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(67) Resumo: DERIVADO36-DES (3-METOXI-4-HIDROXICICLO-
EXIL) -36- (3-HIDROXICICLOEPTIL) DE RAPAMICINA; COMPOSTO;
COMPOSIGAO FARMACEUTICA; METODO PARA O TRATAMENTO
DE CANCER E/OU MALIGNIDADES DE CELULAS E, INDUGAO OU
MANUTENGCAO DE IMUNOSSUPRESSAO, TRATAMENTO DA
REJEICAO DE TRANSPLANTES, DOENGA DE ENXERTO VERSUS
HOSPEDEIRO, TRANSTORNOS AUTOIMUNES, DOENCAS DE
INFLAMAGAO, DOENCA VASCULAR E DOENCAS
FIBROTICAS,ESTIMULAGAO DA REGENERAGCAO NEURONAL OU
TRATAMENTO DE INFECGOES FUNGICAS; USO DO COMPOSTO;
PROCESSO PARA A PREPARACAO DO COMPOSTO; E
COMPOSIGAO OU KIT DE PARTES. A presente invengéo se refere a
novos derivados 36-des (3-metodxl-4-hidroxicicloexll) -36- (3-
hidroxicicloeptil) de raparnicina, métodos para sua producéo e seus
usos. Em um aspecto adicional, a presente Invengéo apresenta o uso
desses derivados 36- des (3-metéxi-4-hidroxicicloexil) -36- (3-
hidroxiciclo- eptil) de rapamicina no tratamento de cancer e/ou
malignidades de células E, na inducdo ou manutengéo de
imunossupresséo, no tratamento da rejeicdo de transplantes, doenga
de enxerto versus hospedeiro, transtornos autoimunes, doengas de
inflamacédo, doenga vascular e doengas fibraticas, estimulagdo da
regenerac¢ao neuronal ou tratamento de infecgdes fungicas.
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“DERIVADO 36-DES (3-METOXI-4-HIDROXICICLO-
EXIL)-36- (3-HIDROXICICLOEPTIL) DE RAPAMICINA; COMPOSTO;
COMPOSICAO FARMACEUTICA; METODO PARA O TRATAMENTO DE
CANCER E/OU MALIGNIDADES DE CELULAS B, INDUCAO OU
MANUTENCAO DE IMUNOSSUPRESSAO, TRATAMENTO DA REJEICAO
DE TRANSPLANTES, DOENCA DE ENXERTO VERSUS HOSPEDEIRO,
TRANSTORNOS AUTOIMUNES, DOENCAS DE INFLAMACAO, DOENCA
VASCULAR E  DOENCAS  FIBROTICAS, ESTIMULACAO DA
REGENERACAO NEURONAL OU TRATAMENTO DE  INFECCOES
FUNGICAS; USO DO COMPOSTO; PROCESSO PARA A PREPARACAO
DO COMPOSTO; E COMPOSICAO OU KIT DE PARTES”

A presente invengéao se refere a novos

derivados 36-des (3-metdxi-4-hidroxicicloexil)-36-(3-
hidroxicicloeptil) de rapamicina, métodos para sua
produgdo e seus usos. Em um aspecto adicional, a

presente invencido apresenta o uso desses derivados 36-
des (3-metdxi-4-hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxiciclo-

eptil) de rapamicina no tratamento de cancer e/ou
malignidades de células B, na indug¢gd&o ou manutengdo de
imunossupresséio, no tratamento da rejeicéao de
transplantes, doenca de enxerto versus hospedeiro,
transtornos autoimunes, doencas de inflamacao, doenca

vascular e doencgas fibréticas, estimulacao da
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regeneracdo neuronal ou tratamento de infeccodes
fungicas.

A rapamicina (sirolimus) (Figura 1) ¢é um
macrolideo lipofilico produzido por Streptomyces

hygroscopicus NRRL 5491 (Sehgal et al., 1975; Vézina et
al., 1975; patente norte—-americana n° 3.929.992;
patente norte-americana n° 3.993.749) com uma fracao
1,2,3-tricarbonila ligada a uma lactona de adcido
pipecdlico (Paiva et al., 1991). Para fins desta
invencdo, a rapamicina é descrita pela convencao de
numeracdo de McAlpine et al. (1991), de preferéncia as
convencgdes d enumeragdo de Findlay et al. (1980) ou
Chemical Abstracts (11° Indice Cumulativo, 1982-1986
p60719CS) .

A tapamicina tem um valor farmacoldégico
significativo devido ao amplo espectro de atividades
exibido pelo composto. A rapamicina mostra atividade
antifuingica moderada, principalmente com as espécies de
Candida, mas também contra fungos filamentosos (Baker
et al., 1978; Sehgal et al., 1975; Vézina et al., 1975;
patente norte-americana n° 3.929.992; patente norte-
americana n°® 3.993.749). A rapamicina inibe a
proliferacdo celular agindo sobre vias de transducao de

sinal em varios tipos de células, por exemplo, por
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inibicdo das vias de sinalizagdo que permitem a
progressao da fase G; para a S do ciclo celular (Kuo et
al., 1992). Em células T, a rapamicina inibe a
sinalizacdo do receptor de IL-2 e a subsequente
autoproliferacao das células T, resultando em
imunossupressdo. Os efeitos 1inibitdérios da rapamicina
ndo se limitam a células T, pois a rapamicina inibe a
proliferacdo de muitos tipos de células de mamiferos
(Brunn et al., 1996). Conseqguentemente, a rapamicina é
um potente imunossupressor, com aplicagdes terapéuticas
estabelecidas ou preditas na prevengdo da rejeicgao de
érgaos aloenxertados e no tratamento de doencgas
autoimunes (Kahan et al., 1991) . A 40-0—- (2~
hidréxi)etil-rapamicina (SDZ RAD, RAD 001, Certican,
everolimus) é um andlogo semi-sintético da rapamicina
que mostra efeitos farmacoldgicos imunossupressores e
também estd sob investigacdo como um agente anticancer
(Sedrani, R. et al., 1998; Kirchner et al., 2000;
patente norte-americana n° 5.665.772, Boulay et al,
2004) . A aprovagao desse farmaco como um
imunossupressor foi obtida na Europa em 2003. )
derivado éster de rapamicina CCI-779 (Wyeth-Ayerst)
inibe o crescimento celular in vitro e 1inibe o

crescimento tumoral in vivo (Yu et al., 2001). A CCI-
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779 estd atualmente em ensaios clinicos de Fase III
como um potente agente anticancer. O valor da
rapamicina no tratamento de psoriase em placas crdnica
(Kirby e Griffiths, 2001), o wuso em potencial de
efeitos como a estimulacdo do crescimento de neuritos
em células PCl2 (Lyons et al., 1994), o bloqueio das
respostas proliferativas a citocinas por células
vasculares e de musculo liso apds lesdes mecanicas
(Gregory et al., 1993) e seu papel na prevengao da
fibrose de aloenxertos (Waller e Nicholson, 2001) sao
Areas de intensa pesquisa (Kahan e Camardo, 2001).
Relatos recentes revelam que a rapamicina esta
associada a uma menor incidéncia de céncer em pacientes
com 6rgdos aloenxertados em terapia imunossupressora de
longo prazo do que aqueles em outros regimes
imunossupressores, e que essa incidéncia reduzida de
cancer é devida a inibicdo da angiogénese (Guba et al.,
2002). Relatou-se que as atividades neurotrdéficas de
ligantes de imunofilina s&oc independentes de sua
atividade imunossupressora (Steiner et al., 1997), e
que a estimulacdo do crescimento de nervos & promovida
pelo rompimento do complexo do receptor de esterdide
maduro, conforme delineado no pedido de patente WO

01/03692. Foram relatados efeitos colaterais, como
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hiperlipidemia e trombocitopenia, assim como efeitos
teratogénicos em potencial (Hentges et al., 2001; Kahan
¢ Camardo, 2001).

A estrutura principal policetideo da
rapamicina é sintetizada por condensagdo da cabecga para
a cauda de um total de sete unidades propionato e sete
acetato a uma unidade iniciadora de acido
cicloexanocarboxilico derivada de shikimate pelas
proteinas multifuncionais muito grandes gque compreendem
a policetideo sintetase Tipo I (rap PKS, Paiva et al.,
1991) . O aminoacido derivado de L-1lisina, acido
pipecélico, é condensado mediante uma ligacdo amida ao
ultimo acetato da estrutura principal de policetideo
(Paiva et al., 1993) e é seguido por lactonizacao para
formar o macrociclo.

As seqliéncias de nucleotideos para cada um
dos trés genes PKS da rapamicina, o gene que codifica
NRPS e as seqiéncias do gene tardio de flanco e o0s
polipeptidios correspondentes foram identificados por
Aparicio et al., 1996, e Schwecke et al., 1995, e foram
depositadas no NCBI sob o numero de acesso X86780, e

correcgdes a essa seqgliéncia foram recentemente

publicadas no WO 04/007709.
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O primeiro produto 1livre de enzimas do
aglomerado biossintético de rapamicina foi designado
como pré-rapamicina (WO 04/007709, Gregory et al.,
2004) . A producao de rapamicina completamente
processada requer o processamento adicional do nucleo
de policetideo/NRPS pelas enzimas codificadas pelos
genes tardios de rapamicina, RapJ, RapN, RapO, RapM,
RapQ e RapI.

Acredita-se que as acdes farmacoldgicas da
rapamicina até agora caracterizadas sejam mediadas pela
interacdo com receptores citosdélicos chamados de FKBPs.
O principal receptor intracelular de rapamicina em
células T eucaridticas é o FKBP1l2 (DiLella e Craig,
1991), e o complexo resultante interage especificamente
com proteinas alvo para inibir a cascata de transducéao
de sinal da célula.

O alvo do complexo rapamicina-FKBP12 foi

identificado em levedura como TOR (alvo da rapamicina)

(Alarcon et al., 1999), e a proteina de mamiferos é
conhecida como FRAP (proteina associada a FKBP-
rapamicina) ou mTOR (alvo mamifero de rapamicina)

(Brown et al., 1994).
Foram descritos uma ligacgéao entre a

sinalizacdo de mTOR e a sintese localizada de proteinas
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em neurdnios; seu efeito sobre o estado de fosforilacgéo
de proteinas envolvidas no controle da tradugdo; a
abudéncia de componentes da maquinaria de tradugdoc nos
niveis transcricional e de traducdo; o controle da
atividade da aminodcido permease e a coordenacgdo da
transcricdo de muitas enzimas envolvidas em vias
metabdélicas (Raught et al., 2001). Vias de sinalizagéo
sensiveis & rapamicina também parecem desempenhar um
importante papel no desenvolvimento cerebral
embriondrio, aprendizagem e formagdo da memdria (Tang
et al., 2002) . Pesquisas sobre proteinas TOR em
levedura também revelaram seus papéils na modulagdo de
vias de sinalizacdo sensiveis a nutrientes (Hardwick et
al., 1999). Da mesma forma, mTOR foi identificado como
um alvo direto para a acao de proteina quinase B (akt)
e como tendo um papel chave na sinalizacgdo de insulina
(Shepherd et al., 1998; Navé et al., 1999). TOR de
mamiferos também foi implicado na polarizagdo do
citoesqueleto de actina e na regulagdo do inicio de
traducdo (Alarcon et al., 1999). Fosfatidilinositol 3-
guinases, como mTOR, sdo funcionais em varios aspectos
da patogénese de tumores, como a progressao do ciclo
celular, adesdo, sobrevivéncia celular e angiogénese

(Roymans e Slegers, 2001).
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Estudos farmacocinéticos da rapamicina e de
andlogos da rapamicina demonstraram a necessidade de se
desenvolverem novos compostos de rapamicina que

pudessem ser mais estdveilis em solugao, mais resistentes

ao ataque metabdlico e/ou tivessem melhor
permeabilidade por membranas celulares e efluxo
diminuido e que, conseqientemente, pudessem exibir

melhor biodisponibilidade oral.

Foi relatada uma gama de andlogos de
rapamicina sintetizados usando-se os sitios
quimicamente disponiveis da molécula. A descricédo dos
compostos a seguir fol adaptada ao sistema de numeracgao
da molécula de rapamicina descrita na Figura 1. Sitios
guimicamente disponiveis na molécula para derivatizacao
ou substituicdo incluem os grupos hidroxila C40 e C28
(por exemplo, patente norte-americana n°® 5.665.772;
patente norte-americana n°® 5.362.718), grupos metdxi
C39 e Cl6 (por exemplo, WO 96/41807; patente norte-
americana n°® 5.728.710), grupos ceto C32, C26 e C9 (por
exemplo, patente norte-americana n°® 5.378.836; patente
norte—americana n°® 5.138.051; patente norte-americana
n® 5.665.772). A hidrogenagdo em Cl17, Cl19 e/ou C21,
tendo como alvo o trieno, resultou na retencdo de

atividade antifingica, masperda relativa de
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imunossupressao (por exemplo, patente norte-americana
n°® 5.391.730; patente norte—-americana n°® 5.023.262).
Aperfeicoamentos significativos na estabilidade da
molécula (por exemplo, formagdo de oximas em C32, C40
e/ou C28, patente norte-americana n° 5.563.145, patente
norte—-americana n°® 5.446.048), resisténcia a ataque
metabdlico (por exemplo, patente norte—-americana n°
5.912.253), biodisponibilidade (por exemplo, patente
norte-americana n°® 5.221.670; patente norte-americana
n°® 5.955.457; WO 98/04279) e a producgdo de pré-farmacos
(por exemplo, patente norte-americana n° 6.015.815;
patente norte-—-americana n° 5.432.183) foram conseguidos
mediante derivatizacéao.

Entretanto, ainda ha& necessidade de uma gama
mais ampla de derivados de rapamicina. Esses derivados
de rapamicina teriam grande utilidade no tratamento de
uma ampla gama de condigdes. A presente invencgdo
apresenta uma gama de novos derivados 36-des (3-metdxi-
4-hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil) de
rapamicina. Esses compostos sao utilizaveis em
medicina, em particular para o tratamento de cancer
e/ou malignidades de células B, indu¢do ou manutencgdo
de imunossupresséao, tratamento da rejeicéao de

transplantes, doenca de enxerto versus hospedeiro,
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transtornos autoimunes, doencgas de inflamagdo, doencga

vascular e doencas fibrdéticas, estimulacao da
regeneragao neuronal ou tratamento de infeccdes
fuingicas.

A presente invengdo apresenta derivados 36-
des(3—metéxi—4—hidroxicicloexil)—36—(3~hidroxiciclo—
eptil) de rapamicina, métodos para a preparagdo desses
compostos, intermedidrios para eles e métodos para o

uso desses compostos em medicina.

Em seu aspecto mais amplo, a presente
invencgdao apresenta derivados 36-des (3-metdxi-4-
hidroxicicloexil)-36—-(3-hidroxicicloeptil) de

rapamicina caracterizados pelo fato de que a posicgdo
40-hidréxi é derivatizada como um éster de acido
carboxilico, como um éter, comoc um éster fosfinato,
como um acetal ou como uma glicosila.

Quando 36-des (3-metdxi-4-hidroxicicloexil) -
36— (3-hidroxicicloeptil)rapamicina é derivatizada como
um éster de acido carboxilico, como um éter ou como um
acetal, o grupo de derivatizacgao contém, de
preferéncia, no maximo 12 atomos de carbono
(particularmente 7 ou menos, particularmente 5 ou menos
Atomos de carbono). De preferéncia, contém pelo menos

um grupo funcional (particularmente pelo menos dois

10
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grupos funcionais) selecionados de ~CF,PO (OH) 2, -
PO (OH) », —COCH, -OH e —NHs, particularmente
selecionados de -COOH e -OH, mais particularmente -OH.
Quando 36-des (3-metdxi-4-hidroxicicloexil) -
36-(3-hidroxicicloeptil)rapamicina ¢é derivatizada como
um acetal derivado de um grupo glicosila, de
preferéncia cada glicosila é formada a partir de um
acucar ou um glicosideo que contenham, de preferéncia,
no maximo 12 atomos de carbono (particularmente 7 ou
menos, particularmente 6 ou menos atomos de carbono).
Exemplos incluem mono- e dissacarideos, particularmente
monossacarideos que formem anéis de 5 e 6 elementos. De
preferéncia, contém pelo menos um grupo funcional

(particularmente, pelo menos dois grupos funcionais)

selecionados de —COOH, -OH e —NH;, particularmente
selecionados de --NH,; e —-OH, mais particularmente —-OH.
Quando 36-des (3-metdxi~-4-hidroxicicloexil) -

36-(3-hidroxicicloeptil)rapamicina é derivatizada como
um éster fosfinato, de preferéncia os grupos alquila
contém, de preferéncia, no maximo 4 atomos de carbono,
um exemplo sendo o éster formado com acido fosfinico.
Exemplos especificos de fracgdes de

derivatizacao sdo dados abaixo.

11
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Em um aspecto mais especifico, a presente
invencdo apresenta derivados de 36-des(3-metdxi-4-
hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil)rapamicina de
acordo com a férmula (1) abaixo, ou seu sal

5 farmaceuticamente aceitavel:

em que:
X representa uma ligagdo ou CHy;

10 R, representa um grupo ceto ou (H,H):
R, representa OH ou OMe;
R; representa H, OH ou OMe;
Ry e Rs representam, cada um

independentemente, H ou OH;

15 R¢ representa -R;, -C(O)R;, —PORjoRz0 ou Y-Ris;
R; representa - (CRgRg)n(CR19R11)pCR12R13R147
Rg e Rg representam, cada um

independentemente, C1l-C4 alquila, C2-C4 alcenila ou C2-

12
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C4 alcinila, gualguer um desses Jgrupos podendo estar
opcionalmente substituido com -PO(OH),, -CF,PO(OH):,
OH, -COOH ou -NH,; ou Rg e Rg representam, cada um
independentemente, H, trifluorometila ou F;

Rio, Rii1, Riz, Riz e Rijs representam, cada um
independentemente, C1-C4 alguila, C2-C4 alcenila ou C2Z-
C4 alcinila, gqualquer um desses grupos podendo estar
opcionalmente substituido com -PO(OH),, -CF;PO(OH),, -
OH, -COOH ou -NH,; ou Rig, Ri1, Riz, Riz e Ris podem ser
independentemente selecionados de H, -(CRgRg)yNHz, -
(CRgRg) OH, CF3, F, COOH; ou Rip e Rz ou Riz e Riz ou Rz
e R;s; podem ser tomados Jjuntamente com o carbono ao
qual estdo ligados para formar uma C3-C6 cicloalquila
ou um anel heteroalquila de 3 a 6 elementos dJue
contenha um ou mais heteroatomos selecionados de N, O e
S e que seja opcionalmente substituido com até 5 grupos
- (CRgRg) qOH, - (CRgRg)qNH, ou COOH;

Y = ligagdo, -C(0O)-0-; =-(CHz)2-0-C(0)-0-;

O Ris

R+7 Ris

Ris representa R1s ,

13
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o Rie
‘SJSQ R Rie
Rie 0] 16
O
R16 R16
Ris , ou OH
Rig sdo, cada um independentemente, H ou OH;
R;7 €& independentemente selecionado de H, OH
e NH,;

Rig €& independentemente selecionado de H, -
CH3, -CH;OH e —-COOH;

contanto, entretanto, gque no maximo 2 grupos
selecionados de Rjg, Ri7 € Rig representem H ou CHs;

Rig e Rzp representam, cada um
independentemente, H ou Cl1-C4 alquila;

m, o) e q representam, cada um
independentemente, um inteiro entre 0 e 4;

contanto, entretanto, que a fragdao R; néao
contenha mais do que 12 &tomos de carbono e contenha
pelo menos um grupo funcional selecionado de -PO(OH)g,
—-CF,PO (OH) », -COOH, OH ou NH;; ou seu sal
farmaceuticamente aceitéavel.

A estrutura acima mostra um tautdmero
representativo, e a invencgao engloba todos oS
tautémeros dos compostos de férmula (I), por exemplo,

compostos ceto quando compostos enol sao ilustrados e

vice-versa.

14
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A menos que estereoisdmeros particulares seja
especificamente indicados (por exemplo, por uma linha
em negrito ou tracejada em um estereocentro relevante
em uma férmula estrutural, por representacdo de uma
dupla ligacado como tendo uma configurag¢do E ou Z em uma
férmula estrutural ou mediante uso de nomenclatura gue
designe a estereoguimica), todos os estereoisdmeros
estdo incluidos dentro do ambito da invenc¢do como
compostos puros, assim como suas misturas. A menos dque
indicado de outra forma, enantidémeros individuais,
diasteredmeros, isdmeros geométricos e suas combinacgdes
e misturas estdo todos englobados pela presente
invencdo. Formas cristalinas polimérficas e solvatos e

hidratos também estdo englobados dentro do ambito desta

invencao.

Em um aspecto adicional, a presente invencao
apresenta derivados 36-des (3-metodxi-4-
hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil) de
rapamicina como compostos de fdérmula (I) ou seu sal
farmaceuticamente aceitavel, para uso como uma

substancia farmacéutica.
Definicdes
Os artigos “o” e “a” sdo aqui usados para se

referirem a um ou mais de um (isto &, pelo menos um)

15
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dos objetos gramaticais do artigo. A titulo de exemplo,
“um andlogo” significa um andlogo ou mais de um
analogo.

4

Conforme aqui usado, o termo “an&logo(s) se
refere a compostos quimicos gque sd&o estruturalmente
similares entre si, mas que diferem ligeiramente em
composigdo (como na substituicdo de um atomo por outro
ou na presenga ou auséncia de um grupo funcional
particular) .

Em particular, o termo “andlogo de 36-des (3-
metdxi-4-hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil)
rapamicina” se refere a um composto de 36-des (3-metdxi-
4-hidroxicicloexil)-36~(3-hidroxicicloeptil)rapamicina
produzido pelos métodos do WO 2004/007709 e conforme
mostradc pela fdérmula (II). Esses compostos também sé&o
chamados de “compostos de origem”, e esses termos s&o
usados de maneira intercambidvel no presente pedido. No
presente pedido, o termo “anadlogo de 36-des (3-metdxi-4-
hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil)rapamicinas”
inclui referéncias a proépria 36-des (3—-metdxi~4-~
hidroxicicloexil)—-36-(3-hidroxicicloeptil)rapamicina.

r7

Conforme aqui usado, o termo “derivado(s) se

refere a compostos quimicos que tenham sido modificados

16
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com relagcdo a seu composto de origem por guimica
organica semi-sintética.

Em particular, o termo “derivado de 36-des (3~
metdxi-4-~hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxiciclceptil)
rapamicina” se refere a um derivado de 36-des(3-metdxi-

4-hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil)rapamicina

de acordo com a férmula (I) acima, ou seu sal
farmaceuticamente aceitavel, produzido por alteracgao
semi-sintética de um composto de origem. Esses
compostos também sao chamados de “compostos da
invencao” ou “derivados 36-des (3-metdxi-4-
hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil) de
rapamicina’”, e esses termos sdo usados de maneira

intercambiavel no presente pedido.

Conforme aqui usado, o termo Y“transtorno(s)
autoimune (s)” se refere a condi¢des em gue uma resposta
imune adaptativa seja montada contra auto-antigenos,
que sao tipicamente caracterizadas por leséao
inflamatdéria crdénica a tecidos. Transtornos autoimunes
incluidos dentro do &mbito da 1inveng¢do, mas nao
limitados a, s&o: lupus eritematoso sistémico (SLE),
artrite reumatdide, miastenia gravis, diabetes melito

dependente de insulina e esclerose multipla.
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Conforme aqui usado, o termo “doengas de

inflamacado” inclui condigdes em que o sistema
inflamatoério reage exageradamente, causando lesao
tissular e/ou efeitos colaterais desnecessarios. A

reacdo excessiva pode ser contra um antigeno nao self,
um antigeno self ou pode ocorrer espontaneamente.
Doenc¢as inflamatdérias incluem alergias (também
conhecidas como reacdes de hipersensibilidade) Exemplos
de doencas de inflamacdo incluem, mas ndo se limitam a:
psoriase, dermatite, eczema, seborréia, doenca
inflamatéria do intestino (incluindo, mas ﬁéo limitada
a, colite ulcerativa e doenga de Crohn), inflamagao
pulmonar (incluindo asma, doenca pulmonar obstrutiva
crénica, enfisema, sindrome do desconforto respiratdrio
agudo e bronquite), artrite reumatdide e uveite.
Conforme aqui wusado, o termo “cancer” se
refere a um crescimento maligno ou benigno de células
na pele ou em Orgdos corporais, por exemplo, mas sem
limitacéao, mama, préostata, pulméo, rim, pancres,
estémago ou intestino. Um céncer tende a se infiltrar
em tecidos adjacentes e se espalhar (metastatizar) em
brgaos distantes, por exemplo, em ossos, figado, pulmao
ou no cérebro. Conforme aqui usado, o termo céncer

inclui tanto os tipos de células tumorais metastaticas,
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como, mas ndo limitadas a, melanoma, linfoma, leucemia,
fibrossarcoma, rabdomiossarcoma e mastocitoma, quanto
os tipos de tecido carcinomatoso, como, mas nao
limitados a, céncer colo-retal, céncer de prodstata,
céncer de pulmdo de células pequenas e cancer de pulmdo
de células nao pequenas, cancer de mama, cancer
pancreatico, céncer de bexiga, cancer renal, cancer
gastrico, glioblastoma, céancer de figado primario e
cédncer de ovario.

Conforme agui usado, o termo “malignidades de
células B” inlui um grupo de transtornos gque incluem
leucemia linfocitica crédénica (CLL), mieloma multiplo e
linfoma nao Hodgkin (NHL). Sao doengas neoplasticas do
sangue e Orgaos formadores de sangue. Podem causar
disfuncao da medula oéssea e do sistema imune, que
tornem o hospedeiro altamente suscetivel a infecgdes e
sangramento.

Conforme aqui usado, o termo “doenca
vascular” inclui, sem limitacdo: transtornos vasculares
hiperproliferativos (por exemplo, reestenose e ocluséo
vascular), aterosclerose vascular de enxerto, doenga
cardiovascular, doenca vascular cerebral e doenca
vascular periférica (por exemplo, doenga da artéria

coronariana, arteriosclerose, aterosclerose,
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arteriosclerose nao ateromatosa ou lesdo da parede
vascular) .

Conforme aqui usado, os termos “regeneragao
neuronal” se refere a estimulacdo do crescimento de
células neuronais e inclui o crescimento de neuritos e
a recuperacdo funcional de células neuronais. Doencgas e
transtornos em que a regeneragdo neuronal possa ser de
beneficio terapéutico significativo incluem, mas ndo se
limitam a, doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson,
coréia de Huntington, esclerose lateral amiotréfica,
neuralgia do trigémeo, neuralgia glossofaringea,
paralisia de Bell, distrofia muscular, acidente
vascular cerebral, atrofia muscular progressiva,
atrofia muscular hereditéaria bulbar progressiva,
espondilose cervical, sindrome de Gullain-Barre,
deméncia, neuropatias periféricas e lesdo a nervos
periféricos, quer causadas por lesdo fisica (por
exemplo, lesdo ou trauma da medula espinhal, lesdo ou
danos aoc nervo ciatico ou facial), gquer a um estado
patoldédgico (por exemplo, diabetes).

Conforme aqui usado, o) termo “doencas
fibrdticas” se refere a doencas assocliadas a produgdao
excessiva da matriz extracelular e inclui (sem

limitacgao), sarcoidose, queldides, glomerulonefrite,
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doenga renal em estagio terminal, fibrose hepatica

(incluindo, mas nao limitada a, cirrose, doenca
alcodlica do figado e esteato-hepatite), nefropatia de
enxerto crénica, adesdes cirurgicas, vasculopatia,

fibrose cardiaca, fibrose pulmonar (incluindo, mas nd&o
limitada a, fibrose pulmonar idiopatica e alveolite
fibrosante criptogénica), degeneracao macular,
retinopatia retiniana e vitrea e fibrose induzida por
quimioterapia ou radiacgdo.

Conforme aqui wusado, o termo “doenga de
enxerto versus hospedeiro” se refere a uma complicacéao
que é observada apds transplantes de células
tronco/medula &ssea alogénicos. Ocorre quando células
gue combatem infeccdes do doador reconhecem o corpo do
paciente como sendo diferente ou estranho. Essas
células de combate a infec¢gdes atacam, entdo, tecidos
no corpo do paciente como se estivessem atacando uma
infeccdo. A doenca de enxerto versus hospedeiro ¢é
categorizada como aguda quando ocorre nos primeiros 100
dias apds o transplante, e crdnica se ocorrer mais de
100 dias apdés o transplante. Os tecidos tipicamente
envolvidos incluem o figado, trato gastrointestinal e
pele. A doenca de enxerto versus hospedeiro crénica

ocorre em aproximadamente 10 - 40 por cento dos
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pacientes apds transplante de células tronco/medula
Ossea.

Conforme aqui usado, o termo
“biodisponibilidade” se refere ao grau ou taxa em que
um farmaco ou outra substdncia é absorvida ou se torna
disponivel no sitio de atividade bioldgica apds a
administracdo. Essa propriedade depende de inumeros
fatores, incluindo a solubilidade do composto, taxa de
absorcdo no intestino, extensido da ligacdo a proteilnas
e metabolismos, e outros. Varios testes de
biodisponibilidade familiares aqueles versados na
técnica sado aqui descritos (veja também Trepanier et al,
1998, Gallant-Haidner et al, 2000).

O termo “solubilidade em agua”, conforme usado
neste pedido, se refere a solubilidade em meios aguosos,
por exemplo, salina tamponada com fosfato (PBS) a pH
7,4.

Os sais farmaceuticamente aceitaveis de
compostos da inveng&o, como os compostos de fdérmula
(I), incluem sais convencionais formados com acidos ou
bases inorgéanicos ou organicos farmaceuticamente
aceitaveis, assim como sais de adicao de acido e amdnio
quaternario. Mais exemplos especificos de sais de

dcidos adequados incluem o cloridrico, bromidrico,
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sulfurico, fosférico, nitrico, percldérico, fumarico,

acético, propidnico, succinico, glicdlico, fdérmico,

latico, maléico, tartarico, citrico, palmdico,
maldnico, hidroximaléico, fenilacético, glutamico,
benzdbdico, salicilico, fumarico, toluenossulfdnico,
metanossulfOnico, naftaleno-2-sulfdénico,

benzenossulfénico, hidroxinaftdéico, iodidrico, malico,
esterdico, ténico e outros. Outros A&cidos, como o
oxalico, embora ndo farmaceuticamente aceitaveis por si
mesmos, podem ser Uteis na preparacgao de sais
utilizaveis como intermediarios na obtencéao dos
compostos da invengdo e seus sals farmaceuticamente

aceitaveis. Mais exemplos especificos de sais basicos

adequdos incluem sais de sdédio, litio, potéassio,
magnésio, aluminio, calcio, zinco, N,N’ -
dibenziletilenodiamina, cloroprocaina, colina,
dietanolamina, etilenodiamina, N-metilglucamina e

procaina. As referéncias a seguir a um composto de
acordo com a 1invengdo 1incluem tanto compostos de

férmula (1), quanto seus sais farmaceuticamente

aceitaveis.

Grupos alguila, alcenila e alcinila podem ser

de cadeia linear ou ramificada.
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Exemplos de grupos Cl1l-C4 alguila incluem
metila, etila, n-propila, i-propila e n-butila.

Exemplos de grupos C2-C4 alcenila incluem
etenila e 2-propenila.

Exemplos de grupos CC2-4 alcinila incluem
etinila.

Grupos C3-C6 cicloalquila se referem a um
anel cicloalquila incluindo 3 - 6 atomos de carbono que
podem ser opcionalmente ramificados. Exemplos incluem
ciclopropila, ciclobutila, metil-ciclobutila,
ciclopentila e cicloexila.

Anéis hetercalquila de 3 a 6 elementos
contendo um ou mais heteroatomos selecionados de N, O e
S dincluem anéis contendo um ou dois heteroatomos,
particularmente um heteroatomo. Exemplos incluem
furano, pirano, oxetano, oxirano, piperidina,
pirrolidina, azetidina, aziridina, tiirano, tietano,
tiofeno, tiopirano e morfolina.

Exemplos de substituintes opcionais para os
anéis heteroalquila de 3 a 6 elementos incluem -OH, -
CH,OH, NH,, CH;NH, e COOH. Tipicamente, O0sS anéis
heteroalquila de 3 a 6 elementos podem ser nao
substituidos ou substituidos por 1 ou 2, por exemplo, 1

substituinte.
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A presente invencdo apresenta derivados 36-
des (3-metdéxi-4-hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxiciclo-
eptil) de rapamicina (compostos da invencdo), conforme
acima expostos, métodos para a preparacdo desses

5 compostos, intermedidrios para eles e métodos para o
uso desses compostos em medicina.

De preferéncia, R4 contém 7 ou menos,
particularmente 5 ou menos aAtomos de carbono.

R; contém, de preferéncia, pelo menos um

10 grupo funcional selecionado de -PO(OH),, -OH, ~COOH e -

NH,, mais preferivelmente -0OH, -COOH ou —NH>,
particularmente —COOH e OH, mais particularmente OH. De
preferéncia, R; contém 2 ou mais substituintes, por
exemplo, 2 grupos -OH.

15 Adequadamente, X representa CH;;
Adequadamente, p representa 0 ou 1.
Adequadamente, m representa 0 ou 1.
Adequadamente, g representa 0, 1 ou 2.
Adequadamente, Rq1 representa H.

20 Adequadamente, R;; representa H.

Adequadamente, R;3 representa H ou OH.

Quando p representa 1, adequadamente, Rio

representa Me, OH ou CHy;OH.
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Quando p representa 1, adequadamente, Ryt

representa Me, H ou CH;OH.

Quando m e P representam ampbos 0,
adequadamente, Riz e Ris representam ambos H, Rig
representa —(CRgRg)4~OH, em que g = 0 ou 1, e Rg e Ry

representam ambos H.

Quando p representa 1, e m representa O,

adequadamente, Rio e Rz representam ambos H, Ri2
representa H, Ri3 representa H, OH ou NH», Ria
representa - (CRgRg)4-0OH, em que g = 0 ou 1, e Rg e Rg

representam ambos H.

Quando Rg representa —-PORisRig, adequadamente,
Ris e Rig representam ambos CHz ou representam ambos
CH,CHs.

Adequadamente, Rg representa o residuo
derivado da formacédo de um éster com acido
hidroxiacético, a&acido 3-hidrdéxi-2,2-dimetilpropidnico,
acido 2,3-diidroxipropidnico, acido 3-hidrdéxi-2-
hidroximetilpropidnico ou acido 2,2~
bis(hidroximetil)propidnico.

Em um conjunto exemplificativo de compostos,

R¢ representa C(O)R5.

De preferéncia, Ry é a fracdo formada pela

condensacao do &lcool macrociclico com um Aacido
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selecionado da lista que consiste em acido
hidroxiacético, 4&cido 3-hidrdéxi-2,2-dimetilpropidnico,
acido 2,3-diidroxipropidnico, acido 3-hidrdéxi-2-
hidroximetilpropidénico e acido 2,2-
bis (hidroximetil)propidnico, particularmente &acido 2,2-
bis(hidroximetil)propidénico.

Quando Ri; representa:

O ST
R17 R1s
Ris
exemplos dessa fracao incluem a fracao
formada por formagido de um acetal com (i) glicose (isto

€, Rig representa CH,OH, e cada R;g € Ry;; representa OH),

por exemplo, D-glicose, (ii) glucosamina (isto &, Rjg
representa CH,0OH, cada Rig representa OH, e Ri7
representa NH;), por exemplo, D-glucosamina, (1ii)

dcido glucurénico (isto é, Rj;g representa COOH, e cada
Rig e Ri7 representa OH) por exemplo, acido D-
glucurdnico e (iv) arabinose (isto é, Rj;g representa H,
e cada Rjg e Ry representa OH), por exemplo, D-

arabinose.

Quando R;s representa:
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f Rie

R1e
exemplos dessa fracao incluem a fragao
formada por formacdo de um acetal com frutose (isto &,
cada Ri¢ representa OH), por exemplo, o residuo de D-

frutose.

Quando R;s representa:

O Rie
Ris

Rie
OH

exemplos dessa fracao incluem a fragao
formada por formacdo de um éster com &acido glucurdnico
(isto ¢é, cada Rjs representa OH) , por exemplo, o
residuo de acido D-glucurédnico.

Em geral, os compostos da invengdo sao
preparados por derivatizagdo semi-sintética de um
composto de origem de fdérmula (IT).

Assim, um processo para a preparacao de um
composto da invencao de acordo com a férmula (I) ou seu
sal farmaceuticamente aceitavel compreende:

(a) a reacdo de um composto de origem de

férmula (II):
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ou seu derivado protegido, com um composto de
férmula (III):

HO-R¢ (ITI)

ou um derivado ativado de Rg;

(b) a conversdao de um composto de férmula (I)
ou seu sal em outro composto de fdérmula (I) ou outro
sal farmaceuticamente aceitavel dele; ou

(c) a desprotegdo de um composto de foérmula
(I) protegido.

0O termo “derivado ativado”, conforme acima

usado, se refere a (por exemplo, mas sem limitagdo): no
caso de ésteres - acidos carboxilicos, haletos de
acila, anidridos mistos, anidridos simétricos ou
ésteres carboxilicos; no caso de éteres - haletos de

alquila, mesilatos de alquila, triflatos de alquila,

tosilatos de alquila ou, adequadamente, outros
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derivados de alguila ativados; no caso de fosfatos e
fosfonatos - clorofosfatos, cianofosfatos de dialquila,
dialquilfosforamidatos de dialquila ou clorofosfitos;
ou no caso de acetdis derivados de grupos glicosila -
usando um doador de glicosila, por exemplo, haletos de
glicosila, tioglicosidas, 1-0O-acil glicosidas, orto
ésteres, 1-0 ou 1-S carbonatos, tricloroimidatos, 4-
pentenil glicosidas, ésteres de fosfato de glicosila,
1-0O-sulfonilas ou glicosidas 1-O-sililadas.

No processo (a), os compostos de origem de
férmula (II) podem ser preparados conforme descrito no
WO 2004/007709.

Além dos métodos e referéncias especificos
agui apresentados, aqueles versados na técnica também
podem consultar livros—-textos padronizados como
referéncias para métodos sintéticos, incluindo, mas nao
limitados, um livro-texto de Vogel de gquimica orgé&nica
pratica (Furniss et al., 1989) e quimica orgéanica
avancada de March (Smith e March, 2001).

Além disso, os grupos hidroxila presentes
podem ser protegidos por uma das muitas estratégias de
protecdo de hidréxi disponiveis para aqueles versados
na técnica. Grupos hidroxila podem ser protegidos por

formacdo de éteres, incluindo, mas nao limitados a,
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éteres alguilicos substituidos, éteres benzilicos
substituidos e éteres sililicos. De preferéncia, forma-
se um éter sililico, incluindo, mas nao limitados a,
éter trimetilsililico, trietilsililico, t-
butildimetilsililico e t-butildifenilsililico, por
reacdo de uma forma ativada do silano (incluindo, mas
nado limitados a, <cloreto de silila ou triflato de
silila) com um composto de origem, na presenca de uma
base adequada. O grupo protetor poderia, entdo, ser
removido por hidrélise acida ou clivagem auxiliada por
fluoreto. 1,2-Didis podem ser protegidos como
acetonidas, com base na condensacao de um derivado de
acetona. Este pode ser removido por catalise acida.

Os compostos de origem de férmula (II) podem

ser usados como moldes para semi-sintese (isto &,
processo (a)). O grupo hidroxila pendente em C-40 pode
ser funcionalizado, por exemplo, por acilacao,
alquilacao, glicosilagao ou fosforilacao mediante

inumeras transformacdes sintéticas conhecidas por

aqueles versados na técnica.

No processo (a), quando Rg representa uma

fracao de formula -C(O)Ry ou Y-Ris, em que Ris
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Ris

Rie
representa OH , € Y = ligacdo, a formacado de
um hidréxi éster, ou O-acilacdo, pode ser mediada por
reagdo do grupo hidroxila dos compostos de férmula (ITI)
com um Aacido carboxilico correspondente, de preferéncia
em forma ativada, por exemplo, um composto de fdrmula
(IIIAi) ou (IIIAii):

O

0]
/JL\ /JL\ R
) W Y// * (

w R7 (111m1 ITIALL)

ou com um composto de férmula (IIIB):

O Rie
R1e
w
O
Rig
OH
(ITIB)

em que W é um grupo gque ativa um &acido
carboxilico para um ataque nucleofilico. Acidos

carboxilicos podem ser ativados pela formagdo de, por

exemplo, mas sem limitagcdo, haletos de acila (por
exemplo, W = C(Cl), anidridos mistos (isto &, W =
OC(O)R’"), anidridos simétricos (W = OC(O)R;) ou ésteres
carboxilicos (isto &, W = OR’).
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Compostos de fdérmula (ITIIAL), (ITIAii) ou
(ITIB) podem ser preparados a partir de seus Aacidos
carboxilicos comercialmente disponiveis usando-se
métodos padronizados conhecidos por aqueles versados na
técnica, e, em um aspecto especifico, compostos de
acordo com a fédrmula (ITIAL), em gue R~ é -
(CRsRg) m (CR1pR11) pCR12R13R14, podem ser preparados usando-
se métodos conforme descritos na patente norte-
americana n°® 5.362.718, ©patente norte-americana n°
5.665.772 ou EP 0 663 916.

De preferéncia, um composto de origem é
reagido em meio orgadnico com um cloreto &acido ou

anidrido misto, na presenca de uma base. Bases que

podem ser usadas incluem, mas ndo se limitam a,

piridina, 4,4-dimetilaminopiridina (DMAP) , 2,6-
lutideno, 2,6-di-tert~butilpiridina, trietilamina,
diisopropiletilamina, outras trialquilaminas, 1,8~
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno (DBU) ou 1,5-

diazabiciclo[4.3.0]lnon-5-eno (DBN).

No processo (a), quando Rg representa uma
fracao de férmula  —-C(O)Ry ou Y-Ris, em gue Ris
Ris
O
Rie
representa OH , e Y = ~C(0)O- ou - (CHz)z-
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OC(0)0~-, a formacdao desses hidréxi ésteres requer a
reagdo do grupo hidroxila dos compostos de férmula (II)
com um reagente que forme um carbonato ativado, como um

composto de féormula (IV).

(IV)

em que T = ligagdo ou -O(CHz)2:-, e Rz; & um
grupo alquila ou arila, de preferéncia, um grupo arila,
particularmente um grupo para-nitrofenila.

O composto de férmula (IV) pode, entéo,
reagir com um composto de férmula (III), para gerar
compostos com Rg ligado ao grupo 40-hidroxila mediante
um elo carbonato (WO 2004/101583).

Da mesma forma, um composto de origem pode
ser derivatizado com diferentes hidréxi éteres em C-40,
por reacao do composto de origem com, adequadamente, o
derivado de alquila ativado de escolha, para formar um

composto da inveng¢do que seja um derivado 40-0O-alquila

34



10

15

20

35

do composto de origem. Grupos algquila ativados refere-
se a um grupo alguila que tenha sido ativado por um de
muitos métodos, incluindo, mas nao limitados a,
formacdo de haletos de alquila (RC1, RI, RBr),
mesilatos de algquila (ROS(0O),CH3), triflatos de alquila
(ROS (0) ,CF3), tosilatos de alquila (ROS (O) ,PhMe) . O
grupo alguila ativado seria, entdo, reagido com um
composto de origem em meio orgdnico, na presenca de uma
base adequada. Métodos padronizados para otimizar as
condig¢dbes de reagdo podem ser empregados por adqueles
versados na técnica para evitar a alquilacdo em outras
posicdes reativas.

Da mesma forma, um composto de origem pode
ser fosforilado e, apos desprotegdo dos ésteres
fosfato, pode fornecer um composto da invencdo gue seja
um 40-0O-fosfo-derivado de um composto de origem ou um
composto da inveng¢do que seja um 40-O-dialquilfosfo-
derivado de um composto de origem, e sais desses
derivados preparados por métodos conhecidos por aqueles
versados na técnica. Esteres fosfato podem ser formados
diretamente, ou 1indiretamente mediante um O-fosfito
(isto ¢, (R"0),POR), em qgque o fosfito trivalente ¢é
oxidado (de preferéncia pela agd&o de um peracido como,

mas nado limitado a, mCPBA) no fosfato pentavalente.
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Métodos de fosforilacdo direta incluem, mas nao se
limitam a, reacdo de um composto de origem com um
clorofosfato protegido (por exemplo, (BnO),P(0O)C1,
(AlquilO),P(0)Cl), de preferéncia na presengca de DMAP
em meio organico, ou reagdo de um composto de origem
com oxicloreto de fésforo (POCls), na presenca de uma
base como trietilamina, seguido por hidrdlise acida do
O-diclorofosfato resultante (isto ¢, ROP(O)C1ly), ou
acoplamento a um cianofosfato de dialgquila (WO
01/81355). Clorofosfato de dialgquila ou diarila pode
ser gerado 1in situ pela reacdo de um fosfito de
dialgquila ou diarila (isto é, (RO)-P(O)H) com
tetracloreto de carbono, na presenca de base. Métodos
de formacdo do O-fosfito (para oxidacdo no O-fosfate)
incluem, mas nd&o se limitam a, acoplamento de um
composto de origem com a dialquilfosforamidato de a

dialquila (de preferéncia diisopropilfosforilamidato de

dialquila), na presenga de base (de preferéncia
tetrazol), ou acoplamento usando um clorofosfito na
presenca de base (Evans et al., 1992). A escolha do

grupo protetor é importante, ésteres etilicos e
metilicos de fosfatos ndo sdo prontamente hidrolisdveis
sob condig¢des A&cidas ou béasicas. De preferéncia, os

grupos protetores incluem, mas ndo se limitam a,
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ésteres benzilicos (clivados mediante hidrdélise
promovida por iodeto de sdédio/clorotrimetilsilano, (WO
01/81355)) ou ésteres 2-cianoetilicos (clivados
mediante clivagem catalisada com base suave). Da mesma
forma, compostos da invencgéao gue sejam 40-0~
dialquilfosfono-derivados de compostos de origem podem
ser gerados pela reacgdo de um composto de origem com um
dialgquilfosfonato ou dialquilfosfito ativado adequado

(conforme acima descrito).

No processo (a), quando Rjs representa uma
o] R1g &2
Rie © Ris
R R
17 16 R16
fragcdo de férmula Ris ou R1s , a

forma¢ao de uma ligag¢do glicosidica, ou O-glicosilacgéao,
pode ser mediada por reacgac do grupo hidroxila com um
doador de glicosila correspondente, de preferéncia em
forma ativada, (veja Toshima e Tatsuta (1993)), por

exemplo, um composto de férmula (IIIC):

z o Rig

Rq7 R4e

Rig (ITIC)

ou um composto de férmula (IIID):

37



10

15

20

38

Rie

Ris Rie (ITID).

Usando-se um “doador de glicosila”,
incluindo, mas nado limitadcs a, haletos de glicosila (Z
= F, Cl, Br), tioglicosidas (Z = SMe, Set, SPh, SPy,
SCN), 1-0O-acil glicosidas (2 = OC(O)R), orto ésteres (Z

= OC(Me) (R) (0-C2 de férmula (IIIC/IIID)), 1-O0 ou 1-S5

carbonatos (Z = O0OC(S)SMe, Z = O0OC(0O)imidazol, 7z =
OC(S)imidazol, Z = SC(S)OEt), tricloroimidatos (z =
OC (=NH) CCl3y), 4-pentenil glicosidas (2 =

OCH,CH,CH,CH=CH;), ésteres fosfato (por exemplo, 72 =
OP (O) (OPh),), 1-0O-sulfonilas (Zz = tosila) ou 1-0-
glicosidas sililadas (Z = OTMS ou OTBS), o composto de
origem pode ser glicosilado em meio orgé&nico, de
preferéncia na presenca de um ativador (como um acido
de Lewis ou sal de metal pesado, veja Toshima e
Tatsuta, 1993). O doador de glicosila especifico usado
e as condigdes de reagdo determinardo se se forma alfa
ou beta glicosida. Como antes para a acilacao,
quaisquer grupos hidroxila presentes no composto de
origem podem ser protegidos ou mascarados, de modo que
o uso de um equivalente de doador de glicosila resulte

em 40-0O-acilacdo. As hidroxilas restantes no doador de
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glicosila devem ser protegidas como, por exemplo, O-
acetatos, O-benzoatos, 1,2-acetonidas, de modo que uma
desprotecdo adicional seja necessaria. Além disso,
doadores de 2-desoxiglicosila, como glicais, podem ser
usados (uma etapa redutora também é requerida) para
preparar 2’ -desdéxi-glicosidas de um composto de origem,
e doadores de 2, 6-didesoxiglicosila, como 2, 6-anidro-2-
tioagucares, podem ser usados para preparar 2’,6’-
didesdéxi-glicosidas de um composto de origem.

No processo (b), a formagcdao de sal e a troca
podem ser realizadas por métodos convencionais
conhecidos por aqueles versados na técnica.
Interconversdes de compostos de fdérmula (I) podem ser
realizadas por processos conhecidos, por exemplo,
grupos hidrdéxi e ceto podem ser interconvertidos por
oxidacao/reducao, conforme aqui descrito. Compostos de
férmula (I) em gque Rg representa -PO(OH), podem ser
preparados por fosforilagdo de um composto de fdérmula
(I) correspondente em gque Rg representa OH. Condigdes
adequadas s&o aqul apresentadas.

Nos processos (a) e (c), exemplos de grupos
protetores e dos meios para sua remogdo podem ser
encontrados em T. W. Greene “Protective Groups in

Organic Synthesis” (J Wiley e Sons, 1991). Grupos
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protetores de hidroxila adequados incluem alquila (por
exemplo, metila), acetal (por exemplo, acetonida) e
acila (por exemplo, acetila ou benzoila), gue podem ser
removidos por hidrélise, e arilalgquila (por exemplo,
benzila), que pode ser removido por hidrdlise
catalitica, ou éter sililico, gue pode ser removido por

hidrdélise acida ou clivagem auxiliada por ion fluoreto.

Além do processo (a), os compostos da
invencdo de acordo com a férmula (1), em qgque Rg
representa R+, podem ser sintetizados por

transesterificagdo catalisada por lipase. Por exemplo,
mas sem limitag¢do, um composto de origem de foérmula
(IT) pode ser reagido com um éster vinilico de fdérmula
(V), na presenga de lipase PS~-C "“Amano” II, sob as
condic¢des de reacao descritas por Gu et al. (2005) e
conforme expostos nos presentes exemplos. Essa
metodologia nd&o se limita ao uso de ésteres vinilicos,
e a transesterificacdo pode ser catalisada por outras

lipases ou esterases.

O

L

Outros compostos da invencgéo podem ser

Rz ()

preparados por métodos Jja conhecidos ou por métodos

anadlogos aos acima descritos.
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Os novos compostos da invencéao sao

utilizaveis diretamente e como moldes para semi-sintese

ou bioconversdo adicional, para produzir compostos
utilizaveis como imunossupressores, agentes
antifingicos, agentes anticéncer, agentes
antiinflamatoérios, agentes neurorregenerativos ou

agentes para tratamento da rejeicdo de transplantes,
doenca de enxerto versus hospedeiro, transtornos
autoimunes, doenca vascular e/ou doencas fibrdéticas.
Métodos para a derivatizagdo semi~-sintética de
rapamicina e seus anadlogos sao bem conhecidos na
técnica e incluem (mas nao se limitam a) aqgquelas
modificadas descritas, por exemplo, na patente norte-
americana n° 5.665.772; patente norte-americana n°
5.362.718. WO 96/41807; patente norte-americana n°
5.728.710. patente norte—-americana n° 5.378.836;
patente norte-americana n® 5.138.051; patente norte-
americana n°® 5.665.772; patente norte-americana n°
5.391.730; patente norte—-americana n° 5.023.262.
patente norte—-americana n°® 5.563.145. patente norte-
americana n° 5.446.048. patente norte-americana n°

5.912.253. patente norte—-americana n° 5.221.670;

patente norte-americana n°® 5.955.457; WO 98/04279;
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patente norte-americana n°® 6.015.815 e patente norte-
americana n° 5.432.183.

As estruturas acima de intermediarios (por
exemplo, compostos de férmula (I1)) podem ser
submetidas a tautomerizacdo, e quando um tautdmero
representativo é ilustrado, deve-se entender que todos
os tautdmeros, por exemplo, compostos ceto quando
compostos enol sao 1ilustrados e vice-versa, estao
mencionados.

Em um aspecto adicional, a presente invencao
apresenta o uso dos compostos da invencdo em medicina.
Em um aspecto adicional, a presente invencdo apresenta
o uso de compostos da 1invencdo na preparacao de um
medicamento para a inducéao ou manutencgao de
imunossupressdo, estimulacdo da regeneracdo neuronal ou
o tratamento de céncer, malignidades de células B,
infecgdes fungicas, rejeicdo de transplantes, doenca de
enxerto versus hospedeiro, transtornos autoimunes,
doencas de inflamacdo doenca vascular e doencas
fibréticas, ou agentes para uso na regulagao de
cicatrizacédo de feridas.

Aqueles versados na técnica seriam capazes
de, por experimentagao rotineira, determinar a

capacidade desses compostos de 1inibir o crescimento
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fingico (por exemplo, Baker, H., et al., 1978; NCCLS
Reference method for broth dilution antifungal
susceptibility testing for vyeasts: Approved standard
M27-A, 17(9). 1997). Além disso, aqueles versados na
técnica seriam capazes de, por experimentacédo
rotineira, determinar a capacidade desses compostos de
inibir o crescimento de células tumorais, (veja Dudkin,
L., et al., 2001; Yu et al. 2001). Em um aspecto
adicional, os compostos desta invencdo sdo utilizaveis
para induzir imunossupressao, ensaios para a
determinagcdo da eficidcia de um composto nessas Aareas
sendo bem conhecidos por aqueles versados na técnica,
por exemplo, mas sem limitacgdo: Immunosuppressant
activity - Warner, L.M.,et al., 1992, Kahan et al.
(1991) & Kahan & Camardo, 2001; Allografts - Fishbein,

T.M., et al., 2002, Kirchner et al. 2000; Autoimmune /

Inflammatory / Asthma - Carlson, R.P. et al., 1993,
Powell, N. et al., 2001; Diabetes I - Rabinovitch, A.
et al., 2002; Psoriasis - Reitamo, S. et al., 2001;

Rheumatoid Arthritis - Foey, A., et al., 2002; Fibrosis

- Zhu, J. et al., 1999, Jain, S., et al., 2001, Gregory

et al. 1993.

A capacidade dos compostos da invencdo de

induzir imunossupressido pode ser demonstrada em testes
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padronizados usados com essa finalidade. Em um aspecto

adicional, os compostos desta invencaoc sao utilizaveis

com relacéao a mecanismos antifibréticos,
neurorregenerativos e antiangiogénicos, e aqueles
versados na técnica seriam capazes de, por
experimentacéo rotineira, determinar a capacidade

desses compostos de prevenir angiogénese (por exemplo,
Guba, M.,et al., 2002). Agueles versados na técnica
seriam capazes de, por experimentacéo rotineira,
determinar a utilidade desses compostos para tratar
doenca vascular hiperproliferativa, por exemplo, em
stents de eluigao de farmaco (por exemplo, Morice,
M.C., et al., 2002). Além disso, aqueles versados na
técnica seriam capazes de, por experimentacédo
rotineira, determinar a capacidade neurorregenerativa
desses compostos (por exemplo, Myckatyn, T.M., et al.,
2002, Steiner et al. 1997).

A presente 1invengdo também apresenta uma
composigdo farmacéutica compreendendo um composto da
inveng¢&o, juntamente com um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

Aqueles versados na técnica serdo capazes de
determinar a farmacocinética e biodisponibilidade de um

composto da invencdo usando métodos in vivo e in vitro
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conhecidos por aqueles versados na técnica, incluindo,
mas ndo limitados a, aqueles descritos abaixo e nos
exemplos, ensaios alternativos sendo bem conhecidos por
aqueles versados na técnica, incluindo, mas nao

limitados a, aqueles descritos abaixo e em Gallant-

Haidner et al, 2000 e Trepanier et al, 19908 e
referéncias ail c¢itadas. A Dbiodisponibilidade de um
composto é determinada por inumeros fatores (por

exemplo, solubilidade em &gua, taxa de absorgdo no

intestino, extensao de ligacéao a proteinas e
metabolismo), cada um podendo ser determinado por
testes 1in vitro conforme descritos abaixo. Aqueles

versados na técnica pereceberdo que um aperfeicgoamento
em um ou mals desses fatores levard a uma melhora na
biodisponibilidade de um composto. Alternativamente, a
biodisponibilidade de um composto pode ser medida
usando-se métodos in vivo conforme descritos em maiores
detalhes abaixo.

Ensaio de permeacgao em Caco-2

Podem-se usar células Caco-2 confluentes (Li,
A.P., 1992; Grass, G.M., et al., 1992, Volpe, D.A., et
al., 2001) em um formato de 24 pogos Corning Costar
Transwell, por exemplo, conforme fornecido pela 1In

Vitro Technologies Inc. (IVT Inc., Baltimore, Mariland,
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USA). A cémara apical contém 0,15 mL de solug¢do tampao
equilibrada de Hank (HBBS) pH 7,4, 1% de DMSO, 0,1 mM
de Amarelo Lucifer. A céamara basal contém 0,6 mL de
HBBS pH 7,4, 1% de DMSO. Os controles e testes séo,
entdo, incubados a 37°C em um incubador umidificado e
agitados a 130 rpm durante 1h. O Amarelo Lucifer
permeia apenas pela via paracelular (entre as juncgdes
estanques), e uma alta Permeabilidade Aparente (Pgpp)
para Amarelo Lucifer indica lesdo celular durante o
ensaio, todos esses pogos sendo rejeitados. Usam-se
propranolol (boa permeagao passiva sem nenhum efeito
transportador conhecido) e acebutalol (permeacgao
passaiva ruim atenuada por efluxo ativo por P-
glicoproteina) como compostos de referéncia. Os
compostos podem ser testados em um formato uni- e bi-
direcional por aplicacgdo do composto a cdmara apical ou
basal (a 0,01 mM). Os compostos nas camaras apical ou
basal s&do analisados por HPLC-MS. Os resultados séao
expressos como Permeabilidade Aparente, Papp, (nm/s) e
com Razdo de Fluxo (A para B versus B para A).

Papp (nm/s) = Volume de Receptor x A[receptor]

Area x [doador] Atempo
Volume de Receptor: 0,6 mL (A>B) e 0,15 mL

(B>A)
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Area de monocamada: 0,33 cm?

Atempo: 60 min

Um valor positivo para a Razdo de Fluxo
indica efluxo ativo da superficie apical das células.

Ensaio de Estabilidade Microssomal Hepatica
Humana (HLM)

Homogeneizados de figado fornecem uma medida
da vulnerabilidade inerente de compostos a enzimas de
Fase I (oxidativas), 1incluindo CYP450s (por exemplo,
cyp2C8, CYpP2D6, CYP1lA, CYP3A4, CYP2El), esterases,

amidases e flavina monooxigenases (FMOs).

A meia-vida (T1/2) dos compostos de teste
pode ser determinada, com exposigdo de Microssomos
Hepaticos Humanos, por monitorizagéo de seu

desaparecimento com o© tempo por LC-MS. Compostos a
0,001 mM s&o incubados durante 40 min a 37°C, 0,1 M de
Tris-HCl, pH 7,4, com a fragcdo subcelular microssomal
humana de figado a 0,25 mg/mL de proteina e niveis de
saturagdo de NADPH como co-fator. A intervalos de
tempo, adiciona-se acetonitrila para testar as amostras
e precipitar a proteina e parar o metabolismo. As
amostras sdo centrifugadas e analisadas gquanto ao

composto de origem por HPLC-MS.
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Ensaios de biodisponibilidade in vivo
Ensaios in vivo também podem ser usados para

medir a biodisponibilidade de um composto (veja, por

exemplo, Crowe et al, 1999). Genericamente, um composto
¢ administrado a um animal de teste (por exemplo,
camundongo ou rato) tanto por via intraperitoneal
(i.p.) ou intravenosa (i.v.), gquanto oral (p.o.), e se

colhem amostras de sangue a intervalos regulares, para
examinar como a concentragcdo plasmatica do farmaco
varia com o tempo. O curso temporal da concentracgao
plasmadtica com o tempo pode ser usado para calcular a
biodisponibilidade abosluta do composto como uma
porcentagem, usando-se modelos padronizados. Um exemplo
de um protocolo tipico é descrito abaixo.

Os camundongos sdo dosados com 3 mg/kg do
composto da invencdo ou do composto de origem i.v. ou
10 mg/kg de um composto da invencgdo do composto de
origem p.o. Colhem-se amostras de sangue a intervalos
de 5 minutos, 15 minutes, 1 h, 4 h e 24 h, e a
concentracdo do composto da invengdo ou composto de
origem na amostra ¢é determinada por HPLC. O curso
temporal das concentrag¢gdcs plasmaticas pode ser, entao,
usado para derivar pardmetros chave, como a area sob a

curva de concentracdo plasmatica-tempo (AUC - que ¢é
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diretamente proporcional a quantidade total de farmaco
inalterado que atinge a circulagdo sistémica), a
concentracdo plasmatica maximo (de pico) do farmaco, o
tempo em gque ocorre a concentracgdo plasmadtica maxima do
farmaco (tempo de pico), e fatores adicionais que sdo
usados na determinagdo precisa da biodisponibilidade
incluem: a meila-vida terminal do composto, depuracao
total do organismo, volume de distribuic¢do em estado
constante e F%. Esses pardmetros sdo, entdo, analisados
por métodos n&do compartimental ou compartimental para
fornecer uma porcentagem calculada de
biodisponibilidade. Para um exemplo desse tipo de
método, veja Gallant-Haidner et al, 2000 e Trepanier et
al, 1998, e as referéncias ail citadas.

Os compostos da invencgao acima mencionados ou
sua formulagdo pode ser administrada por qualgquer método
convencional, por exemplo, mas sem limitacdo, podem ser
administrados por via parenteral, oral, tdpica
(incluindo bucal, sublingual ou transdérmica), mediante
um dispositivo médico (por exemplo, um stent), por
inalagdo ou por injegdo (subcutanea ou intramuscular). O
tratamento pode consistir em wuma uUnica dose ou uma

pluralidade de doses durante um periodo de tempo.
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Embora seja possivel para um composto da
invencdo ser administrado isoladamente, ¢é preferivel
apresenta-1lo como uma formulacao farmacéutica,
juntamente com um ou mais veiculos aceitaveis. O0O(s)
veiculo(s) tem de ser Y“aceitavel”, no sentido de ser
compativel com o composto da invengdo e ndo prejudicial
para os que o recebem. Exemplos de veiculos adequados
sdo descritos em maiores detalhes abaixo.

Os compostos da invengdo podem ser
administrados isoladamente ou em combinacdo com outros
agentes terapéuticos, a co-administragcao de dois (ou
mais) agentes permitindo que se usem doses
significativamente menores de cada um, reduzindo, dessa
forma, os efeitos colaterais observados.

Em uma modalidade, um composto da invencgao é
co—administrade com outro agente terapéutico para a
inducdo ou manutencado de imunossupressao, para o)
tratamento da rejeicdo de transplantes, doenca de
enxerto versus hospedeiro, transtornos autoimunes ou
doencas de inflamacdo. Agentes preferidos incluem, mas
ndo se limitam a, agentes imunorreguladores, por
exemplo, azatioprina, corticostcréides, ciclofosfamida,

ciclosporina A, FK506, Mycofenolate Mofetil, OKT-3 e

ATG.

50



10

15

20

51

Em uma modalidade alternativa, um composto da
invengao é co-administrado com outro agente terapéutico
para o tratamento de cancer ou malignidades de células

B. Agentes preferidos incluem, mas ndo se limitam a,

metotrexato, leucovorina, adriamicina, prenisona,
bleomicina, ciclofosfamida, 5-fluorouracila,
paclitaxel, docetaxel, vincristina, vinblastina,
vinorelbina, doxorubicina, tamoxifen, toremifeno,

acetato de megestrol, anastrozol, goserelina, anticorpo
monoclonal anti-HER2 (por exemplo, Herceptin™),
capecitabina, cloridrato de raloxifeno, inibidores de
EGFR (por exemplo, Iressa ®, Tarceva™, Erbitux™),
inibidores de VEGF (por exemplo, Avastin™), inibidores
de proteassomo (por exemplo, Velcade™), Glivec ® ou
inibidores de hsp90 (por exemplo, 17-AAG). Além disso,
um composto da invengdo pode ser administrado em
combinagdo com outras terapias incluindo, mas néo
limitadas a, radioterapia ou cirurgia.

Em uma modalidade, um composto da invencdo é
co-administrado com outro agente terapéutico para o
tratamento de doenca vascular. Agentes preferidos
incluem, mas nao se limitam a, inibidores de ACE,
antagonistas de receptor de angiotensina II, derivados

de Acido fibrico, inibidores de HMG-CoA redutase,
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agentes bloqueadores beta adrenérgicos, blogueadores do
canal de calcio, antioxidantes, anticoagulantes e
inibidores de plaquetas (por exemplo, Plavix™).

Em uma modalidade, um composto da invencdo é
co—administrado com outro agente terapéutico para
estimulagdo da regeneragdo neuronal. Agentes preferidos
incluem, mas ndo se limitam a, fatores neurotrdéficos,
por exemplo, fator de crescimento de nervos, fator de
crescimento derivado da glia, fator de crescimento
derivado do <cérebro, fator neurotrdédfico ciliar e
neurotrofina-3.

Em uma modalidade, um composto da invencao é
co-administrado com outro agente terapéutico para o
tratamento de infecg¢des fungicas. Agentes preferidos
incluem, mas nao se limitam a, anfotericina B,
flucitosina, equinocandinas (por exemplo, caspofungina,
anidulafungina ou micafungina), griseofulvina, um
agente antifingico de imidazol ou triazol (por exemplo,
clotrimazol, miconazol, cetoconazol, econazol,
butoconazol, oxiconazol, terconazol, itraconazol,
fluconazol ou voriconazol).

Inclui-se na co-administracdo qualgquer meio
de distribuicdo de dois ou mais agentes terap~euticos

ao paciente, como parte do mesmo regime de tratamento,
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como ficard claro para aqueles versados na técnica.
Embora os dois ou mais agentes possam ser administrados
simultaneamente em uma Unica formulac¢do, 1isso nédo é
essencial. Os agentes podem ser administrados em
formulacdes diferentes e em diferentes momentos.

As formulacdes podem ser convenientemente
apresentadas em forma de dosagem unitaria e podem ser
preparadas por qualquer um dos métodos bem conhecidos na
técnica de farmacia. Esses métodos incluem a etapa de
colocacao em associacdo o ingrediente ativo (composto da
invencdo) com o veiculo que constitui um ou mais
ingredientes acessérios. Em geral, as formulacgdes sao
preparadas por colocacdo em associac¢do uniforme e intima
o ingrediente ativo com veiculos liquidos ou veiculos
s6lidos finamente divididos ou ambos e, entdo, caso
necessario, modelado do produto.

Os compostos da invengdo normalmente sé&o
administrados por via oral ou por qualquer via
parenteral, na forma de uma formulagcdo farmacéutica
compreendendo o ingrediente ativo, opcionalmente na
forma de um Aacido, ou base, organico, ou inorganico,
ndo toéxico, sal de adicao, em uma forma de dosagem
farmaceuticamente aceitavel. Dependendo do transtono e

do paciente a ser tratado, assim como da via de
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administracdo, as composi¢des podem ser administradas
em varias doses.

Por exemplo, os compostos da invengdo podem
ser administrados por via oral, bucal ou sublingual, na
forma de comprimidos, capsulas, 6vulos, elixires,
solucdes ou suspensdes, gque podem conter agentes de
sabor ou corantes, para aplicacgdes de liberacéo
imediata, retardada ou controlada.

Solugdes ou suspensdes de compostos da
invencdo adequadas para administrag¢io oral também podem
conter, excipientes, por exemplo, N,N-dimetilacetamida,
dispersantes, por exemplo, polisorbato 80, surfatantes
e solubilizadores, por exemplo, polietileno glicol,
Phosal 50 PG (que consiste em fosfatidilcolina, &cidos
graxos de soja, etanol, mono/diglicerideos, propileno
glicol e palmitato de ascorbila),

Esses comprimidos podem conter excipientes
como celulose microcristalina, lactose (por exemplo,
lactose monoidratada ou lactose anidra), citrato de
sédio, carbonato de calcio, fosfato de céalcio dibasico
e glicina, desintegrantes, como amido (de preferéncia,
amido de milho, batata ou tapioca), amido glicolato de
sédio, croscarmelose sdédica e certos silicatos

complexos, e aglutinantes de granulagao, como
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polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC}), hidréxi-propilcelulose (HPC), macrogol 8000,
sacarose, gelatina e goma-arabica. Além disso, podem-se
incluir agentes lubrificantes, como estearato de
magnésio, Aacido estearico, beenatc de glicerila e
talco.

Composicbes sbélidas de um tipo similar também
podem ser empregadas como cargas em capsulas de
gelatina. Excipientes preferidos com essa finalidade
incluem lactose, amido, uma celulose, acucar de leite
ou polietileno glicdéis de alto peso molecular. Para
suspensdes e/ou elixires aquosos, os compostos da
invengdo podem ser combinados com varios agentes
adocantes ou de sabor, matéria de cor ou corantes, com
agentes de emulsificacgao e/ou suspensao e com
diluentes, como agua, etanol, propileno glicol e
glicerina e suas combinac¢des.

Um comprimido pode ser preparado por
compressdo ou moldagem, opcionalmente com um ou mais
ingredientes acessdérios. Comprimidos podem ser
preparados por compressdo em uma magquina adequada do
ingrediente ativo em uma forma de livre escoamento, como
um pd ou granulos, opcionalmente misturados com um

aglutinante (por exemplo, povidona, gelatina,

55



10

15

20

56

hidroxipropilmetil celulose), lubrificante, diluente
inerte, preservativo, desintegrante (por exemplo, amido
glicolate de sédio, povidona reticulada, carboximetil
celulose sédica reticulada), agente tensoativo ou
dispersante. Comprimidos moldados podem ser preparados
por moldagem uma maquina adequada de uma mistura do
composto em pd umedecido com um diluente liquido inerte.
Os comprimidos podem ser opcionalmente revestidos ou
marcados e podem ser formulados para proporcionar uma
liberacdo lenta ou controlada do ingrediente ativo,
usando, por exemplo, hidroxipropilmetilcelulose em
proporgdes variadveis para apresentar o perfil de
liberag&do desejado.

Formulagdes de acordo com a presente invencao
adequadas para administracdo oral podem ser apresentadas
como unidades distintas, como capsulas, sachés ou
comprimidos, cada uma contendo uma quantidade
predeterminada do ingrediente ativo; como um pd ou
granulos; como uma solugdoc ou uma suspensao em uﬁ
liguido aquoso ou liquido n&o aquoso; ou como uma
emulsdo liquida de &6leo em &gua ou uma emulsdo liquida
de agua em o6leo. O ingrediente ativo também pode ser

apresentado como um bolus, eletudrio ou pasta.
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Formulacgdes adequadas para administracgao
topica a boca incluem trociscos compreendendo o
ingrediente ativo em uma base de sabor, normalmente
sacarose e goma-arabica ou tragacanto; pastilhas
compreendendo o ingrediente ativo em uma base inerte,
como gelatina e glicerina, ou sacarose e goma-arabica; e
colutdrios compreendendo o© ingrediente ative em um

veiculo liguido adequado.

Deve-se entender que, além dos ingredientes
particularmente mencionados acima, as formulacdes desta
invengdo podem incluir outros agentes convencionais na
técnica com relagdo ao tipo de formulagido em questao,
por exemplo, aqueles adequados para administrag&o oral
podem incluir agentes de sabor.

Composigdes farmacéuticas adaptadas para
administracgdo toépica podem ser formuladas como
unguientos, cremes, suspensdes, logdes, pds, solugdes,
pastas, géis, curativos impregnados, sprays, aerossdis
ou 6leos, dispositivos transdérmicos, pds para empoacdo
e outros. Essas composicdes podem ser preparadas por
métodos convencionais contendo o agente ativo. Assim,
elas também podem compreender veiculos e aditivos
convencionais compativeis, como preservativos, solventes

para auxiliar a penetracdo do farmaco, emoliente em
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cremes ou ungientos e etanol ou &alcool oleilico para
logdes. Esses veiculos podem estar presentes em cerca de
1% a cerca de 98% da composicdo. Mais comumente, formam
até cerca de 80% da composicdo. Apenas como ilustracéao,
prepara-se um creme ou ungidento por misturacdo de
quantidades suficientes de material hidrofilico e &gua,
contendo cerca de 5 - 10% em peso do composto, em
quantidades suficientes para produzir um creme oOu
ungliento com a consisténcia desejada.

Composigdles farmacéuticas adaptadas para
administragdo transdérmica podem se apresentar como
emplastros distintos destinados a permanecer em contato
intimo com a epiderme do receptor durante um periodo de
tempo prolongado. Por exemplo, o© agente ativo pode ser
distribuido do emplastro por iontoforese.

Para aplicagdes a tecidos externos, por
exemplo, a boca e pele, as composicgdes séo, de
preferéncia, aplicadas como um unglento ou creme tdpico.
Quando formuladas em um ungiientc, o agente ativo pode
ser empregado com uma base de ungliento parafinica ou
miscivel em agua.

Alternativamente, © agente ativo pode ser

formulado em um creme com uma base de creme de &leo em

dgua ou uma base de agua em Oleo.
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Para administracéao parenteral, formas de
dosagem unitaria fluida s&o preparadas utilizando-se o
ingrediente ativo e um veiculo estéril, por exemplo,
mas sem limitag¢do, &gua, Aalcoois, polidis, glicerina e
6leos vegetais, a 4gua sendo preferida. O ingrediente
ativo, dependendo do veiculo e da concentracdo usada,
pode ser posto em suspensdo ou dissolvido no veiculo.
Na preparacado de solugdes, o ingrediente ativo pode ser
dissolvido em 4&agua para injegdo e esterilizado por
filtragd&o antes de encher um frasco ou ampola adequada
e ser fechado.

Vantajosamente, agentes como anestésicos
locais, preservativos e agentes de tamponamento podem
ser dissolvidos no veiculo. Para aumentar a
estabilidade, a composigdo pode ser congelada depois de
encher o frasco, e a &gua removida sob vacuo. O pd
liofilizado seco ¢, entéd@o, lacrado no frasco, e um
frasco acompanhante de agua para injeg¢do pode ser
suprido para reconstituir o liquido antes do uso.

Suspensdes parenterais sao preparadas
substancialmente da mesma maneira gque solucgdes, exceto
que o ingrediente ativo ¢é posto em suspensdao no
veliculo, em vez de ser dissolvido, e que a

esterilizagdo nao pode ser realizada por filtragdo. O
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ingrediente ativo pode ser esterilizado por exposigdo a
6xido de etileno antes da suspensdo no veiculo estéril.
Vantajosamente, inclui-se um surfatante ou agente
umectante na composicdo para facilitar uma distribuicéo
uniforme do ingrediente ativo.

Os compostos da 1invencdo também podem ser
administrados usando-se dispositivos médicos conhecidos
na técnica. Por exemplo, em uma modalidade, uma
composicgao farmacéutica da invencao pode ser
administrada com um dispositivo de injegdo hipodérmica
sem agulha, como os dispositivos apresentados na patente
norte—-americana n°® 5.399.163; patente norte-americana n°
5.383.851; patente norte—-americana n°® 5.312.335; patente
norte—americana n°® 5.064.413; patente norte-americana n
4.941.880; patente norte-americana n°® 4.790.824; ou
patente norte—americana n® 4.596.55606. Exemplos de
implantes e médulos bem conhecidos utilizaveis na
presente invencdo incluem: patente norte-americana n
4.487.603, que apresenta uma bomba de microinfusédo
implantavel ©para distribuir medicagao a uma taxa
controlada; patente norte-americana n°® 4.486.194, que
apresenta um dispositivo terapéutico para a
administracdo de medicamentos através da pele; patente

norte—americana n® 4.447.233, que apresenta uma bomba de
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infusdo de medicacdo para distribuig¢do medicacdo a uma
taxa de 1infusdo precisa; patente norte-americana n°
4,447,224, que apresenta um aparelho de infuséao
implantdvel de fluxo varidvel para a distribuicéo
continua de farmacos; patente norte—-americana n°
4.439.196, gue apresenta um sistema de distribuicgéo
osmética de farmacos com compartimentos de maltiplas
camaras; e patente norte-americana n°® 4.475.196, que
apresenta um sistema de distribuig¢&o osmdtica de
fadrmacos. Em uma modalidade especifica, o derivado de
30—-des (3—-metdxi-4-hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxiciclo-
eptil)rapamicina pode ser administrado usando-se um
stent de eluicgédo de farmaco, por exemplo,
correspondendo aos descritos no WO 01/87263 e
publicac¢des relacionadas ou aqueles descritos por Perin
(Perin, EC, 2005). Muitos outros desses implantes,
sistemas de distribuicdo e mbéudlos s&o conhecidos por
aqueles versados na técnica.

A dosagem a ser administrada de um composto da
invenc¢do variard de acordo com o composto particular, a
doenca envolvida, o sujeito e a natureza e gravidade da
doenca e <condigdo fisica do sujeito, e da via de

administracdo selecionada. A dosagem apropriada pode ser

prontamente determinada por aqueles versados na técnica.
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As composigdes podem conter de 0,1% em peso,
de preferéncia de 5 - 60%, mais preferivelmente de 10 -
30% em peso, de um composto da invencdo, dependendo do
método de administracao.

Aqueles versados na técnica reconhecerdo gque a
quantidade otima e e} espacamento entre dosagens
individuais de um composto da invencgao serao
determinados pela natureza e extensido da condicdo que
esta sendo tratada, da forma, via e sitio de
administracao, e a idade e condicgéao do sujeito
particular gque estd sendo tratado, e que um médico
determinaréd, por fim, as dosagens apropriadas a serem
usadas. Essa dosagem pode ser repetida tdo
freqglientemente quanto apropriado. Se efeitos colaterais
se desenvolverem, a quantidade e/ou freqlUéncia da
dosagem pode ser alterada ou reduzida, de acordo com a
pratica clinica normal.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra a estrutura da rapamicina
EXEMPLOS
Métodos Genéricos e Materiais

Materiais
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Todos os reagentes foram obtidos em fontes
comercials e usados sem purificagdao adicional, a menos
gque declarado de outra forma.

Cultura

S. hygroscopicus MG2-10 [IMNOQLhis] foi
mantido em placas de agar meio 1 (veja abaixo) a 28°C.
Estoques de esporos foram preparados apds crescimento
em meio 1, preservados em 20% p/v de glicerol:10% p/v
de lactose em &agua destilada e armazenados a -80°C.
Prepararam-se culturas vegetativas por inoculagdo de
0,1 mL de estoque congelado em 50 mL de meio 2 (veja
abaixo) em um baldo de 250 mL. A cultura foi incubada
durante 36 a 48 horas a 28 °C, 300 rpm.

Método de producgao:

As culturas vegetativas foram inoculadas a
2,5 — 5% v/v em meio 3. O cultivo foi realizado durante
6 — 7 dias, 26°C, 300 rpm.

Procedimento de alimentacdo:

A alimentacdo/adicdo do Acido carboxilico
selecionado foi realizada 24 - 48 horas apds a
inoculacdo e foi feita a 1 - 2 mM, a menos dque

declarado de outra forma.
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Meio 1:
componente Fonte Catalogo n° Por L
Infus&o de milho em pd Sigma C-8160 2,5 g
Extrato de levedura Difco 0127-17 3 g
Carbonato de calcio Sigma C5929 3 g
Sulfato de ferro Sigma F8633 0,3 g
BACTO agar Difco 2140-10 20 g
Amido de trigo Sigma 52760 10 g
Agua até 1L

O meio foi, entéao, esterilizado por

autoclavagem a 121°C, 20 min.

Meio 2: Meio de Semeadura RapV7

Componente Por L
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 5 g
Dextrina Avedex W80 (Deymer Ingredients Ltd) 35 g
Sélidos de Infusdo de Milho (Sigma) 4 g
Glicose 10 g
(NH4) 2S04 2 g
Acido latico (80%) 1,6 mL
CaCoO;(Caltec) 79

Ajustar pH em 7,5 com 1 M de NaOH.

O meio foi, entédo, esterilizado por

autoclavagem a 121°C, 20 min.

Apbdés a esterilizagdo, adicionam-se 0,16 mL de
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glicose a 40% a cada 7 mL de meio.

Meio 3: Meio MD6 (Meio de fermentacao)

Componente Por L

Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 30 g

Amido de milho (Sigma) 30 g

Dextrina Avedex W80 (Deymer Ingredients Ltd) 19 g

Levedura (Allinson) 3 g

S6lidos de Infusdo de Milho (Sigma) 1 g

KH, PO, 2,5 g

K,HPO, 2,5 g

(NHy4) 2S04 10 g g
NaCl 59 '
CaCO0O; (Caltec) 10 g

MnC1l,, 4H,0 10 mg

MgSO,, 7H,0O 2,5 mg

FeS04, 7H,0 120 mg

ZnS0,, 7H,O 50 mg

MES (4cido 2-morfolinoetano sulfurico monoidratado) 21,2 g

O pH é corrigido em 6,0 com 1 M de NaOH.

Antes da esterilizacdo, 0,4 mL de oa-amilase

Sigma (BAN 250) foram adicionados a 1 L de meio.

O meio foil esterilizado durante 20 min a

121°C.
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Apds a esterilizacdo, adicionaram-se 0,35 mL
frutose estéril a 40% e 0,10 mL de L-lisina (140 mg/mL
em Agua, esterilizada por filtrac¢do) a cada 7 mL.

Meio 4: Meio de Semeadura RapV7a

Componente Por L
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 5 g
Dextrina Avedex W80 (Deymer Ingredients Ltd) 35 g
S6lidos de Infusdo de Milho (Sigma) 4 g
(NHg) 2504 2 g
Acido latico (80%) 1,6 mL
CaCO; (Caltec) 79

Ajustar pH em 7.5 com 1 M de NaOH.

@) meio foi, entéo, esterilizado por

autoclavagem a 121°C, 20 min.

Meio 5: Meio MD6/5-1 (Meio de fermentagdo)

Componente Por L
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 15 g
Dextrina Avedex W80 (Deymer Ingredients Ltd) 50 g

Levedura (Allinson) 3 g

S6lidos de Infusdo de Milho (Sigma) 1 g

KH, PO, 2,5 g
K,HPO, 2,5 g
(NHy) 2S04 10 g
NaCl 13 g
CaCO3 (Caltec) 10 g
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MnCl, 4H,0 3,5 mg
MgSO,; 7H,0 15 mg
FeSO, 7H,0 150 mg
7ZnS0, 7HZO0 60 mg
SAG 471 0,1 mL

Meio foi esterilizado durante 30 min a 121°C.
Apbés a esterilizacgdo, adicionaram-se 15 g de
frutose por L.

Apdés 48 h, adicionaram-se 0,5 g/L de L-

lisina.

Métodos Analiticos

Método A

Volume de injecdo: 0,005 - 0,1 mL (conforme
requerido, dependendo da sensibilidade). Realizou-se
HPLC em cartuchos Agilent “Spherisorb” “Rapid

Resolution” SB C8, 3 microns, 30 mm x 2,1 mm, operando
a uma fase moével de:

Fase mével A: 0,01% de &cido férmico em agua

pura
Fase mével B: 0,01% de acido férmico em
acetonitrila
Taxa de fluxo: 1 mL/minuto.
Usou-se um gradiente linear, de 5% de B a O

min para 95% de B a 2,5 min, mantendo a 95% de B ateée 4
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min, retornando a 5% de B até o ciclo seguinte. A
detecgdo foi por absorbancia de UV a 254 nm e/ou por
ionizacdo por eletropulverizagdo de espectrometria de
massa (positiva ou negativa) usando um instrumento
Micromasss Quattro-Micro.

Método B

Volume de injecdo: 0,02 mL. Realizou-se HPLC
em uma coluna de 3 microns BDS C18 Hypersil
(ThermoHypersil-Keystone Ltd), 150 x 4,6 mm, mantida a
50°C, operando a uma fase mbével de:

Fase mdével A: Acetonitrila (100 mL), acido
trifluorcacético (1 mL), acetato de ambébnio a 1 M (10
mL) completada a 1 L com agua desionizada.

Fase moével B: Agua desionizada (100 mL),
dcido trifluorcacético (1 mL), acetato de amdédnio a 1 M
(10 mL) completada a 1 L com acetonitrila.

Taxa de fluxo: 1 mL/minuto.

Usou-se um gradiente linear de 55% de B - 95%
de B durante 10 minutos, seguido por 2 minutos a 95% de
B, 0,5 minutos a 55% de B e mais 2,5 minutos a 55% de
B. A deteccgdao do composto foli por absorbancia de UV a

280 nm.
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Método C

O sistema de HPLC compreendia um Agilent
HP1100 e foi realizado em uma coluna de 3 microns BDS
Cl8 Hypersil (ThermoHypersil-Keystone Ltd), 150 x 4,6
mm, mantida a 40°C, operando a uma fase mével de:

Fase mével A: A&gua desionizada.

Fase mével B: acetonitrila.

Taxa de fluxo: 1 mL/minuto.

O sistema foi acoplado a um espectrdédmetro de
massa por eletropulverizacgéao Bruker Daltonics
Esquire3000. Usou-se comutagdo positivo-negativo em uma
faixa de varredura de 500 a 1.000 Daltons.

Usou-se um gradiente linear de 55% de B - 95%
de B durante 10 minutos, seguido por 2 minutcos a 95% de

B, 0,5 minutos a 55% de B e mais 2,5 minutos a 55% de

B.

Métodos sintéticos

Todas as reagoes foram realizadas sob
condig¢des anidras, a menos que declarado de outra
forma, usando solventes secos comercialmente

disponiveis. As reag¢des foram monitorizadas por LC-UV-
MS, em um Agilent 1100 HPLC acoplado a um espectrdmetro
de massa Bruker Daltonics Esquire3000+ equipado com uma

fonte de eletropulverizagdo. Conseguiu-se a separagao
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em uma coluna Fenomenex Hyperclone, BDS C;g 3u (150 x
4,6 mm) a 1 mL/min, com um gradiente linear de
agua:acetonitrila v:v de 30:70 a 100% de acetonitrila
durante 10 min, seguido por um periodo isocratico de 5
min a 100% de acetonitrila.

Bio ensaio in vitro para atividade anticancer

A avaliacdo in vitro de compostos gquanto a
atividade anticéncer em um painel de 12 1linhagens de
células tumorais humanas em um ensaio de proliferagao
em monocamada pode ser realizada nas Instalacgdes de
Testes Oncotest, Instituto de Oncologia Experimental,
Oncotest GmbH, Freiburg. As caracteristicas das 12

linhagens celulares selecionadas sdo resumidas na

Tabela 1.
Tabela 1: Linhagens celulares de teste
n° Linhagem celular Caracteristicas
1 MCFEF~-7 Mama, padrdao NCI
2 MDA-MB-231 Mama - PTEN positiva, resistente a 17-AAG
3 MDA-MB-468 Mama - PTEN negative, resistente a 17-RAAG
4 NCI-H460 Pulmdo, padrdao NCI
5 SF-268 SNC, padrdo NCI
© OVCAR-3 Ovario — com mutagdo p85. amplificada por AKT
7 D498 Renal, alta expressido de MDR,
8 GXF 251L Gastrica
9 MEXE 394NL Melanoma
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10 UXF 1138L Utero
11 LNCAP Préstata - PTEN negativa
12 DU145 Préstata - PTEN positiva

As linhagens celulares do Oncotest foram
estabelecidas a partir de xenoenxertos de tumores
humanos, conforme descrito por Roth et al. 1999. A
origem dos xenoenxertos doadores foi descrita por
Fiebig et al. 1999. Outras linhagens celulares séao
obtidas no NCI (H460, SF-268, OVCAR-3, DU145, MDA-MB-
231, MDA-MB-468) ou adquiridas na DSMZ, Braunschweig,
Alemanha (LNCAP).

Todas as linhagens celulares, a menos que
especificado de outra forma, s&o cultivadas a 37°C em
uma atmosfera umidificada (95% de ar, 5% de CO,) em um
meio de “mistura pronta’” contendo meio RPMI 1640, 10%
de soro de novilho fetal e 0,1 mg/mlL de gentamicina
(PAA, Cblbe, Alemanha).

Ensaio de monocamada -~ breve descricdo do
protocolo:

Um ensaio de 1odeto de propidio modificado
pode ser usado para avaliar os efeitos do (s)
composto(s) de teste sobre o crescimento de doze

linhagens celulares de tumores humanos (Dengler et al.,

(1995)).
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Resumidamente, as c¢élulas sdo colhidas de
culturas em fase exponencial por tripsinizacao,
contadas e plaqueadas em placas de microtitulacao de

fundo plano e 96 pocos, a uma densidade celular

dependente da linhagem celular (5 - 10.000 células
viadveis/pogo). Depois de 24 h de recuperagcdo para
permitir que as células voltem ao crescimento

exponencial, adiciona-se aos pocgos 0,01 mlL de meio de
cultura (6 pogos de controle por placa) ou meio de
cultura contendo o composto de teste. Cada concentracao
€ plaqueada em triplicata. Os compostos sdo aplicados
em duas concentragdes (0,001 puM e 0,01 uM). Apds 4 dias
de exposicgdo continua, o meio de cultura celular, com
ou sem O composto de teste, é substituido por 0,2 mL de
uma solucdo agquosa de iodeto de propidio (PI) (7 mg/L).
Para medir a proporg¢do de células vivas, as células sdao
permeabilizadas por congelamento das placas. Depois de
descongelar as placas, mede-se a fluorescéncia com o
leitor de microplacas Cytofluor 4000 (excitacdo a 530
nm, emissdo a 620 nm), o gque fornece uma relacdo direta
com o numero total de células viaveis.

A inibigdoc do crescimento é expressada como
tratado/controle x 100 (3 de T/C). Para compostos

ativos, os valores de ICsg e ICy; podem ser estimados
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tracando-se a concentrag¢ao de composto versus a
viabilidade celular.

Exemplo 1. Fermentacdo e isolamento de 36-
des (3-metdxi-4-hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxiciclo-
eptil) rapamicina

36-des (3-metdéxi-4-hidroxicicloexil)-36-(3-

hidroxicicloeptil)rapamicina foi produzida de acordo

com os métodos descritos no WO 04/007709.
Resumidamente, culturas de S. hygroscopicus MG2-10
foram transformadas com um vetor de expressao

apropriado portador dos genes de rapamicina rapJd, rapM,
rapN, rapO, rapQ e rapL, para produzir a cepa S.
hygroscopicus MG2-10[rapJMNOQLhis]. Culturas de S.
hygroscopicus MG2-10[rapJMNOQLhis] foram cultivadas e
alimentadas com 4&acido cicloeptano carboxilico, usando-
se os métodos descritos no WO 04/007709. Andlises LCMS
e LCMS" dos extratos de cultura mostraram gue a razao
m/z para o© anadlogo de rapamicina produzido era 16
unidades de massa atémica menor gque para a rapamicina,
o} que é consistente com a fracdo 3-metdxi-4-
hidroxicicloexila fragcdo em C-36 sendo substituida por

uma fracdo 3-hidroxicicloeptila.
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Exemplo 2: 36-des (3-metdxi-4-
hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil)-40-0-[2,2-
bis (hidroximetil)propionil]rapamicina por esterificacéao
catalisada por lipase de 36~-des (3-metdxi-4-
hidroxicicloexil)—36—(3—hidroxicicloeptil)rapamicina

Uma mistura de 36-des (3-metdxi-4-
hidroxicicloexil)-36~-(3-hidroxicicloeptil)rapamicina
(10 mg, 0,011 mmol), 2,2,5-trimetil[1l.3~-dioxano]-5-
carboxilato de wvinila (100 mg, 0,5 mmol), lipase PS-C
“Amano” II (100 mg) e crivos moleculares de 0,5 nm (50
mg) em éter tert-butil metilico anidro (2 mL) foi
aquecida a 43°C sob uma atmosfera de argdnio. Apds 72
h, a monitorizacgdo por LC/MS mostrou conversdo completa
do material de partida. Adicionou-se THF (10 mL), e a
mistura foi filtrada através de um chumaco de celite. A
enzima foi lavada com THF (2 x 10 mL), e os extratos
organicos combinados foram concentrados sob pressdo
reduzida. O residuo foi dissolvido em THF (7,5 mL), e
se adicionou H;S04 (2,5 mL, 0,5 N). Deixou-se a solucdo
em repouso a temperatura ambiente durante 5 h, e a
reacdo foi subseqglientemente finalizada pela adicdo de
NaHCO3; (10 mL, 5%) e &dgua (10 mL). A mistura aquosa foi
extraida com EtOAc (3 x 10 mL), e os extratos organicos

combinados foram secados sobre MgSO,. A remogdo dos
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solventes forneceu o produto como um semi-sélido. Esse
material foi analisado por LCMS, e se mostrou que
continha o produto esperado como o} principal
componente.

MS (ESI) m/z 1036,6 [M+Na]®'. A fragmentacao
do produto de adigdo com sbédio forneceu ions a m/z
863,5, 742,4, 614,3, 574,3 e 441,4, conforme esperado.

Exemplo 3: 36-des (3-metdxi-4-
hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil)~40-0-(2-
hidroxi)etil rapamicina

3.1. Triflato de 2-(tert-butildimetilsilil)
oxietila

Uma solucgéao de 2—-(tert-butildimetilsilil) -
etileno glicol (125 mg, 0,71 mmol) e 2,6-lutideno (0,08
mL, 0,69 mmol) em 6 mL de diclorometano fol resfriada a
-78°C. Adicionou-se anidrido trifluorometanossulfdénico
(0,11 mL, 0,65 mmol) durante um periodo de 5 min, e se
continuou a agitag¢do durante mais 15 min a -78°C para
completar a formacd&o do triflato. O triflato foi usado
in situ para a reacgdo descrita em 3.2 abaixo.

3.2. 40-0-[2-(tert-butildimetilsilil)jetil-
36-des (3-metdxi-4-hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxiciclo-

eptil) rapamicina
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36-des (3-metdéxi-4-hidroxicicloexil)-36—(3-
hidroxicicloeptil)rapamicina e 2,6-di-tert-
butilpiridina foram tratadas com triflato de 2-(tert-
butildimetilsilil)oxietila a temperatura ambiente. Essa
solug¢do é, entéo, concentrada a um terco de seu volume
original com uma corrente suave de nitrogénio, e a
suspensao resultante ¢é agitada durante mais 72 h a
temperatura ambiente. Depolis desse periodo, adicionam-
se solucdo saturada de hidrogeniocarbonato de sdédio e
dgua, e a mistura é agitada durante aproximadamente 30
min. A camada orgénica é separada, e a fase agquosa é
extraida duas vezes com acetato de etila. Os extratos
organicos combinados sdo secados sobre sulfato de sdédio
e concentrados sob pressao reduzida, para fornecer um
6leo incolor. A purificacdo por cromatografia de coluna
em silica, usando um gradiente de hexano para
hexano/acetona (v:v a 1:1) fornece o produto como um
s6élico incolor.

3.3. 36-des (3-metdxi-4-hidroxicicloexil)~36-
(3—hidroxicicloeptil)-40-0O-(2-hidréxi)etil rapamicina

Uma solucgao de 40-0-[2—~(tert-
butildimetilsilil)]etil-36-des(3-metdxi-4-hidroxiciclo-
exil)-36-(3-hidroxicicloeptil)rapamicina em acetona é

tratada com &cido sulfurico (0,5 N) a4 temperatura
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ambiente. Deixa-se a solugdo em repouso a temperatura
ambiente durante aproximadamente 3 h, e
subseglientemente se finalizada pela adicdo de solugéo
saturada de hidrogeniocarbonato de sdédio e agua. A
mistura aquosa ¢é, entdo, extraida trés vezes com
acetato de etila, e os extratos orgadnicos combinados
sdo secados sobre sulfato de sédio. A concentragcdo sob
pressdo reduzida fornece um sdélido 1incolor, gque pode
ser adiconalmente purificado por HPLC
(dgua/acetonitrila, v:v a 20/80).
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REIVINDICACOES

1. Derivado 36-des (3-metdxi-4-
hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil) de
rapamicina, caracterizado pelo fato de que a posigéo
40-hidréxi ¢é derivatizada como um éster de Aacido
carboxilico, como um éter, como um éster fosfinato,
como um acetal ou como uma glicosila.

2. Composto de acordo com a férmula (I)

abaixo:

caracterizado pelo fato de que:

X representa uma ligacdo ou CHy;

R; representa um grupo ceto ou (H,H);
R, representa OH ou OMe;

R; representa H, OH ou OMe;

R, e Rs representam, cada um

independentemente, H ou OH;
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R¢ representa -Ry, -C(O)R7, —-PORjsRzp, ou Y-Ris;

R; representa - (CRgRg)m(CR10R11)pCR12R13R147

Rsg e Rg representam, cada urm
independentemente, Cl-C4 alquila, C2-C4 alcenila ou C2-
C4 alcinila, gualquer um desses grupos podendo estar
opcionalmente substituido com -PO(OH),, -CEF,PO(OH),, -
OH, -COOH ou -NH,; ou Rg e Rg representam, cada um
independentemente, H, trifluorometila ou F;

Rio, Rii, Ri2, Riz e Ri4 representam, cada um
independentemente, C1-C4 alquila, C2-C4 alcenila ou C2-
C4 alcinila, qualquer um desses grupos podendo estar
opcionalmente substituido com -PO(OH),, -CFPO(OH)., -
OH, -COOH ou -NH;; ou Rig, Ri1, Ri2, Riz e Ris podem ser
independentemente selecionados de H, - (CRgRg) gNH>,
(CRgRg) OH, CF3, F, COOH; ou Rjp € Ri; ou Riz e Ry ou Ris
e Rj;; podem ser tomados Jjuntamente com o carbono ao
qual estdo ligados para formar uma C3-C6 cicloalqguila
ou um anel heteroalquila de 3 a 6 elementos que
contenha um ou mais heteroatomos selecionados de N, O e
S e que seja opcionalmente substituido com até 5 grupos
- (CRgRg) OH, - (CRgRg)4NHz ou COOH;;

Y = ligagao, -C(0)-0-; -=(CH3)2-0-C(0O)-0~-;
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O R1s
Rz Rie
Ris representa R1e ,
(@] Rig
J&s‘) o) R Rie
R1e 6
O
Rig R1e
Ris , ou OH ;
Ris sdao, cada um independentemente, H ou OH;
Ri7 é 1independentemente selecionado de H, OH
e NHy;

Rig €& independentemente selecionado de H, -
CHj3, —-CH,OH e —-COOH;

contanto, entretanto, gque no maximo 2 grupos
selecionados de Rig, Ri7 € Rjg representem H ou CHj;

Rig e Roo representam, cada um
independentemente, H ou Cl-C4 alguila, ou Ris e Rgo
representam juntos =CH;;

m, & e q representam, cada um
independentemente, um inteiro entre 0 e 4;

contanto, entretanto, que a frag¢gdo R; néo
contenha mais do que 12 atomos de carbono e contenha
pelo menos um grupo funcional selecionado de -PO(OH),,
-CF,PO (OH),, —-COOH, OH ou NH3;

or seu sal farmaceuticamente aceitéavel.
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3. Composto, de acordo com a reivindicacao

2, caracterizado pelo fato de que R¢ representa -R;.

4. Composto, de acordo com a reivindicacdo
2, caracterizado pelo fato de que Rg representa -
C(O)Ry.

5. Composto, de acordo com as

reivindicagdes 2 a 4, caracterizado pelo fato de que Ry
contém 7 ou menos dtomos de carbono.

6. Composto, de acordo com a reivindicacao
5, caracterizado pelo fato de que R; contém 5 ou menos
dtomos de carbono.

7. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 2 a 6, caracterizado pelo fato de que
R; contém dois grupos selecionados de ~-PO(OH),, -
CEF,PO(OH),, -OH, -COOH e -NH;,

8. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 2 a 7, caracterizado pelo fato de que
R; contém pelo menos um grupo funcional selecionado de
—COOH, OH e NH;.

9. Composto, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes de 2 a 8, caracterizado pelo fato de que

p representa 0 ou 1.
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10 Composto, de acordo com gqualquer uma das

reivindicagbdes de 2 a 9, caracterizado pelo fato de que

m representa 0 ou 1.

11. Composto, de
reivindicacdes de 2 a 10,
gque g representa 0, 1 ou 2.

12. Composto, de
reivindicacdes de 2 a 11,
que Rj; representa H.

13. Composto, de
reivindicagdes de 2 a 12,
que Rj;, representa H.

14. Composto, de
reivindicacgdes de 2 a 13,
que Ri3 representa H ou OH.

15. Composto, de

reivindicacgdes de 2 a 14,

que p representa 1, e Rjp representa Me,

acordo com qualqguer

caracterizado pelo

acordo com qualguer

caracterizado pelo

acordo com qualquer

caracterizado pelo

acordo com qualquer

caracterizado pelo

acordo com gqualquer

caracterizado pelo

uma das

fato de

uma das

fato de

uma das

fato de

uma das

fato de

uma das

fato de

OH ou CHOH.

le6. Composto, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdées de 2 a 15,

que p representa 1, e R;; representa Me,

caracterizado pelo

fato de

H ou CH,OH.

17. Composto, de acordo com a reivindicagéo

2, caracterizado pelo fato de que m e p representam

ambos 0, Rj» e Rz representam ambos H, e Rjs representa
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—(CRgRg) g~OH, em que g = 0 ou 1, e Rg e Ry representam
ambos H.

18 Composto, de acordo com a reivindicagdo
2, caracterizado pelo fato de que p representa 1, e m
representa 0, Rio e Ri1 representam ambos H, R1iz
representa H, Ris representa H, OH ou NHp e Ria
representa - (CRgRg)q~0OH, em que g = 0 ou 1, e Rg e Ry
representam ambos H.

19. Composto, de acordo com a reivindicagao
2, caracterizado pelo fato de que Rg representa o
residuo derivado da formacdo de um éster com acido
hidroxiacético, &acido 3-hidréxi-2,2-dimetilpropidnico,
acido 2,3-diidroxipropidnico, acido 3-hidréxi-2-
hidroximetilpropidénico ou acido 2,2-
bis (hidroximetil)propidnico.

20. Composto, de acordo com a reivindicagao
2, caracterizado pelo fato de que Rg representa o
residuo derivado da formacd3o de um éter com Aacido
hidroxiacético, A&acido 3-hidréxi-2,2-dimetilpropidnico,
acido 2,3-diidroxipropiénico, acido 3-hidréxi-2-
hidroximetilpropidnico ou acido 2,2~
bis (hidroximetil)propidnico.

21. Composto, de acordo com a reivindicacgao

2, caracterizado pelo fato de que é 36-des(3-metdxi-4-
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hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxicicloeptil)-40-0-[2,2-
bis (hidroximetil)propionil]rapamicina ou seu sal
farmaceuticamente aceitavel.

22. Composto, de acordo com a reivindicacao
2, caracterizado pelo fato de que Rg representa -
POR;19R20 .

23. Composto, de acordo com a reivindicagao
22, caracterizado pelo fato de gque Rig e Ry; representam
ambos CH; ou representam ambos CH>CHj;.

24. Composto, de acordo com a reivindicagao

2, caracterizado pelo fato de gque Rg representa Y-Ris.

25. Composto, de acordo com a reivindicagao
24, caracterizado pelo fato de que o grupo Ris
O R1s
Rq7 R1s
representa R1s
26. Composto, de acordo com a reivindicagé&o

25, caracterizado pelo fato de que Ris é uma fracéo
formada pela formacdo de um acetal com glicose,
glucosamina, acido glucurdnico ou arabinose.

27. Composto, de acordo com a reivindicagéao
26, caracterizado pelo fato de que R;s € uma fracao

formada por formacdo de um acetal com D-glicose.

28. Composto, de acordo com a reivindicagao



26, caracterizado pelo

fato de que R;5 é uma fracgdo

formada por formagdo de um acetal com D-glucosamina.

29. Composto,
26, caracterizado pelo
5 formada por formacédo
glucurdnico.

30. Composto,

24, caracterizado pelo
T R
Ris Q ®
Rig
R1e
10 31. Composto,

30, caracterizado pelo

de acordo com a reivindicacgéao

fato de que R;5 & uma fracdo

de um acetal com Aacido D-

de acordo com a reivindicagéo

fato de qgue Ris representa:

de acordo com a reivindicagéao

fato de que R;5 é uma fracao

formada por formagdo de um acetal com frutose.

32. Composto,

24, caracterizado pelo
O Rig
Rig
O
Rie
15 OH

33. Composto,

32, caracterizado pelo

de acordo com a reivindicacéo

fato de que Rjs representa:

de acordo com a reivindicacao

fato de que Ris é uma fracéo

formada por formacdo de um éster com acido glucurdnico.

34. Composto,

de acordo com qualgquer uma das
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reivindicagdes de 24 a 33, caracterizado pelo fato de
que Y representa uma ligacgao.

35. Composto, de accrdo com qualguer uma das
reivindicag¢des de 24 a 33, caracterizado pelo fato de
que Y representa —(CH,),-0-C(0O)-0-.

36. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 24 a 33, caracterizado pelo fato de
que Y representa —-C(0)-0-.

37. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des de 1 a 36, caracterizado pelo fato de
que é para uso como uma substdncia farmacéutica.

38. Composto, de acordo com qualguer uma das
reivindicagbes de 1 a 36, caracterizado pelo fato de
que é para uso no tratamento de cancer e/ou
malignidades de células B, na indug¢do ou manutencgdo de
imunossupressao, no tratamento da rejeicao de
transplantes, doenca de enxerto versus hospedeiro,

transtornos autoimunes, doencas de 1inflamacdo, docenca

vascular e doencas fibrdéticas, estimulacéao da
regeneracgdo neuronal ou tratamento de infecgdes
fingicas.

39. Composto, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes de 1 a 36, caracterizado pelo fato de

gque ¢ para uso como uma substancia farmacéutica no
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tratamento de cancer ou malignidades de células B.

40. Composic¢cdo farmacéutica, caracterizada
pelo fato de que compreende um composto de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des de 1 a 36, juntamente
com um ou mais diluentes ou veiculos farmaceuticamente
aceitaveis.

41. Método para o tratamento de céncer e/ou
malignidades de células B, indugao ou manutengao de
imunossupresséao, tratamento da rejeicéao de
transplantes, doenca de enxerto versus hospedeiro,
transtornos autoimunes, doencas de inflamag¢do, doencga
vascular e doencas fibroticas, estimulacgdao da
regeneracao neuronal ou tratamento de infecgdes
fuingicas, caracterizado pelo fato de que compreende
administering to a patient an effective amount de um
composto according to any one of claims 1 to 36.

42. Método de tratamento de céncer ou
malignidades de células B, caracterizado pelo fato de
que compreende a administragcdo a um paciente de uma
quantidade eficaz de um composto de acordo com qualquer
uma das reivindicacgdes de 1 a 36.

43 Uso do composto de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes de 1 a 36, caracterizado pelo

fato de que é na preparacdo de um medicamento para o©

10
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tratamento de cancer e/ou malignidades de células B,
indugdo ou manutencdo de imunossupressao, tratamento da
rejeigdo de transplantes, doenga de enxerto versus
hospedeiro, transtornos autoimunes, doencas de
inflamacéao, doenga vascular e doencas fibrdéticas,
estimulacdo da regeneracdo neuronal ou tratamento de
infecg¢des fungicas.

44 . Uso, de acordo com a reivindicacéd&o 43,
caracterizado pelo fato de que o medicamento é para o
tratamento de cancer ou malignidades de células B.

45. Processo para a preparagao de um
composto de férmula (I) de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes de 2 a 36, caracterizado pelo fato de
que compreende:

(a) a reacao de um composto de férmula (II):

ORg

ou seu derivado protegido,

com um composto de férmula (III):

11
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HO-Rg (III)

ou seu derivado ativado,

em que o grupo Rg é conforme definido para Os
compostos de férmula (I),

ou seu derivado protegido; ou

(b) a conversao de um composto de férmula (TI)
ou seu sal em outro composto de fdérmula (I) ou outro
sal farmaceuticamente aceitavel dele; ou

(c) a desprotecdo de um composto de foérmula
(I) protegido.

46. Composigéao ou kit de partes,
caracterizada pelo fato de gue compreende: (1) um
composto de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
de 1 a 36, e (ii) um ou mais outros agentes
terapeuticamente eficazes.

47 . Composicdo ou kit de partes, de acordo
com a reivindicacdo 46, caracterizada pelo fato de que
o um ou mais outros agentes terapeuticamente eficazes
sdo selecionados do grupo de metotrexato, leucovorina,

adriamicina, prenisona, bleomicina, ciclofosfamida, 5-

fluorouracila, paclitaxel, docetaxel, vincristina,
vinblastina, vinorelbina, doxorubicina, tamoxifen,
toremifeno, acetato de megestrol, anastrozol,
goserelina, anticorpo monoclonal anti-HER2 (por

12
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exemplo, Herceptidm), capecitabina, cloridrato de
raloxifeno, inibidores de EGFR, inibidores de VEGF,
inibidores de proteassomo, inibidores de hsp90,
azatioprina, corticosterdides, ciclofosfamida,
ciclosporina A, FK506, Mycofenolate Mofetil, OKT-3,
ATG, anfotericina B, flucitosina, equinocandinas,
griseofulvina, um agente antifingico de imidazol ou

triazol.

13
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RESUMO

“DERIVADO 36-DES (3-METOXI-4-HIDROXICICLO-
EXIL)-36-(3-HIDROXICICLOEPTIL) DE RAPAMICINA; COMPOSTO;
COMPOSICAO FARMACEUTICA; METODO PARA O TRATAMENTO DE
CANCER E/OU MALIGNIDADES DE CELULAS B, INDUGAO OU
MANUTENCAO DE IMUNOSSUPRESSAO, TRATAMENTO DA REJEICAO
DE TRANSPLANTES, DOENCA DE ENXERTO VERSUS HOSPEDEIRO,
TRANSTORNOS AUTOIMUNES, DOENCAS DE INFLAMACAO, DOENCA
VASCULAR E  DOENCAS  FIBROTICAS, ESTIMULACAO DA
REGENERACAO NEURONAL OU TRATAMENTO DE  INFECCOES
FUNGICAS; USO DO COMPOSTO; PROCESSO PARA A PREPARACAO
DO COMPOSTO; E COMPOSICAO OU KIT DE PARTES”

A presente invencéo se refere a novos

derivados 36-des (3—-metdxi-4-hidroxicicloexil)-36-(3-
hidroxicicloeptil) de rapamicina, métodos para sua
produgdo e seus usos. Em um aspecto adicional, a

presente invencdo apresenta © uso desses derivados 36-
des (3-metdxi—-4-hidroxicicloexil)-36-(3-hidroxiciclo-

eptil) de rapamicina no tratamento de céncer e/ou
malignidades de células B, na induc¢do ou manutencdo de
imunossupressao, no tratamento da rejeigdo de
transplantes, doen¢ga de enxerto versus hospedeiro,
transtornos autoimunes, doencas de inflamac¢do, doenca
vascular e doengas fibréticas, estimulacgao da

regeneragao neuronal ou tratamento de infecgdes

fingicas.
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