitrilo. Noutras, R, é alquilo
inferior opcionalmente substituido. Noutras, R; €& ORpa.

Noutras, R, é C(0)ORzp. Nalgumas concretizacdes, Rop  é
hidrogénio ou algquilo inferior opcionalmente substituido.

Nalgumas concretizacgdes R; € ORsy. Noutras, Rs; é N(Rsa):
ou NHC (O)Rsa. Noutras, Rs é NHSO;Rs;a. Nalgumas concretizacgdes,
Raa é hidrogénio ou alquilo inferior opcionalmente
substituido. Noutras, Ria é arilo ou heterociclo
opcionalmente substituido.

0N

Nalgumas concretizagdes Ry €&  ORgya. Noutras, Rs
halogéneo.

Nalgumas concretizagdes Rs & N(Rsa)z. Noutras, Rs &
hidrogénio. Noutras, Rs é hidroxilo. Noutras, Rs é
heteroalquilo (e.qg., alcoxi) . Noutras, Rs é alquilo
opcionalmente substituido. Noutras, Rs; é arilo opcionalmente
substituido.

Nalgumas concretizagdes, um ou mais de entre Rg, Ry, Rg e
R € hidroxi ou halogéneo. Nalgumas concretizacgdes, todos de
entre Rg, Ry, Rg, € Ry sdao hidroxilo ou acetato.

Nalgumas concretizagdes Z é alquilo opcionalmente
substituido com uma ou mais porg¢des hidroxilo, acetato ou
halogéneo.

Os compostos da invencao podem conter um ou mais
estereocentros e podem existir como misturas racémicas de
enantiémeros ou misturas de diasteredmeros. Esta invencao
engloba as formas estereomericamente puras desses compostos,
assim como misturas dessas formas. Os estereoisdmeros podem
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ser assimetricamente sintetizados ou resolvidos wutilizando
técnicas padrao tais como colunas quirais ou agentes de
resolucao quirais. Ver, e.g., Jacques, J., et al.,
Enantiomers, Racemates and Resolutions (Wiley Interscience,
Nova Iorque, 1981); Wilen, S. H., et al., Tetrahedron 33:2725
(1977); Eliel, E. L., Stereochemistry of Carbon Compounds
(McGraw Hill, NY, 1962); e Wilen, S. H., Tables of Resolving
Agents and Optical Resoclutions, p. 268 (E.L. Eliel, Ed.,
Univ. of Notre Dame Press, Notre Dame, IN, 1972).

Esta invencdo engloba ainda misturas estereoisoméricas
de compostos aqui revelados. Engloba também isémeros
configuracionais de compostos aqui revelados, quer em mistura
quer em forma pura ou substancialmente pura, tal como
isémeros alceno cis (Z) e trans (E) e isdmeros oxima syn e
anti.

Os compostos preferidos da 1invengcao sao agentes de
reducgao dos linfdécitos em circulacgado. Certos compostos inibem
a quantidade de linfécitos em circulacgao, tal como
determinado wutilizando o método descrito nos Exemplos, em
mais do que cerca de 20, 50, 75, 100, 150 ou 200 por cento. A
este respeito, verificou-se que enquanto o THI ¢é capaz de
reduzir os 1linfdécitos em circulagcao em ratinhos, muitos
andlogos e derivados de THI, tais como 1-(4-metil-5-
((1S,2R,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)tiazol-2-il)etanona,
tém pouco ou nenhum efeito sobre os linfdécitos em circulacgao,
apesar de relatos em contrario. Ver WO 97/46543.

Sem pretender ficar ligado a uma teoria, os compostos da
invencao cré-se que afectam a via metabdlica da S1P e podem
inibir a S1P liase directamente ou indirectamente in vivo. Os
compostos particulares sao agentes que intensificam o nivel
de S1P. Certos compostos aumentam a quantidade de S1P, tal
como determinado utilizando o método descrito abaixo nos
Exemplos, em mais do que cerca de 10, 15, 20, 25, ou 30
vezes.

Os compostos da invencao podem ser preparados por
métodos conhecidos na técnica (e.g., fazendo variacdes e
adicdes as abordagens descritas em Pyne, S.G., ACGC Chem.
Res. Comm. 11:108-112 (2000); Halweg, K.M. e Biichi, G., J.
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Org. Chem. 50:1134-1136 (1985)). Os compostos podem também
ser preparados pelos métodos revelados abaixo e suas

variantes, as quals seradao evidentes para aqueles que tém
pratica na técnica.

5.3. Métodos de utilizacao

Os compostos reivindicados podem ser utilizados no que
se segue:

- num método de modulacao (e.g., aumento) da quantidade
de S1P num paciente (e.g., um ratinho, rato, cao, gato ou
humano) dela necessitado, que compreende a administracao ao
paciente de uma quantidade eficaz de um composto da invencao
(i.e., um composto aqui revelado),

- num método de redugcdo do numero de células T no sangue
de um paciente, gue compreende a administracao ao paciente de
uma quantidade eficaz de um composto da invencao,

- num método de tratamento, gestdo ou prevencdao de uma
doenca afectada por (ou que tenha sintomas afectados por)
niveis de S1P, que compreende a administracdo a um paciente
necessitado de uma quantidade terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz de um composto da invencao.

- num método de supressao da resposta imune num
paciente, que compreende a administracdo ao paciente de uma
quantidade eficaz de um composto da invencéao.

- num método de tratamento, gestdo ou prevencdao de uma
doencga ou desordem autoimune ou inflamatdéria, que compreende
a administragdao a um paciente necessitado de uma quantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um composto da
invencao. Exemplos de doencas e desordens incluem espondilite
anquilosante, asma e.g., asma brbnguica), dermatite atdpica,
doenca de Behcet, doenca enxerto versus hospedeiro, sindrome
de Kawasaki, lupus eritematoso, esclerose multipla, miastenia
gravis, polinose, psoriase, artrite ©psoridtica, artrite
reumatdéide, escleroderma, rejeicdo de transplante (e.g., de
6rgaos, células ou medula déssea), diabetes tipo 1 e uveite.
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Doencas e desordens adicionais incluem Doenca de
Addison, sindrome anti-fosfolipidos, gastrite atrdéfica auto-
imune, acloridria auto-imune, Doenca Celiaca, Doenca de
Crohn, Sindrome de Cushing, dermatomiosite, Sindrome de
Goodpasture, Doenca de Grave, tiroidite de Hashimoto, atrofia
adrenal idiopéatica, trombocitopenia idiopédtica, Sindrome de
Lambert-Eaton, penfigoide, penfigo wvulgar, anemia perniciosa,
poliarterite nodosa, cirrose Dbiliar ©priméaria, colangite
esclerosante primaria, doenca de Raynaud, Sindrome de Reiter,
policondrite recidivante, Sindrome de Schmidt, Sindrome de
Sjogren, oftalmia simpdtica, Arterite de Takayasu, arterite
temporal, tirotoxicose, colite ulcerativa, e granulomatose de
Wegener.

A gquantidade, via de administracao e esquema de dosagem
de um composto dependerao de factores tais como a indicacéao
especifica a ser tratada, prevenida ou gerida e da idade,
sexo e condicdo do paciente. Os papéis desempenhados por
esses factores sao bem conhecidos na técnica e podem ser
ajustados por experimentacao de rotina. Numa concretizacao
particular, um composto da invengcdo ¢ administrado a um
paciente humano numa quantidade de cerca de 0,5, 1, 2,5 ou 5
mpk .

5.4. Formulacdes Farmacéuticas

Esta invencao engloba composicdes farmacéuticas qgue
compreendem um ou mais compostos da invencao. Certas
composicdes farmacéuticas sao unidades de dosagem singulares
adequadas para administracao oral, via mucosa (e.g., nasal,
sublingual, vaginal, bucal, ou rectal), parentérica (e.qg.,
subcuténea, intravenosa, injeccdo em bolus, intramuscular, ou
intraarterial), ou transdérmica a um paciente. Exemplos de
formas de dosagem incluem, mas nao estdao limitadas a:
comprimidos; comprimidos ovais revestidos; céapsulas, tais
como céapsulas de gelatina eldstica macia; héstias; trociscos;
pastilhas; dispersbes; supositdérios; unguentos; cataplasmas;
pastas; pds; revestimentos; cremes; emplastros; solucgdes;
pachos; aerossdis (e.qg., pulverizadores ou inaladores
nasais); geles; formas de dosagem liguidas adequadas para
administracao oral ou via mucosas a um paciente, incluindo
suspensdes (e.g., suspensdes liquidas aquosas ou nao aguosas,
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emulsdes de dbleo em 4&agua ou emulsdes de 4agua em O6leo),
solucgdes e elixires; formas de dosagem liquidas adequadas
para administracao parentérica a um paciente; e sdlidos
estéreis (e.g., sdélidos cristalinos ou amorfos) que podem ser
reconstituidos para proporcionar formas de dosagem ligquidas
adequadas para administracao parentérica a um paciente.

A formulacao deve ser adequada ao modo de administracao.
Por exemplo, a administracao oral requer revestimentos
entéricos para proteger o8 compostos desta invencao da
degradacao no tracto gastrointestinal. Do mesmo modo, uma
formulacao pode conter ingredientes que facilitam a
administracao do(s) i1ngrediente(s) activo(s) ao sitio de
accao. Por exemplo, o0s compostos podem ser administrados em
formulagdes lipossomais, de modo a protegé-los de enzimas
degradativas, facilitar o transporte no sistema circulatério
e efectuar a administracdo através das membranas celulares
para sitios intracelulares.

Do mesmo modo, o0s compostos fracamente soluveis podem
ser incorporados em formas de dosagem liquidas (e em formas
de dosagem adequadas para reconstituicdao) com o auxilio de
agentes de solubilizacao, emulsionantes e tensiocactivos, tais
como, mas nao limitados a, ciclodextrinas (e.qg.,
ciclodextrina, -ciclodextrina, Captis®l e Encapsin™ (ver,
e.g., Davis e Brewster, 2004, Nat. Rev. Drug Disc. 3:1023-

1034), Labrasol®, Labrafil®, Labrafac®, cremafor, e solventes
ndo aquosos tais como, mas ndo limitados a, &dlcool etilico,
dlcool isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo,
dlcool benzilico, benzoato de benzilo, propilenoglicol, 1,3-
butilenoglicol, dimetilformamida, dimetilsulfdéxido (DMSO) ,
6leos biocompativeis (e.g., &leos de semente de algodao,
amendoim, milho, gérmen, azeite, ricino e sésamo), glicerol,
dlcool tetra-hidrofurfurilico, polietilenoglicdis, ésteres de
dcidos gordos de sorbitano, e misturas destes (e.qg.,
DMSO:61eo de milho).

Os compostos fracamente soluveis podem também ser
incorporados em suspensodes utilizando outras técnicas
conhecidas na técnica. Por exemplo, nanoparticulas de um
composto podem ser suspensas num liquido para proporcionar
uma nanossuspensao (ver, e.g., Rabinow, 2004, Nature Rev.
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Drug Disc. 3:785-796). As formas de nanoparticulas de

compostos descritos aqui podem ser preparadas pelos métodos
descritos nas Patentes dos E.U.A. com os N° de Publicacgao
2004-0164194, 2004-0195413, 2004-0251332, 2005-0042177 A1,
2005-0031691 Al, e nas Patentes dos E.U.A. Nos. 5145684,
5510118, 5518187, 5534270, 5543133, 5662883, 5665331, 5718388,

5718919, 5834025, 5862999, 6431478, 6742734, 6745962, que
sao aquil incorporadas na sua totalidade por referéncia. Numa
concretizacao, a forma de nanoparticulas compreende
particulas gue tém um tamanho médio de particulas de menos do
que cerca de 2000 nm, menos do que cerca de 1000 nm, ou menos
do que cerca de 500 nm.

A composicao, forma e tipo de uma forma de dosagem
variard, dependendo da sua utilizacdo. Por exemplo, uma forma
de dosagem utilizada no tratamento agudo de uma doenca pode
conter quantidades maiores de um ou mais dos ingredientes
activos que compreende, do que uma forma de dosagem utilizada
no tratamento crénico da mesma doenca. Do mesmo modo, uma
forma de dosagem parentérica pode conter quantidades mais
pequenas de um ou mais dos ingredientes activos que
compreende do que uma forma de dosagem oral utilizada para
tratar a mesma doenga. Esta e outras maneiras segundo as
quais as formas de dosagem especificas englobadas por esta
invencao variarao umas em relacgéao as outras, serao
prontamente evidentes para os técnicos com experiéncia na
técnica. Ver, e.g., Remington’ s Pharmaceutical Sciences, 18°@
ed., Mack Publishing, Easton PA (1990).

5.4.1. Formas de Dosagem Oral

As composicdes farmacéuticas da invencdo adequadas para
administracado oral pode ser apresentadas como formas de
dosagem discretas, tais como, mas nao estando limitadas a,
comprimidos (e.qg., comprimidos mastigaveis), comprimidos
orais revestidos, cédpsulas, e ligquidos (e.g., xaropes
aromatizados). FEssas formas de dosagem contém quantidades
pré-determinadas de ingredientes activos e podem ser
preparadas por métodos de farmdcia bem conhecidos dos peritos
na técnica. Ver, e.g., Remington’ s Pharmaceutical Sciences,
18th ed., Mack Publishing, Easton PA (1990).
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As formas de dosagem oral tipicas sdao preparadas por
combinacdo do(s) ingrediente(s) activo(s) em mistura intima
com pelo menos um excipiente, de acordo com técnicas de
formulacdo farmacéutica convencionais. 0s excipientes podem
tomar uma vasta variedade de formas, dependendo da forma de
preparacao desejada para administracao.

Devido a sua facilidade de administracdo, os comprimidos
e cdapsulas representam as formas de unidade de dosagem mais
vantajosas. Se desejado, os comprimidos podem ser revestidos
por técnicas aquosas ou nao aquosas padrao. Essas formas de
dosagem podem ser preparadas por métodos convencionais de
farmédcia. Em geral, as composicgdes farmacéuticas e as formas
de dosagem sao preparadas misturando uniforme e intimamente
o0s ingredientes activos com veiculos liguidos, com veiculos
sdélidos finamente divididos, ou ambos, e conformando em
seguida o produto na apresentacdo desejada, se necesséario.
Podem ser integrados desintegrantes nas formas de dosagem
s6lidas para facilitar a dissolucdo rapida. Podem também ser
incorporados lubrificantes para facilitar a preparacao de
formas de dosagem (e.g., comprimidos).

5.4.2. Formas de Dosagem Parentéricas

As formas de dosagem parentéricas podem ser
administradas a pacientes por varias vias incluindo mas néao
limitadas a, subcuténea, intravenosa (incluindo injeccdo em
bolus), intramuscular e intraarterial. Uma vez gque a sua
administracao ultrapassa as defesas naturais dos pacientes
contra contaminantes, as formas de dosagem parentérica sao
especificamente estéreis ou capazes de serem esterilizadas
antes da administracao a um paciente. Exemplos de formas de
dosagem parentéricas incluem, mas nao estdao limitados a,
solucgdes prontas para 1injecgao, produtos secos prontos para
serem dissolvidos ou suspensos num veiculo farmaceuticamente
aceitdvel para injeccdo, suspensdes prontas para injeccdo e
emulsdes.

Os veiculos adequados que podem ser utilizados para
proporcionar formas de dosagem parentérica da invencao sao
bem conhecidos dos peritos na técnica. Exemplos incluem, mas
ndo estdo limitados a: Agua para Injeccdo USP; veiculos
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aquosos tais como, mas nao limitados a, Injecgcao de Cloreto
de Sd&édio, Injeccao de Ringer, Injeccao de Dextrose, Injeccgéao
de Dextrose e Cloreto de Sd6dio, e Injeccéo de Ringer Lactada;
veiculos misciveis em A&gua tais como, mas ndo limitados a,
dlcool etilico, polietilenoglicol, e polipropilenoglicol; e
veiculos nao aquosos tais como, mas nao limitados a &leo de
milho, ¢&leo de semente de algodao, 6leo de amendoim, &leo de
sésamo, oleato de etilo, miristato de isopropilo e benzoato
de benzilo.

5.4.3. Formas de Dosagem Transdérmica, Tépicas e via Mucosa

As formas de dosagem transdérmica, toépica e via mucosas
incluem, mas nao estdo limitadas a, solugbes oftdlmicas,
pulverizacdes, aerossdis, cremes, logdes, unguentos, geles,
solugdes, emulsdes, suspensdes ou outras formas conhecidas
dos peritos na técnica. Ver, e.g., Remington’ s Pharmaceutical
Sciences, 162 e 182 eds., Mack Publishing, Easton PA (1980 &
1990); e Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, 4@ ed.,
Lea & Febiger, Filadélfia (1985). As formas de dosagem
transdérmica incluem pensos do “tipo reservatdrio” ou do
“tipo matriz”, os quais podem ser aplicados na pele e
utilizados durante um periodo de tempo especifico para
permitir a penetracao de uma qguantidade desejada de
ingredientes activos.

Os excipientes adequados (e.g., veiculos e diluentes) e
outros materiais que podem ser utilizados para proporcionar
formas de dosagem transdérmica, tdpica e via mucosas sao bem
conhecidas dos peritos em técnicas farmacéuticas e dependem
do tecido particular ao qual serda aplicada uma determinada
composicado farmacéutica ou forma de dosagem.

Dependendo do tecido especifico a ser tratado, podem ser
utilizados componentes adicionais antes de, em conjunto com
ou subsequentemente ao tratamento com ingredientes activos da
invencao. Por exemplo, podem ser utilizados intensificadores
de penetracao para auxiliar na administracdo de ingredientes
activos ao tecido.

O pH de uma composicdao farmacéutica ou forma de dosagem
ou o do tecido ao qual a composicdo farmacéutica ou forma de
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dosagem é aplicado, pode também ser ajustado para melhorar a
administracao de um ou mails ingredientes activos. Do mesmo
modo, a polaridade de um veiculo solvente, a sua forca idnica
ou tonicidade podem ser ajustadas para melhorar a
administracao. Podem também ser adicionados compostos tais
como estearatos a composicgdes farmacéuticas ou formas de
dosagem para alterar vantajosamente a hidrofilicidade ou
lipofilicidade de um ou mais ingredientes activos de modo a
melhorar a administracao. A este respeito, o0s estearatos
podem actuar como veiculo lipido para a formulacao, como
agente emulsionante ou tensiocactivo e como agente
intensificador de administracao ou intensificador de
penetracao. Podem ser utilizados sais, hidratos ou solvatos
diferentes dos ingredientes activos para ajustar
adicionalmente as propriedades da composicao resultante.

6. EXEMPLOS
Aspectos desta invencao podem ser entendidos a partir
dos exemplos dgue se seguem, ©0sS quais nao limitam o seu

ambito.

6.1. Ratinhos com Interrupgao de genes de S1P Lisase

O gene trapping é¢ um método de mutagénese de insercgao
aleatdéria que utiliza um fragmento de ADN que codifica para
um gene repdrter ou marcador seleccionavel como mutagene. Os
vectores gene trap foram concebidos para se 1integrarem em
intrdes ou exbes de uma maneira que possibilite a magquinaria
de splicing celular a ligacao de exbes codificados pelo
vector a mARNs celulares. Os vectores gene trap contém
tipicamente sequéncias marcadoras selecciondveis que sao
precedidas por sequéncias aceitadoras de ligacadao forte e nao
sdo precedidas por um promotor. Assim, gquando esses vectores
se integram num gene, a maquinaria de splicing celular liga
0s ex0es do gene aprisionado ao terminal 57 da sequéncia
marcadora selecciondvel. Tipicamente, esses genes marcadores
seleccionaveis apenas podem ser expressos se o vector que
codifica o gene estiver integrado num intrado. Os eventos de
gene trap resultantes sao subsequentemente identificados
seleccionando células que possam sobreviver em cultura
selectiva.
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Células estaminais embriondrias (derivadas da estirpe de
murino A129) foram mutadas por um pProcesso gue envolve a
insercao de pelo menos uma porcao de uma sequéncia de vector
de engenharia genética no gene de SP1 liase. As células
estaminais embriondrias mutadas foram entdo microinjectadas
em blastdécitos, os quails foram subsequentemente introduzidos
em hospedeiros fémea pseudogravidos e levadas a termo
utilizando métodos estabelecidos. Neste caso, o virus
inseriu-se entre o0s exdes 1 e 2 e interrompeu o gene SP1
liase. Os animais gquiméricos resultantes foram
subsequentemente reproduzidos para produzir descendéncia
capaz de transmissao por linha germinal de um alelo contendo
a mutacao resultante de engenharia no gene de SPl liase.

As técnicas Uteis para interromper um gene numa célula e
especialmente numa célula ES, gque pode Jja ter um gene
interrompido, sao reveladas nas Patentes dos E.U.A. Nos. 6
136 566; 6 139 833 e 6 207 371 e no Pedido de Patente dos
E.U.A. No. 08/728 963, cada um dos quais € aquili incorporado

como referéncia na sua totalidade.

6.2. Efeitos Hematoldgicos da Interrupcaoc do Gene de S1P

Liase

O sangue completo foi recolhido por sangria retrorbital
e colocado num tubo de recolha de sangue capilar que continha
EDTA. O sangue foi analisado utilizando o analisador Cell-Dyn
3500R (Abbott Diagnostics). O analisador emprega tecnologias
duais para proporcionar a base para uma identificacao
diferencial dos cinco tipos de leucdcitos (WBC). A tecnologia
de multi-angulo de dispersdao e separacdo da luz polarizada
(M.A.P.S.S.) proporciona a contagem total de 1leucdécitos e
informacdo diferencial, enquanto a impeddncia proporciona
informacdo adicional na presenca de linfdécitos frageis e
glébulos vermelhos hipotonicamente resistentes.

Aproximadamente 135 microlitros de sangue completo foram
aspirados para o) analisador utilizando uma bomba
peristdltica. Foram utilizadas quatro técnicas de medicédo
independentes pelo sistema Cell-Dyn 3500R System (Abbott, IL)
para obter os paradmetros hematoldgicos. A contagem Ooptica de
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WBC (WOC) e os resultados diferenciais de WBC foram medidos
no canal de fluxo ¢éptico, resultando na identificacao das
subpopulagdes de WBC (neutréfilos, 1linfdécitos, mondcitos,
eosindéfilos e baséfilos) para as cinco partes diferenciais de
WBC. A Contagem de Impedéncia de WBC (WIC) foi medida num
canal de impedéncia eléctrica. O0s resultados de RBC e
plaquetas foram medidos num segundo canal de impedancia
eléctrica. A hemoglobina foi medida no canal
espectrofotométrico. A amostra foi aspirada, diluida,
misturada e as medicdes para cada parédmetro foram obtidas
durante cada ciclo do instrumento. Os paradmetros finais de
andlise hematoldégica obtidos foram contagem de gldébulos
brancos, neutrdéfilos, linfdécitos, mondcitos, eosindfilos,
baséfilos, glébulos vermelhos, hemoglobina, hematdcrito,
plaquetas, largura da distribuicdo de gldébulos vermelhos,

volume corpuscular médio e volume médio de plaquetas.

As amostras de sangue foram obtidas de um total de 16
ratinhos. A andlise e comparacdo das amostras de sangue foram
obtidas a partir de sete ratinhos de tipo selvagem, seis
ratinhos heterozigotos e trés ratinhos homozigotos. Nao houve
diferencgas significativas associadas ao genotipo entre
ratinhos de grupos diferentes no que se refere as contagens
médias de gldébulos vermelhos (RBC), niveis de hemoglobina,
volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média,
concentracao média de hemoglobina corpuscular, contagens de
plaquetas ou volume médio de plaquetas. Houve diferencas no
hematécrito e na largura da distribuicdao de gldébulos
vermelhos. O hematdcrito médio em ratinhos homozigotos (-/-)
foi 37 £+ 2,56 por cento, em ratinhos heterozigotos (+/-)
40,9 £+ 4 por cento e em ratinhos de tipo selvagem (+/+) foi
de 44,7 + 2,7 por cento. A largura da distribuicao de
glébulos vermelhos em ratinhos homozigotos (-/-) foi 25,2 +
4,2 por cento, em ratinhos heterozigotos (+/-) 17,6 £ 1,9 e
em ratinhos de tipo selvagem (+/+) foi de 17,2 + 2 por cento.

De modo semelhante, os ratinhos deficientes em SP1 liase
nao tiveram diferencas significativas nas contagens de
leucdcitos totais em comparagao com o0s ratinhos homozigotos
ou do tipo selvagem. Os ratinhos homozigotos (-/-) tiveram
uma contagem de leucdcitos total de 7200 + 700 células/pl. Os
ratinhos heterozigotos (+/-) tiveram uma contagem de
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leucdédcitos total de 6200 + 1800 células/ul e os ratinhos do
tipo selvagem (+/+) tiveram uma contagem de leucdcitos total
de 7200 + 2600 células/ul.

Nos ratinhos que eram homozigotos para interrupcao de
SP1 liase, as contagens de 1linfécitos foram diminuidas,
enquanto o numero de neutrdéfilos, mondcitos, eosindéfilos e
baséfilos foi aumentado. A contagem de linfécitos no sangue

de ratinhos homozigotos (-/-) para interrupg¢do no gene SP1
liase foi grandemente reduzida. A contagem média de
linfécitos em ratinhos homozigotos (-/-) foi de 847 + 139
células/ul, em ratinhos heterozigotos (+/-) a contagem média

de 1linfdécitos foi de 4582 + 2364 células/ul, em oposicgédo a
contagem média de linfdécitos e ratinhos do tipo selvagem
(+/+) que foi de 6126 + 2151 células/pl.

Em contraste, a contagem média de neutrdéfilos em
ratinhos homozigotos (-/-) foi de 5020 + 612 células/ul,
enquanto em ratinhos heterozigotos (+/-) a contagem média de
neutréfilos foi de 1380 £+ 1140 células/pl e os ratinhos do
tipo selvagem (+/+) tinham uma contagem média de neutrdéfilos
de apenas 886 + 479 células/ul. De modo semelhante, a
contagem média de monécitos em ratinhos homozigotos (-/-) foi
de 950 + 218 células/ul, enquanto em ratinhos heterozigotos
(+/-) a contagem média de mondcitos foi de 250 =+ 108
células/ul e em ratinhos do tipo selvagem (+/+) a contagem
média de mondécitos foi de apenas 146 + 92 células/ul. Da
mesma forma com os eosindfilos, a contagem média de
eosinéfilos em ratinhos homozigotos (-/-) foi de 247 +297
células/ul, enquanto em ratinhos heterozigotos (+/-) a
contagem média de eosindéfilos foi de 8 + 8 células/ul e em
ratinhos do tipo selvagem (+/+4) a contagem média de
eosindéfilos foi de apenas 14 + 21 células/pl.

O mesmo é verdade para o0s basdéfilos. A contagem média de
baséfilos em ratinhos homozigotos (-/-) foi de 130 £ 90
células/ul, em ratinhos heterozigotos (+/-) a contagem média
de baséfilos foi de 7 + 5 células/pl e em ratinhos do tipo
selvagem (+/+) a contagem média de basdéfilos foi de apenas 16
+ 11 células/pl.
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De modo semelhante, a contagem média de mondcitos em
ratinhos homozigotos (-/-) foi de 950 + 218 células/ul,
enquanto em ratinhos heterozigotos (+/-) a contagem média de
monécitos foi de 250 + 108 células/pl e em ratinhos de tipo
selvagem (+/+) a contagem média de mondécitos foi de apenas
146 + 92 células/pl. Da mesma forma com os eosindfilos, a
contagem média de eosindfilos em ratinhos homozigotos (-/-)
foi de 247 + 297 células/nl, enquanto em ratinhos
heterozigotos (+/-) a contagem média de eosindéfilos foi de 8
+ 8 células/ul e nos ratinhos de tipo selvagem (+/+4) a
contagem média de eosindéfilos foi de apenas 14 =+ 21
células/pl.

6.3. Sintese de (Z)-1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra—
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etanona oxima

1-74-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-Tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il]etanona (THI, preparada de acordo com Halweg,
K.M. e Bichi, G., J. Org. Chem. 50:1134-1136 (1985)) (350 mg,
1,52 mmol) foi suspensa em agua (10 ml). Adicionou-se

cloridrato de hidroxilamina (126,8 mg, 1,82 mmol, 1,2 eg.) e
acetato de sdédio (247,3 mg, 3,04 mmol. 2 eq.) e a suspensao
foi agitada a 50°C. A mistura de reaccgdao tornou-se limpida
apds aproximadamente 4 horas. A agitacdo foi continuada a
50°C durante 16 horas. A andlise por LCMS indicou a formacéo
do produto e a auséncia de material de partida. A mistura de
reacgao foil deixada atingir a temperatura ambiente e passada
através de um filtro de porosidade fina. Esta solugao foi
utilizada directamente para purificar o produto utilizando
HPLC preparativa: coluna de silica Atlantis HILIC 30 x 100
mm; 2% - 21% de Aagua em acetonitrilo durante 6 minutos; 45
ml/min; com deteccdo a 254 nm. As fraccgdes de produto foram
recolhidas e o acetonitrilo foi evaporado sob pressao
reduzida. A solucao aquosa foi liofilizada para originar o
produto, uma mistura de aproximadamente 3:1 de isdmeros

anti:syn, como um sélido branco: 284 mg (77%).
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LCMS: Coluna Sunfire C-18, 4,6 x 50 mm; 0- 17% de MeOH
(0,1% de TFA) em agua (0,1% de TFA) durante 5 min; caudal = 3
ml/min; Deteccdo 220 nm; Tempos de retencdo: 0,6 min (isdmero

syn, 246,0 (M+l1)) e 0,69 min (isdémero anti, 246,0 (M+1)). 'H
RMN (D,O e DC1) 2,15 e 2,22 (singletos, 3H), 3,5 - 3,72 (m,
4H), 4,76 (largo, protdes OH e H-,0), 4,95 e 4,97 (singletos,
1H), 7,17 e 7,25 (singletos, 1H). ¥c RMN (D,0 e DC1) 10,80,

l6,76, 63,06, 64,59, 64,75, 70,86, 72,75, 72,85, 117,22,
117,64, 135,32, 138,39, 141,35, 144,12.

6.4. Sintese de (E)-1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etanona oxima

Este composto foi preparado em dois passos, Ccomo
mostrado abaixo

HO %
’ Dioxano:4gua (2:1) — OH
N__NH OH 1,5 equiv. de Ph,CONH, Ny NH
:I:\ ‘ ' 0,25 equiv. de HC1l, 50°C -
ol
)

N
Ph;,C’O
HQ
HO 2 OH HO HO OH
— OH . : HCI _
Ny NH Dioxano N« NH
L

-Z
N

Phsc’o

Em primeiro lugar, a um baldo carregado com THI (21,20
mmol, 4,88g) é adicionada &gua (25 ml) e HCl aquoso 1IN (21,2
ml, 21,2 mmol) . Depois de todos 0s sélidos estarem
dissolvidos, adicionou-se uma solucao de tritil-hidroxilamina
(25,44 mmol, 7,00 g) em dioxano (55 ml) e a reaccao foi
mantida a 50°C durante 4h. Apds estar completa, a reaccao foi
arrefecida para a temperatura ambiente e a solucao foi
ajustada a pH=7 por adigao de NaOH aquoso 1IN. A solucgéao
neutralizada foil entdo concentrada a uma massa pléstica que
foi purificada por cromatografia flash sobre silica [10% de
MeOH/1% de NH4OH (solucdo a 5% em peso em agua) em DCM] para
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proporcionar o éter tritilico como pléstico limpido. O
tratamento da massa plédstica com hexano e concentracao
proporcionaram uma espuma branca que fol seca sob vacuo a um
sélido escamoso (10,00 g, 97% de rendimento).

Em segundo lugar, a uma solucdo agitada vigorosamente, a
temperatura ambiente do éter-oxima de tritilo (4,8 g, 10
mmol) em dioxano (90 ml) é adicionada uma solucao de HCl em
dioxano (4M, 60 ml). Apds alguns minutos, observou-se um
precipitado branco e a agitacao foi continuada durante um
total de 30 minutos, antes da filtracao sobre um filtro de
frita de vidro e lavagem do bolo com dioxano e éter. O bolo
foi redissolvido em &gua (200 ml), sonicado durante 5
minutos, em seguida arrefecido para 0°C, tratado com celite
(5 g) e filtrado sobre um filtro de frita de vidro. A solucgao
aquosa foil concentrada a secura e depois isolada a partir de
metanol (30 ml) / éter dietilico (60 ml) para dar a E-oxima
como um pd branco analiticamente puro (3,8 g, 80% de

rendimento) .

6.5. Sintese de (2)-1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etanona O-metiloxima

OH  oH 4 i |
”NWOH | HN-/—\?/S/\/OH
., —_— HO
HO - ) N
0 H,C—C

O composto em titulo foil preparado como descrito acima
no Exemplo 6.3, utilizando cloridrato de metoxilamina em vez
de cloridrato de hidroxilamina, com 74% de rendimento. O
produto era um sélido branco fofo.

LCMS: Coluna C-18 Sunfire, 4,6 x 50 mm; 0 - 17% de MeOH
(0,1% de TFA) em agua (0,1% de TFA) durante 5 min; caudal = 3
ml/min; Deteccdo 220 nm; Tempos de retencdo: 1,59 minutos
(isémero syn, 260,1 (M+1)) e 1,73 min (isdémero anti, 260,1
(M+1)). 'H RMN (D;0) 2,18 e 2,22 (singletos, 3H), 3,54 -
3.0 (m, 1H), 3,66 - 3,79 (m, 3H), 3,94 e 3,95 (singletos,
3H), 4,76 (largo, protdes OH e H,0), 4,93 e 4,97 (singletos,
1H), 7,17 e 17,25 (singletos, 1H). ¢ RMN (D,0) 11,55,
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17,56, 62,32, 62,38, 62,99, 63,07, 67,09, 71,54,
73,86,119,09, 138,64, 139,79,142,95, 144,98, 148,97.

6.6. Sintese de 1-(5-metil-4-((1R,2S,3R)-1.2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etanona

O produto do titulo foi preparado em sete passos,
utilizando o processo delineado abaixo.

Me,NSO,Cl, TEA »:._—\ n-BuLi, THF, -78 °C N~50,NMe,

“depois,
NH DCM No N-so,NMe, /\\[
1 . 2

- . n-Buli, THF, -78 °C
_TPSOTH TEA _ Niw‘ some,  GER T w

DCM 9 N-
OTIPS e SO;NMe
(o)
4 © OTIPS
OH
HO
P o
NaBH,, EtOH, = o <
0°C Ny N~ CsF, EtOH _‘
; SO;NMe;, N‘SOZNMez
OTIPS
6 . : 7
HQ H
, HQ % o
H,0:acetona: HCI conc.
= OH
Na NH »
(2:2:1) J/’\ o MoNSOzH
O . ‘
8

4-Metilimidazole-l-dimetilaminossulfonamida (2) : A uma
solucdo a temperatura ambiente de 4-metilimidazole 1 (3,00 g,
36,54 mmol) em tolueno (200 ml) adicionou-se consecutivamente
trietilamina 5,6 ml, 40,20 mmol) e cloreto de N, N-
dimetilaminossulfamoilo (3,9 ml, 36,54 mmol). O balao foi
armazenado num frigorifico a 5°C durante 48 horas, em seguida
os sdélidos foram removidos da reaccdo por filtracdao e o licor
foi concentrado para obter uma mistura 2,5:1 de
regioisdédmeros 2 e 2a. O produto bruto foi purificado por
cromatografia flash sobre silica gel (80-100% de acetato de
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etilo:hexano como eluente) para se obter uma 2:2a numa
mistura 5,5:1 de regioisdmeros (4,31 g, 62% de rendimento):
M+1=190,1

4-Metil-2-acetilimidazole-l-dimetilaminossulfonamida

(3): A uma solugcao a -78°C do imidazole 2 (1,99 g, 10,54
mmol) em tetra-hidrofurano (70 ml) adicionou-se lentamente
uma solucdao de n-BulLi em hexano (2,5 M, 11,60 ml). Apds 40
minutos, adicionou-se gota a gota N-metoxi-N-metilacetamida
(1,30 g, 12,65 mmol) a solucdo arrefecida. A reaccao foi
deixada aquecer até a temperatura ambiente e mantida durante
2 horas. Apds estar completa, a reaccgao fol neutralizada pela
adicdo de NH,Cl aquoso saturado (20 ml) e em seguida diluida
com 4agua (20 ml). As camadas foram separadas e a camada
orgénica foi lavada com acetato de etilo (2 x 30 ml). Os
extractos orgédnicos combinados foram lavados com salmoura (20
ml), depois secos sobre MgSOs e concentrados. O produto bruto
foi purificado por cromatografia flash sobre silica (60-80%
de acetato de etilo:hexano como eluente) para dar 3 como um
6leo (1,85 g, 76% de rendimento): M+1 = 232,1.

4-Metil-2-(1-(triisopropilsililoxi)vinil)-1-

dimetilaminossulfonamida (4): A uma solucéao de
imidazole 3 (1,65 g, 7,14 mmol) em diclorometano (45 ml)
adicionou-se consecutivamente trietilamina (1,00 ml, 14,28
mmol) e trifluorometanossulfonato de triisopropilsililo (2,12
ml, 7,86 mmol). A reaccao foi mantida a temperatura ambiente
durante 20 horas e em seguida neutralizada pela adicgcao de
NaHCO; aquoso saturado (20 ml). A mistura foi diluida com
dgua (20 ml) e as camadas foram separadas. A camada aquosa
foi lavada com diclorometano (2 x 20 ml) e os extractos
orgénicos combinados foram lavados com solugdo de salmoura
(20 ml), depois secos sobre MgS0Os e concentrados. 0O &leo
resultante foi purificado por cromatografia flash sobre
silica gel (1-2% de metanol:diclorometano como eluente) para
dar o enol éter de sililo 4 como um 6leo laranja (2,26 g, 83%
de rendimento): M+1= 388, 2.

Lactol (5): A uma solucao a -78°C de imidazole 4 (2,26
g, 5,84 mmol) em tetra-hidrofurano (40 ml) adicionou-se
lentamente uma solucao em hexano de n-BulLi (2,5 M, 3,27 ml).
Apds 30 minutos, adicionou-se lentamente uma solucao de (-)-
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2,3-0O-isopropilidina-D-eritronolactona (1,66 g, 10,51 mmol)
em tetra-hidrofurano (10 ml) a solugdo a -78°C. A solucao foi
mantida a -78°C durante 2 horas, depois deixada aquecer para
0°C antes de neutralizar a reacgdo por adicao de NH4Cl aguoso
saturado (20 ml). A mistura foi diluida com agua (10 ml) e as
camadas foram separadas. As fraccgdes organicas foram lavadas
com acetato de etilo (2 x 20 ml) e as fraccdes orgénicas
combinadas foram lavadas com salmoura (20 ml), depois secas
sobre MgSO, e concentradas. O produto bruto foi purificado
sobre silica gel (30-50% de acetato de etilo:hexano como
eluente) para dar o lactol 5 (2,69 g, 85% de rendimento) como
uma espuma branca: M+1 =546,4.

Diol (6): A uma solucao a 0°C do lactol 5 (2,09 g, 3,83
mmol) em etanol (70 ml) adicionou-se NaBH, granular (1,4 g,
38,32 mmol) em algumas porg¢des. Apds 2 horas, a reaccgao foi
aquecida para a temperatura ambiente durante 30 minutos e
depois concentrada. O residuo foil redissolvido em &gua (40
ml) e acetato de etilo (40 ml). A mistura bifédsica foi
agitada vigorosamente durante 10 minutos e em seguida as
camadas foram separadas. A camada aquosa foi lavada com
acetato de etilo (2 x 40 ml) e as camadas orgénicas
combinadas foram lavadas com salmoura (30 ml), depois secas
sobre MgSO, e concentradas. A espuma bruta foi purificada por
cromatografia flash sobre silica (5% de metanol
:diclorometano como eluente) para dar o diol 6 (1,88 g, 90%
de rendimento) como uma mistura 3:1 de diasteredmeros
insepardveis na posigdo benzilica: M+1l= 547,4.

Imidazole (7): Adicionou-se fluoreto de césio (315 mg,
2,08 mmol) a uma solucdo do imidazole 6 (567 mg, 1,04 mmol)
em etanol (10 ml) e aqueceu-se a 65°C. Apds 1 hora, a reacgao
foi arrefecida para a temperatura ambiente e tratada com
NH,Cl agquoso saturado (1 ml) e depois concentrada. O produto
bruto foi purificado por cromatografia flash sobre silica gel
(metanol a b5%:diclorometano como eluente) para dar o
imidazole 7 (380 mg, 94% de rendimento) como uma espuma
branca: M+1=392,1.

Produto Final (8): O imidazole protegido 7 (380 mg, 0,97
mmol) foi dissolvido em acetona (6 ml) e tratado
consecutivamente com dgua (6 ml) e HCl aquoso concentrado (3
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ml). O baldao foi aquecido para 40°C durante 45 minutos,
depois arrefecido para a temperatura ambiente e concentrado.
O material bruto foi purificado por cromatografia preparativa
de fase inversa utilizando uma coluna Zorbax C-6 de 150mm x
30 mm utilizando solventes nao tamponados de acordo com O
método seguinte: ciclo isocréatico de 1% de acetonitrilo:agua

durante 5 minutos (Tg=1,52 minutos). Apdés liofilizacao, o
composto 8 foi obtido como o sal de acido
dimetilaminossulfdmico, um sélido amorfo: M+l= 245,1; 'H RMN
(400 MHz, CDCli3) major 5,04 (4, 1H), 3,62 (comp, m, 2H),
3,42 (comp, m, 2H), 2,62 (s, ©6H), 2,43 (s, 3H), 2,21 (s,
3H); minor 5,01 (d4, 1H), 3,79 (comp, m, 2H), 3,55 (comp, m,

2H), 2,62 (s, 6H), 2,43 (s, 3H), 2,21 (s, 3H).

6.7. Sintese de (1R, 2S,3R)-1-(2-(1-hidrazonoetil)-1H-
imidazol-4-il)butano-1,2,3,4-tetraol

OH OH
‘__OH
HN N OH
X
NH,
Suspendeu-se 1-[4-((1R,25,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-

butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (THI, preparada de acordo com
Halweg, K.M. e Bichi, G., J. Org. Chem. 50:1134-1136 (1985))
(148 mg, 0,64 mmol) em metanol (3 ml) e 4&dgua (1 ml).

Adicionaram-se hidrato de hidrazina (35 mg, 0,7 mmol, 1,2
eq.) e acido acético (uma gota) e a suspensdo foi agitada a
50°C durante 6 horas. A andlise por LCMS indicou a formacgao
do produto e a auséncia de material de partida. A mistura de
reacgao foil arrefecida para a temperatura ambiente e diluida
com tetra-hidrofurano. O precipitado branco resultante foi
recolhido e 1lavado com tetra-hidrofurano para originar o
produto, uma mistura de isdmeros E:7Z aproximadamente 3:1,

como um sélido branco: 90 mg (58%).

LCMS: Coluna Zorbax C-8, 4,6 x 150 mm; 10 - 90% em A&agua
(10 mM de acetato de amdénio) durante 6 min; caudal = 2
ml/min; Deteccdo 220 nm; Tempos de retencao: 0,576 min
(isdémero syn, 245,0 (M+1)) e 1,08 min (isdmero anti, 245,0
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(M+1)). 'HRMN (DMSO-d6) 2,5 (singleto, 3H sob DMSO), 3,4 -
3,7 (m, 4H), 4,3 (m, 2H), 4,6 (m, 2H), 4,8 (m, 1H), 4,9 e 5,0
(dupletos, 1H), 7,04 e 7,21 (singletos, 1H).

6.8. Sintese de N’ —(1-(4-((1R,25,3R)-1 ,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)aceto-hidrazida

OH OH
‘__OH
HN N OH
X,
|
‘ HN\W/
(@]

Suspendeu-se 1-14-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-
butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (160 mg, 0,70 mmol) em
metanol (3 ml) e 4&gua (1 ml). Adicionaram-se hidrazida
acética (56 mg, 0,75 mmol, 1,2 eq.) e &acido cloridrico (uma

gota, 12 N) e a suspensao fol agitada a 50°C durante 48
horas. A andlise por LCMS indicou a formacdo do produto e a
auséncia de material de partida. A mistura de reacgao foi
arrefecida para a temperatura ambiente e diluida com tetra-
hidrofurano. O precipitado branco resultante foi recolhido e
lavado com tetra-hidrofurano para originar o produto, uma
mistura de isdémeros E:7Z aproximadamente 3:1, como um sdélido

branco: 129 mg (65%).

LCMS: Coluna Sunfire C-18, 4,6 x 50 mm; 2 - 20% em &agua
(acetato de amdénio 10 mM) durante 2,5 min; caudal = 3,5
ml/min; Deteccdo 220 nm; Tempo de retencdo: 0,53 min (287,1
(M+1)). 'H RMN  (DMSO-d6) 2,2 (singletos, 3H), 2,5
(singletos, 3H sob DMSO), 3,4 - 3,7 (m, 4H), 4,3 (largo, 2H),
4,6-5,0 (largo, 4H) , 7,0 (largo, 1H), 10,30 e 10,37
(singletos, 1H).

6.9. Sintese de (E)-4-metil-N" —(1-(4-((1R,2S5,3R)-1.2,3,4-
tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-2-
il)etilideno)benzenossulfono-hidrazida
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Suspendeu-se 1-[4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-
butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (153 mng, 0,67 mmol) em
metanol (3 ml) e &gua (1 ml). Adicionaram-se p-tolueno-—
sulfonil-hidrazida (140 mg, 0,75 mmol, 1,2 eq.) e Aacido
cloridrico (uma gota, 12 N) e a suspensao foil agitada a 50°C
durante 24 horas. A andlise por LCMS indicou a formacgdo do
produto e a auséncia de material de partida. A mistura de
reacgcao foi arrefecida para a temperatura ambiente e
carregada em seco sobre silica gel (10 g de Si0O,, acetato de
etilo:metanol 4:1) para dar o produto, uma mistura de
isémeros E:Z aproximadamente 85:15, como um sdélido branco:
142 mg (53%).

LCMS: Coluna Sunfire C-18, 4,6 x 50 mm; 10-90% em &gua
(acetato de amdénio 10 mM) durante 2,5 min; caudal = 3,5
ml/min; Deteccdo 220 nm; Tempos de retencdo: 0,50 min (399, 2
(M+1)) e 0,66 min (399,3 (M+1)). 'H RMN (Metanol-d4) 2,2
(singletos, 3H), 2,41 e 2,45 (singletos, 3H), 3,6 - 3,85 (m,
4H), 4,99 e 5,05 (singletos, 1H), 7,09 (s largo, 1H), 7,39
(d, 2H, j =8 Hz), 7,77 e 7,87 (d, 2H, j =8 Hz).

6.10. Sintese de N’ —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)benzo-hidrazida

OH QH
A__OH
HN_ N OH
oW
HN
O
Suspendeu-se 1-[4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-

butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (150 mg, 0,65 mmol) em
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metanol (3 ml) e Aagua (1 ml). Adicionaram-se hidrazida de
dcido Dbenzdico (102 mg, 0,75 mmol, 1,2 eq.) e Aacido
cloridrico (uma gota, 12 N) e a suspensdao foili agitada a 50°C
durante 18 horas. A andlise por LCMS indicou a formacgdo do
produto e a auséncia de material de partida. A mistura de
reacgao homogénea foili arrefecida para a temperatura ambiente
e concentrada em vacuo. A SPE de Fase Inversa em C-18 (10 g
Alltech Alta carga Cl8, gradiente desde &gua a metanol a
20%/4agua) originou o produto, uma mistura de isdémeros E:Z
aproximadamente 1:1, como um sélido incolor: 193 mg (85%).

LCMS: Coluna Sunfire C-18, 4,6 x 50 mm; 10-90% em &gua

(acetato de aménio 10 mM) durante 2,5 min; caudal = 3,5
ml/min; Deteccdo 220 nm; Tempo de retencdo: 0,49 min (349,2
(M+1)). 'H RMN (Metanol-d4) 2,2 (singletos, 3H), 2,42
2.45 (singletos, 3H), 3,6 - 3,85 (m, 4H), 5,11 e 5,14

(singletos, 1H), 7,30 (s largo, 1H), 7,40-7,7 (m, 4H), 7,80 e
7,95 (m, 2H), 8,1 (s largo, 1H).

6.11. Sintese de (E)-2—-(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)hidrazinacarboxilato
de etilo

OH QH
‘__OH
HN P N OH
N
HN\H/O\/
(o)

Suspendeu-se 1-[4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-
butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (150 mg, 0,65 mmol) em
metanol (3 ml) e &dgua (1 ml). Adicionaram-se carbazato de
etilo (78 mg, 0,75 mmol, 1,2 eq.) e &cido cloridrico (uma

gota, 12 N) e a suspensao foi agitada a 50°C durante 18
horas. A andlise por LCMS indicou a formacdo do produto e a
auséncia de material de partida. A mistura de reacgao foi
arrefecida para a temperatura ambiente, concentrada em vacuo
e diluida com acetona. O precipitado branco resultante foi
recolhido e lavado com acetona para dar o produto, um isdmero
aparente, como um sdélido branco: 96 mg (47%).
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LCMS: Coluna Sunfire C-18, 4,6 x 50 mm; 2 - 20% em &gua

(acetato de aménio 10 mM) durante 2,5 min; caudal = 3,5
ml/min; Deteccdo 220 nm; Tempo de retencdo: 0,25 min (317,35
(M+1)). 'H RMN (Metanol-d4) 1,36 (t, 3H, j =8 Hz), 2,28 (s,

3H), 2,42 e 2,45 (singletos, 3H), 3,60 - 3,85 (m, 4H), 4,34
(dd, 2H, j =8 Hz), 5,08 (s, 1H), 7,27 (s, 1H).

6.12. Sintese de (E)-N" —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)nicotino-hidrazida

OH (QH
, A OH
HN. N OH
XL
|
HN e
I
Suspendeu-se 1-[4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-
butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (215 mng, 0,93 mmol) em
metanol (3 ml) e &dgua (1 ml). Adicionaram-se hidrazida de
dcido nicotinico (137 mg, 1,0 mmol, 1,1 eg.) e A&cido

cloridrico (uma gota, 12 N) e a suspensao foi agitada a 50°C
durante 48 horas. A andlise por LCMS indicou a formacdo do
produto e a auséncia de material de partida. A mistura de
reacgao foi arrefecida para a temperatura ambiente e
parcialmente concentrada em vacuo. O precipitado Dbranco
resultante foi recolhido e lavado com &gua para originar o
produto, um isdémero aparente, como um sdélido branco: 311 mg
(95%) .

LCMS: Coluna Sunfire C-18, 4.6 x 50mm; 10 - 90% em A&agua

(acetato de aménio 10 mM) durante 2,5 min; caudal = 3,5
ml/min; Deteccao 220 nm; Tempo de retencao: 0,22 min (350,27
(M+1)). 'H RMN (DMSO-dg) 2,37 (s, 3H), 3,60 - 3,85 (m, 4H),

4,40 (m, 2H), 4,71 (m, 1H), 5,01 (m, 2H), 5,16 (m, 1H), 7,25
(largo, 1H), 7,64 (largo, 1H), 8,35 (largo, 1H), 8,80 (largo,
1H), 9,14 (largo, 1H).

6.13. Sintese de 3-cloro-N’" —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)benzo-hidrazida
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Suspendeu-se 1-[4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-
butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (194 mg, 0,84 mmol) em etanol
(4 ml) e &gua (1 ml). Adicionaram-se hidrazida de &acido 3-
clorobenzdico (170 mg, 1,0 mmol, 1,2 eqg.) e &cido cloridrico
(uma gota, 12 N) e a suspensao foi agitada a 50°C durante 48
horas. A andlise por LCMS indicou a formacdo do produto e a
auséncia de material de partida. A mistura de reacgdo foi
arrefecida para a temperatura ambiente e parcialmente
concentrada em vacuo. O precipitado branco resultante foi
recolhido e 1lavado com etanol para dar o produto como uma

mistura de E:7Z ~3:1, como um sdélido branco: 108 mg (33%).

LCMS: Coluna Sunfire C-18, 4,6 x 50 mm; 10- 90% em A&agua
(acetato de aménio 10 mM) durante 2,5 min; caudal = 3,5
ml/min; Deteccdao 220 nm; Tempo de retencdo: 0,63 min (383,23
(M+1)). 'H RMN (Metanol-d4) 2,44 (s, 3H), 3,60 - 3,90 (m,
4H), 5,12 (s, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,65 (m, 2H), 8,04 (m, 2H).

6.14. Sintese de (E)-4-fluoro-N’" —(1-(4-((1R,2S5,3R)-1,2,3,4-
tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)benzo-

hidrazida
OH QP
A__OH
HN_ N . OH
: F
b
HN
O
Suspendeu-se 1-[4-((1lR,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-

butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (172 mg, 0,74 mmol) em etanol
(4 ml) e agua (1 ml). Adicionaram-se hidrazida de é&cido 4-
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fluorobenzdico (131 mg, 0,85 mmol, 1,1 eq.) e Aacido
cloridrico (uma gota, 12 N) e a suspensao foi agitada a 55°C
durante 48 horas. A andlise por LCMS indicou a formacdo do
produto e a auséncia de material de partida. A mistura de
reaccao foi arrefecida para a temperatura ambiente e
parcialmente concentrada em vacuo. O precipitado Dbranco
resultante foi recolhido e lavado com etanol para dar o
produto, como um isdémero aparente, como um sélido branco: 97
mg (35%).

LCMS: Coluna Sunfire C-18, 4,6 x 50 mm; 10- 90% em &gua

(acetato de amdénio 10 mM) durante 2,5 min; caudal = 3,5
ml/min; Deteccdo 220 nm; Tempo de retencdo: 0,55 min (367,24
(M+1)). 'H RMN (Metanol-d4, uma gota de DCl) 2,55 (s, 3H),

3,60 - 3,90 (m, 4H), 5,22 (s, 1H), 7,30 (m, 2H), 7,54 (s,
1H), 8,08 (m, 2H).

6.15. Sintese de (E)—-6—-amino-N’ —-(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-
tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)nicotino-

hidrazida
OH 19H
A_-OH
HN /N OH
);N /NI NH,
!
HN S
O
Suspendeu-se 1-[4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-
butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (115 mg, 0,50 mmol) em etanol
(4 ml) e Aagua (1 ml). Adicionaram-se hidrazida substituida
(91 mg, 0,6 mmol, 1,2 eg.) e &cido cloridrico (uma gota,

12 N) e a suspensao foil agitada a 55°C durante 48 horas. A
andlise por LCMS indicou a formacdo do produto e a auséncia
de material de partida. A mistura de reaccgado foi arrefecida
para a temperatura ambiente e parcialmente concentrada em
vacuo. O precipitado branco resultante foi recolhido e lavado
com etanol para dar o produto, como um isdmero aparente, como

um sélido branco: 136 mg (75%).
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LCMS: Coluna Sunfire C-18, 4,6 x 50 mm; 10- 90% em &gua

(acetato de amdénio 10 mM) durante 2,5 min; caudal = 3,5
ml/min; Deteccdo 220 nm; Tempo de retencdo: 0,15 min (365,32
(M+1)). 'H RMN (Metanol-d4, uma gota de DCl) 2,58 (s, 3H),

3,60 - 3,90 (m, 4H), 5,22 (s, 1H), 7,17 (m, 1H), 7,54 (m,
1H), 8,44 (m, 1H), 8,68 (m, 1H).

6.16. Sintese de (E)-N" —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)isonicotino-
hidrazida

OH (QH

~_OH
HN P N OH
]
HN S I
(o]
Suspendeu-se 1-[4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-

butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (168 mg, 0,73 mmol) em etanol
(4 ml) e dgua (1 ml). Adicionaram-se hidrazida isonicotinica

(110 mg, 0,80 mmol, 1,1 eq.) e &cido cloridrico (uma gota, 12
N) e a suspensao foi agitada a 55°C durante 24 horas. A
andlise por LCMS indicou a formacdo do produto e a auséncia
de material de partida. A mistura de reacg¢do foi arrefecida
para a temperatura ambiente e parcialmente concentrada em
vacuo. O precipitado branco resultante foi recolhido e lavado
com etanol para dar o produto, como um isdmero aparente, como

um sélido branco: 136 mg (75%).

LCMS: Coluna Sunfire C-18, 4,6 x 50 mm; 10-90% em &gua

(Acetato de 2Aménio 10 mM) durante 2,5 min; caudal = 3,5
ml/min; Deteccdo 220 nm; Tempo de retencdo: 0,15 min (365,32
(M+1)). 'H RMN (Metanol-d4, uma gota de DC1) 2,63 (s, 3H),

3,60 - 3,90 (m, 4H), 5,12 (s, 1H), 7,58 (s, 1H), 8,63 (d, 2H,
5 = 8 Hz), 9,14 (d, 2H, j = 8 Hz).

6,17. Sintese de (E)-N’" —(1-(4-((1lR,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)bifenil-3-carbo-

hidrazida
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Suspenderam-se 1-14-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-
butil) -1H-imidazol-2-il]etanona (315 mg, 1,36 mmo1l) e
bifenil-3-carbo-hidrazida (360 mg, 1,81 mmol) em DMSO (2 ml).
Adicionou-se 4dcido cloridrico concentrado (duas gotas) e a
suspensao foil agitada a 40°C durante 5 horas. A analise por
LCMS indicou a formacdo do produto e a auséncia de material
de partida. A mistura de reaccado foi arrefecida para a
temperatura ambiente, diluida com metanol e purificada por
HPLC de fase inversa (NH-,0Ac 10 mM/acetonitrilo). Duas
fracgcdes (isdémeros E e Z) da massa desejada foram recolhidas
separadamente e liofilizadas. A fracg¢ao um originou um sdélido
branco, 95 mg (16%). A fraccao dois era um sdélido branco, 82
mg (14%).

Fraccao um: Coluna Zorbax C-8 para HPLC Analitica, 4,6 x

150 mm; Solvente A = acetato de aménio 10 mM; Solvente B =
MeCN; 5% de B a 0 min, 5% de B a 1 min, 90% de B a 3 min, 4
min paragem; caudal = 3 ml/min; Detecgdo 220 nm; Tempo de

retencao: 2,9 min (nota: contém ~5% do outro isdmero). M+H =
425, 28. 'H RMN (DMSO-d6 com 2 gotas de Dy0) 2,3 (singleto,
3n), 3,3 - 3,7 (m, 4H), 4,9 (m, 1H), 7,19 (s, 1H), 7,37 (m,
1H) 7,47 (m, 2H), 7,67 (m, 3H), 7,85-7,92 (m, 2H) e 8,15 (s,
1H). HSQC da mesma amostra correlacionou o sinal de protao a
2,3 (CHs) com um sinal de carbono a 20 ppm.

Fraccao dois: Coluna Zorbax C-8 para HPLC Analitica, 4,6

X 150 mm; Solvente A = acetato de amdénio 10 mM; Solvente B =
MeCN; 5% de B a 0 min, 5% de B a 1 min, 90% de B a 3 min, 4
min paragem; caudal = 3 ml/min; Detecgdo 220 nm; Tempo de
retencdo: 2,963 min (nota: contém ~6% do outro isdémero). M+H
= 425,28. 'H RMN (DMSO-d¢ com 2 gotas de D;0) 2,4 (singleto,
3H), 3,4 - 3,6 (m, 4H), 4,77 e 4,86 (singletos largos,

combinado = 1H), 6,9 e 7,1 (singletos largos, combinado =
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1), 7,40 (m, 1H) 7,50 (m, 2H), 7,61 (m, 1H), 7,73 (m, 2H),
7,87 (m, 2H) e 8,10 (s, 1H) . HSQC da mesma amostra
correlacionou o sinal do protdo a 2,4 (CH;) com um sinal de
carbono a 13 ppm.

6.18. Sintese de N-hidroxi-4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazole-2-carboxamida

H OH

Q

Hs;IiN
(®) ?H
OH
Suspendeu-se 1-[4-((1R,25,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxi-
butil)-1H-imidazol-2-il]etanona (18 g, 78,3 mmo1l) em
dicloroetano (160 ml) e 2,2-dimetoxipropano (160 ml).

Adicionou-se Aacido 4-toluenossulfdénico (3 g) e a mistura foi

agitada a 70°C durante 18 horas. A reacgao foi diluida com
diclorometano e lavada com Aagua, bicarbonato a 5%, salmoura a
em seguida carregada em seco sobre Si0O,. A purificacao por

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo) originou 1-(4-

((45,4" R,bBR)-2,2,2" ,2’' —-tetrametil-4,4’ -bi(l,3-dioxolan)-5-
il)-1H-imidazol-2-il)etanona como um &leo incolor (18,8 g,

60,6 mmol, 77%; M+H calc: 311,4, obs: 311,3).

O produto obtido acima (20 g, 64,5 mmol) foi dissolvido
em DMF. Adicionou-se K,CO; (12,5 g, 90,3 mmol) seguido por
brometo de benzilo (10,7 ml, 90,3 mmol). A reaccao foi
aquecida a 50°C durante 18 h. A andlise por LC/MS indicou que
ainda restava material de partida. Adicionou-se uma porgao
adicional de Dbrometo de benzilo (5 ml, 42 mmol) e a
temperatura aumentou para 60°C. Apds 3 horas, a reaccao foi
neutralizada com &gua fria e extraida com acetato de etilo.
Os extractos organicos foram lavados com A&agua, em seguida
salmoura, secos sobre sulfato de sédio e carregados sobre
silica gel. A cromatografia flash (20 a 40% de acetato de
etilo em hexano) originou 1-(1l-benzil-4-((4S,4’ R,5R)-
2,2,2" ,2’' —tetrametil-4,4’ -bi(l,3-dioxolan)-5-il)-1H-imidazol-
2-il)etanona (16,1 g, 62%).
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O intermedidario obtido (13 g, 32,5 mmol) foi dissolvido
em dioxano (120 ml) e tratado com NaOH (13,2 g) dissolvido em
lixivia comercial (200 ml, NaOCl a 6%). Apds 2 h de agitacéao
vigorosa, a reaccgao foili extraida com acetato de etilo. Os
extractos orgédnicos foram lavados com salmoura e em seguida
secos sobre celite. A filtracgdo e evaporacgao originaram um
s6lido que foi ainda seco em vacuo para originar &cido 1-
benzil-4-((4S,4’" R,5R)-2,2,2' ,2’ —-tetrametil-4,4’ -bi(l,3-
dioxolan)-5-il)-1H-imidazole-2-carboxilico (13 g, rendimento
quantitativo, M+H calc: 403,2, obs: 403,2).

O produto obtido acima (600 mg, 1,49 mmol), O-tritil-
hidroxilamina (820 mg, 2,98 mmol), EDAC (430 mg, 2,24 mmol) e
HOBt (305 mg, 2,24 mmol) foram combinados com DMF (8 ml) e
trietilamina (622 ul, 4,47 mmol). A reaccdao foil agitada a
temperatura ambiente durante 22 h, concentrada e em seguida
carregada sobre silica utilizando DCM/MeOH. A cromatografia
flash (MeOH/DCM) originou 1-benzil-4-((4S,4’ R,5R)-2,2,2’ ,2' -
tetrametil-4,4’ -bi(l,3-dioxolan)-5-1l1)-N-(tritiloxi)-1H-
imidazole-2-carboxamida (480 mg, 0,73 mmol, 49%, M+H calc:
660,3, obs: 660,4).

O produto obtido acima (480 mg, 0,73 mmol) foi
dissolvido em etanol (50 ml). Adicionou-se Pd(OH),; (500 mg,
20% sobre carvao, humido) e a reaccao foi agitada sob H; (65
psi) durante 18 h e filtrada. O etanol foi removido em vacuo.
0 residuo foi dissolvido em DCM e purificado por
cromatografia flash (MeOH/DCM) para originar N-hidroxi-4-
((45,47 R,5R)-2,2,27 ,2’ -tetrametil-4,4’ -bi(l,3-dioxolan)-5-
il)-1H-imidazole-2-carboxamida (150 mg, 0,46 mmol, 63%, M+H
calc: 328,1, obs: 328,3).

O produto obtido acima (150 mg, 0,46 mmol) foi
dissolvido em acetona (8 ml) e agua (8 ml). A reacgado foi
arrefecida para uma temperatura interna de -15°C utilizando
um banho de gelo seco/acetona. Adicionou-se HC1l concentrado
(3 ml) a uma velocidade tal que a temperatura interna
permaneceu abaixo de -10°C. O banho frio foi removido e a
reacgdao foili agitada a temperatura ambiente durante 3 horas, a
4°C durante 18 h e novamente a temperatura ambiente durante 7
horas. Apds remocdao da acetona e de alguma &agua em vVAacCuo,
formou-se um precipitado. Adicionou-se dioxano (20 ml),
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seguido por THF (10 ml). O sd6lido foi isolado por filtracao,
lavado com THF/dioxano e seco em vVvAacuo para originar N-
hidroxi-4-((1R,25,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazole-2-carboxamida como o sal cloridrato (98 mg, 0,40
mmol), 87%).

Espectro de massa: M+H calc: 248,1, obs: 248,2. HPLC
Analitica: Luna Pheny-Hexyl, 5 um, 4,6x50 mm, acetato de

aménio 10 mM isocratico com 1% de acetonitrilo, caudal = 3
ml/min, deteccdao a 220 nm, tempo de retencdo = 0,245 min. 'H
RMN (DMSO-d6) 3,37-3,64 (m, 4H), 4.96 (singleto largo, 1H),

7,47 (s, 1H), 11,9 (singleto largo, 1H).

6.19. Medicdo dos Efeitos sobre os Linfécitos em Ratinhos

Os compostos foram administrados por gavagem oral ou na
dgua de Dbeber. Para experiéncias de dosagem oral, 0s
compostos foram ressuspensos a partir dos cristais a 10 mg/ml
em veiculo (e.g., agua). Os ratinhos (hibridos F1 da estirpe
129/B6) receberam uma gavagem de uma dose Unica de 100 mg/kg
de composto (equivalente a 100 mpk da base livre para cada
composto) ou um controlo constituido apenas por veiculo, e
retornaram as suas gaiolas. Os ratinhos foram anestesiados
utilizando isofluorano, dezoito horas apds a dosagem e foram
recolhidos tecidos para analise tal como descrito abaixo.
Para estudos com a &gua de Dbeber, o0s compostos foram
dissolvidos a 50 mg/L em agua acidificada (pH = 2,8) contendo
10 g/L de glucose. Os ratinhos foram deixados com 1livre
acesso a agua contendo composto (ou solucdo de glucose como
controlo) durante 72 horas. No final das 72 horas, os tecidos
foram recolhidos para andlise.

As medicdes de CBC foram obtidas como se segue. Os
ratinhos foram anestesiados com isofluorano e o sangue foi
recolhido a partir do plexo retroorbital para tubos de
recolha de sangue com EDTA (Capiject-MQK, Terumo Medical
Corp., Elkton, MD). A andlise automatizada de CBC foi
efectuada utilizando um instrumento Cell-Dyn 3500 (Abbott
Diagnostics, Abbott Park, IL) ou um instrumento HemaVet 850
(Drew Scientific, Inc., Oxford, CT).
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As medicdes de citometria de fluxo (FACS) foram obtidas
como se segue. Vinte e cinco pl de sangue completo foram
lisados por choque hipotdnico, lavados primeiro em 2 ml de
tampdo de lavagem de FACS (FWB: PBS/BSA a 0,1%/NaN; a
0,1%/EDTA 2mM) e corados durante 30 minutos a 4°C no escuro
com uma combinacdo de anticorpos conjugados com fluorocromo
diluido em 50 pl de FWB. Apds a coloracgao, as células foram
lavadas uma vez com 2 ml de FWB e ressuspensas em 300 pl de
FWB para aquisicao.

Foram seguidos procedimentos padrao para a remogao nao
estéril do baco e do timo. Os O¢érgaos foram dispersos em
suspensdes de células singulares forcando o tecido através de
um filtro de células de 70 um (Falcon, Becton Dickinson
Labware, Bedford, MA). Para andlise por FACS, os RBCs foram
lisados por lise hipoténica, lavados e 1x10° células foram
incubadas com 10 pl de anti-CD16/CD32 (Fc Blockm™, BD-
PharMingen, San Diego, CA) (diluigdo 1/10 em FWB) durante 15
minutos a 4°C. As células foram coradas com uma combinacgao de
anticorpos conjugados com fluorocromo, diluidos em 50-100 nl
de FWB, adicionados directamente as células em Fc Block,
durante 30 minutos a 4°C no escuro. Apds a coloragao, as
células foram lavadas uma vez com 1 ml de FWB, e ressuspensas
em 300 pl de FWB para adquisicao. Todos os anticorpos foram
adquiridos de BD-PharMingen, San Diego, CA a menos qgque seja
especificado o contrario. As amostras foram analisadas
utilizando um citdmetro de fluxo FACSCalibur e software
CellQuest Pro (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San
Jose, CA).

As misturas de anticorpos utilizadas para o timo foram:
TCRb APC Cy7; CD4 APC; CD8 PerCP; CD69 FITC; e CD62L PEl. As
misturas de anticorpos utilizadas para o bago e sangue foram:
B220 PerCP; TCRb APC; CD4 APC Cy7; CD8 PE Cy7; CD69 FITC; e
CD62L PE.

6.20. Medicao dos Efeitos sobre os Niveis de S1P em Ratinhos

Os niveis de S1P no bagco de ratos (hibridos F1 da
estirpe 129/B6) foram medidos utilizando uma adaptacdo do
ensaio de ligacdo radio-receptor descrito em Murata, N., et
al., Anal. Biochem. 282:115-120 (2000). Este método utilizou
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células HEK293F que sobre-expressam Edg-1, um dos subtipos do
receptor de S1P, e tem por base a competicao de S1P marcado
com S1P ndao marcado numa dada amostra.

Células HEK293F foram transfectadas com um vector de
expressao do receptor de S1p PEFneo (Edg-1) e foi
seleccionado um clone celular resistente a G418. As células
HEK293F que expressam Edg-1 foram cultivadas em 12
multiplacas em DMEM contendo 5% (v/v) de FBS numa atmosfera
de ar humidificado:CO, (19:1). Vinte e quatro horas antes da
experiéncia, o meio foi trocado para DMEM fresco (sem soro)
contendo 0,1% (p/v) de BSA.

Dezoito horas apds a administracdo do composto em
andlise, os ratinhos foram sacrificados e os seus bacos foram
removidos e congelados. O S1P foi obtido a partir do tecido
congelado utilizando métodos conhecidos. Ver, e.g., Yatomi,
Y., et al., FEBS Lett. 404:173-174 (1997). Em particular, 10
bacos de rato em 1 ml de tampao fosfato 50 mM arrefecido em
gelo (pH 7,5) contendo EGTA 1 mM, DIT 1mM e inibidores de
protease completos da Roche foram homogeneizados trés vezes a
intervalos de um minuto sobre gelo. O resultado ¢é
centrifugado a 2500 rpm e 4°C durante 10 minutos para remover
0s detritos celulares. 0 sobrenadante foi entao
ultracentrifugado a 45000 rpm e 4°C num rotor 70Ti durante 1
hora para empurrar as proteinas associadas a membrana. O
sobrenadante foi rejeitado e o pelete foi ressuspenso num
volume minimo (~1 ml) de tampdo fosfato 50 mM arrefecido em
gelo (pH 7,5) contendo EGTA 1 mM, DIT 1 mM e glicerol a 33%
com inibidores de protease completos da Roche presentes. A
concentragcado total em proteina foi medida wutilizando a
andlise de Bradford.

O S1P foi extraido para clorofdérmio/KC1l/NH,OH (pH - 12),
e a fase aquosa superior ¢é mantida. Foi entdao extraida em
cloroférmio/metancl/HC1 (pH < 1), e a fase orgénica inferior
foi mantida e evaporada para proporcionar S1P, que foi
armazenado num congelador até ser utilizado. Imediatamente
antes da andlise, a amostra seca foili dissolvida por sonicacao
num tampdao de ligacao constituido por Tris 20 mM-HC1 (pH
7,5), NaCl 100 mM, NaF 15 mM e BSA a 0,4% (p/v).
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O teor em S1P de uma amostra foi medido por um ensaio de
ligacao a radioreceptor com base numa ligacao competitiva de
[**’1S1P com S1P na amostra sobre células que expressam Edg-1.
As células HEK293F que expressam Edg-1 em 12 multiplacas
confluentes foram lavadas duas vezes com o tampao de ligacgao
arrefecido em gelo e em seguida incubadas com o mesmo tampao
contendo [’P]S1P 1 nM (cerca de 18,00 dpm por pog¢o) e doses
crescentes de S1P auténtico ou amostra de andlise num volume
final de 0,4 ml. As placas foram mantidas sobre gelo durante
30 minutos e as células foram lavadas duas vezes com O mesmo
tampao de ligacao arrefecido em gelo para remover o ligando
ndo ligado. As células foram solubilizadas com uma solugao
composta por 0,1% de SDS, 0,4% de NaOH e 2% de NayCO; e a
radicactividade foi contada por um contador de cintilacao
liquida. O teor em SPl no poc¢o em analise foi estimado por
extrapolacao a partir da curva padrado de deslocamento. O teor
em S1P na(s) amostra(s) de ensaio iniciais foi calculado
multiplicando o wvalor obtido a partir da curva padrao pela
eficiéncia de recuperacao da extraccgao de S1P e pelo factor
de diluicgao.

6.21. Efeitos dos Compostos sobre os Linfdécitos em Ratinhos

Utilizando os métodos descritos acima, os efeitos in
vivo de varios compostos foram determinados. Tal como
mostrado nas Figuras 1-3, quando administrado a ratinhos
(hibridos F1 da estirpe 129/B6) na agua de beber, tanto o THI
como um composto representativo da invencao (Composto 1)
diminuiram a saida de linfdécitos do timo.

A Figura 4 mostra os efeitos do veiculo de controlo
(dgua de beber), THI, composto 1, e 1-(4-metil-5-((1S, 2R, 3R)-
1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)tiazol-2-il)etanona (Composto 2)
sobre as contagens de sangue totais. De modo interessante, os
efeitos 1in vivo reportados por Pyne (WO 97/46543) para o
Composto 2 nao foram observados.

6.22. Modelo de Artrite Induzida por Colagénio

A artrite induzida por <colagénio (CIA) ¢é um modelo
largamente utilizado de artrite reumatdide (RA), uma doencga
das articulacgdes provocada por processos autoimunes e
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inflamatérios. Ver na generalidade, Wooley P.H. et al., J.
Immunol. 135(4):2443-2451; A. Persidis, Nature Biotechnology
17:726-728; Current Protocols in Immunology (John Wiley &

Son, Inc. 1996). Estudos prévios estabeleceram uma hierarquia
de capacidade de resposta a CIA ligada a certos haplotipos H-
2. Mais recentemente, Campbell e colaboradores reavaliaram a
CIA em ratinhos C57BL/129sv (H-2b) e verificaram qgue o0s
ratinhos derivados de antecedentes C57B6 podem desenvolver
CIA. Campbell I. K, et al. Eur. J. Immunol. 30: 1568-1575
(2000) .

Aqui, colagénio para injeccdo, 2 mg/ml de colagénio de
galinha tipo II (CII) (Sigma) foi dissolvido em acido acético
10 mM por agitagao durante a noite a 4°C. Adguiriu-se
adjuvante completo de Freund (CFA) ja& preparado (Sigma).
Utilizando uma seringa de vidro, o CII foi emulsionado num
volume igual de CFA imediatamente antes da imunizacao. Para
imunizar os ratinhos, foram utilizadas uma seringa de vidro e
uma agulha 26G e os ratinhos foram injectados com emulsao
CII/CFA intradermicamente na base da cauda. O CFA e 100 ug de
CITI de galinha num wvolume total de 50 ul de CFA foram
utilizados para cada injeccao. Uma imunizacadao de reforco de
100 pg de CII emulsionado em CFA foi administrada pela mesma
via 3 semanas apdés a imunizacdo primaria.

A injeccdao do colagénio conduziu o inchaco da planta da
pata e das articulagdes dos ratinhos. Os ratinhos foram
inspeccionados a cada dois ou trés dias guanto ao
estabelecimento da artrite, o qual foli avaliado ©por
combinacao de medigdes com compasso da espessura da planta
das patas traseiras e avaliacdao wvisual das articulacgdes
afectadas das patas traseiras. A progressao da CIA foi
seguida durante 10 semanas apds o estabelecimento inicial da
doenca, tempo apds o qual a doengca foi avaliada por
histologia das articulacgdes. Os ratinhos foram considerados
negativos para artrite se nao desenvolvessem CIA no espaco de
150 dias apds a imunizacgao com colagénio tipo II.

A presenca ou auséncia de artrite nos ratinhos foi
determinada  por um sistema de pontuacao estabelecido
visualmente. Na CIA em ratos qualguer uma das quatro patas
pode ser afectada. A inflamacdao no seu pico estende-se desde
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o tornozelo até aos dedos e €& caracterizada por um inchaco e
eritema extensos. Uma vez surgida a artrite, cada pata foi
examinada 2 a 3 vezes por semana. Para avaliar a severidade
da inflamacado utilizou-se a pontuacao vwvisual de 0 a 4
largamente utilizada, em que: 0 = normal, sem evidéncia de
eritema e inchacgo; 1 = eritema e inchaco ligeiro confinado ao
meio da pata ou articulacéao do tornozelo ou dedos
individuais; 2 = eritema e inchaco ligeiro que se estende
para o tornozelo e meio da pata ou inchagco em mais do gque um
dedo; 3 = eritema e inchag¢co moderado que se estende desde o
tornozelo as articulagdes metatdrsicas; e 4 = eritema e
inchaco severo que englobam o tornozelo, pata e dedos.

6.23. Efeito no Modelo de Artrite Induzida por Colagénio

O efeito de um composto da invencdao no modelo de CIA foi
determinado utilizando 30 ratinhos (hibridos F1 da estirpe
129/B6) no modelo descrito acima. Os ratinhos foram divididos
aleatoriamente para dols grupos cegos que receberam 0 mpk
(veiculo de controlo) ou 100 mpk do composto. O veiculo era
dgua destilada estéril. O veiculo de controlo foi doseado a
10 pl/g de peso corporal.

A dosagem foi realizada uma vez por dia por gavagem
oral. Comecgou trés dias antes de iniciar a experiéncia de CIA
e continuou ao longo da duragao da experiéncia. A Figura 5
mostra o efeito do composto sobre a CIA ao longo do tempo, em
que a pontuagao cumulativa é a soma das pontuagcdes do membro
anterior e do tornozelo.

6.24. O Efeito de um Composto em Macacos

O efeito de um composto da invengcao em vinte macacos
cinomélogos, macho nao virgens foi investigado por Covance
Research Products Inc. (Alice, TX) . Cada animal foi
identificado com uma tatuagem numerada individualmente. Os
animais foram aclimatados durante aproximadamente 11 dias
antes da administracao da dose. Na altura da administracao da
dose o0s animais eram considerados jovens adultos/adultos.

Durante a aclimatacdo e o periodo de ensaio, o0s animais
foram alojados em gaiolas individuais. Os animais nao foram
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misturados durante pelo menos 48 horas apds a administracao
da dose para permitir monitorizar quaisquer efeitos
relacionados com o veiculo ou artigo em analise. 0Os animais
tinham acesso a dieta para primatas nao certificada ad
libitum, excepto como especificado para a administracao da
dose. Foram também providenciados frutos e outros regalos,
conforme apropriado, durante os periodos em gque nao foi
estabelecido jejum. A &dgua foil providenciada ad libitum.

O composto analisado foi armazenado protegido da luz em
recipiente selado num exsicador sob condigbes ambientes
(aproximadamente temperatura ambiente). Foi fornecida 4&agua
destilada por Covance para administragdao oral aos animais no
grupo de veiculo de controlo. As formulagdes de dose do
artigo em andlise para o ensaio foram preparadas no dia da
administracao. Para cada grupo, uma quantidade apropriada do
artigo em andlise foi pesada e um volume apropriado de 4&agua
destilada.

Todos os animais foram submetidos a jejum durante a
noite antes da dosagem e até aproximadamente 4 horas apds a
dose. As doses individuais foram calculadas com Dbase nos
pesos corporais tirados no dia da administracao da dose.

A dose oral foi administrada via intubacdo nasogdastrica.
Antes de remover o tubo de gavagem, o tubo foi lavado com
aproximadamente 5 ml de &gua. Para andlise de hematologia, o
sangue (aproximadamente 0,5 ml) foi recolhido de cada animal
pré-dose (Dia -7), pré-dose (Dia -3) e a 8, 16, 24, 32, e 48
horas pds-dose. 0Os ensaios de hematologia do sangue completo
foram realizados utilizando as amostras frescas obtidas no
dia da recolha.

Tal como mostrado na Figura 6, uma dose oral simples do
composto teve um efeito significativo sobre as contagens de
glébulos brancos e de linfdécitos nos macacos, quando medidas
32 horas apds a dosagem.

Lisboa, 2014-04-28
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REIVINDICACOES

1. Composto de férmula II:

Ry Rs
HO
R, Rg
= Rg
Hf:I:N
R X
II

ou um seu sal ou solvato farmaceuticamente aceitdvel, em que:

X & NRs;

Ry é ORja, NHOH, hidrogénio, ou alquilo , arilo, alquilarilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heterociclo, alquil-heterociclo,
ou heterocicloalquilo opcionalmente substituido;

R, € ORyyp, C(0)ORya, hidrogénio, halogéneo, nitrilo, ou
alquilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo, heterocalquilo,
heterociclo, algquil-heterociclo, ou heterocicloalquilo
opcionalmente substituido;

Rs é OR3a, NHC(O)Rsa, NHSO:R3p, ou hidrogénio;

Rg é ORga, OC(O)R(;A, N(R6B)21 NHC(O)R@B, hidrogénio, ou
halogéneo;

R7 € ORya, OC(O)Ra, N(R7z) 2, NHC (O) Ryg, hidrogénio, ou
halogéneo;

Rg é ORga, OC(O)RSA, N(RgE)Z, NHC(O)RgB, hidrogénio, ou
halogéneo;

Rg é CH,0Rga, CﬂzoC(O)RgA, N(RgB)z, NHC(O)RgB, hidrogénio, ou
halogéneo;

cada um de Ria, Roa, R3a, Reay Raa, Rga and Roa é
independentemente hidrogénio ou alquilo, arilo, alquilarilo,
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arilalquilo, heteroalquilo, heterociclo, alquil-heterociclo,
ou heterocicloalquilo opcionalmente substituido; e

cada um de Res, Rz, Rer and Rop € independentemente hidrogénio
ou algquilo opcionalmente substituido com um ou mais grupos
hidroxi ou halogéneo.

2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, que & um
agente de reducdo dos linfdécitos em circulacéo.

3. Composto de acordo com a reivindicagcdo 1 , que é um
agente intensificador do nivel de S1P.

4. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, que & de
férmula II(a):

11(a)

5. Composto de acordo com a reivindicacao 4, em que R; é
um dos seguintes: hidrogénio; alquilo inferior opcionalmente
substituido; NHOH; ORia, em que Rip é hidrogénio ou alquilo
inferior opcionalmente substituido, em que alquilo inferior &
definido como uma porcdo algquilo que tem de 2 a 4 atomos de
carbono.

6. Composto de acordo com a reivindicacédo 4, em que R, é
alguilo inferior opcionalmente substituido e em que Roy €
hidrogénio ou alquilo inferior opcionalmente substituido, em

que alquilo inferior é definido como uma porcao alquilo que
tem de 2 a 4 atomos de carbono.

7. Composto de acordo com a reivindicacdo 4 em que Ri; é
um dos seguintes: ORsp; NHC(O)Rsa; NHSOzR3x, em que Riy é
hidrogénio ou alquilo inferior opcionalmente substituido, ou
em que Rsp € arilo ou heterociclo opcionalmente substituido
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em que alquilo inferior é definido como uma porcgao alquilo
que tem de 2 a 4 atomos de carbono.

8. Composto de acordo com a reivindicagdo 4, em gque um
ou mais de entre Rg, Ry, Rg € Ro € hidroxi ou halogéneo, ou em

que todos de entre Rg, Ry, Rg € Ry sao hidroxilo ou acetato.

9. Composto de fdérmula III:

HO
R, z
HN_ N

.
Ry N—R,

ou um seu sal ou solvato farmaceuticamente aceitdvel, em que:

Z é alquilo opcionalmente substituido;

R; €& OR:a, NHOH, hidrogénio, ou algquilo, arilo, alquilarilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heterociclo, alquil-heterociclo,
ou heterocicloalquilo opcionalmente substituido;

R, & ORza, C(O)ORza, hidrogénio, halogéneo, nitrilo, ou
alquilo, arilo, algquilarilo, arilalquilo, heterocalquilo,
heterociclo, alguil-heterociclo, ou heterocicloalquilo
opcionalmente substituido;

R; é ORsa, NHC(O)R3A, NHSO,R33, ou hidrogénio;

cada um de Ria, Rya © Rsa € independentemente hidrogénio ou
alquilo, arilo, alguilarilo, arilalquilo, heterocalquilo,
heterociclo, algquil-heterociclo, ou heterocicloalqgquilo
opcionalmente substituido.

10. Composto de acordo com a reivindicagdo 9, em que 7 é
alquilo opcionalmente substituido com uma ou mais porgdes
hidroxilo, acetato ou halogéneo.
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11. Composto de acordo com a reivindicagao 9, em que R;
¢ algquilo inferior opcionalmente substituido ou em que Ry é
NHOH, em que algquilo inferior ¢é definido como uma porg¢ao
algquilo que tem de 2 a 4 atomos de carbono.

12. Composto de acordo com a reivindicacao 9, em que R;
¢ hidrogénio ou halogéneo.

13. Composto de acordo com a reivindicacgao 9, em que R;3
¢ um dos seguintes: OR3a; NHC(O)Rsa; NHSOzR3a, por exemplo em
que Risx é hidrogénio ou alquilo inferior opcionalmente
substituido ou em que Ria é arilo ou heterociclo
opcionalmente substituido, em que alquilo inferior é definido
como uma porgdo alquilo que tem de 2 a 4 atomos de carbono.

14. Composto de acordo com a reivindicacgdo 1, de fdérmula

IV:

Ry Rg

HO
Ry

S R
HN N
X
R1 N_Rg
v

ou um seu sal ou solvato farmaceuticamente aceitdavel, em que:

R:1 €& ORi1a, NHOH, hidrogénio, ou alquilo, arilo, alquilarilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heterociclo, alquil-heterociclo,
ou heterocicloalquilo opcionalmente substituido;

R3 é OR3A, NHC(O)R3A, NHSOzRgA, ou hidrogénio;

Rg é ORega, OC(O)R@A, N(R6B)21 NHC(O)R6B, hidrogénio, ou
halogéneo;

Ry é OR7a, OC(O)R7A, N(R7B)2, NHC(O)R7B, hidrogénio, ou
halogéneo;

Rg € ORga, OC (O) Rga, N (Rgr) 2, NHC (O) Rgg, hidrogénio, ou
halogéneo;
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Ro é CH,0Rga, CHzOC(O)RgA, N(RgB)Z, NHC(O)RgB, hidrogénio, ou
halogéneo; e

cada um de Ria, Rsa, Rea, Ria, Rea € Roa € independentemente
hidrogénio ou alquilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo,
heteroalquilo, heterociclo, alguil-heterociclo, ou
heterocicloalquilo opcionalmente substituido.

15. Composto de acordo com a reivindicacgado 14, que é de
férmula IV(a):

HN_ N

B¢

>
R1 N_R3

1V(a)

16. Composto de acordo com a reivindicagdo 14, em que um
ou mais de entre Rg, R;, Rg € R¢ é hidroxi ou halogéneo ou em
que todos de entre Rg, Ry, Rg € Ry sao hidroxilo ou acetato.

17. Composto de acordo com a reivindicacdo 16, em que
todos de entre Rg, Ry, Rg e Ry sdao hidroxilo ou acetato.

18. Composto de acordo com a reivindicacgédo 15, em que Rg
é alquilo inferior opcionalmente substituido ou em que R; é
NHOH, em que algquilo inferior ¢é definido como uma porgao
alguilo que tem de 2 a 4 atomos de carbono.

19. Composto de acordo com a reivindicacgdo 15, em que Rj3
¢ um dos seguintes: ORsa; NHC(O)Rsa; NHSOzR3x, em que Riy &
hidrogénio ou algquilo inferior opcionalmente substituido ou
em que Rsp € arilo ou heterociclo opcionalmente substituido,
em que alquilo inferior ¢é definido como uma porcg¢ao alquilo
que tem de 2 a 4 adtomos de carbono.

20. Composto, ou um seu sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdavel, de acordo com as reivindicag¢des 1 ou 9, em que o
composto é:
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1-((4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-2-
il)etanona oxima;

(E)-1-(4-((1R,2S5,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-
2—il)etanona oxima;

(2)-1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-
2—il)etanona oxima;

1-((4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-2-

il)etanona O-metiloxima;

(E)-1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-
2—il)etanona O-metiloxima;

(2)-1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-
2—il)etanona O-metiloxima;

4-metil-N" —(1-(4-((1R,2S5,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)benzenossulfono-hidrazida;

(E)-4-metil-N" - (1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil) -
lH-imidazol-2-il)etilideno)benzenossulfono-hidrazida;

(2)-4-metil-N’" —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil) -
lH-imidazol-2-il)etilideno)benzenossulfono-hidrazida;

N’ —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-
2—il)etilideno)benzo-hidrazida;

N’ —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-
2-—il)etilideno)nicotino—-hidrazida;

(E)-N’" —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)nicotino-hidrazida;

(2)-N" —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)nicotino-hidrazida;

3-cloro-N’" —-(1-(4((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)benzo-hidrazida;
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4-fluoro-N’ —-(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)benzo-hidrazida;

(E)-4-fluoro-N" —-(1-(4-((1R,2S5,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)benzo-hidrazida;

(z)—-4-fluoro-N" —-(1-(4-((1R,2S5,3R)-1,2,3,4-tetra-
hidroxibutil)-1H-imidazol-2-il)etilideno)benzo-hidrazida;

6—amino-N’ —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)nicotino-hidrazida;

(E)-6-—amino-N’ —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil) -
lH-imidazol-2-il)etilideno)nicotino-hidrazida;

(2)-6—amino-N’ —-(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil) -
lH-imidazol-2-il)etilideno)nicotino-hidrazida;

N’ —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-
2—-il)etilideno)isonicotino-hidrazida;

(E)-N" —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)isonicotino-hidrazida;

(Z2)-N" —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)isonicotino-hidrazida;

N’ —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-
2—il)etilideno)bifenil-3-carbo-hidrazida;

(E)-N’" —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)bifenil-3-carbo-hidrazida;

(Z)-N’" - (1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)bifenil-3-carbo-hidrazida; ou

21. Composto, ou um seu sal ou solvato farmaceuticamente
aceitavel, de acordo com as reivindicacdes 1 ou 9, em gque o
composto é:

(1R, 2S,3R)-1-(2-(1-hidrazonoetil)-1H-imidazol-4-il)butano-
1,2,3,4-tetraol;
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N’ —(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-
2-—il)etilideno)aceto-hidrazida;

2-(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-imidazol-
2—il)etilideno)hidrazinacarboxilato de etilo;

(E)-2-(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazol-2-il)etilideno)hidrazinacarboxilato de etilo;

(2)-2-(1-(4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil) -1H-
imidazol-2-il)etilideno)hidrazinacarboxilato de etilo;

N-hidroxi-4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-hidroxibutil)-1H-
imidazole-2-carboxamida.

22. Composicao farmacéutica que compreende um composto
de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores e um
excipiente ou diluente farmaceuticamente aceitavel.

23. Composto de acordo com qualqguer uma das
reivindicacdes anteriores 1-21 para utilizacao como um

medicamento.

24 . Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1-21 para utilizacdo na supressao da resposta

imune num paciente.

25. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1-21 para utilizacdo no tratamento de uma ou
mais das seguintes: artrite reumatdide, asma, dermatite
atdépica, doenca de Behcet, doenca de enxerto vs hospedeiro,
lupus eritematoso, esclerose multipla, polinose, psoriase,
rejeicdo de transplantes ou uveite.

26. Utilizacadao de um composto de acordo com gualguer uma
das reivindicacbes 1-21 para a manufactura de um medicamento,
em particular um medicamento para supressao da resposta imune
num paciente.

Lisboa, 2014-04-28
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FIG. 6
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