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“COMPOSTO, E, COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA INIBIR
CASPASE”
CAMPO TECNICO

A presente invengdo diz respeito a um derivado de
piridazinona ou sal deste farmaceuticamente aceitavel como um inibidor
contra varias caspases incluindo a caspase-1 [enzima que converte
interleucina 1B, ICE], caspase-3 [apopaina/CPP-32], caspase-8, e caspase-9, €
uma composi¢do farmacéutica para a inibi¢do de caspase que compreende o
mesmo.

TECNICA FUNDAMENTAL

A caspase € um novo tipo de cisteina protease na forma de
tetrAmero o3, descoberto durante os ultimos 10 anos. Cerca de 14 tipos
destas foram conhecidos até agora. A caspase-1 (ICE), uma delas, é um tipo
de citocina e participa na conversio da prointerleucina-13 biologicamente
inativa para a interleucina-1B ativa. A interleucina-1 consiste da interleucina-
lo e interleucina-1f3, ambas as quais sdo sintetizadas em mondcitos na forma
de precursor de 31 KDa. Apenas a prointerleucina-1 € ativada pela ICE. As
posi¢des hidrolisadas pela caspase-1 sdo Asp”’-Gly”® e Asp''®-Ala''’. A
hidrélise da ultima posi¢do dd a interleucina-1B. A interleucina-1p foi
relatada atuar como um mediador importante em causar a inflamacédo (1,3). A
caspase-1 foi descoberta pela primeira vez em 1989, e a sua estrutura
tridimensional foi determinada pelo método da cristalografia de raio X por
dois grupos de estudo independentes.

A Caspase-3 (CPP-32) é amplamente estudada quanto ao seu
papel ou mecanismo para agdo, € a sua estrutura tridimensional foi
determinada em 1996(2). A Caspase-3 (apopaina) ativada a partir da
procaspase-3 € hidrolisada na posi¢do do motivo (P;)Asp-X-X-Asp(P,), e os
substratos conhecidos incluem poli(ADP-ribose) polimerase, UI 70.000 Mr de

ribonucleoproteina nuclear pequena, a subunidade catalitica de 460.000 Mr de
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proteina cinase dependente de DNA, etc. A estrutura de raio X da caspase 7
foi relatada ser muito similar aquela da caspase-3(4).

As caspases 8 e 9 estdo presentes a montante das caspases 3, 6,
7, e todas estas caspases sdo conhecidas participar na cascata da apoptose. A
estrutura de raio X da caspase-8 foi determinada em 1999(5), e
particularmente os seus inibidores podem ser vantajosamente usados para
tratar as doengas relacionadas com a apoptose.

Os inibidores de caspase significam aqueles compostos que
inibem a atividade de caspase, e assim controlam sintomas tais como
inflamacdo, apoptose, etc. causada pela atividade de caspase. As doengas ou
sintomas que podem ser tratados ou atenuados pela administragdo dos
inibidores incluem os seguintes: deméncia, acidente vascular cerebral,
deterioragdo cerebral devido a AIDS, diabete, alcera gastrica, lesdo cerebral
pelo virus da hepatite, doengas hepatica induzida pela hepatite, hepatite
aguda, insuficiéncia hepatica fulminante, septicemia, rejeig¢do a transplante de
orgdo, artrite reumatica, doengas cardiacas isquémicas, e cirrose hepatica (6).

Entre os inibidores de caspase conhecidos até agora, oOs

inibidores irreversiveis mais mencionados sdo os seguintes:
BEE: INES:
N N F N F
N o N
N H O o H O o
o o
IDN-1965 MX-1013

Ambos os inibidores acima exibem a sua atividade com base
no mecanismo comum dque eles irreversivelmente inativam a enzima para
suprimir a apoptose celular (inibidor irreversivel, de amplo espectro). Foi
relatado que o inibidor irreversivel tem muito mais atividade de inibidor
eficaz do que o inibidor reversivel (7). Tanto o IDN-1965 da IDUN Co.
quanto o MX-1013 da Maxim Co. sdo relatados mostrar atividade no modelo

de apoptose de célula para a lesio hepatica (8, 9). Estes compostos estio
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agora no estagio de teste pré clinico. O inibidor irreversivel IDN-6556 esta

agora no estagio de teste clinico de fase Il como um agente terapéutico para a

0] F
oS
O o o F
o F

IDN-6556

lesdo hepatica (10, 11).
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[Objeto Técnico]

Os presentes inventores estudaram extensivamente O
planejamento de novos compostos que podem ser usados como um inibidor
eficaz e mais seletivo contra caspases.

[Meios para Resolver o Objeto]

Para se obter um tal objetivo, os presentes inventores
sintetizaram varios compostos, e determinaram a sua capacidade de ligacdo e
atividade inibidora para as caspases. Como um resultado, os inventores
descobriram que um composto da seguinte féormula (1) atinge tais exigéncias,
e completar a presente invengio.

Formula 1
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em que

R, R!, R? R3, R* R’ R® R’ e X sdo definidos abaixo.

Portanto, a presente inveng¢do fornece o novo derivado de
piridazinona da férmula (1) ou sal deste farmaceuticamente aceitavel tendo
atividade inibidora eficaz contra caspases.

E um outro objetivo da presente invengdo para fornecer uma
composi¢cdo farmacéutica para inibir a caspase, especialmente uma
composi¢do para prevenir a inflamagdo e apoptose, que compreende
composto da férmula (1) ou sal deste farmaceuticamente aceitdvel como um
ingrediente ativo junto com o veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Efeito Vantajoso

O composto da férmula (I) de acordo com a presente invengéo
tem uma atividade inibidora excelente contra caspase, e assim pode ser
vantajosamente usada para o tratamento de varias doengas e sintomas
mediadas pela caspase.

Melhor Modo para Realizar a Invengio

Em primeiro lugar, os termos importantes na presente
invenc¢do sdo definidos como segue:

(a) alquila C;-Cs: hidrocarbonetos de cadeia reta ou ramificada
tendo de 1 a 5 atomos de carbono, que incluem metila, etila, n-propila, i-
propila, n-butila, i-butila, t-butila, etc., ndo sdo limitados a estes.

(b) C5-Cjp-cicloalquila: hidrocarbonetos ciclicos tendo de 3 a
10 atomos de carbono, que incluem ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila,
cicloexila, etc., ndo sdo limitados a estes.

(c) Arila: grupo arila inclui todos os aromaticos e hetero-
aromaticos e seus derivados parcialmente reduzidos. O grupo aroméatico
significa hidrocarboneto insaturado isolado ou fundido de 5 a 15 membros. O
grupo heteroaromatico significa o grupo aromaitico contendo de 1 a 5

heteroatomos selecionados de um grupo que consiste de oxigénio, enxofre, e
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nitrogénio. O grupo arila inclui fenila, naftila, indolila, quinolinila,
isoquinolila, imidazolinila, isoxazolila, oxazolila, tiazolila, etc., mas ndo é
limitado a estes.

Um ou mais hidrogénios no dito grupo alquila C;-Cs,
cicloalquila C;-C;p ou arila pode ser substituido com um grupo(s)
selecionado(s) dos seguintes: grupo acila, amino, carboalcoxi, carboxi,
carboxiamino, ciano, halo, hidroxi, nitro, tio, alquila, cicloalquila, alcéxi,
arila, ariloxi, sulféxi, e guanido.

(d) Aminoacido natural inclui os seguintes: Glicina, Alanina,
Valina, Leucina, Isoleucina, Serina, Treonina, Cisteina, Metionina, Prolina,
Acido aspartico, Asparagina, Acido glutimico, Glutamina, Lisina, Arginina,
Histidina, Fenilalanina, Tirosina, e Triptofano.

Além disso, o presente relatorio descritivo inclui as seguintes
abreviagdes:

N-bromossuccinimida: NBS

Hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-
tetrametilurénio]: HATU

N,N-dimetilformamida: DMF

Sulfoxido de dimetila: DMSO

N-metilmorfolino: NMM

2,2°-Azobis(2-metil propionitrila): AIBN

2,2,6,6-Tetrametil-1-piperidinil6xi, radical livre: TEMPO

bis(trimetilsilil)amida de litio: LIHMDS

N-(2-Hidroxietil)piperazino-N’-(acido 2’-etanossulfonico
acid): HEPES

3-[(3-Colamidopropil)dimetilamino]-1-propanossulfonato:
CHAPS

Acido etilenodiaminotetraacético: EDTA

Ditiotreitol: DTT
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A presente inveng¢do sera mais explicada em detalhes abaixo.
Um aspecto da invengdo diz respeito ao derivado de piridazinona da seguinte
formula (1):

[Formula 1]

em que

I) R representa H, alquila C,-Cs, cicloalquila C;3-Cy, arila, ou
um residuo de cadeia lateral de todos os aminoacidos naturais,

IT) R? representa H, alquila C,-Cs, cicloalquila C;3-C;, arila, ou
um residuo de cadeia lateral de todos os aminoacidos naturais,

1) R’ representa H, alquila C;-Cs, hidroxi, alcoxi C;-Cs, ou
halogénio,

V) R* representa H, alquila C;-Cs, cicloalquila C3-C;p, ou
arila,

V) R’ representa H, alquila C,-Cs, cicloalquila C;-Cyy, ou arila,

VI) R® ¢ R’ independentemente um do outro cada um
representa H, alquila C,-Cs, cicloalquila C3-C,, ou arila,

VII) X representa -CH,OR’ (R’ ¢ alquila C,-Cs, cicloalquila
C3-Cyy, ou arila), -CH,OC(=O)R'® (R'? ¢ alquila C,-Cs, cicloalquila C5-C;o, ou
arila), -CH,-OP(=O)R'', (R"! é alquila C,-Cs, cicloalquila C3-Cjq, ou arila), ou
-CH,-W (W ¢€ halogénio), ou sal deste farmaceuticamente aceitavel, que é util
como um inibidor para caspase.

No composto da férmula (1) de acordo com a presente
invengdo, R' preferivelmente representa um residuo de cadeia lateral de todos
os aminoacidos naturais, mais preferivelmente -CH,COOH. O composto da
féormula (1) pode incluir os dois tipos de estereoisémeros, ou misturas destes

. . , . 1 , g
(misturas diastereoméricas) quando o carbono ao qual o R’ esta ligado torna-
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se um estereocentro devido ao grupo R!. O composto da férmula (1) pode
incluir uma forma de éster (-CO,Y em que Y € alquila C;-Cs), uma forma de
sulfonamida (-CONHSO,Z em que Z ¢ alquila C,-Cs), e uma forma salina
farmaceuticamente aceitavel, quando R' é um residuo de cadeia lateral de um
aminoicido que contém porgdo carboxila; ou o composto da féormula (1)
também pode existir na forma de um sal farmaceuticamente aceitavel quando
R' é um residuo de cadeia lateral de um aminoacido que contém uma porgdo
de base.

O composto da presente invengio (formula 1a) pode existir na
forma de um cetal ciclico (férmula 1b) quando R' é -CH,COOH, e assim um
técnico habilitado pode entender que a forma de cetal ciclico (férmula 1b)

também pode ser abrangida pela presente invencgio.

OR7 R2 o OR7. R2 HO_ x
R5. N X RS\N N
N I o) OH N | o) °
X-"R3 N R3 X
R4 o) R4
Foérmula la Foérmula 1b

Também, as formas de equilibrio dos ditos compostos deve ser
entendidas abranger suas formas tautoméricas.

R? preferivelmente representa alquila C;-Cs, mais
preferivelmente metila, etila, n-propila, i-propila, n-butila, i-butila, ou t-butila.
O composto da férmula (1) pode incluir os dois tipos de estereoisdmeros, ou
misturas destes (misturas diastereoméricas) quando o carbono ao qual o R’
estd ligado torna-se um estereocentro devido ao grupo R>. O composto da
férmula (1) pode incluir uma forma de éster (-CO,Y em que Y € alquila C;-
Cs), uma forma de sulfonamida (-CONHSO,Z em que Z é alquila C;-Cs), e
uma forma salina farmaceuticamente aceitavel, quando R* é um residuo de
cadeia lateral de um aminoacido que contém porg¢do carboxila; ou o composto
da férmula (1) também pode existir na forma de um sal farmaceuticamente

aceitavel quando R® é um residuo de cadeia lateral de um aminoacido que
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contém uma porg¢do de base.

R’ preferivelmente representa H, alquila C;-Cs, alcoxi C;-Cs,
ou halogénio, mais preferivelmente H, metila, etila, n-propila, i-propila, n-
butila, i-butila, ou t-butila, met6xi, etdéxi, flior ou cloro.

R* preferivelmente representa H.

R’ preferivelmente representa alquila C,-Cs substituido por
cicloalquila C;-C; substituido ou ndo substituido ou por arila substituido ou
ndo substituido; ou representa arila substituido ou ndo substituido. R’ mais
preferivelmente representa alquila C;-Cs substituido por cicloalquila C3-Cjy
que € ndo substituido ou substituido por um ou mais substituintes
selecionados do grupo que consiste de alquila C{-Cs, hidroxi, alcoxi C;-Cs e
halogénio, ou por arila que € nédo substituido ou substituido por um ou mais
substituintes selecionados do grupo que consiste de alquila C;-Cs, hidroxi,
alcoxi C;-Cs e halogénio; ou representa arila que é ndo substituido ou
substituido por um ou mais substituintes selecionados do grupo que consiste
de alquila C,-Cs, hidroéxi, alcdxi C;-Cs e halogénio. Por exemplo, R’ & fenila,
naftila, indolila, quinolinila, isoquinolila, imidazolinila, isoxazolila, oxazolila
ou tiazolila, ou é metila substituido por fenila, naftila, indolila, quinolinila,
isoquinolila, imidazolinila, isoxazolila, oxazolila, tiazolila ou cicloexila, cada
um dos quais € ndo substituido ou substituido por um ou mais substituintes
selecionados do grupo que consiste de metila, etila, n-propila, i-propila, n-
butila, i-butila, t-butila, metdxi, etoxi, trialometila e halogénio.

R® e R’ cada um preferivelmente representa H.

R’ preferivelmente representa arila substituido por um ou mais
halogénios, mais preferivelmente fenila substituido por um ou mais flGor, e
mais preferivelmente 2,3,5,6-tetrafluorofenila, 2,3,6-tri-fluorofenila ou 2,6-
difluorofenila.

R preferivelmente representa arila substituido por um ou

mais halogénios, mais preferivelmente fenila substituido por um ou mais
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cloros, mais preferivelmente 2,6-diclorofenila.

R" preferivelmente representa arila, mais preferivelmente
fenila.

W preferivelmente representa F. _

Os compostos mais preferidos sdo aqueles selecionados do
seguinte grupo:

Acido 5-fluoro-3-[2-(5-metil-3-ox0-2-fenil-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentandico (1);

Acido 3-[2-(2-benzil-5-metil-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-
butirilamino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico (2);

Acido 3-[2-(2-benzil-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-butiril-
amino]-5-fluoro-4-oxopentandico (3);

Acido 3-[2-(2-benzil- 5-cloro-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-
butirilamino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico (4);

Acido  3-[2-(2-benzil-5-met6xi-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-
il)-butirilamino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico (5);

Acido 3-2[2-(2-terc-butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-
il]-butirilamino-5-fluoro-4-oxo-pentandico (6);

Acido 3-2-[2-(3-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin -
4-il]-butirilamino-5-fluoro-4-oxo-pentandico (7);

Acido 5-fluoro-3-2-[2-(2-metil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentandico (8);

Acido 5-fluoro-3-2-[2-(3-metil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentandico (9);

Acido 5-fluoro-3-2-[2-(3-metdxi-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentandico (10);

Acido 5-fluoro-3-[2-(2-naftalen-1-ilmetil-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentanéico (11);

Acido 5-fluoro-3-[2-(2-naftalen-2-ilmetil-3-ox0-2,3-diidro-
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piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentanéico (12);

Acido  5-fluoro-3 -2-[2-(2-metil-oxazol-4-ilmetil)-3-ox0-2,3-
diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentanéico (13);

Acido 5-fluoro-3-2-[2-(2-metil-tiazol-4-ilmetil)-3-0x0-2,3-
diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentandico (14);

Acido 3-2-[2-(3,5-dimetil-isoxazol-4-ilmetil)-3-0x0-2,3-
diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-5-fluoro-4-oxo-pentanéico (15);

Acido 3- [2-(2-cicloexilmetil-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-
butirilamino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico (16);

Acido 5-fluoro-3-[2-(2-isoquinolin-1-ilmetil-3-ox0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentanoico (17);

Acido  3- {2-[2-(2-cloro-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-
il]-butirilamino}-5-fluoro-4-oxo-pentanéico (18);

Acido  3-{2-[2-(3-cloro-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-
il]-butirilamino}-5-fluoro-4-oxo-pentandico (19);

Acido 3-{2- [2-(3-bromo-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-
il]-butirilamino }-5-fluoro-4-oxo-pentandico (20);

Acido 5-fluoro-4-oxo0-3-{2-[3 ~0x0-2-(2-trifluorometil-benzil)-
2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -pentanéico (21);

Acido 5-fluoro-4-ox0-3-{2-[3-0x0-2-(3-trifluorometil-benzil )-
2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -pentanéico (22);

Ester  (S)-3-{(R)-2- [2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino }-4-carboxi-2-oxo-butilico do acido 2,6-dicloro-
benzico e éster (S)-3-{(S)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino } -4-carbéxi-2-oxo-butilico do 4acido 2,6-dicloro-
benzodico (23-1, 23-2);

Acido (S)-3- {(R)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino }-4-ox0-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-fenéxi)-pentandico

e 4acido (S)-3-{(S)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-
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butirilaminol-4-oxo0-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-fen6xi)- pentanoico (24-1, 24-2);

Acido  (8)-3-{(R)-2-[2-(3-terc-butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino }-4-0x0-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-fenoéxi)-pentandico
e

Acido (8)-3-{(S)-2-[2-(3-terc-butil-benzil)-3-o0x0-2,3-

diidro-piridazin-4-il]-butirilaminol }-4-oxo0-5-(2,3,5,6-
tetrafluoro-fenoxi)- pentandico (25-1, 25-2);

Acido (S)-3-{(R)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilaminol } -4-0x0-5-(2,3,6-trifluoro-fendxi)-pentandico e

Acido (S)-3-{(S)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro -
piridazin-4-il]-butirilaminol }-4-0x0-5-(2,3,6-trifluoro-fenoxi)-pentandico (26-
1, 26-2);

Acido (S)-3-{(R)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro -
piridazin-4-il]-butirilamino }-5-(2,6-difluoro-fenéxi)-4-oxo-pentandicoe

Acido (S)-3-{(S)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro -
piridazin-4-il]butirilamino }-5-(2,6-difluoro-fenéxi)-4-oxo-pentandico  (27-1,
27-2); e

Acido (S)-3-{2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]butirilamino]-5-(difenil-fosfinoil6xi)-4-oxo-pentandico (28).

Os processos para a preparacio do novo derivado de
piridazinona da férmula (1) que mostram uma atividade inibidora contra
caspases sdo representados nos seguintes Esquemas de Reacgio de 1 a 4.
Entretanto, aqueles ilustrados nos seguintes Esquemas de Reag¢do representam
apenas 0s processos tipicos usados na presente invengdo. A ordem de
manipulagdo, reagente, condigdo de reagdo, solvente, etc. pode ser trocada

sem nenhum limite.
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Esquema de Reagdo 1
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No Esquema de Reag¢do 1 acima, um alquilaldeido (2), por
exemplo propionaldeido, e uma amina secundaria, por exemplo dietilamina,
sdo desidratados na presenga de sulfato de magnésio para dar um composto de
enamina (3). Esta enamina (3) é reagida com um maleato de dialquila, por
exemplo maleato de dimetila, em um solvente adequado, por exemplo cloreto
de metileno e tratado com 4cido acético para dar um composto de aldeido (4).
Depois, o composto de aldeido (4) e hidrato de hidrazina sio reagidos em um
solvente adequado, por exemplo etanol, para dar um composto de
diidropiridazinona (5). O composto de diidropiridazinona (5) é oxidado com
um agente de oxidacdo adequado, por exemplo cloreto de tionila, em um
solvente adequado, por exemplo cloreto de metileno, para dar o composto

desejado da estrutura de piridazinona (6).
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Esquema de Reagio 2
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No Esquema de Reagdo 2 acima, 4,5-dicloro-3(2H)-

piridazinona (7) € protegida pelo grupo de prote¢do de metoximetila (8), e
reagida com malonato de dietila e etoxido de sédio para dar um derivado

5 manolato de dietila (9). O derivado (9) é aquecido com NaCl em DMSO para
dar o monoacetato (10). O monoacetato assim obtido (10) é tratado com Pd/C

sob atmosfera de hidrogénio para sintetizar o derivado (11). Este derivado

(11) € desprotegido pelo uso de BBr;, e derivado resultante (12) é reagido

com um haleto de alquila adequado para dar o derivado (13). Este derivado

10 (13) € reagido com LiHMDS e um haleto de alquila adequado para dar o
derivado (14), que € ainda hidrolisado, se necessario, para dar para dar o

derivado de acido carboxilico (15) ndo tendo nenhum grupo de protecio.
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Esquema de Reagdo 3
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Nos Esquemas de Reagdo 3 e 4, Z representa -OR’ (R’ &
alquila C,-Cs, cicloalquila C3-Cy ou arila), -OC(=0)R'® (R'° ¢ alquila C;-Cs,
cicloalquila C3-C ou arila), ou -W (W € halogénio).

Como representado no Esquema de Reagdo 3 acima, para dar o
derivado de acido carboxilico (15) é ligado com o derivado de 4cido aspartico
(18) (ver o seguinte Esquema de Reagdo 4) para dar o composto (16), que €
depois submetido a rea¢do de oxidagio com periodinano de Dess-Martin, e
reagdo de desprote¢do, se necessario, para dar o composto desejado da
féormula (1).

O grupo funcional Z no composto (1) do Esquema de Reagdo 3
pode ser formado primeiro pela sintetizagdo do composto (18) ja tendo o
grupo Z desejado de acordo com o processo do Esquema de Reagdo 4, e pela
reag¢do do composto (18) com o composto do acido carboxilico (15) (ver WO
00/23421). Ou, o grupo Z desejado pode se introduzido mais tarde de acordo
com o processo do Esquema de Reacdo 4 depois o composto do acido
carboxilico (15) é combinado com o éster metilico do 4cido aspartico (B-t-Bu)
e hidrazida. Quando Z é F, o composto racémico pode ser preparado de
acordo com um método conhecido em Tetrahedron Letters, 1994, 35(52),

9693-9696.
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Esquema de Reagdo 4
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O composto da férmula (1) de acordo com a presente inven¢do
tem um espectro amplo da atividade inibidora contra caspases como
demonstrado pelos resultados dos seguintes experimentos, e assim tem um
efeito para prevenir a inflamag¢do e apoptose. Assim, a presente invengio
fornece uma composi¢do farmacéutica para inibir a caspases, especialmente
uma composi¢do terapéutica para prevenir a inflamagdo e apoptose, que
compreende composto da formula (1) ou sal deste farmaceuticamente
aceitavel como um ingrediente ativo junto com o veiculo farmaceuticamente
aceitavel. Especialmente, a composi¢do da presente invengdo tem um efeito
terapéutico ou preventivo para deméncia, acidente vascular cerebral,
deterioracdo cerebral devido a AIDS, diabetes, tlcera gastrica, lesdo cerebral
pela hepatite, doengas hepaticas induzidas pela hepatite, hepatite aguda,
insuficiéncia hepatica fulminante, septicemia, rejei¢do ao transplante do
orgdo, artrite reumatica, apoptose da célula cardiaca devido as doencas
cardiacas isquémicas, ou cirrose hepatica.

O composto da formula (1) pode ser formulado em varias
formas farmacéuticas para o proposito de administragdo. Para preparar a
composi¢do farmacéutica de acordo com a presente inven¢do, um uma
quantidade eficaz do composto da férmula (1) ou sal deste farmaceuticamente

aceitdvel € misturado com um veiculo farmaceuticamente aceitiavel que pode
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tomar um uma variedade de formas dependendo da formulagdo a ser
preparada.

O composto inibidor da caspase pode ser formulado como uma
inje¢do parenteral, ou percutinea ou preparagdo oral, dependendo do seu
propésito de aplicagdo. E especialmente vantajoso para formular a
composi¢do em uma forma de dosagem unitiria para facilidade de
administrag¢do e uniformidade de dosagem.

Para a preparacgdo oral, qualquer veiculo farmacéutico habitual
pode ser usado. Por exemplo, agua, glicéis, Sleos, alcoois e os outros podem
ser usados para tais preparagdes liquidas orais como suspensdes, xaropes,
elixires e solugdes; ou amidos, agucares, caulim, lubrificantes, aglutinadores,
agentes desintegrantes e os outros podem ser usados para tais preparagdes
s6lidas como pos, pilulas, capsulas e tabletes. Devido a sua facilidade de
administragdo, tabletes e capsulas sdo as formas unitarias de dosagem mas
vantajosas. Também é desejavel que tabletes e pilulas sejam formulados na
preparagdo vestida entérica.

Para a preparagdo parenteral, agua estéril € habitualmente
usada como o veiculo, embora outros ingredientes tais como auxiliares de
solubilidade podem ser usados. As injegdes, por exemplo, suspensio aquosa
ou oleosa esterilizada para injeg¢do, pode ser preparada de acordo com o
procedimento conhecido usando agente de dispersio, agente de umecta¢do ou
agente de suspensdo adequados. Os solventes que podem ser usados para
preparar inje¢des incluem agua, fluido de Ringer, e solugdo isotdbnica de
NaCl, e também O6leo fixo esterilizado pode ser convenientemente usado
como o solvente ou meio de suspensdo. Qualquer 6leo fixo ndo estimulante
incluindo mono- ou di-glicerideo pode ser usado para este propésito. Acido
graxo tal como acido oléico também pode ser usado para inje¢des.

Para a administragdo percutdnea, o veiculo pode incluir um

agente real¢ador de penetragdo e/ou um agente umectante adequado,
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opcionalmente combinado com aditivos adequados que ndo tenham irritagdo
de pele significante. Os ditos aditivos podem facilitar a administragdo através
da pele e/ou pode ajudar na prepara¢do de uma composicdo desejada. Estas
preparagdes percutdneas sdo administradas por intermédio de varias maneiras,
por exemplo, como um emplastro transdérmico, um spot-on, ou um ungiiento.

Quando o inibidor da caspase da presente invengdo € usado
para o proposito clinico, € preferivel administrar ao paciente objeto em uma
quantidade variando de 0,1 a 100 mg por kg de peso corporal por dia. A
dosagem total diaria pode ser administrada de uma vez ou em varias vezes.
Entretanto, a dosagem de administragdo especifica para um paciente
individual pode ser variada com composto especifico usado, peso corporal,
género, condi¢do higiénica, ou dieta do paciente objeto, tempo ou método de
administragdo, taxa de excrec¢do, razdo de mistura do agente, severidade da
doenga a ser tratada, etc.

Formas de Realizagdo para Praticar a Invengéo

A presente inven¢do serd mais especialmente explicado pelos
seguintes exemplos. Entretanto, deve ser entendido que estes exemplos sdo
pretendidos para ilustrar a presente inven¢do mas em nenhuma maneira para
limitar o escopo da presente inveng3o.

Preparagdo 1-1)

Ester metilico do 4cido (5-metil-3-0x0-2,3,4,5-tetraidro-
piridazin-4-il)-acético

Sulfato de magnésio (3,6 kg, 30,0 mol) foi introduzido em
dietilamina (6,6 kg, 90,0 mol), ao qual foi adicionado propionaldeido (1,76
kg, 30,3 mol) mantendo uma temperatura de 0° C. A mistura foi aquecida até
a temperatura ambiente, e esfriada por 2,5 horas. A esta mistura foram
introduzidos 18 litros de cloreto de metileno, que foi depois esfriada a 0° C.
Maleato de dimetila (3,04 kg, 21,1 mol) foi adicionado, e a mistura resultante

foi agitada por 20 horas. A mistura de reagdo foi filtrada para remover o
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solido, e o filtrado foi destilado sob pressdo reduzida para dar éster dimetilico
do acido 3-dietilamino-4-metil-ciclobutano-1,2-dicarboxilico bruto.

Ao éster dimetilico do acido 3-dietilamino-4-metil-ciclo-
butano-1,2-dicarboxilico obtido acima foram adicionados tetraidrofurano (10
litros) e agua destilada (5 litros), acido acético (2,54 kg, 42,3 mol) foi
adicionado a estes, e a mistura foi agitada sob refluxo por 1 hora.
Tetraidrofurano foi removido por destilagdo sob pressdo reduzida. Acetato de
etila foi adicionado ao residuo, que foi depois extraido-secado-concentrado de
acordo com uma maneira convencional para dar o éster dimetilico do acido 2-
(1-metil-2-oxo-etil)succinico bruto (3,44 kg).

A este éster dimetilico do acido 2-(1-metil-2-oxo0-
etil)succinico foi adicionado etanol (13 litros), que foi esfriado a 0° C. Acido
acético (1,2 kg, 20 mol) foi adicionado mantendo-se a temperatura. A mistura
de reacdo foi adicionado hidrato de hidrazina (1,08 kg, 21,6 mol), que foi
aquecido até a temperatura ambiente e agitado por 16 horas. Etanol foi
removido por destilagdo sob pressdo reduzida, cloreto de metileno foi
adicionado ao residuo, que foi depois extraido-secado-concentrado de acordo
com uma maneira convencional para dar o composto do titulo (2,80 kg,
Rendimento: 51 %).

'H-RMN (CDCl;, 500 MHz) & 8,39 (br s, 1H), 7,17 (d, 0,5H),
6,94 (s, 0,5H), 3,71 (d, 3H), 3,20 - 3,15 (m, 0,5H), 3,03 - 2,98 (m, 0,5H), 2,78
- 2,73 (m, 1H), 2,67 - 2,61 (m, 1H), 2,39 - 2,34 (m, 0,5H), 1,24 (d, 0,5H), 1,01
(d, 1,5H)

Preparagdo 1-2)

Ester metilico do 4cido (5-metil-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-
il)-acético

Ao composto da Preparagdo 1-1) (2,70 kg, 14,7 mol) foi
adicionado cloreto de metileno (27 litros), que foi depois esfriado a 0° C.

Cloreto de tionila (2,08 kg, 17,6 mol) foi adicionado a este em 40 minutos. A
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mistura foi aquecida até a temperatura ambiente, e esfriada por 4,5 horas. A
mistura de reag@o foram adicionados 20 kg de solucdo aquosa a 10 % de
cloreto de sédio e 16 kg de cloreto de metileno. A camada orgéanica obtida
pela separacdo de fase foi secada-concentrada de acordo com uma maneira
convencional para dar o composto do titulo (1,72 kg, Rendimento: 64 %)
como um solido amarelo claro.

'H-RMN (CDCl;, 500 MHz) & 12,08 (br s, 1H), 7,66 (s, 1H),
3,70 (s, 3H), 3,68 (s, 2H), 2,19 (s, 3H)

Preparagéo 1-3)

Ester metilico do &cido (5-metil-3-oxo0-2-fenil-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-acético

A uma mistura do composto da Prepara¢do 1-2) (182 mg, 1,0
mmol), acido fenilborénico (244 mg, 2,0 eq), Cu(OAc),.H,O (40 mg, 0,2 eq),
piridina (0,16 ml, 2,0 eq), TEMPO (172 mg, 1,1 eq) e peneira molecular (120
mg, 4A, po, pré-secado) foi adicionado CH,Cl, (10 ml), que foi depois
agitado por 1 hora na temperatura ambiente sob gas de nitrogénio. A mistura
de reacdo foi exposta ao ar, e agitada por um dia. Acetato de aménio saturado
(30 ml) foi adicionado a esta, e a mistura foi extraida duas vezes com acetato
de etila (100 ml). O extrato foi lavado com solu¢do diluida de hidrogeno
carbonato de sdédio (NaHCOs;, 100 ml x 2), secado (Na,SO, anidro), e
concentrado sob pressdo reduzida. O residuo foi separado pela cromatografia
de coluna (20 a 35% de acetato de etila-hexano) para dar 258 mg do composto
do titulo em um rendimento estequiométrico.

'H-RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,75 (s, 1H), 7,58 (d, 2H), 7,44
(t, 2H), 7,36 (t, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,68 (s, 2H), 2,25 (s, 3H)

Preparacdo 1-4)

Ester metilico do 4cido 2-(5-metil-3-ox0-2-fenil-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirico

O composto da Preparagdo 1-3) (258 mg, 1,0 mmol) foi
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dissolvido em THF anidro (10 ml) sob atmosfera de nitrogénio e mantido em
uma temperatura de -78° C. LiHMDS 1,0 M/THF (1,20 ml, 1,2 eq) foi
adicionado a este, e a mistura foi agitada por 10 minutos. Iodeto de etila (0,12
ml, 1,5 eq) foi adicionado, ¢ a mistura foi lentamente aquecida até a
temperatura ambiente, com agitagdo durante a noite. Agua (20 ml) foi
adicionada, e a mistura foi extraida com acetato de etila (50 ml x 2), lavada
com solu¢do aquosa de cloreto de sédio (100 ml), secada (Na,SO, anidro), e
concentrada sob pressdo reduzida para dar 286 mg do composto do titulo em
um rendimento estequiométrico. Este composto foi usado na reag¢do seguinte
sem outra purificagio.

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,72(s, 1H), 7,60 (d, 2H), 7,44
(t, 2H), 7,35 (t, 1H), 3,77 (dd, 1H), 3,70 (s, 3H), 2,28 (m, 1H), 2,26 (s, 3H),
1,90 (m, 1H), 0,92 (t, 3H)

Preparagdo 1-5)

Acido 2-(5-metil-3-ox0-2-fenil-2,3-diidro-piridazin-4-il)-
butirico

O composto da Preparagdo 1-4) (286 mg) foi dissolvido em
uma mistura de solvente (6 ml, tetraidrofurano:MeOH:H,O = 3:2:1),
LiOH.H,O (126 mg, 3,0 eq) foi adicionado a este, e a mistura foi aquecida por
cerca de 2 horas com agitagdo. A solugdo de reag¢do foi neutralizada solugdo
aquosa 1 N de &cido cloridrico, e destilado sob pressdo reduzida para remover
quase completamente tetraidrofurano. O residuo foi dissolvido em acetato de
etila em excesso (50 ml), lavado com solugdo aquosa de cloreto de sodio,
secado (Na,SO, anidro), e concentrado sob pressdo reduzida para dar o
composto do titulo (272 mg) em um rendimento estequiométrico. Este
composto foi usado na reagdo seguinte sem outra purificagéo.

Preparagdo 1-6)

Ester terc-butilico do &cido 5-Fluoro-3-[2-(5-metil-3-ox0-2-

fenil-2,3-diidro-piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentandico
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Uma mistura do derivado de 4cido carboxilico da Preparagao
1-5) (271 mg, 1,00 mmol), éster terc-butilico do acido 3-amino-5-fluoro-4-
hidréxi-pentandico (ver Tetrahedron Letters, 1994, 35(52), 9693-9696, 248
mg, 1,2 eq) e HATU (494 mg, 1,3 eq) foi esfriada a 0° C, trietilamina (0,56
ml, 4,0 eq) foi adicionada a estes em solvente de DMF (5 ml), e a mistura foi
reagida por um dia. O solvente foi destilado sob pressdo reduzida. O residuo
foi extraido com acetato de etila (30 ml x 2), lavado com 4gua, solugdo
aquosa de hidrogeno carbonato de s6dio e solu¢do aquosa de cloreto de sddio,
secado (Na,SO4 anidro), e concentrado sob pressio reduzida. A este composto
e reagente de Dess-Martin (848 mg, 2,0 eq) foi adicionado diclorometano
anidro (4 ml), que foi depois agitado por 1 hora na temperatura ambiente. A
reacdo foi interrompida pelo alcool isopropilico (1 ml). O sélido foi removido
pela filtragdo em celite sob pressdo reduzida, e extraido com acetato de etila
(20 ml x 2). O extrato foi lavado com agua, solugdo aquosa saturada de
hidrogeno carbonato de sodio e solugdo aquosa de cloreto de sédio, secado
(Na,SO4 anidro), e concentrado sob pressdo reduzida. O residuo foi separado
pela cromatografia de coluna (30 a 40 % de acetato de etila-hexano) para dar
330 mg (72 %) do composto do titulo.

'"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,79 (br m, 1H), 7,62 (m, 1H),
7,50 - 7,25 (m, 5H), 5,20 - 4,80 (m, 2H), 4,80 - 4,68 (m, 1H), 3,75 (m, 1H),
2,88 - 2,57 (m, 2H), 2,26 (s, 3H), 2,26 - 1,98 (m, 2H), 1,41 (m, 9H), 0,87 (m,
3H)

Exemplo 1)

Acido 5-fluoro-3-[2-(5-metil-3-oxo0-2-fenil-2,3-diidro-

piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 1-6) (100 mg, 0,218 mmol) foi
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dissolvido em diclorometano (4 ml), e 4acido trifluoroacético (2 ml) foi
adicionado a 0° C. A mistura foi agitada por 1 hora, durante o que foi
lentamente reduzida até a temperatura ambiente. A mistura foi concentrada
sob pressdo reduzida, e separada pela cromatografia de coluna (10 % de
metanol-diclorometano) para dar 68 mg (78 %) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) 8 7,93 (m, 1H), 7,84 (br s,
1H), 7,45 - 7,37 (m, 5H), 5,03 (m, 2H), 4,57 - 4,49 (m, 1H), 3,69 (m, 1H),
2,68 - 2,47 (m, 2H), 2,19 (s, 3H), 2,08 - 1,68 (m, 2H), 0,76 (m, 3H)

Massa M + H' 402,74

Preparacio 2-1)

Ester metilico do 4cido (2-benzil-5-metil-3-o0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-acético

A uma mistura do composto da Preparagdo 1-2) (364 mg, 2,0
mmol) e Cs,CO; (977 mg, 1,5 eq) foram adicionados DMF (8 ml) e brometo
de benzila (0,31 ml, 1,3 eq), que foram depois agitados por 3 horas a 60° C
sob atmosfera de nitrogénio. A mistura foi concentrada sob pressio reduzida,
e o residuo foi extraido duas vezes com acetato de etila (100 ml). O extrato foi
lavado com solugdo aquosa saturada de hidrogeno carbonato de sédio
(NaHCO;3, 100 ml x 2) e solugdo aquosa de cloreto de sédio, secada (Na,SOy
anidro), e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi separado pela
cromatografia de coluna (30 % de acetato de etila-hexano) para dar 484 mg
(89 %) do composto do titulo.

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) 8 7,61 (s, 1H), 7,39 (d, 2H), 7,35
- 7,26 (m, 3H), 5,29 (s, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,65 (s, 2H), 2,15 (s, 3H)

Preparacido 2-2)

Ester metilico do acido 2-(2-benzil-5-metil-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirico

O composto da Preparacdo 2-1) (471 mg, 1,73 mmol) foi

dissolvido em THF anidro (6 ml) sob atmosfera de nitrogénio, e mantido a
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-78° C. LiHMDS 1,0 M/THF (2,10 ml, 1,2 eq) foi adicionado a este, € a
mistura foi agitada por 10 minutos. Iodeto de etila (0,21 ml, 1,5 eq) foi
adicionado, e a mistura foi lentamente aquecida até a temperatura ambiente
com agitagdo durante a noite. A reagfo foi interrompida pela solugdo saturada
de acetato de etila. A mistura de reagfo foi extraida com acetato de etila (50
ml x 2), lavada com solugdo aquosa de cloreto de sédio (100 ml), secada
(Na;SO, anidro), e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi separado
pela cromatografia de coluna (20 % de acetato de etila-hexano) para dar 400
mg (77 %) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,57 (s, 1H), 7,37 (d, 2H), 7,30
- 7,25 (m, 3H), 5,38 & 5,17(dois d, J = 13,5 Hz, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,69 (dd,
1H), 2,25 (m, 1H), 2,17 (s, 3H), 1,84 (m, 1H), 0,87 (t, 3H)

Preparacgéo 2-3)

Acido 2-(2-Benzil-5-metil-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-
butirico

O composto da Preparagdo 2-2) (400 mg, 1,31 mmol) foi
dissolvido em uma mistura de solvente (6 ml, tetraidrofurano:MeOH: H,O =
3:2:1), LIOH.H,O (165 mg, 3,0 eq) foi adicionado a este, e a mistura foi
aquecida por cerca de 2 horas sob agitagdo. A mistura de reagdo foi
neutralizada pela solugdo aquosa 1 N de acido cloridrico, destilada sob
pressdo reduzida para remover quase completamente tetraidrofurano. O
residuo foi dissolvido em acetato de etila em excesso (50 ml), lavado com
solu¢do aquosa de cloreto de sddio, secado (Na,SO, anidro), e concentrado
sob pressdo reduzida para dar 356 mg (Rendimento 100 %) do composto do
titulo. Este composto foi usado na reagdo seguinte sem outra purificacfo.

Preparacio 2-4)

Ester terc-butilico do 4cido 3-[2-(2-benzil-5-metil-3-ox0-2,3-
diidro-piridazin-4-il)-butirilamino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico

Uma mistura do derivado de acido carboxilico da Preparagéao



10

15

20

25

27

2-3) (153 mg, 0,535 mmol), éster terc-butilico do acido 3-amino-5-fluoro-4-
hidroxi-pentandico (ver Tetrahedron Letters, 1994, 35(52), 9693-9696, 133
mg, 1,2 eq) e HATU (265 mg, 1,3 eq) foi esfriado a 0° C, trietilamina (0,30
ml, 4,0 eq) foi adicionada a estes em solvente de DMF (5 ml), e a mistura foi
reagida por um dia. O solvente foi destilado sob pressdo reduzida. O residuo
foi extraido com acetato de etila (30 ml x 2), lavado com &4gua, solugdo
aquosa de hidrogeno carbonato de sédio e solugdo aquosa de cloreto de sédio,
secado (Na,SO, anidro), e concentrado sob pressdo reduzida. O residuo foi
separado pela cromatografia de coluna (40 a 60 % de acetato de etila-hexano)
para dar 233 mg (92 %) de éster terc-butilico do acido 3-[2-(2-benzil-5-metil-
3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)butirilamino]-5-fluoro-4-hidroxi-pentandico.
A este composto e reagente de Dess-Martin (312 mg, 3,0 eq) foi adicionado
diclorometano anidro (4 ml), que foi depois agitado por 1 hora na temperatura
ambiente. A reagdo foi interrompida pelo alcool isopropilico (1 ml). O solido
foi removido pela filtragdo em celite sob pressdo reduzida, e extraido com
acetato de etila (20 ml x 2). O extrato foi lavado com agua, solugdo aquosa
saturada de hidrogeno carbonato de sddio e solug¢do aquosa de cloreto de
sodio, secado (Na,SO, anidro), e concentrado sob pressio reduzida. O residuo
foi separado pela cromatografia de coluna (30 a 40 % de acetato de etila-
hexano) para dar 201 mg (79 %) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 8,13 (br s, 1H), 7,62 (s, 1H),
7,38 - 7,25 (m, 5H), 5,38 - 5,20 (m, 2H), 5,20 - 4,80 (m, 2H), 4,80 - 4,68 (m,
1H), 3,76 (m, 1H), 2,88 - 2,57 (m, 2H), 2,26 (s, 3H), 2,26 - 1,98 (m, 2H), 1,41
(m, 9H), 0,87 (m, 3H)

Exemplo 2)

Acido 3-[2-(2-benzil-5-metil-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il )-

butiril-amino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico
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O composto da Preparagdo 2-4) (198 mg, 0,418 mmol) foi
dissolvido em diclorometano (4 ml), e acido trifluoroacético (2 ml) foi
adicionado a 0° C. A mistura foi agitado por 1 hora, durante o que foi
lentamente reduzida até a temperatura ambiente. A mistura foi concentrada
sob pressdo reduzida, e separada pela cromatografia de coluna (10 % de
metanol-diclorometano) para dar 175 mg (rendimento estequiométrico, pod
branco) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) & 12,31 (br s, 1H), 7,95 - 7,86
(dd, 1H), 7,79 (s, 1H), 7,28 - 7,22 (m, 5H), 5,34 - 4,86 (m, 4H), 4,49 - 4,39
(m, 1H), 3,60 (m, 1H), 2,70 - 2,35 (m, 2H), 2,14 (s, 3H), 2,05 - 1,68 (m, 2H),
0,70 (m, 3H)

Preparacdo 3-1)

2-Benzil-4,5-dicloro-2H-piridazin-3-ona

A uma mistura de 4,5-dicloro-2H-piridazin-3-ona (3,3 g, 20,0
mmol) e Cs,CO; (9,77 mg, 1,5 eq) foram adicionados DMF (15 ml) e
brometo de benzila (3,10 ml, 1,3 eq), que foi depois agitado por 3 horas a 60°
C sob atmosfera de nitrogénio. A mistura foi concentrada sob pressdo
reduzida, e o residuo foi extraido duas vezes com acetato de etila (200 ml). O
extrato foi lavado com solug¢do aquosa saturada de hidrogeno carbonato de
s6dio (NaHCOs;, 100 ml x 2) e solugdo aquosa de cloreto de sédio, secado
(Na,SOy anidro), e concentrado sob pressdo reduzida. O residuo foi separado
pela cromatografia de coluna (10 % de acetato de etila-hexano) para dar 4,48
g (88 %) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl5) 8 7,77 (s, 1H), 7,43(d, 2H), 7,35 -
7,30 (m, 3H), 5,32 (s, 2H)

Preparagéo 3 - 2)
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Ester etilico do 4cido (2-Benzil-5-cloro-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-acético

Malonato de dietila (1,73 g, 1,64 ml, 2,5 eq) foi dissolvido éter
isopropilico (2 ml), etoxido de sédio (0,73 g, 2,5 eq) foi adicionado a este na
temperatura ambiente, e a mistura foi agitada por 30 minutos. A mistura de
reagdo foi adicionado o composto da Preparagdo 3-1) (1,10 g, 4,31 mmol),
que foi depois submetido a refluxo por um dia. A mistura foi extraida com
acetato de etila (50 ml x 2), lavada com solug¢do aquosa de cloreto de sddio
(100 ml), secada (Na,SO, anidro), e concentrada sob pressdo reduzida. O
residuo foi separado pela cromatografia de coluna (10 a 20 % de acetato de
etila-hexano) para dar 1,34 g (82 %) uma mistura 1:1 de éster dietilico do
acido 2-(2-benzil-5-cloro-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-malénico e éster
dietilico do acido 2-(1-benzil-5-cloro-6-oxo-1,6-diidro-piridazin-4-il)-
maloénico. Esta mistura foi dissolvida em 12 ml de uma mistura de solvente
(H,O:DMSO =1:5), NaCl (1,0 g, 5 eq) foi adicionado a estes, e a mistura foi
aquecida a 120° C por um dia. A mistura foi concentrada sob pressdo
reduzida, e o residuo foi extraido duas vezes com acetato de etila (200 ml). O
extrato foi lavado com 4gua, solugdo saturada de hidrogeno carbonato de
s6dio (NaHCO;, 100 ml x 2) e solugdo aquosa de cloreto de sédio, secado
(Na;SO;4 anidro), e concentrado sob pressdo reduzida. O residuo foi separado
pela cromatografia de coluna (10 a 20 % de acetato de etila-hexano) para dar
530 mg (49 %) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,76 (s, 1H), 7,39 (d, 2H), 7,33
- 7,26 (m, 3H), 5,29 (s, 2H), 4,17 (qt, 2H), 3,75 (s, 2H), 1,24 (t, 3H)

Preparagido 3-3)

Ester etilico do &cido (2-benzil-3-o0x0-2,3-diidro-piridazin-4-
il)-acético

O composto da Preparagdo 3-2) (1,15 g, 3,75 mmol) foi
dissolvido em 30 ml de EtOH, 10 % de Pd/C (200 mg, Aldrich) foi
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adicionado, e a mistura foi agitada por 3 horas sob atmosfera de hidrogénio. A
mistura de reagfo foi passada através de celite, lavada duas vezes com etanol,
e o extrato de etanol foi concentrado sob pressdo reduzida para dar 1,00 g (98
%) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl5) & 7,74 (d, 1H), 7,42 (d, 2H), 7,33
- 7,26 (m, 3H), 7,17 (d, 1H), 5,33 (s, 2H), 4,18 (qt, 2H), 3,59 (s, 2H), 1,25 (t,
3H)

Preparagao 3-4)

Ester etilico do 4cido 2-(2-benzil-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-
il)-butirico

O composto da Preparagdo 3-3) (272 mg, 1,00 mmol) foi
dissolvido em THF anidro (5 ml) sob atmosfera de nitrogénio e mantido em
uma temperatura de -78° C. LIHMDS 1,0 M/THF (1,50 ml, 1,5 eq) foi
adicionado a este, e a mistura foi agitado por 10 minutos. Iodeto de etila (0,14
ml, 1,8 eq) foi adicionado, e a mistura foi lentamente aquecida até a
temperatura ambiente, com agitacdo durante a noite. A reac¢do foi
interrompida pela solugéo saturada de acetato de etila. A mistura de rea¢do foi
extraida com acetato de etila (50 ml x 2), lavada com solugdo aquosa de
cloreto de s6édio (100 ml), secada (Na,SO, anidro), e concentrada sob pressio
reduzida. O residuo foi separado pela cromatografia de coluna (10 a 20 % de
acetato de etila-hexano) para dar 220 mg (73 %, 6leo) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) 8 7,74 (d, 1H), 7,42 (d, 2H), 7,33
- 7,26 (m, 3H), 7,17 (d, 1H), 5,32 (ABq, 2H), 4,18 - 4,10 (m, 2H), 3,87 (4,
2H), 2,01 - 1,77 (m, 2H), 1,21 (t, 3H), 0,95 (t, 3H)

Preparacao 3-5)

Ester terc-butilico do &acido 3-[2-(2-benzil-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirilamino]-5-fluoro-4-oxo-pentanéico

O composto da Preparagdo 3-4) foi hidrolisado de acordo com

o0 mesmo procedimento como na Preparacdo 2-3) para dar o derivado do acido



10

15

20

25

31

carboxilico. Uma mistura deste derivado do 4cido carboxilico (205 mg, 0,683
mmol), éster terc-butilico do 4cido 3-amino-5-fluoro-4-hidréoxi-pentandico
(ver Tetrahedron Letters, 1994, 35(52), 9693-9696, 170 mg, 1,2 eq) e HATU
(337 mg, 1,3 eq) foi esfriada a 0° C, trietilamina (0,38 ml, 4,0 eq) foi
adicionada a esta em solvente de DMF (5 ml), e a mistura foi reagida por um
dia. O solvente foi destilado sob pressdo reduzida. O residuo foi extraido com
acetato de etila (30 ml x 2), lavado com 4gua, solugdo aquosa de hidrogeno
carbonato de sddio e solugdo aquosa de cloreto de sodio, secado (Na;SO4
anidro), e concentrado sob pressdo reduzida para dar éster terc-butilico do
acido 3-[2-(2-benzil-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il)butirilamino]-5-fluoro-4-
hidroxi-pentandico. A este composto e reagente de Dess-Martin (580 mg, 2,0
eq) foi adicionado diclorometano anidro (4 ml), que foi depois agitado por 1
hora na temperatura ambiente. A reagdo foi interrompida pelo alcool
isopropilico (1 ml). O solido foi removido pela filtragdo em celite sob pressdo
reduzida, e extraido com acetato de etila (20 ml x 2). O extrato foi lavado com
agua, solugdo aquosa saturada de hidrogeno carbonato de sédio e solugdo
aquosa de cloreto de sddio, secado (Na,SO, anidro), e concentrado sob
pressdo reduzida. O residuo foi separado pela cromatografia de coluna (20 a
30 % de acetato de etila-hexano) para dar 242 mg (77 %) do composto do
titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) 8 7,79 (m, 1H), 7,56 (m, 1H),
7,42 - 7,27 (m, 5SH), 7,14 (m, 1H), 5,40 - 5,27 (m, 2H), 5,22 - 4,67 (m, 3H),
3,76 (m, 1H), 2,93 - 2,56 (m, 2H), 2,16 (m, 1H), 1,69 (m, 1H), 1,42 & 1,38
(dois s, 9H), 0,95 (m, 3H)

Exemplo 3)

Acido 3-[2-(2-benzil-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-

butirilamino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico
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O composto da Preparagdo 3-5) (242 mg, 0,527 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
195 mg (92 %) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, DMSO-de) & 12,40 (br s, 1H), 8,70 (m,
1H), 7,87 (m, 1H), 7,27 - 7,24 (m, 6H), 5,25 - 5,16 (m, 2H), 5,21 (m, 2H),
4,58 - 4,47 (m, 1H), 3,64 (m, 1H), 2,69 - 2,47 (m, 2H), 1,72 - 1,62 (m, 2H),
0,82 (m, 3H)

Preparacdo 4-1)

Ester etilico do 4cido 2-(2-benzil-5-cloro-3-o0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirico

O composto da Preparagdo 3-2) (170 mg, 0,554 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparacdo 3-4) para
dar 137 mg (74 %) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) 8 7,74 (s, 1H), 7,38 - 7,26 (m,
5H), 5,37 - 5,17 (ABq, 2H), 4,18 - 4,02 (m, 2H), 3,91 (dd, 1H), 2,27 (m, 1H),
1,90 (m, 1H), 1,08 (t, 3H), 0,89 (t, 3H)

Preparacio 4-2)

Acido 2-(2-benzil-5-cloro-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-
butirico e

Acido 2-(2-Benzil-5-met6xi-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-
butirico

O composto da Preparagdo 4-1) (132 mg, 0,395 mmol) foi
dissolvido em uma mistura de solvente (6 ml, tetraidrofurano:MeOH:-H,O =
3:2:1), LiOH.H,O (50 mg, 3,0 eq) foi adicionado a estes, € a mistura foi
agitada por um dia. A mistura de reagdo foi neutralizada pela solugdo aquosa

1 N de acido cloridrico, e destilada sob pressdo reduzida para remover quase
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completamente tetraidrofurano. O residuo foi dissolvido em acetato de etila
em excesso (50 ml), lavado com solugdo aquosa de cloreto de sddio, secado
(Na;SO4 anidro), e concentrado sob pressdo reduzida para dar 118 mg do
composto do titulo, que foi depois identificado pela RMN como sendo uma
mistura de derivado de cloro de derivado de metdxi em uma razdo de 0,4:1,0.
Estes compostos foram usados na reag@o seguinte sem outra purificagio.

Preparagdo 4-3)

Ester terc-butilico do acido 3-[2-(2-benzil-5-cloro-3-0x0-2,3-
diidro-piridazin-4-il)-butirilamino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico e éster terc-
butilico do 4cido 3-[2-(2-benzil-5-metoxi-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-
butirilamino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico

Os dois compostos obtidos na Preparagdo 4-2) foram reagidos
de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2-4), e foram
separados pela cromatografia de coluna (30 a 50 % de acetato de etila-
hexano) para dar o derivado de cloro (45 mg, 23 %) e o derivado de metoxi
(62 mg, 32 %).

Derivado de cloro

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) 8 7,78 (s, 1H), 7,70 (m, 1H), 7,42
- 7,27 (m, SH), 5,35 - 4,86 (m, 4H), 4,78 - 4,67 (m, 1H), 4,01 (m, 1H), 2,94 -
2,62 (m, 2H), 2,28 - 2,06 (m, 2H), 1,69 (m, 1H), 1,42 & 1,41 (dois s, 9H),
0,89 (m, 3H)

Derivado de metoxi

'H-RMN (500 MHz, CDCI;) & 8,14 - 8,03 (br m, 1H), 7,84 (m,
1H), 7,40 - 7,26 (m, 5H), 5,40 - 4,70 (m, 5H), 3,94 (dois s, 3H), 3,94 (m, 1H),
2,88 - 2,58 (m, 2H), 2,26 - 1,90 (m, 2H), 1,42 & 1,40 (dois s, 9H), 0,86 (m,
3H)

Exemplo 4)

Acido 3-[2-(2-benzil-5-cloro-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-

butiril-amino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico
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O composto de cloro da Preparacdo 4-3) (45 mg, 0,091 mmol)
foi reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para
dar 23 mg (58 %) do composto do titulo.

"H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) & 8,17 (s, 1H), 7,97 (m, 1H),
7,40 - 7,23 (m, 5H), 5,36 - 5,29 (m, 1H), 5,29 - 4,70 (m, 2H), 5,09 - 5,05 (m,
1H), 4,52 - 4,43 (m, 1H), 3,74 (m, 1H), 2,67 - 2,46 (m, 2H), 2,10 - 1,74 (m,
2H), 0,73 (m, 3H)

Exemplo 5)

Acido  3-[2-(2-Benzil-5-met6xi-3-oxo0-2,3-diidro-piridazin-4-

il)-butiril-amino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico

O composto de metoxi da Preparagdo 4-3) (62 mg, 0,127
mmol) foi reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo
2) para dar 28 mg (51 %) do composto do titulo.

"H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) & 8,17 (s, 1H), 7,89 - 7,81 (m,
1H), 7,26 - 7,21 (m, SH), 5,34 - 5,09 (Ab q, 2H), 5,29 - 4,70 (m, 2H), 4,52 -
4,40 (m, 1H), 3,90 (d, 3H), 3,62 (m, 1H), 2,65 - 2,46 (m, 2H), 1,97 - 1,64 (m,
2H), 0,68 (m, 3H)

Preparagdo 6 - 1)

4,5-Dicloro-2-metoximetil-2H-piridazin-3-ona

4,5-Dicloro-2H-piridazin-3-ona (30 g, 182 mmol), N,N-
diisopropiletilamina (47,5 ml, 258 mmol) e 4-dimetilaminopiridina (2,20 g,

18,2 mmol) foram dissolvidos em 200 ml de cloreto de metileno, ao qual foi
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lentamente adicionado as gotas éter clorometil metilico (16,6 ml, 21,8 mmol)
enquanto se mantém a 0° C. A mistura foi agitada por 3 horas na temperatura
ambiente. A solugdo de reagdo foi lavada com solugdo aquosa saturada de
hidrogeno carbonato de sédio, destilada sob pressdo reduzida, e separada-
purificada pela cromatografia de coluna (10 % de cloreto de metileno/acetato
de etila) para dar o composto do titulo (26,6 g, Rendimento: 70 %) como um
solido amarelo.

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & 7,81 (s, 1H), 5,45 (s, 2H), 3,48
(s, 3H)

Preparagdo 6-2)

Ester dietilico do acido 2-(5-cloro-2-metoximetil-3-oxo0-2,3-
diidro-piridazin-4-il)-malénico

e ¢éster dietilico do acido 2-(5-cloro-1-metoximetil-6-oxo0-1,6-
diidro-piridazin-4-il)-maldnico

O composto da Preparagéo 6-1) (26,6 g, 127 mmol) e etdéxido
de sodio (13 g, 191 mmol) foram colocados em suspensio em éter
diisopropilico (100 ml), e agitados por 30 minutos. malonato de dietila (29,0
ml, 191 mmol) foi adicionado a estes, e a mistura foi refluxada por um dia.
Depois da conclusido da reagdo, a mistura foi destilada sob pressido reduzida
para remover o éter diisopropilico. O residuo foi dissolvido mais uma vez em
cloreto de metileno, lavado com &cido cloridrico 1 N e a solu¢do aquosa
saturada de hidrogeno carbonato de sédio, e destilado sob pressdo reduzida. O
residuo foi separado pela cromatografia de coluna (14,3 %, acetato de
etila/hexano) para dar a mistura do titulo em uma faixa de 1:1 (32 g,
Rendimento: 76 %) como um liquido amarelo claro.

Preparacéo 6-3)

Ester etilico do acido (5-cloro-2-metoximetil-3-ox0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-acético

O composto da Preparagédo 6-2) (32,0 g, 96,2 mmol) e cloreto
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de sodio (228 g, 481 mmol) foram dissolvidos em agua/ sulféxido de dimetila
(120 ml, 1/5), e agitados por 16 horas a 170° C. O sulféxido de dimetila foi
removido por destilagdo a vacuo. O residuo foi dissolvido em cloreto de
metileno, lavado com agua, destilado sob pressio reduzida, e separado pela
cromatografia de coluna (33 %, acetato de etila/hexano) para dar o composto
do titulo (12 g, Rendimento: 48 %) como um liquido incolor.

'H-RMN (CDCl;, 500 MHz) é 7,78 (s, 1H), 5,42 (s, 2H), 4,18
(t, 2H), 3,77 (s, 2H), 3,44 (s, 3H), 1,26 (q, 3H)

Preparagéo 6-4)

Ester etilico do 4cido (2-metoximetil-3-o0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)- acético

O composto da Preparagdo 6-3) (405 mg, 1,55 mmol) foi
dissolvido em 10 ml de EtOH, 10 % de Pd/C (100 mg, Aldrich) foi
adicionado, e a mistura foi agitada por 1 hora sob atmosfera de hidrogénio. A
mistura de reagfo foi passada através de celite, e lavada duas vezes com
etanol. o extrato de etanol foi concentrado sob pressdo reduzida, e separado
pela cromatografia de coluna (40 a 50 %, acetato de etila’hexano) para dar o
composto do titulo (240 mg, Rendimento: 68 %) como um liquido incolor.

'H-RMN (500 MHz, CDCl5) & 7,76 (d, 1H), 7,21 (d, 1H), 5,45
(s, 2H), 4,18 (qt, 2H), 3,45 (s, 3H), 1,27 (t, 3H)

Preparagdo 6-5)

Ester terc-butilico do acido 2-(2-metoximetil-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirico

O composto da Preparagdo 6-4) (240 mg, 1,06 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2-2) para
dar 179 mg (67 %) do composto do titulo.

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,77 (d, 1H), 7,21 (d, 1H), 5,46
(m, 2H), 4,22 - 4,10 (m, 2H), 3,88 (m, 1H), 3,45 (s, 3H), 2,00 - 1,78 (dois m,
2H), 1,24 (t, 3H), 0,96 (1, 3H)
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Preparagdo 6-6)

Ester terc-butilico do acido 2-(3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-
butirico

O composto da Preparagdo 6-5) (172 mg, 0,676 mmol) foi
dissolvido em 8 ml de CH,Cl,, BBr; (70 C, ou 1,1 eq/solugdo 1,0 M em
CH,Cl,) foi adicionado a -78° C, e a mistura foi agitada por 2 horas enquanto
aquecendo lentamente até a temperatura ambiente. A reacgdo foi interrompida
pelo acetato de amoénio saturado. A mistura de reacdo foi extraida com acetato
de etila, e lavada com solugdo aquosa de cloreto de sédio. O extrato foi
concentrado sob pressdo reduzida, e separada pela TLC prep (70 %, acetato
de etila/hexano) para dar o composto do titulo (132 mg, Rendimento: 91 %)
como um liquido incolor.

"H-RMN (500 MHz, CDCls) 6 7,76 (d, 1H), 7,26 (d, 1H), 4,18
- 4,10 (m, 2H), 3,88 (m, 1H), 2,00 - 1,75 (dois m, 2H), 1,23 (t, 3H), 0,94 (4,
3H)

Preparagéo 6-7)

I-Bromometil-2-terc-butil-benzeno

Ao I-terc-butil-2-metil-benzeno (940 mg, 6,34 mmol), NBS
(1,24 g, 1,1 eq) e AIBN (20 mg, quantidade catalitica) foi adicionado CCl,
(12 ml), que foi depois submetido a refluxo por 1 hora. As particulas
colocadas em suspensdo foram removidas pela filtragdo, e lavadas com CCly.
As camadas orgénicas foram combinadas e concentradas sob pressido reduzida
para dar 1,5 g de um liquido amarelo em um rendimento estequiométrico.

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,46 (m, 1H), 7,38 (m, 1H),
7,22 - 7,21 (m, 2H), 4,83 (s, 2H), 1,46 (s, 9H)

Preparacio 6-8)

Ester etilico do 4acido 2-[2-(2-terc-Butil-benzil)-3-o0x0-2,3-
diidro-piridazin-4-il]-butirico

O composto da Preparacdo 6-6) (58 mg, 0,276 mmol) e o
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composto da Preparagdo 6-7) (81 mg, 1,3 eq) foram reagidos de acordo com o
mesmo procedimento como na Preparagdo 2-1) para dar 53 mg (54 %) do
composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl5) 6 7,78 (d, 1H), 7,42 (d, 1H), 7,25
(m, 1H), 7,18 (d, 1H), 7,09 (t, 1H), 6,82 (d, 1H), 5,66 (ABq, 2H), 4,21 - 4,10
(m, 2H), 3,94 (t, 1H), 2,03 - 1,80 (dois m, 2H), 1,49 (s, 9H), 1,23 (t, 3H), 0,97
(t, 3H)

Preparacgdo 6-9)

Ester terc-butilico do 4cido 3-2-[2-(2-terc-Butil-benzil)-3-oxo-
2,3-diidro-piridazin-4-il]butirilamino5-fluoro-4-oxo-pentandico

O composto da Preparacdo 6-8) (53 mg, 0,149 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagio 3-5) para
dar 46 mg (60 %) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCls) & 7,84 (dois d, 1H), 7,52 (m, 1H),
7,43 (dois s, 1H), 7,23 - 7,09 (m, 2H), 7,08 (dois d, 1H), 5,71 & 5,66 (dois s,
2H), 5,21 - 4,70 (m, 3H), 3,81 (m, 1H), 2,91 - 2,58 (m, 2H), 2,17 (m, 1H),
1,72 (m, 1H), 1,50 (s, 9H), 1,40 & 1,36 (dois s, 9H), 0,97 (m, 3H)

Exemplo 6)

Acido 3-2-[2-(2-terc-Butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-

4-il]-butirilamino-5-fluoro-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 6-9) (46 mg, 0,089 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (29 mg, 71 %).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) & 8,65 - 8,61 (m, 1H), 7,93 Q.
1H), 7,39 - 7,34 (m, 2H), 7,14 (t, 1H), 7,04 (t, 1H), 6,67 (m, 1H), 5,50 (Ab q,
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2H), 5,02 (m, 2H), 4,58 - 4,48 (m, 1H), 3,69 (m, 1H), 2,63 (m, 2H), 1,75 -
1,64 (m, 2H), 1,40 (s, 9H), 0,83 (m, 3H)

Preparacdo 7-1)

1-Bromometil-3-terc-butil-benzeno

Ao 1-metil-3-terc-butil-benzeno (551 mg, 3,72 mmol), NBS
(730 mg, 1,1 eq) e AIBN (14 mg, quantidade catalitica) foi adicionado CCl,
(8 ml), que foi depois submetido a refluxo por 2 horas. As particulas
colocadas em suspensdo foram removidas pela filtracdo, e lavadas com CCly.
As camadas organicas foram combinadas e concentradas sob pressio reduzida
para dar 860 mg de um liquido amarelo (que foi identificado pela RMN para
conter cerca de 15 % derivado de dibromo).

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) 8 7,39 - 7,19 (m, 4H), 4,51 (s,
2H), 1,35 (s, 9H)

Preparagdo 7-2)

Ester terc-butilico do &cido 2-[2-(3-terc-Butil-benzil)-3-oxo-
2,3-diidro-piridazin-4-il]butirico

A uma mistura do composto da Preparagdo 6-6) (50 mg, 0,238
mmol) e Cs,CO; (116 mg, 1,5 eq) foram adicionados DMF (3 ml) e 1-
bromometil-3-terc-butil-benzeno da Preparagio 7-1) (70 mg, 1,3 eq), que foi
depois agitado por 2 horas a 60° C sob atmosfera de nitrogénio. A mistura foi
concentrada sob pressdo reduzida, e o residuo foi extraido duas vezes com
acetato de etila (50 ml). O extrato foi lavado com solu¢do aquosa saturada de
hidrogeno carbonato de so6dio (NaHCOs;, 30 ml x 2) e solugdo aquosa de
cloreto de sédio, secado (Na,SO, anidro), e concentrado sob pressio reduzida.
O residuo foi separado pela TLC prep (30 % de acetato de etila-hexano) para
dar 57 mg (67 %) do composto do titulo.

"H-RMN (500 MHz, CDCl5) & 7,74 (d, 1H), 7,43 (s, 1H), 7,30
- 7,16 (m, 4H), 5,32 (ABq, 2H), 4,18 - 4,10 (m, 2H), 3,88 (t, 1H), 1,99 - 1,76
(dois m, 2H), 1,29 (s, 9H), 1,20 (t, 3H), 0,95 (t, 3H)
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Preparacao 7-3)

Ester terc-butilico do acido 3-2-[2-(3-terc-butil-benzil)-3-oxo-
2,3-diidro-piridazin-4-il]butirilamino5-fluoro-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 7-2) (56 mg, 0,157 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3-5) para
dar o composto do titulo (49 mg, 60 %).

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) 7,79 (dois d, 1H), 7,58 (m, 1H),
7,42(dois s, 1H), 7,32 - 7,14 (m, 4H), 5,35 - 5,28 (m, 2H), 5,21 - 4,68 (m,
3H), 3,75 (m, 1H), 2,91 - 2,58 (m, 2H), 2,14 (m, 1H), 1,69 (m, 1H), 1,43 &
1,41 (dois s, 9H), 1,29 (s, 9H), 0,95 (m, 3H)

Exemplo 7)

Acido 3-2-[2-(3-terc-Butil-benzil )-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-
4-il]-butirilamino-5-fluoro-4-oxo-pentandico

O
N
fl\l F
N o
o

O composto da Preparagdo 7-3) (48 mg, 0,0931 mmol) foi

reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (31 mg, 72 %).

'H-RMN (500 MHz, DMSO-dy) 8 8,65 (m, 1H), 7,89 (q, 1H),
7,31 (t, 1H), 7,27 (s, 1H), 7,26 (m, 1H), 7,19 (t, 1H), 7,00 (m, 1H), 5,21 (m,
2H), 5,20 - 4,67 (m, 2H), 4,57 - 4,48 (m, 1H), 3,68 (m, 1H), 2,62 (m, 2H),
1,73 - 1,63 (m, 2H), 1,20 (s, 9H), 0,83 (m, 3H)

Preparacdo 8-1)

Ester etilico do &cido 2-[2-(2-metil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (98 mg, 0,47 mmol) e 1-
bromometil-2-metilbenzeno (112 mg, 1,3 eq) foram reagidos de acordo com o

mesmo procedimento como na Preparagdo 2-1) para dar o composto do titulo
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(118 mg, 80 %).

'H-RMN (500 MHz, CDCL) & 7,75 (d, 1H), 7,20 - 7,13 (m,
5H), 5,40 - 5,31 (ABq, 2H), 4,20 - 4,10 (m, 2H), 3,89 (m, 1H), 2,40 (s, 3H),
1,97 (m, 1H), 1,82 (m, 1H), 1,22 (t, 3H), 0,96 (t, 3H)

Preparacgéo 8-2)

Ester terc-butilico do 4cido 5-fluoro-3-2-[2-(2-metil-benzil)-3-
0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 8-1) (118 mg, 0,38 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparacio 3-5) para
dar o composto do titulo (145 mg, 82 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,80 (dois d, 1H), 7,57 (m, 1H),
7,20 - 7,13 (m, 5H), 5,38 - 5,35 (dois s, 2H), 5,21 - 4,68 (m, 3H), 3,77 (m,
1H), 2,91 - 2,57 (m, 2H), 2,42 & 2,41 (dois s, 3H), 2,15 (m, 1H), 1,70 (m,
1H), 1,43 & 1,39 (dois s, 9H), 0,95 (m, 3H)

Exemplo 8)

Acido 5-fluoro-3-2-[2-(2-metil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-

piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 8-2) (143 mg, 0,302 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (109 mg, 87 %).

'H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) & 12,40 (br s, 1H), 8,72 - 8,63
(m, 1H), 7,88 (m, 1H), 7,31 (m, 1H), 7,14 (m, 2H), 7,07 (t, 1H), 6,94 (t, 1H),
5,28 - 4,95 (m, 4H), 4,58 - 4,48 (m, 1H), 3,65 (m, 1H), 2,69 - 2,47 (m, 2H),
2,29 (s,3H), 1,73 - 1,64 (m, 2H), 0,83 (m, 3H)

Preparacio 9-1)

Ester etilico do acido 2-[2-(3-metil-benzil)-3-o0x0-2,3-diidro-



10

15

20

25

42

piridazin-4-il]-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (103 mg, 0,49 mmol) e 1-
bromometil-3-metilbenzeno (118 mg, 1,3 eq) foram reagidos de acordo com o
mesmo procedimento como na Preparagdo 2-1) para dar o composto do titulo
(110 mg, 71 %).

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,74 (d, 1H), 7,22 - 7,08 (m,
4H), 7,08 (m, 1H), 5,33 - 5,24 (ABq, 2H), 4,20 - 4,01 (m, 2H), 3,88 (m, 1H),
2,32 (s, 3H), 1,95 (m, 1H), 1,81 (m, 1H), 1,21 (t, 3H), 0,95 (t, 3H)

Preparagdo 9-2)

Ester terc-butilico do 4cido 5-Fluoro-3-2-[2-(3-metil-benzil)-3-
ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 9-1) (110 mg, 0,35 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3-5) para
dar o composto do titulo (141 mg, 89 %).

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,79 (dois d, 1H), 7,59 (m, 1H),
7,22 - 7,08 (m, 5H), 5,36 - 4,69 (m, 5H), 3,75 (m, 1H), 2,92 - 2,59 (m, 2H),
2,32 (dois s, 3H), 2,15 (m, 1H), 1,70 (m, 1H), 1,44 & 1,41 (dois s, 9H), 0,95
(m, 3H)

Exemplo 9)

Acido 5-Fluoro-3-2-[2-(3-metil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-

piridazin-4-il]butirilamino-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 9-2) (137 mg, 0,289 mmol) foi

O
N F
O
O

reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (104 mg, 86 %).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) & 12,41 (br s, 1H), 8,72 - 8,64
(m, 1H), 7,87 (m, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,16 (t, 1H), 7,05 (m, 3H), 5,26 - 4,92 (m,
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4H), 4,58 - 4,47 (m, 1H), 3,66 (m, 1H), 2,69 - 2,47 (m, 2H), 2,22 (s, 3H), 1,73
- 1,63 (m, 2H), 0,83 (m, 3H)

Preparacgdo 10-1)

Ester etilico do acido 2-[2-(3-metéxi-benzil)-3-oxo-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (114 mg, 0,54 mmol) e 1-
bromometil-3-metéxi-benzeno (142 mg, 1,3 eq) foram reagidos de acordo
com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2 - 1) para dar o composto
do titulo (145 mg, 81 %).

"H-RMN (400 MHz, CDCl;) & 7,79 (d, 1H), 7,25 (t, 1H), 7,22
(d, 1H), 7,03(d, 1H), 7,00 (s, 1H), 6,87 (d, 1H), 5,40 - 5,30 (ABq, 2H), 4,21 -
4,13 (m, 2H), 3,93 (t, 1H), 3,82 (s, 3H), 1,98 (m, 1H), 1,85 (m, 1H), 1,26 (t,
3H), 1,00 (t, 3H)

Preparagao 10-2)

Ester terc-butilico do acido 5-Fluoro-3-2-[2-(3-metoxi-benzil)-
3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 10-1) (145 mg, 0,44 mol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagédo 3-5) para
dar o composto do titulo (70 mg, 33 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,79 (dois d, 1H), 7,58 (m, 1H),
7,23 (t, 1H), 7,15 (dois d, 1H), 7,00 - 6,90 (m, 2H), 6,81 (m, 1H), 5,32 (m,
2H), 5,30 - 4,68 (m, 3H), 3,77 (s, 3H), 3,74 (m, 1H), 2,92 - 2,58 (m, 2H), 2,15
(m, 1H), 1,68 (m, 1H), 1,43 & 1,40 (dois s, 9H), 0,95 (m, 3H)

Exemplo 10)

5-Fluoro-3-2-[2-(3-metoxi-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-

4-il]-butirilamino-4-oxo-pentanoico
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O composto da Preparagdo 10-2) (70 mg, 0,14 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (56 mg, 90 %).

'H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) 6 8,64 (br s, 1H), 7,88 (m,
1H), 7,30 (m, 1H), 7,19 (m, 1H), 6,80 - 6,77 (m, 3H), 5,41 - 4,80 (m, 2H),
5,28 - 5,14 (m, 2H), 4,57 - 4,49 (m, 1H), 3,67 (m, 3H), 3,65 (m, 1H), 2,71 -
2,32 (m, 2H), 1,74 - 1,63 (m, 2H), 0,82 (m, 3H)

Preparacdo 11-1)

Ester etilico do 4cido 2-(2-naftalen-1-ilmetil-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (98 mg, 0,47 mmol) e 1-
clorometil-naftaleno (107 mg, 1,3 eq) foram reagido de acordo com o mesmo
procedimento como na Preparacdo 2-1) para dar o composto do titulo (81 mg,
50 %).

'"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 8,29 (d, 1H), 7,87 - 7,79 (m,
2H), 7,73 (d, 1H), 7,56 - 7,42 (m, 4H), 7,16 (d, 1H), 5,86 - 5,73 (ABq, 2H),
4,20 - 4,10 (m, 2H), 3,90 (m, 1H), 1,97 (m, 1H), 1,82 (m, 1H), 1,20 (t, 3H),
0,95 (t, 3H)

Preparagdo 11-2)

Ester terc-butilico do 4cido 5-fluoro-3-[2-(2-naftalen-1-ilmetil-
3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 11-1) (81 mg, 0,23 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3-5) para
dar o composto do titulo (82 mg, 70 %).

"H-RMN (400 MHz, CDCl;) & 8,32 (dois d, 1H), 7,91 - 7,81
(m, 3H), 7,65 - 7,46 (m, 5SH), 7,19 (m, 1H), 5,89 - 5,80 (m, 2H), 5,28 - 4,75
(m, 3H), 3,83 (m, 1H), 2,96 - 2,65 (m, 2H), 2,18 (m, 1H), 1,75 (m, 1H), 1,47
& 1,42 (dois s, 9H), 0,99 (m, 3H)

Exemplo 11)
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Acido  5-Fluoro-3-[2-(2-naftalen-1-ilmetil-3-oxo0-2,3-diidro-

piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentanéico

O composto da Preparagdo 11-2) (82 mg, 0,16 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (57 mg, 78 %).

'H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) & 8,66 (br s, 1H), 8,20 (d,
1H), 7,93 - 7,84 (m, 3H), 7,52 (m, 2H), 7,42 (m, 1H), 7,31 (m, 1H), 7,26 (m,
1H), 5,70 (m, 2H), 5,43 - 4,80 (m, 2H), 4,55 - 4,48 (m, 1H), 3,72 (m, 1H),
2,70 - 2,33 (m, 2H), 1,75 - 1,65 (m, 2H), 0,84 (m, 3H)

Preparagdo 12-1)

Ester etilico do 4cido 2-(2-naftalen-2-ilmetil-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (97 mg, 0,46 mmol) e 2-
bromometil-naftaleno (132 mg, 1,3 eq) foram reagidos de acordo com o
mesmo procedimento como na Preparagdo 2-1) para dar o composto do titulo
(91 mg, 57 %).

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,88 (s, 1H), 7,83 - 7,78 (m,
3H), 7,76 (d, 1H), 7,56 (d, 1H), 7,47 - 7,44 (m, 2H), 7,18 (d, 1H), 5,53 - 5,43
(ABq, 2H), 4,20 - 4,10 (m, 2H), 3,88 (m, 1H), 1,95 (m, 1H), 1,82 (m, 1H),
1,19 (t, 3H), 0,95 (t, 3H)

Preparacdo 12-2)

Ester terc-butilico do 4cido 5-Fluoro-3-[2-(2-naftalen-2-
ilmetil-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 12 - 1) (91 mg, 0,26 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Prepara¢do 3 - 5)

para dar o composto do titulo (83 mg, 63 %).
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'H-RMN (400 MHz, CDCl3) & 7,91 (d, 1H), 7,87 - 7,83 (m,
4H), 7,66 - 7,56 (m, 2H), 7,53 - 7,48 (m, 2H), 7,20 (t, 1H), 5,60 - 5,52 (m,
2H), 5,28 - 4,75 (m, 3H), 3,82 (m, 1H), 2,94 - 2,65 (m, 2H), 2,19 (m, 1H),
1,74 (m, 1H), 1,47 & 1,44 (dois s, 9H), 1,00 (m, 3H)

Exemplo 12)

Acido  5-Fluoro-3-[2-(2-naftalen-2-ilmetil-3-ox0-2,3-diidro-

piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 12 - 2) (83 mg, 0,16 mmol) foi
reagido de acordo com o0 mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (68 mg, 92 %).

'"H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) & 8,64 (br s, 1H), 7,90 (m,
1H), 7,85 - 7,83 (m, 3H), 7,76 (s, 1H), 7,46 (m, 2H), 7,42 (m, 1H), 7,31 (m,
1H), 5,44 - 5,34 (m, 2H), 5,31 - 4,73 (m, 2H), 4,57 - 4,49 (m, 1H), 3,69 (m,
1H), 2,63 - 2,32 (m, 2H), 1,75 - 1,63 (m, 2H), 0,82 (m, 3H)

Preparacdo 13 - 1)

(2-Metil-oxazol-4-il)-metanol

Ao LiAlH; (304 mg, 1,5 eq) foi adicionado THF anidro (20
ml). Ester metilico do acido 2-metil-oxazol-4-carboxilico (ver Org. Chem.,
2003, 68, p, 4215 - 4234) dissolvido em THF (20 ml) foi adicionado a este a -
78° C, e agitado por 1 hora na mesma temperatura. A reacgéo foi interrompida
pela agua. A mistura de reac¢do foi passada através de celite, e extraida com
acetato de etila (50 ml x 3). A camada organica foi lavada com solugdo
aquosa de cloreto de sédio, destilada sob pressdo reduzida, e separada pela
cromatografia de coluna (acetato de etila) para dar o composto do titulo (308

mg, Rendimento: 51 %) como um sélido amarelo claro.

'H-RMN (400 MHz, CDCl;) & 7,48 (s, 1H), 4,56 (d, 2H), 2,45
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(s, 3H), 2,18 (t, 1H)

Preparacdo 13 - 2)

4-Bromometil-2-metil-oxazol

O composto da Preparacio 13 - 1) (307 mg, 2,71 mmol) foi
dissolvido em CH,Cl, (20 ml), CBr4 (1,17 g, 1,3 eq) e PPh; (1,07 g, 1,5 eq)
foram adicionados a estes, e a mistura foi agitada por 3 horas. A mistura de
reacdo foi secada sob pressdo reduzida e separada pela cromatografia de
coluna (25 % de acetato de etila/hexano) para dar o composto do titulo (139
mg, Rendimento: 29 %) como um liquido incolor.

'"H-RMN (400 MHz, CDCl3) & 7,58 (s, 1H), 4,39 (s, 2H), 2,50
(s, 3H)

Preparagdo 13-3)

Ester etilico do acido 2-[2-(2-Metil-oxazol-4-ilmetil)-3-oxo-
2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirico

O composto da Preparag¢do 6-6) (160 mg, 0,761 mmol) e 4-
bromometil-2-metil-oxazol (139 mg, 1,3 eq) foram reagidos de acordo com o
mesmo procedimento como na Preparagdo 2 - 1) para dar o composto do
titulo (159 mg, 69 %).

'"H-RMN (500 MHz, CDCl5) § 7,77 (d, 1H), 7,56 (s, 1H), 7,18
(d, 1H), 5,19 (ABq, 2H), 4,20 - 4,10 (m, 2H), 3,86 (t, 1H), 1,98 - 1,74 (dois
m, 2H), 1,22 (t, 3H), 0,94 (t, 3H)

Preparagdo 13 - 4)

Ester terc-butilico do 4cido 5-Fluoro-3-2-[2-(2-metil-oxazol-4-
ilmetil)-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentanoico

O composto da Preparagdo 13-3) (155 mg, 0,508 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparacdo 3 - 5)
para dar o composto do titulo (150 mg, 64 %).

'"H-RMN (500 MHz, CDCl;) 8 7,80 (dois d, 1H), 7,60 - 7,55
(m, 2H), 7,15 (m, 1H, 5,30 - 4,69 (m, 5H), 3,75 (m, 1H), 2,93 - 2,62 (m, 2H),
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2,39 & 2,37(dois s, 3H), 2,12 (m, 1H), 1,66 (m, 1H), 1,41 & 1,38 (dois s, 9H),
0,92 (m, 3H)

Exemplo 13)

Acido 5-Fluoro-3-2-[2-(2-metil-oxazol-4-ilmetil)-3-0x0-2,3-

diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 13 - 4) (150 mg, 0,323 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (113 mg, 86 %).

'H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) & 12,41 (br s, 1H), 8,70 - 8,63
(dd, 1H), 7,85 (m, 1H), 7,78 (m, 1H), 7,30 (m, 1H), 5,24 - 4,97 (m, 4H), 4,59
- 4,46 (m, 1H), 3,63 (m, 1H), 2,82 - 2,47 (m, 2H), 2,30 (s, 3H), 1,73 - 1,63 (m,
2H), 0,83 (m, 3H)

Preparagédo 14 - 1)

Ester etilico do acido 2-[2-(2-metil-tiazol-4-ilmetil)-3-ox0-2,3-
diidro-piridazin-4-il]-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (98 mg, 0,47 mmol) e 4-
bromometil-2-metil-tiazol (112 mg, 1,3 eq, Lancaster) foram reagidos de
acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2 - 1) para dar o
composto do titulo (101 mg, 67 %).

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) 8 7,79 (d, 1H), 7,20 (d, 1H), 7,05
(s, 1H), 5,45 - 5,37 (ABq, 2H), 4,20 - 4,10 (m, 2H), 3,88 (t, 1H), 2,68 (s, 3H),
1,96 & 1,81 (dois m, 2H), 1,22 (t, 3H), 0,95 (t, 3H)

Preparagdo 14 - 2)

Ester terc-butilico do &cido 5-Fluoro-3-2-[2-(2-metil-tiazol-4-
ilmetil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentandico

O composto da Preparacdo 14 - 1) (101 mg, 0,31 mmol) foi
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reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparac¢do 3 - 5)
para dar o composto do titulo (32 mg, 21 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,83 (dois d, 1H), 7,58 (m, 2H),
7,20 - 7,03 (m, 2H), 5,51 - 4,69 (m, 5H), 3,75 (m, 1H), 2,93 - 2,62 (m, 2H),
2,64 (m, 3H), 2,12 (m, 1H), 1,66 (m, 1H), 1,41 & 1,38 (m, 9H), 0,94 (m, 3H)

Exemplo 14)

Acido 5-Fluoro-3-2-[2-(2-metil-tiazol-4-ilmetil)-3-0x0-2,3-

diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-4-oxo-pentanéico

O composto da Preparagdo 14 - 2) (32 mg, 0,066 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (16 mg, 58 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) § 7,82 (m, 1H), 7,80 - 7,76 (dd,
1H), 7,25 (s, 1H), 7,12 (m, 1H), 6,07 - 6,91 (m, 1H), 5,15 - 4,57 (m, 4H), 3,90
(m, 1H), 2,92 - 2,75 (m, 2H), 2,67 (s, 3H), 2,22 - 1,67 (m, 2H), 0,97 (m, 3H)

Preparagdo 15 - 1)

Ester etilico do acido 2-[2-(3,5-dimetil-isoxazol-4-ilmetil)-3-
ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (96 mg, 0,46 mmol) e 4-
clorometil-3,5-dimetil-isoxazol (86 mg, 1,3 eq, Aldrich) foram reagidos de
acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2 - 1) para dar o
composto do titulo (119 mg, 82 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCls) § 7,71 (d, 1H), 7,18 (d, 1H), 5,10
- 5,02 (ABq, 2H), 4,20 - 4,10 (m, 2H), 3,85 (t, 1H), 2,46 (s, 3H), 2,32 (s, 3H),
1,98 - 1,74 (dois m, 2H), 1,22 (t, 3H), 0,95 (t, 3H)

Preparagédo 15 - 2)

Ester terc-butilico do é&cido 3-2-[2-(3,5-dimetil-isoxazol-4-
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ilmetil)-3-o0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-5-fluoro-4-oxo-
pentanoico

O composto da Preparagdo 15 - 1) (119 mg, 0,37 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3 - 5)
para dar o composto do titulo (47 mg, 40 %).

"H-RMN (400 MHz, CDCl;) & 7,79 (dois d, 1H), 7,48 (m, 1H),
7,21 (d, 2H), 5,30 - 4,79 (m, 5H), 3,77 (m, 1H), 2,97 - 2,69 (m, 2H), 2,54
(dois s, 3H), 2,36 (s, 1H), 2,16 (m, 1H), 1,72 (m, 1H), 1,47 & 1,42 (dois s,
9H), 0,99 (m, 3H)

Exemplo 15)

Acido 3-2-[2-(3,5-dimetil-isoxazol-4-ilmetil)-3-ox0-2,3-

diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-5-fluoro-4-oxo-pentandico

(@) (@)
N F
NN
o) N O O
O

O composto da Prepara¢do 15 - 2) (47 mg, 0,098 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (27 mg, 66 %).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) & 8,64 (br s, 1H), 7,86 (dd,
1H), 7,28 (m, 1H), 5,32 - 4,91 (m, 2H), 5,08 - 4,96 (m, 2H), 4,56 - 4,47 (m,
1H), 3,66 (m, 1H), 2,63 - 2,32 (m, 2H), 2,37 (s, 3H), 2,16 (s, 3H), 1,72 - 1,63
(m, 2H), 0,82 (m, 3H)

Preparagdo 16 - 1)

Ester etilico do &cido 2-(2-cicloexilmetil-3-oxo0-2,3-diidro-
piridazin-4-il)-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (101 mg, 0,48 mmol) e
bromometil-cicloexano (111 mg, 1,3 eq, Aldrich) foram reagidos de acordo
com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2 - 1) para dar o composto

do titulo (82 mg, 56 %).
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"H-RMN (500 MHz, CDCl5) & 7,71 (d, 1H), 7,16 (d, 1H), 4,20
- 4,10 (m, 2H), 4,14 - 3,94 (m, 2H), 3,86 (t, 1H), 1,98 - 1,74 (dois m, 2H),
1,72 - 1,60 (amplo m, SH), 1,23 (t, 3H), 1,20 - 1,16 (amplo m, 3H), 1,05 -
1,00 (m, 2H), 0,96 (t, 3H)

Preparacgdo 16 - 2)

Ester terc-butilico do acido 3-[2-(2-cicloexilmetil-3-0x0-2,3-
diidro-piridazin-4-il)-butirilamino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico

O composto da Prepara¢do 16 - 1) (80 mg, 0,26 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3 - 5)
para dar o composto do titulo (106 mg, 88 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) § 7,77 (m, 1H), 7,64 (m, 1H),
7,14 (m, 1H),

5,29 - 4,72 (m, 3H), 4,10 - 3,98 (m, 2H), 3,76 (m, 1H), 2,94 -
2,62 (m, 2H), 2,15 (m, 1H), 1,94 (m, 1H), 1,72 - 1,60 (amplo m, 5H), 1,43 &
1,41 (dois s, 9H), 1,23 - 1,00 (m, 5H), 0,96 (m, 3H)

Exemplo 16)

Acido 3-[2-(2-cicloexilmetil-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-

butiril-amino]-5-fluoro-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 16 - 2) (106 mg, 0,23 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (71 mg, 76 %).

'"H-RMN (500 MHz, DMSO-d) & 8,65 (br s, 1H), 7,83 (m,
1H), 7,26 (m, 1H), 5,35 - 4,88 (m, 2H), 4,57 - 4,48 (m, 1H), 3,97 - 3,82 (m,
2H), 3,63 (m, 1H), 2,66 - 2,47 (m, 2H), 1,79 (m, 1H), 1,73 (m, 1H), 1,61 (m,
3H), 1,55 (m, 1H), 1,49 (m, 2H), 1,10 (m, 3H), 0,95 (m, 2H), 0,82 (m, 3H)

Preparagdo 17 - 1)
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1-Bromometil-isoquinolina

A 1-metilisoquinolina (0,99 g, 6,91 mmol), NBS (1,35 g, 1,1
eq) e AIBN(10 mg, quantidade catalitica) foi adicionado CCl, (15 ml), que foi
depois submetido a refluxo por 2 horas. As particulas colocadas em suspensao
foram removidas pela filtra¢do, e lavadas com CCl,. As camadas organicas
foram combinadas, concentradas sob pressdo reduzida, e separadas pela
cromatografia de coluna (30 %, acetato de etila/hexano) para dar o composto
do titulo (270 mg, Rendimento: 18 %) como um solido violeta.

"H-RMN (500 MHz, CDCls) § 8,48 (d, 1H), 8,25 (d, 1H), 7,87
(d, 1H), 7,75 - 7,67(dois t, 2H), 7,65 (d, 1H)

Preparagdo 17 - 2)

Ester etilico do acido 2-(2-Isoquinolin-1-ilmetil-3-0x0-2,3-
diidro-piridazin-4-il)-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (110 mg, 0,52 mmol) e 1-
bromometil-isoquinolina (151 mg, 1,3 eq) obtidos na preparagdo 17 - 1)
foram reagidos de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2
- 1) para dar o composto do titulo (135 mg, 73 %).

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 8,42 (d, 1H), 8,26 (d, 1H), 7,82
(d, 1H), 7,77 (d, 1H), 7,60 (t, 1H), 7,57 (d, 1H), 7,22 (d, 1H), 6,06 - 5,91
(ABq, 2H), 4,21 - 4,10 (m, 2H), 3,91 (t, 1H), 2,01 - 1,78 (dois m, 2H), 1,21 (%,
3H), 0,96 (t, 3H)

Preparagédo 17 - 3)

Ester terc-butilico do acido 5-fluoro-3-[2-(2-isoquinolin-1-
ilmetil-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentandico

O composto da Preparag¢do 17 - 2) (130 mg, 0,37 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3 - 5)
para dar o composto do titulo (150 mg, 79 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 8,39 (d, 1H), 8,27 (d, 1H), 7,88
- 7,80 (m, 2H), 7,73 - 7,56 (m, 3H), 7,22 (m, 1H), 6,12 - 5,95 (m, 2H), 5,23 -
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4,68 (m, 3H), 3,80 (m, 1H), 2,92 - 2,58 (m, 2H), 2,19 (m, 1H), 1,75 (m, 1H),
1,34 (m, 9H), 0,96 (m, 3H)

Exemplo 17)

Acido 5-fluoro-3-[2-(2-isoquinolin-1-ilmetil-3-ox0-2,3-diidro-

piridazin-4-il)-butirilamino]-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 17 - 3) (150 mg, 0,29 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (123 mg, 92 %).

"TH-RMN (500 MHz, DMSO-dg) & 12,42 (br s, 1H), 8,74 - 8,64
(dd, 1H), 8,28 (m, 2H), 7,98 (d, 1H), 7,87 (m, 1H), 7,79 (m, 1H), 7,72 - 7,65
(m, 2H), 7,37 (m, 1H), 5,92 (m, 2H), 5,22 - 5,00 (m, 2H), 4,60 - 4,48 (m, 1H),
3,67 (m, 1H), 2,74 - 2,54 (m, 2H), 1,77 - 1,65 (m, 2H), 0,84 (m, 3H)

Preparagdo 18 - 1)

Ester etilico do acido 2-[2-(2-cloro-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (100 mg, 0,476 mmol) e 1-
bromometil-2-clorobenzeno (127 mg, 1,3 eq, Aldrich) foram reagidos de
acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2 - 1) para dar o
composto do titulo (92 mg, 58 %).

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,77 (d, 1H), 7,37 (d, 1H), 7,23
- 7,16 (m, 3H), 7,07 (d, 1H), 5,51 - 5,43 (ABq, 2H), 4,21 - 4,10 (m, 2H), 3,90
(t, 1H), 2,02 - 1,79 (dois m, 2H), 1,22 (t, 3H), 0,96 (t, 3H)

Preparagéo 18 - 2)

Ester terc-butilico do acido 3-{2-[2-(2-clorobenzil)-3-ox0-2,3-
diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -5-fluoro-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 18 - 1) (92 mg, 0,275 mmol) foi
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reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3 - 5)
para dar o composto do titulo (113 mg, 83 %).

TH-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,82 (dois d, 1H), 7,54 (m, 1H),
7,38 (m, 1H), 7,24 - 7,18 (m, 3H), 7,09 - 7,02 (m, 1H), 5,54 - 5,44 (m, 2H),
5,21 - 4,71 (m, 3H), 3,79 (m, 1H), 2,90 - 2,56 (m, 2H), 2,16 (m, 1H), 1,73 (m,
1H), 1,41 & 1,38 (dois d, 9H), 0,96 (m, 3H)

Exemplo 18)

Acido  3-{2-[2-(2-cloro-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-

il]-butiril-amino }-5-fluoro-4-oxo-pentanoico

O composto da Preparagdo 18 - 2) (103 mg, 0,29 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (74 mg, 81 %).

'H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) & 8,63 (br, 1H), 7,91 (m, 1H),
7,45 - 7,25 (m, 4H), 7,00 (m, 1H), 5,32 (m, 2H), 5,30 - 4,60 (br, 2H), 4,57 &
4,50 (dois br m, 1H), 3,69 (m, 1H), 2,70 - 2,50 (br, 2H), 1,77 - 1,65 (m, 2H),
0,84 (m, 3H)

Preparagdo 19 - 1)

Ester etilico do acido 2-[2-(3-cloro-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (98 mg, 0,466 mmol) e 1-
bromometil-3-clorobenzeno (127 mg, 1,3 eq, Aldrich) foram reagidos de
acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2 - 1) para dar o
composto do titulo (115 mg, 74 %).

'H-RMN (500 MHz, CDCl5) & 7,74 (d, 1H), 7,38 (s, 1H), 7,28
- 7,21 (m, 3H), 7,18 (d, 1H), 5,32 - 5,22 (ABq, 2H), 4,21 - 4,10 (m, 2H), 3,84
(t, 1H), 1,99 - 1,75 (dois m, 2H), 1,20 (t, 3H), 0,94 (t, 3H)
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Preparagéo 19 - 2)

Ester terc-butilico do 4cido 3-{2-[2-(3-cloro-benzil)-3-oxo-
2,3-diidro-piridazin-4-il}-butirilaminol } -5-fluoro-4-oxo-pentanoico

O composto da Preparagdo 19 - 1) (115 mg, 0,343 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3 - 5)
para dar o composto do titulo (130 mg, 77 %).

'"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,80 (m, 1H), 7,54 (d, 1H),
7,38 (d, 1H), 7,30 - 7,23 (m, 3H), 7,18 (m, 1H), 5,31 - 5,25 (m, 2H), 5,21 -
4,71 (m, 3H), 3,76 (m, 1H), 2,91 - 2,62 (m, 2H), 2,14 (m, 1H), 1,69 (m, 1H),
1,43 & 1,39 (dois d, 9H), 0,96 (m, 3H)

Exemplo 19)

Acido  3-{2-[2-(3-cloro-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-

il]-butirilamino }-5-fluoro-4-oxo-pentanoico

|
© N
N

O composto da Preparagdo 19 - 2) (120 mg, 0,243 mmol) foi

O
N F
OH

O

reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (87 mg, 82 %).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-d,) & 8,62 (br, 1H), 7,89 (m, 1H),
7,32 - 7,30 (m, 4H), 7,20 (m, 1H), 5,28 - 5,18 (m, 2H), 5,20 - 4,60 (br, 2H),
4,58 & 4,50 (dois br m, 1H), 3,66 (m, 1H), 2,70 - 2,50 (br, 2H), 1,77 - 1,58
(m, 2H), 0,84 (m, 3H)

Preparagdo 20 - 1)

Ester etilico do acido 2-[2-(3-bromo-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (100 mg, 0,48 mmol) e 1-
bromo-3-bromometilbenzeno (154 mg, 1,3 eq, Aldrich) foram reagidos de

acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2 - 1) para dar o
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composto do titulo (102 mg, 54 %).

"H RMN (500 MHz, CDCl;); & 0,95 (t, 3H), 0,96 (t, 3H), 1,78
- 1,95 (m, 2H), 3,85 (t, 1H), 4,15 (m, 2H), 5,27 (q, 2H), 7,17 - 7,45 (m, 5H),
7,54 (s, 1H), 7,75 (d, 1H)

Preparagdo 20 - 2)

Ester terc-butilico do acido 3-{2-[2-(3-Bromo-benzil)-3-oxo-
2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino }-5-fluoro-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 20 - 1) (100 mg, 0,254 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3 - 5)
para dar o composto do titulo (120 mg, 88 %).

'H RMN (500 MHz, CDCl3); & 0,96 (m, 3H), 1,41 (d, 9H),
1,69 (m, 1H), 2,13 (m, 1H), 2,60 - 2,91 (m, 2H), 3,76 (m, 1H), 4,77 (m, 1H),
5,01 (m, 2H), 5,29 (m, 2H), 7,18 (m, 2H), 7,30 - 7,45 (m, 2H), 7,52 (m, 2H),
7,80 (m, 1H)

Exemplo 20)

Acido 3-{2-[2-(3-Bromo-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-

il]-butiril-amino }-5-fluoro-4-oxo-pentandico

B
' N
N

O composto da Preparagdo 20 - 2) (80 mg, 0,15 mmol) foi

O
N F
OH

0]

reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (59 mg, 81 %).

'"H RMN (500 MHz, CDCl); & 0,96 (m, 3H), 1,68 (m, 1H),
2,06 (m, 1H), 2,50 - 3,16 (m, 2H), 3,84 (m, 1H), 4,77 (m, 3H), 5,29 (m, 2H),
7,19 - 7,52 (m, 6H), 7,91 (m, 1H)

Preparagdo 21 - 1)

Ester etilico do acido 2-[3-oxo0-2-(2-trifluorometil-benzil)-2,3-

diidro-piridazin-4-il]butirico
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O composto da Preparagdo 6-6) (104 mg, 0,50 mmol), DIAD
(azodicarboxilato de diisopropila, 151 mg, 1,5 eq), (2-trifluorometil-fenil)-
metanol (131 mg, 1,5 eq) e trifenilfosfina (261 mg, 2,0 eq) foram dissolvidos
em THF (6 ml), e agitados por 2 horas na temperatura ambiente. A mistura foi
concentrada sob pressdo reduzida e separada pela cromatografia de coluna (30
% EA/Hexano) para dar o composto do titulo (125 mg, 68 %).

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,79 (d, 1H), 7,67 (d, 1H), 7,44
(t, 1H), 7,36 (t, 1H), 7,26 (d, 1H), 6,97 (d, 1H), 5,62 - 5,54 (ABq, 2H), 4,21 -
4,12 (m, 2H), 3,90 (t, 1H), 2,03 - 1,81 (dois m, 2H), 1,22 (t, 3H), 0,97 (t, 3H)

Preparacdo 21- 2)

Ester terc-butilico do 4acido 5-fluoro-4-oxo-3-{2-[3-0x0-2-(2-
trifluorometil-benzil)-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino }-pentandico

O composto da Preparacdo 21- 1) (125 mg, 0,34 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3 - 5)
para dar o composto do titulo (48 mg, 27 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl5) & 7,83 (dois d, 1H), 7,68 (m, 1H),
7,51 - 7,44 (m, 2H), 7,36 (d, 1H), 7,23 (d, 1H), 7,00 - 6,92 (dois d, 1H), 5,69 -
5,51 (m, 2H), 5,21 - 4,73 (m, 3H), 3,78 (m, 1H), 2,90 - 2,58 (m, 2H), 2,16 (m,
1H), 1,75 (m, 1H), 1,37 (m, 9H), 0,96 (m, 3H)

Exemplo 21)

Acido 5-fluoro-4-0x0-3-{2-[3-0x0-2-(2-trifluorometil-benzil)-

2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -pentandico

O composto da Preparagdo 21- 2) (48 mg, 0,092 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar

o composto do titulo (37 mg, 86 %).



10

15

20

25

58

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) 8 7,92 (dd, 1H), 7,70 (d, 1H),
7,60 (bs, 1H), 7,45 (t, 1H), 7,39 (t, 1H), 7,35 (m, 1H), 6,95 (d, 1H), 5,64 -
5,51 (m, 2H), 4,77 - 4,35 (m, 3H), 3,84 (m, 1H), 3,06 - 2,90 (m, 1H), 2,68 -
2,58 (m, 1H), 2,12 (m, 1H), 1,74 (m, 1H), 0,97 (t, 3H)

Preparagao 22 - 1)

Ester etilico do acido 2-[3-oxo-2-(3-trifluorometil-benzil)-2,3-
diidro-piridazin-4-il]-butirico

O composto da Preparagdo 6-6) (100 mg, 0,48 mmol), DIAD
(azodicarboxilato de diisopropila, 192 mg, 2,0 eq), (3-trifluorometil-fenil)-
metanol (168 mg, 2,0 eq) e trifenilfosfina (312 mg, 2,5 eq) foram dissolvidos
em THF (6 ml), e agitados por 2 horas na temperatura ambiente. A mistura foi
concentrada sob pressdo reduzida e separada pela cromatografia de coluna (30
% EA/Hexano) para dar o composto do titulo (158 mg, 90 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) § 7,76 (d, 1H), 7,65 (s, 1H), 7,60
(d, 1H), 7,53 (d, 1H), 7,43 (t, 1H), 7,20 (d, 1H), 5,40 - 5,30 (ABq, 2H), 4,20 -
4,08 (m, 2H), 3,85 (t, 1H), 2,01 - 1,76 (dois m, 2H), 1,19 (t, 3H), 0,94 (t, 3H)

Preparagéo 22 - 2)

Ester terc-butilico do acido 5-Fluoro-4-oxo-3-2-[3-ox0-2-(3-
trifluorometil-benzil)-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -pentanoico

O composto da Preparagdo 22 - 1) (157 mg, 0,43 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 3 - 5)
para dar o composto do titulo (93 mg, 41 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,80 (dois d, 1H), 7,65 (dois s,
1H), 7,60 (m, 1H), 7,52 (m, 2H), 7,44 (m, 1H), 7,18 (dois d, 1H), 5,42 - 5,33
(m, 2H), 5,18 - 4,71 (m, 3H), 3,74 (m, 1H), 2,90 - 2,60 (m, 2H), 2,12 (m, 1H),
1,68 (m, 1H), 1,42 & 1,38 (dois s, 9H), 0,94 (m, 3H)

Exemplo 22)

Acido 5-fluoro-4-0xo-3-{2-[3-ox0-2-(3-trifluorometil-benzil))-

2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -pentanéico
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O composto da Preparagdo 22 - 2) (93 mg, 0,18 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo (75 mg, 90 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,90 (dd, 1H), 7,65 (s, 1H),
7,57 (m, 2H), 7,45 (t, 1H), 7,32 (m, 1H), 5,37 (m, 2H), 4,86 - 4,35 (m, 3H),
3,84 - 3,96 (m, 1H), 3,13 - 2,92 (m, 1H), 2,70 - 2,59 (m, 1H), 2,08 (m, 1H),
1,69 (m, 1H), 0,96 (t, 3H)

Preparagéo 23 - 1)

2,6-diclorobenzoato de (3S)-3-{[(benzildxi)carbonillamino}-
5-(terc-butoxi)-2-hidréxi-5-oxo-pentila

Ao 4cido N-benziloxicarbonil-$-t-butil-aspartico (5,03 g, 15,6
mmol) e NMM (1,90 ml, 17,1 mmol) foi adicionado tetraidrofurano anidro
(60 ml) sob atmosfera de nitrogénio, que foi mantido a -15° C. Cloroformiato
de isobutila (2,12 ml, 16,3 mmol) foi adicionado, e a mistura foi agitada por
cerca de 20 minutos. A mistura de reacio mantida a 0° C foi adicionada
solugéo de diazometano-éter (sintetizada a partir de 2,0 eq de 1-metil-3-nitro-
1-nitroso-guanidina, 60 ml), que foi depois agitado por 30 minutos a 0° C
para dar o derivado de diazocetona. 30 % de HBr/AcOH (6,42 ml, 2,0 eq) foi
adicionado a estes a 0° C, e agitados por 30 minutos. A mistura de reagdo foi
extraida com acetato de etila, lavada com agua, duas vezes com solugdo
aquosa saturada de hidrogeno carbonato de sédio, e solugdo aquosa de cloreto
de sbdio, secada (Na,SO, anidro), e concentrada sob pressdo reduzida para
dar o derivado de bromometilcetona (6,4 g).

O derivado de bromometilcetona (4,36 g) e éacido 2,6-
diclorobenzéico (2,28 g, 1,1 eq) foram dissolvidos em dimetilformamida (18

ml), KF (1,58 g, 2,5 eq) foi adicionado a estes, e a mistura foi agitada por 2
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horas na temperatura ambiente. O residuo obtido pela concentragdo sob
pressdo reduzida foi extraido com acetato de etila, lavado com agua, duas
vezes com solugdo aquosa saturada de hidrogeno carbonato de sddio, €
solugdo aquosa de cloreto de sodio, secado (Na,SO,4 anidro), e concentrado
sob pressdo reduzida para dar o derivado de 2,6-diclorobenzoximetilcetona.
Este composto foi dissolvido em metanol (20 ml), e reagido pela solugdo de
adi¢do de NaBH; (412 mg)-metanol (40 ml). A mistura de reagio foi
lentamente reduzida até a temperatura ambiente por 2 horas. A reagio foi
interrompida pelo acido acético. A mistura de reacdo foi destilada sob pressao
reduzida para remover metanol, extraida com acetato de etila (50 ml x 2),
lavada com &agua e solugdo aquosa de cloreto de sddio, secada (Na,SOj4
anidro), concentrada sob pressdo reduzida, e separada pela cromatografia de
coluna (acetato de etila-hexano, 1:5) para dar 4,80 g (86 %) do composto do
titulo.

'"H-RMN (400 MHz, CDCl;) 8 7,3 - 7,2 (m, 8H), 5,9 (m, 1H),
5,2 (m, 4H), 4,7 (m, 1H), 2,9 (m, 1H), 2,7 (m, 1H), 1,4 (s, 9H)

Preparagéo 23 - 2)

2,6-diclorobenzoato de (3S)-3-amino-5-(terc-butoxi)-2-
hidréxi-5-oxopentila

O composto da Preparagdo 23 - 1) (4,80 g, 9,37 mmol) foi
dissolvido em EtOH, e submetido to desbenziloxicarbonilagio (Pd/C) sob
baldo de hidrogénio por 40 minutos para dar 3,47 g (98 %) do composto do
titulo.

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d) § 8,2 (br, 2H), 7,6 - 7,5 (m,
3H), 6,1 (m, 1H), 4,4 - 3,9 (m, 3H), 3,0 - 2,6 (m, 2H), 1,4 (s, 9H)

Preparagao 23-3)

Ester (S)-4-terc-butoxicarbonil-3-{2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-
ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino}-2-oxo-butilico do 4cido 2,6-

dicloro-benzoico
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O composto da Prepara¢do 6-8) foi hidrolisado de acordo com
o mesmo procedimento como na Preparagido 2-3) para dar o derivado de acido
carboxilico. Uma mistura deste derivado do acido carboxilico (100 mg, 0,304
mmol), o composto da Preparagdo 23 - 2) (151 mg, 1,2 eq) e HATU (337 mg,
1,3 eq) foi esfriada a 0° C, trietilamina (0,17 ml, 4,0 eq) foi adicionada a estes
em solvente de DMF (4 ml), e a mistura foi reagida por 1 hora. O solvente foi
destilado sob pressdo reduzida. O residuo foi extraido com acetato de etila (30
ml x 2), lavado com agua, solugdo aquosa de hidrogeno carbonato de so6dio e
solugdo aquosa de cloreto de sodio, secado (Na,SO, anidro), e concentrado
sob press@o reduzida para dar acido 2,6-dicloro-benzdico éster (S)-4-terc-
butoxicarbonil-3-{2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-
butirilamino }-2-hidréxi-butilico do acido 2,6-dicloro-benzéico. A este
composto e reagente de Dess-Martin (260 mg, 2,0 eq) foi adicionado
diclorometano anidro (4 ml), que foi depois agitado por 0,5 hora na
temperatura ambiente. A reac¢do foi interrompida pelo alcool isopropilico (1
ml). O solido foi removido pela filtracdo em celite sob pressdo reduzida, €
extraido com acetato de etila (20 ml x 2). O extrato foi lavado com agua,
solugdo aquosa saturada de hidrogeno carbonato de sdédio e solugdo aquosa de
cloreto de sédio, secado (Na,SO, anidro), e concentrado sob pressido reduzida.
O residuo foi separado pela cromatografia de coluna (20 a 25 % de acetato de
etila-hexano) para dar 163 mg (78 %) do composto do titulo.

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,84 (m, 1H), 7,62 (m, 1H),
7,43 (t, 1H), 7,34 - 7,25 (m, 4H), 7,16 (m, 1H), 7,06 (t, 1H), 6,83 - 6,74 (dois
d, 1H), 5,86 - 5,52 (m, 2H), 5,22 - 4,81 (m, 3H), 3,86 (m, 1H), 2,89 - 2,62 (m,
2H), 2,02 (m, 1H), 1,75 (m, 1H), 1,49 & 1,48 (dois s, 9H), 1,41 & 1,37(dois s,
9H), 0,99 (m, 3H)

Exemplo 23 - 1) e 23 - 2)

Ester  (S)-3-{(R)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-

piridazin-4-il }-butirilamino }-4-carboxi-2-oxo-butilico do acido 2,6-dicloro-
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benzodico e
Ester  (S)-3-{(S)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-

piridazin-4-il }-butirilamino }-4-carboxi-2-oxo-butilico do acido 2,6-dicloro-

:\Wo O Cl

0]

benzoico

o :/ o Cl
; N 0]
Eijjl/\ro( \E/U\O/ O Cl
>~ \]/
O

O composto da Preparagdo 23-3) (159 mg, 0,29 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo como uma mistura de dois diasteredmeros, que foi
depois separada pela TLC prep (70 % de EtOAc/Hexano) para dar 62 mg (42
%) e 50 mg (34 %) de cada diasteredmero. O composto com a polaridade
mais baixa na TLC foi designado como no Exemplo 23 - 1 € o composto com
a polaridade mais alta como no Exemplo 23 - 2, mas suas formas
diastereoméricas especificas ndo foram identificadas.

O composto com a polaridade mais baixa: "H-RMN (500
MHz, DMSO-dy) 6 8,78(br, 1H), 7,93 (m, 1H), 7,56 - 7,52 (m, 3H), 7,40 (m,
1H), 7,34 (t, 1H), 7,11 (m, 1H), 7,05 (m, 1H), 6,67 (d, 1H), 5,58 - 5,42 (ABgq,
2H), 5,30 - 4,60 (br m, 3H), 4,58 & 4,50 (dois br m, 1H), 3,72 (m, 1H), 2,70 -
2,50 (br, 2H), 1,82 - 1,63 (m, 2H), 1,40 (m, 9H), 0,85 (m, 3H) (Exemplo 23 -
1)

O composto com a polaridade mais alta: "H-RMN (500 MHz,
DMSO-de) & 8,74 (br, 1H), 7,93 (m, 1H), 7,57 - 7,51 (m, 3H), 7,40 (d, 1H),
7,34 (d, 1H), 7,11 (m, 1H), 7,02 (m, 1H), 6,67 (d, 1H), 5,56 - 5,43 (ABq, 2H),
5,26 - 5,00 (br m, 2H), 4,72 (m, 1H), 3,70 (m, 1H), 2,76 - 2,50 (br, 2H), 1,82 -
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1,63 (m, 2H), 1,38 (s, 9H), 0,85 (t, 3H) (Exemplo 23 - 2)

Preparagdo 24 - 1)

(3S)-3-amino-4-hidroxi-5-(2,3,5,6-tetrafluorofendxi)-
pentenoato de terc-butila

Acido N-benziloxicarbonil-B-t-butil-aspartico (17,9 g, 55,5
mmol) e 2,3,5,6-tetrafluorofenol foram reagidos de acordo com o mesmo
procedimento como nas Preparag¢des 23 - 1) e 23 - 2) para dar 13,2 g (68 %)
do composto do titulo.

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d¢) & 8,2 (br, 2H), 7,6 - 7,5 (m,
1H), 5,9 (m, 1H), 4,3 - 4,1 (m, 3H), 3,6 (m, 1H), 2,7 (m, 1H), 1,4 (s, 9H)

Preparagéo 24 - 2)

Ester terc-butilico do acido (S)-3-{(R)-2-[2-(2-terc-butil-
benzil)-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -4-ox0-5-(2,3,5,6-
tetrafluoro-fendxi)-pentandico e; éster terc-butilico do acido (S)-3-{(S)-2-[2-
(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -4-oxo-5-

(2,3,5,6-tetrafluoro-fendxi)-pentandico

'ﬂ% ”;JoboﬁF
N O "\I(‘])/O)é [

o o) F

Nﬁ/g\n/Nleo

| z

N O X__O0_
T

O composto da Preparacdo 6 - 8) (104 mg, 0,29 mol) foi

F

hidrolisado de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagéo 2 - 3)
para dar para dar o derivado de acido carboxilico. Uma mistura deste derivado
do 4cido carboxilico (95 mg, 0,29 mmol), o composto da Preparagdo 24 - 1)

(113 mg, 1,2 eq) e HATU (143 mg, 1,3 eq) foi esfriada a 0° C, trietilamina
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(0,16 ml, 4,0 eq) foi adicionada a estes em solvente de DMF (5 ml), e a
mistura foi reagida por 2 horas. O solvente foi destilado sob pressdo reduzida.
O residuo foi extraido com acetato de etila (30 ml x 2), lavado com agua,
solucdo aquosa hidrogeno carbonato de sodio e solu¢do aquosa de cloreto de
sédio, secado (Na,SO, anidro), concentrado sob pressdo reduzida, e
preliminarmente purificada pela TLC prep (500 % de EA/Hexano) para dar
172 mg (89 %) de éster terc-butilico do acido (S)-3-{2-[2-(2-terc-butil-
benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]butirilaminol } -4-hidréxi-5-(2,3,5,6-
tetrafluoro-fendxi)-pentanodico. A este composto e reagente de Dess-Martin
(220 mg, 2,0 eq) foi adicionado diclorometano anidro (4 ml), que foi depois
agitado por 1 h na temperatura ambiente. A reag¢do foi interrompida pelo
alcool isopropilico (1 ml). O solido foi removido pela filtragdo em celite sob
pressdo reduzida, e extraido com acetato de etila (20 ml x 2). O extrato foi
lavado com agua, solugdo aquosa saturada de hidrogeno carbonato de sodio e
solugdo aquosa de cloreto de sédio, secado (Na,SO, anidro), e concentrado
sob pressio reduzida. O residuo foi purificado pela TLC prep (30 % de
EA/Hexano) para dar 74 mg (38 %) do diastereomero do titulo com
polaridade mais baixa € 67 mg (35 %) com a polaridade mais alta.

Diasteredbmero com polaridade mais baixa:

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,83 (d, 1H), 7,59 (d, 1H), 7,42
(d, 1H), 7,22 (d, 1H), 7,17 (t, 1H), 7,06 (t, 1H), 6,76 (m, 1H), 6,73 (d, 1H),
5,65(Abq, 2H), 5,19 - 5,02 (Abq, 2H), 4,75 (m, 1H), 3,81 (dd, 1H), 2,76 (dd,
1H), 2,59 (dd, 1H), 2,19 (m, 1H), 1,73 (m, 1H), 1,48 (s, 9H), 1,34 (s, 9H),
0,98 (t, 3H)

Diasteredmero com a polaridade mais alta:

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,83 (d, 1H), 7,61 (d, 1H), 7,39
(d, 1H), 7,23 (d, 1H), 7,14 (t, 1H), 7,05 (t, 1H), 6,78 (d, 1H), 6,72 (m, 1H),
5,74 - 5,58 (Abq, 2H), 5,07 - 4,83 (ABq, 2H), 4,82 (m, 1H), 3,80 (dd, 1H),
2,89 (dd, 1H), 2,68 (dd, 1H), 2,16 (m, 1H), 1,75 (m, 1H), 1,48 (s, 9H), 1,39 (s,
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9H), 0,96 (t, 3H)

Exemplos 24 - 1) e 24 - 2)

Acido  (S)-3-{(R)-2-[2-(2-terc-Butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino }-4-0x0-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-fenoxi)-pentandico
e

Acido (S)-3-{(S)-2-[2-(2-terc-Butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-

piridazin-4-il]-butirilamino }-4-ox0-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-fendxi)-pentandico

o o) F
Nij/;\WN\')l\/o F
I{I\ I O : (@)

F
DA

O composto com a polaridade mais baixa preparado na
preparagdo 24 - 2) (74 mg, 0,11 mmol) foi reagido de acordo com o mesmo
procedimento como no Exemplo 2) para dar um dos compostos do titulo (58
mg, 87 %) que foram designados como no Exemplo 24 - 1).

'H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,91 (d, 1H), 7,43 (d, 1H), 7,39
(bs, 1H), 7,18 (t, 1H), 7,05 (t, 1H), 6,75 (m, 1H), 6,70 (d, 1H), 5,65 (s, 2H),
5,40 - 4,50 (m, 3H), 3,95 (m, 1H), 3,01 (m, 1H), 2,55 (m, 1H), 2,13 (m, 1H),
1,73 (m, 1H), 1,47 (s, 9H), 0,97 (t, 3H) (Exemplo 24 - 1)

O composto com a polaridade mais alta preparado na
preparagdo 24 - 2) (67 mg, 0,10 mmol) foi reagido de acordo com o mesmo
procedimento como no Exemplo 2) para dar os outros compostos do titulo (60
mg, 98 %) que foram designados como no Exemplo 24 - 2).

"H-RMN (500 MHz, CDCl5) & 7,91 (d, 1H), 7,42 (d, 1H), 7,31
(bs, 1H), 7,16 (t, 1H), 7,03 (t, 1H), 6,75 (m, 1H), 6,70 (d, 1H), 5,65 (s, 2H),
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4,89 - 4,03 (m, 3H), 3,76 (m, 1H), 2,99 (m, 1H), 2,70 (m, 1H), 2,12 (m, 1H),
1,75 (m, 1H), 1,48 (s, 9H), 0,97 (t, 3H) (Exemplo 24 - 2)

Preparagdo 25 - 1)

Ester terc-butilico do acido (S)-3-{2-[2-(3-terc-butil-benzil )-3-
0xo0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino}-4-ox0-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-
fendxi)-pentandico

O composto da Preparagdo 7 - 2) (135 mg, 0,38 mmol) foi
reagido de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagio 24 - 2)
para dar o composto do titulo (198 mg, 79 %).

"H-RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,79 (dois d, 1H), 7,63 (m, 1H),
7,42 (dois s, 1H), 7,32 - 7,14 (m, 4H), 6,73 (m, 1H), 5,43 - 5,21 (m, 2H), 5,20
- 4,71 (m, 3H), 3,77 (m, 1H), 2,93 - 2,59 (m, 2H), 2,15 (m, 1H), 1,69 (m, 1H),
1,43 & 1,40 (dois s, 9H),1,29 (s, 9H), 0,95 (m, 3H)

Exemplos 25 - 1) e 25 - 2)

Acido  (S)-3-{(R)-2-[2-(3-terc-butil-benzil)-3-oxo-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino }-4-ox0-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-fenoxi)-pentandico
e acido (S)-3-{(S)-2-[2-(3-terc-butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-

butirilamino }-4-ox0-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-fenoxi)-pentandico

O composto da Preparagdo 25 - 1) (75 mg, 0,11 mmol) foi
reagido de acordo com o0 mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo como uma mistura de dois diasteredmeros, que foi

depois separada pela TLC prep (70 % de EtOAc/Hexano) para dar 31 mg (44
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%) de um diasterebmero com polaridade mais baixa (Exemplo 25 - 1) e 33 mg
(48 %) de um diasteredmero com a polaridade mais alta (Exemplo 25 - 2).

Diasteredmero com polaridade mais baixa: 'H-RMN (500
MHz, DMSO-d¢) 6 8,70 (m, 1H), 7,87 (d, 1H), 7,50 (m, 1H), 7,30 (s, 1H),
7,24 (d, 2H), 7,18 (m, 1H), 6,97 (m, 1H), 5,24 - 5,03 (m, 4H), 4,64 - 4,52 (m,
1H), 3,68 (m, 1H), 2,68 - 2,58 (m, 2H), 1,73 (m, 1H), 1,63 (m, 1H), 1,19 (s,
9H), 0,82 (m, 3H) (Exemplo 25 - 1)

Diasteredmero com a polaridade mais alta: 'H-RMN (500
MHz, DMSO-d¢) & 8,66 (m, 1H), 7,87 (d, 1H), 7,50 (m, 1H), 7,30 (s, 1H),
7,25 (dois d, 2H), 7,16 (m, 1H), 6,96 (m, 1H), 5,23 - 4,90 (m, 4H), 4,63 - 4,54
(m, 1H), 3,68 (m, 1H), 2,68 - 2,50 (m, 2H), 1,73 (m, 1H), 1,63 (m, 1H), 1,19
(s, 9H), 0,82 (m, 3H) (Exemplo 25 - 2)

Preparagdo 26 - 1)

Cloridreto do éster 4-terc-butilico do éster 1-metilico do acido
(S)-2-amino-succinico

Ao Cbz-Asp(O-terc-Bu)-OH.H,O (5,00 g, 14,6 mmol) e
K,CO; (4,05 g, 2,0 eq) foram adicionados DMF (100 ml) e Mel (2,74 ml, 3
eq), que foram depois agitados por 2 a 3 horas na temperatura ambiente. O
solvente foi destilado sob pressdo reduzida. O residuo foi extraido com
acetato de etila (100 ml x 2), lavado com agua, solugdo aquosa de hidrogeno
carbonato de sodio e solugdo aquosa de cloreto de sddio, secado (Na,SOy4
anidro), e concentrado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado pela
cromatografia de coluna (30 % de acetato de etila/hexano) para dar éster 4-
terc-butilico do éster 1-metilico do acido (S)-2-benziloxicarbonilamino-
succinico em um rendimento estequiométrico. Este composto foi dissolvido
em MeOH (100 ml), c-HCI (1,1 ml, 1,0 eq) foi adicionado, e submetido a
desbenziléxi-carbonilagdo (Pd/C) por 40 minutos sob baldo de hidrogénio,
dando deste modo 3,28 g (96 %) do composto do titulo.

Preparagdo 26 - 2)
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Ester 4-terc-butilico do éster 1-metilico do 4cido (S)-2-{2-[2-
(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -succinico

O composto da Preparacédo 6-8) foi hidrolisado de acordo com
0 mesmo procedimento como na Prepara¢do 2 - 3) para dar o derivado de
acido carboxilico. Uma mistura deste derivado do 4cido carboxilico (938 mg,
2,86 mmol), o composto da Preparagdo 26 - 1) (753 mg, 1,1 eq) e HATU
(1,41 g, 1,3 eq) foi esfriado a 0° C, trietilamina (2,00 ml, 5,0 eq) foi
adicionada a estes em solvente de DMF (18 ml), e a mistura foi reagida por 1
hora na temperatura ambiente. O solvente foi destilado sob pressdo reduzida.
O residuo foi extraido com acetato de etila (50 ml x 2), lavado com agua,
solugdo aquosa de hidrogeno carbonato de sddio e solugdo aquosa de cloreto
de sédio, secado (Na,SO, anidro), e concentrado sob pressdo reduzida. O
residuo foi purificado pela cromatografia de coluna (50 % de acetato de etila-
hexano) para dar 1,24 g (84 %) do composto do titulo.

'"H-RMN (400 MHz, CDCl;) & 7,84 (dd, 1H), 7,48 (d, 1H),
7,41- 7,32 (dd, 1H), 7,30 (d, 1H), 7,23 (m, 1H), 7,14 (m, 1H), 6,92 - 6,83 (dd,
1H), 5,76 - 5,65 (m, 2H), 4,82 (m, 1H), 3,91 (m, 1H), 3,76, - 3,68 (dois s,
3H), 2,92 - 2,63 (m, 2H), 2,19 (m, 1H), 1,76 (m, 1H), 1,55 (s, 9H), 1,46,1,42
(dois s, 9H), 1,02 (m, 3H).

Preparagao 26-3)

Ester terc-butilico do acido (S)-5-Bromo-3-[ {-[2-(2-terc-butil-
benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 26 - 2) (1,24 g, 2,41 mmol) foi
hidrolisado de acordo com o mesmo procedimento como na Preparagdo 2 - 3)
para dar o derivado de 4cido carboxilico (1,15 g, 95 %). A este o derivado do
acido carboxilico (1,15 g, 2,30 mmol) e NMM (0,28 ml, 2,53 mmol) foi
adicionado tetraidrofurano anidro (20 ml) sob atmosfera de nitrogénio, que foi
mantida a 0° C. Cloroformiato de isobutila (0,31 ml, 2,42 mmol) foi

adicionado, e a mistura foi agitada por cerca de 30 minutos. A mistura de
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reacdo mantida a 0 °C foi adicionada solugido de diazometano-éter (sintetizada
a partir de 4,0 eq de 1-metil-3-nitro-1-nitroso-guanidina, 40 ml), que foi
depois agitada por 4 horas a 0° C para dar o derivado de diazocetona. 30 % de
HB1r/AcOH (1,02 ml, 2,0 eq) foi adicionado a este a 0° C, e agitado por 30
minutos. A mistura de reac¢do foi extraida com acetato de etila, lavada com
dgua, duas vezes com solugdo aquosa saturada de hidrogeno carbonato de
sodio, e solugdo aquosa de cloreto de sddio, secada (Na,SO, anidro), e
concentrada sob pressdo reduzida para dar o derivado de bromometilcetona
(1,30 g, 98 %). Este composto foi usado na reag¢do seguinte sem outra
purificagdo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,84 (dd, 1H), 7,63 - 7,58 (dd,
1H), 7,43 (d, 1H), 7,25 - 7,17 (m, 2H), 7,09 (m, 1H), 6,83 - 6,75 (dd, 1H),
5,74 - 5,62 (m, 2H), 4,91,4,82 (dois m, 1H), 4,12 - 3,93 (m, 2H), 3,79 (m,
1H), 2,91 - 2,60 (m, 2H), 2,17 (m, 1H), 1,74 (m, 1H), 1,49 (s, 9H), 1,40,1,36
(dois s, 9H), 0,97 (m, 3H).

Preparagéo 26 - 4)

Ester terc-butilico do 4cido (S)-3-{2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-
ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il]butirilamino }-4-oxo0-5-(2,3,6-trifluoro-fenoxi)-
pentandico

O composto da Preparagdo 26 - 3) (100 mg, 0,17 mmol) e
2,3,6-trifluoro-fenol (31 mg, 1,2 eq) foram dissolvidos em dimetil-formamida
(2 ml), KF (25 mg, 2,5 eq) foi adicionado a estes, e a mistura foi agitada por 4
horas na temperatura ambiente. O residuo obtido pela concentragcio sob
pressdo reduzida foi extraido com acetato de etila, lavado com agua, duas
vezes com solugdo aquosa saturada de hidrogeno carbonato de sédio, €
solu¢do aquosa de cloreto de sodio, secado (Na,SO, anidro), e concentrado
sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado pela TLC prep (70 % de
acetato de etila/hexano) para dar 77 mg (69 %) do composto do titulo.

'"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,82 (m, 1H), 7,56 (m, 1H),
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7,42 (t, 1H), 7,23 (t, 1H), 7,16 (m, 1H), 7,06 (m, 1H), 6,82 - 6,73 (m, 3H),
5,76 - 5,55 (m, 2H), 5,10 - 4,78 (m, 3H), 3,82 (m, 1H), 2,94 - 2,60 (m, 2H),
2,16 (m, 1H), 1,73 (m, 1H), 1,46 (s, 9H), 1,39, 1,34 (dois s, 9H), 0,95 (m,
3H).

Exemplos 26 - 1) e 26 - 2)

Acido  (S)-3-{(R)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino }-4-ox0-5-(2,3,6-trifluoro-fenoxi)-pentandico e

Acido  (S)-3-{(S)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-

piridazin-4-il]-butirilamino }-4-o0x0-5-(2,3,6-trifluoro-fenéxi)-pentandico
O F
N \/U\/ o j©/ F
\[]/ O
O]
o 0 F
N 5/\ﬂ/ N \/U\/O F
Y
N O \n/o F
O

O composto da Preparagdo 26 - 4) (77 mg, 0,12 mmol) foi

reagido de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar
o composto do titulo como uma mistura de dois diasteredmeros, que foi
depois separada pela TLC prep (50 % de acetato de etila’hexano) para dar 24
mg (34 %) de um diasteredmero com polaridade mais baixa (Exemplo 26 - 1)
e 17 mg (24 %) de um diasteredmero com a polaridade mais alta (Exemplo 26
- 2).

Diasteredmero com polaridade mais baixa: '1- 1-RMN (500
MHz, CDCls) 6 7,89 (d, 1H), 7,43 (d, 1H), 7,30 (m, 1H), 7,18 (t, 1H), 7,05 (t,
1H), 6,83 (m, 2H), 6,71 (d, 1H), 5,67 - 5,63 (m, 2H), 4,82 - 4,10 (m, 3H), 3,84
(m, 1H), 2,86 (m, 1H), 2,52 (m, 1H), 2,16 (m, 1H), 1,73 (m, 1H), 1,48 (s, 9H),
0,95 (t, 3H).
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Diasteredbmero com a polaridade mais alta: 'H-RMN (500
MHz, CDCl3) 6 7,90 (d, 1H), 7,41 (d, 1H), 7,32 (m, 1H), 7,15 (t, 1H), 7,02 (t,
1H), 6,79 (m, 2H), 6,70 (d, 1H), 5,63 (m, 2H), 4,89 - 4,05 (m, 3H), 3,90 (m,
1H), 3,05 (m, 1H), 2,69 (m, 1H), 2,12 (m, 1H), 1,73 (m, 1H), 1,47 (s, 9H),
0,96 (m, 3H).

Preparacdo 27) Ester terc-butilico do acido (S)-3-{2-[2-(2-terc-
butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino } -5-(2,6-difluoro-
fenoxi)-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 26 - 3) (100 mg, 0,17 mmol) e 2,6-
difluoro-fenol (27 mg, 1,2 eq) foram dissolvidos em dimetilformamida (2 ml),
KF (25 mg, 2,5 eq) foi adicionado a estes, e a mistura foi agitada por 4 horas
na temperatura ambiente. O residuo obtido pela concentragdo sob pressido
reduzida foi extraido com acetato de etila, lavado com agua, duas vezes com
solugdo aquosa saturada de hidrogeno carbonato de sédio, e solugdo aquosa
de cloreto de sédio, secado (Na,SO, anidro), e concentrado sob pressdo
reduzida. O residuo foi purificado pela TLC prep (70 % de acetato de
etila/hexano) para dar 77 mg (71 %) do composto do titulo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,79 (m, 1H), 7,54 (m, 1H),
7,41 (m, 1H), 7,23 (m, 1H), 7,16 (m, 1H), 7,05 (m, 1H), 6,92 - 6,72 (m, 4H),
5,76 - 5,52 (m, 2H), 5,02 - 4,73 (m, 3H), 3,84 (m, 1H), 2,97 - 2,62 (m, 2H),
2,15 (m, 1H), 1,71 (m, 1H), 1,48 (s, 9H), 1,40,1,34 (dois s, 9H), 0,96 (m, 3H).

Exemplos 27 - 1) e 27 - 2)

Acido  (S)-3-{(R)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-
piridazin-4-il]-butirilamino }-5-(2,6-difluoro-fendxi)-4-oxo-pentandico

Acido  (S)-3-{(S)-2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-0x0-2,3-diidro-

piridazin-4-il]-butirilamino }-5-(2,6-difluoro-fenoxi)-4-oxo-pentandico
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O composto da Preparagéo 27) (75 mg, 0,11 mmol) foi reagido
de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2) para dar o
composto do titulo como uma mistura de dois diasteredbmeros, que foi depois
separada pela TLC prep (50 % de EtOAc/Hexano) para dar 25 mg (36 %) de
um diasteredmero com polaridade mais baixa (Exemplo 27 - 1) e 24 mg (35
%) de um diasteredmero com a polaridade mais alta (Exemplo 27 - 2).

Diasteredmero com polaridade mais baixa: '1- 1-RMN (500
MHz, CDCls) 6 7,88 (d, 1H), 7,43 (d, 1H), 7,28 (m, 1H), 7,18 (t, 1H), 7,05 (t,
1H), 6,97 (m, 1H), 6,87 (t, 2H), 6,71 (d, 1H), 5,67 - 5,63 (m, 2H), 4,77 - 4,10
(m, 3H), 3,82 (m, 1H), 2,83 (m, 1H), 2,51 (m, 1H), 2,14 (m, 1H), 1,71 (m,
1H), 1,48 (s, 9H), 0,95 (t, 3H)

Diasteredmero com a polaridade mais alta: '"H-RMN (500
MHz, CDCl;) 6 7,87 (d, 1H), 7,41 (d, 1H), 7,29 (m, 1H), 7,16 (t, 1H), 7,03 (t,
1H), 6,93 (m, 1H), 6,83 (t, 2H), 6,72 (d, 1H), 5,67 - 5,62 (m, 2H), 4,88 - 4,10
(m, 3H), 3,87 (m, 1H), 3,04 (m, 1H), 2,67 (m, 1H), 2,11 (m, 1H), 1,72 (m,
1H), 1,46 (s, 9H), 0,96 (t, 3H).

Preparacdo 28)

Ester terc-butilico do 4cido (S)-3-{2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-
0x0-2,3-diidro-piridazin-4-il]butirilamino }-5-(difenil-fosfinoil6xi)-4-oxo-
pentandico

O composto da Preparagdo 26 - 3) (100 mg, 0,17 mmol) e
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acido difenilfosfinico (45 mg, 1,2 eq) foram dissolvidos em dimetil-
formamida (2 ml), KF (25 mg, 2,5 eq) foi adicionado a estes, e a mistura foi
agitada por 4 horas na temperatura ambiente. O residuo obtido pela
concentragdo sob pressdo reduzida foi extraido com acetato de etila, lavado
com agua, duas vezes com solugdo aquosa saturada de hidrogeno carbonato
de sddio, e solugdo aquosa de cloreto de sédio, secado (Na,SO,4 anidro), e
concentrado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado pela TLC prep (50
%o de acetato de etila/hexano) para dar 80 mg (65 %) do composto do titulo.

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,87 - 7,76 (m, 5H), 7,56 - 7,41
(m, 8H), 7,18 - 7,14 (m, 2H), 7,07 (m, 1H), 6,83 - 6,72 (dd, 1H), 5,77 - 5,56
(m, 2H), 4,94 - 4,62 (m, 3H), 3,77 (m, 1H), 2,79 - 2,54 (m, 2H), 2,09 (m, 1H),
1,68 (m, 1H), 1,48 (s, 9H), 1,36 & 1,31 (dois s, 9H), 0,89 (m, 3H).

Exemplo 28)

Acido (S)-3-{2-[2-(2-terc-butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-

piridazin-4-il]-butirilamino }-5-(difenil-fosfinoil6xi)-4-oxo-pentandico

O composto da Preparagdo 28) (80 mg, 0,11 mmol) foi reagido
de acordo com o mesmo procedimento como no Exemplo 2), concentrado sob
pressdo reduzida, e separada pela TLC prep (10 % de MeOH/CH,C1,) para
dar 68 mg (91 %) do composto do titulo como uma mistura de dois
diasteredmeros.

"H-RMN (500 MHz, CDCl5) & 7,80 - 7,71 (m, 5H), 7,52 - 7,40
(m, 7H), 7,20 (m, 1H), 7,15 (m, 1H), 7,04 (m, 1H), 6,75 (m, 1H), 5,72 - 5,49
(m, 2H), 4,76 - 4,10 (m, 3H), 3,84 (m, 1H), 2,93 - 2,54 (m, 2H), 1,98 (m, 1H),
1,65 (m, 1H), 1,46 (s, 9H), 0,87 - 0,79 (m, 3H).

Experimento 1
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Determinacio do efeito inibidor da caspase

A caspase-1 e caspase-8 conhecidas como cisteina protease na
forma de o, foram expressadas, purificadas, e ativadas pela modificagdo um
método conhecido em Thornberry, N. A. et al, Nature, 1992, 356, 768.
Thornberry, N. A. Methods in Enzymology, 1994, 244, 615. Walker, N. P. C.
et al. Cell, 1994, 78, 343, e caspase-9 foi também purificada por um método
similar, e a atividade inibidora contra elas foi testada. Descrevendo
resumidamente, as subunidades p10 e p20 (Thornberry, N. A. et a/, Nature,
1992, 356, 768) foram expressadas em E. coli e purificadas pela coluna de
niquel e cromatografia de troca idnica para dar caspase-1, caspase-8 e
caspase-9. Os substratos fluorescentes AcYVAD-AFC para caspase-1,
AcDEVD-AFC para a caspase-8, e AcLEHD-AFC para a caspase-9 assim
obtidas, foram usados par determinar a atividade especifica de inibidores
sintetizados. A reacdo de enzima foi realizada a 25° C com varias
concentragdes dos inibidores em uma solugdo de tampdo que contém 50 mM
de HEPES (pH 7,50), 10 % (p/v) de sacarose, 0,1 % (p/v) de CHAPS, 100
mM de NaCl, 1 mM de EDTA, e 10 mM de DTT na presengca de 50 M
AcYVAD-AFC for 10 nM de caspase-1, 50 ukM AcDEVD-AFC para 2,1 nM
de caspase-8, e 150 uM AcLEHD-AFC for 200 nM caspase-9. As constantes
inibidoras K; e K. do inibidores foram determinados medindo-se a
velocidade da reagcdo com o lapso de tempo usando um espectrdmetro
fluorescente e pela obtengdo da constante de taxa inicial. K; foi calculado a
partir de Lineweaver Burk Plot, e K5 a partir da seguinte Equacéo 1.

Equagdo 1

Kobs -In (1-4,/4,,)/t

em que

A, significa taxa de clivagem (%) no tempo t, e

Aqo significa a taxa maxima de clivagem (%o).

Os espectros do Espectrometro Fluorescente MAX GeminiXS
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da Molecular Device Co. foi usado no comprimento de onda de excitagdo de

405 nm e no comprimento de onda de emissdo de 505 nm.

A atividade inibidora in vivo dos inibidores foi determinada

submetendo-se a célula Jurkat (ATCC TIB-152) a apoptose usando o

anticorpo Fas (Upstate Biotech 05 - 201) e detectando-se a mudanga de cor de

acordo com o Método WST-1 conhecido em Francoeur A. M. e Assalian A.

(1996) Biochemica 3, 19 - 25 para observar a quantidade de células Jurkat

vivas quando as células foram tratadas pelo inibidor. Os espectros do

Espectrometro MAX 340 da Molecular Device Co. foi usado no comprimento

de onda de absorbancia de 440 nm.

Tabela 1
Exemplo N° Caspase-8 Célula Jurkat
Kops/[I] (M™min™") ICso (M) B
1 5,8 E4 8,0
2 44 ES 1,48
3 1,3 E6 0,46
4 4,1 E5 0,39
5 2,3ES 2,07
6 3,8 E6 0,042
7 1,4 E6 0,035
8 1,2 E6 0,82
9 3,0E6 0,88
10 1,2 E6 0,55
11 3,4 E6 0,17
12 9,3 E5 0,29
13 6,9 ES 3,76
14 8,4 E5 0,73
15 7,2 ES 0,80
16 7,4 ES 0,09
17 1,5 E6 0,13
18 4,4 E6 0,042
19 1,7E6 0,035
20 1,1 E6 0,043
21 4,0 E6 0,043
22 8,6 E5 0,216
23 -1 1,2 E6 0,14
23-2 5,6 E4 2,48
24 -1 3,8 E6 0,012
24 -2 1,1 ES 4,15
25-1 1,6 E6 0,031
25-2 5,4 E4 1,94
26-1 1,7 E6 0,045
26-2 4,7E5 -
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27 - 1 7.0 E5 0,090
27 -2 1,9 E5 -
28 3,4 E6 0,365

Experimento 2
Efeito terapéutico para a lesdo hepatica induzida pelo
anticorpo contra Fas em camundongo

Etapa 1) Preparacdo de amostra sangiiinea

Os camundongos Balb/c machos (6 semanas, Charles River
Laboratory, Osaka, Japdo) foram mantidos sob as condi¢des de 22° C, 55 %
de umidade relativa, e ciclo de luz-escuriddo de 12 horas. Alimento e agua
foram fornecidos ad libitum. Em tampdo de fosfato isento de pirogénio foi
dissolvido o anticorpo contra Fas (Jo2; BD pharmingen, San Diego,
Califérnia), que foi depois injetado em cada camundongo na quantidade de
0,15 mg/kg através da veia da cauda. Imediatamente depois da inje¢do do
anticorpo Fas, veiculo (uma mistura de PEG400:etanol = 2:1 foi diluido 20
vezes com tampdo de fosfato) em que o composto de teste é dissolvido ou o
veiculo sozinho foi oralmente administrado aos camundongos. Depois de 6
horas da administracdo de medicamento, as amostras de sangue foram obtidas
de seus coragdes.

Etapa 2: Determinacdo da atividade de aminotransferase

plasmatica

A atividade de ALT plasmatica foi determinada para as
amostras de sangue obtidas na Etapa 1 usando o kit de ensaio ALT (Asan
Pharm. Co., Seoul, Coréia) de acordo com a instrugdo do fabricante. Os
resultados tornam O&bvio que a inje¢gdo do anticorpo Fas aumenta
acentuadamente a atividade de ALT no plasma, e os compostos de teste
inibem a atividade de enzima aumentada em uma maneira dependente da
dose. Com base nestes resultados, os valores EDs, dos compostos de teste
foram calculados usando o software Prism de GraphPad Co. para dar 0,001 a
10 mg/kg.

APLICABILIDADE INDUSTRIAL
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Como os resultados acima dos Experimentos mostram, o
composto da féormula (1) da presente invengdo tem uma atividade inibidora
excelente contra caspase, e particularmente exibe um efeito terapéutico no
modelo de animal de lesdo hepatica induzida pelo anticorpo Fas. Portanto, o
composto da férmula (1) pode ser vantajosamente usado para o tratamento de

varias doengas e sintomas mediados pela caspase.
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REIVINDICACOES

1. Composto, caracterizado pelo fato de que € da férmula (1):

[Férmula 1]

OR7 R2 0
R5.. N
N X
N O R6 R1
N R3
R4

em que

D) R' representa H, alquila C,-Cs, cicloalquila C;-C,, arila, ou
um residuo de cadeia lateral de todos os aminoacidos naturais,

IT) R? representa H, alquila C,-Cs, cicloalquila C;-Cyy, arila, ou
um residuo de cadeia lateral de todos os aminoacidos naturais,

I1T) R’ representa H, alquila C,-Cs, hidréxi, alcéxi C-Cs, ou
halogénio,

IvV) R* representa H, alquila C,-Cs, cicloalquila C;3-C,, ou
arila,

V) R’ representa H, alquila C,-Cs, cicloalquila C;-Cg, ou arila,

VD) R® ¢ R’ independentemente um do outro cada um
representa H, alquila C,-Cs, cicloalquila C;-C,q, ou arila,

VII) X representa -CH,OR’ (R’ é alquila C;-Cs, cicloalquila
C;5-Cy, ou arila), —CHzOC(=O)R10 (Rlo ¢ alquila C;-Cs, cicloalquila C;-C;y, ou
arila), —CHZ—OP(=O)R”2 (R11 ¢ alquila C,-C;, cicloalquila Cs-Cy, ou arila), ou
-CH,-W (W ¢ halogénio), ou sal deste farmaceuticamente aceitavel

2. Composto de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado

pelo fato de que R’ representa alquila C;-Cs substituido por cicloalquila
C;-Cyp substituido ou ndo substituido ou por arila substituido ou nio
substituido; ou representa arila substituido ou ndo substituido, ou sal deste
farmaceuticamente aceitavel.

3. Composto de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado

pelo fato de que R’ representa alquila C;-Cs substituido por cicloalquila



10

15

20

25

2

C3-Cjo que € ndo substituido ou substituido por um ou mais substituintes
selecionados do grupo que consiste de alquila C,-Cs, hidréxi, alcoxi C;-Cs e
halogénio, ou por arila que é ndo substituido ou substituido por um ou mais
substituintes selecionados do grupo que consiste de alquila C;-Cs, hidréxi,
alcoxi C;-Cs e halogénio; ou representa arila que é ndo substituido ou
substituido por um ou mais substituintes selecionados do grupo que consiste
de alquila C;-Cs, hidréxi, alcoxi C;-Cs e halogénio, ou sal deste
farmaceuticamente aceitavel.

4. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que

I) R' representa um residuo de cadeia lateral de todos os
aminoacidos naturais,

IT) R” representa alquila C;-Cs,

I11) R’ representa H, alquila C;-Cs, alcoxi C;-Cs, ou halogénio,

IV) R* representa H,

V) R’ representa alquila C;-Cs substituido por cicloalquila Cs-
Cio que € ndo substituido ou substituido por um ou mais substituintes
selecionados do grupo que consiste de alquila C;-Cs, hidroxi, alcoxi C-Cs e
halogénio, ou por arila que é ndo substituido ou substituido por um ou mais
substituintes selecionados do grupo que consiste de alquila C,;-Cs, hidroxi,
alcoxi C;-Cs e halogénio; ou representa arila que € nio substituido ou
substituido por um ou mais substituintes selecionados do grupo que consiste
de alquila C;-Cs, hidroéxi, alcoxi C;-Cs e halogénio,

VI) R® e R’ independentemente um do outro cada um
representa H,

VII) X representa -CH,OR® (R’ é alquila C;-Cs, cicloalquila
C;3-Cyo, ou arila), -CH,OC(=0)R" (R'® ¢ alquila C;-Cs, cicloalquila C3-C,,, ou
arila), ou -CH,-W (W ¢ halogénio), ou sal deste farmaceuticamente aceitavel.

5. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
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pelo fato de que

I) R! representa -CH,COOH,

) R? representa alquila C,-Cs,

HI) R’ representa H, alquila C;-Cs, alcoxi C;-Cs, ou halogénio,

IV) R* representa H,

V) R’ representa alquila C;-Cs substituido por cicloalquila Cs-
Cio que é ndo substituido ou substituido por um ou mais substituintes
selecionados do grupo que consiste de alquila C;-Cs, hidréxi, alcoxi C;-Cs €
halogénio, ou por arila que é ndo substituido ou substituido por um ou mais
substituintes selecionados do grupo que consiste de alquila C;-Cs, hidroxi,
alcoxi C;-Cs e halogénio; ou representa arila que € nido substituido ou
substituido por um ou mais substituintes selecionados do grupo que consiste
de alquila C,-Cs, hidroxi, alcoxi C;-Cs e halogénio,

VI) R® e R’ independentemente um do outro cada um
representa H,

VII) X representa -CH,0-(2,3,5,6-tetrafluorofenil), -CH,O-
(2,3,6-trifluorofenil), -CH,0-(2,6-difluorofenil), -CH20-(2,6-dicloro-benzoil)
ou -CH,-F, ou sal deste farmaceuticamente aceitavel.

6. Composto, caracterizado pelo fato de ser acido 3-2-[2-(2-

terc-butil-benzil)-3-ox0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-5-fluoro-4-
0Xo-pentanoico.

7. Composto, caracterizado pelo fato de ser acido 3-2-[2-(3-

terc-butil-benzil)-3-o0xo0-2,3-diidro-piridazin-4-il]-butirilamino-5-fluoro-4-
oxo-pentandico.

8. Composigdo farmacéutica para inibir caspase, caracterizada

pelo fato de que compreende o composto como definido em qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 7 ou sal deste farmaceuticamente aceitavel como um
ingrediente ativo junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

9. Composig¢do de acordo com a reivindicacgdo 8, caracterizada
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pelo fato de que ¢ para prevenir a inflamagio e apoptose.
10. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizada pelo fato de que é para o tratamento ou preven¢do de deméncia,

acidente vascular cerebral, deterioragdo cerebral devido a AIDS, diabetes,
Ulcera gastrica, lesdo cerebral pela hepatite, doengas hepaticas induzidas pela
hepatite, hepatite aguda, insuficiéncia hepatica fulminante, septicemia,
rejeicdo ao transplante do 6rgdo, artrite reumatica, apoptose da célula cardiaca
devido as doengas cardiacas isquémicas, ou cirrose hepatica.

11. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizada pelo fato de que é para o tratamento de hepatite aguda ou cirrose

hepatica.
12. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizada pelo fato de que € para o tratamento de artrite reumatica.




RESUMO
“COMPOSTO, E, COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA INIBIR
CASPASE”
A presente invengdo diz respeito a um derivado de
piridazinona que pode ser usado como um inibidor da caspase, processo para
a sua preparagcdo, € composi¢do farmacéutica para inibir caspase que

compreende 0 mesmo.
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