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RESUMO
PROFARMACOS DE TRIPTOLIDO

A invencgdo proporciona compostos de férmula (I): ou um sal
dos mesmos. A invencdo também proporciona composicdes
farmacéuticas que compreendem um composto de fdérmula I,
processos para a preparacdo de compostos de férmula I,
intermedidrios Gteis para a preparacdo de compostos de férmula

I e métodos terapéuticos utilizando os compostos de férmula I.
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DESCRIGAO
PROFARMACOS DE TRIPTOLIDO

Antecedentes da Invencao

O cancro pancredtico ¢é uma doenga particularmente
agressiva e devastadora com uma taxa de sobrevivéncia de cinco
anos de menos de 5%. Nado existe nenhum tratamento farmacoldgico
atualmente disponivel que possa prolongar eficazmente a
sobrevivéncia dos pacientes. Em 2006, mais de 35.000 novos
casos de cancro pancredtico foram relatados com um nimero quase
igual sucumbindo a doenca. A resisténcia a apoptose foi
investigada como um fator chave na prevencdo da resposta em
pacientes a terapéuticas para tratar o cancro pancredtico e
outros cancros.

O triptdlido é um composto de ocorréncia natural obtido
a partir da planta Tripterygium wilfordii. O triptdlido é
conhecido como sendo Gtil no tratamento de doencas autoimunes,
rejeicdo de transplantes (imunossupressédo), e possui efeitos
anti-cancro e anti-fertilidade bem como outros efeitos
bioldgicos (Qui e Kao, 2003, Drugs R.D. 4, 1-18). O triptdlido
tem fortes efeitos antitumorais contra os tumores de
xenoenxertos (por exemplo, Yang et al. Mol. Cancer Ther, 2003,
2, 65-72). 0O triptdélido €& um agente anti-apoptdtico com
multiplos alvos celulares que se encontram implicados no
crescimento e metédstase do cancro. O triptdélido inibe a
ativacédo de NF-kB, induz a clivagem de bid, bloqueia a inducéo
do gene de sobrevivéncia p2l WAF1/“®' (Wang et al. Journal of
Molecular Medicine, 2006, 84, 405-415) e inibe a funcédo do fator
de transcricdo de choque térmico 1 (HSF1l) desta forma
suprimindo a expressdo do gene enddgeno Hsp70 (Westerheide et
al. 2006, Journal of Biological Chemistry, 281, 9616-9622). O
triptédlido também funciona como um potente inibidor da
angiogénese tumoral (He et al. 2010, Int. Journal of Cancer,
126, 266-278).



EP 2427467 B1

Existem vdrios mecanismos em células vivas que protegem
contra condig¢des adversas, incluindo células cancerosas. A
sintese de uma familia de proteinas referidas como proteinas
de choque térmico (HSPs) € um tal mecanismo protetor. HSPs
principais incluem HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 e HSPs menores.
As HSPs podem estar presentes na maioria dos compartimentos
intracelulares, com HSP70 encontrando-se primariamente
situada no citosol.

A expressédo desregulada de HSP70 é conhecida como estando
associada com varias doencas incluindo cancros. HSP70 é
abundantemente expressa em tumores malignos de varias origens
(Por exemplo: Hantschel et al. 2000, Cell Stress Chaperones,
5, 438-442), que tornam as células tumorais resistentes a
terapéutica e mau progndstico para o paciente (Fuqua et al.
1994, Breast Cancer Res, Tratamento 32, 67-71). A proteina de
choque térmico 70 (Hsp70) é conhecida como sendo regulada
positivamente e sobreexpressa em células cancerosas
pancredticas em comparacgdo com células normais. Além disso,
HSP70 tem um efeito protetor nas células cancerosas inibindo
a apoptose das células. A inibicdo de HSP70 em células
cancerosas pancredticas foi mostrada como aumentando a morte
celular apoptdtica destas células (Veja-se por exemplo
Aghdassi et al., Cancer Research, 67(2) p.616-625 (2007)). O
triptdlido foi mostrado como inibindo o crescimento e as
metédstases de tumor pancredtico em ratinhos. Foi também
mostrado que quando o triptdlido é utilizado em combinacdo com
radiacdo por ionizacdo o seu efeito terapéutico € potenciado
(Wang et al. Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 2006, 47, resumo
n.° 4.720 e Wang et al. Clin. Cancer Res. 2007, 13, 4891-4899).
Acredita-se que o efeito anti-cancro associado como triptdlido
ocorre como resultado da reducédo dos niveis da proteina HSP70
expressa em quantidades significativas por parte de células
cancerosas pancreaticas em comparacdo com células pancredticas
normais. Consequentemente, terapéuticas com triptdlido tém

sido de interesse no campo médico pelo seu tratamento potencial
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de cancros que sobreexpressam HSP70, incluindo cancro
pancredtico. Veja-se por exemplo, Phillips et al., Cancer
Research, 67(19), p.9%9407-16 (2007). O documento EP 1552829 Al
proporciona derivados de triptdlido hidrossoluveis tendo uma
atividade imunossupressora elevada, métodos para a preparacgio
de derivados de triptélido e a sua utilizacdo no tratamento de
doencgas correlacionadas com a imunossupressao. O documento WO
2008/014602 Al divulga que determinados quinolin-8-11
oximetilfosfatos sdo profarmacos para 8-hidroxiquinolinas
Utels como inibidores de CLKL.

Existem, no entanto, determinadas desvantagens
associadas coma administracdo de triptdélido e foram exploradas
diferentes solucbes para abordar estes problemas. Um problema
associado com o triptdlido nativo é que € insoluvel em solugao
aquosa. Outro problema associado com o triptdélido natural é a
pobre biodisponibilidade e efeitos secunddrios téxicos. Séo
conhecidos triptdlido, derivados de triptdlido e determinados
profarmacos tendo solubilidade melhorada e toxicidade
reduzida. Por exemplo, Dai et al. documento de patente U.S. N.°
6.548.537 descreve profarmacos de triptdlido tendo
solubilidade aumentada e toxicidade reduzida.

A fracdo fosfonooximetilo per se é conhecida na técnica
para fins de formacdo de compostos de profdrmaco de
determinados compostos farmacéuticos. Por exemplo, Krise et
al., J. Med. Chem., 42, pp.3094-3100 (1999) descreve a
preparagao de profarmacos de N-fosfonooximetilo de
determinados compostos para melhorar a solubilidade em &agua.

Néo obstante, os profarmacos devem possuir uma série de
propriedades de forma a serem Uteis em termos praticos. Por
exemplo, profarmacos desejadveis devem ser estdveis para
formulacao e administracéao. Adicionalmente, uma vez
administrado e presente no sistema do recetor, o profarmaco
deve ser ativado exitosamente. Além disso, tanto o profdrmaco
como © composto ativado devem ser compativeis com fluidos

bioldégicos, tais como plasma e homogeneizados teciduais. Em
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GUltima andlise, o composto ativado inicialmente administrado
em forma de profdrmaco deve ter o seu efeito terapéutico ou
farmacéutico desejado. Estes e outros fatores podem ser
dificeis de alcancar simultaneamente, ou equilibrar
coletivamente, com determinados tipos de compostos. Dentro do
contexto de compostos de triptdlido e profadrmaco de triptdlido
tem sido dificil alcancar uma solubilidade aquosa melhorada,
biodisponibilidade eficaz para formas farmacéuticas orais,
libertacdo in vivo mais répida de triptdélido e toxicidade
relativamente reduzida ou menor em combinacdo com uma inibicédo
significativa do crescimento de células cancerosas. Por
exemplo, veja-se Chassaing et al., Highly Water-Soluble
Prodrugs of Anthelminthic Benzimidazole Carbamates:
Synthesis, Pharmacodynamics and Pharmacokinetics, J. Med.
Chem., 51(5), pp. 1111-1114 (2008).

Sdo conhecidas formas de profdrmacos de succinato de
triptdlido, mas foram associadas com determinadas
desvantagens. Veja-se, por exemplo, Harrousseau et al.,
Haematologica 2008, 93(sl), 14 Resumo 0038 e Kitzen et al.
European Journal of Cancer 2009, 45, 1764-1772. Foil observada
conversédo incompleta e varidvel do profadrmaco de succinato de
triptdlido.

Como tal, existe uma necessidade nos campos médico e
farmacéutico de terapéuticas melhoradas para tratar cancros
incluindo cancros de tumores sdélidos agressivos, tais como
cancro da préstata. Existe também uma necessidade adicional de
administragdo melhorada ou pardmetros farmacocinéticos
melhorados ou toxicidade reduzida de tais terapéuticas. Existe
também uma necessidade de formas de profdrmaco de triptdlido
que tenham solubilidade melhorada ou que tenham libertacdo mais
rapida do triptdélido do composto ativo ou que tenham uma
libertacdo mais terapeuticamente eficaz do composto ativo
triptdlido ou de formas de profadrmaco de triptdlido com

biodisponibilidade melhorada.
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Sumario da Invencéao

Consequentemente, a invencdo proporciona um composto da

invengdo gque é um composto de férmula I:

O(CR'R20),P(O)OX),

em que:
cada R' é independentemente H, (C1_C¢)alqgquilo,
aril (C; Cg)alquilo- (Cs;-Cs)cicloalquilo ou arilo; e cada R? é
independentemente H, (C1-Cy) algquilo, aril(Ci-Cg)algquilo-—
(C3—-C4) cicloalquilo ou arilo; ou R' e R? em conjunto com o
atomo ao qual se encontram ligados formam um
(Cs—Cy)cicloalgquilo; em que qualgquer alquilo ou cicloalquilo
de R! ou Rzpode ser opcionalmente substituido com um ou mais
(por exemplo 1,2, 3, 4 ou 5) grupos selecionados a partir de
halo, (C1-Cg)alcoxi e NR*R’e em que qualquer arilo de R' ou
Rzpode ser opcionalmente substituido com um ou mais (por
exemplo 1, 2, 3, 4 ou 5) grupos selecionados a partir de halo,
(C1—-C4) algquilo, C;-C¢) alcoxi, NR?Rb, nitro e ciano;
R* e R” sdo cada um independentemente selecionados a partir
de H, (Ci;-Cg¢) alquilo, (Csz—Cs)cicloalquilo e arilo; ou R® and
Rbenlconjunto com 0 azoto ao qual se encontram ligados formam
um pirrolidino, piperidino, piperazino, azetidino,
morfolino, ou tiomorfolino;
nél, 2 ou3; e
cada X €& H;
ou um sal do mesmo.
A invencédo também proporciona uma composicdo farmacéutica
compreendendo um composto de férmula I, ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, em combinacdo com um

portador farmaceuticamente aceitéavel.
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A invencdo também proporciona um composto de férmula I,
ou um sal farmaceuticamente aceitédvel do mesmo para utilizacéo
em terapéutica médica.

A invenc¢do também proporciona um composto de férmula I,
ou um sal farmaceuticamente aceitédvel do mesmo para utilizacéo
num método para tratar o cancro (por exemplo tumores de cancro
pancredtico, carcinoma dos ductos biliares, neuroblastoma,
cancro do cdélon, cancro da mama, mieloma, cancro gastrico,
cancro do figado, glioblastoma, cancro ovarico, cancro
colorrectal, linfoma ndo Hodgkin, cancro pulmonar, cancro da
préstata, cancro pulmonar de células pequenas, cancro pulmonar
de células grandes, cancro renal, cancro esofdgico, cancro do
estdmago, cancro do colo do ttero ou linfoma) num mamifero (por
exemplo, um ser humano), compreendendo administrar um composto
de férmula I, ou um sal farmaceuticamente aceitéavel do mesmo,
ao mamifero (por exemplo, um ser humano).

A invencdo também proporciona um composto de férmula I,
ou um sal farmaceuticamente aceitéavel do mesmo para utilizacéo
no tratamento profildtico ou terapéutico do cancro (por
exemplo, tumores de cancro pancreatico, carcinoma dos ductos
biliares, neuroblastoma, cancro do cdélon, cancro da mama,
mieloma, cancro géstrico, cancro do figado, glioblastoma,
cancro ovarico, cancro colorrectal, linfoma ndo Hodgkin,
cancro pulmonar, cancro da préstata, cancro pulmonar de células
pequenas, cancro pulmonar de células grandes, cancro renal,
cancro esofdgico, cancro do estdmago, cancro do colo do utero
ou linfoma) .

A invencdo também proporciona a utilizacdo de um composto
de féormula I ou um sal farmaceuticamente aceitédvel do mesmo para
o fabrico de um medicamento para o tratamento do cancro (por
exemplo, tumores de cancro pancreatico, carcinoma dos ductos
biliares, neuroblastoma, cancro do cdélon, cancro da mama,
mieloma, cancro gastrico, cancro do figado, glioblastoma,
cancro ovarico, cancro colorrectal, linfoma n&do Hodgkin,

cancro pulmonar, cancro da préstata, cancro pulmonar de células
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pequenas, cancro pulmonar de células grandes, cancro renal,
cancro esofdgico, cancro do estdmago, cancro do colo do utero
ou linfoma) num mamifero (por exemplo, um ser humano).

A invencdo também proporciona um composto de férmula I,
ou um sal farmaceuticamente aceitédvel do mesmo para utilizacéo
num método para inibir o crescimento de células cancerosas num
cancro expressando HSP70 (por exemplo, cancro pancreéatico,
neuroblastoma, cancro da mama, cancro do cdlon, cancro
gédstrico, cancro hepadtico ou glioblastoma) num mamifero (por
exemplo, um ser humano) compreendendo administrar uma
quantidade eficaz inibitdéria de um composto de férmula I, ou
um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, ao mamifero (por
exemplo, um ser humano).

A invencdo também proporciona um composto de férmula I,
ou um sal farmaceuticamente aceitéavel do mesmo para utilizacéo
na inibigdo profildtica ou terapéutica do crescimento de
células cancerosas num cancro expressando HSP70 (por exemplo,
cancro pancreadtico, neuroblastoma, cancro da mama, cancro do
cdlon, cancro géastrico, cancro hepatico ou glioblastoma).

A invencdo também proporciona um composto de férmula I,
ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo para o fabrico
de um medicamento para a inibig¢do do crescimento de células
cancerosas expressando HPS70 (por exemplo, cancro pancreatico,
neuroblastoma, cancro da mama, cancro do c¢dlon, cancro
gastrico, cancro hepdtico ou glioblastoma) num mamifero (por
exemplo um ser humano) .

A invencdo também proporciona processos inovadores e
intermedidrios inovadores divulgados no presente documento que
sdo Uteis para preparar compostos de férmula I ou sais dos
mesmos, por exemplo, os descritos nos Esquemas 1-2.

Breve Descricdo das Figuras

A Figura 1l ilustra umdiagrama de reacdo quimica para preparar
o composto 1.
A Figura 2 ilustra um diagrama de reacdo quimica mostrando

triptdlido sendo derivado para o composto 1 e a subsequente
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clivagem enzimdtica - degradacédo quimica do composto 1 para
libertar triptdlido.

A Figura 3 1lustra a conversdo enzimdtica in vitro do
profadrmaco de triptdlido (composto 1 para triptdlido).

A Figura 4 ilustra os efeitos comparativos do triptdlido e
do profarmaco de triptdlido (composto 1) na viabilidade de
células MiaPaca-2 in vitro as 48 horas.

A Figura 5 ilustra os efeitos comparativos do triptdlido e
do profarmaco de triptdlido (composto 1) na viabilidade de
células Panc-1 in vitro as 24 horas e as 48 horas.

A Figura 6 ilustra os efeitos comparativos do triptdlido e
profarmaco de triptdlido (composto 1) na viabilidade de
células S2VP10 in vitro as 24 horas e as 48 horas.

A Figura 7 ilustra o crescimento tumoral num grupo de controlo
de ratinhos com cinco fotografias in situ e uma fotografia
de tumores ex vivo.

A Figura 8 ilustra o crescimento tumoral num grupo de
triptdlido de ratinhos com trés fotografias in situ e uma
fotografia de tumores ex vivo.

A Figura 9 ilustra o crescimento tumoral num grupo de
profarmaco de triptdlido (composto 1) de ratinhos com quatro
fotografias in situ e uma fotografia de tumores ex vivo.
A Figura 10 é uma fotografia da colecdo de tumores ex vivo
a partir da experiéncia in vivo mostrando tamanhos
comparativos de tumores para o grupo de controlo, grupo de
triptdlido e grupo de profadrmaco de triptdlido (composto 1).
A Figura 11 ilustra o peso tumoral comparativo (g) para oS
tumores do grupo de controlo, grupo de triptdlido e o grupo
de profédrmaco de triptdlido (composto 1) de ratinhos a partir
da experiéncia in vivo.

A Figura 12 ilustra o volume tumoral comparativo (cm?) para
0s tumores do grupo de controlo, grupo de triptdlido e o grupo
de profédrmaco de triptdlido (composto 1) de ratinhos a partir
da experiéncia in vivo.

A Figura 13 ilustra a andlise de sobrevivéncia de ratinhos
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tratados com o composto 1 e ratinhos de controlo.

A Figura 14 ilustra andlise de sobrevivéncia de ratinhos
tratados com o composto 1 e ratinhos de controlo.

A Figura 15 ilustra a carga tumoral (volume e peso) para 0sS
ratinhos tratados com o triptdélido do composto 1 e veiculo.
A Figura 16 ilustra a carga tumoral (volume e peso) para
ratinhos tratados com triptdélido do composto 1 e veiculo.
A Figura 17 ilustra a carga tumoral (volume e peso) para
ratinhos tratados com triptélido do composto 1 e veiculo.
A Figura 18 ilustra o volume tumoral para ratinhos tratados
com composto e veiculo.

A Figura 19 ilustra a viabilidade celular (Neuroblastoma N2a
e SKNSH) em presenca de triptdlido.

A Figura 20 ilustra a atividade de Caspase 3 na presencga de

triptdlido.
Descricdo Detalhada da Invengdao
Definicgbes
O termo " (Ci1-Cg)algquilo™ conforme utilizado no presente

documento refere-se a grupos alquilo tendo desde 1 até 6 4tomos
de carbono que sdo grupos lineares ou ramificados. Este termo
é exemplificado através de grupos tais como metilo, etilo,
n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo,
n-pentilo, neopentilo, e n-hexilo, e semelhantes.

O termo " (C;-Cs)alcoxi"™ conforme utilizado no presente
documento refere-se ao grupo (C1—-Cg)alquilO— onde
(C1—-Cs)alquilo é conforme definido no presente documento. Este
termo é exemplificado pelos grupos tais como metoxi, etoxi,
propoxi, isopropoxi, butoxi, isobutoxi, sec-butoxi, pentoxi,
3-pentoxi, ou hexiloxi, e semelhantes.

O termo " (C3-Cy)cicloalquilo™ conforme utilizado no
presente documento refere-se a um sistema de anel de
hidrocarboneto ciclico saturado ou parcialmente insaturado
compreendendo 3 a 7 4&tomos de carbono. Este termo é
exemplificado através de tais grupos como ciclopropilo,

ciclobutilo, <ciclopentilo, ciclohexilo, <c¢iclohexeno, ou
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cicloheptano, e semelhantes.

O termo "arilo" conforme utilizado no presente documento
refere-se a um radical fenilo ou um radical carbociclico
biciclico orto-fundido tendo cerca de nove a dez atomos de
carbono de anel nos quais pelo menos um anel é aromdtico. Este
termo ¢é exemplificado através de tais grupos como fenilo,
indanilo, indenilo, naftilo, 1,2-diidronaftilo and
1,2,3,4-tetraidronaftilo.

O termo M"arilo(Ci-Cg)algquilo-" conforme utilizado no
presente documento refere-se ao grupo arilo-(Ci-Cg)alquilo-
onde (C1-Cs)alguilo e arilo sdo conforme definidos no presente
documento. Este termo é exemplificado através de tais grupos
como benzilo e fenetilo e semelhantes.

Conforme wutilizado no presente documento, o termo
"compreender" significa os elementos citados, ou O seu
equivalente em estrutura ou fungdo, mais qualquer/quaisquer
outro(s) elemento(s) gue nédo é(sdo) citado(s). Os termos
"tendo" e "incluindo" devem também ser considerados como em
aberto a menos que o contexto sugira de outra forma. Termos tais
como "cerca", "geralmente", "substancialmente", e semelhantes
devem ser considerados como modificando um termo ou valor de
tal forma que ndo é um absoluto, mas nao figura na técnica
anterior. Tais termos serao definidos através das
circunsténcias e os termos que estes modificam sdo entendidos
por parte dos peritos na especialidade. Isto inclui no minimo
o0 grau de erro experimental esperado, erro de técnica, e erro
instrumental para uma determinada técnica utilizada para medir
um valor.

As frases T"quantidade terapeuticamente eficaz" e
"quantidade farmaceuticamente eficaz" s&o utilizadas no
presente documento, por exemplo, para significar uma
quantidade suficiente para reduzir ou inibir o crescimento de
células cancerosas in vivo apds administragdo a um mamifero
vivo. As frases pretendem referir a quantidade determinada como

sendo requerida para produzir o efeito fisioldgico pretendido

10
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e associado com o ingrediente ativo dado, conforme medido de
acordo com métodos e técnicas farmacocinéticos estabelecidos,
para a via de administracdo dada.

A frase "quantidade eficaz inibitéria™ conforme utilizada
em associagadao com a quantidade de composto ativo e composicao
da 1invencao pretende referir, por exemplo, propriedades
antitumorais exibidas conforme demonstrado utilizando
técnicas de ensaio de cultura celular padréao.

Conforme wutilizado no presente documento, o termo
"orofdrmaco" pretende referir um composto farmacéutico que
requer metabolismo adicional (incluindo mas nao limitado ao
figado) antes de se tornar biologicamente ativo.

Serd apreciado por parte dos peritos na especialidade que
compostos da invencdo tendo um centro quiral podem existir em,
e ser isolados, em formas oticamente ativas e racémicas. Alguns
compostos podem exibir polimorfismo. Deve ser entendido que a
presente invengdo abrange qualgquer forma racémica, oticamente
ativa, polimérfica, ou estereoisomérica, ou misturas das
mesmas, de um composto da invencdo, que possuem as propriedades
Uteis descritas no presente documento, sendo bem conhecido na
técnica como preparar formas oticamente ativas, por exemplo,
através da resolugdo da forma racémica por meio de técnicas de
recristalizacgédo, através de sintese a partir de materiais de
partida oticamente ativos, através de sintese quiral, ou
através de separacdo cromatografica utilizando uma fase
estaciondria quiral.

Um sal de um composto de fédrmula I pode ser Gtil como um
intermedidrio para isolar ou purificar um composto de férmula
I. Adicionalmente, a administracdo de um composto de fdérmula
I como um sal de 4cido ou base farmaceuticamente aceitéavel pode
ser adequada. Exemplos de sais farmaceuticamente aceitéaveis
sdo sais de adicédo de 4cido orgdnicos e sais inorgénicos.

Os termos "catido orgénico ou catido inorgénico" ou "sal
catidénico orgénico ou inorgénico" incluem catides organicos ou

catides inorgénicos (por exemplo sais metdlicos ou de aminas)

11
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que sao bem conhecidos na técnica e incluem fracgdes catidnicas
que podem formar uma associacdo idénica com as fragdes O no
composto e nao afetando significativamente adversamente as
propriedades desejadas do profdrmaco para fins da invencado. O
termo "catides organicos ou catides inorgénicos
farmaceuticamente aceitdaveis™ ou "sal orgadnico ou inorgénico
farmaceuticamente aceitavel" inclui os "catides orgdnicos ou
inorganicos" que s&o farmaceuticamente aceitédveis para
utilizacdo num mamifero e sdo bem conhecidos na técnica.

Catides orgdnicos ou catides inorgénicos incluem mas nao
estdo limitados a catides 1litio, sdédio, potédssio, magnésio,
cdlcio, Dbéario, =zinco, aluminio e amina. Catides de amina
incluem mas ndo estdo limitados a catides derivados a partir
de amoniaco, trietilamina, trometamina (TRIS),
trietanolamina, etilenodiamina, glucamina, N-metilglucamina,
glicina, lisina, ornitina, arginina, etanolamina, colina e
semelhantes. Numa forma de realizacdo, os catides de amina séo
catides em que X' é da foérmula YH' em que Y & amoniaco,
trietilamina, trometamina (TRIS), trietanolamina,
etilenodiamina, glucamina, N-metilglucamina, glicina, lisina,
ornitina, arginina, etanolamina, colina e semelhantes.

Numa forma de realizacgdo sais catidénicos orgdnicos ou
inorgédnicos adequados gque podem ser utilizados incluem fracgdes
catidénicas que podem formar uma associacdo idnica com as
fracbes O do composto e nédo afetando significativamente de
forma adversa as propriedades desejadas do profadrmaco para fins
da invencéo, por exemplo, solubilidade aumentada,
estabilidade, e libertacdo hidrolitica répida da forma do
composto ativo. Preferentemente, X é selecionado a partir de
Li*, K', or Na'. Mais preferentemente, X é Na' formando como tal
o sal dissdédico.

Sais farmaceuticamente aceitdveis podem também incluir
sais formados com adcidos que formam um anido fisiologicamente
aceitavel, por exemplo, tosilato, metanossulfonato, acetato,

citrato, malonato, tartarato, succinato, benzoato, ascorbato,
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co-cetoglutarato e a—glicerofosfato. Podem também ser formados
sais inorgédnicos adequados, incluindo sais de cloridrato,
sulfato, nitrato, bicarbonato e carbonato. Podem ser obtidos
sais, incluindo sais farmaceuticamente aceitédveis utilizando
procedimentos padrdo bem conhecidos na técnica, por exemplo
através da reacdo de um composto suficientemente béasico tal
como uma amina com um acido adequado proporcionando um anido
fisiologicamente aceitével.

A invencdo inclui tanto o &cido 1livre (por exemplo
—-OP (0) (OH),), como monossais (por exemplo -OP (0) (OH) (0-X")) e
dissais (por exemplo -OP(0) 0-X'),) dos compostos de férmula
I. O 4cido e o0s sais podem ser purificados através de uma
variedade de técnicas bem conhecidas na técnica tais como
cromatografia, seguida por liofilizagdo ou recristalizacéo.

Serd apreciado por parte dos peritos na especialidade que
um composto de férmula I em que X' € um catido orgdnico ou um
catido inorgdnico pode ser convertido num composto de férmula
I compreendendo um ou mais catides orgénicos ou inorgidnicos
diferentes. Uma tal conversédo pode ser alcancgada utilizando uma
variedade de técnicas e materiais bem conhecidos incluindo, mas
ndo limitados, a resinas de permuta idnica, cromatografia de
permuta idnica e cristalizacgdo seletiva.

Um valor especifico para R' é H ou (C;-Cg)alquilo.

outro valor especifico para R’ é H.

Um valor especifico para R' é (C1-Ce¢)alquilo.

Outro valor especifico para R' é metilo ou etilo.

Um valor especifico para R® é H ou (C;-C¢)alquilo.

Ooutro valor especifico para R® é H.

Um valor especifico para X' é H.

Outro valor especifico para X' é litio, sédio, potéssio,
magnésio, céalcio, bario, zinco ou aluminio.

Outro grupo especifico de compostos de férmula I séo
compostos em que X' é da férmula HY' em que Y & amoniaco,
trietilamina, trometamina, trietanolamina, etilenodiamina,

glucamina, N-metilglucamina, glicina, 1lisina, ornitina,
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arginina, etanolamina ou colina.

Outro valor especifico para X' é Li", K' or Na'.

Outro valor especifico para X' é Na'.

Um composto especifico de férmula I é sal dissdédico de
4-0-fosfonooximetiltriptdlido, sal dissdédico de
14-0O-fosfonooxietiltriptdlido ou sal dissdédico de
14-0-fosfonooxipropiltriptdlido, ou um sal do mesmo.

Um grupo especifico de compostos de fdérmula I sao

compostos de férmula Ia:

Ia

em que X' é um catido orgdnico ou catido inorganico
farmaceuticamente aceitével.
Outro grupo especifico de compostos de férmula I séo

compostos de férmula Ia:

Ia

z

em que X" é um catido orgdnico ou sal inorganico
farmaceuticamente aceitéavel.

Processos que podem ser utilizados para preparar
compostos de fdérmula I e intermedidrios Uteis para preparar

compostos de férmula I sdo mostrados no Esquema 1 e Esquema 2.
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Esguema 1

u%

1p2 -y
OCRIR?OP(O)(0Q), — OCR'R2OP(C)OXY),

em que Q & um grupo protetor tal como benzilo ou ferc-butile.

Esquema 2

OCR'R2SMe

Um composto de fédrmula I pode ser preparado através da

remoc¢cdao de um ou mais grupos protetores a partir de um composto

de fdérmula IA:
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OCR'R20P(0)(0QQ);

{1 & um grupo protetor {por exemplo benzilo au ferc-butiic}

LA

para proporcionar o correspondente composto de férmula I. Como
tal, o intermedidrio de férmula IA é Util para preparar um
composto de férmula T.

Um composto de férmula I pode também ser preparado através

da conversao do grupo —-SMe a partir de um composto de férmula
IB:

OCR'RZSMe

IB

num grupo -0P(0) (O X+), para proporcionar o correspondente
composto de férmula I. Como tal, o intermedidrio de férmula IB
é Uutil para preparar um composto de férmula I.

Um composto de férmula I pode também ser preparado através
da remogdo de um ou mais grupos protetores a partir de um

composto de fdérmula IC:
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O(CR1R20),P(0)(0Q);

Q & um grupo protetor {por exempio benzilo ou ferc-butilo}
IC

para proporcionar o correspondente composto de férmula I. Como
tal, o intermedidrio de férmula IC é Util para preparar um
composto de férmula I.

Um composto de férmula I pode também ser preparado através
da conversao do grupo —-SMe a partir de um composto de fédrmula
ID:

O{CRjR20)nCRR2SMe

m=1cu2

ID

num grupo -OP(0) (0 X'), para proporcionar o correspondente
composto de férmula I. Como tal, o intermedidrio de férmula ID
é Uutil para preparar um composto de férmula I.
Consequentemente, a invencdo proporciona um método:
a) para preparar um composto de fédrmula I compreendendo
desproteger um correspondente composto de férmula IA
portando um ou mais grupos protetores para proporcionar o
composto de fdérmula I.
b) para preparar um composto de fédrmula I compreendendo
converter o grupo —-SMe a partir de um composto de férmula IB
num grupo -0P(0) (O X+); para proporcionar o composto de
férmula I.
c) para preparar um composto de férmula I compreendendo

desproteger um correspondente composto de fdérmula IC
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portando um ou mais grupos protetores para proporcionar o
composto de férmula I.

d) para preparar um composto de fdérmula I compreendendo
converter o grupo —-SMe a partir de um composto de férmula ID
num grupo -0P (0) (O X+), para proporcionar o composto de
férmula T.

e) para preparar um sal de um composto de fdérmula I
compreendendo tratar um correspondente composto de férmula
I com um &cido (por exemplo um &acido orgadnico ou &acido
inorgdnico) ou base (por exemplo uma base alcali ou base
alcalina) para proporcionar o sal do composto de férmula I.
f) para converter um composto de férmula I em que um ou mais
X" é um sal orgdnico ou inorganico catidénico num composto de
férmula I em que um ou mais X' é um sal orgdnico ou inorganico
catidénico diferente.

O composto da invencgdo pode ser formulado em composicdes
farmacéuticas bem como através de combinagéo juntamente com um
portador farmaceuticamente aceitédvel. Podem ser preparadas
composicgdes farmacéuticas de acordo com compostos e técnicas
bem conhecidas prontamente disponiveis para os peritos no campo
farmacéutico. Para os fins da invencéao, o portador
farmaceuticamente aceitdvel pode ser dqualguer substéncia
compativel ou inerte convencional e prontamente disponivel
biologicamente que € quimicamente compativel com o ingrediente
farmacéutico ativo e ndo atenua significativamente o seuefeito
terapéutico pretendido apds formulacédo ou administracdo. Podem
ser preparados sais farmaceuticamente aceitédveis utilizando
procedimentos e técnicas padrdo bem conhecidos na técnica.

A forma sélida de um composto da invencdo pode ser uma
nanoparticula e como tal formulada como uma nanoparticula.
Consequentemente, a invencgdo proporciona nanoparticulas de um
composto de férmula I e composicgdes qgue compreendem
nanoparticulas de um composto de férmula I.

Os compostos de profarmaco de triptdlido da presente

invengdo podem ser formulados utilizando uma variedade de
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formulacgdes de excipientes e preparados em varias formas
farmacéuticas conforme descrito abaixo. As propriedades e
atributos quimicos associados com os compostos da invencéo
podem também proporcionar a preparacdo de uma forma
farmacéutica sélida oral da invencéo.

O composto da invencdo pode ser formulado como composicdes
farmacéuticas e administrado a um recetor numa série de formas
adequadas para a via ou sistema de administracdo particular
desejada. As vias de administracdo podem incluir mas estéao
limitadas a vias orais, vias parentéricas, vias intravenosas
(incluindo vias intravenosas através de injecdo por bombeio),
vias intramusculares, vias tdépicas incluindo gotas oculares,
vias subcutéaneas e vias mucosas. Os compostos da invencado podem
ser administrados sistemicamente, por exemplo por via oral, em
combinacdo com um portador farmaceuticamente aceitdavel tal
como um diluente inerte ou portador comestivel assimilével.
Como tal a composicédo farmacéutica compreendendo os compostos
da invencdo como o ingrediente ativo podem ser preparados numa
variedade de formas farmacéuticas. Por exemplo, as composicdes
podem ser encapsuladas em cdpsulas duras ou moles (por exemplo,
gelatina ou materiais capsulares derivados de vegetais). As
composigdes podem ser prensadas em forma de comprimido
ingerivel ou transmuscoso, trociscos, céapsulas, elixires,
suspensdes, xaropes, hdstias, supositdrios e semelhantes. A
quantidade de ingrediente ativo pode variar de acordo com a
quantidade de dosagem farmaceuticamente eficaz desejada.

Comprimidos, trociscos, pilulas, cédpsulas, e semelhantes
podem conter ingredientes adicionais tais como aglutinantes
(tais como goma de tragacanto, acéacia, amido de milho ou
gelatina); excipientes tais como fosfato dicalcico;
desintegrantes tais como amido de milho, amido de batata, acido
alginico, e semelhantes; lubrificantes (tais como estearato de
magnésio) que podem ser utilizados para técnicas de compresséo
de comprimidos, por exemplo; edulcorantes tais como sacarose,

frutose, lactose ou aspartame; e agentes aromatizantes tais
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como horteld-pimenta, gualtéria, cerejeira e semelhantes.
Ingredientes adicionais que podem ser incluidos em composicdes
da invencdo sdo manitol, ureia, dextranos e acgucares nao
redutores de lactose.

Quando a forma farmacéutica € uma cdpsula, pode conter um
portador liquido incluindo polietilenoglicol, &leo vegetal,
etc. Outros materiais que podem ser utilizados comdeterminadas
formas farmacéuticas incluem gelatina, cera, goma—-laca, agucar
e semelhantes. Formas de xarope ou elixir podem conter
sacarose, frutose como edulcorantes, metil e propilparabenos
como conservantes, agentes de coloracido e corantes, e agentes
aromatizantes.

Quando administradas por via intravenosa ou
intraperitoneal através de infusdo ou injecgdo, podem ser
preparadas solugdes do ingrediente ativo e dos seus sais em,
por exemplo, Agua ou solugdo salina contendo opcionalmente um
tensioativo ndo téxico. Podem ser preparadas dispersdes em
glicerol, polietilenoglicdis liquidos, triacetina, e misturas
dos mesmos e em Oleos. As condigdes de armazenamento podem
necessitar a inclusdo de um conservante de igual forma.

As formas farmacéuticas adequadas para injecdo ou infuséo
podem incluir solugdes aquosas ou dispersdes estéreis ou pds
estéreis compreendendo o ingrediente ativo que sao adaptadas
para a preparacdo extemporédnea de solugdes ou dispersdes
injetdveis ou infusiveis estéreis, opcionalmente encapsuladas
em lipossomas. Em todos os casos, a forma farmacéutica final
deve ser estéril, fluida e estdvel sob as condig¢bdes de fabrico
e armazenamento. O portador ou veiculo liquido pode ser um
solvente ou um meio de dispersdo compreendendo, por exemplo,
agua, etanol, um poliol (por exemplo, glicerol,
propilenoglicol, polietilenocglicdis liquidos e semelhantes),
6leos vegetails, ésteres glicerilicos ndo tdéxicos, e misturas
adequadas dos mesmos. A fluidez apropriada pode ser mantida,
por exemplo, através da formagdo de lipossomas, através da

manutencdo do tamanho de particula adequado no caso das
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dispersdes ou através da utilizacdo de tensioativos. A
prevencao da acao de microrganismos pode ser ocasionada por
vadrios agentes antibacterianos e antifungicos, por exemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, &cido sdérbico, timerosal e
semelhantes. Em muitos casos, serd preferivel incluir agentes
isoténicos, por exemplo, acucares, tampdes ou cloreto de sdédio.
A absorcédo prolongada das composicgdes injetdveis pode ser
provocada através da utilizacdo nas composicgdes de agentes
atrasando a absorcdo, por exemplo, monoestearato de aluminio
e gelatina.

Solugdes estéreis injetdveis sdo preparadas através da
incorporagdo do composto ativo na quantidade necessaria no
solvente apropriado com varios dos outros ingredientes
enumerados acima, conforme requerido, seguido por
esterilizacdo através de filtro. No caso de pds estéreis para
a preparacédo das solugdes injetdveis estéreis, os métodos de
preparagdo preferidos s&o as técnicas de secagem por VACUO €
secagem por congelacdo, que proporcionam um pd do ingrediente
ativo mais qualquer ingrediente desejado adicional presente
nas solugdes previamente esterilizadas por filtracdao.

Consequentemente, a invencdo inclui a preparacdo estéril
de um composto da invencdo. A 1invencdo também inclui
preparagdes ndo estéreis de um composto da invengdo.

Formas farmacéuticas injetédveis ou infusiveis podem
incluir solucgdes ou dispersdes aquosas estéreis ou pds estéreis
compreendendo os compostos ativos da invengao preparados para
formulacédo extemporénea. Portadores liquidos podem incluir
solventes ou meios de dispersdo liquidos compreendendo agua,
etanol, um poliol (por exemplo, glicerol, propilenoglicol,
polietilenoglicdis), e semelhantes. Podem ser adicionados
varios agentes para inibir ou ©prevenir a atividade
antimicrobiana, tais como parabenos, clorobutanol, fenol,
dcido sdérbico, timerosal e semelhantes.

Compostos e composicgdes da invencao podem ser

administrados como uma dose Unica ou em intervalos de doses
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miltiplas. A quantidade de dosagem, forma farmacéutica, via de
administracdo, e os ingredientes de formulacdo particulares
podem variar correspondendo a concentracdo de plasma desejada
e farmacocinéticos envolvidos. Um aspeto significativo da
invencdo € qgue os compostos particulares da invencdo podem
proporcionar uma via de administracéo de forma farmacéutica
oral melhorada e eficaz em virtude das caracteristicas e
propriedades associadas com a estrutura do composto inventivo
e localizacao dos substituintes.

Para administracdo todpica, serd geralmente desejavel
administrar os compostos da invencdo na pele como composigdes
ou formulacdes, em combinacao com um portador
dermatologicamente aceitédvel, gque pode ser um sdélido ou um
liquido.

Portadores sélidos Uteis incluem sdélidos finamente
divididos tais como talco, argila, celulose microcristalina,
silica, aluminio e semelhantes. Portadores liquidos uteis
incluem agua, &dlcoois ou glicdis ou misturas de
dgua-alcool/glicol, nas gquais os presentes compostos podem ser
dissolvidos ou dispersos a niveis eficazes, opcionalmente com
o auxilio de tensiocativos ndo tdéxicos. Adjuvantes tais como
fragrancias e agentes antimicrobianos adicionais podem ser
adicionados para otimizar as propriedades para uma utilizacéo
determinada. As composicdes liquidas resultantes podem ser
aplicadas a partir de compressas absorventes, utilizadas para
impregnar ligaduras e outros curativos, oupulverizadas na area
afetada utilizando pulverizadores de tipo bomba ou aerossol.

Espessantes tais como polimeros sintéticos, 4acidos
gordos, sais e ésteres de 4acidos gordos, &lcoois gordos,
celuloses modificadas ou materiais minerais modificados podem
também ser empregues com portadores liquidos para formar
pastas, géis, pomadas, sabdes, e semelhantes extensiveis, para
aplicacdo diretamente a pele do utilizador.

Exemplos de composicdes dermatologicamente uUteis que

podem ser utilizadas para administrar os compostos de fdérmula
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I a pele sdo conhecidos na técnica. Por exemplo, veja—-se Jacquet
et al. (documento de Patente U.S. N.° 4.608.392), Geria
(documento de Patente U.S. N.° 4.992.478), Smith et al.
(documento de Patente U.S. N.° 4.559.157) e Wortzman (documento
de Patente U.S. N.° 4.820.508).

Podem ser determinadas dosagens uteis dos compostos de
férmula I através da comparacdo da sua atividade in vitro, e
atividade in vivo emmodelos animais. Sdo conhecidos na técnica
métodos para a extrapolacdo de dosagens eficazes em ratinhos,
e outros animais, a seres humanos; por exemplo, veja-se o0
documento de patente U.S. N.° 4.938.949.

A quantidade do composto, ou um sal ou derivado ativo do
mesmo, necessaria para utilizacgdo no tratamento variard nado sé
com o sal particular selecionado mas também com a via de
administracdo, a natureza da condig&o a ser tratada, e a idade
e condigédo do paciente e serd em ultimo caso ao critério do
profissional médico ou clinico assistente.

Em geral, no entanto, uma dose adequada encontrar-se—-4 no
intervalo de desde cerca de 3 até cerca de 100 pg/kg de peso
corporal por dia (por exemplo desde cerca de 6 até cerca de 96
ng/kg de peso corporal por dia ou desde cerca de 6 até cerca
de 48 pg/kg de peso corporal por dia, ou desde cerca de 6 até
cerca de 24 ng/kg de peso corporal por dia, ou desde cerca de
12 até cerca de 24 ng/kg de peso corporal por dia).

O composto encontra-se convenientemente formulado em
forma farmacéutica unitéria; por exemplo, contendo desde cerca
de 80 pg até cerca de 8000 ng, convenientemente desde cerca de
480 pg até cerca de 7680 pg, convenientemente desde cerca de
480 ng até cerca de 3840 ug, e convenientemente desde cerca de
960 ng até cerca de 1920 pug. Numa forma de realizacédo, a invengao
proporciona uma composigcao compreendendo um composto da
invencdo formulado numa tal forma farmacéutica unitaria.

A dose desejada pode ser convenientemente apresentada
numa dose Unica ou como doses divididas administradas em

intervalos adequados, por exemplo, como duas, trés, quatro ou
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mais sub-doses por dia. A sub-dose em si pode ser adicionalmente
dividida, por exemplo, num numero de administrac¢des discretas
livremente espacadas; tais como inalac¢des maltiplas a partir
de um insuflador ou através da aplicacédo de uma pluralidade de
gotas no olho.

Os compostos da invencdo podem também ser administrados
em combinag¢do com outros agentes terapéuticos, por exemplo,
outros agentes que sdo Uteis para o tratamento do cancro (por
exemplo cancro pancreatico, cancro ovarico, cancro
colorrectal, linfoma ndo Hodgkin, leucemia, leucemia mieloide
aguda e crénica, neuroblastoma, carcinoma da tiroide,
osteossarcoma, cancro da mama, cancro da préstata, cancro
esofdgico, cancro da bexiga, carcinoma géastrico, cancro
urotelial, glioblastoma multiforme, cancro do cdlon, cancro do
colo do Utero, fibrossarcoma, carcinoma de células escamosas,
mieloma multiplo, colangiocarcinoma, cancro pulmonar de
células nédo pequenas) como um sensibilizador de radiagédo para
células cancerosas, doencas inflamatdérias, doencas
reumdticas, doencas autoimunes, doenca poligquistica renal,
nefrite, sobrevivéncia de transplante de enxertos (rim,
coragdo), hipertensao pulmonar, inflamac¢é&o pulmonar, fibrose
pulmonar, neuroprotecéao, isquemia cerebral/lesédo por
reperfusdo, Parkinsonismo e llceras da cérnea. Exemplos de tais
agentes incluem 5-fluorouracilo, TRAIL (ligando indutor da
apoptose relacionado com TNF), anticorpos ativadores de
DR-4/5, ciclofosfamida, hidroxidaunorrubicina
(doxorrubicina), oncovina (vincristina), paclitaxel,
doxetaxel, cisplatina, carboplatina, CPT-11, Dbortezimib e
prednisona-prednisolona. Consequentemente, numa forma de
realizacdo a invencdo também proporciona uma composicdo
compreendendo um composto de férmula I, ou um sal
farmaceuticamente aceitédvel do mesmo, ou pelo menos um outro
agente terapéutico, e um diluente ou portador
farmaceuticamente aceitavel. A invencgdo também proporciona um

kit compreendendo um composto de fdérmula I, ou um sal
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farmaceuticamente aceitédvel do mesmo, ou pelo menos um outro
agente terapéutico, material de embalagem, e instrucgdes para
administrar o composto de férmula I ou o sal farmaceuticamente
aceitédvel do mesmo e o0 outro agente ou agentes terapéutico (s)
a um animal (por exemplo mamifero) para tratar o cancro (por
exemplo cancro pancreatico, cancro ovarico, cancro
colorrectal, linfoma ndo Hodgkin, leucemia, leucemia mieloide
aguda e <crénica, neuroblastoma, carcinoma da tiroide,
osteossarcoma, cancro da mama, cancro da préstata, cancro
esofdgico, cancro da bexiga, carcinoma géastrico, cancro
urotelial, glioblastoma multiforme, cancro do cdlon, cancro do
colo do uUtero, fibrossarcoma, carcinoma de células escamosas,
mieloma maltiplo, colangiocarcinoma, cancro de pulmido de
células ndo pequenas), uma doenca inflamatdria, uma doencga
reumatica, uma doenca autoimune, uma doenca renal
poliquistica, nefrite, sobrevivéncia de transplante de
enxertos (rim, coracdo), hipertensdo pulmonar, inflamacéo
pulmonar, fibrose pulmonar, neuroprotecao, isquemia
cerebral/lesdo por reperfusdo, Parkinsonismo, ulceras da
cérnea ou colite. Noutra forma de realizagdo a invengdo também
proporciona um kit compreendendo um composto de férmula I, ou
um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, ou pelo menos um
outro agente terapéutico, material de embalagem, e instrucdes
para administrar o composto de férmula I ou o sal
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo e o outro agente ou
agentes terapéutico(s) a um animal (por exemplo mamifero) para
sensibilizar células cancerosas, revestir stents (eluicdo do
farmaco), reparacdo da coluna espinal, ou para utilizacdo em
contracecdo masculina e feminina em animais. Os seguintes
documentos referem-se a triptédlido em combinacdo com outros
agentes terapéuticos (1. Chen, Y. W. et al., Anticancer Drugs,
2010, 21(5), 502-13. 2. Xu B. et al., Cancer Lett., 2010,
291(2), 200-208. 3. Borja-Cacho, D. et al., J. Gastrointest.
Surg., 2010, 14(2), 252-60. Westfall S. D. et al., A
quimioterapia, 2008, 54(1), 67-76. 4. Tang X. Y. et al.,
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Postgrad. Med. J., 2007, 83(979), 338-43. 5. Panichakul T. et
al., Anticancer Res. 2006, 26(1A), 259-65. 6. Pediatr. Blood
Cancer, 2008, 51(6) :754-97. Matsui et al. Oncogene, 2008, 27,
4603-4614. 7. Chang et al., The Journal of Biological
Chemistry, 2001 276 2221-2227. 8. Westfall et al.,
Chemotherapy, 2008, 54(1), 67-76. 9. Carter et al., Blood,
2008, vVol. 111, N° 7, pp. 3742-3750. 10. Yang, Int. J. Mol. Med.
2008, 22(4), 489-96. 11. Fidler et al., Molecular Cancer
Therapeutics, 2003, 2, 855).

Um aspeto importante da invencdo é que os compostos da
invencdo proporcionam combinacdes desejidveis de propriedades
farmacocinéticas, propriedades fisicas e vantagens
terapéuticas em comparacdo com outras formas de profdrmaco de
triptélido. Os compostos de profdrmaco de triptdlido da
invencdo exibem combinacdo desejavel de atributos incluindo
estabilidade quimica, estabilidade potenciada, e libertacéao
metabdlica répida do triptdlido ativo a partir da forma de
profarmaco. Coletivamente, estas propriedades proporcionam
efeitos terapéuticos anti-cancro melhorados. Tais efeitos
incluem a inibigdo eficaz de células cancerosas pancredticas
através da inibicédo dos efeitos protetores proporcionados por
parte de HSP70 no interior das células e resisténcia a apoptose
e tratamentos.

A via qgquimica da clivagem metabdlica e enzimética do
profarmaco de triptdélido do Exemplo 1 é mostrada na Figura 2.
O triptdlido do composto nativo de partida (forma de nao
profadrmaco) tem caracteristicas de solubilidade em 4&gua
pobres. O composto preparado do Exemplo 1 exibe um elevado nivel
de solubilidade. Quando sujeito a clivagem e metabolismo
enzimdticos, o composto do Exemplo 1 liberta finalmente a forma
ativa do composto de triptdlido.

Os compostos e composicgdes da invencdo podem ser empregues
como um método de tratamento de cancros de tumor sdlido num
mamifero com necessidade de tal tratamento compreendendo

administrar uma qguantidade farmaceuticamente eficaz de um
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composto conforme descrito acima como o ingrediente ativo.
Conforme utilizado no contexto de métodos de tratamento, O
termo "mamifero"™ inclui seres humanos.

O composto e composigcdo da invencdo podem ser eficazes
para inibir o crescimento de células cancerosas in vitro e in
vivo de cancros expressando HSP70. Exemplos de cancros
expressando HSP70 incluem cancro pancredtico, cancro da mama,
cancro pulmonar, cancro neuronal, leucemia, neuroblastoma,
cancro do <c¢dlon, cancro gastrico, cancro do figado e
glioblastoma.

Consequentemente, numa forma de realizacgdo, a invencao
inclui a inibicdo de uma populacdo de células cancerosas
exibindo sobreexpressdo da proteina de choque térmico HSP70
através da administracdo de um composto de férmula I. E de
importancia especifica para a invencdo o efeito de inibicéo
celular eficaz sobre células de cancro pancredtico expressando
HSP70, tais como <células Mia-Paca, Panc-1 e S2VP10.
Consequentemente, noutra forma de realizacdao a invencao
proporciona um composto de  férmula I, ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo para utilizacdo num
método de tratamento de um cancro S2 (por exemplo um cancro
S2VP10 ou S2013) num mamifero (por exemplo um ser humano)
compreendendo administrar um composto de fdérmula I, ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, a um mamifero (por
exemplo um ser humano) .

Tanto em sistemas mamiferos in vitro e vivos, a enzima
fosfatase alcalina converte o composto do Exemplo 1 na forma
de triptdlido ativo conforme demonstrado nos exemplos do
presente documento. A semivida de hidrélise enzimdtica (t'/?)
para o composto do Exemplo 1 indica uma taxa de conversao
relativamente rapida e, consequentemente, libertacdo mais
rdpida da forma terapeuticamente ativa do composto.

O triptdlido é utilizado para tratar uma variedade de
doencgas tais como doencas inflamatdrias. O triptdlido também

foi dimplicado como um agente terapéutico para tratar uma
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variedade de doencgas. Estas doengas incluem cancro (por exemplo
cancro pancredtico, carcinoma dos ductos biliares,
neuroblastoma, cancro do cdlon, cancro da mama, mieloma, cancro
gastrico, cancro do figado, glioblastoma, cancro ovarico,
cancro colorrectal, linfoma ndo Hodgkin, cancro pulmonar,
cancro da prdstata, cancro pulmonar de células pegquenas, cancro
pulmonar de células grandes, cancro renal, cancro esofdgico,
cancro do estbdmago, cancro do colo do utero, tumores de
linfoma), doencas autoimunes, rejeicdo de transplante, doenca
poliquistica renal, doengas inflamatdrias, asma, artrite
reumatoide, lupus eritematoso sistémico e nefrite. O
triptdlido foi também discutido no revestimento de stents
(eluicdo do farmaco), reparacdo da coluna espinal, colite, e
contracecgdo em animais machos e fémeas. Consequentemente, a
invengdo inclui mas ndo estd limitada a utilizagdo dos
compostos de féormula I para tratar doencas incluindo cancro
(por exemplo cancro pancredtico, carcinoma dos ductos
biliares, neuroblastoma, cancro do cdélon, cancro da mama,
mieloma, cancro géstrico, cancro do figado, glioblastoma,
cancro ovarico, cancro colorrectal, linfoma ndo Hodgkin,
cancro pulmonar, cancro da préstata, cancro pulmonar de células
pequenas, cancro pulmonar de células grandes, cancro renal,
cancro esofdgico, cancro do estdmago, cancro do colo do utero,
tumores de linfoma), doencas autoimunes, rejeicao de
transplante, doencga poliquistica renal, doencas
inflamatérias, asma, artrite reumatoide, lupus eritematoso
sistémico e nefrite. Os compostos de férmula I podem também ser
utilizados para revestir stents (eluigcdo do farmaco),
reparacdo da coluna espinal, colite, e contracecado em animais
machos e fémeas.

Os seguintes documentos encontram-se orientados ao
triptélido e cancro (1. AML: Carter et al., Blood, 2008, 111(7),
3742-3750. 2. Carcinoma anaplédsico da tiroide: Mol Pharmacol.,
2009, 75(4), 812-9. 3. Cancro da bexiga: Yang et al. Mol. Cancer
Ther., 2003, 2(1), 65-72. 4. Melanoma Bl6: Yang et al. Mol.
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Cancer Ther. 2003, 2(1), 65-72. 5. Cancro da mama: Liang et al.,
Cancer Letters, 270¢2), 2008, 337-341. Liu et al.,
Phytomedicine, 2009, 16(11), 1006-1013. 6. Cancro do colo do
Utero: Wang et al., J. Mol. Med., 2006, 84(5),405-15. 7.
Colangiocarcinoma: Tengchaisri et al., Cancer Letters, 1998,
133(2), 169-175. 8. CML: Lou et al., Leukemia and Lymphoma,
2004, 45, 373-376. 9. Célon: Tang et al., Postgraduate Medical
Journal 2007, 83, 338-343. 10. Cancro do esdéfago: Boult et al.,
B. J. Cancer, 2008, 89, 1985-92. 11. Fibrossarcoma: Kiviharju
et al., Clinical Cancer Research, 2002, 8, 2666-2674. 12.
Miyata et al., Biochem. Biophis. Res. Commun., 2005, 336(4),
1081-6. 13. Cancro gastrico: Jiang., Oncogene, 2001,20(55),
8009-18. 14. Yang et al. Mol. Cancer Ther. 2003, 2(1), 65-72.
15. Glioblastoma Multiforme: Lin et al., J. Int. Med. Res.,
2007, 35(4), 490-6. 16. Kapoor, Int. J. Mol. Med., 2008, 22 (4),
489-96. 17. Células Epiteliais Prostdticas Humanas: Kivihariju
et al., 2002., Clinical Cancer Research, 8, 2666-2674. 18.
Leucemias incluindo AML: Carter et al., Blood, 2006, 108(2),
630-7. 19. Mieloma multiplo: Yinjun et al., Leuk. Res. 2005
29(1), 99-105. 20. Neuroblastoma: Antonoff et al., Surgery,
2009, 146(2), 282-90.

21. Linfoma ndo Hodgkin: Zhang et al., Acta Pharmacologica
Sinica, 2006, 27, 1438-1446¢6.

22 . Cancro pulmonar de células ndo pequenas: Chang et al., The
Journal of Biological Chemistry, 276, 2221-2227. 23.
Osteossarcoma: Wang et al., Pediatr. Blood Cancer. 2008, 51 (6),
754-9. 24 . Cancro ovarico: Westfall et al., Chemotherapy, 2008,
54 (1), 67-76. 25. Cancro pancreatico: Wang et al., J. Mol. Med.
2006, 84(5), 405-15., Zhou et al., World J., Gastroenterol,
2008, 14(10), 1504-1509., Wang et al. Clincal Cancer Research
2007, 13, 4891., Phillips, Saluja et al., Cancer Res., 2007,
67(19), 9407-16.

Carcinoma de células escamosas; Miyata et al., Biochem.
Biophis. Res. Commun., 2005, 336(4), 1081-6. 26. Carcinoma da
tiroide: Zhu et al., Oncol Rep., 2009, 22(6), 1397-401. 27.

29



EP 2427467 B1

Cancro do colo do Utero: Miyata et al., Biochem. Biophis. Res.
Commun., 2005, 336(4), 1081-6. 28. Cancro urotelial: Matsui et
al., Oncogene, (2008) 27, 4603-4614).

Os seguintes documentos encontram-se orientados ao
triptdélido e doencgas para além do cancro (1. Doencas maltiplas:
D Qui et al., Drug R & D, 2003, 4, 1-16.
2. Transplante de 6rgdos: Chen, Leukemia and Lymphoma, 2001,42,
253-256.
3.Transplante renal: Zhang et al., Journal of
Ethnopharmacology, 2009, 125(1), 41-46. 4. Sobrevivéncia de
transplante de enxertos (pele): Yang et al. Int. J.
Immunophamac., 1992, 14, 963-969. 5. Doenca de enxerto contra
hospedeiro: Chen et al, Transplantation, 2000, 70, 1442-1447.
6. Doencas inflamatérias e autoimunes: P.E. Lipsky et al.,
Seminars in Arthritis and Rheumatism, 1997, 5, 713-723. 7.
Encefalomielite autoimune: Kizelsztein et al. Journal of
Neuroimmunology, 2009, 217, 28-37. 8. Isquemia cerebral/leséo
por reperfusao: Weil et al., Neural Regeneration Research, 2007,
2(3), 156-61. 9. Colite: Weil et al., Clin. Immunol. 2008, 129,
211-218. 10. Contracecédo em machos e fémeas: Hikim et al.,
Journal of Andrology, 2000, 21.431-437., Huynh et al., Journal
of Andrology, 2000, 21, 689-699., Wang et al., Asian Journal
of Andrology, 1999, 1, 121-125., Lue et al., Journal of
Andrology, 1998, 19, 479-486. 11. Ulcera da cérnea: Lu et al.
Investigative Ophthalmology and Visual Science. 2006, 47,
3796-3800. 12. Inflamacao pulmonar: Krishna, et al., 2001, Am.
J. Pathol., 2001, 158(3), 997-1004. 13. Nefrite: Tao et al.,
Arthritis Rheum. 2008, 58(6), 1774-83. 14. Parkinsonismo e
neuroprotegdo: zZhou et al., Neurobiology of Disease, 2005, 18,
441-449, 15. Doenca poliquistica renal (PKD) : Leuenroth et al.,
PNAS, 2007, 104,4389-4394. 16. Reparacao da coluna espinal: Su
et al., Glia 2010, 58, 901-915. 17. Revestimento de stents: Q.
Luo 2005, pedido de Patente 20050043788).

A invencdo serad em seguida ilustrada através dos seguintes

Exemplos nao limitantes.
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Exemplo 1: Sintese de sal dissddico de

14-0-fosfonooximetiltriptdlido (composto 1).

A uma solucéo de éster dibenzilico de
14-0O-fosfonooximetiltriptdlido (50 mg, 0,08 mmol) em
tetrahidrofurano (5 ml) foi adicionado palddio sobre carbono
(10%, 10 mg) . A mistura foi agitada a temperatura ambiente sob
hidrogénio (1 atm) durante um periodo de 3 horas. O catalisador
foi removido por meio de filtracdo através de CELITE™, e o
filtrado foi tratado com uma solucdo de hidrato de carbonato
de sédio (8,9 mgem 3ml de dgua, 0,076 mmol) . O tetrahidrofurano
foi evaporado sob pressédo reduzida e a solucédo de dgua residual
foi extraida com éter (3x3 ml). A camada aquosa foli evaporada
até a secura e o sdlido resultante fol seco durante a noite in
vacuo, lavado com éter e novamente seco In vacuo para
proporcionar sal dissddico de 14-0O-fosfonooximetiltriptdlido
(35 mg, rendimento de 90%) como um pd branco. 'H RMN (400 MHz,
D,0) 0,81 (d, 34, J=¢6,8 Hz), 1,00 (d, 3H, J =6,8 Hz), 1,03
(s, 3H), 1,35 (m, 1H), 1,50 (m, 1H), 2,00 (dd, 1H, J1= 14,7 e
J, = 13,4 Hz), 2,08-2,61 (m, 4H), 2,85 (m, 1H), 3,63 (d, 1H,
J=25,5Hz), 3,81 (d, 1, J = 3,1 Hz), 3,86 (s, 1lH), 4,12 (d,
1H, J = 3,1 Hz), 4,92 (m, 2H), 5,07 (m, 2H) ppm; ~C RMN (100
MHz, D,0): o 12,9, 16,0, 16,3, 16,5, 22,3, 25,5, 28,9, 35,2,
39,8, 55,4, 56,1, 61,0, 61,5, 65,1, 65,5, 71,9, 77,6, 91,7,
123,8, 164,2, 177,3 ppm; HRMS calculado para (C;1H;s0:0P) m/z
necessaria [M+1]" 469,1264, m/z encontrada 469,1267.
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Preparagéao de éter dibenzilico de
14-0-fosfonooximetiltriptdlido
Etapa 1:

Uma solucdo de triptdlido (100 mg, 0,29 mmol) em &cido
acético (5 ml, 87,5 mmol) e anidrido acético (1 ml, 10,5 mmol)
em DMSO (1,5 ml, 21,4 mmol) foi preparada e agitada a
temperatura ambiente durante um periodo de 5 dias para
proporcionar o intermedidrio 14-O-metiltiometiltriptdlido. A
mistura de reacdo foi entdo vertida em &agua (100 ml) e
neutralizada com NaHCOs; sdélido, adicionado em porgdes. A
mistura foi extraida com acetato de etilo (50 ml x 3), e o
extrato orgdnico combinado foi seco sobre sulfato de sddio
anidro e concentrado para fornecer o produto como um 6leo.
Cromatografia de gel de silica flash (3:2 hexano/acetato de
etilo) proporcionou 14-O-metiltiometiltriptdlido a 52% (60 mg)
como uma espuma branca. 'H RMN (400 MHz, CDCls): & 0,82 (d, 3H,
J=%6,8 Hz), 1,00 (d, 3H, J = 6,8 Hz), 1,09 (s, 3H), 1,20 (m,
1H), 1,59 (m, 1H), 1,93 (dd, 1H, J,= 14,7 e J, = 13,4 Hz), 2,19
(s, 3H), 2,10-2,42 (m, 4H), 2,68 (m, 1H), 3,24 (d, 1H, J = 5,5
Hz), 3,51 (d, 1H, J = 3,1 Hz), 3,67 (s, 1H), 3,79 (d, 1H, J =
3,1 Hz), 4,68 (m, 2H), 4,93 (d, 1H, J =11,8 Hz), 5,07 (d, 1H,
J=11,8 Hz) ppm; °C RMN (100 MHz, CDCls;): & 13,6, 14,8, 16,8,
17,0, 17,1, 23,4, 26,3, 29,5, 35,8, 40,4, 54,5, 55,0, 58,0,
61,5, 63,9, 64,4, 69,9, 75,8, 76,7, 125,5, 160,2, 173,2 ppm;
HRMS calculado para (C,»H;506SNa) m/z necessaria [M+Na]’
443,1505, m/z encontrada 443,1507.

Etapa 2:

Uma solucgédo de 14-O-metiltiometiltriptdlido (50 mg, 0,12
mmol) em cloreto de metileno seco (2 ml) sob uma atmosfera de
N, foi combinada com crivos moleculares 4A ativados em pd (50
mg), seguido pela adigdo de uma mistura de fosfato dibenzilico
(40 mg, 0,14 mmol) e N-iodosuccinimida (32 mg, 0,14 mmol) em
tetrahidrofurano (2 ml). A mistura de reacdo foi agitada a
temperatura ambiente durante um periodo de 5 h, filtrada, e

diluida com cloreto de metileno (20 ml). A solucgdo resultante
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foi lavada com uma solucdo de tiossulfato de sdédio (2 ml,
solugdo a 1M), uma solucdo saturada de bicarbonato de sédio,
salmoura, seca sobre sulfato de sdédio, filtrada, e concentrada
in vacuo. O residuo olecoso foi purificado através de
cromatografia flash em gel de silica (1:2 hexano/acetato de
etilo) para dar éster dibenzilico
deld-0O-fosfonooximetiltriptdlido (62 mg, rendimento de 80%)
como uma espuma branca. 'H RMN (400 MHz, CDCls): & 0,72 (d, 3H,
J=6,8 Hz), 0,89 (4, 3H, J = 6,8 Hz), 1,05 (s, 3H), 1,27 (m,
1H), 1,48 (m, 1H), 1,82 (dd, 1H, J = 14,7 e J, = 13,4 Hz),
2,03-2,35 (m, 4H), 2,64 (m, 1H), 3,14 (d, 1H, J = 5,5 Hz), 3,46
(d, 1H, 0 = 3,1 HZ), 3,65 (s, 1H), 3,76 (d, 1H, J = 3,1 Hz),
4,65 (m, 2H), 5,02 (m, 4H), 5,27 (m, 1H), 5,47 (m, 1H), 7,34
(m, 10H) ppm; °C RMN (100 MHz, CDCls): & 13,6, 16,8, 17,0, 23,3,
26,2, 29,62, 29,67, 35,7, 40,3, 54,7, 55,2, 59,3, 61,1, 63,6,
64,0, 69,36, 69,39, 69,42, 69,45, 69,9, 78,2, 92,9, 93,0,
125,5, 127,9, 128,0, 128,6, 135,5, 135,6, 160,11, 173,2 ppm;
HRMS calculado para (CssHs;00.0PNa) m/z requerida [M+Na]’
673,2179, m/z encontrada 673,2176.

Me,S, (PhCO)zoz

54%

1. H3PQ4, NIS
crivos moleculares 4A, THF
2. N32003
70%
eal dissodica de 14-O-fosfonooximetiltriptolido
{fcomposto 1}
Exemplo 2 Sintese de sal dissddico de

14-0O-fosfonooximetiltriptdlido (composto 1).

A uma solucgédo contendo 14-O-metiltiometiltriptdlido (50
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mg, 0,12 mmol), &cido fosfdérico (82 mg, 0,84 mmol), e crivos
moleculares (4 A, 0,45 g) em THF (10 ml) a 0 °C foi adicionada
N-iodosuccinimida (41 mg, 0,18 mmol), e a mistura foi agitada
a temperatura ambiente durante 1 h. A mistura de reacgdo foi
filtrada através de Celite, e os sélidos foram lavados com THEF.
O filtrado foil tratado com Na,S$S,0; a 1M até ser incolor e o
filtrado foi tratado com uma solucédo de carbonato de sédio (13
mg em 3 ml de &dgua, 0,12 mmol). O filtrado foi evaporado sob
pressdo reduzida e a solugado de adgua residual foi extraida com
éter (3x3 ml). A camada aquosa foil evaporada até a secura e o
residuo resultante foi purificado através de cromatografia
(C18), eluindo com um gradiente de metanol a 0-100% em &dgua para
dar sal dissddico de 14-O-fosfonooximetiltriptdlido (43 mg,
rendimento de 70%) como um pd incolor.

Preparagdo de 14-O-metiltiometiltriptdlido.

A uma solugao de triptdlido (100 mg, 0,28 mmol) e sulfureto
de metilo (0,16 ml, 2,24 mmol) em acetonitrilo (10 ml) a 0 °C
foi adicionado perdéxido de benzoilo (0,27 g, 1,12 mmol) em
quatro porgdes iguais durante 20 min, e a mistura foi entéao
agitada a 0 °C durante 1 h e posteriormente a temperatura
ambiente durante 1 h. Amistura foi diluida com acetato de etilo
e lavada com Na,CO3 a 10% e posteriormente salmoura. A fase
orgénica foi seca sobre MgSO,, filtrada, e evaporada. O residuo
foi purificado através de cromatografia flash em gel de silica
(1:1 hexano/acetato de etilo) para fornecer
14-O-metiltiometiltriptdlido (63 mg, rendimento de 54 %) como

um pd incolor.
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Exemplo 3: Sintese de sal dissddico de

14-0-fosfonooxietiltriptdlido.

A uma solugdo contendo 14-O-metiltiocetiltriptdlido (52
mg, 0,12 mmol), &cido fosfdrico (82 mg, 0,84 mmol), e crivos
moleculares (4 A, 0,45 g) em THF (10 ml) a 0 °C foi adicionada
N-iodosuccinimida (41 mg, 0,18 mmol), e a mistura foil agitada
a temperatura ambiente durante 1 h. A mistura de reacdo foi
filtrada através de Celite, e os sélidos foram lavados com THF.
O filtrado foi tratado com Na;S;0; a 1 M até ser incolor e o
filtrado foil tratado com uma solucdo de carbonato de sdédio (13
mg em 3 ml de agua, 0,12 mmol). O filtrado foi evaporado sob
pressdo reduzida e a solugdo de &dgua residual foi extraida com
éter (3x3 ml). A camada aquosa foil evaporada até a secura e o
residuo resultante foi purificado através de cromatografia
(C18), eluindo com um gradiente de metanol a 0-100% em &Agua para
dar sal dissddico de 14-0O-fosfonooxietiltriptdlido (46 mg,
rendimento de 72%) como um pd incolor. 'H RMN (400 MHz, D,0)
50,68 (d, 34, J =6,8 Hz), 0,70 (d, 3H, J = 6,8 Hz), 1,03 (s,
3H), 1,21 (m, 1H), 1,57 (d, 3H, J =5,3 Hz), 1,58 (m, 1H), 1,94
(dd, 1H, J;= 14,7 e J, = 13,4 Hz), 2,08-2,61 (m, 4H), 2,62 (m,
1H), 3,27 (d4, 14, J = 5,5 Hz), 3,45 (d, 1H, J = 3,1 Hz), 3,72
(d, 1H, 0 = 3,1 Hz), 3,79 (s, 1H), 4,63 (m, 2H), 6,43 (g, 1H,
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J=5,3Hz) ppm; "'CRMN (100 MHz, D,0): & 13,5, 16,9, 17,0, 17,1,
21,4, 23,5, 26,8, 29,5, 35,9, 40,3, 54,0, 55,1, 59,4, 61,2,
63,6, 64,2, 69,8, 75,8, 76,5, 91,6, 125,6, 164,2, 177,2 ppm;
HRMS calculado para (Cy;H,5010P) m/z requerida [M+1]" 483,1137,
m/z encontrada 483,1134.

Preparagdo de 14-O-metiltioetiltriptdlido.

A uma solugao de triptdlido (100 mg, 0,28 mmol) e sulfureto
de etilo (0,24 ml, 2,24 mmol) em acetonitrilo (10 ml) a 0 °C
foi adicionado perdéxido de benzoilo (0,27 g, 1.12 mmol) em
quatro porcgdes iguails durante 20 min, e a mistura foi entéo
agitada a 0 °C durante 1 h e posteriormente a temperatura
ambiente durante 1 h. Amistura foi diluida com acetato de etilo
e lavada com Na,CO3 a 10% e posteriormente salmoura. A fase
orgénica foi seca sobre MgSO,, filtrada e evaporada. O residuo
oleoso foil purificado através de cromatografia flash em gel de
silica (1:1 hexano/acetato de etilo) para dar
14-O-metilticetiltriptdlido (60 mg, rendimento de 50 %) como
um pé incolor. 'H RMN (400 MHz, CDCls): & 0,68 (d, 3H, J = 6,8
Hz), 0,70 (d, 3H, J =6,8 Hz), 1,04 (s, 3H), 1,20 (m, 1H), 1,57
(d, 34, J =5,3 Hz), 1,59 (m, 1H), 1,88 (dd, 1H, J.= 14,7 e J;
=13,4 Hz), 2,19 (s, 3H), 2,06-2,27 (m, 4H), 2,62 (m, 1H), 3,24
(d, 1H, J = 5,5 Hz), 3,42 (d, 1 H, J = 3,1 Hz), 3,70 (d, 1H,
J=3,1 Hz), 3,73 (s, 1H), 4,61 (m, 2H), 5,02 (g, 1H, J =15,3
Hz) ppm; °C RMN (100 MHz, CDCl:): & 13,6, 14,8, 16,9, 17,0, 17,1,
21,0, 23,5, 26,4, 29,6, 35,8, 40,5, 54,0, 55,2, 59,4, 61,3,
63,7, 64,2, 69,9, 75,8, 76,7, 125,6, 160,2, 173,2 ppm; HRMS
calculado para (CysH300¢SNa) m/z requerida [M+Nal]' 457,1763, m/z
encontrada 457,1765.
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sal dissddico de 14-O-fosfonooxipropiitriptolide
Exemplo 4 Sintese de sal dissddico de

14-0-fosfonooxipropiltriptdlido.

A uma solucgdo contendo 14-O-metiltiopropiltriptdlido (54
mg, 0,12 mmol), &cido fosfdérico (82 mg, 0,84 mmol), e crivos
moleculares (4 A, 0,45 g) em THF (10 ml) a 0 °C foi adicionada
N-iodosuccinimida (41 mg, 0,18 mmol), e a mistura foi agitada
a temperatura ambiente durante 1 h. A mistura de reacdo foi
filtrada através de Celite, e os sélidos foram lavados com THF.
O filtrado foi tratado com Na;S;0; a 1M até ser incolor e o
filtrado foi tratado com uma solucgédo de carbonato de sdédio (13
mg em 3 ml de agua, 0,12 mmol). O filtrado foi evaporado sob
pressdo reduzida e a solucdo de &dgua residual foi extraida com
éter (3x3 ml). A camada aquosa foil evaporada até a secura e o
residuo resultante foi purificado através de cromatografia
(C18), eluindo com um gradiente de metanol a 0-100% em &Agua para
proporcionar sal dissdédico de 14-O-fosfonooxipropiltriptdlido
(43 mg, rendimento de 65%) como um pd incolor. 'H RMN (400 MHz,
D,0) © 0,66 (d, 3H, J=6,8 Hz), 0,68 (d, 3H, J=6,8 Hz), 0,99
(t, 34, J=5,3 Hz), 1,03 (s, 3H), 1,20 (m, 1H), 1,53 (m, 1H),
1,90 (dd, 1H, J;= 14,7 e J, = 13,4 Hz), 2,04-2,66 (m, 4H), 2,65
(m, 3H), 3,27 (d, 1H, J = 5,5 Hz), 3,49 (d, 1H, J = 3,1 Hz),
3,71 (d, 1H, J = 3,1 Hz), 3,78 (s, 1H), 4,69 (m, 2H), 6,31 (g,
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1H, J = 5,3 Hz) ppm; °C RMN (100 MHz, D,0) & 7,55, 13,5, 16,2,
16,9, 17,2, 20,8, 23,2, 26,1, 28,4, 34,7, 38,5, 54,1, 55,0,
59,0, 61,3, 62,5, 63,9, 68,5, 75,4, 76,4, 91,9, 125,7, 160,1,
174, 5 ppm; HRMS calculado para (CysHzs010P) m/z requerida [M+1]"
497,1294, m/z encontrada 497,1292

Preparacdo de 14-O-metiltiopropiltriptdlido.

A uma solugao de triptdlido (100 mg, 0,28 mmol) e sulfureto
de propilo (0,32 ml, 2,24 mmol) em acetonitrilo (10 ml) a 0 °C
foi adicionado perdéxido de benzoilo (0,27 g, 1.12 mmol) em
quatro porg¢des iguails durante 20 min, e a mistura foil agitada
a 0 °C durante 1 h e posteriormente a temperatura ambiente
durante 1 h. Amistura foi diluida com acetato de etilo e lavada
com Na,C0Os; a 10% e posteriormente salmoura. A fase orgénica foi
seca sobre MgS0O4., filtrada, e evaporada. O residuo foi
purificado através de cromatografia flashemgel de silica (1:1
hexano/acetato de etilo) para dar 14-O-metiltiocetiltriptdlido
(60 mg, rendimento de 48 %) como um pd incolor. 'H RMN (400 MHz,
CcbCl;): & 0,65 (d, 3H, J = 6,8 Hz), 0,67 (d, 3H, J = 6,8 Hz),
0,99 (¢, 3, g =5,3 Hz, 1,01 (s, 3H), 1,20 (m, 1H), 1,59 (m,
1H), 1,88 (dd, 1H, J,= 14,7 e J, = 13,4 Hz), 2,18 (s, 3H),
2,01-2,26 (m, 4H), 2,62 (m, 3H), 3,24 (d, 1H, J=5,5Hz), 3,42
(d, 1H, J = 3,1 Hz), 3,70 (4, 1H, J = 3,1 Hz), 3,73 (s, 1H),
4,61 (m, 2H), 5,03 (q, 1H, J = 5,3 Hz) ppm; °C RMN (100 MHz,
CcbCls): & 7,68, 13,5, 14,6, 16,2, 17,0, 17,2, 21,4, 23,2, 26,1,
28,9, 34,7,39,5, 54,1, 55,6, 59,0, 61,3, 63,5, 64,0, 69,5,
75,1, 76,4, 125,1, 160,9, 173,5 ppm; HRMS calculado para
(C,4H3,06SNa) m/z requerida [M+Na]® 471,1920, m/z encontrada
471,1918.

Exemplo 5: Propriedades quimicas dos compostos de férmula I.

Foram avaliadas as propriedades quimicas dos compostos da
invencado. Foi medida a solubilidade aquosa e a estabilidade
quimica do composto. Utilizando uma solug¢do do composto do
Exemplo 1 em pH ajustado a 7,4, foli determinada a solubilidade
a temperatura ambiente como sendo 61,4 mg/ml. A estabilidade

dos compostos da invencao foi avaliada em solugdes de tampéo
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Tris (pH 7,4) e tampdo de Borato (pH 7,4) a temperatura
ambiente. Apds um periodo de 1 (um) més, nédo foi observada
qualgquer degradacao do composto do Exemplo 1. Os resultados
encontram-se resumidos no seguinte quadro.

Quadro 1. Propriedades Fisico-Quimicas de Compostos de FOé6rmula

I
D Lo E i1i Hi 511
Solubilidade [Estabilidade |[-°robtiidade idrolise
S 1/2, [Quimica Enzimatica
(mg/ml) Quimica (t™'°) (£1?) | tampao|(t'/?)
~ . ~ . 4 14
Compostoizﬁpao Tris, Ezﬁpao Tris, de borato, Fosfatase
amb?énte amb?énte Cemp. plcalina,
ambiente 37 °C
Composto
do . . .
Exemplo 61,4 2 min.
1/2
Composto
do .
> * * .
Exemplo 50 9 min
3
Composto
do .
> * * .
Exemplo 50 17 min
4
* Ndo foil observada qualquer degradacdo apds um més.

Exemplo 6: Conversédo enzimdtica in vitro do composto 1

O composto 1 é convertido na forma de triptdélido ativo
através da acdo da enzima fosfatase alcalina. Foi realizada uma
experiéncia in vitro para estudar a bioconversdo do composto
de proféarmaco de triptdlido da invencgdo. A bioconversido in
vitro fol simulada utilizando fosfatase alcalina (a partir de
mucosa 1intestinal de Dbovino, Type VII-S disponivel da
Sigma—-Aldrich (St. Louils, Missouri) em tampdo de glicina (pH
9,8).

As fosfatases alcalinas sdo um grupo de enzimas
encontradas primariamente no figado (isoenzima ALP-1) e 0ssoO
(isoenzima ALP-2), com pequenas quantidades sendo produzidas

por parte do revestimento celular do intestino delgado
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(isoenzima ALP-3), placenta e rins. As fosfatases alcalinas
separam o fésforo para criar um pH alcalino. Outras enzimas
apara além da fosfatase alcalina podem contribuir igualmente
a hidrdélise in vivo.

A partir da Figura 3, pode ser observado que as quantidades
decrescentes da forma de profdrmaco de triptdélido coincidiram
com as quantidades proporcionalmente crescentes de triptdlido
libertado de forma ativa. Além disso, foi observado que a
conversdo ocorreu sobre um periodo de tempo relativamente
curto, com a maioria da conversao tendo lugar sobre o periodo
de tempo inicial de 10 minutos.

A constante de degradacédo de primeira ordem foi calculada
ajustando a concentracdo restante frente ao tempo de incubacéo.
A semivida de degradacgéo (t*%) do composto 1 foi determinada
como sendo 2 minutos.

Exemplo 7: Estudo de viabilidade celular in vitro comparativo.

Foi levada a cabo wuma experiéncia para avaliar a
viabilidade celular in vitro comparativa utilizando
triptdlido, o profdrmaco de triptdlido (composto 1), e controlo
(sem triptélido ou a forma de profarmaco). A viabilidade
celular foil determinada utilizando o kit Dojindo Cell Counting
Kit-8 (disponivel da Dojindo Laboratories, Rockville,
Maryland) . Células cancerosas pancreaticas foram semeadas numa
placa de 96 pogos a 2 x 107 células por poco e deixadas aderir
durante a noite. As células foram entdo tratadas com o
profdrmaco de triptdlido (composto 1) da invencgdo e triptdlido
nativo a vArias concentracgdes durante periodos de 24 horas e
48 horas. Fol adicionado substrato de tetrazdlio (10 pl) a cada
poco da placa. As placas foram incubadas a 37 °C durante 1 hora,
apds o qual foi medida a absorvancia a 460 nm. Cada experiéncia
foi realizada ©por triplicado e repetida trés vezes
independentes.

O efeito do composto 1 e triptdlido na viabilidade de
células cancerosas pancreaticas foi observado apds incubacédo

em meio contendo o triptdélido do profdrmaco a concentracdes
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variando desde 50 até 200 nmol/1 a 24 horas e 48 horas. Os dados
foram recolhidos e convertidos nos gradficos da Figura 4
(Viabilidade Celular Mia-Paca a 48 horas), Figura 5
(Viabilidade Celular Panc-1 a 24 e 48 horas) e Figura 6
(Viabilidade Celular S2VP10 a 24 e 48 horas).

Como pode ser observado a partir de cada um dos dados e
figuras acima, a presenca do profdrmaco de triptdlido e
fosfatase alcalina e triptdélido de forma nativa reduziram
significativamente a viabilidade celular pancredtica in vitro
de uma forma dependente de tempo e dose.

Exemplo 8: Estudo in vivo comparativo de composto 1 em ratinhos.

Foram obtidos trinta ratinhos nus da estirpe atimica nu/nu
a partir do National Cancer Institute (NCI) (Rockville,
Maryland) e mantidos numa instalac&o RAR. Os ratinhos foram
anestesiados de acordo com as recomendacdes da instalagdo RAR
utilizando quetamina a 75-200 mg/kg e xilazina a 4-8 mg/kg. Foi
feita uma pequena incisdo de 3 mm no lado esquerdo da parede
abdominal e o baco foi puxado para fora com férceps o suficiente
para expor e ter acesso ao pancreas. Foi preparado meio celular
MiaPaca—-2 e mantido em gelo até a administracgdo aos ratinhos.
Em cada um dos ratinhos, foram injetadas 1 milhdo de células
MiaPaca-2 suspensas em MATRIGEL™ (disponivel da
Becton-Dickinson Corporation, Franklin Lakes, Nova Jérsei) na
cauda do péancreas (identificada através da sua unido anatdmica
com o bacgo) wutilizando uma seringa Hamilton. Apds a
administracdo das células, a seringa foi mantida fixa durante
5-10 segundos adicionais para deixar assentar o MATRIGEL™. O
baco foi recolocado novamente na cavidade abdominal, e a parede
abdominal foi fechada através de sutura com vicryl de forma
continua. A pele foi aposta e fechada utilizando agrafos
cirtirgicos. Os ratinhos foramentdo transferidos para um tapete
térmico até a sua recuperacdo completa anteriormente a serem
devolvidos a jaula. Foi administrada medicacdo pds-operatdria
(buprenonorfina a 0,1 mg/kg) por via intraperitoneal

imediatamente apds a recuperacdo completa da anestesia para
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prevenir depressdo respiratdria e posteriormente administrada
cada 12 horas durante 2 dias. Os agrafos cirurgicos foram
removidos dos ratinhos apds 7 dias da cirurgia.

Os ratinhos foram entdo randomizados em 3 grupos, cada
grupo tendo 10 ratinhos. Os grupos foram conforme segue: grupo
de controlo, grupo de triptdlido e o grupo de profadrmaco de
triptélido (composto 1). O grupo de controlo consistiu em
ratinhos aos quais foi injetado por via intraperitoneal veiculo
DMSO. Aos sujeitos do grupo de triptdélido foi injetado
triptdlido a 0,2 mg/mg dissolvido em DMSO e diluido com solucgéo
salina de tampédo fosfato até um volume de 100 ul, as injecdes
intraperitoneais sendo diariamente durante um periodo de 60
dias. Aos sujeitos do composto 1 foi injetado por via
intraperitoneal diariamente o composto a 0,28 mg/kg dissolvido
em solugdo salina de tampédo fosfato diluido até um volume de
100 pl.

Os ratinhos foram sacrificados sob anestesia ao fim dos
tratamentos de 60 dias. Foram recolhidas amostras (sangue,
pulmdo, bacgo, figado, rins e tecido tumoral), e foram medidos
o volume e a peso tumoral e comparados entre os diferentes
grupos. Foram realizadas observacdes sobre o crescimento
loco-regional e o crescimento do cancro.

A Figura 8 (fotografias do grupo de controlo), Figura 9
(fotografias do grupo de triptélido) e Figura 10 (fotografias
do grupo de profarmaco de triptdélido do Exemplo 1), sdo uma
colecdao de fotografias mostrando o crescimento tumoral final
de cada um dos grupos de ratinhos da experiéncia in vivo. A
Figura 11 é uma fotografia da colecdo de tumores excisados
tomados a partir de ratinhos de cada um dos grupos e alinhado
lado a lado numa fila correspondente a cada grupo.

Os tumores excisados a partir do grupo de controlo nao
tratado foram consideravelmente maiores aos 60 dias que aqueles
excisados a partir dos outros dois grupos, mostrando
crescimento agressivo continuado das c¢células tumorais

pancredticas. Em contraste, o grupo de composto do Exemplo 1
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exibiu inibicgao consideravel do crescimento  tumoral
pancredtico em comparagdo com o grupo de controlo nédo tratado,
e inibicdo celular tumoral eficaz substancial em comparag¢cao com
o triptélido de forma nativa. Com referéncia agora a Figura 11
e Figura 12, gue mostram peso tumoral e volume tumoral
comparativos entre os trés grupos respetivamente, os tumores
do grupo de controlo foram consideravelmente maiores tanto em
termos de peso (g) como de volume (cm”) em comparacao com 0s
dados dos tumores dos grupos de triptdlido e profadrmaco de
triptdélido (composto 1).

Consequentemente, quando administrado a um mamifero vivo
in vivo, o composto de profdrmaco de triptdélido da invencédo pode
inibir eficazmente o crescimento tumoral e tem eficdcia de
efeito inibidor compardvel com o triptdélido na forma de nao
profdrmaco nativa. Conforme pode ser observado a partir dos
dados e figuras acima, o crescimento tumoral de cancro
pancredtico nos ratinhos tratados com triptélido nativo e
profdrmaco de triptdlido (composto 1) durante 60 dias exibiu
volume tumoral significativamente reduzido em comparagdo com
o grupo de controlo ndo tratado. Além disso, foi significativo
que tanto nos sujeitos do grupo de triptdlido como de profadrmaco
de triptdélido, ndo houve impacto significativo aparente no peso
corporal nem sinais aparentes de toxicidade nos sujeitos.
Consequentemente, os compostos da invengdo podem proporcionar
inibic¢do tumoral e inibir o crescimento de células cancerosas
e em particular o <crescimento de células cancerosas
pancredticas. Adicionalmente, o8 compostos da invencéo
poderiam também proporcionar a base para tratamento eficaz para
inibir o cancro pancredtico com poucos efeitos secundarios
tdéxicos em mamiferos vivos.

Exemplo 9: Regressdo tumoral induzida por composto 1 num modelo
de ratinho ortotdpico de cancro pancredtico (estudo de dosagem
de 60 dias).

Células MIA PaCa-2 (1X10°) foram suspensas em matrigel e

injetadas na cauda do pancreas de ratinhos nus fémea de 4-6

43



EP 2427467 B1

semanas de idade. Dez dias apds a implantacédo celular, foram
injetadas aos ratinhos por via intraperitoneal concentracgdes
indicadas de composto 1 (0,1, 0,15, 0,3, 0,6 ou 0,9 mg/kg) ou
triptdlido QD a 0,2 mg/kg durante 60 d. Aos ratinhos de controlo
foi injetada solugdo salina BID. O tratamento foi interrompido
apds 60 d e os ratinhos foram observados durante outros 28 d
anteriormente a serem sacrificados. Foram recolhidas amostras
de tumor, se alguma, a partir destes ratinhos, e foram medidos
0 volume e a peso tumoral. Se a carga tumoral excedeu as
diretrizes de cuidado animal da Universidade de Minnesota, os
ratinhos foram sacrificados em pontos de tempo anteriores e os
seus tumores foram recolhidos. A Figura 13 ilustra a
sobrevivéncia potenciada de ratinhos tratados com o composto
1 e triptdélido frente a veiculo. A Figura 14 ilustra a
sobrevivéncia potenciada de ratinhos tratados com o composto
1 frente a veiculo. A Figura 15 mostra a carga tumoral
diminuida, conforme medido através do volume tumoral ou do peso
tumoral, de ratinhos tratados com composto 1 frente a ratinhos
de controlo.
Exemplo 10: Regressdo tumoral induzida pelo composto 1 num
modelo de ratinho ortotdépico de cancro pancredtico (estudo de
dosagem de 21 dias).

1X10° células de S2013, uma linha de células cancerosas
pancredticas altamente metastéatica, foram suspensas em
matrigel e injetadas na cauda do pancreas de ratinhos nus fémea
de 4-6 semanas de idade. Sete dias apds a implantagdo celular,
foram injetados aos ratinhos por via intraperitoneal 0,42 mg/kg
de composto 1 durante 21 d. O tratamento foi interrompido apds
21 d, e os ratinhos foram sacrificados. Foram recolhidas
amostras de tumor, se existia algum, a partir destes ratinhos,
e foram medidos o volume e o0 peso tumoral. Se a carga tumoral
excedeu as diretrizes de cuidado animal da Universidade de
Minnesota, o0s ratinhos foram sacrificados e 0s seus tumores
foram recolhidos num ponto de tempo anterior. Aos ratinhos de

controlo foil injetada solugdo salina QD. A Figura 16 mostra a
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carga tumoral diminuida, conforme medido através do volume
tumoral ou do peso tumoral, de ratinhos tratados com composto
1 frente a ratinhos de controlo.

Exemplo 11: Regressdo tumoral induzida por composto 1 num

modelo de ratinho subcutédneo de colangiocarcinoma.

Células SkChA-1 (5X10°) foram suspensas em matrigel e
injetadas por via subcutinea no flanco esquerdo de ratinhos nus
fémea de 4-6 semanas de idade. Sete dias apds a implantacéo
celular, foram injetados aos ratinhos por via intraperitoneal
0,3 mg/kg de composto 1 BID durante 25 dias. O tratamento foi
interrompido neste ponto, e os ratinhos foram sacrificados.
Foram recolhidas amostras de tumor, se existia algum, a partir
destes ratinhos, e foram medidos o volume e o peso tumoral. Se
a carga tumoral excedeu as diretrizes de cuidado animal da
Universidade de Minnesota, os ratinhos foram sacrificados e os
seus tumores foram recolhidos num ponto de tempo anterior. Aos
ratinhos de controlo foi injetada solu¢é&o salina BID. A Figura
17 mostra a carga tumoral diminuida, conforme medido através
do volume tumoral ou do peso tumoral, de ratinhos tratados com
composto 1 frente a ratinhos de controlo.

Exemplo 12: Regressdo tumoral induzida por triptdlido num

modelo de ratinho ortotdpico de neuroblastoma.

Células de neuroblastoma N2 (1X10°) foram suspensas em
matrigel e injetadas no espaco intraperitoneal esquerdo de
ratinhos imunocompetentes A/J de 4-6 semanas de idade. Trés
dias apds a implantacédo celular, foram injetados aos ratinhos
0,4 mg/kg de triptdlido por via intraperitoneal durante 21
dias. O tratamento foi interrompido neste ponto, e os ratinhos
foram sacrificados. Foram recolhidas amostras de tumor, se
existia algum, a partir destes ratinhos, e foram medidos o
volume e o peso tumoral. Se a carga tumoral excedeu as
diretrizes de cuidado animal da Universidade de Minnesota, os
ratinhos foram sacrificados e os seus tumores foram recolhidos
num ponto de tempo anterior. Fol injetado aos ratinhos de

controlo DMSO durante 21 dias. A Figura 18 mostra a carga
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tumoral diminuida nos ratinhos tratados com triptdélido frente
aos ratinhos de controlo conforme medido através do volume
tumoral e peso tumoral.
Exemplo 13: Morte celular induzida por triptdlido e ativacéo
de caspase-3 em células de neuroblastoma

Células de neuroblastoma N2a e SKNSH foram tratadas com
triptdlido, resultando em morte celular dependente da dose e
tempo em N2a, commais de 50% das células mortas com triptdlido
a 62,5 nM as 24 horas e aproximadamente 85% das células mortas
com triptdlido a 250 nM as 48 horas (Figura 19). Para confirmar
a hipdtese de que o triptdlido resulta em morte de células de
neuroblastoma através de uma via apoptdtica, foi medida a
atividade de caspase-3 como um marcador da apoptose. Em ambas
linhas celulares, verificaram-se aumentos da atividade de
caspase-3 com doses mais elevadas de triptélido e duracdo mais
longa da terapéutica. O tratamento comtriptdlido foi associado
com aumentos dependentes da dose e tempo dos niveis de atividade
de caspase—-3 (Figura 20). Estes resultados sugerem que a morte
celular mediada por triptdlido ocorre através da inducgdo da
apoptose.
Exemplo 14: Os seguintes quadros ilustram formas farmacéuticas
representativas, contendo um composto de férmula I ("Composto

X"), para utilizagdo profildtica ou terapéutica em seres

humanos.

(i) Comprimido 1 mg/comprimido
Composto X= 0,5
Lactose 77,5
Povidona 15,0
Croscarmelose sdédica 12,0
Celulose microcristalina 92,5
Estearato de magnésio 3,0

185
(ii) Comprimido 2 mg/comprimido
Composto X= 1,0
Celulose microcristalina 410,0
Amido 50,0
Glicolato de amido de sdédio 15,0

Estearato de magnésio 5,0
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481
iii) Céapsula mg/céapsula
Composto X= 2,0
Didéxido de silicio coloidal 1,5
Lactose 465,5
Amido pregelatinizado 120,0
Estearato de magnésio 3,0

468
(iv) Injecdo 1 (1 mg/ml) mg/ml
Composto X= 0,5
Fosfato de sdédio dibéasico 12,0
Fosfato de sdédio monobéasico 0,7
Cloreto de sdédio 4,5

Solugdo de hidréxido de sé6dioc a 1,0 N (ajuste

de pH a 8,2-9) 4-5-

Agua para injecédo g.s. para 1 ml
(v) Injecdo 1 (1 mg/ml) mg/ml
Composto X= 1

Fosfato de sdédio dibéasico 12,0

Fosfato de sdédio monobéasico 0,7

Cloreto de sdédio 4,5

Solucgdo de hidréxido de sé6dioc a 1,0 N (ajuste

de pH a 8,2-9,0) q-8-

Agua para injecédo g.s. para 1 ml
(vi) Injecdo 2 (10 mg/ml) mg/ml
Composto X= 2

Fosfato de sdédio monobasico 0,3

Fosfato de sdédio dibéasico 1,1
Polietilenoglicol 400 200,0

Solucgdo de hidréxido de sé6dio a 1,0 N (ajuste S
de pH a 8,2-9,0) E
Agua para injecédo g.s. para 1 ml

As formulagdes acima podem ser obtidas através de

procedimentos convencionals bem conhecidos na técnica

farmacéutica.
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REIVINDICAGOES

1. Um composto de férmula I:

n\l_o

O(CR'R’0) PIOY(O'X"),
O
@]
I
em que:
cada R' é independentemente H, (C1—-Cs) alquilo,

aril (C1—Cg)alquilo—, (C3-Cgs)cicloalquilo ou arilo; e cada R?
¢ independentemente H, (C,-Cs) alquilo, aril (C;—-Cs)alguilo-
(Cz—Cs)cicloalgquilo ou arilo; ou R' e R? em conjunto com o
atomo ao qual se encontram ligados formam um
(Cs—Cy)cicloalquilo; em que gqualquer alquilo ou cicloalquilo
de R! ou Rzpode ser opcionalmente substituido com um ou mais
grupos selecionados a partir de halo, (C;-Cg)alcoxi e NR°R®
e em que qualquer arilo de R' ou R2pode ser opcionalmente
substituido com um ou mais grupos selecionados a partir de
halo, (C;-C¢) alguilo, (C;-Cs) alcoxi, NR®R®, nitro e ciano;
R* e R” sdo cada um independentemente selecionados a partir
de H, (Ci-C4) alguilo, (Cs;—Cs)cicloalguilo e arilo; ou R® e
Rbenlconjunto com o azoto ao qual se encontram ligados formam
um pirrolidino, piperidino, piperazino, azetidino,
morfolino, ou tiomorfolino;

nél, 2 ou 3; e

cada X é H;

ou um sal do mesmo.

Um composto da reivindicacgdo 1 que é um composto de férmula
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em que X & um catido orgadnico ou catido inorganico

farmaceuticamente aceitéavel.

3. O composto da reivindicacdo 1 em gque R' é H ou

(C1—-Cg)alqgquilo.
4. O composto da reivindicacdo 1 em que R' é H.

5. O composto da reivindicagcao 1 ou qualgquer uma das

reivindicacées 3-4 em que R® é H ou (C;-Cs)alquilo.

6. O composto da reivindicagcao 1 ou qualgquer uma das

reivindicacdes 3-5 em que cada X' é H.

7. O composto de qualquer uma das reivindicagdes 1-5 em que
cada X' é litio, sédio, potédssio, magnésio, cédlcio, béario,

zinco ou aluminio.

8. O composto de qualquer uma das reivindicagdes 1-5 em que
cada X" é da férmula HY" em que Y é amoniaco, trietilamina,
trometamina, trietanolamina, etilenodiamina, glucamina,
N-metilglucamina, glicina, lisina, ornitina, arginina,

etanolamina ou colina.

9. O composto de qualquer uma das reivindicagdes 1-5 em que

cada X" é Na'.

10. O composto da reivindicagcdo 1 que €& o composto sal
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dissdédico de 14-0O-fosfonooximetiltriptdlido, sal dissddico de
14-0-fosfonooxietiltriptdlido ou sal dissddico de

14-0-fosfonooxipropiltriptdlido.

11. O composto da reivindicacdo 1 qgue é o composto sal

dissddico de 14-O-fosfonooximetiltriptdlido.

12. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um composto de
férmula I conforme descrito em qualquer uma das reivindicacgdes
1-11, ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, em

combinacdo com um portador farmaceuticamente aceitével.

13. Umcomposto de férmula I conforme descrito em qualquer uma
das reivindicacgdes 1-11, ou um sal farmaceuticamente aceitéavel

do mesmo para utilizacdo em terapéutica médica.

14. Um composto de férmula I conforme descrito em qualgquer uma
das reivindicagdes 1-11, ou um sal farmaceuticamente aceitéavel
do mesmo para utilizacdo no tratamento profildtico ou

terapéutico do cancro.

15. Um composto de fé4rmula I conforme descrito em qualquer uma
das reivindicagdes 1-11, ou um sal farmaceuticamente aceitével
do mesmo para utilizacdo na inibicdo profildtica ou terapéutica
do crescimento de células cancerosas num cancro expressando
HSP70.

Lisboa, 3 de Novembro de 2015
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Figui

osel)

[ Todas as mortes foram devido a carga tumaral

0 linglkg Composts 1:QD: 1 motte observada é devido & sarga tumoral

o1 sigosts | BID nenhua mogs

G20 sto FOP msrte ¢ devidoaiesdo; nio relacionadacoma carga tumoral ot oefelto do famiacae:
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Proporesio sobrevivenie

Qb: timode & devitls alesds, Hao telacionata som

¥ nenhuma movte
0.9mg/ke Composteil @D: T modenamomento da injecio noifia de:estude 8, vausa indelenninada. As restantes:mortes foram
devidas aceteia dofarmaca.
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Figura 15. Analise de carga tumoral {volime au peso) de ratintios tratados com Compiosto 1 su de contralo,
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Figura 16 Analise de carga tumoral {volume ou pesc} de ratinhos tratades com Composto t ou de controle.
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Figura 17, Analise de carga himoral {ioloma oli pese) de ralinhios alados o Composto 1 ou de conlraly,
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Bigure 130 Andlise de carga fmoral {valire ou Pesa) da rativhos tratedos cant Unaipasta 1 su de Soairelo.
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& Figura 19 Hustra a viabilic

SKNBH s presenca de triptsido.
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A Figura 20 fustia @ stividade de Caspese § am presenca de inptilide.
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