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MEMSRIA DESCRITIVA

Resumo

8 presente invento diz respeito a2 um procEsso pars &
preparacio de isémero {(R) ou do isdmerc (5) de um composto com &
formula (1A}, faculiativaments sm mistura com até 35% da mistursa,
am pest, do correspondente isdmerce (8) ou isdmero (RY, respecti-

vamentes



am gus Ril # hidroxi oo aminog Rzi & aming ou hiérngénia; R31 =
por exemplo, hidroximetilo ou aciloximetilo; e R% &, por BxMeEmplo,
um grupo com a farmulas ”
0]
|| oms
CH2P/
\ORG

R 2 R 3o independentemsents seledciconados de entre

2m que 5 & Ry
hidrogénio, 51_65 alguilo e fenilo substituido facultativamente.

dteis no tratamento de infecgdes &

virus ou de dosncas neoplasticas.

0 processc de preparacc consiste, por exemplo, 0o

fecho do anel imidazole de um composto com a formula (I1):



&

(ID)

em que X & um grups capaz de ciclizagHo & fim de formar um  anel
imidazole, tal como amino ou  um derivado de amino, por exsmplo,

formilamino.,



"

0 presente invento relaciona—se com uma forma isomérica
de compostos guimicos sprasentando  actividade antiviral, com
Processos para a preparacEo de tais isdmeros 2 com a sua utiliza—

c#Ho comp agentes farmacfuticos.

A EF-f-319 22 {Beecham Group p.l.c.), cuja matéria
objscto do mesmo & incorporada nesta Memdria Descritiva ot il
referéncia, revela compostos antivirais de férmula (I} & seus

gais farmacsuticamene acsitsveis:

(L)

B gque

RI & hidroxi, aminop, cloro oo Sﬁ?g

sn gue

R? =] Ei—é alguilo, feniloc ou f&nil*ﬂiwg alguiloc, em gue qual-
quer das porgSes fenilc pode ser substituida por um ou  dois
substituintes seleccionados a partir de halo, Cij—gq 2lguilo
ou 81_4 alcoxis
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R & amino ou, guando Ri & hidroxi ou amino, ﬁ? pods também sse

hidrogéniog
R 2 hidrogénio, hidrowimetilo ou acilovimetilo; e
o3 )
H4 2 um gQrupo com a Toarmulas
0 OR-
)‘ 1 ; A
LH P
T
QR&
2m gus

Fle Ré sdo independantemente ssleccionados de entre hidronénio,
put
In

Ci—Cé alguilo & fenilo substituido facultativamentes

R e Rq en conjunto s3os

~CH.,
00
]
CHLP
Ay
OR,

&m gquea
Ré & tal como foi definido antericorments.

Oz Exemplos 6-16, 15 & 16 descrevem a mistura racemics
{H,5) dos compostos em gue R=- & diferents de hidrogénio {dtomo de
carbono assimétrico assinalado por PE" na Tfarmula (1)), Os

isdmeros (R} e (8) puros  foram agora preparados e mostraram
possuir acdtividade antiviral.
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De acordo com o 2 antsricrmente sxposto.o presents
invento fornece o isdeerc (R} ou o isdmero (B) de um composto com
a formula {(IA), facultativamsnte =mn mistwra com até 454 da
mistura, sm pesc, do cmrre&pandenté isomere (8 ou isdmeroc (Rl

respectivamsnte:

e ——

(IA)

@m gue

1

Ry

& hidroxi ou aminog

1 . . .
R & amino ou hidrogsniog

H?l & hidrozximetilo ou aciloximetilo: e

L

R4 & comgo definido relativamente & foraula {(17.

Guando Rii & hidroxi e Rzi & aming, O composto com &
farmula {IA) & um derivado da guaninag

fuando R 1 & amino REZ

1
farmula {IA) & um derivado da adeninag

& hidrog#nio, o composio com a



i i
fuando Rz“ & hidroxi B R

& hidrogenio. o composto com
a farmula (IA) & um derivado da hipoxantin

£

=
i =2

i .
Huando Eii g K, =0 ambos grupos amino, o composioc com

a farmula (IA) & um derivado da 2,4-diaminopurina.

Freguentemente, o composto com a farmula (1) & uma

guanina ou um derivado da adeninas.

Exemplos apropriados do grupoc acilo enm Hzi quando
aciloximeltilo, incluem acilo carboxilico, tal como Ci~? alcanaoilo
& benzoilo substituido facultativaments no ansl fenilo tal como &
definido a seguir para Rsfﬁé, Erupag acilo preferidos incluss

catilo, propionileo, butirilo, heptancilec e hexanoilo.

Evemplos apropriados de HS & H& incluem  hidrogénio,
matilo, etilo, o~ & iso-propilo, n-. s8c-. iso- & terc-hut tilo, =

fenilo substituido facultativamente por um, dois ou trés arupos
ou atomos  seleccionados de entre halogénio, tal como fluora,

cloro, bromo, e Bi -4 alguilo ou _a 2lcoxi em que a porcHc

fonte

alquilo & seleccionada de entre as indicadas anteriorments para
F./R, .
5 b

Exemplos de ssis farmaceuticamente aceitdveis o
composto de férmula (I s¥o os sais de adic¥o de Acidos  formados
com um acido farmacsuticamente aceitével, tal como &cido clori—
drico, &cido ortofosférico & Acido sulfarico. Os sais  farmaceuy—
ticamente aceitidveis incluem também os gqus 3o formados com basss
organicas, de prefer@ncia com  aminas, tais como etanolaminas  ou

diaminas: e com metais alecalings, tais como ssdio e potidssio.

Guando o composto de  férmula {(IAY contem um grupo

fosfonato, o8 sais adeguados inclusm  sais de metal, tais como



)

sais de metal alcalino, por sxemplo sadic ou potiassio, sais  de
metal alcalineo-terroso, tal come cialcio ou magnésic, € sais  de
aménioc ou amdnio substituido, por sxemplo agueles com alguil in-
ferior-aminas, tais como trie tzlamina, Ridroxi-alguil inferior-—
—aminas tais como Z-hidrozistilamina, bis—{2-hidroxistill)-amina

o tris—{(Z-hidroxietill—amin

Oz compostos com a farmula (I14) incluindo os ssus  sais
de metal alcalino podem  formar solvatos  tais como  hidratos e

stes s¥o incluidos semprs gus € agui referido um composto com &

2

fohrmula (1A} ou um ssu sal.

. o i - .
Sera tomado em consideraclo gue, guando Ri 2  hidroxi

na farmula (I&) o composto existe na forma tautomérica predomi-—
nante com a sstrutura {(IE):

i
N
‘ NH
A
N N
| R,
0
]
CH, .
THR3
OR4

(IB)

De preferéncia, o isdmero (R} ou o isémero (S) de um

composto de férmula {IA) ou um seu derivado, como 5Efini§sg sstd

numa forma contendo desde @ atéd 49%, @ atd 3I8%, © atd 20% ou O
até 18% do correspondente isdmero (S} ou isdmero (R}, respeciiva-

mente. Com maior preferdncia, o isdmero (RY ou o isdmero (8) exta
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numa forma contendo de § até 5% do correspondente isdmeroc (8)  ou
isdmero (R), respectivamente. Com ainda maior preferfncia, o
isdmara (R} ou o isdmero (8} esta numa forma contendo 6% ou  uma
quantidade n3o detectavel do correspondente  isdmeroc (8} ou
isomero (R}, respectivamente. Todas as percentagens agui  ante-
riormente referidas s8o  percentagem das mistura em peso, & pre—
sanca do isdémero indesejado pode, por exemplo, ser rotineiramente
detectada pela comparacgHe da rotagHo dptica de uma amostra da
mistura izomérica desejada com a de uma amostra pura do  isdmero
desejado, ou pelo sspectro de 1H FFMM de uma amostra de mistura
isamerica na p&esenga de un resgente de deslscgm@nta guiral ou

agente de sclivatacio guiral.

0 invento também proporciona um processo para a preps-
racdo de um composto com a férmula (1), ou um seu sal farmacBubi-

camente aceltavel, processo esse aue compreends oy

il o fecho do anel imidazole de um composto com a  formu-—
la (I1)s '

(II)



»y

2m gua X & um grupo capa:z

formilaminog ou

em que Y 8

capaz de ciclizacHo a

za
um derivado de amino, por

de ciclizac8o a fim de formar um
“imidazole, tal como amino oo

ansl

exemnixio,

1i} o fecho do anel pirimidina de um composto com a  farmu—

ia {1113

T ————

(004
t|l NH2
0

|

CHR3’

| o,

OR,

(III)

g amino ou Ci~% alcoxi, com um agente de

2 H- & aminoj ou

-

iii} a condensac¥o de um composto com a farmula (IV):

(IV)

com uma intermedidric de cadeis lateral com a foarmula (Vs

condensacdc

fim de formar um anel pirimidina tendo um

substituinte 2-R.'; para dar origem a um composto com a formula
(I} em gqus ﬁi & hidroxi
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ZEHE~QHE3’BH4’ S W

em que I & um grupo separivel 8 o atomo de carbono marcad oom

X
I

TET nas formulas (I}, (III} & (V) estd 55% ou maisz na contigura—
gHo gue resulta no isédmero (R} ou no isdmesro (8} de um composto

de Térmula {(I8);

2 em que nas formulas (II) a (Vi, R, , F,"s Ry ® Rg' s30 R

i 1

1 R e
 F & Rq respectivamsnts, ou grupos ou dtomos neles  conver—

g =m seguida, guando dessjado ou necessarioc, a conversso
.1
3 F‘-:r

P

il
Bl
oA

b
<
i
e
it
14

z

g0 R.'s H. &fou R,°, guantdo diferentes de
N DR |

L
i
o

prxd

&/ou =i Ri

4
sd0 de Ry’ Ry's Ry' e/fou R;° guando Hi T
-..i <~ g "-‘i

4
outras R, , R, , F." e/ou R,_.
i R &

R
s B."s Ry” efou R, respectivamente, e/ou a conver—
: i i i

s F efou H

- ge o

0 processo i) pode ser realizado, de preferfncia guandn
X 2 formilo, usando um agente de condensac3o de ciclizac#ao, tal
come acetate de dietoximetilo ou ortoformato de trietilo, ou por

fusso.

O processc ii) & de preferfncia realizade de acordo com
os metodos descritos em EP-8-242 482, cuja matéria ohisctoe do

mesEmne & aqul incorporadeo como refer@ncia.

0 processo iii) pode ser realizado com valores apro-
priados para Z incluindo halo, tal como cloro, bromo e iodo, de
preferéncia iodo; ou oubtros grupos facilmente deslocéveis por
nucledfilos, tais como mesiloxi ou tosiloxi. A& Feacgdo tem lugar
de prefergncia num solvente inerte, tal como dimetilformamida a
B-30°C, de preferfncia & temperatura ambiente.Duandc 7 & hidroxi,
a reacgdo tem lugar na prresenca de um catalizador de  desidrata-

GHo,  tal como arodicarboxilato de dietile na npressnca de



trifenilfosfina. Quando Z € halo, a reaccHo temtlugar de prefe—-

réncia na pressnca de uma base tal como carbonato de potsssio.

®emplos de conversses de grupos varidveis s3Ho como  se

SEguEs

Ry Ry

atl Um grupo hidroxi Eil pode s converitido em ﬁl‘ que sEja
cloro, por clorac8o utilizando um reagente tal como oxicloreto de
fésforo, de preferSncia ne presenca de cloreto de tetrastilamdnic
e dimestilanilina {comos acsitador de icido) am GBECM a tempsratu—

ras de refluxo, de acordo com o método descrito por M.J. Robins e

B. Ozanski Can. J. Chem, 59, 2481 (1981).

B Um grupo cloro Ri’ pode ser  convertido sm Ri guse  ssja
hidroxi por hidrélisse utizando 4cido minesral aguosc, tal como
acido cloridrico, ou com maior prefergncia, utilizando um  &cido
orginico, tal como Acido  farmico a  uma temperatura elevada,

apropriadamente 78-156°C, de preferfncia & volta de 6@,

c} Um grupo cloro Ei’ pode ssr convertido em ﬁz qus s8ja  aming
por tratamento com amoniaco num alcanol iﬁfe%imrg tal como stanol
ou metanol num autoclave a 188°C, durante um pericdo de cerca de
7 horas, ou alternativamente, por tratamento com arzeto de sadio
em dimetilformamida {(formando um intermedidrioc =m gque le seEja
N3}5 seqguido por reduclo com  formato de amdnic/palidio  zobre

carvio vegetal, sm metanol.

d} Um grupo alcoxi R, , tal como matoxi, pode ser convertido em
. . i ; . " -
hidroxi Ri pelos métodos de D.R. Haines, J. Med. Chem. 1987, I8,

et
an,

=y

2792

o

743 ® K. K. Ogivie & H. K. Hanna, Can. J. Chem. 1984,
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=3 Um grupo amino protesgido ﬁi'g tal como tritilamino , pode

ser convertido sm amino, por  tratamento com Acido acético Aguo~-
soyde preferdncia dcido acético a BOY a uma temperatura elevada,
& volia de Bg™C. Ri’ pode  tambdm ser ftalimido, o gual pode  ssr
convertidoem amino por tratamento com metil-hidrazina o hidra—-
zina num solvente inerte, tal como dicloromstano, & temperatura

ambisnts.

[ s 1
RE ~RE
a) R.' pode ser amino protegidos, tal como formilamino, o gual

- 1 gue zeja amino por hidrdliss.
pode ser convertido em R, q N po =

al Hidroximetilo ﬂTi pode ser  convertido em acilosximetilo pHar
e

processos de acilac8o convencionais.

b sz pode  =ser  hidrowimetilo protegido. o gual pode ==r
N - - s - - i i 2 Ll
convertido sm  hidroximetilo H.. po  metodos  de  desprotecodo

convencimmsis,

Exemplos apropriados de grupos  protsctores & SHa
remocio, sfo tal como foram descriros em ER-f-247 482 & 1
Um grupo protector particularments apropriado inclul tambSm o

grupo t-butildifenilsililo, removivel por  tratamento com  &cido

i

aquost, tal como Adcido triflumroacdtico, & temperatura ambients.

Ry Ry

B Buando Fe & R sm Hy; sHo diferentes de hidrogénic, els
i

]

&
poden ser convertidos em Pz & R, que seiam hidrogénio, utilizando

um  reagente de desesterificagio, tal COMmo orometo de

=



trimetileililo num solvente aprotico tal  como diclorometann  ou
dimstilformamida & temperatura ambisntes, tzl como & descritoc por

C.E. MckKenna et. al. J.C.85. Cham. Comm., 1979, 739.

A conversSo sslectiva de um de entre RS =] R& gm  hidroe
genic, pode ser realizada por  tratamento com iZo hidréxido, tal
comno € descrito por Rabinowitz JA08 1966, B2, 4544,

b Rﬁ' pode ser hidrogénio, o gqual pode ser convertido em R

,{é?
por meio de tatamsnto com EEQ em que @ & um grupo separavel HQ
2 como definido. 2 & de preferfncia um grupo tosiloxi. fis  condi-
cées para esta reacclo s3o i formac8o preliminar de um  alcédxido
utilizando uma base, tal como hidreto de s4dio, num  salvente

aprotico, por exemplo dimetilformamida  ii) reaccio com  OR

i\SEStE Casil, R & K, =¥t 5 de nrefe t"'é’m:ia ¥ difar entes e
g > & 3 ¥ E
hidf’"(ﬁgéﬂif}=

o} RQ' pode ser hidrogénis, o gual pode ser convertido, guando
RE for hidrovimetilo, =a &# gque ssia EHE?B£QH3{GE§}F por meio  de
tratamentso com CEEHEPE}E seguido  por tratamentc com ums bass,
sequida por BHS“S de acordo com método descrito por A. Holly et

=
gl., Czech. Chem. Comm., 1985, 58, 1567; ibid 1987, 52, 2775.

N - 5 . - i . . .

ol fuandn HS & hidrogénio, = R_° & hidroximetilo, eles podem
- o om - = £ .
s&8r convertidos num composto em gue B.” =& RQ TOrman, em conjunto,
um fosfonato ciclico, por reacgdo com M N-diciclo-hexil-4-morfo-
linocarboxamidinag na presenca de um catalisador de desidratacHo,

tal como N,M-diciclo-hexilcarbodi-imida.
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Sera tomado em consideracHoc que as conversses atrés
referidas podem ter lugar em gualguer ordem dessjisda ou neEcessa-
ria, tendo como obisctivo o desejado composto final com a férmula
(1.

(= intermediirios com a férmula (113 podem ser prepara—

dos a partir do correspondents composto com a férmula {(VId:

(VI)

e por meio de intermedidrios com & formula (VY em qus 7 & OH, tal
como fai agui anteriormente definido, de acordo com os métodos
descritos em EF-A-24F 482, isto &, por conversdo do composto  com
a farmula (V) em gque Z & OH no derivado ftalimidooxi seguindo-ss
reacodc com metil-hidrazinag. :

* 3

U composto com a farmula (VI em que RI & cloro e R

aming, @ um composto conhecido tal como foi descrito por Temple

2l J. Org. Chem., 48 (21), 2141, 1975.

lm i
1113

2 I3
=

0 composto com a fodrmula (VI om gua Ri & cloro & R

<

@ hidrogénio & um composto comsrcialmente disponivel.

Intermedidrios com a férmula (1113} podem ser preparados

de acordo com os métodos geralmente descritos enm ER-f-32432 482,

Eompostos com a formula (IV) s3Hn preparados a partic de

compostos com a férmula (VI) em gue o grupo S-amino ¢ formilado,
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por reaccdo com REDHH? em que ﬁg 2 um grupo protector, para dar

origem a um composto com & Foérmula (VIId:

OHCNH

R, OHN
(VII)

QL pmdé ser ciclizado com acetato de dietagimetiia, para  dar
origem a um composto com a farmula (IV) sm que o grupo OH ssta
protegido. Valores apropriados para Rg incluem benzilo, removivel
por hidrogenagio, & o grupo tetra-hidropiran—-2-1ilo removivel nor
tratamento com.&cido acético a B6Y%, a temperatura ambienta,

Intermedidrios com a férmula (V) em que 7 & hidroxi s3o
compostos conhecidos ou s3o  preparados por- metodos andlogos  aos

usadns para compostos conhecidos sstruturalmente semslhantes.

Serd tomado em considracBo gus a sintese do  interme—
didrio de férmula (V) em que 7 & hidréxi, envolverid a despro-
tecgdo selectiva de um intermedidrio em que 7 & hidrduxi protegido
] HE & hidroximetilo protegido, por sxemplo como  mostrade no

EE(quena que se segue, quando € deseiado o isdmerc (RY.



— - R “ﬁ\'
I
PhCHzO Ph.CI'I2
(R Ymt O 80% AcOH (3) m| OH
———
.0 OH
t
BuPhZSiCl/
imidazole
PhCHZO . PhCHZO-
(s) 1n|o’\po(oEt)2 ( g) YMiOH
,1)HCHO/HC1
"2)P(OEt) : t
0SiPh,Bu" 3 0SiPh,Bu
H2/Pd-C
HO
(R)IHIO’\PO(OEt)Z
0siPh,Bu®
M.E. Todas as configuracSes representaﬁae =30 invertidas guandao

2 desejado o isdmero {(5).
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O intermedidrics de férmulas (113, {(III} e (¥} mas om
que Z esta substituido por um grupo aminoxi, & em gue EQ' & R
como definido paraa farmula (I}, pensa-se serem novos & conshbi-

tusm um aspecto do invento.

Fodem ser preparados sais farmacsuticamente aceitaveis
de um modo convencional, por exeamplo, no caso de sais de adicHo
de acidos, por reacc¥o com o Acido org3nico ou inorgdnico  apro-

priado.

Bera tomado =m consideracEo gue o invento proporciona

Ul procfessn para & preparagio de um composto com a2 farmula (I8

E3

i . . . X
#m que H. & hidroximetilo processc esse que compreendes despro—
-t

= : \ - 1 -
tecgdo de um composto com a férmula {IA) =m qus Ko aszta na Torss

protegida. Métodos preferidos para desproteccHo s¥%o tal como  foi
o

afqui anteriormente descrit

[

0 invento proporciona também um procssso para a prepa-
ragdEo de um composto com a Farmula (1A em qus ES a &é sfo  ambos
hidrogénio, processo ssse que comprresnds a desssterificacio de um

composto correspondente com a farmuls (1A =@ gus Ro =
f

Py

=80 o
&
MESMO grupo alguilo ou fenilo substituido facultativaments.

0 presente invento fornecs também um Orocesso pars a
praparacdo do isdmero (R} ou do  isdmera (5) de  um composto de
formula (IAY, ou de um seu sal farmaceuticamente acsiltdvel,
facultativamente em mistura com até 45% da miztura, sm peso, do
correspondente isdmero (5 ou isdmero (R}, respectivamente, cuic
processo compresnde a rescolucHo de uma mistura de isémeros (R) =
{8} de um composto de férmuls (IR, atd ao ponto em que =& fraccio
de resolugdo gque contem, predomninantemente, o  isdeerc (R) ou o
isamera (8), contenha facultativamente até 457 da fracgio de

resoluglo, em peso, do correspondents isdmero (3] ou izdmero (R,
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respaeciivamente; e, facultativaments, a forsacHo de um seu sal

farmaceuticaments aceitavel

0 termo  "resolugHa® & agui utilizado no sentido da
pratica convencional utilizada nesta téconice de modo 3 incluir a
rasolucdo parcial, isto &, 2 separacio de uma mistura de enan-—
tismeros de um composto {em gqualquer proporg3o) em duas fraccBes,
uma das guais estd enriguescida nus  snantidmero relativaments &

mistura inicial.

f resoluclo da misturzs de isdmeros (B 2 {8} de  um
composto de formula {(I8) pode ser efectuads de modo conveniente
por derivaclo da mistura com um agente de derivaclo guiral, ds=
modo a formar uma mistura de diastersémeros de um derivado do
composto de  férmula (IA). Os componentes da mistura podem  em
seguida ser convencipnalmente separados, por sxemplo por  crista-—

lizag8o fraccionada. A& separacio ode ssr coapleta, ou parcial,

o

de modo gus uma determinada fraccHo separada até 45% da fraccio

total em peso do derivado diastersom@rico do  isdmero (S) ou  do
isomero (R). SubsequentemEﬂt53 o derivado diasteresomérico do
desejado isdmerc (R} ou isdmero (8), respectivaments, facultati-

a =
vamente om mistura com o derivade dia astereondrico do isdmern ()

r]

i
ow iscmero (R, respeciivamenisz, & convertido no dessiado isdmero
do composto de férmula (IAY, facol

tativamente om misturs com atd

awmsy

oA do outro isdmero.

A derivaci relativamente an procesoc  do presente
invento & de prefer@ncia levada a cabo sobre uma mistura de
isdmercs (R e (5) de um composte de formuls (180 por meio de
reaccdo desta mistura de  isdmeros com  um ireagente oplticamente
activo adequado para a rescluclo de 4&lcoois. Tais reagenies
incluem Acidos opticamente activos, tais como derivados de
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acidos, tais como cloretos de acidos, anidridos de acidosou

Os sais e derivados podem s==r preparados  cono agul

anteriormente descrito.

Fode ser preparada uma mistura racémica de izdmeros o

Y

acordo com o método descrito no ERF-A-~319 278,

D processo preferido para a prepasracio de um  isdmero
purag da férmula (IA) &, contudo, por meic de  intermedidrios

guirais de farmula (V).

Oz compostos do invento sHo potencialmente utilizdaveis
no tratamento de infecc¥es causadas por Virus, =m sspecial  virus
herpes tais como os tipos 1 e 2 do herpes simpley, virus vari-
cela~zoster, virus Epstein-Barr & virus de inclus3o citomsgalica:
2 retrovirus, incluindeo lentivirus  tais como  virus viens 2 o
virus da imunudefici®ncia humana {estirpes 1 & ).

Oz compostos podem  também ser  inibidores dos  virus
tumorogénicos e/ou ser potencialmente utilizados no tratamento de

doengas neoplédsicas, isto @, do cancro.

0= compostos do invento podem ser  fornulados para
utilizacio numa composicHBo farmacSutica. Consequentements, num
outro aspecto do invento, proporciona—ss uma composigdo farmacFu—
tica que compresnde um composto com a formuls (1) ou um seu sal
farmaceuticamente aceitével juntamente com um veiculo ou  exci-
piente farmaceuticamente aceitivel.

Uma composicio que pode ser administrada pela via  aral

& seres humanos pode ser composta =zob 2 forma de um Karops,
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comprimido ou capsula.  Guando s composic8o sz apresenta sob

[..x.

forma de comprimido, pode ser usado gualguer veiruls farmacSut
aprogriado para a formulag8o dessas composic@es  sélidas,  por
gxremplo sstsarato de magndgsio, amido, lactoss, glucose, arroz,
farinha 2 giz. A composicdEo podes fambhém apresentar—-se sob a forma
de uma cédpsula ingsrivel, por exsmplo de gelatina, para conhker o
composto, ou sob a forma de um xarops, uma soluc8o ou uma suspen-—
s#n. Veiculos farmacfuticos  liguidos apropriados inclusm  2lcool
gu 5 qu

adicionar agentes aromatizantes ou corantes =

e
i
,-...

etilico, glicerina, 5a1ug§a salina & s&  pode

il
=

i dg fTormar
xaropes. Os compostos  podem também  ser  apresentados com oum

veiculo liguido estédril para injecoHo.

A composigdEo pode também  ser formulada para  aplicacHo

IS .

-

tépice & pele ou aos ol

Para aplicac¥o tépica & gaies a composicgdo pode  apre-—
sgntar-se sob a forma de um creme, locHo ouw unguento. Estas
formulactes podem ser formulacBes convencionais bem conhecidas
n@sta téonica, por sxemplo. como & descrito sm livros padrEo
sobre  industriaz  farmacfutica e cosmética, tal como Harryfa
Cosmeticology publicadoe por  Leonard Hill Books & & British

Fharmacopasia.

fi composicdo pars aplicacHe aos clhos pode ssr uma
composicdc convencional de gotas para os olhos hem conbecida

nesta técnica, ou uma composicHo sob a forma de unguento.

De preferdncia, a composic¥o deste invento apresenta-sg
sob a forma de unidade de dosagem ou sob gqualguer outra forma que
possa ser administrada numa dose dnica. Uma unidade de dosagem
apropriada pode conter de 58 mg a 1 g de ingrediente active, por
exgnplo 188 a 568 mg.
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Essas doses podem ser administradas 1 a 4 vezes por dia

ou mais usuaimente 2 ou % veres por dia. & dosze eficar do compos-

d

e
&

o variard em geral entre 2 I8 maskg do peso corporal por dia

k

ou mals usualmente entre 2,8 & 18 mofkg por dia.

MZEo se verificaram gquaisguer =feitos téxicos n#Eo

aceitdvels com os niveis de dosagem descritos anteriormente.

g invento também proporciona um método para o tratamen-
to de infeccBes & virus no animal humano ou nEo humano, o gual
compireenda a administrac8o ao animal de uma quantidade n3o
toxrica, eficaz de um composio com s Tormula (1) ou de um ssu  sal

farmacfuticaments acsitavel.

8 invento também proporciona um composto com 2 formula
(I} ou um seu sal farmacSuticamsnte aceitdvel para utilizacHo
coma uma  substdEncia terapButica  activa, em particular para o

tratamento de infeccBes a virus.

Fansa-se também que os compostos do invento apresantam
um efeito anti-viral sinergistico sm conjunto com interferfes; @
produtos de combinacHo compreendendo sstes dois componentes para
administracXo sequencial ou concomitante, pElas mesmas ou  dife-

rentes vias, apresentam—se ass=im no Smbito do presente invento.

Uz exemplos gue se seguem ilustram o inventoy as
descricies que se seguem ilustram a preparacio  dos  produtos
intermedidrics. Os Exsmplos 1 a2 3 s3o exenplos de isémerps (R @&

05 Exemplos 4 e & sdo exeplos de Isdmeros (8).

Sera tomado em considerac3o que; quando R, & Rg estia

ligados na férmula (I}, tal como nos Exsmplos 2 & 5, a designaclo
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Descricdo 1

a) (8)-i-Benziloxi-S~(t-butildifenilsiloxi)~propan—~2-ol
& uma salucdo de {RiI-3-benziloxipropanc—1,2-diol
{preparada a partir de (8)-4-benzilmetil-2.2~dimetil-i,3~diouola-

ne {(comercialmente disponivel & partir de FLUEAY por hidraliss
acida utilizando Acido acético aguosoc a B@%), (8,3 g, 47,2 mmol)
em THF seco (76 ml) foi adicionado imidazole (6,42 g, 94.4 mmoll.
Depois de 2 minutos, foi adicionado cloreto de t-butildifenilsi-—
lileo (12,8 ml, 47,2 mmol). Depois de 2 minutos, a mistura reac-
cional foi filtrada e o filtrado evaporado. O residuc foi  parti-
lhado entre acetato de etilo e Agua, a camada orgd3nica  foi
separada; lavada com salmoura saturads, seca {ﬁgsa4}, filtrada =
svaporada até se obter um  Also incolor. cromatografia dao 4dleo
sobre gel de silica {(diclorometanc come eluente) produzic o
composto am epigrafe sob a forma de um  dleo incoleor (17,72 g,
GoRt.

may
1438, 1395, 13865, 1345, 1316, 1278, 12465, 1249, i1
-1

1606, 958, 94, 228? 816, 745, 718 cm .

Ve nu (filme) 3589, 3978, 2948, 2848, 1395, 1473, 14553
1

iH RFN 2 §H LICD.,3 B0 2,97 {(9H, =, t-Bu), 3,4-3,B5 (3H, m,
Yl Jee
CHLCHCHSY , 4,58 (2H, s, OCH.Fh), 4,B4 (1H, d, d = 5,34z, D.O
= 2
permutidvel OH}, 7,257,786 (154, m, H aromaticod.
Encontrados L. 74,27 Hy 7.71%.
CopgHzn0-81 requer:C, 74,243 H, 7,47%.

g

R

m/=s {NH3 £.I.3 438 {ﬁMH&+§ g4, {ﬂiﬁid iEHCIE} =1,7%{L =
G,94}.




b {(G)-L2-benziloni-l-{t-butildifenilsililoximetilletoxi Imetil—

fosfonato de distilo

Fez-se borbulhar HCI seco  através de  ums soiucdoc de
{(S)-1-benzilowi-3—-{t-butildifenilsililoxi Q%Gpan—2~al (4,204 g,
8,81 mmol) g paraformaldeido (%,3 g, %,%1 macl) =m dicloromestano
seco (26 ml) contendo cloreto de cilcio anidro (7,5 o), durante i
hora. Busisguer vestigios remansscentes  ds &gus foram removidos
por sscagem sobre sulfato de magnésio. A soluglo foi filtrada e
evaporada até & sscuras de modo a phier-se um Sleo incolor. Foi
adicionado fosfito de trietile (1,71 ml, 9,61 mmol) &8 a2 solucHo
fol aguscida a 14870 durante 5 horas, em sesguida foi deixada
arrefecer até 4 temperatura ambiente. 0O produto de reaccEo foi
cromatografado sobre gel  ds silica idicloromstancimetancl, 9%:1
como eluente) de modo a ebter-se o composto do tituleo sob a forma

de um dleo incolor (2,25 g, 49%).

IV: nu__ (filme) 3660, 2968, 2930, 2966, 2058, 1475, 1455,
HizL S
1436, 1398, 1365, 1266, 1115, 1855, 1936, 9@, 829, 865, 740,

718 cm L.

M ReN & &, (CDCIL) 1,63 (9H, S, E-Bul, 1,28 (2x3H, 2xt, J

H 3
= FHz, {QEHvﬁat}?ig STE.85 (BH, m, EH,CHOH, Y, 3,986 (2H, d, J =
H,7Hz, OEHLFY,  4,85-3,2%5  (8H, m, (DCH.CH: Sk, 4,52 (2H, s,
DD&EPhig 7 257,75 (15H, m, H aromdtico).
Encontrado: s BT, 935z He, 7.79%.

c
Cglﬁqgﬂ&PSi requer:C, &

L
il
o
314

1

s Hy 7,59%.
m/z: {(MH, C.I.} =88 (mae b, 35y vale LT 25
37 E 2 £ - 2 doa ot Li i-ﬁ‘?}ﬂ a -..‘:Ji::?g 571 {MH 7 1887y, T3]

(CHCig} =&, 20 = 1,858},

i
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Ces a0 o
Descriclo 7 lTichHmeros (R31
ubkiildiftenilsililogipstili-2-hidronistorilmetilfosfona—

S

& uma solugldo de (E)~[Z-benziloxi~i-{t-butildifenilisi-
liloximetilletoxilmetilfosfonaio de dietilo (1,99 g, 3.3 mmol) em

:

gtanol (22 ml} contendo wum vestigio de mestancl/HCI {18 gotas),
fol adicionado Pd a 19¥-C. & mistura fol chocalhada sob uma
atmosfera de hidrogénio & temperatura ambiente s & press¥o
atmosférica até gue a absorglo do hidrogénio ficasse completa e a2

tulez. (8i0., COHCl,-MeDH, 93:5) indicasse gus n¥p restava
< S P

"!J

material de partida. & misturs reaccional foi filtrada, o filtra-—
do evaporado & o residup obtido cromatografado sobre gel de
silica (diclorpastano-metancl, ' 95:5 como slusnte) de modo a
obter-se o composto do titulo sob & forma de um dleo  incolor
(1,35 g, B4%Y.

Vs nu__ (filme) 3426, 3680, 3068, 2943, 2876, 1595, 1475,
1436, 1395, 1365, 1245, 1115, 1868, 1838, %75, 825, 745,
715 em L.

14 RMN 8, TACD;I-SO01 1,8 (9H, =, t-Bu), 1,28 (2x3H, 2xt,
J = 741Hz, (OCH,CHLY L), 3,45-3,60 (3H, m, CH_CH), 3,65-3,88 (2H,
my CHoYy 3,99-4,15 (6H, m, OCH_ P, (OCH.CH.).), 4,835 (iH, t, d =

SadHzy DO pereutdvel OHY, 7.38-7,75 (104, m, H arométicol.

Encontrados L, &%,11; H, 7,87%.
Ezqﬂz?ﬂéFSi requer:l, 59,973 H, 7,7&%.

m/zi (MHy C.I.) 498 (WNH,", 15%), 481 W™, 1e0%). r[al ®d
(CHC1) -19,0%(C = @,4),
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(R}-fZ2-bhenzilowi-l-ihidrogimetilliotorilnetilfosfanato de distilo

Uma suspensHo de {(8)-[Z-benziloxi-i-{t-butildifenilsi-
Liloximetilietoxilmetilfosfonate (3,89 g, .4 mmolY em acido
triflucroacético/agua  2:1 (12 ml}  foi agitada & temperatura
ambiente durante 1 hora. 8 sclucHs obtide foi  extraida com
hexano (2 x 18 mly ¢ a fase contendo agua fol evaporada até A
secura. U residus obtido fol tratade com amondiaco etandlico
(5 ml) durante § minutos & temperatura ambisnte, o solvente foi
evaporado & o residuc cromatografade sobre gel de silica uwbili-
zando diclorometana/mestancl 95:5 como elusnte. O compasto  do

titulo fol cbtide sob a forea de um &leo incolor (1,35 g, 7945,

IV: nu _ (filme) 3388, 3069, 3636, 2986, 2910, 2860, 1495,
1489, 1452, 1399, 1376, 125@, 11&9, 1186, 1875, 975, 9is, S99,

e e ~1
B2G, 788, 740, 798 cm C.

1

H REN : EH Eitﬁsizzﬁﬁ 1,81, 1,22 ({(Z2u3H, 2xt, J = 7Hz.
(OCH,CH.Y LY, 3:4-3,65 (3H, m, EH,, CH, CH,Y, 3,94 (24, d, J =
Bﬁﬁﬂgg éEQEFkﬁ Fe97-3,1 (4H,; m, ééihgﬁﬁxkg}: 4,5 (8H, 3, CHAPh},
4,67 (iH, &, J = 5,5Hz, b0 psrmutévei OHY, 7.26-7.46 (JH: g
Fhl. }

Encontrados L, ©5.29; H, 7.72%.
ElEHzﬁgéP G,33 HoU requer:C, 53,25 s 7:84%.

e ]

m/z: observado 332, 1383.
ClSHﬁﬁgép regquer 3321387, Lol < {EHCXSQ +14, 7% (D = 1,88).



Exemplo 1

{(R)~F-[3-Hidroxi-2-{fosfonometoxitoronodilouanina

. ————
e

0
N
NH
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° <, =

(HO)ZP\\/O(M l :

J
HO

a) A uma mistura agitada de (S)-[i-{f-butildifenilsililouime-—
til)2-hidrovistoxilmetilfosfonato de distilo (S49 mg, 1;312 mmold,
trifenilfosfina (440 mg, 1,48 mmol) & 2-[his-(t-bitoxicarbonil)-—
aminol-?-hidroxi-&—metoxipurinag (preparada como  descrito xin;
EF-A-319 228 (428 mg, 1,12 mmol) em THF seco (26 ml}, arrsefscida
em gelo = sob uma atmosfera de azoto, foi adicianéda gota 2 gota
azodicarboxilato de dietileo (8,27 mi, 1,48 mmol}. Dentro de cinco

minutos tinha ocorrido & dissoluc3o completa & o bahno de gelo

g

foi removido. Depois de 1 hora, . a salugio foli evaporada até
secura & o residuc obtido foli cromatografado sobrs gel de =il
{zluente inicial hexano:acetato de etilo 231, s=sguido de hexa-
notacetato de stilo em proporcBes Iri, 12, 1:3} de modo a
ohter-se (8)-2-lhis-{t-butoxicarbonillaminol-9-[3—(t~butildifo—
nilaililmxi)—2_idietmxifaafmrilmetaxi§~prmgaxi3—&~m5t3ﬁi§urina§

sob a forma de um video incolor (316 my . 3243,

‘MORMN ¢ &, CCDL)
H =

801 #,96 (9H, s, t-Bw), 1,18, 1,19
(2x3H, Zxt, J = 7Hz, (OCMuCHg)nY, 1,37 (1BH, =1, 2



2 OCHLF, o Yo 4,454,768 (3H,

3,7-4,15 (12H, m, CHCH., c o
, 8,75 {iH, =, H-8).

m, NOCH,), 7,25-7,75 (i8H, m, 2xPh
m/z: (BAR +ve i¥p, tioglicerol/HCL) 844 (MH, 4%), 444 (169%).

B Uma soluclo de (B)-2-[bis-{t-butiloxicarbonillaminoi~9-[3~
—{t-butildifenilsililowi)-2—- distoxifosforilmetoxilpropoxnil-—6-

-metoxipurina  (38% mg, ©.34 meold em  Aacido trlfluarmacética
aguose & &74 (3 ml) fol mantida & tampsratura ambiente durante 3
horas. A solucHSo fol lavadas com hesano (3 x 16 ml) & =2  fase
aquosa fol evaporada até & secura. O residun obtido foi  cromato-—
graado sobre gel de silica {dicliorometanoimstansd 95:5  como
gluente; em seguida 96:10) de modo a obter-se a  (RI-2-amino—9-—
«[2~(dietnxifnsfurilmstﬁxi}*E—hidrmxiprapaxi3~&~metmxi§arina spha

forma de um vidro amarelo palido (181 ma. 784},

W oRMN 8y [{CDL) 801 1,23 (&H, t, I = 7,1Hz, (OCHCH, DI

3,573,635 (2H, my CHy), 3,70-3,80 (1M, m, CH), 3,96 (3H, =, OCH,),
3,984,168 (&M, m, (00 OCH CH) o, OEH,FY, 4,31 (IH, dd, J = 11,27Hz,
J = 6,87Hz, NOCH), 4,45 (1H, dd, 9 = 11,27Hz, d = 3 ,BZHz,
NOCH,), 4,85 (1H, £, J = 5,56Hz, D0 permutével OH), 6,460 (2H, =,

D0 permutivel HHgig B,14 {iH, s, H-B}.
m/z: (BAR +ve i¥o, tioglicerol) 406 (MM, 1@a%).

o} f uma =sclucino de (RYI-Z-amino—%-[Z-{distoxifosforilmetonii—
—F-hidroxiproponi)-é-metoxipurina (106 w3, 9,35 mmol) em  dime—
tilformamida seca (1 ml) foi adicicnadn brometo de trimetilsililc
(8,5 ml, 5,8 mmol! & a =o0lucdo fol agitada A temperatura ambiente
durante duas horas. O solvente foi removido soh prassdo reduzida
e o residud co-evaporado coaceiona-agua, 1:1 (% 2. 0O sd&lido

obtido foi cristalizado a partir de doua quente de modo a



Cy

~..

cbhter-se o composto do titule sob a forama de um S&lido  creme

(1& mg,  26%).

Yy Rem e 8, [{CD,).B031 3,52 (3H, m, CH.OH}, 3,46-3,8% (3H,
2l e

my, OCH-F, CHY, 4,25 (IH, dd, J = 11,9Hz, J = FeiHz, ﬁQCQB}g & 45
{(iH, dd, J = 11,9H=z, J = 3,3H=, ﬂﬁﬁﬁﬁ}g Ge68 (ZH, =1, DO perma—
tavel NH.3. 8,98 (1H, H-B), 18,55 {(iH, sl, D.0 permutdvel MNHI,

=
2.6-4,1 (3H, largo., 5,0 permutével OH, FOH{OHY ).

I

m/z: (BAR +ve i¥o, tioglicernl) 336 (MHT, 28%).



Exemplo 2
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{S?m?~£(2~iidraai~2»axa~i;4,E—éiazafggfarinan—&—il?metaxi?quanina

Uma socluc3o de diciclo-hexilcarbodi-imida (8,518 g,
3.8 mmol) em butanol (15 ml) foi adicionada, gota a gota, durante
38 minutos a uma solucHo de {R)~-9-L3~-hidroxi-2~{ fosfomomatoni) -
propoxilguanina (8,28 g, @.& ancl) e NyN-diciclo-hexil—4-morfo—
linocarboxiamidina {8,175 9 9,84 mool) em t-butanol aquoso a  S6%
(38 m1). A mistura reaccional foi aguecida sob refluxo durante 5%
horas, deixada arrefecer até a temparatura ambiénte 2 evaporada
até A4 secura. Foi adicionada agus  ao residuc & a mistura resuyl-e
tante foi filirada através de um papasl de filtro de fibra de
vidro. 0 filtrado foi evaporado ate & secura e o sdlide ohtido
fol purificado sobre DEAE-Sephadex  {forma Hﬂﬁz~} eluindo com um
gradientes linear de bicarbonato de trietilaménic aguoso {pH 7.5)
desde &,281 M até 6,25 M. A= fracgBes relevantes foram combinadas
2 evaporatdas atd & sorours co-evaporandn com etanal!égua Frl (x X
de modo & remover todos os vestigios de tristilamina. O produto
fol convertido no sal de sédio utilizando DOEX S@W-X8 {(forma
Maty. o composte do titulo foi obitido sob a forma de um pd branco

(@,16 g, 79%) depois de liofilizac¥a.
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Uvs lambdaﬁaw (H O 233 (€ 11,188} nm.

Ve nu_ o (EBr) 3411, 3400, 3144, 2759, 1696, 1617, 1551,
1474, 1386, 13354, 1239, 1249, 1174, 1881, 1@455 14
794 cm .

Yot

18, 768, BiS,

'HORMN 5 8, [(CD_)_SO1 3,40 (1M, dd, I = 12,9Hz, J = 3
H - 4
z

Fa3H=,
DQHBP35 Ge2 (1M, ddy, J = 12,9Hz, J = BHz . GC%QP}g F:74 {1H, m,
CHY, 3,98 (iH, m, EHEBPéy 4.8-4,% {3H, m, EH%EP, HQEHE}F &, 75
{(2H, =1, DO permutavel NH_ ¥, 7,98 (1H. =, H-8), 14,81 [1H,

=% Sl,
DO permutivel NHI.

25 -
m/z: {BAR matriz tioglicerol} 346 M. EﬁEﬁL“ {H. 0} -38,7°
L= 8,93).
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Evemnio 3

(R -F-[2~Hidrogi-2-{fosfomstouidpropoxiladeninsg —
e LA

al A uma mistura agitada de (8)-[i-{f-butildifenilsililouime-
til)-2~hidroxistoniimetil fosfonato de distilo (1,97 g, 2,2 mmoll,
trifenilfostina (8,7 g, 2.7 mmol) & 9-hidroxi-&—-ftalimidopurina
(preparada como descrito no EP-8-319 228 (6,43 g, 2.2 mmol} om
THF seco (2@ ml), arrefecida em gelo =& sob uma atmosfera de
azptn, fol adicionado gotz & gota arodicarboxilato de distilo
(3,42 ml, 2,7 mmoll. A solucHo resultante foli agitada de um  dis
para o outro & temperatura ambisnis, fol svaporada até & secura =
o residun obtido foi cromatograftado sobre gel de silicé utilizan—
do hexanotacetato de stilo 3:l como slusnte. O eluente foi mudado
com s segues hexanc/aceiato de etilo i:1, hexano/acetato de
etilo 1:2, = final&amie #t& aretato  de s2tilo de modo 2 ochier—se

i-Z-{dietoxifosforilmetoxi)-prop-
axil-6-N-fialimidopurina, sob a forma de uma espuma creme (1,1 G
H&4d .

Ve o (Filme) 3879, 2936, 2868, 1795, 1683, 1582, 1479,
1459, 1436, 1485, 13&5, 1338, 1256, 1175, 1148, 1185, 1820, 970,

885, 835, 795, 780 cm L.



]

Worew s 5, [{ED),503 ﬁg?? (9H, =, t-Bw), 1,19, 1,20

{2u3H, 2ut, I = 7Hz, hMZH E% Yo F3;8-4.15 (PH, m, DCH.CHLF 44
QBHng CFCH e 4,565 {1IH, 553 d = iigg835 d = &, &Hz, MQCHB}: 5“
{(iH, dd, J = 11,34z, J = E,eHz, NEEHﬁ}g 7:53-7,7 (16H, m, 2ZuPh},
8,0-B,15 (4H, m, H arom&ticol), 7,84 {(iH, s, H-2 ou H-8}., Z.88
(iH, s, H-Z2 ou H-8).

]

Encontrado: e 59,51; Hy 5,75; M, 7.42%.
EW?H4ﬂN DBPSi FEQUET: G, 59.74: H., 5,69 M, F,41%.
+

m/z: {BAR, matriz tiogliceraol) 744 (MH 3.

x)] Uma solucdo  de {S7~?"E3—{t~butildifani§:iiilaxi?*2~{ﬂieta—
#ifosforilmetonilpropox il-&-N-ftalimidopurina (4,98 g, 1,é6mmoll
em diclorometanc seco (1% ml) foi tratada com N-metil-hidrazina
{9,092 ml, 1.75 mmol} & temperatura ambisnte durante 1 hora. A
mistuwra reaccional foi filtrada, concentrada in vacuc & o residuc
foi cromatografado sobre gel de silica ubilizando diclorometano
come 2luente inicial. 0 eluente foi mudado para diclorometanc/me—
tanol %4:4 de modo a ohisr-se 18y ~F-[3-(t~-butildifenilsililoxii~
—Z-{dietoxifosforilmetoriloropoxiladening soh & foreaa de um  Sleo

incolor {6,861 g, 75%1.

We lambda  (ELOH) 266 (13,698)nm.

Ve nug o, (Filme) 3322, 3176, 2936, 2902, 257, 1643, 1594,
1471, 1427, 1465, 1398, 1375, 1297, 12 1651, 1826, 971,
823, 795, 741 cm™l,

DA}
Jole
]

ote
e
fomte
I3

1y mew s Sl [4EDL) 801 @,94 (9H, s, t-Bu), 1,19 (Zx3H, 2xt,
J o= 7Hz, (OCH CHZ)o), 3,7-4,15 (9H, m, CHCH,, OCHAF, (OCHLCH,) ),

4,48 (1H, dd, J = 11,37Hz, J = &Hz, NOCHRY, 4,85 (IH, dd, J =



n

1

ey
Yy

11,27Hz, J = 2,73Hz, NGCH Py T3-7,7 {13H, @, B,0 permuti-

vel HH.}, 8,14 (iH, =, H—; ou H-83, 8,41 {iH, s, H-Z ou H-3}.

0

Encontrado: Hy &,52; M, 11.34%.

&
Hy £,67; My, 11,1&%.

g

3

55,5
EﬂQHavﬂ 8 FEL @,75 HEB requer: ©, 55,572

]

'..v‘

ey

m/z: (BAR, matriz tioglicercl) &14 (MH'

i) & £53~?~€3”{tmbuiiiéif@niisililaxi}—E~(dietaxifasf&rilmeta~

®ilpropoxiladenina (#,61 g, 1§ mmol) foi dissolvida em acido

ey

trifluorcacédtica/dgua, Z:1 (& ol & a solugHo  foi agitada &
temperatura ambiente duwrants I horas. Foi adicionado hexano
(i ml) & a mistura foi chocalhads. & fase aguosa fol separada,
lavada uma vez mais com hexano (16 ml) = svaporada até 4 secura.
0 residun foi tratado com ﬁaiugac gtanclica de amoniaco (5 ml), &
temparatura ambiente, durante 5 minutos apas o que a solucHo foi
avaporada até & securs. 0 residuc foi cromatogratado sobre gel de
silica utilzando diclorometanc/metannl 96:18 como s2lusnte de modo
a obier-se (R)-9-[Z—idistos tifosforilmetoRi i ~3~hidroy xipropoxilade—
nina sob a forma de um  éles incolor (6,5 g, B8%) o gual, apds
repouso prolongado, cristalizou sob a forma de agulhas brancas
p.f. 28-16290.

Ve nu_ o (Filme) 3346, 3219, 2995, 2936, 2910, 1660, 1645,
1608, 1476, 1445, 1415, 1395; 1376, 1338, 1300, 1240, 1216, 1165,
1125, 1045, 1020, 986, 825, 795, 735 cm L,

o oRMN EH I(ED2}§383 1,853 (&M, t, J = 7Hz, {BEH?EET}?},
3,5-3,7 (2H, m, caEaH;g 3,753,685 (iH, m, CH), 3,95-4,15 (&H: hms
{DCﬁEQHEEE, OCH-FY, 4,38 (iH, dd, J = 11,3 2y 34 = &,&Hz, NOCHRY,
4,895 {1H, dd, J = 11,3Hz, J = Z.8Hz, NOCHA T, 4,88 (iH, t, 4 =
S.GHz, 323 permutavel OHY, 7.3B (2H, =1, b0 permutavel  HNH.Y,
8,13 {IH,; s, H-Z ou H-BY, 843 {1H, 5, H-2 ou H-87. B



Encontrados L. 39,25: H, 4,050 M, 17,334.
Ei?quHquP 1,25 H.O reguer: L, 39,25: Hy &,28; M, 17.51%.
. . . - +

miz: {(HA&R, matriz ticglicercl) I7& (MH ).
i & uma solucdo de {(R}-2-[2-{distoxifosforiimsioni}-Z-hidroxi-

mropoxiladenina (8,146 g, 2,43 mmel}) em DMF ssco (3 ml)  foi
adicionado brometo de trimetilsilile (6,536 ml, 4,3 mmol) & a
solugdo fol agitada & temperatura  ambients durante 4 horas. 0O
solvente fol removido sob press3o reduzida & o residuo  co-evapo—
rado com acetona/agua 1:1 (x 33, 0 residuo sdlido foi cristaliza-—

do a partir de acetonadgua (8,1 g, 774 p-T. 20820590,

s lambda  (EXOH) 268 (11,868 nm.

i~

Ve nu__  (KBr) 3449, 34ge, 3199, 3105, 2951, 2897, 1711,
1688, 1612, 1567, 14467, 1426, 1355, 1336, 1365, 1244, 1216, 1128,

108G, 974, Be6 cm L.

Yo oRMN 8, L(CD.).801 3,54 (3H, m, CH,OM), 3,70-3,85 (3H,
m, OCH.F, CHY, 4,36 (1M, dd, 3 = 11Hz, J = 7Hz, NOCHy), 4,55 (1H,
ddy J = 11Hz, J = 3Hz, NOCH.Y, 7,51 (2H, sl, D,0 permutavel NH.),
8,17 (1H; s, H-2 ou H-B)Y, B,56 (iH, s, H-2 ou H-8), 3,57,6 (3H,

largo, PO{OHY_, OH).

]

Encontrados B, 32,87: H, 4,73: M, 28,48%.
C?H14NSU5§ i HEQ FREgQUErS £, 32,95; H, 4.78; My, 28,7464,
m/z: {BAR, matriz tioglicerol) 328 (MHY). zazﬁgﬁ (&, 1M NaOH)

-11,5% (C = @,2).



Exgmpnlo 4

(8 -F-L3-Hidrogi~-2—{fosfonomstoxiloronoxilnuanins

0]
N NH
7
0 ¢ ]
" N /)\NH
(HO) P l N 2
6]
HO
al A uma mistura agitads de

(Ri~-{Z2-henziloxi-i-{hidrouimetil—-
stoxiimetilfosfonato de distilo (1.9 g, 3 mmoll, frifenilfo
(1,18 g 4,3 mmol) & 2~ —Lhis-(t-butoxicarbonil)aminol-9-hidroxi-
~&-metonipurina {preparada como descrito no ERP-8-31i9 228 11,15
g, 5 mmol) em THF seco (20 ml)y, arrefecida em gel 2 sob uma
atmosfera de azoto, foi adiciconado gota
de digtilo (4,71 ml, 4.5 mmol). & soluy ;é resultante foi deivada
a afquecer & femperatura ambisnts, = deixads =m znitglic durante
1 horas. O slvente fol evaporado sob press3o rgduzlﬁa & o residuo
obtido Tol cromatografado sobre gel de silica utilizando hexa-
noa:acatato de etile 2:1 como elusnte. O slusnte foi mudado com se
segues hexano/scstato de etilo i:l, hexano/acetato de stilo 1:9
g finalmente atéd acetato de etilo de modo a obier-se  (8)—2-[his-
~{t-butoxicarbonillamingl~-[3~{benziloxi-2~{distonifosforilnsto—
wid=-propoxil-b-metoxipurinag, sob a forma de um  oleo incolor
(1,85 g, 88%).



IV: iy {films}
max
1595, 1486, 1495, 1425, 1395, 1376, 1325, 1255, 1168, 1125,

1656, 1025, 975, 895, 795, 740, 765 cm L.

Y oren s 8, [ICDL). 801 1,26 (6H, &, J = 7Hz, (OCH,CH. 1.7,
1,38 (1BH, =, 2xt-Bu), 3,53,75 (2H, m, CH,), 3,95-4,1 (74, m,
OCHLF, CH, (OCH,CHo).), 4,08 (3H, s, BEHZBZ 4,45-4,6% {2H, m
NOCH,Yy 4,51 (2H, s, OCH.Ph), 7,25-7,49 (SH, m, Fh), 8,75 (1M,
H-8) .

k4

i

Encontrado: L. S2,37: Hy &,772 M, Z.55%.
* : 53 3 77 1%.
sz”#s”aazzF i Hgﬁ requer: ., B2,17; H, 6,773 M, 9,81

m/z: (BAR, TDE/matriz Na) 718 (32%, M+Na') &96 (13%, MH').

3} Fol adicionado dcido triflucroacético a uma solugdn  arrefe-
cida com gslo de {S)-Z~Ibis-{t-butoxicarbonillamingi-9-[3~{han-
ziluxi~2~{dietgxifasfcriimet&xi}—prcﬁexi3-6~matmxipurina {1:46% g,
23 mmol) em dicloromstano seco (3¢ mll & & soluc8o  resultante
fol deixada foi deixada durante 2 horas. Apds aquecimento atds 3

temperatwra ambiente, foi adicionados Pd a  10Y-0 {(B88 mg) e a
mistuwra foi hidrogenada & tmperatura e pressio ambientes durante
2 horas. A mistura reaccional  foi filtrada, o catalisador foi
lavado com diclorometanc (26 ml}, o filtrado foi lavade com
zolugio aguosa saturada de bicarbonato de sodio, salmoura, seco
(Mg&lly) e evaporado de modo a deixa um  oleo viscoso incolor. &
cromatogratia do 4leoc sobre gel de silica utilizando diclorome—
tano/metancl 95:5 como slusnte inicial, em seguida wmudanda o
eluente para diclorometana/metancl 78312, deu origem & (85)}-2-
—amiﬁm~?~£3—ibenzilaxi~2~{ﬁietaxifagfarilmetcxi}-S—hidraxip~

ropoxil-b-metoripuring sob a forma de dlec incolor (8,65 g, &7%4).



> ..3‘3/‘

IV: nu (filme) 3360, 3230, 2996, 2946, 2919, 1620, 1585

i

z
15@a, 1485, 1455, 1396, 1335, 1265, 1246, 11465, 1126, 1848, 1675

4

7%, 825, 785 cm .

1, -

H RMN ¢ 8, [(CD,)_801 1,23 (&H, t, 4 = 7Hz, (OCH,CH).),

5,455,686 (2H, m, decal para d na permuta EEQS CHOHY,

(1!"!5 m.; EH}_q 33?&‘ {3H§ g}g BE:H-::}E; 33?"’4515 {éi‘is mg

B

ddy, Jd = 11,3Hz, J = 3Hz, EG&Hﬁﬁg 4,84 {iH, t, d = 5,5H=z,
permutavel OHY, &,3%9 (2H, =1, 0,0 permutavel NH. Y, B,14 (3H,

H-8).

mfz: {(BAR, matriz tioglicerol) 464 (MHT Y

I T3 ,85

{OCH-CH.

OCHLFY, 4,31 (1H, dd, J = 11,3Hz, 3 = &,%Hz, NOCH.), 4,45

(1H,
0.0

S

o) A uma solucgHo de  (B)-2-amino-9-[3—(benziloxi~P—-{distoxifos—

forilmetoxi)-3-hidroxiproponil-é-metoxipurina (9,56 gy 1.38 mmol),

em dimetilformamida seca (5 ml! foi adicionads brometo ds
i

tilsililo

282 ml, 13;8 mmol) & a solucHo foi agitada &

Lrime—

tempera-—

tura ambients durante 3 horas. D solvente foi removids so pressio

reduzida e o residuo co-eavaporado com acstonasagua 1:1

{x 2¥Y. O

s&4lido branco obtido foi cristalizado a partir de Agua guenie

Exd=

modo & obter-se o composto do titulo sob a  forma de um salido

bramco (8,365 g, &58%).

AATH nu {(EBry 3388, 33Ee, 3140, 1715, 1445, 1o,  13BS,

it

1185, 1166, 1168, 1868, 1045, 925, 770 cm L.

Yy mn s g (Do0 + WHY 3,61 (IH, dd, J = 12,1Hz, J
CHEPY, 3,65-3,75
3,93 (1M, dd, d = 12,3Mz, J = 3,6Mz, CHADH), 4,46-4,53
NOCHo ), 8,83 (1H, s, H-8).

-8

(3H, m, CHaP, CHeOH), 3,82-3,8

-
a
<

Encontrado: £, 32,24; Hy 4,142 B,

i

F.FHz
my, LCHY,

(ZH, m,

26,59%.



""~.Af\ N [RERY
2,843 Hy 4,213 M, 26,894,
E 5 E: 3 E 3 2

Cqugwsﬁ?P requers Ca

m/z: (BAR, matriz tioglicerol) 334 H Eﬁjﬁﬁd {(&,1M NaOH)

+12,8% (C = 6,47),

S

T




:

iR?*?“i£2~Hidraxi~2»axu~i.%szmdizrafaa§grinan~5~il}metsxi}auanina

O—z/\\z
*z

O (R
OQbr,

P
HO/ o

Una solucdo de diciclp-hexilcarbodi-imida (2,615 g,
38 mmol) em t-butanol (1% mly  foi adicionada, gota a gota,
durante 12 minutos 2 uma solucHo de  (S)-9-[3-hidroxi-2-{ fosfono-
metoxilpropoxilguaninag (8,28 g, 9,46 mmol) = M .M-diciclo—hexil—-4—
~morfolinocarboxamidina {0,175 g, @,& mmol) em, t—butanol agquosn a
S84 (38 ml)., A mistura reaccional  foi aguscida =mob  refluxo
durante 4 horas, deixada a arrefece até & temperatura ambisnte e
gvapoada até & secura. Foli adicionads agua ao residun & a mistura
foi filtrada através de um papel de filtro de fibra de vidro. 0O
filtrado fol evaporado sté & secura 2 o s&lido obiido foi purifi~
catn sobre DEAE-Ssphadex {(forma Hsag"i eluinds com um  gradients
linear de bicarbonato de trietilaménio aguoss (pH 7.53)  desde
9,091 M até 8.2% M. As fraccBes relevantes  foram combinadas g
evaporadas até & sscura co-evaporando com sgtancl fdgua Iri {(x 2}
de modo a remover todos os vestigios de trietilamina. 0 produto
fol convertido no sal de s&dio utilizando DOEY SEH-XB  {(forma
MaTi. 0 composto do titulo foi obtido so é forma de um sslido

b
branco {@,12 g, 39%) depois de liofilizagHo.



IV: nu__ (KBr) 3468, 3149, 1490, 1616, 1475, 1380, 124

=38 1

i2e8, 1979, 1046, 1819, 948, 796 cm .

£
W3

“H
OCHEFY, 3,55 (1M, ddy J = 13,2Hz, J = BHz, OCH,F), 3,79 (iH, m,

CHY, Z.92 {(iH, m, QHEGF}F F.87-4,.52 (ZH, m, EHgﬁP, MOCH,}, &,BS
(3H; =1, D0 permutével NH,}, 7,92 (iH, s, H-8)}, 18,97 (iH, =i,

iH RFN 2 & L{ED 803 3,42 (iH, dd, J = 13,2Hz, J = 3,3H=z,

D0 permutével MH.

m/z: (BAR, tioglicerol) 318 (M-Na+2H'), Zae (mHh).



Exemplo &

(51~ 3-Hidroyi-Z-{fosfonometoxitpropoxiJadening

— NH2

N N

N

0 <’N | //l
(HO)ZP \/O ‘ | N .

0
HO

&

al £ uma mistura agitada de (R)-[Z2-benzilowi-l-{hidrouimetil)~
etoxilmetilfosfonato de dietilo (8,9 g, 2,7 mmoll, itrifenilfos—
fina (1,846 g, 4 mmol) 2 F-hidroxi-&-N-ftalimidopurina (2,74 g,
2,7 mmol} {(preparads como descrito no EF-A-319 228! em THF seco
{15 ml}, arrefecida em gelo &8 scb uma atmosfera de azoto, foi
adicionado gota & gote azodicarboxilato de dietilo (8,46 ml,
4 mmoll. & solucHo resultante foi deixada a aguecer atéd & tempe-
ratura ambiente g agitads durante 4 horas. 0O solvente foi evapo—
rada sab pressio reduszida & 0 residuo obtido fol coromatografado
sobre gel de silica utilizandc hexanozacetato de etilo 1:1 como
slusnte. O sluente Foi mudado até acsiato de stilc de modo a
obhter-se (B)-5- E*henzi1mxi—2—fdietgxifmsfmriZmetnxi}~prcgaxi}—é—
~MN-ftalimidopurina, sob a forms de um Slso amarelo pdlido {1,146 4,
1

724y, o gual Tel utilizado directamente na etaps seguinte.

bl Uma solugfio de (8i~-F-[3-benziloui-2-{distoxifosforilmetoxil)-
propogili-b-N-fttalimidopurina (8,8% g, 1;3%mmoll ena dicloromstanc
seco (18 ml) fol tratada com Memetil-hidrazina {(¢,08 ml,
1,535 mmoly & temperatura ashiente durante 3 horas. & sistura  foi



)

filtrada, o filtrado foi concentrado in vacuo & o residuc  foi
cromatografade sobre gel de silica utilizande diclorometanc COHRG
alusnte inicial. 0 eluents foi mudado para diclorometano/metancl
7812 de modo a ohter-se (8)-9-[3-benzilowi-2-({dietoxifosforil-
metoxidpropoxiladenina sob a forma  de uma goma incolor (§,27 g,
41%Y.

Vs L S (filme) 3328, 3186, 2998, 2995, 1458, 1595, 1476,
1455, 1418, 1399, 1378, 1295, 1245, 1145, 1995, 1858, 1625, 974,

g0, 798, 7I8, 7O6 cm C.

1H RMM & 85, [(CD_3,801 1,21 (2x3H, 2xt, J
(DCHEHL) )y 3,61-3,72 (2H, m, CH,OCH,FR), 3,96-4,12 (7H, m, CH,
munﬁpﬁ \EEH EH) o), 4,48-4,58 (2H, m, NOCH,), 4,52 (2H, =,
OCHPhY , 7, 257,50 (7H, m, Ph + D0 permutivel MH,), 8,15 (1H, s,
H~2 ou H-B}, 8,41 (iH, =, H-2 ou H-8).

i
e
L
2]

n

o} Foi adicionado Fd a  19%-C (59 mg? a uma soluclo de  (5)-F-
*EE*banzi}Dxi~2~iéiatszifﬁs?ari}metaxi}prapmxiEadenina {(3.21 o,

.45 mmol) em dicloromstanc (5 ml) = dcido  trifluorpasceético

(1 ml) 2 a mistura Foi hidro ogenatda & pressEo abtmosférice = &
temperatura ambiente durante 5 horas. A mistura fol filtrada, o
filtrado evaporado & o residuoobiide foi dissolvido sm solugHo de
amoniaco etandlica (5 mll. Depois de IS minutos o solvente foi

i-

et

evaporado s o residus cromatografado  sobre gel de silica uti

zando diclorometanc/metannl  9¢:1¢  como e luente. 0O exame por

tel.o. do produtc  indicou vestigios de uma impureza gue nEo
absorvia WV, a gual foi  removida por T.l.c. preparativa, utili-—
zando diclorometana/metancl 289:17 cono slusnte. & (8)-9-[2-{dis—

tovifosforilmetoni)-3—hidros tipropoxiladenina foi  obtida sob oa

il

r

forma de umagoms incolor (3,11 g, &3%).



1H REp 2 &, [{CD_ Y B0 1,23 (&M, ¢, J = 7Hz, (OCH EH_ 1.3,

- T ? ! e E=E2

FaE-ELAD (2H, m? Qﬁ?ﬂg}: F, 733,82 (1H, m, CHY, 3,98-4,15 (&H, My
OCHF, £B€ﬁ?EH3}?}S“&gEE {(IH, dd, d = &,6Hz, J = 11,34z, WNOCH iy
4,5; (1H, dgg th= FHz, 4 = 11,3H=z, ﬁQEHg% 4.88 {IH, £, 4 =
Dy5H=, BEE permutdvel OHY, 7,38 (2H, s1, EEB parautdvel  NHLY,

8,15 (1M, s, H-2 ou H-B}, 8,43 (iH, s, H-Z ou H-87.

o’

. . . - +
mfz: (BAR+, matriz tioglicercl) 374 (MH 1.
[x i A uma soluglo de (5)-F-I[2-{distoxifosforilmstouil-I-hidro-
wipropoxiladenina {@,09 g, ©,74 mmol) em  diclorometano SEC0

{(Z mly Toi adicionado brometo de trimetilsililo (8,31 ml,

-

2.4 mmol) e a solugHo foi agitada §~temperatura ambisnte durante
4 horas. O solvente foi removido sob press¥o reduzida & o residus
co-gvaporado com acetonafdgua 131 {x 3¥. A cristalizacHo do
residuo a partir de dguasacetona deu origem ao composto do titulo
scb a forma de um sdlido branco (9,04 9s 78%), p.f. 193-198%.

1H RFM = 6H Eitﬁx}ESGE F,85 (2H; m, EﬁEBﬁig 653,85 (3H,
M, QEHEP5 LHY, 4,36 {IH, dd, J = 7Hz, J = 1iH=z, &QE&EZ, 4,55 (1M,
dd, J = 3Hz, J = 11iH=, &QCHQ?, 7,61 (ZH, =1, EEB permutdvel NH
B,19 (iH, =, H-Z ou H-8), 8,57 (iH, s, H-2 ou H-B), 2,7-5,5 (3H,
largo, ﬁgﬂ parmutavel PGiGH}?g OH: .

mie



T

(e g

sequen dos compostos  de

{8} gus s=
acords com métodos

{R} =
nalogamente de

1
‘-ul .
il
[
=
fil
~3
£
il

O

foarmula (147
anteriormente aguil descritos

s3oc  preparados

B
Ra0 o}
0"""Rb 0
——F\\v//
OH
B % R
E B, R,
Zyb4—diaminopurina H o
E

Aams ligag

adsnina
yma ligscdo

24-diaming purins



Actividade Antiviral

3

1. Teste da ReducHo da  Flaca para o Virus 1 e 2 da Herpoe

Simplex

Celulas Vero ou MRC-S foram feitas crescer st &
confludncia em multi-placas com 24 cavidades (diSmetro de cavi-
dade = 1,5 cm}. A= monccamadas de células drenadas foram,; cads
uma delas, infectadas com aprovimadamsnte 56 particulas infec-
ciosas de virus 1| do herpesx simplex (HEV-2; estirpe HFEM) ou
virus 2 do herpes simplax (HBV-23 estirpe MS) em 186p]1 de solucHo
salina tamponads com fosfate. 0 virus fol  adsorvido durante 1
hora & temperatura ambiente. apds a adeorgdo, o indculo residual
fol removido de cads recipiente & substituido com .5 ml de HEM
de Eagle contendo 5% de soro de vitelo recém-nascido e G, da
agarase (A37)Y. lUma ve:r introduzida = agarose, diluigﬁeg deo
composto do teste, gue tinham sido prreparadas em MEM de Eagle
{contendo 5% de soro de vitelo recém-nascidol foram adicionadas,
recebendo cada recipiente ©,5 ml da  camada suparior liguida. O

composto do teste fol diluido para dar origem & ssguinte série de

"%
i

concentraclesn: 268 Gy, 28, b....8,b4ug/ml; as moncentracdes

finals no ensaio v

w

riaram, assim, entre 188un/ml = B,.83ug/ml. A=
culturas infactada

l.ﬂ

Toram incubadas & I7°C numa atmosfera humidi~
ficada de 5% de CO, até as placas serem claramente visiveis (T ou

Z dias pars células Vero, usualmente 1 dia para c2lulas BRC-53.



2. Teste da ReducHo da Placs para o Virus Zosters da Yaricela

.

Celulas MRC-Z foram feitas crescer até & confluBncia eom
multi-placas com 24 cavidades {(diZmetro de cavidads = 15 cm). fAs
monocamadas de cglulas drenadas foram, cada uma delas, infectada
com aproximadamente 9 particulas infecciosas de virus zoster da
varicela (VIV} sstirpe Ellen) em 168ul des solucido salins tampona—
da com fosfato. O virus fol adsorvido durants 1 hora & tenperatu-
ra ambisnte. Apds adsorg¥o, o indculo  residual foi removido  de
cada recipisnte e substituido por 6,5 ml de MEM de Eagle contendo
94 de soro de vitslo festal inactivado pelo oslor 2 2,9% de
agarose {A37), iUma vez introduzida a agarogse, diluicZes do
composto do teste, gue tinham sido preparadas sm MEM de Eagle
{contendo 5% de soro de vitelo fetal inactivado pelo calord,
foram adicionadas, recebendo cada recipients €,% ml da camada
supsrior liguida. O composto do teste foi diluido para dar origem
& seguinte série de concentraciss 258, A8, 20, &....B.04pg/mlg
as concentragles finais no snzain variaram assim, entre 186ug/ml
& 8,83ug/ml. As culturas infectadas foram incubadas = AT numa
atmosfera humidificada de 5% ds= CO. até as placas serem clara-—

ments visivelis {5 pu & dias).

fE culturas dos testes 1 = 2 foram fivadas em formal

solucdo salina, sendo as camadas da agargse culdadosamente slimi-

nadas por  lavagem, & ssndo entZs  as monnoanadas  de células

coradas com carbol fucsina. Foi utilirzado um microscépio estéren
o

para a contagem das pla

iy

i}

=. £ EE;Q {concentraglo da droga gque
i3S
=

inibe o nimero de placas formadas sm S8% em relaclo ao ntm

A

placas obssrvadas para o contrelo do Virus nas monocamadas)
composto do teste ol calculads. 4lénm disso, as monocamadas foram

examinadas gquante & evidBncia ds citoioxicidade induzids pela



dirogay Tol registads a concentragdo minima com a gual se registou

citotovicidade.
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Inclus3o Citomsgilica

Calulas MRO-5S foram Teitas crescer até & confluncia em
multi-placas com 24 cavidades {(di@metro de cavidade = 1,5 cm). fis
monocamadas de celulas drenadas foram, cads uma delas, infectadas
com aproximadamente 56 particulas infecciosas de virus de  inclu-~
sHo citomegdlica (OCMV:; estirpe AD-146%) em 186 ul de soluco
salina tamponada com fosfato. 0 virus foi  adsorvido durante 1
hora & temperatura ambiente. Apds a adsorce, o indculeo residual
fol removido de cada recipiente & substituido por 1 ml de MEM de
Eagle contendo 10% de sore de vitele fetal inactivado pelo calor
@ &, 9% de agarose (AZ7). Uma ve: introduzida a agarose, diluicBes
do composto do teste, gque tinham sido preparadas em MEm de Eaglie
{contendo 16% de soro de vitelo inactivado pelo calor), foram
adicionadas, recebendo cada recipiente 1 ml da camada superior
liguida. 0 composto do teste foi diluido para dar origem A
seguinte série de concentracles: 206, &8, 26, ban. B, B0un/mls  as

concentragBes finais no  snsaio variam, assim, entre 180upg/ml &

i}

&,83ug/ml . Az :ultﬁrés infectadas foram incubadas a 3790 numa
atmosfera hwmwida contendo 5% ds L. ate as placas serem claramen—
te visiveis {(cerca de 12 dias). fs culturas s3o fiwadas em formol
solugdo salina, sendo as camadas de agarose eliminadas cuidadoss—

mente por lavagem, e sendo ent¥c as monocamadas de células

g

coradas com carbel fucsina. Fol usado um microscapic ssteren parsa
a contagsm das placas. & Ciq@ {concentrag8o da droga gues inibe o
namaros de placas forsadas em 586% sm relac3o ao ndmero de placas

ohservadas nas monocamadas de controle do virus) do composto  do



&
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teste foi calculada. Alén dissn, as monocamadas foram examinadas
quanto a evidincia de citoctoxiridade indurida pels droga;  foi
registada a concentrag¥o minima com a gual ocorreu citobtoxici-
dagde.

4, Teste para o Yirus de Imuncdeficifncis Humansz (HIV)

Linfocitos humanos periféricos foram  isclados por
centrifugag8o de gradiente de densidade a partir de colheitas
feitas em dadores de sangue voluntédrios normais. A fraccbes
"camada cor de camurca® destes donativos  foram proporcionadas

pelos centros de dadores de Sangue.

diluida i:21 com solucHo
FES; fosfato de sddio S5e

mfl, pH 7.4, cloreto ds sddic 9,94} 2 subseguentemente colocada em

A camada cor de camurca doi
1 ¢

camada sobre Ficell. A seguir & centrifugacHo (36 minutos &
482 ¥ g} o produto sobrenadante  foi eliminado = a interfase
contende os  linfdcitos  foi recuparada. Os linfécitos foram
lavados duas vezes em FES = foram suspensos de novo finalmente no

meio de cultura celular.

Foi realizads uma colorac®c de viabilidade por meio  do
método de exclus¥o de corante arzul tripano. A concentragcio das
células em suspens3o e a paroentagem de células vidveis foram
claculadas. Bubsequentemente, a suspansin  celular foi  ajustads
para uma concentragino de 1xi®? celulas/ml. Esta suspensdo celular
fol transferida para frascos de rcultura de tecidos: Doiz  tercos

da suspensfc celular foram activados peliclonalmente pela  adic3o



L

= tohemaglutinina  {concentracio final 5 pg.ml) Um terco  da

Ti
uspensdo permanecse ndo estimulada.

i

= 1

fts

nfocitos foram cultivados num  incubador com  uma
atmosfera humidificada & 5% de E0, durante 48 a &4 horas a 37°C.
A seguir a ssie periodo de incubaclio, as células foram colhidas
por centrifugac¥o, suspensas de novo em meic de cultura celular =

contadas. A5 células sstimuladas 2 n8o esstimuladas foram combina—

i

das numa relaclo de 2:1 & iustadas para uma concentraclo de
2u18” células/ml com meio de cultura celular gque continha,
adicionalmente, 12 wunidades/ml de interlesuguina-? recombinante

hLiman

fh

ot

i

m
i

Apenas aquelas preparacBes de linfécitos foram ubi

& 1
das para o teste de controlo em gue mais de 78% dos  linféri

P
i

estimulados sxpressavam o antigénic 0D 25 2 mais de 45% dos

linfocitos expressavam do antigénic CD 4,

Adicionaram—se 188ug dests suspens¥o de linfacitos a
cada cavidade das placss de microtitulacio cantahﬁa o= compostos
do teste diluidos seriadamente sntre 186pM = &,1ipM. Subsequents—
mente, as placas de microtitulsc®o foram cultivadas durants 4

dias a I770,

A sobrevivEncia e a proliferac8o dos linfacitos aus
Crescaram na presenca do composto foram medidas por meic de  um
ensdaio colorimétrico quantitativeo. 8s células viaveis cultivadas
na pressnga do corants MTT -4, 5-dimetiltiazol~-2-i1)-3,5-dife~
niltetrazélio? reduzem este substrato amarelo claro pela achtivi-
dade das suas desidrogenases sitocondriaiz até um formazanc  de
cor purpura. A guantidade de produtco gue & uma funclo do  ndmeroc
celular & da actividade celular metabslica fol qguantificada

fotometricamente. Por meic deste ensaio, os efeitos potenciais
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citotéxice & citostatico dos compostos em relagio aos  linfooitns
foram detectados com precisZo.

As placas de microtitulacBo foram centrifugadas durante
9 minutos a2 968 x g. O produto  sobrenadants foi eliminado o as
células de cada cavidade foram suspensas de novo em Sopl de meio
de cultura celular contsndo 2 mg/ml de MTT. Apds gustro horas de
incubacdo a 37°C adicionaram-se 199 pl de solvente {isopropannl
com HOL 2,84 N o 167 {v/v) de Triton 198) a cada recipiente. For
agitagdo das placas de microtitulac®o o formazano foi solubili-
zado. Subseguentemsnte, as platas foram avaliadazs sam  fotdmetro
ELISA no modo de comprimento de onda duple {(comprimento de onds

medidos 558 nm: comprimento de onda de referBhncia: 4590 i .

Fara cada recipiente foi rcalculada a diferenca na
bBz. 499 nm). Esiss ﬁadaa proporcionaran
a base para posterior avaliac¥3o do teste citobdxico. Foi calocula~-
da a DCS@ aprodimada {dose citotdrica semi-maxima) de cada

composto.

b} Teste de SupressSo do HIV

Foram preparados, cultivados, linfécitos umanos
periféricos, = foram colhidos como nteriormente. Seguindo  a
determninzcio dos marcadores da supsrficis dos linfdcitos, células
ndo estimuladas e estimuladas por mitogénic foram combinadas numa

relacBo de 1:22.

Em condigSes de seguranca estas ceélulas s3o infectadas

Com uma preparacdo padrio de HIV. As células s3¥o sedimen tadas por
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centrifugacHo. 0 produto sobrenadanits foi sliminado & as  células

foram suspensas de novo no indculo de HIV.

Este indculo & uma suspensHo liguida da estirpe  HIV-1

do virns, pré-testads & ajustada % um titulo gus resulite nums

i

sintese de proteina do ndclecs viral pEd de 109 ng/ml no dia
gquatro a seguir & infeccHo dos linfaci

itos humanos de acordo com o
protocolc.

EoH 1&8 linfécitos foram suspensos de novo sm 1 ml de
indculo de HIV & incubados a 37°C durante &8 minutos. Subsesquen-—
temente, as células foram lavadas duss verss com 58 ml de meio d=
cultura & suspensas de novo em meio de cultura contendo 16
unidades/ml de interleuguina-2 recombinants humana para prapar~
cionar uma concentrac®o celular de 2@3@6 celulas/ml. Adicionaram—
-se 168pl desta suspens¥o celular a cada recipisnte das placas de
microtitulac¥o contendo as  solucSes diluidas  dos compostos. &S
placas de microtitulagHo foram cultivadas num incubador com uma

atmosfera humidificads 2 ©% ds £0., a E7=C.

Consequentements, uma fraccHo de  linfécitos foi

infectada simuladamente com a3 mesma preparagdo de virus gue  foi

inactivada pelo calor (38 minutos a S&6°0C) antes da infecgEo.

Em cada um dos dias 2, 3 =2 4 apds a infeccHo uma das
placas de microtitulac¥o gue tinha sido sstabelecida em Lriplica-
do foi preparada para determinac¥o da replicag8o viral. 0O FRdN&
viral & determinado ne  interior das c&lulas sngquanto gus a

proteina p24 do ndclepo viral foi  detectadz no produto sobrens—
dante da cultura de linfécitos.

Consequentemsnte, foram removidos i%@ul de produto

sobrenadante de cada cavidsde = transferidos para a cavidade de
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W aArmazenadas

uma placa de microtitulac¥o contends S isnte de SDS
{dodecilsulfato de sadio, &,88%), Estas plac

&
congeladas. Adicionou-se as células que permans em  cada

Ui
I
5
it
=

recipiente 3¢ ul de solucBo de paragem (1% 505, acetato de sidic
ZomM, pH 5,8, = 286 pg/ml de heparinal. As placas {oram armazens—

das congeladas.

A concentracio de p24 sintetizado pelas células  infec—
tadas com HIY foi determinada por meio de um ELISA sanduiche,
engquanto gque a concentrac¥o de RM& viral foi avaliado guantitati-
vamente por hibridac8o de dcido nucleico, usando uma sonda de DNA
maircado com Ezp em relacdc & regifo gag/pol do genoma viral. Os
niveiz absolutos do antigénio viral 2 do RMA nas amostras trata—
das com droga foram comparados com controlos  n3o tratados,

infectados com virus e foi calculada a parcentagen de inibicHo.



Resultados

= compostos dos Exemplos 1,

contra o virur HEY-1 com valores de ﬁzgg de

raspeciivaments. Os mesmos compostos testatdos

valores de

contra VIV deram 17,

CHV deram 3,

Contra o virus HIV, foram obtidos os

SEQUST .

Ex. HNo. Concn. fupM}

Gntigénio

k3

Lol

3 e 36 pa/ml,

g 17 pgiml, respectivamente.

&n“

fu

frente

foote

L
Vi

71

respartivanents,

raultados gue

]
l;a}

g2

&4

contra HEY-Z deram

e 24 mg/ml, respectivamente, & contra

3=

b

et aly

e

i4
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ReivindicacSes

i2. —~ Processo para a2 preparacio do isdmero (RY ou  do
isomero {(5) de um composto com a farmula (I8), facultativaments
em mistura com até 45% da mistur o, do correspondents
isamero {(5) ou isdmero (R}, respectivaments:

(IA)

am gue
Ril & hidroxi oo aminog '
Rzi £ amino ou hidrogénio:

i .

R? & hidrowximetilo ou acilowimstilo: &

™
i

wn grupo com & farmula:s
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~d

2m gus
R & Ré s#0 independentemsnite selsccionados de entre hidrogenio,
ad -
Ciwﬁé alguilo & fenilo substituide facultativamente: ou
R, e ﬂq em conjunto s3o:
—LH
N =
oo
113 !
CHAF
=N o
6&6
2 gue
R& 2 tal como foi definido anteriormentes
caracterizado por compreenders
i o fecho do anel imidazols de um composto com a férmu—

la {I1::

(IT)
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em que X € um grupo capaz de ciclizaglo a fim de formar um

anel
imidazole, tal como amino ou  um derivado de amino, por exemplo,
formilamino: ou
iil} o fecho do anel pirimidina de um comoosto com a2 férmu-—
{111t
~ coy
N NH
| 2
(0]
]
CH
-
%! 2
CHRB’
| /
°R4 (IIT)
2m que Y & amino ou Ei—& alcoxi, com um agente de condensacio
capaz de ciclizacHo a fim de formar um anel pirimidinsg tendo  um
substituinte 2-R."; para dar origem a um composto com 2 Férmula
(I} =m que El & hidroxi e R, & amingy ou
iii} a condensacZo de ug Fomposto com a fodrmula (IV):
~
R
.

(IV)

com uma intermedidric de cad

]
fois
i
et
1]

teral com a formula (V):



ZCH,~CHR " OR (¥}

en que I & um grupo separdvel e o Adtomo de carbono marcadeo  com
"EY nas farmulas (I3, {(III} & {¥} sztd 55% ou mais na configura-
cHo que resulta no isdmero {(RY ou no isdmero (8 de um composto

de fdrmula {IA);

: - . . . . i
e am que nas férmulas (11 a {V, P E? s R’ & R,  =3o Ry s
R715 qu 1= Rg respecitivaments, ou grupos ou Atomos neles conver—
oty < b
tiveis; e em seguida, guando deseiado ou necessario, 8 conversdo
. . . . . i i . 1
de Ri s Ry's Hﬁ 2/ou R;"; guando diferentes de Ri s Fo's RS
. - i 7.1 1° .- . -
e/ou Ry &m Ri : Ao ¢ He =fpou Eg respectivamente, B/ou & conver—
o P : -
= . . . . i i
s3o de RI » Ro's Rz a/ou R,;° guando HE » Ry Ez a/ou R%y =
1 J—i .—1 (3 e P
autros R, : R, : R.” e/fou R, .
1 &0 = 4

22. ~ Frocesso para & preparacdo do isdmerc (B ou  do
isamero (8} de um composto de farmula (1A} como definido na
reivindicacHo 1, ou de um ssu  sal farmaceuticamente aceitavel,

facultativamente em mistura com ate 45Y% da mistura, em peso, do

correspondents isdmeroc (8 ou isdmero (R}, respectivamente,
caracterizado por comoresnds a resclugdo de uma mistura de
isomeras {(R) = (8} de um composto de formula {If), atd ac ponto
em que a Tfracodo de resclucdo gue contem, predominantemente, o

isomero (R) ou o issmerc ({8), contenha facultativaments ateé 454
da fracgio de resolucHo, om pEsn, do correspondente isdmeroc  (5)
ow isémero (R), respectivamentes g, facultativamente, a formacHo

de um seu sal farmacsuticamente aceitavel

8. = Processo de  acordo com a reivindicag¥o 1 ou 2,
caracterizado por H Vser nideoui s qu S8 aming.

42. - Processo de  zcordo com a  reivindicsa pEo 1 oou 2,
caracterizado por &11 zEr aming 2 %qi sgr hidrogénio.

P
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S8. - Processo de acordo com gualgusr uma das reivindi-

Pd F: 2 - 2 " 1 - - »
cagaes 1 a 4, caracterirzado por R." ser hidrowimetilo.

3

68. — Processo de acordo com gualgusr uma das reivindi-—
cterizado por Fe = Eé serem ambos hidrogénio.

78, - Processc de cordo com a reivindicarZs ! ou 2

=5

cracaterizado por se preparar um isamero como definido em qual-

quer uma das reivindicagBes 1 2 5, o gual & o isdmero (R} uando
R. & R, n¥o forem tomados em conjunto, 2 & o isémero (5)  quando

R, = Rg forem tomados em conjuntn.

H2. - Frocesso de acordo com a reivindicacHo 1 oo

"

2
caracterizado por s2 preparar um isdmero (R)  ou um isdmsro ()
come definide em gqualguer ums das reivindicagBes 1 a &, numa
forma que contem desds 8 akd 5% do curregpaﬁdente isdmerg (8 ou

isdmera (R), respectivamente.

F2. - Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2

bl
caracterizado por se preparar um isdmero como definido na reivin-
dicacso 1 ou 7, o gual &:

(S)m?—i{Ewhidraai~2~cx9~i5432“§iaxafnsfsrinan~5~ii}matﬁxiiguaniw
na, '

{Riw?wiz—hidrcxi—z"{faﬁfanmmetaxi}prﬁgaxiladeninas
583*?~{3~hi§ruxi~2~§fsafanamstsﬁi}pragmﬁi]guaﬁimag

(R)w?wi(E»hiﬁraxi—2~mxa~igégﬁ—diaxafaafsrinan—5~ii}metaxizguani~

fia, ou

(5}~?mi3*hidraxi~2~éfasf_ﬁametaxi}gfagaxiiadenina

3
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23. - Frocesso para a preparaci3o  de um medicamento

et

para utilizac3o no tratamento de infeccBes & virus ou de doengas
nepplasticas, caracterizado por se incluir no referido medica-
mento um  isdmero  tal como foi definido na  reivindicacEs ia
juntamente com um veiculeo ou excipiente farmaceuticamente aceitd—

VEl .

Lisbea, 28 de Maico ds 1996
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