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(67) Resumo: INIBIDORES DE AKT (PROTEINA QUINASE B). A
presente invencéo refere-se a 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-
isoquinolin-7-il]-fenol ou a um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo ou a um hidrato do composto ou ao sal do mesmo como
inibidores de AKT que sao agentes antineoplasicos e/ou agentes
antivirais, bem como composi¢cdes compreendendo esses compostos e
métodos de uso desses compostos.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "INIBIDORES
DE AKT (PROTEINA QUINASE B)".

A presente invengao refere-se a compostos que sao inibidores
de Akt, a composicdes compreendendo esses compostos e a métodos de
uso desses compostos.

Antecedentes da Invencao

Proteina quinases estdao envolvidas nas vias de transdugédo de
sinal relacionadas a fatores de crescimento, a horménios e a outras molécu-
las de regulacéo celular do crescimento, sobrevivéncia e metabolismo celu-
lar sob condigdes normais e patologicas. Uma das proteina quinases, protei-
na quinase B (também conhecida como Akt), € uma serina/treonina quinase
que exerce um papel central na promogéao da proliferagéo e sobrevivéncia de
uma ampla faixa de tipos celulares, desse modo, protegendo as células de
apoptose (morte celular programada).

Uma série de proteina quinases e fosfatases regulam a atividade
de Akt. Por exemplo, ativacdo de Akt é mediada pela fosfatidilinositol 3-
quinase (P13-K), a qual inicia a ligacao de fosfolipidios de segundo mensa-
geiro ao dominio de ligagdo por homologia de pleckstrina (PH) de Akt. A li-
gacdo ancora Akt a membrana plasmatica e resulta em fosforilagao e ativa-
cao da enzima. Amplificagdes da subunidade catalitica de PI3-K, p110 o, ou
mutag¢des na subunidade regulatéria PI3-K, p85 a, leva a ativagao de Akt em
varios tipos de cancer humano. Estudos recentes também demonstraram o
papel da via de PI13-K/AKT no ciclo de vida de numerosos virus.

A WO 01/91754 se refere a inibidores de proteina quinase. A
WO 2005/011697 envolve inibidores de proteina quinase A e B. A WO
2005/054202 se refere a inibidores de AKT.

Em virtude de seu papel central na regulagdo de sobrevivéncia
celular, a Akt proporciona um novo alvo terapéutico para o tratamento eficaz
de varios disturbios, particularmente cancer e infecgdes virais. Contudo, tal
tratamento requer o desenvolvimento de inibidores potentes, seletivos, bio-
disponiveis de Akt. H4 uma necessidade por inibidores de Akt alternativos.

Assim, a presente invengdo proporciona novos inibidores de Akt que exibem
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poténcia, seletividade e/ou biodisponibilidade aumentadas, composigoes
compreendendo esses compostos e métodos de uso desses compostos.
Adicionalmente, composi¢cdes farmacéuticas contendo novos
inibidores de Akt quando diluida ou em solugdo deve ser necessariamente
isenta de precipitacdo de forma a ser distribuida a um paciente. A presente
invencdo proporciona composi¢cbes farmacéuticas compreendendo novos
inibidores de Akt em faixas particulares de pH que carecem de tal precipita-
cao.
Sumario da Invencao

A presente invencdo proporciona 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-
isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo ou
um hidrato do composto ou o sal do mesmo.

A presente invencdo também proporciona dicloridrato de 4-[5-(2-
amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol. '

A presente invencédo ainda proporciona hemihidrato de monoclo-
ridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol.

A presente invengdo também proporciona 4-[5-(2-amino-etano-
sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo ou um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluindo dicloridrato
de 4-[5-(2-amino-etano-suIfoniI)-isoquinolin-?-il]-fehol ou hemihidrato de mo-
nocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-fenol.

Adicionalmente, a presente invengdo proporciona o uso de 4-[5-
(2-amino—etano—suIfonil)-isoquinolin-?-il]—fenol ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo ou um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluin-
do dicloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou he-
mihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-
fenol, para a fabricagdo de um medicamento para o tratamento de mieloma
multiplo, cancer de pulmao de células nao-pequenas, glioblastoma, neuro-
blastoma, melanoma ou neoplasmas da prostata, mama, ovarios, estomago
primario, tipo intestihal, endométrio, tirdide, pancreas, pulméo ou bexiga.

A presente invengdo também proporciona o uso de 4-[5-(2-

amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou um  sal farmaceuticamente
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aceitavel do mesmo ou um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluin-
do dicloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou he-
mihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-
fenol, para a fabricagdo de um medicamento para o tratamento de mieloma
multiplo, cancer de pulmao de células ndo-pequenas, glioblastoma ou neo-
plasmas da préstata, mama ou ovarios.

A presente invengéo, adicionalmente, proporciona o uso de 4-[5-
(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo ou um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluin-
do dicloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou he-
mihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-
fenol, para a fabricagdo de um medicamento para o tratamento de cancer de
pulmao de células nao-pequenas ou glioblastoma.

A presente invengdo ainda proporciona o uso de 4-[5-(2-amino-
etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel
ou um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluindo dicloridrato de 4-[5-
(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou hemihidrato de monoclori-
drato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol, para a fabrica-
¢do de um medicamento para o tratamento de hepatite C, rubéola, virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), hepatite B ou citomegalovirus humano
(HCMV).

Adicionalmente, a presente invengéo proporciona 4-[5-(2-amino-
etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo ou um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluindo diclori-
drato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou hemihidrato
de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol, pa-
ra o tratamento de mieloma mdultiplo, cancer de pulmao de células n&o-
pequenas, glioblastoma, neuroblastoma, melanoma ou neoplasmas da prds-
tata, mama, ovarios, estdbmago primario, tipo intestinal, endométrio, tirGide,
pancreas, pulmao ou bexiga.

A presente invengdo também proporciona 4-[5-(2-amino-etano-

sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
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mesmo ou um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluindo dicloridrato
de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou hemihidrato de mo-
nocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol, para o
tratamento de mieloma muiltiplo, cancer de pulmao de células nao-pequenas,
glioblastoma ou neoplasmas da préstata, mama ou ovarios.

A presente invengao, adicionalmente, proporciona 4-[5-(2-amino-
etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo ou um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluindo diclori-
drato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou hemihidrato
de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol, pa-
ra o tratamento de cancer de pulmao de células ndo-pequenas ou glioblas-
toma.

A presente invencdo ainda proporciona 4-[5-(2-amino-etano-
sulfonil)-isoquinolin-7-ill-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo ou um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluindo dicloridrato
de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou hemihidrato de mo-
nocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol, para o
tratamento de hepatite C, rubéola, virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
hepatite B ou citomegalovirus humano (HCMV).

A presente invengao, adicionalmente, proporciona um método de
tratamento de mieloma multiplo, cadncer de pulmao de células ndo-pequenas,
glioblastoma, neuroblastoma, melanoma ou neoplasmas da prostata, mama,
ovarios, estdmago priméario, tipo intestinal, endométrio, tirbide, pancreas,
pulmdo ou bexiga em um paciente que precisa do mesmo compreendendo a
administracdo de uma quantidade eficaz de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-
isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo ou
um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluindo dicloridrato de 4-[5-(2-
amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-fenol ou hemihidrato de monocloridrato
de 4-[56-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol.

A presente invengdo também proporciona um método de trata-
mento de mieloma multiplo, cancer de pulmao de células ndo-pequenas, gli-
oblastoma ou neoplasmas da préstata, mama ou ovarios em um paciente
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que precisa do mesmo compreendendo a administragdo de uma quantidade
eficaz de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal far-
maceuticamente aceitavel do mesmo ou um hidrato do composto ou o sal do
mesmo, incluindo dicloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-
ill-fenol ou hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-
isoquinolin-7-il]-fenol.

A presente invengao, adicionalmente, proporciona um método de
tratamento de cancer de pulmao de células nao-pequenas ou glioblastoma
em um paciente que precisa do mesmo compreendendo a administragao de
uma quantidade eficaz de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol
ou um sal farmaceuticamente aceitave! do mesmo ou um hidrato do compos-
to ou o sal do mesmo, incluindo dicloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-
isoquinolin-7-il}-fenol ou hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-
etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol.

A presente invengao ainda proporciona um meétodo de tratamen-
to de hepatite C, rubéola, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), hepatite
B ou citomegalovirus humano (HCMV) em um paciente que precisa do
mesmo compreendendo a administracdo de uma quantidade eficaz de 4-[5-
(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-ill-fenol ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo ou um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluin-
do dicloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou he-
mihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-
fenol.

A presente invengdo também proporciona uma composigao far-
macéutica compreendendo  4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-
fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo ou um hidrato do
composto ou o sal do mesmo, incluindo dicloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-
sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-
amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol e um veiculo, diluente ou excipi-
ente farmaceuticamente aceitavel.

A presente invencao, adicionalmente, proporciona uma compo-

sicao farmacéutica liofilizada compreendendo 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-
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isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo ou
um hidrato do composto ou o sal do mesmo, incluindo dicloridrato de 4-[5-(2-
amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou hemihidrato de monocloridrato
de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol e um veiculo, diluente
ou excipiente farmaceuticamente aceitavel em que o pH da referida compo-
sicao, quando diluida com diluente aquoso, € menor do que 4,2 e maior do
que 2,0, menor do que 3,2 e maior do que 2,0 ou menor do que 2,8 e maior
do que 2,0.

A presente invencao também proporciona uma composigao far-
macéutica compreendendo 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-
fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo ou um hidrato do
composto ou o sal do mesmo, incluindo dicloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-
sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-
amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol e um veiculo, diluente ou excipi-
ente farmaceuticamente aceitavel em solugcao em que o pH da referida com-
posicao € menor do que 4,2 e maior do que 2,0, menor do que 3,2 e maior
do que 2,0 ou menor do que 2,8 e maior do que 2,0.

A presente invencgdo ainda proporciona hemihidrato de monoclo-
ridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol na forma crista-
lina tendo um padrao de difragcao de p6 por raios X com picos de intensidade
a280=49, 14,8 e 10,2.

A presente invencao também proporciona 4-[5-(2-amino-etano-
sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo ou um hidrato do mesmo.

Descricdo Detalhada da Invencao

Compostos da presente invengao sao inibidores de Akt e acredi-
ta-se que sejam Uteis no tratamento de disturbios relacionados a atividade
de Akt. Assim, compostos da presente invengao sao agentes antineoplasicos
e/ou antivirais.

Os compostos da presente invengao sao uteis para o tratamento
de neoplasmas que exibem defeitos na PTEN, neoplasmas com atividade

desregulada de PI3 quinase ou neoplasmas que exibem atividade-elevada
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de Akt. Acredita-se que inibidores de Akt sejam uteis no tratamento de mie-
loma multiplo (Hsu e outros, Blood (2001) 98(9) 2853-2855); cancer de pul-
mao de células ndo-pequenas (Balsara, Carcinogenesis (2004) 25(11) 2053-
2059); glioblastoma (Koul e outros, Mol. Cancer Ther. (2006) 5. 637-644);
neuroblastoma (Li e outros, Cancer Res. (2005) 65(6), 2070-2075); melano-
ma (Dai e outros, J. of Clin. Oncology (2005) 23(7), 1473-1482) e neoplas-
mas da préstata (Majumder e outros, Oncogene (2005) 24, 7465-7474);
mama (Tokunaga e outros, J. of Clin. Oncology (Meeting Abstracts) (2005)
23(16S), 9500); ovarios (Cheung e outros, PNAS (1992) 89, 9267-9271; Yu-
an e outros (2000); Hu e outros (2000)); estdmago primario ou do tipo intes-
tinal (Ang e outros, Cancer Lett. (2005) 225(1), 53-59); endométrio (Jin e ou-
tros, British J. of Cancer (2004) 91 1808-1812); tiréide (Ringel e outros, Can-
cer Res. (2001) 61(16), 6105-6111; De Vita e outros, Cancer Res. (2000) 60,
3916-3920); pancreas (Schliemen e outros, Brit. J. of Cancer (2003) 89,
2110-2115); pulmao (Massion e outros, Am. J. Resp. Crit. Care Med. (2004)
170, 1088-1094); ou bexiga (Rieger-Christ e outros, Oncogene (2004)
23(27), 4745-4753). Também acredita-se que inibidores de Akt sejam uUteis
no tratamento de virus, tais como hepatite C e NS5A de hepatite C (Manno-
va e outros, J. Virol. (2005) 79(14), 8742-8749; He e outros (2002)); rubéola
(Cooray e outros, Virology J. (2005) 2(1), 1-12); proteina Tat do virus da i-
munodeficiéncia humana (HIV) (Borgatti e outros (1997)); Proteina X de he-
patite B (Lee e outros (2001)) ou citomegalovirus humano (HCMV) (Johnson
e outros (2001)).

4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-fenol forma sais de
adicao de acido farmaceuticamente aceitaveis, por exemplo, com 0s sais
fisiologicamente aceitaveis os quais sao freqientemente usados em quimica
farmacéutica. Tais sais também sdo parte da presente invengao. Sais farma-
ceuticamente aceitaveis e metodologia comum para a preparacao dos mes-
mos sao bem conhecidos na técnica. Veja, por exemplo, P. Stahl e outros,
Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use, (V-
CHA/Wiley-VCH, 2002); S.M. Berge e outros, "Pharmaceutical Salts," Jour-

nal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 66, No. 1, Janeiro-de 1977.
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Sais preferiveis para 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-
il-fenol incluem o monocloridrato e dicloridrato.

Os intermediarios descritos aqui podem formar sais.

Além de sais, os compostos da presente invengao e os interme-
diarios descritos aqui podem formar um hidrato ou um hidrato do sal farma-
ceuticamente aceitavel.

Um composto preferivel é 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-
isoquinolin-7-il]-fenol. Ainda outro composto preferivel é dicloridrato de 4-[5-
(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-fenol. Um composto mais preferivel
é hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-
7-il]-fenol.

Conforme usado aqui, o termo "paciente" se refere a um mami-
fero que esta sofrendo de um ou mais disturbios associados a uma atividade
elevada de Akt. Deve ser entendido que o paciente mais preferido é um ser
humano. Também deve ser entendido que a presente invencao se refere
especificamente a inibicdo de Akt/PKB de mamifero.

Os termos "tratamento", "tratar”, "tratando" e similares se desti-
nam a incluir efeitos tais como diminui¢cdo e/ou inibi¢do do crescimento de
neoplasmas, a amplificagdo e/ou superexpressao de Akt1, Akt2 e/ou Akt3,
proliferacéo e sobrevivéncia celular e/ou replicagao viral.

Conforme usado aqui, o termo "quantidade eficaz" se refere a
uma quantidade que inibe a Akt até um ponto que proporciona um efeito
farmacolégico.

A presente invengdao também proporciona uma composigao far-
macéutica compreendendo  4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-
fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo ou hidrato do mes-
mo e um veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel. Com-
posi¢des farmacéuticas para a presente invengdo incluem formas antes da
diluicao, tal como uma forma liofilizada, e formas subsequentes a diluigao, tal
como uma forma pronta para administracdo a um paciente. O pH dessas
composicdes farmacéuticas é de menos de cerca de 4,2 a mais de cerca de
2,0. Mais preferivelmente,-o pH é de menos de cerca de 3,2 a mais de cerca
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de 2,0. O pH mais preferivel € de menos de cerca de 2,8 a mais de cerca de
2,0. Um "veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel" € um
meio geralmente aceito na técnica para a distribuicdo de agentes biologica-
mente ativos a pacientes, por exemplo, mamiferos, de preferéncia seres
humanos. Tais veiculos, diluentes ou excipientes sdo geralmente formulados
de acordo com uma série de fatores bem dentro da visdo versados na técni-
ca para determinar e serem considerados. Esses incluem, sem limitagao: o
tipo e a natureza do agente ativo que esta sendo formulado; o individuo ao
qual a composicao contendo agente tem de ser administrada; a via de admi-
nistragdo pretendida da composicdo; e a indicagdo terapéutica que esta
sendo objetivada. Veiculos e excipientes farmaceuticamente aceitaveis in-
cluem meios liquidos aquosos e nao-aquosos, bem como uma variedade de
formas de dosagem soélidas e semi-sélidas. Tais veiculos, diluentes ou exci-
pientes podem incluir uma série de diferentes ingredientes e aditivos em adi-
cdo ao agente ativo, tais como os ingredientes adicionais que estdo sendo
incluidos na formulagdo por uma variedade de razdes, por exemplo, estabili-
zacdo do agente ativo, bem conhecidas por aqueles versados na técnica.
Descricbes de veiculos, diluentes ou excipientes farmaceuticamente aceita-
veis adequados e fatores envolvidos em sua selegdo sdo encontrados em
uma variedade de fontes prontamente disponiveis. Veja, por exemplo, Re-
mington: The Science and Practice of Pharmacy (A. Gennaro e outros, eds.,
19 2 ed., Mack Publishing Co., 1995).

Os compostos da presente invengdo podem ser administrados
sistemicamente, tal como intravenosamente (por exemplo, através de bolo
ou infusdo), em formula¢des de unidade de dosagem de composi¢des far-
macéuticas contendo veiculos, diluentes ou excipientes farmaceuticamente
aceitaveis nao-téxicos convencionais.

Para composicdoes farmacéuticas de 4-[5-(2-amino-etano-
sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol, o ingrediente ativo comumente estara presen-
te em uma quantidade de cerca de 0,5 a 95% em peso, baseado no peso
total da composicao. Revestimentos apropriados podem ser aplicados para

aumentar a palatabilidade ou retardar a adsorgao. -
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As quantidades terapeuticamente eficazes dos compostos da
invencdo para o tratamento dos disturbios descritos aqui em um paciente
podem ser determinadas em uma variedade de formas conhecidas por aque-
les versados na técnica. Deve ser entendido, contudo, que os niveis de dose
especificos para qualquer paciente em particular dependerao de uma varie-
dade de fatores, incluindo a atividade do composto especifico empregado, a
idade, peso corporal, saude geral, sexo, dieta, momento de administragao,
via de administracédo e taxa de excregdo, combinagéo de farmaco e a gravi-
dade da doenca em patrticular. A frequéncia de dosagem também pode vari-
ar dependendo do composto usado e da doenga tratada em particular. Por
exemplo, uma dose diaria tipica pode conter de cerca de 1 mg a cerca de 1
g do ingrediente ativo.

Os compostos da presente invengdo podem ser preparados em-
pregando a informagdo fornecida aqui, além de outras manipulagoes pa-
droes que sdo conhecidas na literatura ou exemplificadas nos procedimentos
experimentais.

Os termos e abreviagdes usados aqui tém seus significados
normais, a menos que de outro modo designado. Por exemplo, "LC" se refe-
re a cromatografia de liquido; "dppb" se refere a bis(difenilfosfino)butano;
Pd(OAc). se refere a acetato de paladio; "DMF" se refere a N,N-
dimetilformamida; "DMSO" se refere a sulfoxido de dimetila; "Et20" se refere
a dietil éter; "EtOAc" se refere a acetato de etila; "TFA" se refere a acido tri-
fluoroacético; MeOH se refere a metanol.

Preparacoes

Preparacao 1

dicloridrato de 2-[7-(4-Metdxi-fenil)-isoquinolina-5-sulfonil]-etilamina

Tratar uma pasta fluida fluida de terc-butil éster de acido {2-[7-(4-
metoxi-fenil)-isoquinolina-5-sulfonil]-etil}-carbamico (11,00 g, 24,85 mmols)
em MeOH anidrico (150 mL) com HCI a 4N em dioxano (350 mL). Agitar a
mistura de reacdo resultante em temperatura ambiente durante a noite, en-
tao, concentrar in vacuo para V2 do volume e tratar com EtOAc em excesso,

fazendo com que um sdélido amarelo-se precipite. Recuperar o solido resul-
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tante através de filtracdo a vacuo sob uma atmosfera de Ng; lavar com EtO-
Ac e secar sob vacuo (sob uma atmosfera de Np) para proporcionar o com-
posto do titulo (10,23 g, rendimento de 99 %) como um soélido amarelo: MS
(ES): m/z 343,0 (M*+H).
Preparacao 2
Acido 7-Bromo-isoquinolina-5-sulfénico

Adicionar H,SO, fumegante (2.000 mL, 21,33 mols; 26-29,5 %
isento de SO3) a um frasco de fundo redondo de 5-L equipado com um agi-
tador mecanico, condensador de refluxo, tubulagdo de N, e termdmetro. Es-
friar o H,SO,4 fumegante para ~10 °C com um banho de gelo/acetona, entao,
adicionar HCI de 7-bromoisoquinolina (500,00 g, 2,04 mols) aos poucos,
mantendo a temperatura da mistura de reagéo abaixo de ~15-20 °C. Quando
de adicdo completa de HCI de 7-bromoisoquinolina, aquecer a mistura de
reacdo resultante para ~100 °C durante a noite. Esfriar a mistura de reagao
para temperatura ambiente, entdo, entornar em uma solugéo agitada de H20
gelada. Recuperar a precipitacdo resultante através de filtragdo a vacuo, la-
vando com H,O, entdo Et,O, e secar sob filtragcdo a vacuo, seguido por se-
cagem em um forno sob pressao reduzida a ~35 °C para proporcionar o
composto do titulo (501,42 g, rendimento de 85 %) como um sdlido esbran-
quicado. TOF-MS [ES+; m/z] 287,9331/287,9330.
Preparacdo 3

Acido 7-(4-(Metéxi-fenil)-isoquinolina-5-sulfénico

Tratar uma solugdo de &acido 7-bromo-isoquinolina-5-sulfénico
(150,00 g, 0,520 mols) e acido 4-metoxifenilborénico (90,87 g, 0,598 mols)
em DMF (1.400 mL) e MeOH (375 mL) com NaxCOs aquoso a 2M (652 mL).
Desoxigenar a pasta fluida fluida resultante 3X com N, entdo, adicionar
Pd(OAc). (2,33 g, 0,0104 mols) e dppb (5,54 g, 0,0130 mols). Aquecer a
mistura de reacdo resultante a ~70 °C durante 3 horas, entao, deixar esfriar
para a temperatura ambiente durante a noite. Diluir a mistura de reagao com
H,O (4.000 mL) e ajustar o pH para um pH de ~2 com HCI aquoso a 5N.
Deixar a pasta fluida resultante agitar em temperatura ambiente durante 30

min, entdo, recuperar o sélido marrom através de filtragcdo a vacuo, lavando
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com H,O e secando sob filtragdo a vacuo. Dissolver o sélido marrom em
DMF (1.000 mL) e NapCO3; aquoso a 2M (650 mL) e filtrar a solugao resul-
tante através de uma almofada de Celite ®, lavando com DMF (400 mL)/H20
(400 mL). Tratar o filtrado com HCI aquoso a 5N para ajustar o pH para um
pH de ~2. Deixar a pasta fluida resultante agitar em temperatura ambiente
durante 30 min, entdo, recuperar o solido através de filtragcdo a vacuo, la-
vando com H,O e secando sob filtracao durante a noite. Dissolver o solido
em DMF (1.000 mL) e NaCO3 aquoso a 2M (1.000 mL) novamente e tratar a
solucdo resultante com Celite ® para criar uma pasta fluida. Agitar a pasta
fluida resultante em temperatura ambiente durante 30 min, entao, filtrar atra-
vés de uma almofada de Celite ®, lavando com H;O. Tratar o filtrado com
HCI aquoso a 5N para ajustar o pH para um pH de ~2. Agitar a pasta fluida
resultante durante 30 min, entdo, recuperar o soélido através de filtragao a
vacuo, lavando com H;O e secando sob filtragdo a vacuo durante a noite.
Triturar o sdlido, entao, lavar com EtOAc, secando sob filtracdo a vacuo du-
rante a noite, seguido por secagem em um forno sob pressao reduzida a ~35
°C para proporcionar o composto do titulo (136,79 g, rendimento de 83 %)
como um sdlido amarelo: TOF-MS [ES+; m/z] 316,0624/316,0643. Anal.
Calcd. para C16H13NO4S: C 60,94; H 4,15; N 4,44; S 10,16. Encontrado C .
60,76; H 4,13; N 4,50; S 9,90.

Preparacao 4

Cloreto de 7-(4-Metdxi-fenil)-isoquinolina-5-sulfonila

A uma pasta fluida de acido 7-(4-metdxi-fenil)-isoquinolina-5-
sulfénico (12,13 g, 38,5 mmols) em 1,2-dicloroetano (200 mL) e DMF (2,99
mL, 38,5 mmols) adicionar cloreto de oxalila (26,8 mL, 308 mmols) gota a
gota. Agitar mecanicamente a pasta fluida sob atmosfera de nitrogénio en-
guanto aquece a 60-65 °C durante 4 horas. Esfriar a pasta fluida para -10
°C. Esperar durante 30 min, entdo, filtrar. Lavar o sélido amarelo com éter a
20%/diclorometano e secar sob uma atmosfera de nitrogénio para propor-
cionar o composto do titulo (14,8 g) como um pé amarelo.

Preparacao 5

‘Sal de sédio de 7-(4-Metdxi-fenil)-isoquinolina-5-tiol
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A. A uma pasta fluida de cloreto de 7-(4-metoxi-fenil)- .
isoquinolina-5-sulfonila (4,0 g, 12 mmols) em dioxano (40 mL), adicionar clo-
ridrato de tricarbdxi etil fosfina (13,73 g, 48 mmols) e dgua (10 mL). Aquecer
a mistura para 100 °C e agitar durante 3 horas. Esfriar a mistura em um ba-
nho de gelo e adicionar NaOH (5 N, 60 mL) lentamente via uma pipeta. Fil-
trar e secar ao ar o precipitado solido amarelo para proporcionar 0 composto
do titulo (3,2 g, 95 %). Espectro de massa (LCMS) m/z = 266,2 (M-Na”).

Alternativamente, o composto do titulo pode ser feito como se-
gue:

B. (i) Desoxigenar uma solugdo de &cido 7-(4-metoxi-fenil)-
isoquinolina-5-sulfénico (100,00 g, 0,317 mol) em tolueno anidrico (2.500
mL) 3X com N, entao, tratar com PhzP (332,58 g, 1,268 mol), I> (80,46 g,
0,317 mol) e BuzN (152,00 mL, 0,638 mol). Deixar a mistura de reagao resul-
tante em refluxo durante 1 hora sob N, entao, esfriar para a temperatura
ambiente durante a noite enquanto borbulha ar na mistura de reagdo. Tratar
a mistura de reacdo com uma solugcdo aquosa de NaOH a 1N (500 mL), en-
tao, agitar a mistura de reacgdo resultante em temperatura ambiente durante
a noite enquanto borbulha ar na mistura de reagdo. Recuperar o precipitado
castanho resultante através de filtragao a vacuo. Lavar com uma solucao a
1/1 de THF/Et,0, entdo, secar sob filtragdo a vacuo para proporcionar bis-(7-
(4-metdxi-fenil)-isoquinolina-5)-dissulfeto (72,50 g, rendimento de 86 %) co-
mo um sélido castanho-claro: '"H RMN(400 MHz, DMSO) & 9,39 (s, 2H), 8,51
(d, 2H), 8,41 (s, 2H), 8,11 (d, 2H), 8,00 (d, 2H), 7,53 (d, 4H), 6,94 (d, 4H),
3,78 (s, 6H).

B. (ii.) Tratar uma pasta fluida de bis-(7-(4-metdxi-fenil)-
isoquinolina-5)-dissulfeto em THF anidrico (850 mL) com NaBH, (2,84 g,
75,07 mmols). Aquecer a mistura de reagao resultante a ~35 °C sob N du-
rante ~1 hora, entdo, aquecer a ~45 °C sob Nz durante 1 hora.

Preparacao 6

Sulfinato de 7-(4-Metdxi-fenil)-isoquinolina-5-sédio
A cloreto de 7-(4-metdxi-fenil)-isoquinolina-5-sulfonila (1,48 g, 4

mmols) em agua (10 mL), adicionar NazSOs (1,01 g, 8 mmols) e NaHCO;
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(1,01 g, 12 mmols). Aquecer a mistura para 100 °C e agitar durante 1 hora.
Esfriar a mistura de reagao para a temperatura ambiente e remover a agua
sob pressdo reduzida. Adicionar metanol (40 mL) ao residuo, agitar durante
10 min. Filtrar o sélido branco, lavar com metanol e combinar os filtrados.
Concentrar para proporcionar o composto do titulo (1,1 g).
Preparacéo 7
Amina (3,5-dicloro-benzilideno)-(2,2-dietoxi-etil)

2,2-dietoxi-etilamino (1852,5g; 1 equivalente; 13,63 moles), 3,5-
dicloro-benzaldeido (2.453g; 1 equivalente; 13,60 moles), e tolueno (12L)
sdo colocados em um baldao de 22L equipado com uma trava "Dean Stark",
condensador, entrada de nitrogénio, agitacao superior ("overhead") e termo-
par. A reacdo amarela claro é aquecida até o refluxo. O solvente comeca a
destilar em 88°C. Um total de aproximadamente 650ml destilam (aproxima-
damente 240ml de agua) e sao coletados. A temperatura é aumentada até
114°C durante a destilagdo. NMR depois de 2h em refluxo mostra o produto.
O calor é desligado apés 2,5h. A solugao é filtrada por gravidade para dentro
de um recipiente préprio para liquidos corrosivos ("carboy") através de filtros
de papel canelado para remog¢édo de alguns particulados (incluindo uma pe-
quena secdo do tubo de vidro, o qual € muito provavelmente do 3,5-dicloro-
benzaldeido). A solucgéao filtrada é concentrada usando frasco Buchi com ba-
nho de agua a 45°C. Uma vez que o solvente acaba de passar a temperatu-
ra é aumentada para 70°C com vacuo direto, e mantida por aproximadamen-
te 1,5h para remover qualquer residuo de tolueno. O peso da amina (3,5-
dicloro-benzilideno)-(2,2-dietoxi-etil) é 4.059,3g (102,9% do tedrico). Espec-
tro de massa (LCMS) m/z = 291,2 (M+H").

Preparacao 8

Cloridrato de 5,7-dicloro-isoquinolina

Acido triflico (2,97L; 33,52 moles; 5,03Kg) é colocado em um
baldo de 12L equipado com uma trava "Dean Stark", agitagéo superior ("ove-
rhead"), condensador, entrada de nitrogénio, 3L de funil de adi¢do (adicio-
nado de um frasco, via condensagao), e um termopar. O acido triflico é a-

quecido a 120°C. Amina (3,5-dicloro-benzilideno)-(2,2-dietoxi-etil) (1350,5g;
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1 equivalente; 4,65 moles) é diluida com diclorometano (1350L) e colocada
para ser adicionada no funil. A adi¢&o é iniciada com temperatura em 119°C.
A adicédo é finalizada depois de 90min em que a temperatura € mantida em
120°C. Aproximadamente 1500mL de destilado é coletado durante a adicao.
% de area de HPLC 45 min apds a adicao ter terminado indica 94,14% de
produto e 4,86% de Amina (3,5-dicloro-benzilideno)-(2,2-dietoxi-etil). O calor
é desligado depois de 1,5h. A reacédo é resfriada a aproximadamente 80°C.
Neste ponto, o frasco é colocado em um banho de agua gelada e é resfriado
em seguida. Adiciona-se metanol (2,7L) com a reag&o a 9°C. A adicéo é fi-
nalizada apés 60min. A temperatura maxima é de 27°C. Alguns solidos sao
formados durante a adicdo do metanol. Esta lama é transferida em porgoes
para um funil de adicdo de 2L e é adicionada a uma solugéo de hidroxido de
aménia (5,1L; 36,67 moles; 4,59Kg) e agua (5,1L) em um frasco de 22L, res-
friado em agua com temperatura inferior a 2°C. O funil de adicao tem um
tubo de extensao Teflon® para evitar que o material escorra para o lado do
frasco, o que pode levar a aderéncia de mais sélidos oleosos nas paredes
do frasco. O material é aderido em pequenas por¢cdes para evitar que o funil
de adicdo fique obstruido devido aos sélidos. A adi¢do ¢é finalizada apos
35min incluindo uma lavagem de metanol (900mL) tanto no frasco como no
funil de adigdo. A temperatura maxima é de 26°C. Um sélido marrom € for-
mado. A lama é resfriada a 14°C. O sdlido é filtrado em um suporte de poli-
propileno. O sélido é lavado com 2 x4 L e 1 x 2 L de agua. O solido é seco a
vacuo a 50°C até um peso de 999,0g (108,4% do tedrico). O 5,7-dicloro-
isoquinolina (997g; 1 equivalente; 5,03moles) e etanol (14,97L) séo coloca-
dos em um frasco de 22L equipado com funil de adi¢do, entrada de nitrogé-
nio, agitagdo superior ("overhead") e um termopar. A lama marrom € agitada
em temperatura ambiente (22°C). O cloreto de acetila (1180mL; 16,58 mo-
les; 1,30Kg) é colocado em um funil de adigao. E adicionado em gotas no
frasco. A lama marrom escurece. O sdlido parece praticamente dissolver
pela adicao de 100-200mL de cloreto de acetila. Uma solugao completa nao
se forma. Os sélidos reaparecem conforme a adigdo continua. A adigdo é
finalizada apés 45min. A temperatura maxima é de 43°C, a qual e alcangada
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quase na metade do caminho da adicdo e é mantida com banho de agua
fria. Uma amostra da reacédo é removida apds aproximadamente % do clore-
to de acetila ser adicionado no NMR. Desde que a amostra parega ser o sal,
cloreto de acetila em excesso nao é requerido. A lama é agitada e deixada
resfriar. Apés 45 min a temperatura € de 30°C. A lama ¢ resfriada a menos
de 2°C e é mantida por 1,5h em banho de &gua fria. A lama é filtrada. O soli-
do é lavado com 2 x 1,3 L de etanol resfriado. O peso do bolo molhado é de
811,4g. O sélido é seco a vacuo a 50°C. O peso seco € de 648,4g. Isto re-
presenta um rendimento de 61%. Espectro de massa (LCMS) m/z = 199,05
(M+H").

Preparacao 9

Terc-butil éster de acido [2-(7-Cloro-isoquinolin-5-il-sulfanil)-etil]-carbamico

Carbonato de potassio (1952 g; 14,12 mols) € carregado a um
frasco de 22 L equipado com agitagdo superior ("overhead"), funil de adigao,
entrada de nitrogénio e termoacoplador. Dimetilformamida (4 L) € adiciona-
da. O cloridrato de 5,7-dicloro-isoquinolina (646,1 g; 1,00 equiv; 2,76 mols) &
adicionado aos poucos e junto com DMF (330 mL). A Boc-Cisteamina (514
g; 1,05 equiv; 2,90 mols) é dissolvida em dimetilformamida (1520 mL) e é
carregada ao funil de adigdo. A mistura é aquecida para 60°C. Nitrogénio é
purgado através do "headspace” durante 15 minutos, enquanto a mistura é
aquecida. A solugdo de Boc-Cisteamina é adicionada durante 2 horas e 15
minutos a 60°C. HPLC 1 hora e 20 minutos apds a adigéo indica 28,1 % de
material de partida, 67,26 % de produto, 4,22 % de isdmero e 0,25 % de bis.
A reacdo é aquecida para 75°C. Os dados de HPLC na Tabela A sao coleta-
dos a 75°C.

% de terc-butil éster
o A i - -
Tempo a % de HCI de de gado .[2 (.7 % de % de bis substi-
5,7-dicloro- Cloro-isoquinolin-5- | . .
75°C . L . . . isdbmero tuido
isoquinolina il-sulfanil)-etil}-
carbamico
30 minutos 2,75 90,27 5,54 1,44
1 hora 0,93 91,39 5,52 2,16
. 1,5 hora - 0,20 . 91,25 532 | 3,23
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Tabela A. Dados de HPLC da reacao para a preparagao de terc-
butil éster de acido [2-(7-cloro-isoquinolin-5-il-suifanil)-etil}-carbamico

Apds 1,5 hora, a manta € substituida por um banho de resfria-
mento. A reacdo é esfriada para 20-25°C. O sélido ¢ filtrado e € lavado com
DMF (2 x 810 mL). A solugdo de DMF é diluida com MTBE (5,15 L) e LiCl a
5% (5,15 L). Apds agitagdo em um frasco de fundo redondo de 50 L, as ca-
madas sdo separadas. A camada aquosa é extraida com MTBE (2,9 L). As
camadas de MTBE sao combinadas e lavadas com LiCla 5% (2 x 2,9 L). A

.camada de MTBE é filtrada por gravidade através de papel filtro e € concen-

trada usando um frasco de Buchi com o banho de dgua ajustado a 35°C pa-
ra proporcionar 892,7 g (95,6 % da teoria, ndo corrigido) de terc-butil éster
de &cido [2-(7-cloro-isoquinolin-5-il-sulfanil)-etil}-carbamico. Espectro de
massa (LCMS) m/z = 339,85 (M+H").

Preparacao 10

Terc-butil éster de acido 2-(7-Cloro-isoquinolina-5-sulfonil)-etil]-carbamico

O terc-butil éster de acido [2-(7-Cloro-isoquinolin-5-il-suifanil)-
etil]-carbamico (700 g; 1,00 equiv; 2,07 mols) é dissolvido em alcool isopropi-
lico (10,53 L) através de rotagdo sobre um frasco de Buchi com o banho de
agua ajustado a 50°C. Mequinol (12,29 g; 98,01 mmols; 12,29 g), dihidrato
de tungsténio de sédio (31,4 g; 95,20 mmols), a solugdo de terc-butil éster
de acido [2-(7-Cloro-isoquinolin-5-il-sulfanil)-etil]-carbamico, alcool isopropili-
co (2,77 L), &gua (3,38 L) e acido acético (123 mL; 2,15 mols; 128,90 g) sao
carregados a um frasco de 22 L equipado com um condensador, entrada de
nitrogénio, agitagdo superior, funil de adi¢do e termoacoplador. A adigao de
agua faz com que a solugdo marrom se torne de aparéncia levemente leito-
sa. A reagdo é aquecida para 50°C usando um banho de agua quente. Per6-
xido de hidrogénio (607 mL; 5,94 mols; 673,77 g) € adicionado durante 1
hora. Durante a adigdo, a temperatura é mantida a 50-565°C através da taxa
de adigdo de peréxido de hidrogénio e através da adi¢cdo de agua fria ou
guente ao banho, conforme necessario. A reagdo ainda € marrom leitosa. A
temperatura de reacdo é de 54°C ao final da adi¢do e € mantida a 53-57°C
usando o banho de agua. HPLC 10 minutos apés a adigao indica 24,69 % de
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pico a 2,89 min., 65,57 % de produto, 5,03 % de isbmero, 4,33 % de bis e
0,18 % de pico a 3,05 min. HPLC 2 horas apés a adigéo indica 0,06 % de
sulféxido, 1,27 % de pico a 3,046 min., 88,10 % de produto, 4,61 % de is6-
mero e 5,79 % de bis. O banho é drenado e substituido por agua gelada pa-
ra esfriar a reacdo. Quando a temperatura da reagéo atinge 27°C, o perdxido
é resfriado através da adicdo de solucdo de bissulfito de sédio a 0,9% (250
mL). Nenhum aumento na temperatura é observado. Tiras de teste de pero6-
xido e papel de iodeto de amido n&o indicam peroxido restante. Agua (5,64
L) é adicionada durante 15-20 minutos. A temperatura aumenta de 18 para
24°C durante a adicdo. A mistura é agitada em temperatura ambiente duran-
te a noite. A pasta fluida é esfriada em um banho de gelo para <5°C e man-
tida. HPLC quantitativa do sobrenadante com o tempo indicou que a cristali-
zacdo estava completa apds 1,5 hora a <5°C. O sdlido é filtrado e lavado
com agua (2 x 2 L). O peso do bolo umido é de 831 g. O solido € seco in va-
cuo a 50°C. O peso do terc-butil éster de acido [2-(7-Chloro-isoquinolina-5-
sulfonil)-etil]-carbamico seco é de 531 g (69,31 % da teoria, ndo corrigido).
Espectro de massa (LCMS) m/z = 371,85 (M+H")

Preparacao 11

Terc-butil éster de acido (2-{7-[4-(Tetrahidro-piran-2-iléxi)-fenil]-isoquinolina-
5-sulfonil}-etil)-carbamico

O reator de 60 L é carregado com PEPPSI® (Pyridine-Enhanced
Precatalyst Preparation Stabilization and Initiation; 51,0 g; 74,9 mmols), terc-
butil éster de acido [2-(7-Cloro-isoquinolina-5-sulfonil)-etil]-carbamico (1,383
kg; 3,729 mols), acido fenil borénico (895 g; 4,03 mols), KoCO3 (1,039 kg;
7,518 mols) e etanol (15 L) sob uma purgagao de nitrogénio. Inicialmente, 12
L de etanol sdo adicionados ao reator e os 3 L restantes foram usados para
enxaguar nos outros carregamentos. A reacgéo é aquecida até refluxo (78°C).
HPLC indica uma reagdao completa apds V2 hora. A reagéo é esfriada para
59°C usando o circulador Huber®. Agua (8,7 L) é adicionada ao reator du-
rante 18 minutos. A temperatura é diminuida de 59°C para 42°C durante a
adicdo de agua. A reacado é esfriada usando o circulador Huber® de 42°C
para 0°C durante 1 hora. A pasta fluida é mantida a 0°C durante 1 hora. o)
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solido é filtrado usando uma almofada de polipropileno e lavado com eta-
nol:agua a 1:1 (3,7 L; resfriado). O sélido é seco sobre o filtro durante a noi-
te. O solido é, entao, seco in vacuo a 60°C durante 22 horas. O peso seco
do sdlido é de 2,171 kg. O nivel de Pd no terc-butil éster de acido (2-{7-[4-
(tetrahidro-piran-2-iléxi)-fenill-isoquinolina-5-sulfonil}-etil)-carbamico bruto é
de 2196 mcg/g e o sdlido contém 6,9 % de agua através de KF. Um frasco
de fundo redondo de 50 L é carregado com diclorometano (4 L). O terc-buitil
éster de acido (2-{7-[4-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-fenil]-isoquinolina-5-sulfonil}-
etil)-carbamico bruto é carregado ao frasco de 50 L e enxaguado com diclo-
rometano (1 L). NaxSO, (1,9 kg) é carregado e enxaguado com diclorometa-
no (0,1 L). Darco G-60® (3,8 kg) é carregado a um frasco de Blichide 20 L e
fluidizado em pasta fluida em diclorometano (12 L). Essa pasta fluida é trans-
ferida para o frasco de 50 L e enxaguada com diclorometano (4,9 L). A mis-
tura é agitada durante 2 horas em temperatura ambiente. Um filtro de aco
inoxidavel de 50 cm é adaptado com uma almofada de polipropileno e carre-
gado com Hyflo Super Cel® (1,7 kg). A almofada de Hyflo Super Cel® é en-
xaguada com diclorometano (2 L). Os conteudos do frasco de 50 L sé&o filtra-
dos sobre uma almofada Hyflo Super Cel®. O frasco e a torta de filtro sdo
enxaguados com diclorometano (22 L). O filtrado € carregado para o reator
de 60 L através de um filtro com cartucho de 0,45 micron. Os conteudos do
reator sdo aquecidos e concentrados através de destilagdo sob ligeiro vacuo
(~640 mm de Hg). Aproximadamente 33 L de destilado sdo coletados duran-
te 2 horas a 35-37°C. Etanol (10 L) é adicionado. O vacuo é ajustado lenta-
mente para 280 mm de Hg enquanto se continua a destilagdo. Uma vez que
o vacuo seja atingido, a temperatura € aumentada para manter a destilagao.
Uma vez que o volume no reator em ~10 L, etanol (6,5 L) € adicionado em
uma taxa tal de modo a manter o volume no reator enquanto se destila o
solvente. A destilacdo é cessada uma vez que todo etanol seja adicionado.
O volume final é de ~10 L. A temperatura ao final da destilagéo € de 56°C. A
pasta fluida que se forma durante a troca de solvente é esfriada para 20°C e
mantida durante a noite. A pasta fluida é filtrada. O sdlido é lavado com eta-
nol:agua a 1:1 (1,8 L). O peso da torta umida é de 1,878 kg. O sélido é-seco
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in vacuo a 50°C para proporcionar 1,2306 kg (rendimento de 64,36 %) de
terc-butil éster de acido (2-{7-[4-(tetrahidro-piran-2-iléxi)-fenil]-isoquinolina-5-
sulfonil}-etil)-carbamico. Espectro de massa (LCMS) m/z = 513,62 (M+H).
Exemplos

Exemplo 1
Sal de dicloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol

A. terc-butil éster de acido {2-[7-(4-Metoxi-fenil)-isoquinolin-5-il-
sulfanil]-etil}-carbamico

A sal de sdédio de 7-(4-met()xi-feniI)-isoquinoIina'-S-tioI (0,29 g, 1
mmol) em acetona (10 mL), adicionar terc-butil éster de acido (2-bromo-etil)-
carbamico (0,22 g, 1 mmol) e carbonato de potassio (0,14 g, 1 mmol). Agitar
a mistura em temperatura ambiente durante 4 horas, entdo, carregar sobre
uma coluna de silica-gel e eluir com acetato de etila a 65 % em hexano para
proporcionar o composto do titulo (0,35 g, 86 %). Espectro de massa
(LCMS) m/z = 355,2 (M+H").

B. Terc-butil éster de acido {2-[7-(4-Metoxi-fenil)-isoquinolina-5-
sulfonil]-etil}-carbamico

A uma solucéo de terc-butil éster de acido {2-[7-(4-metoxi-fenil)-
isoquinolin-5-il-sulfanil]-etil}-carbamico (0,35 g, 0,85 mmol) em acido acético
(8 mL), adicionar agua (2 mL). Esfriar a mistura para 0 °C em um banho de
gelo. Adicionar uma solugdo de KMnO4 (0,27 g, 1,7 mmol) em agua (2 mL)
gota a gota durante um periodo de 5 min. Apds a adigao, agitar a mistura de
reacdao a 0 °C durante 30 min. Adicionar H,O» (30 % em agua) gota a gota
até que a cor marrom desaparega. Dividir a mistura entre acetato de etila (50
mL) e bicarbonato de sédio saturado (40 mL). Separar a camada organica,
secar sobre sulfato de sddio; filtrar e concentrar. Cromatografar o residuo

sobre uma coluna de silica-gel com acetato de etila a 66 % em hexano para
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proporcionar o composto do titulo (0,245 g) como um sdlido branco. Espec-
tro de massa (LCMS) m/z = 433,2 (M+H").

C. dicloridrato de 4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-
fenol

A terc-butil éster de acido {2-[7-(4-metdxi-fenil)-isoquinolina-5-
sulfonil]-etil}-carbamico (0,22 g, 0,51 mmol) em dicloroetano (10 mL), adicio-
nar BBrs (1,0 M em diclorometano, 3,0 mL) a -20 °C. Apos a adigcao, agitar a
mistura de reagao a -20 °C durante 2 horas, aquecer lentamente para a tem-
peratura ambiente e agitar em temperatura ambiente durante 2 horas. Adi-
cionar metanol (5 mL) para resfriar BBrs em excesso. Evaporar o solvente
sob pressdo reduzida e purificar o residuo via HPLC de Fase Reversa (ace-
tonitrila a 0-100 %:agua com TFA a 0,01 %) para proporcionar 4-[5-(2-amino-
etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol como o sal de TFA (0,18 g). Entao, con-
verter 0,12 g do sal de TFA ao sal de dicloridrato através da adigao de 2 mL
de bicarbonato de sédio saturado aquoso ao sal de TFA e agitar durante a
noite de forma a converter o sal de TFA a base livre. Filtrar a base livre. La-
var a base livre, primeiro com agua, entdo, com dietil éter. Secar o solido.
Entdo, suspender o sélido em MeOH. Adicionar 0,2 mL de HCI aquoso con-
centrado e agitar durante 1 hora. Concentrar o solvente sob pressao reduzi-
da para proporcionar o sal de dihidrocloreto (0,10 g). Espectro de massa
(LCMS) m/z = 329,0 (M+H™).
Exemglo 2
4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-fenol

A terc-butil éster de acido {2-[7-(4-metoxi-fenil)-isoquinolina-5-
sulfonil]-etil}-carbamico (25,00 g, 56,49 mmols) em diclorometano (1 L) a 0
C, adicionar BBr3 (1,0 M em diclorometano, 200 mL, 200 mmols) durante 40
min com agitagao superior vigorosa. Remover o banho de resfriamento e
agitar em temperatura ambiente durante a noite. Esfriar para 0 °C e adicio-
nar metanol (500 mL) gota a gota durante 1 h. Filtrar a pasta fluida resultan-
te, enxaguar o frasco com diclorometano (100 mL) e lavar os solidos com o
enxagie. Lavar os sélidos com mais diclorometano (150 mL) e secar sob
filtracdo a vacuo. Fluidizar em pasta os sélidos em metanol (400 mL) com
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agitacdo, entdo, concentrar sob vacuo até uma pasta fina. Adicionar mais
metanol (400 mL) e transformar adicionalmente os sélidos em pasta fluida
com agita¢do. Concentrar a pasta fluida sob vacuo até secagem e secar 0s
so6lidos durante a noite sob vacuo. Pulverizar os solidos até um p¢ e fluidizar
em pasta em metanol (1 L). Adicionar resina Amberlyst® A-21 (75 g) e agitar
até que o po esteja dissolvido. Filtrar a resina, fluidizar em pasta fluida a re-
sina filtrada em metanol (220 mL) e filtrar a resina novamente, combinando
os filtrados. Lavar a resina filtrada com metanol (100 mL) e adicionar essa
lavagem aos filtrados. Combinar os filtrados com etanol (200 mL) e concen-
trar a mistura sob vacuo até um volume de cerca de 200 mL para proporcio-
nar uma pasta fluida. Adicionar etanol (400 mL), aquecer a pasta fluida para
50 °C durante cerca de 15 min, entdao, concentrar sob vacuo até um volume
de cerca de 200 mL. Esfriar a pasta fluida para a temperatura ambiente, fil-
trar e enxaguar a torta de filtro com etanol (2 x 15 mL), entdo, secar sob va-
cuo para proporcionar o composto do titulo (10,22 g, 55 %) como um solido
castanho. Espectro de massa (LCMS) m/z = 329,0 (M+H").
Exemplo 3
4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol

Esfriar uma pasta fluida de dicloridrato de 2-[7-(4-metoxi-fenil)-
isoquinolina-5-sulfonil]-etilamina (9,5504 g, 22,99 mmols) em CH2Cl; anidrico
(400 mL) para ~5 °C com um banho de gelo/H20, ent&o, tratar a pasta fluida
esfriada com a adicdo gota a gota de uma solugdo a 1,0M de BBr; em
CH.Cl, (92,00 mL, 92,00 mmols). Quando de adi¢cdo completa de BBrs, re-
mover o banho gelado e deixar a mistura de reagao resultante agitar sob N
em temperatura ambiente durante a noite. Extinguir a mistura de reacao re-
sultante com MeOH, entdo, concentrar in vacuo para proporcionar um resi-
duo. Dissolver o residuo resultante em MeOH (200 mL) e concentrar in va-
cuo para proporcionar um residuo. Repetir o acima 3 vezes, entao, fluidizar o
residuo em pasta em Et;O (300 mL) e tratar com NaHCO3; saturado aquoso
até que um pH de ~7 seja atingido. Recuperar o sélido resultante através de
filtracdo a vacuo, entdo, dissolver em uma solugdo a 3/1 de CHCly/MeOH.
Saturar o filtrado com NaCl, entédo, extrair com uma solugédo a 3/1 de CH-
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Cla/MeOH (2 X 400 mL cada). Secar os organicos combinados sobre Mg-
SQ,, filtrar, entdao, concentrar in vacuo para proporcionar um sélido/residuo.
Fluidizar em pasta o sélido/residuo em uma pequena quantidade de MeOH
(20 mL) e hexanos em excesso, entdo, recuperar o solido resultante atraves
de filtracdo a vacuo, lavando com hexanos e secando sob filtragdo a vacuo
para proporcionar (7,60 g) de um sélido amarelo-claro. Transformar o sdlido
amarelo-claro em pasta fluida (7,60 g) em CHxCl, anidrico (400 mL) e esfriar
para ~5 °C com um banho de gelo/H;O, entéo, tratar com a adigao gota a
gota de uma solugdo de BBr; a 1,0M em CHClz (70,00 mL, 70,00 mmols).
Quando de adi¢ao completa do BBrs, remover o banho de gelo e deixar a
mistura de reacao resultante agitar em temperatura ambiente sob N durante
4 horas. Adicionar uma quantidade extra de BBrz a 1,0M em CHzCl, (70,00
mL, 70,00 mmols) gota a gota a mistura de reagao, entao, deixar a mistura
de reacgao resultante agitar em temperatura ambiente sob N2 durante a noite.
Aquecer a reagao a ~40 °C durante ~1 hora, entéo, tratar com a adigao gota
a gota de mais BBr; a 1,0M em CH.Cl, (23,00 mL, 23,00 mmois). Aquecer a
mistura de reacao resultante a ~40 °C durante ~2 horas, entéo, resfriar com
MeOH e concentrar in vacuo para proporcionar um residuo. Dissolver o resi-
duo resultante em MeOH (200 mL) e concentrar in vacuo para proporcionar
um residuo amarelo. Repetir o acima 3 vezes. Tratar o residuo amarelo com
NaHCOj; saturado para ajustar o pH para ~7, entao, recuperar o solido resul-
tante através de filtracdo a vacuo. Pré-absorver o sélido sobre silica-gel, en-
tao, semi-purificar através de cromatografia em coluna (330 g de silica-gel
ISCO, CHxCl, puro a 5 % de NH4/MeOH a 2N em CHCl; a 10 % de
NH+/MeOH a 2N em CH,Cl,;) para proporcionar um sélido. Pré-absorver o
sélido sobre silica-gel, entdo, repurificar através de cromatografia em coluna
(330 g de silica-gel ISCO, CH,Cl, puro a 5 % de NHy/MeOH a 2N em CHxCl
a 10 % de NHs/MeOH a 2N em CHCl,) para proporcionar um sélido. Pré-
absorver o sélido sobre silica-gel, entado, repurificar através de cromatografia
em coluna (330 g de silica-gel ISCO, CH.Cl, puro a 5 % de NH/MeOH a 2N
em CH.Cl, a 10 % de NH4/MeOH a 2N em CH.Cl; a 15 % de NH./MeOH a
2N em CH.Cl,) para proporcionar um sdélido. -Pré-absorver o sélido sobre
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silica-gel, entdo, repurificar através de cromatografia em coluna (330 g de
silica-gel ISCO, MeOH a 5% em CHCI; a MeOH a 10 % em CHCI3; a MeOH
a 20 % em CHCI3; a MeOH a 30 % em CHCIs) para proporcionar (6,85 g,
rendimento de 90,8 %) do composto do titulo como um sélido amarelo: MS
(ES*, m/z): 329,0 (M+1).
Exemplo4 -
Monocloridrato de 4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-fenol, estado
de hidrato desconhecido

Colocar 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol
(171,8 mg) em um frasco junto com 15 mL de EtOH a 95%. Colocar o frasco
sobre uma placa quente ajustada a 80 2 C enquanto agita a solugao para
dissolver o composto. Uma vez que pouca ou nenhuma dissolugao ocorre,
adicionar um equivalente molar de HCI (0,52 mL de HCl a 1N em agua) para
dissolver o sdlido e resultar em uma sojugao amarela brilhante. Menos de
um minuto apds a adicao de HCI, formagcao de soélido comega e aumenta
com o tempo. Apds ~ 2 horas a 80 °C, remover a amostra do calor e deixar
agitar durante a noite em TA. Coletar o sélido usando filtragéo a vacuo atra-
vés de um papel filtro. Apds secagem ao ar durante a noite, recuperar 107,8
mg do composto do titulo (rendimento de 63 %). Difragdo de pd por raios X:
angulo, 26 (% de intensidade): 11,8 (100,0); 16,6 (52,9); 8,2 (43,4).
Exemplo 5
Hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-
7-il]-fenol

A. Preparacao do material de cultura. A uma pasta fluida de 4-[5-
(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-fenol (0,2509 g, 0,764 mmols) em
etanol (5 mL), adicionar HCI aquoso (1 M, 0,765 mL, 0,765 mmols). Aquecer
a mistura resultante até refluxo durante a noite. Esfriar para a temperatura
ambiente e filtrar a vacuo a pasta fluida. Enxaguar os sdélidos com etanol e
secar sob filtracdo a vacuo para proporcionar 0,1842 g de um solido amare-
lo.

B. Hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-Amino-etano-

sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol
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A uma pasta fluida de 4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-
7-il]-fenol (1,75 g, 5,33 mmols) em etanol (35 mL) adicionar HCI aquoso (1
M, 5,33 mL, 5,33 mmols). Aquecer a mistura até refluxo e adicionar agua
(2,5 mL) para obter uma solucdo. Esfriar a solugao para 60 °C e cultivar com
cerca de 2 mg do sdélido amarelo obtido em A acima para obter uma pasta
fluida. Esfriar para a temperatura ambiente e agitar durante a noite. Filtrar a
vacuo a pasta fluida e enxaguar a torta de filtro com etanol, entao, secar sob
filtracdo a vacuo para proporcionar 1,331 g (67 %) do composto do titulo
como um sdlido amarelo. Espectro de massa (LCMS) m/z = 329,0 (M+H?).
Karl Fischer: 3,00 %. Difragcdo de p6 de raios X: angulo, 26 (% de intensida-
de): 4,9 (47,3); 14,8 (55,8); 10,2 (45,5).
Exemplo 6
Sal de dicloridrato de 4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol

Fluidizar em pasta 4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-
fenol (16,57 g, 50,45 mmols) em metanol (500 mL). Separadamente, prepa-
rar uma solucdo de HCI em metanol através da adigéo de cloreto de acetila
(12,60 mL, 177,05 mmols) a metanol (165 mL). Adicionar a solugédo de HCI
em metanol gota a gota em temperatura ambiente durante 30 min a pasta
fluida de 4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-fenol em metanol. Agi-
tar durante 30 min, entdo, adicionar acetato de etila (600 mL) gota a gota
durante 1 hora. Agitar durante 30 min, entéo, filtrar os sélidos e lavar com
acetato de etila (2 x 100 mL). Secar os sélidos in vacuo a 50 0C, entéo, ain-
da secar in vacuo em temperatura ambiente com administragéo lenta de ni-
trogénio para proporcionar 0 composto do titulo (18,3 g, 90 %). Espectro de
massa (LCMS) m/z = 329,0 (M+H").
Exemplo 7
Sal de dicloridrato de 4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol

O reator de 60 L é carregado com etanol (24 L) e terc-butil éster
de &acido -(2-{7-[4-(Tetrahidro-piran-2-iléxi)-fenil]-isoquinolina-5-sulfonil}-etil)-
carbamico (2,652 kg; 5,173 mols). O terc-butil éster de acido (2-{7-[4-
(Tetrahidro-piran-2-iloxi)-fenil]-isoquinolina-5-sulfonil}-etil)-carbamico € enxa-

- —-guado com etanol (2,6 L). Solucdo de acido cloridrico (31,9 %; 1780 g; 15,6
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. mols) é diluida com agua (1,42 L). Essa solugao de HCI é carregada ao rea-

tor e enxaguada com agua (0,2 L). A reacdo é aquecida para 70°C. Uma
solugdo amarela se forma em torno de 30°C e uma pasta fluida amarela se
forma novamente préoximo de 70°C. A reagdo € mantida a 70°C durante %
horas e, entdo, é aquecida até refluxo (78°C). HPLC indica uma reagao
completa apds 1,5 hora em refluxo. Agua (14,5 L) é adicionada a reagdo du-
rante 13 minutos. A temperatura cai para 69°C. A reacado é aquecida de volta
para refluxo (80°C) e uma solugéo se forma. A reacéo € esfriada para 68°C
e um soélido comeca a se formar. A reagdo é mantida a 68°C durante %2 ho-
ras e, entdo, esfria para 2°C durante 1,5 hora. A pasta fluida € mantida a 1-
2°C durante 1 hora. O sdlido é filtrado e lavado com etanol (4,6 L). O peso
da torta umida é de 3,236 kg. O sdlido é seco a vacuo a 50°C para propor-
cionar 2,106 kg (101,4 % da teoria) de sal de dicloridrato de 4-[5-(2-amino-
etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol. Espectro de massa (LCMS) m/z =
402,31) (M+H).

Exemplo 8

Hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-
7-ill-fenol

As solucbes de etanol e hidroxido de sédio usadas para esse
exemplo sao filtradas através de um filtro com cartucho de 0,22 micron. A
agua usada é agua purificada com controle de endotoxina.

Etanol (8 L) e sal de dicloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-
isoquinolin-7-il]-fenol (841,6 g; 2,097 mols) sao carregados a um frasco de
22 L equipado com agitagdo superior, condensador, entrada de nitrogénio,
manta de aquecimento, termoacoplador e funil de adi¢éo. O sal de dicloridra-
to de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol & enxaguado com
etanol (3,28 L). A reagdo é aquecida para 55°C. Solugéo de hidroxido de
sédio (1100 mL; 1,91 N; 2,10 mols) é adicionada a rea¢do durante 7 minu-
tos, tempo durante o qual a temperatura aumenta para 62°C. A reagao ¢ a-
quecida até refluxo (78°C) e mantida durante 1 hora. Agua (1,96 L) é adicio-
nada a reacdo de uma vez. A temperatura diminui para 68°C. A reagao €
aquecida de volta para refluxo (79°C) e uma solugéo se forma. Darco G-60®
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(438 g) é adicionado a reacao. A reagdo é mantida em refiuxo durante 1,25
horas. A pasta fluida quente de Darco G-60® ¢é filtrada através de papel GFF
em outro frasco de 22 L. Uma solugdo amarelo-clara resulta. O frasco origi-
nal e torta de filtro de Darco G-60® sdo enxaguados com etanol quente (2,5
L). Durante o enxagie, um solido comeca a se formar no filtrado. O frasco
de 22 L contendo o filtrado e lavado é equipado com agitagao superior, en-
trada de nitrogénio e um termoacoplador. A pasta fluida é agitada e deixada
esfriar para a temperatura ambiente. O sélido é filtrado e lavado com etanol
(2 L). O peso da torta umida é de 672 g. O sdlido é seco in vacuo a 50°C
para proporcionar 540 g (rendimento de 68,9 %) de hemihidrato de monoclo-
ridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol. Espectro de
massa (LCMS) m/z = 329,3) (M+H").

Os compostos exemplificados sao inibidores de atividade de Akt. A atividade
inibitéria desses compostos pode ser demonstrada através dos métodos a-
baixo.

Ensaio de fosforilacdo de Akt1

O ensaio mede a fosforilacao de peptideo de pseudos-substrato
PKC alfa através de Imunoensaio de Polarizacao por Fluorescéncia Compe-
titiva (FPIA). O ensaio mede indiretamente a concentragdo de produto de
fosfopeptideo formado em uma reagao através de medigcédo da alteragdo na
intensidade de luz polarizada emitida a partir de um peptideo rastreador fluo-
rescentemente rotulado quando visualizada a partir de um anticorpo fosfoes-
pecifico pelo produto de fosfopeptideo. Calibragdo com uma curva-padrao
proporciona resultados quantitativos.

Enzima e substrato

Akt1 recombinante humano ativo (comprimento total) purificado
a partir de células Sf9 de inseto é obtida da Upstate Biotechnology, Inc.
Substrato Peptidico (M.W. 1561) é comprado.

Solucdes-padrao de ensaio

Solucdo (A): DMSO a 20 % (sulféxido de dimetila) ou Composto
em DMSO a 20 % ou EDTA a 500 mM; Solugdo (B): Mistura de Tampéo de
Ensaio: Substrato Peptidico a 75 pM, MgCl, a 38 mM, HEPES a 70 mM, pH



10

15

20

25

30

28

de 7,4, Triton X-100® a 0,01 % e ATP a 50 uM (trifosfato de adenosina); So-
lugdo (C): Mistura de Akt Quinase: HEPES a 70 mM, pH de 7,4, DTT a 1 mM
(ditiotreitol), Triton-X-100® a 0,01 % e enzima Akt1.

Procedimento para FPIA

Cinco pL de Solugéo (A) sao primeiro misturados com 10 L de
Solucio (B). A reagao enzimatica é iniciada através da adicao de 10 pulL de
Solucao (C) a mistura. (concentracao final ou quantidade em uma mistura de
reacdo de 25 uL: DMSO a 4 % (minimo de cavidades inibidas) ou varias
concentracdes de composto em DMSO a 4 % ou EDTA a 100 mM (maximo
de cavidades inibidas); Substrato Peptidico a 30 uM; MgCl; a 15 mM; HE-
PES a 70 mM, pH de 7,4; ATP a 20 uM; DTT a 0,4 mM; Triton X-100® a
0,01 %). As reagdes sao realizadas em laminas de microtitulagdo com 96
cavidades com fundo plano em meia-area preta.

Apds 60 min em temperatura ambiente, a rea¢do é terminada
através da adicdo de 25 uL de Mistura de Extingdo/Detecg¢ao contendo ED-
TA a 260 mM, Tragador de Fluoresceina a 3,4 nM e Anticorpo Antifosfosse-
rina a 7,5 nM. As ldaminas sdo incubadas no escuro em temperatura ambien-
te durante mais de 3 horas e, entdo, polarizagao de fluorescéncia (a Aex =
485 nm, Aex = 530 nm) é lida usando um leitor para lamina Tecan Ultra. A
concentragao de produto fosforilado por cavidade é calculada a partir de uni-
dades de milipolarizagdo (mP) usando uma série de diluicoes de competidor
peptidico preparada como uma curva-padrao. Compostos exemplificados da
invencao inibem a fosforilagdo de Akt com uma ICso de 1 pM ou menos. O
composto do Exemplo 1 inibe a fosforilagdo de Akt1 nesse ensaio com uma
ICs0 de 45 +/- 17 nM (n = 3).

ELISA -baseada em célula (cELISA) para a deteccdo de Fosfo-GSK3b

(pGSK3b): um alvo de Akt em células

Células U87MG em crescimento exponencial derivadas de um
glioblastoma humano sao cultivadas em laminas com 96 cavidades e incu-
badas durante a noite a 37°C com 5 % de CO,. Dez concentra¢gdes do com-

posto do Exemplo 1 sdo preparadas a partir de um estoque a 4 mM (em

- DMSO a 100 %) através de diluigdes seriais a 1:2 no -meio de cultura. Um
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volume igual de cada uma das diluigdes seriais é adicionado diretamente as
células. O tratamento é cessado 2 horas depois. Ao final do tratamento, o
meio de cultura é removido e as células sao lavadas uma vez com solugao
salina tamponada com fosfato gelada (PBS). As células sédo fixadas em
PREFER de acordo com o procedimento do vendedor, seguido por enxa-
glies em PBS/SDS a 0,1 % e PBS/Triton X-100® a 0,1 %, ent&o, incubagao
durante a noite em tampéao SEA Block Blocking. A etapa de blogueio é se-
guida por uma incubagao durante a noite das células com um anticorpo de
coelho contra pGSK3b/Ser9, seguido por uma IgG anticoelho de cabra. A
pGSK3b é detectada através de SuperSignal ELISA Femto seguindo o pro-
cedimento do vendedor. O composto do Exemplo 1 inibe a pGSK3b nesse
ensaio com uma ICso de 2,04 +/- 0,68 (n = 8) uM.

Estudos de inibicao de alvo in vivo

Inibicao de alvo in vivo através de uma unica injegao 1V:

Células U87MG em crescimento exponencial de um glioblasto-
ma humano sdo implantadas subcutaneamente no flanco traseiro de camun-
dongos nus. Quando os tumores atingem um tamanho de 200-250 mm?,
compostos sdo administrados aos animais através de uma unica injecéao IV
em um estudo de dose-resposta ou em um estudo de curso de tempo. Ao
final de cada tratamento, os animais sdo asfixiados com CO,. Os tumores
sao coletados através de excisao cirurgica, rapidamente congelados em ni-
trogénio liquido e armazenados a -80 °C até analise. Soros sdo preparados
a partir do sangue coletado do coracao através de puncgao cardiaca e arma-
zenados a -80 °C até analise.

Analise de amostra:

O inibidor de Akt é extraido do soro com acetonitrilo/metanol e
analisado ao lado de um padrao interno através de LC/MS/MS. Os tumores
sdo homogeneizados em 2 volumes de um tampéao de lise contendo Tris a
25 mM (pH 7,5), Roche, inibidores completos de protease e vanadato a 1
mM com um homogeneizador Powergen 125, entao, sequencialmente pas-
sados através de uma agulha de 1,0236 x 10°m (18 gauge) e uma agulha

de 0,5715 x 10°m (23 gauge). Extratos citoplasmicos soldveis sdo coletados
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da fracdo de sobrenadante apos os lisatos serem centrifugados durante 30
minutos a 20.000 x g. As concentragdes de proteina nos extratos citoplasmi-
cos sdo determinadas com um kit BCA. Fosfo-GSK3b (pGSK3b) nos extra-
tos soluveis é analisada com o kit ELISA.

Para glioblastoma nesse ensaio, o composto do Exemplo 1 inibe
a pGSK3b em 76 % em 1 hora usando uma unica inje¢ao 1V de 25 mg/kg.

Estudos de inibicido de crescimento de tumor in vivo

Células U87MG em crescimento exponencial derivadas de um
glioblastoma humano ou células H1155 derivadas de cancer de pulmao de
células ndo-pequenas sdo implantadas subcutaneamente no flanco traseiro
de camundongos nus. Trés dias apds os implantes das células tumorigenas,
a microcirurgia é realizada para inserir um cateter com cénula para infusao
continua via a veia jugular. Exemplo 1, formulado em D5W (dextrose a 5 %
em agua) em varias concentragdes é, entao, infundido aos camundongos no
dia seguinte a 40 ulL/hora durante 4 dias. Os tumores sdo medidos duas ve-
zes por semana até que o estudo tenha terminado, usualmente em 24 dias
apos os implantes iniciais. Inibicdo de crescimento de tumor e calculada di-
vidindo-se o volume médio do tumor do grupo tratado por aquele do grupo
tratado com veiculo.

Para glioblastoma, o composto do Exemplo 1 inibe o crescimen-
to de tumor em 50 % usando infusdo continua de 27 mg/kg/dia quando me-
dido no final do ensaio.

Para cancer de pulmao de células nao-pequenas, o composto do
Exemplo 1 inibe o crescimento de tumor em 63 % usando infusdo continua
de 24 mg/kg/dia quando medido ao final do ensaio.

Estudos de composicao farmacéutica

Uma composicao farmacéutica de hemihidrato de monocloridrato
de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol compreende um agu-
car de ndo-reducdo e um agente para ajuste de pH. Estudos de solubilidade
mostram que o manitol ndo parece ter um impacto sobre a solubilidade do
hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-

~il]-fenol. Contudo, a solubilidade do hemihidrato é dependente de pH e & >
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19 mg/mL em um pH < 3,91. Também, a taxa na qual a precipitagéo ocorre é
dependente de pH.

Tabela 1: Efeito do pH inicial da solugdo sobre a taxa de precipi-
tacdo (ppt). Todas as solugbes sdo preparadas inicialmente a aproximada-
mente 15 mg de hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-

sulfonil)-isoquinolin-7-il}-fenol/mL e armazenadas em temperatura ambiente

Meio pH (inicial) Precipitacao (ppt)
HCI a 0,05 N/manitol a 3 % 1,68 sem ppt. até 96 horas
HCl a 0,01 N/manitol a 3 % 3,19 sem ppt. até 96 horas
HCI a 0,005 N/manitol a 3 % 3,58 ppt. ap6s 48 horas
HCI a 0,0025 N/manitol a 3 % 3,91 ppt. apds 36 horas
HCIl a 0,001 N/manitol a 3 % 4,20 ppt. apds 24 horas

Analise por LC/MS do precipitado redissolvido indica que ele €
uma molécula "semelhante a dimero" (Espectro de massa (LCMS) m/z =
640,2 (M+H")) que se forma a partir de duas moléculas de 4-[5-(2-Amino-
etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il}-fenol (Espectro de massa (LCMS) m/z = 329,1
(M+H") para 4-[5-(2-Amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol) apés a per-
da de amoénia. Adicionalmente, a precipitagdo nao parece ser em virtude de

uma alteragdo para uma forma em estado sélido menos soluvel.
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REIVINDICACOES

1. Composto, o qual é 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-
7-il]-fenol ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo ou um hidrato
do composto ou o sal do mesmo.

2. Composto de acordo com a reivindicagao 1, o qual é diclori-
drato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-fenol.

3. Composto de acordo com a reivindicagéo 1, o qual € hemihi-
drato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-isoquinolin-7-il]-
fenol.

4. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 3, para uso como um medicamento.

5. Uso do composto como definido em qualquer uma das reivin-
dicagdes 1 a 3, para a fabricacdo de um medicamento para o tratamento de
mieloma multiplo, cancer de pulmao de células ndo-pequenas, glioblastoma,
neuroblastoma, melanoma ou neoplasmas da préstata, mama, ovarios, es-
tbmago primario, tipo intestinal, endométrio, tirdide, pancreas, pulmao ou
bexiga.

6. Uso de um composto como definido em qualquer uma das
reivindicacoes 1 a 3, para a fabricagédo de um medicamento para o tratamen-
to de mieloma multiplo, cancer de pulmao de células nao-pequenas, glioblas-
toma ou neoplasmas da préstata, mama ou ovarios.

7. Uso do composto como definido em qualquer uma das reivin-
dicacbes 1 a 3, para a fabricacdo de um medicamento para o tratamento de
cancer de pulmao de células nao-pequenas ou glioblastoma.

8. Uso do composto como definido em qualquer uma das reivin-
dicagcbes 1 a 3, para a fabricagdo de um medicamento para o tratamento de
hepatite C, rubéola, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), hepatite B ou
citomegalovirus humano (HCMV).

9. Método de tratamento de mieloma multiplo, cancer de pulmao
de células ndo-pequenas, glioblastoma, neuroblastoma, melanoma ou neo-

plasmas da préostata, mama, ovarios, estbmago primario, tipo intestinal, en-

—~dométrio, tirdide, pancreas, pulmao ou bexiga em um paciente em necessi
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dade dos mesmos compreendendo uma administracdo em quantidade eficaz
do composto como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3.

10. Método de tratamento de mieloma multiplo, céncer de pul-
méo de células ndo-pequenas, glioblastoma ou neoplasmas da prostata,
mama ou ovarios em um paciente em necessidade dos mesmos compreen-
dendo administracdo de uma quantidade eficaz do composto como definido
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3.

11. Método de tratamento de cancer de pulmao de células nao-
pequenas ou glioblastoma em um paciente em necessidade dos mesmos
compreendendo administragcdo de uma quantidade eficaz do composto como
definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3.

12. Método de tratamento de hepatite C, rubéola, virus da imu-
nodeficiéncia humana (HIV), hepatite B ou citomegalovirus humano (HCMV)
em um paciente em necessidade dos mesmos compreendendo administra-
cdo de uma quantidade eficaz do composto como definido em qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 3..

13. Composig¢do farmacéutica compreendendo o composto como
definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, e um veiculo, diluente ou
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

14. Composicao farmacéutica liofilizada compreendendo o com-
posto como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3, e um veicu-
lo, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel em que o pH da refe-
rida composicao, quando diluida com diluente aquoso, é menor do que 4,2 e
maior do que 2,0.

15. Composig¢ao farmacéutica liofilizada de acordo com a reivin-
dicagdao 14, em que o pH é menor do que 3,2 e maior do que 2,0.

16. Composicao farmacéutica liofilizada de acordo com a reivin-
dicacao 15, em que o pH é menor do que 2,8 e maior do que 2,0.

17. Composicao farmacéutica compreendendo o composto como
definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, e um veiculo, diluente ou
excipiente farmaceuticamente aceitavel em solugéo, em que o pH da referida

composi¢cao € menor do que 4,2 e maior do que 2,0. -



18. Composicéo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 17,
em que o pH da referida composicdo € menor do que 3,2 e maior do que 2,0.
19. Composicéo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 18,
em que o pH da referida composicdo € menor do que 2,8 e maior do que 2,0.
20. Hemihidrato de monocloridrato de 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-
isoquinolin-7-il]-fenol na forma cristalina tendo um padréo de difragao de pé

por raios X com picos de intensidade a 26 = 4,9, 14,8 e 10,2.
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RESDMO
Patente de Invencgao: "INIBIDORES DE AKT (PROTEINA QUINASE B)"

- A presente invengao refere-se- a 4-[5-(2-amino-etano-sulfonil)-
isoquinolin-7-il]-fenol ou a um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo ou
~a um hidrato do composto ou ao sal do mesrﬁo como inibidores de AKT que
sao agentes antinéoplésicos e/ou agenfes antiVirais, bem como composigoes
compreendéndo esses compostos e métodos de uso desses composios.

CON
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