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PT obiceto-O

Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "USO DE HI-
DROQUINONA ANSAMICINS E COMPOSIGCAO FARMACEUTICA".
PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido € uma continuagdo em parte do Pedido de Patente
dos Estados Unidos N° de Série 11/180.314, depositado em 13 de julho de
2005; o relatério descritivo do qual €, desse modo, incorporado em sua tota-
lidade.

ANTECEDENTES DA INVENCAO
A proteina de choque térmico 90 ("Hsp90") é uma proteina alta-

mente abundante que & essencial para viabilidade da célula, e exibe fungdes
de protecéo duplas (J. Cell Biol. (2001) 154:267-273, Trends Biochem. Sci.
(1999) 24:136-141). Ela desempenha um papel-chave na resposta a tensao
celular pela interacdo com muitas proteinas ap6s sua conformagéo nativa ter
sido alterada por varias tensdes ambientais, tal como, choque térmico, asse-
gurando dobramento de proteina adequado, e impedindo agregagdo nao-
especifica (Pharmacological Rev. (1998) 50:493-513). Em adicao, resultados
recentes sugerem que a Hsp90 pode também desempenhar um papel no
tamponamento contra os efeitos de mutagéo, presumivelmente pela corre-
¢do do dobramento inapropriado de proteinas mutantes (Nature (1998)
396:336-342). Contudo, a Hsp90 também tem um papel regulatério impor-
tante sob condigdes fisioldégicas normais, e é responsavel pela estabilidade
conformacional, e maturagao de um numero de proteinas clientes especifi-
cas, do qual cerca de 40 sao conhecidas (Ver, Expert. Opin. Biol. Ther.
(2002) 2:3-24). Os antagonistas de Hsp90 estao atualmente sendo expostos
em um grande numero de contextos biologicos onde um efeito terapéutico
pode ser obtido para uma condig¢ao ou disturbio pela inibicdo de um ou mais
aspectos de atividade de Hsp90. Embora o foco principal tenha sido em dis-
turbios proliferativos, tais como canceres, o uso de antagonistas de Hsp90
para tratar outras condigées esta sendo explorado.

A geldanamicin & um lactam macrociclico que € um membro da
familia de ansamicins contendo benzoquinona de produtos naturais. A po-

téncia nanomolar da geldanamicin e seletividade aparente para matar célu-
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las tumorais, bem como a descoberta que seu alvo-principal em células ma-
miferas € Hsp90, tém estimulado o interesse em seu desenvolvimento como
farmaco anticancer. Contudo, a solubilidade extremamente baixa destas mo-
léculas e a associagdo de hepatotoxicidade com a administragao de gelda-
namicins tém conduzido a dificuldades no desenvolvimento de um agente
aprovavel para aplicagdes terapéuticas. Em particular, a geldanamicin tem
pobre solubilidade em agua, tornando-a dificila de distribuir em doses tera-
peuticamente efetivas. Conseqlientemente, permanece uma necessidade de
se descobrir analogos mais sollveis de ansamicins contendo benzoquinona.
SUMARIO DA INVENCAQO _ -

A presente invencao é dirigida a métodos para tratamento e mo-

dulagdo de disturbios associadas com hiperprolifera¢éo, tal como cancer.

Em um aspecto, a invengao caracteriza um método de tratamen-
to de uma condicdo anormal em um mamifero, onde a condicdo anormal
esta associada com umalvaberragéo em uma trajetéria‘ de transdugao de sinal
mediada por um cKit kinase. O método compreende a etapa de administrar
ao mamifero uma quantidade terapeuﬁcamente efetiva de um composto de
hidroquinona ansamicin. A condi¢do anormal pode ser selecionada a partir
do grupo consistindo em mastocitose, a presen¢a de um ou mais tumores de
mastdcito de mama haste, asma, rinite cronica associada a alergia, e a pre-
senga de um mais tumores estromais gastrointestinais.

Em outro aspecto, a invengao caracteriza um método de trata-
mento de um disturbio mieloproliferativa em um mamifero, onde o método
compreende a etapa de administrar ao mamifero uma quantidade terapeuti-
camente efetiva de um composto de hidroquinona ansamicin. O disturbio
hjieloproliferativo pode ser selecionado a partir do grupo consistindo em
trombocitemia essencial, metaplasia miel6ide agnogénica, policiiemia vera, e
sindrome hipereosinofilica. '

Em outro aspecto a invengé@o caracteriza um método de trata-
mento de uma condigdo anormal em um mamifero, onde a condi¢gdo anormal
esta associada com uma aberragdo em uma trajetéria de transdugao de sinal
mediada por PDGFRa, onde o método compreende a etapa de administrar
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ao mamifero uma quantidade terapeuticamente efetiva de um composto de
hidroquinona ansamicin. |

Em outro aspecto, a invengao caracteriza um método de trata-
mento de um disturbio hiperproliferativo, compreendendo a etapa de admi-
nistrar a um mamifero uma quantidade terapeuticamente efetiva de um com-
posto de hidroquinona ansamicin, onde o distarbio’ hiperproliferativo esta as-
sociado com uma aberragao em uma trajetéria de transdugéo de sinal medi-
ada por uma proteina mutante; ou por uma proteina de fungao de ganho mu-
tante, por exemplo, EGFR, VEGFR, Flt-3, Her-2 ou b-Raf. O disturbio pode
ser selecionada a partir do grupo consistindo em mieloma multiplo, leucemia
mieldide aguda, a presenga de pelo menos um tumor estromal gastrointesti-
nal, cancer de seio, cancer de pulmao de célula nao-pequena, carcinoma de
célula renal, melanoma, e cancer de prostata.

Em outro aspecto, a invengéo caracteriza um método de trata-
mento de um distarbio hiperproliferativo, compreendendo a etapa de admi-
nistrar a um mamifero uma quantidade terapeuticamente efetiva de um com-
posto de hidroquinona ansamicin, ondé o disturbio hipefproliferativo esta as-
sociado com uma aberragdo em uma trajetéria de transdugéo de sinal medi-
ada por uma proteina de fusdo, por exemplo, Ber-Abl, Trp-Met, ou Runx1-
Eto. O disturbio pode ser leucemia mieldide cronica.

Em ainda outro aspecto, a invencao caracteriza um método de
tratamento de um disturbio hiperproliferativo, compreendendo a etapa de
administrar a um mamifero uma quantidade terapeuticamente efetiva de um
composto de hidroquinona ansamicin, onde o disturbio hiperproliferativo esta
associado com uma aberragdo em uma trajetéria de transdugdo de sinal
mediada por uma proteina cliente de Hsp90, por exemplo, Chk1, telomerase,
Hifla, MMP2, Met, FAK, RIP, PLK, ou NPM-AL.

A inVengéo também caracteriza um método de tratamento de um
distarbio hiperproliferativo, compreendendo a etapa de administrar a um
mamifero uma quantidade terapeuticamente efetiva de um composto de hi-
droquinona ansamicin, onde o disturbio hiperproliferativo estd associado com
uma proteina selecionada a partir do grupo consistindo em Zap-70, Akt,
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Her2; IKK e NF-kappaB.
Os aspectos da invengdo podem incluir uma ou mais das seguin-
tes caracteristicas: o mamifero pode ser um ser humano; o modo de admi-

nistracdo pode ser por inalagao, oral, intravenosa, sublingual, ocular, trans-

~ dermal, retal, vaginal, topica, intramuscular, intra-arterial, intratecal, subcuta-

nea, administragdo bucal; e o composto hidrogquinona ansamicin pode ser

representado pela formula 1:

',N’H o é
RS

ou a base livre deste;
no qual independentemente para cada ocorréncia:
W  é oxigénio ou enxofre; |
Q  é oxigénio, NR, N(acila), ou uma ligagao;
X é uma base conjugada de um acido farmaceuticamente
aceitavel;
| R  para cada ocorréncia é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, cicloalquila, heterocicloal-
quila, aralquila, heteroarila, e heteroaralquila; ,
R: & hidroxila, alcoxila, -OC(O)Rs, -OC(O)Re, -OC(O)NR1oR11,
-OS0,R2, -OC(O)NHSO2NR;3R14, -NR13R14, ou haleto; e R é hidrogénio,
alquila, ou aralquila; |
ou R; e Rz tomados juntos, junto com o carbono ao qual eles
estao ligados, representam -(C=0)-, -(C=N-OR)-, -(C=N-NHR)-, ou -(C=N-R)-;
" Rs e R4 sdo cada independentemente selecionados a partir do
grupd consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila; arila, cicloalqui-

la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, e -[(CR2)p}-Rie;



i 10

15

20

25

ou Rz tomado junto com R4 representa um anel heterociclico opcionalmente
substituido 4-8 membrado; ,
Rs € selecionado a partir do grupo consistindo em H, alquila,

aralquila, e um grupo tendo a férmula 1a:
O  Riz

no qual Ry; é selecionado independentemente a partir do grupo
consistindo em hidrogénio, héleto, hidroxila, alcoxi, ariléxi, aciloxi, amino,
alquilamino, arilamino, acilamino, aralquilamino, nitro, aciltio, carboxamida,
carboxila, -COR4s, -COzRis, -N(R1g)COR1g, -OC(O)N(Rig)(R1g), -N(R1g)SOR1s,
‘N(Rig) CO)N(Rsg)(Rrg), € -CHz0-heterociclila; -

Rs € Ry sdo ambos hidrogénio; 6u Re € R; tomados juntos for-
mam uma ligagao; ‘ | |

Rs & hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila,
heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CR2).]-R1s; |

Re = é alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila, heterociblo-
alquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CR2),]-Rie;

Rio € Ryy sdo cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, e [(CRz)]-R1e; €
R10 € Ry1 tomados juntos com o nitrogénio ao qual eles estao ligados repre-
sentam um anel heterociclico Opcionalmente substituido 4-8 membrado;

Ri2 € alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila, heterociclo-
alquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CRQ),,]-Rm;

Ri3 e Ry4 sdo cada independentemente selecionados a partir do |
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterociclbalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CR2),]-Ris;
ou Ry3 e Ry4 tomados juntos com o nitrogénio ao qual eles estao ligados re-
presentam um anel heterociclico opcionalmente substituido 4-8 membrado;

Rie para cada ocorréncia é independentemente selecionado a
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partir do grupo consistindo em hidrogénio, hidroxila, acilamino, -N(R1s)COR;sg,
-N(R18)C(O)OR1e, -N(R18)SO2(R1s), -CON(R18)(R19), -OC(O)N(R1g)(R19),
-SO2N(R1g)(R19), -N(R1g)(R10), -OC(O)OR1s, -COORRyg, -C(O)N(OH)(Ris),
-OS(02)OR1s, SO2-OR1s, -OP(O)(OR15)(OR4sg), -N(R18)P(O)(OR1)(OR19),e
-P(O)(OR15)(OR19);

p é1,2,3,450u6; |

Rie para cada ocorréncia é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila, hetero-
cicloalquila, aralquila, heteroarila, e heteroaralquila; ,

Rig para cada ocorréncia é independentemente selecionado a -
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila, hetero-
cicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou Rsg tomado junto com
Rig representam um anel heterdciclico opcionalmente substituido 4-8 mem-
brado; , _

R20, R21, Raa, Rza, R24 € Ros para cada ocorréncia sao indepen-
dentemente alquila; ' , .

R2; € alquila, -CH>OH, -CHO-, -COOR;j3, ou CH(OR1g)z;

Ros € Ro7 para cada ocorréncia sdo independenfemente selecio-
nados a partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila,
heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila; _

€ a estereoquimica absoluta em um centro estereogénico de
férmula 1 pode ser R ou S, ou uma mistura destes, e a estereoquimica de
uma ligagdo dupla pode ser E ou Z, ou uma mistura destes. Em particular, o
composto hidroquinona ansamicin pode ser 17-alilamino-17-demetéxi-18,21-
dihidrogeldamacin, ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste, tal como o
sal cloridrato de 17-alilamino-17-demetdxi-18,21-dihidrogeldanamicin.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Definicbes

As definicdes de termos usados aqui sdo significativas para in-
corporar as definicdes do estado da técnica atual reconhecidas para cada
termo nos campos quimicos e farmacéuticos. Onde apropriado, exemplifica-

¢ao é provida. As definigdes se aplicam aos termos. conforme eles sdo usa-
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dos através de todo este relatério, a menos que de outro modo limitado a
exemplos especificos, ou individualmente, ou como parte de um grupo maior.
Onde a estereoquimica ndo é especificamente indicada, todos
os estereoisébmeros dos compostos da invengao sao incluidos dentro do es-
copo desta invengdo, como compostos puros, bem como misturas destes. A
menos que de outro modo indicado, enantibmeros individuais, diastere6me-
ros, isdbmeros geométricos, e combinagcbes e misturas destes sao todos en-
volvidos pela presente invengao. Formas cristalinas polimérficas e solvatos
séo também envolvidos dentro do escopo desta invengao.
" Conforme aqui usado, o termo "benzoquinona ansamicin” refere-

se a um composto compreendendo uma lactam macrociclica, compreenden-

do adicionalmente somente uma lactam no anel e uma porgao de benzoqui-

nona no anel de lactam, no qual a por¢ao de benzoquinona tem pelo menos
um substituinte de nitrogénio, no qual pelo menos um substituinte de nitro-
génio é parte da referida porgédo de amido no anel de lactam. Exemplos es-
pecificos de benzoquinona ansamicin que ocorrem naturalmente incluem,
mas ndo estao limitados a, geldamicin e herbimicin. O termo "analogo de
geldamicin” refere-se a uma benzoquinona ansamicin que' pode ser derivada
de geldamicin, por exemplo, por manipulagdo quimica; por exemplo, 17- -
alitamino-17-demetoxigeldamicin (17-AAG) ou 17-(2-dimetilaminoetila) ami-
no-17-demetoxigeldamici'n'(17-DMAG). Conforme aqui usado, 0 termo "hi-
droquinona ansamicin” refere-se a uma benzoquinona ansamicin na qual a
por¢éo de benzoquinona foi reduzida (uma redugdo de dois elétrons) & por-
¢ao de hidroquinona correspondente. Um exemplo de tal redugdo em um
sistema simplificado é a redugéo de dois elétrons de benzoquinona em hi-
droquinona.

Conforme aqui usado, o termo "isolado" significa que o compos-
to ndo estd em uma célula ou organismo, e 0 composto € separado de al-
gum ou de todos os componentes que tipicamente 0 acompanham na natu-
reza. | ‘

- Conforme aqui usado, o termo "puro" significa que a amostra

isolada contém pelo menos 60% em peso do composto. Preferiveimente, a
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amostra isolada contém pelo menos 70% em peso do composto. Mais prefe-
rivelmente, a amostra isolada contém pelo menos 80% em peso do compos-
to. Ainda mais preferivelmente, a amostra isolada contém pelo menos 90%
em peso do composto. Mais preferivelmente, a amostra isolada contém pelo
menos 95% em peso do com'posto. A pureza de uma amostra isolada de um
composto pode ser acessada por um nimero de métodos ou uma combina-
¢ao deles; por exemplo, cromatografia instantanea ou preparativa de cama-
da delgada, espectrometria de massa, HPLC, analise de RMN, e similares.

O termo "heteroatomo" é reconhecido na técnica, e refere-se a
um atomo de qualquer elemento outro do que carbono ou hidrogénio. Hete-
roatomos ilustrativos incluem boros, nitrogénio, oxigénio, fésforo, enxofre e
selénio. o

O termo "alquila" é reconhecido na técnica, e inclui grupos alifa-
ticos saturados, incluindo grupo alquila de cadeia reta, grupos alquila de ca-
deia ramificada, grupos Cicloalquila (aliciclico), grupos cicloalquila alquila
substituidos, e grupos cicloalquila alquila substituida. Em certas concretiza-
¢bes, uma alquila de cadeia reta ou de cadeia ramificada tem cerca de 30 ou
pouco menos atomos de carbono em seu suporte (por exemplo, C4-Cso para
cadeia ramificada), e alternativamente 20 ou pouco menos. Do mesmo mo-
do, as cicloalquilas tém de cerca de 3 a cerca de 10 atomos de carbono em
sua estrutura de anel, e alternativamente cerca de 5, 6 ou 7 carbonos na
estrutura de anel.

A menos que 0 numero de carbonos seja, de outro modo especi-
ficado, "alquila inferior" refere-se a um grupo alquila, conforme' definido aci-
ma, mas tendo de um a cerca de dez carbonos, alternativamente de um a
cerca de seis atomos de carbono em sua estrutura de suporte. Do mesmo
modo, "alquila inferior" e "alquinila inferior" tém comprimentos de cadeia si-
milares.

O termo “aralquila" é reconhecido na técnica, e refere-se a um
grupo alquila substituido com um grupo arila (por exemplo, um grupo aroma-
tico ou heteroaromatico). ' '

Os termos "alquenila” e "alquinila" sédo reconhecidos na técnica,
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e se referem a grupos alifaticos insaturados analogos em comprimento, e
possivel substituicado aos alquis acima descritos, mas que contém pelo me-
nos uma dupla ou tripla ligagao respectivamente. o
O termo "arila" é reconhecido na técnica, e refere-se a grupos

arométicbs de anel simples 5-, 6- e 7-membrado que podem incluir de zero a
quatro heteroatomos, por exemplo, benzeno, naﬁaleno, antraceno, pireno,
pirrole, furano, tiofeno, imidazol, tiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina, piri-
dazina e pirimidina, e similares. Aqueles grupos arila tend,o'heteroétomos na
estrutura de anel podem também serem referidos como "heterociclos arila "
ou "heteroaromaticos". O-anel aromatico pode ser substituido em uma ou
mais posigdes de anel com tais substituintes conforme descrito acima, por
exemplo, halogénio, azida, alquila, aralquila, alquenila, alquinila, cicloalquila,
hidroxila, alcoxi, alcoxila, amino, nitro, sulfidrila, imino, amido, fosfonato, fos-
finato, carbonila, carboxila, silila, éter, alquiltio, sulfonila, sulfonamido, ce-

tona, aldeido, éster, heterociclila, porgdes aromaticas ou heteroaromati-

- cas, -CF3, -CN, ou similares. O termo "arila" também inclui sistemas de anel

policiclico tendo dois ou mais anéis ciclicos em que dois ou mais carbonos
sd0 comuns a dois anéis de unido (os anéis sdo "anéis fundidos") nos quais
pelo menos um dos anéis é aromatico, por exemplo, 0s outros anéis ciclicos
podem ser cicloalquis, cicloalquenis, cicloalquinis, aris e/ou heterociclis.

_ O termo "heterociclila", "heteroarila”, ou "grupo heterociclico" sdo
reconhecidos na técnica, e se referem a estruturas de anel 3- a cerca de 10-
membros, alternativamente anéis 3- a cerca de 7-membros, cujas estruturas
de anel incluem um a quatro heteroatomos. Os heterociclos podem também
serem policiclos. Os grupos heterociclilas incluem, por exemplo, tiofeno, tian-
treno, furano, pirano, isobenzofurano, cromeno, xanteno, fenoxanteno, pirro-
le, imidazol, pirazol, isotiazol, isoxazol, piridina, pirazina, pirimidina, piridazi-' |
na, indolizina, isoindole, indole, indazol, purina, quinolizina, isoquinolina, qui-
nolina, ftalazina, naftiridina, quinoxalina, quinazolina, cinolina, pteridina, car-
bazol, carbolina, fenantridina, acridina, pirimidina, fenantrolina, fenazina, fe-
narsazina, fenotiazina, furazan, fenoxazina, pirrolidina, oxolano, tiolano, oxa-

zol, piperidina, piperazina, morfolina, lactonas, lactams, tais como azetidino-
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nas e pirrolidinonas, sultams, sultonas, e similares. O anel heterociclico pode
ser substituido em uma ou mais posicdes com tais substituintes conforme
descrito acima, como, por exemplo, halogénio, alquila, aralquila, alquenila,
alquinila, cicloalquila, hidroxila, amino, nitro, sulfidrila, imino, amido, fosfona-
to, fosfinato, carbonila, carboXiIa, silila, éter, alquiltio, sulfonilé, cetona, aldei-
do, éster, um heterociclila, uma porgao aromatica ou heteroaromatica, -CFs,
-CN, ou similares.

O termo "mutado" geralmente significa que a atividade de uma
proteina € mais baixa ou mais alta do que a prote'fna tipo nao-cultivada. "Mu-
tado" pode também significar que uma proteina € mudada, tal que ela nao
pode mais interagir com um par de ligagao natural.

O termo "opcionalmente substituido” refere-se a um grupo qui-
mico, tal como alquila, cicldalquila arila, e similares, no qual um ou mais hi-
drogénio pode(m) ser substituido(s) com um substituinte conforme aqui des-
crito, por exemplo, halogénio, azida, alquila, aralquila, alquenila, alqu_inilé,
cicloalquila, hidroxila, alcoxila, amino, nitro, sulfidrila, imino, amido, fosfonato,‘
fosfinato, carbonila, carboxila, silila, éter, alquiltio, sulfonila, suifonamido, ce-
tona, aldeido, éster, heterociclila, por¢des aromaticas ou heteroaromaticas, -
CF3, -CN, ou similares.

' Os termos "policiclila” ou "grupo policiclico" sdo reconhecidos na
técnica, e se referem a dois ou mais anéis (por exemplo, cicloalquis, cicloal-
quenis, cicloaiquinis,'aris e/ou heterociclilas) em QUe ddis ou mais carbonos
sao comuns a dois anéis de unido, por exemplo, os anéis sdo "anéis fundi-
dos". Os anéis que séo unidos através de atomos néo-adjacentes séo de-
nominados "anéis em ponte". Cada um dos anéis do policiclo pode ser subs-
tituido com tais substituintes conforme descrito acima, como, por exemplo,
halogénio, alquila, aralquila, alquenila, alquinila, cicloalquila, hidroxila, amino,
nitro, sulfidrila, imino, amido, fosfonato, fosfinato, carbonila, carboxila, silila,

. éter, alquiltio, sulfonila, cetona, aldeido, éster, um heterociclila, uma porgao

aromatica ou heteroaromatica -CF3, -CN, ou similares.
O termo "carbociclo" é reconhecido na técnica, e refere-se a um

anel aromatico ou nao-aromatico no qual cada atomo do anel é carbono.
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O termo "nitro" é reconhecido na técnica, e refere-se a -NO; o
termo halogénio é reconhecido na técnica e refere-se a -F, -Cl, -Br ou -I; o
termo "sulfidrila" é reconhecido na técnica, e refere-se a -SH; o termo "hidro-
xila" significa -OH; e o termo "sulfonila” é reconhecido na técnica, e refere-se
a -SO;. "Haleto" designa o anion correspondente dos halogénios, e "pseu-
dohaletos" tem a definicdo colocada em 560 de "Advanced Inorganic Che-

mistry" por Cotton e Wilkinsons.
Os termos "amina" e "amino" sdo reconhecidos na técnica, € se
referem a aminas ambas nao-substituidas e substituidas, por exemplo, uma

porcdo que pode ser representada pelas férmulas gerais:

| ' /R,s.o_ Rsf ‘
—N ~——N-—RS53
R51 - Rs2

no qual R50, R51 e R52 cada um representa independentemente um hidro-
génio, uma alquila, uma alquenila, -(CH2),-R61, ou R50 e R51, tomados jun-

tos com o atomo de N ao qual eles estao fixados completam um heterociclo

tendo 4 a 8 atomos de carbono na estrutura de anel; R61 representa um ari-
la, um cicloalquila, um cicloalquenila, um heterociclo ou um policiclo; e m é
zero ou um inteiro na faixa‘de 1 a 8. Em outras concretizagdes, R50 e R51 (e
opcionalmente R52) cada um representa independentemente um hidrogénio,
uma alquila, uma alquenila, ou -(CH2)n-R61. Desse modo, o termo "alquila-
mina" inclui um grupo amina, conforme definido acima, tendo uma alquila
substituida ou nao-substituida fixado a este, isto é, pelo menos um de R50 e
R51 é um grupo alquila.

O termo "acilamino” é reconhecido na técnica, e refere-se a uma

porgéoique pode ser representada pela formula geral:

0 .
N ! l R54

R50
no qual R50 é conforme definido acima, e R54 representa um hidrogénio,
uma alquila, uma alquenila, ou -(CH2)n-R61, onde m e R61 sdo conforme
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definidos acima.
O termo "amido" é reconhecido na técnica como um carbonila
amino substituido, e inclui uma porcdao que pode ser representada pela for-

mula geral:
0

T
- N

R50
no qual R50 e R51 sédo conforme definidos 'aci'mé. Certas concretizagdes da
amida na presente invencéo néo incluirdo imidas que"podém ser instaveis.

O termo "alquiltio" refere-se a um grupo alquila, conforme defini-
do acima, tendo um radical de enxofre fixado ao mesmo. Em certas concreti-
zacdes, a porgao "alduiltio" é representada por um de -S-alquila, -S--
alquenila, -S-alquinila, e -S-(CH2)nR61, no qual m e R61 sao definidos aci-
ma. Os grupos alquiltio representativos incluem metiltio, etila tio, e similares.

O termo "carboxila" é reconhecido na técnica, e inclui tais por-

¢Oes como podem ser representadas pelas formulas gerais:
o _

| R o
ORSS ~_ /”\ o
/lese/ X507 TRs6

no qual X50 é uma ligagdo, ou representa um oxigénio ou um enxofre, e R55
e R56 representam um hidrogénio, uma alquila, uma aiquenila, ou -(CHz)m-
R61, ou um sal farmaceuticamente aceitavel, R56 representa um hidrogénio,
uma alquilé, uma alquenila, ou -(CHz)n-R61, onde m e R61 sao definidos
acima. Onde X50 é um oxigénio e R55 ou R56 ndo é hidrogénio, a férmula
representa um "éster". Onde X50 é um oxigénio e R55 é conforme definido
acima, a porgao é referida aqui como um grupo carboxila, e particularmente
quando R55 é hidrogénio, a férmula representa um "acido carboxilico". Onde
X50 é um oxigénio e R56 é hidrogénio, a férmula representa um "formato".
Em geral, onde o atomo de oxigénio da férmula acima é substituido por en-
xofre, a formula representa um grupo "tiocarbonila". Onde X50 é um enxofre
e R55 ou R56 nao é hidrogénio, a férmula representa um "tioléster". Onde
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X50 é um enxofre e R55 é hidrogénio, a férmula representa um "acido tiol-
carboxilico”. Onde X50 é um enxofre e R56 é hidrogénio, a férmula repre-
senta um "tiolformato". Por outro lado, onde X50 é uma ligagéo, e R55 nao é
hidrogénio, a formula acima representa um grupo "cetona“. Onde X50 é uma
ligagdo e R55 é hidrogénio, a férmula acima representa um grupo "aldeido”.

O termo "carbamoila” refere-se a -O(C=0)NRR’, onde R e R’ séo
independentemente H, grupos alifaticos, grupos arila ou grupos heteroarila.

O termo "oxo" refere-se a um oxigénio carbonila (=0O).

Os termos "alcoxila" ou "alcoxi" sédo reconhecidos na técnica, e
se referem a um grupo alquila, conforme definido acima, tendo um radical
oxigénio fixado ao mesmo. Grupos alcoxila représentativos incluem metoxi,
etoxi, propildxi, terc-butdxi, e similares. Um "éter" é dois hidrocarbonetos co-
valentemente ligados por um oxigénio. Consequlientemente, o substituinte de
uma alquila que torna aquela alquila um éter € ou se assemelha a um alcoxi-
la, tal como podem ser representados por um de -O-alquila, -O-alquenila,' -O-
alquinila, -O-(CHz)m-R61, onde m e R61 sdo conforme descritos.

O termo "sulfonato" € reconhecido na técnica, e refere-se a uma

porgéo que pode ser representada pela formula geral:
.'“"f'fS'T";QR57' :
em que R57 € um par de elétrons, hidrogénio, alquila, cicloalquila, ou arila.

O termo "sulfato” é reconhecido na técnica, e inclui uma porgdo -
que pode ser representada pela férmula geral: |

== Q—8—0RS57

em que R57 é conforme definido acima.
O termo "sulfonamido" é reconhecido na técnica, e inclui uma

por¢ao que pode ser representada pela férmula geral:
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e N——8——OR56

R50 O
em que R50 e R56 sdo conforme definidos acima.

O termo "sulfamoila" é reconhecido na técnica, e refere-se a

uma porgcao que pode ser representada pela férmula geral:

0 e
WL'WN /Rso
Il -\1151

em que R50 e R51 sédo conforme definidos acima. _
O termo "sulfonila” € reconhecido na técnica, e refere-se a uma

porcao que pode ser representada pela férmula geral:
e

——S—RS58
1
em que R58 € um dos seguintes: hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, ci-
clqalquila, heterocicloalquila, arila ou heteroarila.

O termo "sulféxido" é reconhecido na técnica, e refere-se a uma

porcao que pode ser representada pela formula gerai:
' 8]

_
- RS8
em que R58 é definido acima.

Substituicdes analogas podem ser feitas para grupos alquenila e
alquinila para produzir, por exemplo, aminoalquenis, aminoalquinis, amidoal-
quenis, amidoalquinis, iminoalquenis, iminoalquinis, tioalquenis, tioalquinis,
alguenis ou alquinis substituidos com carbonila.

A definicdo de cada expressao, por exemplo, alquila, m, n e simi-
lares, quando ocorre mais do que uma vez em qualquer estrutura, é preten-
dida para ser independente de sua defin‘igéo em outra parte na mesma es-

trutura.
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Certos compostos aqui descritos podem existir em formas geo-
métricas ou estereoisoméricas particulares, que podem ser oticamente ati-
vas. A presente invencdo contempla todos tais compostos, incluindo iséme-
ros cis- e trans-, enantidmeros R- e S-, diasteredmeros, isdbmeros (D), isbme-
ros (L), as misturas racémicas destes, e outras misturas destes. Atomos de
carbono assimétricos adicionais podem estar presentes em um substituinte,
tal como um gfupo alquila. Todos tais isdbmeros, bem como misturas destes,
sao pretendidos para serem incluidos nesta invengéo.

Se, por exemplo, um enantidmero particular de um composto é

desejado, ele pode ser preparado por sintese assimétrica, ou por derivagao

com um auxiliar quiral, onde a mistura diastereémero resultante € separada,
e 0 grupo auxiliar clivado para proporc‘ionar os enantidmeros desejados pu-
ros. Alternativamente, onde a molécula contém um grupo funcional basico,
tal como amino, ou um grupo funcional acido, tal como carboxila, sais diaste-
reoméricos sdo formados com um &cido ou base oticamente ativo apropria-
do, seguido por resolugdo dos diasteredbmeros assim formados por cristali-
zagao fracional ou meios cromatograficos bem conhecidos na técnica, e re-
cuperacgao subseqiente dos enantidmeros puros.

Sera compreendido que "substituicao" ou "substituido por" inclui
a condigao implicita que tal substituicao esta de acordo com a valéncia per-

" mitida do atomo substituido e o substituinte, e que a substituigdo resulta em

um composto estavel, por exemplo, que ndo suporta espontaneamente
transformacgao tal como rearranjo, ciclizagao, eliminagao ou outra reagao.

O termo "substituido” é também contemplado para incluir todos
os substituintes permissiveis de compostos organicos. Em um aspecto am-
plo, os substituintes permissiveis incluem substituintes aciclicos e ciclicos,
ramificados e nao-ramificados, carbociclicos e heterociclicos, arométicos e
nao-aromaticos de compostos organicos. Substituintes ilustrativos incluem,
por exemplo, aqueles descritos aqui acima. Os substituintes permissiveis
podem ser um ou mais e 0 mesmo ou diferente para compostos orgénicos
apropriados. A propésito desta invengao, os heterodtomos, tais como nitro-

génio, tém substituintes de hidrogénio e/ou quaisquer substituintes permissi-
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veis de compostos organicos aqui descritos que satisfazem as valéncias dos
heteroatomos.

A frase "grupo de prote¢ao”, conforme aqui usada, éignifica
substituintes temporarios que protegem'um grupo funcional potencialmente
reativo de transformacgdes quimicas desejadas. Exemplos de tais grupos de
protecdo incluem ésteres de acidos carboxilicos, silila éteres de alcoois, e
acetais e cetais de aldeidos e cetonas, respectivamente. O campo de quimi-
ca de grupo de protecao foi revisado (Greene, T. W.; Wuts, P.G.M. Protecti-
ve Groups in Organic Synthesis, 2™ ed.; Wiley: New York, 1991).

Para a proposta desta invengdo, os elementos quimicos sao i-
dentificados de acordo com a Tabela Peridédica dos Elementos, CAS versao
Handbook of Chemistry and Physics, 67th Ed., 1986-87.

O termo "sal farmaceuticamente aceitavel' ou "sal" refere-se a.
um sal de um ou mais compostos. Sais farmaceuticamente aceitaveis de
compostos incluem sais de adicao de acido que podem, por exemplo, serem
formados pela mistura de uma solugao do composto com uma solugéao de
um acido farmaceuticamente aceitavel, tais como acido cloridrico, acido
bromidrico, acido sulfurico, acido fumarico, acido maléico, acido succinico,:
acido benzoico, acido acético, acido citrico, acido tartarico, acido fosférico,
acido carbénico, ou similares. Onde os compostos conduzem uma ou mais
porgdes acidas, sais farmaceuticamente aceitaveis podem ser formados pelo
tratamento de uma solugdo do composto com uma solugdo de uma base
farmaceuticamente aceitavel, tal como hidréxido de litio, hidréxido de sédio,
hidréxido de potassio, tetraalquilaménio hidréxido, carbonato de litio, carbo-
nato de sédio, carbonato de potassio, aménia, alquilaminas, ou similares.

O termo "acido farmaceuticamente aceitavel" refere-se a acidos
inorganicos ou organicos que nio exibem' toxicidade substancial. Exemplos
de sais farmaceuticamente acei.téveis incluem, mas nao estao limitados a,
acido cloridrico, acido bromidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fenilsul-
fonico, acido metanossulfénico, acido fumarico, acido maléico, acido succini-
co, acido benzoéico, acido acético, acido citrico, acido tartarico, acido fosfori-

co, acido carbdnico, e similares.
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O termo "co-sal' ou "co-cristal" refere-se a composi¢des nas

quais a forma de sal reduzida esta presente com pelo menos um outro sal,

" tal como um sal de um aminoacido.

O termo "individuo", conforme aqui usado, refere-se a um ani-
mal, tipicamente um mamifero ou um ser humano, que sera ou foi o objeto
do tratamento, observagao e/ou experimento. Quando o termo é usado em
conjunto com administragdo de um composto ou farmaco, entédo o individuo
foi 0 objeto de tratamento, observagdo, e/ou administragdo do composto ou
farmaco.

Os termos "co-administragao” e "co-administrando” referem-se a
ambas administragdo concorrente (administracédo de dois ou mais agentes
terapéuticos a‘o mesmo tempo), e tempo variado de administragdo (adminis-
tracdo de um ou mais agentes terapéuticos em um tempo diferente daquele
da administragao de uma agente ou agentes terapéuticos adicionais), consi-
derando-se que os agentes terapéuticos estdo presentes no'paciente a al-
guma extensdo ao mesmo tempo.

- O termo "quantidade terapeuticamente efetiva", conforme aqui
usado, significa a quantidade de composto ativo ou agente-farmaceutica-
mente aceitavel que induz a uma resposta biolégica ou médica em uma cul-
tura de célula, sistema de tecido, animal ou humano, que esta sendo procu-
rado por um pesquisador, veterinario, ou médico, que inclui alivio dos sinto-
mas da doenga, condi¢ao ou disturbio sendo tratada.

O termo "composicao" é pretendido para envolver um produto
compreendendo os ingredientes especificos nas quantidades especificadas,
bem como qualquer produto que resulta, direta ou indiretamente, de combi-
nagdes dos ingredientes especificados nas quantidades especificadas, parti-
cularmente co-sais, tais como o sal de ansamicim reduzido (por exemplo,
sulfato) com um sal de um aminoécido (por exemplo, glicina).

O termo "disturbio mediado por Hsp90", ou "disturbio mediada
por células que expressam Hsp90" referem-se a condigdes patoldgicas e de
doenca nas quais Hsp90 desempenha um papel. Tais papéis podem estar

diretamente relacionados as condi¢des patoldgicas, ou podem estar indire-
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tamente relacionadas a condigdo. A caracteristica comum para esta classe
de condicdes é que as condigdes podem ser melhoradas pela inibigcao- da
atividade, fungao, ou associagdao com outras proteinas de Hsp90. |

O termo "cKit Kinase" refere-se a kivnase de tirosina de proteina
receptora de mefnbrana quelé preferivelmente ativada sob ligagao do Fator
d‘e Célula de Haste (SCF) ao seu dominio extracelular (Yarden et al, 1987;
Qiu et al., 1988). A kinase de tirosina receptora cKit kinase contém 5 motivos
similares a imvunoglobulina no dominio extracelular, e um dominio de kinase
de "divisdo" citoplasmica. A seqiiéncia de aminoacido de comprimento total
de uma cKit Kinase preferivelmente é conforme colocada em Yarden, et al.,
1987, EMBO J. 11:3341-3351;e Qiu, et al., 1988, EMBO J 7:1003-1011, que
séo incorporados por referéncia aqui em sua totalidade, incluindo quaisquer
desenhos. Versoes mutantes de cKit Kinase sao envolvidas pelo termo "cKit.
Kinase", e incluem aquelas que caem em duas classes: (1) tendo uma subs-
tituicao simples de aminoéc’ido, por exemplo, em coédon 816 da cKit Kinase
humana, ou sua posigdo equivalente em outra espécie (Ma et al., 1999, J.
Invest Dermatol 112:165-170), e (2) aquelas que tém mutagdes envolvendo
a justamembrana z-espiral putativa da proteina (Ma, et ai., 1999, J. Biol |
Chem 274:13399-13402). Ambas estas publicagdes sdo incorporadas por
referéncia aqui em sua totalidade, incluindo quaisquer desenhos.

O termo "transportador farmaceuticamente aceitavel" refere-se a
um meio que é usado para preparar uma forma de dosagem desejada de um
composto. Um transportador farmaceuticamente aceitavel pode incluir um ou
mais solventes, diluentes, ou outros veiculos liquidos; auxiliadores de dis-
persdo ou suspensdo; agentes ativos de superficie; agentes isotonicos; a-
gentes de espessamento ou emulsificante; conservantes; ligantes sdlidos;
lubrificantes; e similares. Remington’s Pharmaceutical Sciences, Quinta Edi-
¢ao, E. W. Martin (Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1975) e Handbook of
Pharmaceutical Excipients, Terceira Edicdo, A. H. Kibbe ed. (American
Pharmaceutical Assoc. 2000), revelam varios transportadores usados na
formulacdo de composi¢gdes farmacéuticas, e técnicas conhecidas para a
preparacao destas.



10

15

20

19

Compostos
Exemplos de hidroquinona ansamicins incluem um composto de

férmula 1:

ou a base livre deste;

no qual independentemente para cada ocorréncia:

w é-oxigénio ou enxofre;

Q  é oxigénio, NR, N(acila), ou uma ligag¢éo;

X é uma base conjugada de um ééido farmaceuticamente
aceitavel; ‘

R para cada ocorréncia é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, cicloanUiIa, heterocicloal-
quila, aralquila, heteroarila, e heteroaralquila; '

"Ry & hidroxila, alcoxila, -OC(O)Rs, -OC(O)Rs; -OC(O)NRioRy1,
-OSO;R12, -OC(O)NHSO:NRaR14, -NR13R14, Ou haleto; e R, é hidrogénio,
alquila, ou aralquila;

‘'ou R, e R, tomados juntos, junto com o carbono ao qual eles estao
ligados, representam -(C=0)-, -(C=N-OR)-, -(C=N-NHR)-, ou -(C=N-R)-;

Rs; e R4 sdo cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui- -
la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, e -[(CR2)y]-R1s;
ou R3; tomado junto com R, representa um anel heterociclico opcionalmente
substituido 4-8 membrado;

Rs & selecionado a partir do grupo consistindo em H, alquila,

aralquila, e um grupo tendo a formula 1a:
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no qual Ry7 é selecionado independentemente a partir do grupo consistindo
em hidrogénio, haleto, hidroxila, alcoxi, arildxi, aciléxi, amino, alquilamino,
arilamino, acilamino, aralquilamino, nitro, aciltio, carboxamida, carboxila,
-CORy1s, -CO2R1s, -N(R1g)CO2R19, -OC(O)N(R1g)(R1g), -N(R18)SO2Rs,
-N(R18)C(O)N(R18)(R1s), e -CH:O-heterociclila; : "

Re € R; sdo ambos hidrogénio; ou Rg e Ry tomados juntos for-
mam uma liga¢ao;

Rs € hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila,
heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heterdaralquila, ou [(CR2)p]-Rie;

Ry € alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila, heterociclo-
alquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CRz)p]-R1s;

R10 € Ry1 sao cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, ara|qUiIa, heteroarila, heteroaralquila, e [(CR2)p]-Rie; €
Rio € Ryy tomados juntos com o nitrogér]io ao qual eles estao ligados repre-
sentam um anel heterociclico opcionalmente substituido 4-8 membrado;

Ry é aiquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila, heterociclo-
alquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CR2).]-Rise; | |

R13 e R4 sd0 cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou. [(CRz)p]-Ris;
ou Ri3 € Ry4 tomados juntos cbm 0 nitrogénio ao qual eles estéo ligados re-
presentam um anel heterociclico opcionalmente substituido 4-8 membrado;

R« para cada ocorréncia é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, hidroxila, acilamino, -N(R1g)COR;g,
-N(R1g)C(O)OR;g, N(R18)SOR19), -CON(Rig)(R1g), -OC(O)N(Ri8)(R1g),  -SON(R1g)(Rig),
-N(Rig)(R1g), -OC(O)OR1g, -COORR;1g, -C(O)N(OH)(R1s), -OS(02)OR1s, SO»-
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ORys, -OP(O)(OR15)(OR19), -N(R1g)P(O)(OR1g)(OR1s),e -P(O)(OR1s)(OR9);

p 61,23, 4 50u6;

R{B para cada ocorréncia é independehtemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila, hetero-
cicloalquila, aralquila, heteroarila, e heteroaralquila; ‘

Ry para cada ocorréncia é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila, hetero-
cicloalquila, afalquila, heteroarila, heteroaralquila, ou Ryg tomado junto com
R representam um anel heterociclico opcionalmente substituido 4-8 mem-
brado;

Rz0, R21, R22, Ros, R24 € Ras para cada ocorréncia sao indepen-
dentemente alquila;

Rzz € alquila, -CH,OH, -CHO-, -COOR;g, ou CH(OR1g)z;

R26 € Ro7 para cada ocorréncia sdo independentemente selecio-
nados a partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila,
heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila;

provido que quando R é hidroxila, R, é hidrogénio, Re e Ry to-
mados juntos formam uma ligagao dupla, Ry € metila, Ry é metila, Ry é
metila, Rzs é metila, R4 € metila, Ros é metila, Ras é hidrogénio, Rz7 é hidro-
génio, Q é uma ligagao, e W é oxigénio; Rz e R4 ndo sdo ambos hidrogénio
nem 'quando tomados juntos representam uma azetidina néo-substitui’da; e

a estereoquimica absoluta em um centro estereogénico de for-
mula 1 pode ser R ou S, ou uma mistura destes, e a estereoquimica de uma
ligagao dupla pode ser E ou Z, ou uma mistura destes.

| Outros exemplos incluem compostos com a estequiometria ab-
soluta, conforme mostrado na férmula 3:
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no qual X é selecionado a partir do grupo consistindo em cloreto, brometo,
iodeto, HoPO4, HSO,4, metilsulfonato, benzenossulfonato,; p-toluenossulfo-
nato, trifluormetilsulfonato, e 10-camprossulfonato, acido-5-sulfénico naftale-
no-1-sulfonato, etan-1-acido sulfénico-2-sulfonato, sal de acido ciclamico, sal
5 de acido tiociamico, naftalend-2-sulfonato, e oxalato.
Em certas concretizagdes, a presente invencdo se refere ao
composto antes mencionado e as presentes definigdées, no qual X é cloreto.
Em certas concretizagbes, a presente invengdo se refere ao
composto antes mencionado e as presentes defiriigées, no qual X" é brome-
10 to. A |
Em uma concretizagdo, a presente invengao- proporciona- um

composto de formula 4:

ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste;
no qual, independentemente para cada ocorréncia:

15 W  é oxigénio ou enxofre;
‘ Z & oxigénio ou enxofre;
Q  é oxigénio, NR, N(acila), ou uma liga¢ao;
n éiguala0,10u2;
m éiguala0, 1ou?2;
20 X e Y sdo independentemente C(Rap)2; no qual Rsp para cada

ocorréncia é independentemente selecionado a partir do grupo consistindo
em hidrogénio, alquila, cicloalquila, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, e

heteroaralquila; ou -[(CR2)p]-Rys;
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R  para cada ocorréncia é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, cicloalquila, heterocicloal-
quila, aralquila, heteroarila, e heteroaralquila;

R: €& hidroxila, alcoxila, -OC(O)Rs, -OC(O)Rg, -OC(O)NRioR11,
-OS0O2R+2, -OC(O)NHSO2NR13R14, ou haleto; e R, é hidrogénio, alquila, ou
arila; ou Ry e Rz tomados juntos, junto com o carb_ono ao qual eles estéo li-
gados, representam -(C=0)-, (C=N-ORY)-, -(C=N-NHR)-, ou -(C=N-R)-;

” Ré s&o cada independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, aquiniIa, arila, cicloalquila, he-
terocicloalquila, aralquila, heteroarila, e heteroaralquila, e -[(CR2)p]-R1e;

Rs € selecionado a partir do grupo consistindo em H, alquila,

aralquila, e um grupo tendo a Férmula 4a:
O Ry

no qual R¢7 é selecionado independentemente a partir do grupo
consistindo em hidrogénio, haleto, hidroxila, alcoxila, arildxi, aciléxi, amino,
alquilamino, arilamino, acilamino, aralquilamino, nitro, aciltio, carboxamida,
nitrila, -COR4g, -CO2Rys, -N(R18)CO2R19-, -OC(O)N(R15)(R1g)-, -N(R1s)SO2R1s-,
-N(R18)C(O)N(R1g)(R1g), € CH20O-heterociclila;

' Rs e Re 80 ambos hidrogénio; ou Rs e Re tomados juntos for-
mam uma ligagao; ,
' Rs & hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila,
heterocicloal_quila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila; ou -[(CRz2),]-Ris;

Re € alquila, alquenila, alquinila, arila, ciclbalquila, hete.rociclo- _
alquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila; ou -[(CR2)p)-R1s;

Rio € Ry sdo cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, e -[(CR2)p)-Ris;
ou Ry € Ry1 tomados juntos com o nitrogénio ao qual eles estéo ligados re-

presentam um anel heterociclico opcionalmente substituido 4-8 membrado;
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Ri2 € alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila, heterociclo-
alquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila; ou -[(CR2).]-Ris;

Ris3 e Ri4 s&0 cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, aralquilé, heteroarila, heteroaralquila; ou -[(CR2),]-Ris;
ou Ry3 € Ry4 tomados juntos com o nitrogénio ao qual eles estéo ligados re-
presentam um anel heteroci’clico opcionalmente substituido 4-8 membrado;

Ris para cada ocorréncia é selecionado independentemente a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, hidroxila, acilamino, -N(Rg)COR;s-,
-N(R18)C(O)OR19, -N(R15)SO2(R1g), -CON(R1g)(R1g), -OC(O)N(R1s)(R19), -
-N(R1g)(R1g), -OC(O)(R1g), -COOR1g, -C(O)N(OH)(R1s), -OS(O)20Rs,
-§(0)20Rs, -OP(O)(OR1g)(OR4g), -N(R1g)P(O)N(OR1)(OR1g), € -P(O)(OR1g)(ORyg),
-N(R1g)P(O)(OR1)(ORyg), € -P(O)(OR18)(ORys);

p €1,2, 3,4,50u6; )

Ris para cada ocorréncia é independentemente selecionado a -
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila,
cicloalquila, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila;

Rig para cada ocorréncia é independentemenfe selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila,-alquinila, arila,
cicloalquila, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila; ou Ry
tomado junto com Ryg represen'ta um anel opcionalmente substituido 4-8
membrado;

R20, Rz1, R22, R2s4 € Ros para cada ocorréncia sao independente-
mente alquila;

R2s € alquila, -CH2OH, -CHO, -COOR; g, ou -CH(ORys)2;

R2s € Ry7 para cada ocorréncia sao independentemente selécio-
nados a partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila,
heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila; e

a estereoquimica absoluta em um centro estereogénico de for-
mula 4 pode ser R ou S, ou uma mistura destes, e a estereoquimica de uma
ligagdo dupla pode ser E ou Z, ou uma mistura destes.

Exemplos especificos incluem os compostos mostrados abaixo:
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As concretizagbes descritas acima e nas segdes seguintes en-
volvem analogos de hidroquinona da familia geldanamicih de moléculas. Em
adicao as formas reduzidas de 17-AAG (17-alilamino-18,21-dihidro-17-deme-
toxigeldanamicin), outros compostos preferidos aqui descritos se referem a
familia de 18,21-dihidro-geldanamicin incluindo, mas nao limitado a, 18,21-
dihidro analogos de 17-Amino-4,5-dihidro-17-demetoxigeldanamicin; 17-Me-
tilamino-4,5-dihidro-17-de'metoxigeldanamicin; 17-Ciclopropilamino- 4,5-dihi-
dro-1 7-de_metoxig'eldanamicir'1; 17-(2’-Hidroxietilamino)- 4,5-dihidro-17-deme-
toxigeldanamicin; 17-(2-Metoxietilamino)¥ 4,5-dihidro-17-demetoxigeldana-
micin; 17-(2'-Fluoretilamino)- 4,5-dihidro-17-demetoxigeldanamicin; 17-(S)-
(+)-2-Hidroxipropilamino-4,5-dihidro-17-demetoXigeIdanamicin; 17-Azetidin-
1-il-4,5-dihidro-17-demetoxigeldanamicin; 17-(3-Hidroxiazetidin-1-ila)-4,5-di-
hidro-17-demetoxigeldanamicin; 17-Azetidin-1-il-4,5-dihidro-11-alfa-fldor-17-
demetoxigeldanamicin; 17-(2’-Cianoetilamino-17-demetoxigeldanamicin; 17-
(2'-Fluoretilamino)- 17-demetoxigeldanamicin; 17-Amino-22-(2’-metoxifena-
cila)-17-demetoxigeldanamicin; 17-Amino-22-(3'-metoxifanacila)-17-demeto-
xigeldanamicin; 17-Amino-22-(4’-clorofenacila)- 17-demetoxigeldanamicin;
17-Amino-22-(3',4’-diclorofenacila)- 17-demetoxigeldanamicin; 17-Amino-22-
(4’-amino-3’-iodofenacila)¥ 17-demetoxigeldanamicin; 17-Amino-22-(4’-azido-
3’-iodofenacila)-17-demetoxigeldanamicin; 17-Amino-11-alfa-flior-17-deme-
toxigeldanamicin; 17-Alilamino-11-alfa-flior-17-demetoxigeldanamicin; 17-
Propargilamino-11-alfa-fluor-17-demetoxigeldanamicin;  17-(2'-Fluoretilami-
no)-11-alfa fldor-17-demetoxigeldanamicin; 17-Azetidin-1-il-11-(4’-azidofe-
nila) sulfamilcarbonil-17-demetoxigeldanamicin; 17-(2’-Fluoretilamino)-11-ce-
to-17-demetoxigeldanamicin; 17-Azetidin-1-il-ceto-17-demetoxigeldanamicin;
e 17-(3'-Hidroxiazetidin-1-ila)-11-ceto-17-demetoxigeldanamicin.
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As composi¢des descritas aqui existem como sais da ansamicin
reduzida, por exemplo, sais de HCI ou H.SO4. Em outra concretizagao, os
compostos sao co-cristalizados com outro sal, tal como um aminoacido, por
exemplo, glicina. Em geral, nestes documentos, a razao de aminoécido para
ansamicin pode variar, mas é preferivelmente de 2:1 a 1:2 aminoacido: an-
samicin. '

Meétodos de Producado

Uma variedade de metodologias pode ser adaptada para gera-
¢ao dos compostos aqui descritos. Em geral, as etapas envolvem (1) conver-
ter a ansamicin a um 17-demetéxi-17-amino analogo (por exemplo, 17-AAG),
(2) reduzir a benzoquinona na ansamicin para dar uma hidroquinona, e (3)
tratar referida hidroquinona com um &cido de Bronsted. Metodologias adicio-
nais podem ser encontradas em WO 2005/063714.

Uma molécula macrociclica contendo ‘benzoquinona pode ser
obtida via fermentacdo de uma cepa que produz o composto‘ (por exemplo,
ver WO 03/072794 e Patente dos Estados Unidos No 3.595.955). Alternati-
vamente, metodologia sintética ou semi-sintética pode ser usada para prov-
duzir a ansamicin (ver Patente dos Estados Unidos No 5..387.584 e WO
00/03737). Adicionalmente, existem fornecedores comerciais de materiais de
fermentagao isolados, tais como geldanamicin; portanto, tais materiais sdo
prontamente disponiveis.

Em concretizages preferidas, a metodologia sintética é usada
para criar analogos de um produto natural isolado a partir de um organismo
usando-se métodos conhecidos. Por exemplo, a geldanamicin é isolada de
uma cultura de fermentagdo de um microorganismo apropriado, e pode ser
derivatizada usando-se uma variedade de reagdes de funcionalizagao co-
nhecidas na técnica. Exemplos representativos incluem reagoes de acopla-
mento catalisadas por metal, oxidagdes, reducgées, reacdes com nucledfilos,
reagdes com eletrofilos, reagdes periciclicas, instalagcao de grupos de prote-
¢ao, remogao de grupos de protecao, e similares. Muitos métodos sao co-
nhecidos na técnica para geragdo de analogos das varias ansamicins de

benzoquinona (por exemplo, ver Patentes dos Estados Unidos N 4.261.989;
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5.387.584; e 5.932.566, e J. Med. Chem. 1995, 38, 3806-3812, aqui incorpo-
rados por referéncia). Estes analogos sdo prontamente reduzidos, usando-
se meétodos adui esbogados, para produzir os derivados 18-21-dihidro aqui
descritos.

Uma vez que o material de partida é obtido, a benzoquinona é
reduzida para formar uma hidroquinona e, em seguida, reagido com um aci-
do, por exemplo, HCI, para gerar uma C-17 aménio hidroquinona ansamicin
em uma forma de sal estavel. Em uma concretizagdo, a base livre de hidro- .
quinona é reagida com um haleto &cido de um aminoéacido no lugar de um
acido de Bronsted para gerar derivados de co-sal de C-17 aménio hidroqui-.
nona ansamicin. Este método é exemplificado no Exemplo 3.

Uma variedade de métodos e condi¢des de reagdo pode se usa-
da para reduzir a por¢ao de benzoquinona da ansamicin. Hidrossulfeto de
sédio pode ser usado como o agente de redugdo. Outros agentes de redu-
¢ao que podem ser usados incluem, mas nao estao limitados a, pé de zinco
com anidrido acético, ou acido acético, acido ascorbico, e redugdes eletro-
quimicas.

A reducéo de porgao de benzoquinona do derivado de ansamicin |
pode ser acompanhada usando-se hidrossulfeto de sédio em uma mistura
de reacéo bifasica. Tipicamente, o analogo de geldanamicin é dissolvido em
um solvente organico, tél como EtOAc. Outros solventes que poderh ser u- ,
sados incluem, mas ndo estdo limitados a, diclorometano, cloroférmio, diclo-
roetano, clorobenzeno, THF, MeTHF, dietila éter, diglime, 1,2-dimetoxietano,
MTBE, THP, dioxano, 2-eto$<ibutano, metila butila éter, acetato de metila, 2-
butanona, agua, e misturas destes. Dois ou mais equivalentes de hidrossulfi-
to de sédio sdo, em seguida, adicionados como uma solugdo em agua (5-
30% (m/v), preferivelmente 10% (m/v)), ao vaso de reagdo a temperatura
ambiente. Solu¢des aquosas de hidrossulfito de sddio sdo instaveis e, por-
tanto, necessitam ser recentemente preparadas imediatamente antes do u-
so. Mistura vigorosa da mistura bifésica assegura taxas de reagao razoaveis.

A reagao pode prontamente ser seguida nesta etapa por inspe-
¢ao visual, visto que o material de partida 17-AAG tem uma cbr purpura que
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desaparecera a medida que a reagéb procede ao produto dihidro-17AAG,
que é amarelo. Contudo, HPLC/UV ou outros métodos analiticos podem ser
usados para monitorar a reagao.

~ Apds completagdo da redugédo, o produto da mistura de reacdo
cru pode ser usado na préxirh_a etapa sem purificagao paré minimizar a oxi-
dacao da hidroquinona. Contudo, a purificagao, preferiveimente por recrista-
lizagdo, pode ser realizada se as condicbes sdo monitoradas para manter a
forma reduzida da benzoquinona.

A ansamicin contendo hidroquinona é'instével e, na presenga de
quantidades pequenas de oxigénio, ou outros oxidantes, a porgdo de hidro-
quinona pode ser rapidamente oxidada a espécié de quinona. Marcadamen-
te, a hidroquinona pode ser convertida em uma espécie estavel no ar pela
reagao com um acido, ou pela reagdo com um haleto acido de um aminoaci-
do. Nos exemplos, o grupo C-17 alilamino é protonatado para gerar uma va-

riedade de analogos de C-17 sal de aménio hidroquinona geldanamicin‘ins-

- taveis no ar. Em adigao, as C-17 sai de amdnia hidroquinonas formadas tém

0 beneficio adicionado de ser altamente sollvel em solugées_ aquosas (>200
mg/mL), diferente de 17-AAG (<100 pg/mL).

O sal de aménia hidroquinona é formado pela  adicdo de uma
solugéo de um acido, tal como HCI, em um solvente orgénico, tais como E-
tOAc, DMC, IPA, ou dioxano, a ansamicin contendo hidroquinona em uma |
solugdo orgénica; os solventes organicos podem ser independentemente
acetona, diclorometano, cloroférmio, dicloroetano, clorobenzeno, THF, Me-
THF, dietila éter, diglime, 1,2-dimetoxietano, MTBE, THP, dioxano, 2-eto-
xibutano, metila butila éter, macetato de etila, 2-butanona, sob nitrogénio.

O sal de amdnia da hidroquinona é coletado por filtragdo em ca-
sos onde o produto precipita a partir da solugdo. Em casos onde o sal de
aménia hidroquinona n&o precipita, a solugao de reagdo é concentrada sob
pressao reduzida para produzir o produto.

Uma variedade de sal de aménia hidroquinona ansamicins esta-
veis no ar pode ser sintetizada usando-se acidos organico ou inorganico.
Alguns &cidos que podem ser usados incluem, mas nao estdo limitados a,
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HCI, HBr, H,SO,, acido metanossulfénico, acido p-toluenossulfénico, acido
triflico, acido canfrosulfonico, naftaleno-1 ,5-acido dissulfénico, etan-1,2-acido
dissulfénico, acido ciclamico, &cido tiocianico, acido naftaleno-2-sulfénico,
acido oxalico, e similares. Ver, por exemplo, Berger et al. (1977) "Pharma-
ceutical Salts’, J. Pharm. Sci. 66:1-19. O acido usado preferivelmente deve
ter um pKa suficiente para protonatar a anilina nitrogénio. Desse modo,
qualquer acido com um pKa entre cerca de -10 e cerca de 7, preferivelmente
cerca de -10 e cerca de 4, mais preferivelmente entre cerca de -10 e cerca -
de 1, e ainda mais preferivelmente entre cerca de -10 e cerca de -3, pode
ser usado para gerar o sal de aménia hidroguinona.

A recristalizagdo é acompanhada pela dissolu¢do do composto
na quantidade minima de um solvente orgéanico polar inerte, tais como Me-
OH, EtOH, ou IPA, e adicionando-se vagarosamente um solvente organico
miscivel, tais como éter alifatico, acetato de etila, acetato de metila, cloro-
férmio, ou DCM, fazendo com que a solugao se torne turva. A mistura é, em
seguida, permitida assentar por um periodo adequado de tempo, e opcio-
nalmente arrefecida, e o sélido resultante é coletado por filtragéo, lavado e
secado sob pressao reduzida.

Composicoes Farmacéuticas

~ Quando os compostos da Férmula 1 e 3 e seus sais farmaceuti-
camente aceitaveis sdo usados como agentes antiproliferativos, tais como
agentes anticancer, eles podem ser administrados a um individuo mamifero
ou sozinhos ou em combinagdao com transportadores farmaceuticamente
aceitaveis ou diluentes, em uma composi¢éo farmacéutica de acordo com a
pratica farmacéutica padrao.

Conforme colocado acima, certas concretizacbes dos presentes
compostos podem conter um grupo funcional basico, tal como amino ou al-
quilamino, e sdo, desse modo, capazes de formar sais farmaceuticamente
aceitaveis com acidos farmaceuticamente aceitaveis. O termo "sais farma-
ceuticamente aceitaveis", neste particular, refere-se a sais de adi¢cao de aci-
do inorganico e orgéanico relativamente nao-toxicos de compostos da presen-

te invengao. Estes sais podem ser preparados in situ no veiculo de adminis-
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tragao ou no processo de fabricacdo de forma de dosagem, ou pela reagao
separadamente de um composto purificado da invengdo em sua forma de

“base livre com um &cido orgéanico ou inorganico adequado, e isolando o sal

assim formado durante purificagao subseqliente. Sais representativos inclu-
em o bromidrato, cloridrato, sulfato, bisulfato, nitrato, acetato, valerato, olea-
to, palmitato, estearato, Iaurat_o, benzoato, lactato, fosfato, tosilato, citrato,
meleato, fumarato, succinato, tartrato, naftalato, mesilato, glucoheptonato,
lactobionato, e sais de sulfonato de laurila, e similares. (Ver, por exemplo,
Berge et al. (1977) "Pharmaceutical Saits", J. Prarm‘. Sci 66:1-19).

Os sais farmaceuticamente aceitaveis dos compostos aqui des-
critos incluem os sais ndo-téxicos convencionais ou sais de aménia quater-
naria dos compostos, por exemplo, de acidos organico e inorganico nao-
toxicos. Por exemplo, tais sais nao-téxicos convencionais incluem aqueles
derivados de acidos inorganicos, tais como cloridrato, bromidrato, sulfurico,

sulfamico, fosférico, nitrico, e similares; e os sais preparados de &acidos or-

- génicos, tais como acético, propidnico, succinico, glicélico, estearico, Iactico,

malico, tartarico, citrico, ascérbico, palmitico, maléico, hidroximaléico, fenila-
cético, glutamico, benzdico, salicilico, sulfanilico, 2-acetoxibenzéico, fumari-
co, toluenossulfénico, etano d'issulfénico, oxalico, isotidnico, e similares.

Em outros casos, os compostos aqui descritos podem conter um
ou mais grupos funcionais acidicos, e, desse modo, sao capazes de formar
sais farmaceuticamente aceitaveis com bases farmaceuticamente aceitaveis.
O termo "sais farmaceuticamente aceitaveis", nestes exemplos, se referem
aos sais de adigao base inorganico e organico relativamente nao-téxicos dos
compostos aqui descritos. Estes sais podem, do mesmo modo, serem prepa-
rados in situ no veiculo de administracdo e no processo de fabricacdo de
forma de dosagem, ou pela reagdao separadamente do composto purificado
em sua forma acida livre com uma base adequada, tais como o hidrdxido,
carbonato ou bicarbonato.-de um cation de metal farmaceuticamente aceita-
vel, com amdnia, ou com uma amina organica primaria, 'secundéria ou tercia-
ria farmaceuticamente aceitavel. Sais alcalinos ou alcalinos terrosos repre-

sentativos incluem os sais de litio, sddio, potassio, célcio e magnésio, e simi-
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lares. Aminas organicas representativas Uteis para a formagao de sais de
adicao de base incluem etilamina, dietilamina, etilenodiamina, etanolamina,
dietanolamina, piperazina, e similares (Ver, por exemplo, Berger et al, su-
pra).

Agentes de umedecimento, emulsificantes e lubrificantes, tais
como laurila sulfato de sédio e estearato de magnésio, bem como agentes
de coloragdo, agentes de liberacdo, agentes de revestimento, adogantes,
aromatizantes e agentes de perfume, conservantes, agentes de solubiliza-
¢éo, tampdes e antioxidantes, podem estar presentes nas composigoes.

Exemplos de antioxidantes ’farmac_euticamente aceitaveis inclu-
em, mas nao estao limitados a: (1) antioxidantes sollveis em agua, tais co-

mo acido ascérbico, cisten’na_cloridrato, bisulfato de sddio, metabisulfito de

‘sédio, sulfito de sédio, tioglicerol, mercaptoacetato de sédio, e sédio formal-

deido sulfoxilato; (2) antioxidantes soltveis em éleo, tais como palmitato de
ascorbila, hidroxianisol butilatado (BHA), hidroxitolueno butilatado (BHT)',
lecitin, galato de propila, alfa-tocoferol.

Exemplos de agentes de tamponaménto farmaceuticamente a-
ceitaveis incluem, mas nao estao limitados a, citrato, ascorbato, fosfato, bi- |
carbonato, carbonato, fumarato, acetato, tartarato e malato.

- Exemplos de agentes de solubilizagdo farmaceuticamente acei-
taveis incluém, mas nao estao limitados a, polioxietileno'sorbitan ésteres de
acido graxo (incluindo polissorbato 80), polioxietileno estearatos, alcool ben-
zilico, alcool etilico, polietileno glicois, propileno glicol, glicerina, ciclodextrin
e poloxameros. |

Exemplos de agentes de complexacao farmaceuticamente acei-
taveis incluem, mas ndo estdo limitados a, ciclodextrins (alfa, beta, gama),
especialmente ciclodextrins beta substituidas, tais como 2-hidroxipropil-beta,
dimetila beta, 2-hidroxietila beta, 3-hidroxipropila beta, trimetila beta. |

Exemplos de agentes quelantes de metal farmaceuticamente
aceitaveis incluem, mas nao estdo limitados a, acido citrico, acido etilenodi-
amina tetraacético (EDTA) e seu sal, DPTA (acido dietileno-triamina-penta
acético) e seu sal, EGTA e seu sal, NTA (4cido nitriloacético) e seu sal, sor-
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bitol e seu sal, acido tartarico e seu sal, N-hidréxi iminodiacetato e seu sal,
acido hidroxietil-etileno diamina tetracético e seu sal, 1- e 3- propanodiamiha
acido tetracético e seus sais, acido 1- e 3- diamino-2-hidréxi propano tetracé-
tico e seus sais, gluconato de-sédio, acido hidroxi etano disfosfénico e seu
sal, e acido fosfdrico e seu sél.

As composigbes farmacéuticas aqui descritas adequadas para
administragao parenteral compreendem um ou mais compoétos da invengao
em combinagdo com uma ou mais solugdes, dispersdes, suspensdes ou

emulsdes aquosas ou nao-aquosas isotonicas estéreis farmaceuticamente

“aceitaveis, ou pds-estéreis que podem ser reconstituidos em solugdes ou-

dispersdes injetaveis estéreis imediatamente antes do uso, que podem con-
ter agucares, alcoois, antioxidantes, tampdes, agentes quelantes, solutos
que tornam a formulagao isotdnica com o sangue do recipiente pretendido
ou suspensao ou agentes de espessamento. Nos exemplos, os ingredientes

ativos séo trazidos juntos com os transportadores farmaceuticamente aceita-

- veis em solugdes e, em seguida, liofilizados para produzir um pé seco. O pé

seco € acondicionado em forma de dosagem de unidade e, em seguida, re-
constituido para administragéo parenteral pela adigao de uma solugao estéri-
la, tal como agua ou salina no'rmal, ao pé.

Exemplos de transportadores aquosos e ndo-aquosos adequa-
dos que podem ser empregados nas composi¢des farmacéuticas da inven-
¢ao incluem agua, etanol, poliois (tais como, glicerol, propileno glicol, polieti-
leno glicol, e similares), e misturas adequadas destes, 6leos vegetais, tais
como 6leo de oliva, e ésteres organicos injetaveis, tal como oleato de etila.
Fluidez correta pode ser mantida, por exemplo, pelo uso de materiais de re-
vestimento, tal como lecitin, pela manuteng¢ao do tamanho de particula redu-
zido no caso de dispersoes, e pelo uso de tenso-ativos.

Estas composicdes podem também conter adjuvantes, tais como
conservantes, agentes de umedecimento, agentes de emulsificagdo e agen-
tes de dispersao. A prevengao da agao de microorganiémo_s sob os compos-
tos aqui descritos pode ser asse'gurada pela inclusdo de varios agentes anti-
bacteriais e antifungais, por exemplo, parabeno, clorobutanol, fenol acido
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sorbico, e similares. Pode também ser desejavel incluir agentes isotdnicos,
tais como agtcares, cloreto de sédio, e similares, nas composi¢gbes. Em adi-
¢ao, absorgdo prolongada da forma farmacéutica injetavel pode ser provida
pela inclusdo de agentes que retardam a absorgao, tais como aluminio mo-
noestearato e gelatina. '

Em alguns casos, de modo a prolongar o efeito de um farmaco,
é desejavel abaixar a absorgao do farmaco da inje¢do subcutanea ou intra-
muscular. Isto pode ser acompanhado pelo uso de uma suspenséo liquida
de material cristalino ou amorfo tendo pobre solubilidade em agua. A taxa de
absorgao do farmaco em seguida depende de sua taxa de dissolugéo que,
por sua vez, pode depender do tamanho do cristal e forma cristalina. Alterna-
tivamente, absor¢do retardada de uma forma de farmaco parenteralmente
administrado é acompanhada pela dissolugdo ou suspenséo do farmaco em
um dleo vegetal. ‘

E importante para as formulagdes dos compostos aqui descritos
proporcionar solubilidade e estabilidade redox para este sal de hidroguinona.
Os compostos aqui descritos sdo significantemente solubilizados em pH
mais baixo quando a amina é protonatada. A distribuicdo de espécie é im-
portante, visto que a forma ionizada é mais soluvel, enquanto a base livre
(forma néo-ionizada) é menos sollvel. Portanto, uma formulagéo otimizara a
solubilidade pelo controle do pH da solugdo. Um agente de tamponamento,
tal como citrato, que tem uma alta capacidade de tamponamento em um fai-
xa de pH preferida, € um tal componente de formulagdo preferido. Preferi-
velmente agentes de tamponamento tamponardo a formulagéo entre um pH
de cerca de 1,5 a cerca de 5,0, mais preferiveimente entre um pH de cerca
de 1,8 a cerca de 3,5, e ainda mais preferivelmente entre um pH de cerca de
3 a cerca de 3,3.

Os anélogos de hidroquinona aqui descritos podem oxidar em
duragao prolongada em solugdo. Metais pesados, tais como ferro e cobre,
sao capazes de catalisar reagbes de oxidagéo, e podem ser encontrados em
quantidades de trago em reagentes tipicos e artigo de laboratério. A prote-
¢ao da natureza oxidante de metais pesados pode ser proporcionada por
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quilantes de metal, tais como EDTA (&cido etileno diamina tetraacético). Ou-
tros quilantes conhecidos sdo, por exemplo, acido citrico, DTPA (dietileno-
triamina-penta-acido acético) e seu sal, EGTA e seu sal, NTA (acido nitriloa-
cético) e seu sal, sorbitol e seu sal, &cido tartarico e seu sal, N-hidréxi-
iminodiacetato e seu sal, écido hidroxietil-etileno diamina- tetraacético e seu
sal, 1- e 3-propanodiamina &cido tetra acético e seus sais, acido 1- e 3-
diamino-2-dihidréxi_ propano tetra-acético e seus sais, gluconato de sédio,
acido hidréxi-etano difosfonico e seu sal, e acido fosforico e seu sal.

Outro método importante de impedir oxidagdo é adicionar um
antioxidante. Um antioxidante preferido é acido ascérbico (ascorbato). Este
reagente protege os compostos de efeito,oxidénte- de oxigénio molecular
dissolvido em meio aquoso. Em: certas concretizagoes, ascorbato é usado
como um componente em formulacdes dos andlogos de hidroqu'inona aqui
descritos. B
Métodos de Terapia e Tratamento

As hidroquinona ansamicins aqui descritas sdo soliveis em a-
gua, e podem, portanto, ser administradas em individuos em solugdes aquo-
sas. Estes compostos oxidam rapidamente a analogos de 17-benzoquinona
geldanamicin amino substituida (por exemplo, 17-AAQG) in vitro e in vivo em
pH fisiolégico. Por exemplo, o Composto 2 e 17-AAG se interconvertem em
condicodes fisioldgicas. Como tais, as hidroquinona ansamicins exibem ativi-
dades bioldgicas similares e perfis terapéuticos - como analogos de 17-
geldanamicin amino substituida, e podem ser usadas para as mesmas indi-
cagOes terapéuticas que os analogos de 17-geldanamicin amino substituida
sao Uteis no tratamento. Os analogos de 17-geldanamicin amino substituida,
e, em particular 17-AAG, sao inibidores altamente potentes e seletivos de
Hsp90. ' |

A invengao proporciona métodos para tratamento, melhorando
um ou mais dos. sintomas, e reduzindo a severidade de disturbios hiperproli-
ferativas, por exemplo, cancer, bem como outras distarbios ou condigcdes
mediadas por Hsp90. Os métodos da presente invengdo envolvem adminis-
tracdo de uma quantidade terapeuticamente efeti\)a de uma hidroquinona
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ansamicin a um individuo que sofre de qualquer destas condigdes.

Exemplos de distarbios hiperproliferativos que podem ser trata-
dos com as hidroquinona ansamicins aqui descritas incluem canceres do
sistema hematopoiético, sistema imune, sistema endécrino, sistema pulmo-
nar, sistema gastrointestinal, sistema musculoesqueletal, sistema hepato-
biliar, sistema reprodutivo, sistema nervoso central, ou sistema uroldgico.

Também incluidos estdo canceres localizados nas células mie-
I6ides, tecidos linféides, pancreas, tiredide, pulmoes, intestino delgado, co-
lon, reto, figado, pele, osso, ovarios, utero, colo do Utero, seio, préstata, tes-
ticulos, cérebro, meninges, rim; ou bexiga.

Adicionalmente incluidos estdo cancer de seio, mieloma multiplo
(MM), cancer de préstata, linfoma de Hodgkin, linfoma de nao-Hodgkin, leu-
cemia linfocitica aguda (ALL), leucemia linfocitica cronica (CLL), leucemia
mieldide aguda, leucemia mieldide cronica (CML), carcinoma de célula renal,
melanoma maligno, cancer pancreatico, cancer gastrico, cancer esofageal,
cancer de pulmao (por exemplo, cancer de pulmao de célula pequena ou
céncer de pulmao de célula ndo pequena), carcinoma coloretal, cancer de
célon, cancer.de cérebro, cancer renal, cancer hepatocelular, cancer de ca-
beca e pescogo, cancer de bexiga, cancer de tiredide, cancer de ovario,
cancer cervical, ou sindrome mielodisplastica.

} Disturbios miéloproliferativos, incluindo trombocitemia eésencial,
metaplasia mieldide agnogénica, policitemia vera, e sindrome hipereosinofi-
lica (HES) sdo também incluidos.

Mastocitose sistémica, protuberancias dermatofibrossarcoma,
carcinoma Sinovial, sarcoma de Ewing, leucemia mielomonocitica crdnica,
leucemia mielogénea crénica, hipereosinofilia familiar, leucemia eosinofilica
cronica, cancer de-tirdide, carcinoma cistico de adendide da cabecga e pes-
co¢o, carcinoma timico, adenocarcinoma gastrico, e cordoma estéo adicio-
nalmente incluidos. '

A presente invengdo proporciona meétodos para tratamento de
disturbios hiperproliferativos associados com aberragées em trajetérias de

transducao de sinal mediadas por proteinas de fusao ou kinases tirosina re-
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ceptoras independentes de ligante. Por exemplo, Gorre et al tém mostrado
que a inibicao de Hsp90 pode induzir degradagao de proteinas de fusao mu-
tante Bcr-Abl. Blood (2002) 100:3041-44. Células hematopoiéticas QUe ex-
pressam duas proteinas de fusdo mutante Bcr-Abl encontradas em pacien-
tes resistentes a 'imatinib mesilato (que hospeda mutagdes T3151 ou E225K)
foram derivadas e testadas para sensibilidade a 17-AAG. Este composto
induz a degradacéao de proteinas tipo selvagem e mutante-Bcr-Abl, bem co-
mo inibe crescimento celular, que sugere que as hidroquinona ansamicins da
presente invengao podem ser usadas para tratar canceres, tais como, CML,
associados com proteinas de fuséo, incluindo aquelas com mutacdes de
ponto. | |

Shen et al. mostraram que 17-AAG bloqueia fatores de cresci-
mento de hepatdcito/receptor de kinase tirosina c-Met mediado por fator de
difuséo (Bioorg. Med. Chem. (2005) 13:4960-71), que sugere a utilidade das
hidroquinona ansamicins aqui descritas no tratamento de distarbios hiperpro-
liferativos associados com aberragdes em trajetérias de transdugdo de sinal
mediadas pela proteina de fusdo Trp-Met, tais como cancer gastrico e can-
cer de pulmao de célula pequena. |

Marsee et al mostraram que a inibicao de fungdo de Hsp90 com
17-AAG reduz niveis de proteina de RET/PTC1 (uma forma rearranjada da
kinase tirosina RET comumente vista em carcinomas de tirdide papilar). J.
Biol. Chem. (2004) 279-43990-7). Isto sugere que as hidroquinona ansami-
cins aqui descritas podem ser usadas para tratar canceres associados com
aberracdo em uma trajetéria de transdugdo de sinal mediada por RET, tal
como céncer de tirdide.

Yang et al mostraram que a proteina de fusdo RUNX1-ETO
promove a expansao de haste hematopoiética/células progenitoras, e induz
leucemia em associagdo com outras alteragdes genéticas. 17-AAG foi mos-
trada para disparar a degradag¢ao desta proteina. Oncogene (2006)1-11. Isto
sugere que as hidroquinona ansamicins aqui descritas podem ser usadas
para tratar disturbios hiperproliferativas associadas com aberragédo na traje-
téria de transdugdo de sinal mediada por esta proteina.
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A invencao também proporciona métodos para tratamento de
disturbios hiperproliferativos associados com aberragbes em trajetdrias de
transdugao de sinal por proteinas de fungdao de ganho mutante, tal como c-
Kit. Por exemplo, Fumo et al mostraram que tratamento com 17-AAG da li-
nha de célula mastro HCM-1.2, abrigando uma mutagédo de Val560Gly sim-
ples, faz com que o nivel e atividade de Kit sejam regulados inferiormente e
promovam morte celular em ambas as linhagens de célula. Em adigdo, célu-
las mastronedplésticas isoladas de pacientes com mastocitose, incubadas
com 17-AAG ex vivo, sdo sensiveis a 17-AAG. Blood (2004) 103: 1078-84.
Estes dados sugerem que as hidroquinona ansamicins aqui descritas podem
ser efetivas no tratamento de doengas relacionadas a c-Kit, incluindo masto-
citose, tumores estromais gastrointestinais (GISTs), leucemia de célula mas-
tro, subtipos de leucemia mielégena aguda, e cancer testicular.

A inibicdo de Hsp90 pelo Composto 2 foi em imatinib mesilato e

linhas de-céluia GIST (GIST430, GIST48, GIST62) resistentes a IM que séo

caracterizadas pelas mutagdes de dominio de kinase secundarias (GIST48 e
GIST430), e pela perda de expressao de Kit (GIST62). As consequéncias
biolégicas de inibicdo de Hsp90 foram determinadas pelo imuno-blotting de
trajetdrias de sinalizagdo de Kit, e por proliferagéo celular e ensaios de apop-
tose. O composto 2 inibe oncoproteinas KIT sensiveis a IM e résistentes a
IM: IC50s para fosfo e Kit total eram 150 nM em GIST882, 160nM e 200 nM
em GIST48, e 100nM e 70nM em GIST430. A inibicdo de intermediarios de
sinalizagéo a jusante AKT e S6 foi vista nos GISTs positivo de Kit (GIST882,
GIST430 e GIST48), mas nao no GIST62 negativo de Kit, sugerindo que os
efeitos do Composto 2 dependem do Kit alvo. Do mesmo modo, a inibicao
de proliferacao de célula pelo Composto 2 (500 nM) foi vista em GIST48 e
GIST430 (88% e 34% de inibicao, respectivamente), mas ndao no GIST62
(12% de inibigdo). O composto 2 (>100nM) induziu apoptose nos GISTs po-
sitivo de Kit. Estes resultados indicam que inibigao ‘de Hsp90 pelo Composto
2 tem forte efeitos antiproliferativos e proapoptético em GISTs resistentes a
IM em doses clinicamente alcancaveis. Bauer et al., péster apresentado em
EORTC (2005).
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TK3 similar a FMS ("FLT-3"), um membro das kinases tirosina
receptoras de classe lll, é Uma proteina cliente conhecida de Hsp90. O tra-
tamento com 17-AAG foi mostrado romper a associagao de chapefona de
Hsp90 com FLT-3, direcionando-a para polibiquitilagao e degradagao prote-
asomal. Blood (2005) 105:1768-76.

Tem sido mostrado que a presenca da mutacdo de duplicagdo
em tandem interna de ativacdo (ITD) no dominio de justa-membrana, ou
uma mutagao de ponto no dominio de kinase da kinase-3 de torosina similar
a FMS (FLT-3) que media sinalizagdo de crescimento e sobrevivéncia inde-
pendente de ligante em aproximadamente um ter¢o de pacientes de leuce-
mia mielégena aguda (AML). Em adigao, estudos prévios demonstraram que
tratamento de células humanas AML MV4 11 (contendo um ITD FLT 3) com
17-AAG atenua os niveis de FLT-3 pela inibicdo da associa¢do com o Hsp90.
chaperona, e estimulando a poliubiquitinagdo e degradagéo protesonal de
FLT-3.

As células MV4 11 foram tratadas com concentragées aumenta-'
das de Composto 2 ou 17-AAG por 3 dias. Ambos os compostos foram cito-
téxicos, com um IC50 de aproximadamente 30 nM. Niveis de expressao de
ITD FLT-3 fosforilatados sdo também inibidos nestas células com um IC50
aparente de 50 nM em 24 horas. Existe boa correlagao entre degradagao de
FLT-3 e citotoxicidade por ambos 17-AAG e Composto 2 em células MV4 11.
Por contraste, outra linhagem de célula AML, que expressa a forma tipo sel-
vagem do receptor de FLT-3, exibiu menos sensibilidade ao Composto 2
com relagdo a citotoxicidade (72 h) e degradagdo (24 horas) da proteina
FLT-3 fosforilatada tipo selvagem. Estes dados indicam que FLT-3 com mu-
tacdo é mais dependente da fungdo Hsp90 do que FLT-3 tipo selvagem. Es-
tes dados sugerem um papel para as hidroquinona ansamicins aqUi descri-
tas para tratamento de condigoes, tais como AML, associadas com uma a-
berracdo em uma trajetéria de transducéao de sinal mediada por FLT-3.

A invengdo proporciona ainda um método para tratamento de
canceres, tais como cancer de pulmao de célula nao pequena (NSCLC), as-
sociados com o receptor de fator de crescimento epidermal ("EGFR"). Shi-
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mamura et al., mostraram que proteinas EGFR mutantes encontradas em
NSCLC sao proteinas clientés de Hsp90, e sdo degradadas em seguida a
inibicdo de Hsp90. A expressao de EGFR mutante foi exaurida apés somen-
te 4 horas de exposi¢ao a geldanamicin, pelo que a diminuicdo de EGFR tipo
selvagem foi menos substancial e vista somente seguindo 12 horas de ex-
posi¢do. Cancer Research (2005) 65:6401-6408. Estes dados sugerem que
a inibicdo de Hsp90, por exemplo, usando os compostos de hidroquinona
ansamicins aqui descritos, pode ser usada para o tratamento de canceres,
tais como EGFR-mutante NSCLC, e outras condi¢gdes associadas com uma
aberragao na trajetéria de transducao de sinal mediada por EGFR.

A invengdo proporciona um método para tratamento de cénce-
res, tal como CLL, associado com a proteina zeta-associada de 7- kDa
(ZAP-70). Castro et al. mostrarafn que células ZAP-70+ CLL expressam pro-
teina de choque térmico ativada 90 (Hsp90) com alta afinidade de ligacdo
para inibidores de Hsp90, tais como 17-AAG, pelo que linfécitos normais ou
células ZAP-70-CLL expressam Hsp90 nao-ativada. Blood (2005) 106: 2506-
2512. O tratamento com 17-AAG induz degradagdo de ZAP-70 e apoptose
em células CLL, mas ndo em células T, e também receptores de célula B
enfraquecidos que sinalizam em células de leucemia. Isto sugere que inibi-
dores de Hsp90, tais como as hidroquinona ansamicins aqui relevadas, po-
dem ser terapeuticamenie valiosos em pacientes com CLL agressivb e ou-
tras condigbes associadas com ZAP-70.

A invengdo proporciona adicionalmente um método para trata-
mento de canceres, tais co}mo cancer de seio ou pulmao, associados com
Her2/Erb2, e bem como outras condi¢des associadas com uma aberragdo
na trajetdria de transdugéo de sinal mediada por Her2/Erb2. Como um e-
xemplo ilustrativo, de Candia et al. trataram camundongos com 17-AAG e
demonstraram a eficiéncia de 17-AAG no tratamento de tumores de seio de-
pendentes de Her2/neu. PNAS (2003) 100:12337-12342.

' Jerome et al. demonstraram o papel de inibidores de Hsp90 na
estabilizagao de receptores de fator de crescimento, tais como o receptor de
PDGF. Growth Factors (1991) 4:317-27. Isto sugere a utilidade das hidroqui-
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nona ansamicins aqui descritas em tratamento de canceres, tais como HES,
e outras condi¢des associadas com uma aberragdo na trajetéria de transdu-
cao de sinal mediada pelo receptor de PDGF. |

A invengao proporciona um métodd para tratamento de cénce-
res, tais como céancer de préstata, associado com Akt (onde o estado su-
pressor de tumor de PTEN é PTEN-/- ou PTEN+/-). Georgakis et al. mostra-
ram que inibicao de fungao de Hsp90 por 17-AAG em células de linfoma de
Hodgkin regula descendentemente Akt kinase, kinase regulada de sinal ex-
tracelular defosforilatos, e induz captura de ciclo c'elul_ar e morte celular. Clin.
Cancer Res. (2006) 12:584-90. Isto sugere a utilidade das hidroquinona an-
samicins aqui descritas no tratamento de cancer de préstata e linfoma de
Hodgkin, e outras condi¢des associadas com Akt. _

MUtagées no receptor andrégeno (AR) pode contar, em parte,
para progressao de cancer de prostata apos castragdo ou tratamento com
antiandrégenos. 17-AAG tem se mostrado estimular a degradég:éo rapida do

- AR em células de cancer de préstata. Clin..Cancer Res. (2002) 8:986-993.

- LnCAP, uma linhagem de célula de cancer de prostata de secre-
¢ao de PSA expressando um AR com mutagao, foi incubada com concentra-
¢Oes aumentadas de Composto 2. O nivel de proteina AR e a resposta cito-
téxica foram monitorados. Estudos de Alamar Blue demonstraram que o
Composto 2 era citotdxico para células de LnCAP com um EC50 de ~ 75 nM.
Um experimento de Western blot mostrou que a proteina AR foi significan-
temente reduzida com > 30 nM de Composto 2 24 horas apds tratamento.
Estes dados demonstram que a AR é significahtemente degradada em res-
posta ao tratamento do Composto 2, e isto se correlaciona com morte celular
pelo Composto 2. Isto sugere que os compostos de hidroquinona ansamicin
aqui descritos podem ser uteis na inibicao de crescimento e sobrevivéncia
de célula de préstata. Eles podem também ser usados para tratar condigdes
associadas com aberragbes na trajetéria de transdugdo de sinal mediada
pelo receptor de estrogénio, o receptor de progesteroha,_ ou O receptor de
glucocorticoide.

A invencgdo proporciona um método para tratamento de cénce-
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res, tais como melanoma, associado com uma aberragdo em uma trajetéria
de transdugdo de sinal mediada por B-Raf. Grbovic et al. mostraram que ex-
posicao de céiulas de melanoma e tumores a 17-AAG resulta na degradagao
de mutante B-Raf, inibicdo de ativacdo de proteina kinase ativada por mito-
génio e proliferacdo de célula, indugéo.de apoptose, e atividade antitumor.
PNAS (2006) 103:57-62. Isto sugere que inibigéo»de Hsp90 usando-se, por
exemplo, as hidroquinona ansamicins aqui deséritos, representa uma estra-
tégia terapéutica para o tratamento de melanoma.

Mitsiades et al. mostraram que inibidores de Hsp90 simultanea-
mente suprimem em células de MM a expressao e/ou fungdo de niveis mul-
tiplos de efetuadores de sinalizagdo tais como IKK e NF-kappaB. Blood
(2006) 107:1092-100. Isto sugere que as hidroquinona ansamicins aqui des-
critas podem ser usadas para tratar distarbios hiperprdliferativas com aber-
racao da trajetoria de transducao de sinal mediada por IKK ou NF-kappaB.

As hidroquinona ansamicins aqui descritas podem ser usadas
para tratar condigdes associadas com qualquer proteina cliente de Hsp90.
Exemplos de tais proteinas inclﬁem Chk1, Telomerase, Hiflo, MMP2, MET,
FAK, RIP, PLK e NPM-AL.

Em adicdo, a presente invengao proporciona métodos para tratar
melanoma (Ver, Anti-Cancer Drugs (2004)15:377-388), cancer de prostata
(Ver, Clin. Cancer Res. (2002) 8: 986-993), cancer de seio (Ver Cancer Res.
(2001) 61:2945-2952), cancer de pulmao de célula nao pequena (Ver, Ann.
Thorac. Surg. (2000) 70:1853-1860), leucemia (Ver, Cancer Res. (2001) 61:
1799-1804), e cancer de célon (Ver, J. Natl.‘ Cancer Inst. (2003) 95: 1624-
1633). ' ‘

Terapia de Combinagao

Os compostos aqui descritos podem ser usados em niveis cito-
toxicos ou sub-citotéxicos em combinagdo com pelo menos um outro agente

de modo a alcancgar atividade seletiva ou aperfeicoada no tratamento de

cancer. Em certas concretizagbes, os compostos aqui descritos s&o usados
para reduzir os niveis celulares de proteinas clientes Hsp90 corretamente
dobradas, que sdo, em seguida, efetivamente inibidas pelo segundo agente,
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ou cuja degradagao na proteasome € inibida usando-se um inibidor de pro-
teasome, por exemplo, Velcade™. A ligacdo das proteinas clientes a Hsp90

~estabiliza as proteinas clientes e as mantém em uma forma inativa sollvel

pronta para responder a estimulo de ativagdo. A ligagdo de uma hidroguino-
na ansamicin a Hsp90 resulta no alvo da proteina cliente a proteasome, e
subsequente degradagao. Usando-se um agente que tem como alvo e inibe
a degradacao de proteasome, bloqueia-se a proteasome, conduzindo a au-
mento na apoptose celular e morte da célula.

Alguns exemplos de agentes antineoplasticos que podem ser
usados em combinagdo com os métodos da presente invengao incluem, em
geral, agentes de alquilatacdo; agentes anti-angiogénicos; antimetabdlitos;
epidofillotoxin; uma enzima antineoplastica; um inibidor de topoisomerase;
procarbazina; mitoxantrone; complexos de coordenacao de platina; antimitg-
ticos; modificadores de resposta bioldgica e inibidores de crescimento; agen-

tes terapeutlcos hormonais/anti-hormonais, e fatores de- crescimento hema-

- topoiético.

~ Classes exemplares de agentes antiheoplésticbs incluem adicio-
nalmente a familia de antraciclina de farmacos, os férmacos vinca, as mito-
micins, as bleomicins, 0s nucleotideos citotéxicos, 0s epotilones, discoder-
molide, a familia pteridina de farmacos, diynenos e podofilotoxins.

Membros partit:ularmente Uteis destas classes incluem, por e-
xemplo, carminomicin, daunorrubicin, aminopterin, metotrexato, metopterin,
diclorometotrexato, mitomicin C, porfiromicin, 5-fluoracila, 6-mercaptopurina,
gemicitabina, citosina arabinosida, podofilotoxin, ou derivados de podofilo-
toxdin, tais como, etoposideo, fosfato etoposideo ou teniposideo, melfalan,
vinblastina, leurosidina, Velcade, doxorrubicin, vindesina, leurodina, mesilato
de imatinib, paclitaxel, taxol, e similares. Em uma concretizacdo preferida, o
agente antineoplastico é Velcade, doxorrubicina, taxotere, docetaxel, paclita-
xel, cis-platin, imitinib mesilato, ou gemcitebina. Em uma concretiza¢ao pre-
ferida, o agente antineoplastico é Velcade ou doxorrubicina.

Outros agentes antineoplasticos uteis incluem estramustina, car-

boplatin, ciclofosfamida, bleomicin, gemcitibina, ifosamida, melfalan, hexa-
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metila melamina, tiotepa, citarabin, idatrexato, trimetrexato, dacarbazina,
L-asparaginase, camptotecin, CPT-11, topotecan, ara-C, bicalutamida, leu-
prolide, derivados de piridobenzoindol, interferons e interleukins.

Os compostos aqui descritos podem também ser usados em
combinagdo com inibidores de kinase, incluindo sunitinib, gefitinib, trastuzu-
mab, bevacizumab, e lapatinib. ’

O agente qUimioterapéutico e/ou terapia de radiagao podem ser
administrados de acordo com protocolos terapéuticos bem conhecidos na
técnica. Sera aparente aqueles versados na técnica que a administragao do
agente quimioterapéutico e/ou terapia de radiagdo pode ser variada depen-
dendo da doenga sendo tratada, e dos efeitos conhecidos do agente quimio-
terapéutico e/ou terapia de radiagdo naquela doenga. Também, de acordo
com o conhecimento do versado, os protocolos terapéuticos (por exemplo,
quantidades de dosagem e tempos de adminiétrag:éo) podem ser variados
em vista dos efeitos observados dos agentes terapéuticos administrados
(isto é, agente antineoplastico ou radiagao) no paciente, e em vista das res-
postas observadas da doenca aos agentes terapéuticos administrados.

Também, em geral, os compostos aqui descritos € 0 agente
quimioterapéutico nao tém que ser administrados na mesma composi¢ao
farmacéutica, e podem, devido as caracteristicas fisicas e quimicas diferen-
tes, terem que ser administrados por vias diferentes. Por exemplo, 0s com-
postos aqui descritos podem ser administrados intravenosamente para gerar
e manter bons niveis de sangue, enquanto 0 agente quimioterapéutico pode
ser administrado oralmente. A determinagdo do modo de administragéo e a
prudéncia de administragdo, onde possivel, na mesma composi¢éo farma-
céutica, esta bem dentro do conhecimento do perito. A administragéo inicial
pode ser feita de acordo com os protocolos estabelecidos conhecidos na
técnica, baseados nos efeitos observados, na dosagem, modos de adminis-
tracao e tempos de administragao, podem ser modificados pelo perito.

A escolha particular de agente quimioterapéutico ou radiagcao
dependera do diagnéstico do médico atendente e seu julgamento da condi-
¢ao do paciente, e do protocolo de tratamento apropriado.
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Um composto aqui descrito, e agente quimioterapéutico e/ou
radiacdo podem ser administrados concorrentemente (por exemplo, simulta-
neamente, essencialmente simultaneamente, ou dentro do mesmo protocolo
de tratamento), ou seqiencialmente, dependendo da natureza da doenga
proliferativa, da condi¢ao do 'paciente, e da escolha atual do agente quimio-
terapéutico e/ou radiagdo a serem administrados em conjunto (isto é, dentro
de um protocolo de tratamento simples) com um composto aqui descrito.

Se um composto aqui descrito, e o agente quimioterapéutico
e/ou radiagdo nado sdo administrados simultaneamente ou essencialmehte
simultaneamente, entdo a ordem 6tima de administragdo do composto aqui

descrito, e 0 agente quimioterapéutico e/ou radiagdo, podem ser diferentes

“para tumores diferentes. Desse modo, em certas situagdes, 0 composto aqui

descrito pode ser administrado primeiro, seguido pela administragao do a-
gente quimioterapéutico e/ou radiagao; e, em outras situagdes, 0 agente

quimioterapéutico e/ou radiacao podem ser administrados prir:neirro, seguido

- pela administragdo de um composto aqui descrito. Esta administragéo alter-

nada pode ser repetida durante um protocolo de tratamento simples. A de-
terminagéo da ordem de administragcdo, e o numero de repétigées de admi-
nistragcdo de cada agenté tefapéutico durante um protocolo de tratamento,
esta bem dentro do conhecimento do médico apds avaliagdo da doenca
sendo tratada e da condi¢do do paciente. Por exemplo, o agente quimiotera-
péutico e/ou fadiagéo podem ser administrados primeiro, especialmente se
ele € um agente citotéxico, e, em seguida, o tratamento continuado com a
administracdo de um composto aqui descrito seguido, onde determinado |
vantajosamente, pela administragao do agente quimioterapéutico e/ou radia-
¢ao, e desse modo, até que o protocolo de tratamento seja completado.

Desse modo, de acordo com a experiéncia € conhecimento, 0
médico praticante pode modificar cada protocolo para a administragcao de um
composto (agente terapéutico, isto é, composto aqui descrito, agente quimio-
terapéutico e/ou radiagdo) do tratamento, de acordo com as necessidades
individuais do paciente, a medida que o tratamento procede.

Dosagem
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Quando os compostos aqui descritos sdo administrados como
farmacéuticos, a seres humanos e animais, eles podem ser dados por si, ou
como uma composicao farmacéutica contendo, por exemplo, 0,1 a 99%
(mais preferivelmente, 10 a 30%) de ingrediente ativo em combinagdo com
um transportador farmaceuticamente aceitavel. |

Niveis de dosagem atuais dos ingredientes ativos nas composi-

¢Oes farmacéuticas aqui descritas podem ser variados de modo a obter uma

-quantidade do ingrediente ativo que ¢é efetiva para alcangar a resposta tera-

péutica desejada para um paciente particular, composigéo, € modo de admi-
nistracdo, sem-ser téxico ao paciente.

O nivel de dosagem selecionado dependera de uma variedade
de fatores, incluindo a atividade do composto particular aqui descrito empre-
gado, ou sal deste, da via de administragdo, do tempo de administragao, da
taxa de excregao ou metabol,ismo do composto particular sendo empregado,
da taxa e extensdo de absorg¢éo, da duragédo do tratamento, outros farmacos,
compostos e/ou materiais usados em combinagdo com o composto particular
empregado, da idade, sexo, peso, condi¢do, saude geral e histéria médica
anterior do paciente sendo tratado, e fatores similares bem conhecidos nas
técnicas médicas.

- Um meédico ou veterinario tendo pericia na técnica pode pronta-
mente determinar e prescrever a quantidade efetiva da compoéigéo farma-
céutica requerida. Por exemplo, o médico ou veterinario pode comegar com
doses dos compostos da invengao empregada na composigao farmacéutica
em niveis mais baixos do que requeridos de modo a alcangar o efeito tera-
péutico desejado, e aumentar gradualmente a dosagem até que o efeito de-
sejado seja alcangado.

Em geral, uma dose adequada de um composto da invengao
serd aquela quantidade do composto que é a dose segura e efetiva mais
baixa para produzir um efeito terapéUtico. Tal dose efetiva geralmente de-
pendera dos fatores aqui descritos. Geralmente, doses intravenosas dos
compostos aqui descritos para um paciente variarao de cerca de 10 mg a

cerca de 1000 mg por metro? dosado duas vezes por semana, preferivel-
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mente entre cerca de 75 mg a 750 mg por metro? dosada duas vezes por
semana, e, ainda mais preférivelmente, 100 mg a 500 mg por metro® dosada
duas vezes por semana.

Enquanto é possivel para um composto aqui descrito ser admi-
nistrado sozinho, é prefen’veli administrar 0 composto como uma formulagao
farmacéutica (composigao).

O paciente que recebe este tratamento é qualquer anirﬁal em
necessidade, incluindo primatas, em seres humanos particulares, e outros
animais como equinos, bovino, suino e ovelhas; e avés domésticas e ani-
mais de estimagao em geral. _

Um ou mais outros compostos ativos podem ser adicionados as
formulagbes descritas acima para proporcionar formula¢gdées para combina-
¢ao de terapia de cancer.

Os compostos podem ser administrados parenteralmente, isto &,
outra do- que por administracdo enteral e tdpica. Os composfos podem ser
administrados por injecdo, por exemplo, intravenosa, intramuscular, intra-
arterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradermal, intra-
peritoneal, subcutanea, subcuticular, intra-articular, subcapsular, subarac-
ndide, intra-espinhal e injegéd intrasternal e infusao.

O composto pode também ser administrado sistemicarhe‘nte ou
perifericamente, isto é, administragdo outra do que diretamente no sistema
nervoso central, tal que ele entra no sistema do paciente e, desse modo, é
submetido a metabolismo e outros processos similares, por exemplo, admi-
nistragdo subcutanea.

EXEMPLIFICACAO
A invengdo agora sendo geralmente descrita, ela sera mais

prontamente compreendida por referéncia aos exemplos seguintes, que sao
incluidos meramente para proposta de ilustrégc”)es de certos aspectos e con-
cretizagdes da presente invengao, e nao sao pretendidos para limitar a in-
vencao. Adicionalmente, os aminoacidos sao representados na forma zwite-

ribnica, e podem ser adicionalmente protonatados e existirem como o sal.

Exemplo 1
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Preparacdo de Derivados de Hidroquinona Estaveis no Ar da

Familia de Geldanaminicin de Moléculas
. O - .

‘ 1. 10% Na;S,0, (ag)
2.HO

NH,

17-Alilamino-17-Demetoxigeldanamicin (10,0 g, 17,1 mmols) em
acetato de etila (200 mL) foi agitado vigorosamente com uma solu¢ao recen-
temente preparada de hidrossulfeto de sédio aquoso 10% (200 mL) por 2
horas a temperatura ambiente. A cor mudada de purpura escura para ama-
relo claro, indica uma reacao completa. As camadas fbram separadas, e a
fase orgéanica foi secada com sulfato de magnésio (15 g). O agente de seca-
gem foi enxaguado com acetato de etila (50 mL). O filtrado combinado foi
acidificado com cloreto de hidrogénio 1,5 M em acetato de etila (12 mL) a pH
2 por 20 minutos. A pasta fluida resultante foi agitada por 1,5 hora a tempe-
ratura ambiente. Os sélidos foram isolados por filtragdo, enxaguados com
acetato de etila (50 mL), e secados a 40 graus C, 1 mm de Hg, por 16 horas,
para proporcionar 9,9 g (91%) de sélido ndo-branco. Cloridrato de hidroqui-
nona bruta (2,5 g) foi adicionada a uma solugdo agitada de 5% de acido clo-
ridrico 0,01 N ag. em metanol (5 mL). A solugéo resultahte foi clareada.por

filtracdo, em seguida diluida com acetona (70 mL). Os sélidos apareceram

‘apo6s 2-3 minutos. A pasta fluida resultante foi agitada por 3 horas a tempe-

ratura ambiente, em seguida por 1 hora a 0-5 graus C. os sélidos foram iso-
lados por filtracao, enxaguados com acetona (15 mL), e secados.
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Exemplo 2

-1 zsz'o (&)
. @ 4 (8q)
3. HCI ,

Geldanamicin

Geldanamicin (1,12 g, 2 mmols, 1 equiv) foi adicionada a DCM
anidro (5 mL). NH3 em MeOH foi adicionado a esta solugéo (9 mL, 100
mmols, 50 eqUiv), e foi permitido agitar pc;r 24 horas. Neste ponto a vsolug:éo
de reacéo foi diluida com DCM, e extraida com &gua, seguido por diluto HCI.
A camada organica simples foi coletada lavada com salmoura, secada sobre
Na,SO., e concentrada para produzir um solido purpuro. Este sélido foi re-
crisfé}li’zado duas vezes de acetona/heptanos para produzir- 0,239 de 17-
amino-17-demetoxigeldanamicin. ‘

17-amino-17-Demetoxigeldanamicin (0,55 g, 1 mmol, 1 equiv) foi
dissolvido em EtOAc (100 mL). Uma solugdo recentemente preparada de
hidrossulfeto de s6dio aquoso 10% (10 mL) foi adicionada e agitada por 1
hora a temperatura ambiente. A cor mudada de purpura escura para amavrelo
claro, indica uma reagao completa. As camadas foram separadas, e a fase
organica foi secada com sulfato de magnésio. O agente de secagem foi en-
xaguado com acetato de etila (2 X 10 mL). O filtrado combinado foi acidifica-
do com cloreto de hidrogénio 1,5 M em acetato de etila (1 mL) a pH 2 por 20
minutos. A pasta fluida resultante foi agitada por 1,5 horas a temperatura
ambiente. Os sdlidos foram isolados por filtragdo, enxaguados com acetato
de etila (10 mL), ev secados sob vacuo para produzir o produto (0,524 g, 87%
de rendimento).
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Exemplo 3
HO._
1. 3-aminopropano-1,2-diol
2.10% NazSzO4(aq)
3.HCI
¢
Geldanamicin 1 - o B 4 NH; :

Geldanamicin (0,600 g, 0,892 mmol, 1 equiv) foi adicionada em
THF (10 mL) 3-amino-1,2-propanodiol (0,813 g, 8,92 mmols, 10 equiv). A
reacao foi agitada por 64 horas. A reacao foi, em seguida, resfriada rapida-
mente com diluto HCI e extraida com EtOAc. A camada organica foi coleta-
da, secada sobre Na,SO,, e concentrada sob presséo reduzida. O material
cru foi purificado usando-se cromatografia de coluna para produzir 27 -mg do
17-amino su,bstitu.ido geldanamicin.

17-amino geldanamicin (0,200 g, 0,323 mmol, 1 equiv) foi dissol-
vido em EtOAc (4 mL), e tratada com uma solugao 10% recentemente pre- -
parada de Na;S,0, em agua (4 mL). Esta mistura foi vigorosamente agitada
por 1 hora. A camada orgénica foi, em seguida, coletada. A camada aquosa
foi extraida com 2 X 5 mL de EtOAc. As camadas foram combinadas, lava-
das com &gua, secada com Na;SO,. A camada organica foi, em seguida,
tratada com HCI em EtOAc (1,6 M, 0,6 mL), e agitada por 20 minutos. A so-
lugéo de reagao foi concentrada sob pressao reduzida para produzir o produ-
to (0,009 g).
Exemplo 4

~o

Geldanamicin

Geldanamicin (0,22 g, 0,04 mmol, 1,5 equiv) e BODIPY-FL-EDA-
HCI (0,010 g, 0,26 mmol, 1 equiv) foram adicionados a DCM anidro (2 mL),
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DIPEA (30 uL, 0,16 mmol, 6 equiv) foi adicionado, e a solugdo de reagéo foi
agitada sob nitrogénio por 72 horas. A reagao foi, em seguida, diluida com
DMC, extraida com agua, secada sobre Na,SO,, e concentrada sob presséo
reduzida. O bruto foi purificado por cromatografia de coluna para produzir
benzoquinona 17-amino substituida. Este material foi dissolvido em EtOAc
(20 mL) e tratado com uma solugdo 10% recentemente preparada de
NazS:04 em agua (5 mL). Esta mistura foi vigorosamente agitada por 1 hora.
A camada orgéanica foi, em seguida, coletada. A camada aquosa foi extraida
com 2 X 5 mL de EtOAc. As camadas foram combinadas, lavadas com agua,
secada-com NaSO4. A camada orgénica foi, em seguida, tratada com HCI
em EtOAc (1,6 M, 0,6 mL), e agitada por 20 minutos. A solugao de reagao
foi, em seguida, concentrada para selagem sob pressao reduzida. O cru foi
purificado por refluidizagdo de pasta do material de EtOAc/MTBE. O sélido
foi lavado com MTBE e secado sob presséo reduzida para produzir o produ-
to (0,04 g). |
Exemplo 5

1) NagS,0, i
' )-Rﬁzeégcequv)

2) HCI/EtOAc, acetona

N

1

Acetato de etila anidro (170 mL) foi adicionado a um frasco, se-
guido por 17-AAG (8,41 g, 1,44 mmol, 1 equiv). A mistura purpura resultante
foi agitada vigorosamente sob nitrogénio. Uma solugdo recentemente prepa-
rada de Na;S;04 10% (aq) (1,682 g em 170 mL de &gua deionizada, 10,1
mmols, 7 equiv) foi adicionada e a mistura vigorosamente agitada por 70
minutos. A cor mudada de purpura para laranja indica uma rea¢ao completa.
As camadas foram permtidas separar, € a camada aquosa de fundo foi re-
movida usando-se um funila separador. A camada organica foi secada com
MgSO,. O agente de secagem foi removido por filtragéo. O filtrado foi trans-
ferido para um frasco evaporador rotativo. Acetato de etila (50 mL) foi usado,
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em porg¢des, para lavar a almofada de MgSQO, e o filtrado lavado foi também
adicionado ao'frasco evaporador rotativo.

A mistura laranja-marrom foi concentrada no evaporador rotativo
em um dleo. O acetato de etila remanescente foi removido sob vacuo.

Enquanto esta mistura foi concentrada, uma solugdo 5,3 M de
HCI em acetato de etila foi preparada. Acetato de etila (16,8 mL) foi adicio-
nado a um frasco Erlenmeyer, e gas HCI borbulhado na mistura de agitagao
por 1 hora (com arrefecimento, acetona/gelo) para alcangar saturagédo. A
solucdo foi, em seguida, aquecida a temperatura ambiente sob um espago
principal de nitrogénio. | }

O dleo foi dissolvido em acetona (252 mL) e transferido para um
frasco de reag¢ao equipado com um funila de adicao, um agitador, um ter-
mometro, e uma atmosfera de ni.trogénio.,O filtrado combinado e enxaguado
foi acidificado por 5 minutos a um pH final de 2,5. A pasta fluida resultante foi
agitada por 18 minutos a temperatura ambiente, e os sélidos foram, em se-
guida, isolados por filtragao e lavados duas vezes com acetona (84 mL). O
sélido foi, em seguida, secado sob presséo reduzida para produzir o produto.

Exemplo 6

10% aquem-ns Na25204 _
HBr/EIOAC
ocC

17-Alilamino-17-Demetoxigeldanamicin (1,0 g, 1,71 mmol) em
acetato de etila (200 mL) foi agitado vigorosamente com uma solugao recen-
temente preparada de hidrossulfeto de sédio aquoso 10% (2 g em 20 mL de A
agua) por 30 minutos a temperatura ambiente. A cor mudada de purpura
escura para amarelo claro indica uma reagao completa. As camadas foram
s-ep'aradas, e a fase orgéni'ca foi 'secada com sulfato de magnésio (1 g). O
solvente de reacéao foi coletado e 0 agente de secagem foi enxaguado com
acetato de etila (1 mL). O filtrado combinado foi arrefecido a 0°C e acidifica-
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do com brometo de hidrogénio 1,5 M em acetato de etila até que um precipi-
tado se formou. A pasta fluida resultante foi agitada por 30 minutos a tempe-
ratura ambiente. Os sdlidos foram isolados por filtragéo, enxaguados com
acetato de etila (1 mL), e secados a 40°C, 1 mm de Hg, por 16 horas, para
proporcionar 0,352 g (31%) de sélido nao-branco.

Exemplo 7
Materiais e Métodos para Analise In Vitro de Culturas Celulares

As linhagens de célula de cancer humano SKBr3, MV4-11,
K562, SK-MEL-28, LnCAP, e MDA-MB-468 foram obtidas a partir de Ameri-
can Type Culture Collection (Manassas, V. A). As células de mieloma muilti-
plo RPMI-8226 e MM1 foram de Dr. Teru Hideshima (Jerome Lipper Multiple
Myeloma Center, Dana Farber Cancer Instutute, Boston, MA, USA). Todas
as linhas de células foram determinadas para serem livres de micoplasma.
As células foram mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de

‘FBS inativado por calor, 50 unidades/mL de estreptomicin e 50 unidades/mL

de penicilina; e incubadas a 37 graus C em 5% de CO,. As células aderen-
tes foram dissociadas com 0,5% de tripsina e 0,02% de EDTA em solugao
salina tampao fosfato (PBS) sem calcio e magnésio antes de revestimento
para experimentagao.
Andlise In Vitro

Citotoxicidade de Células MM1

Ensaios Alamar Blue. Células MM1 (50.000/cavidade) foram in-

cubadas por 72 horas com concentragbes aumentadas do composto teste.
Alamar blue foi adicionado as cavidades, e fluorescéncia medida 4 horas
ap6s incubagéo a 37°C. |
Citotoxicidade de Célula SKBr3

Células SKBr3 foram incubadas por 72 horas com concentra-

¢oes aumentadas do composto teste. Para os estudos de viabilidade, Alamar

. blue foi adicionado, e as cavidades lidas ap6és uma incubacgio de 6 horas.

Citotoxicidade de Célula MDA-MB-468
Células MDA-MB-468 foram incubadas por 72 horas com con-

centragdes aumentadas do composto teste. Para os estudos de viabilidade,
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Alamar blue foi adicionado, e as cavidades lidas apés uma incubacédo de 6
horas.
Citotoxicidade de Célula MV4-11

Células MV4-11 foram incubadas por 3 dias com concentragoes

aumentadas do composto teste. A viabilidade da célula foi acessada usando-
se uma leitura de Alamar blue.
Citotoxicidade de Célula K562

Células K562 foram incubadas com concentra¢gdes aumentadas

do composto teste. A viabilidade da célula foi acessada usando-se uma leitu-
ra de Alamar blue. - |
Citotoxicidade de Célula SK-MEL-28

Concentragdes aumentadas do composto teste foram adiciona-

das as células SK-MEL-28 em cultura por 2, 3 ou 4 dias, e a viabilidade das
células foi medida usando-se Alamar blue.
Citotoxicidade de Célula LnCAP

Concentragbes aumentadas do composto teste adicionado as

células LnCAP em cultura por 4 dias, e a viabilidade das células foi medida
usando-se Alamar blue.

Exemplo 8
Analise In Vivo

Modelo de Mieloma Mdultiplo

Os efeitos do composto teste foram estudados em uma linha de |
célula de mieloma mdiltiplo humano RPMI-8226 em camundongos SCID/NOD
machos. Neste estudo, os camundongos machos foram implantados subcu-
taneamente com células RPMI-8226 (1 x 10 células). Quando o tamanho
médio do tumor alcangou 100 mm?®, os animais foram aleatoriamente transfe-
ridos para grupos de tratamento (N=10-15/grupos) para receberem, ou vei-
culo (50 mM de citrato, 50 mM de ascorbato, 2,4 mM de EDTA ajustado para
pH 3,0) ou 100 mg/kg (300 mg/m? do composto teste trés dias consecutivos
por semana. O artigo teste ou veiculo foi administrado intravenosamente (1V)
via a veia em um volume de 0,2 mL por aproximadamente 20 segundos
(seg). Os animais foram sacrificados apos 45 dias, e os volumes do tumor
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comparados.
Modelo de Carcinoma de Seio

Um estudo foi realizado no modelo de carcinoma de seib MDA-
MB-468 para acessar a capacidade do compostd teste para reduzir o0 volume
do tumor subcutaneo. Neste estudo, camundongos atimicos nu/nu fémeas
foram implantados subcutaneamente com células de MDA-MB-468 (1 x 10’
células). Quando o tamanho médio do tumor alcangou 100 mm?, os animais
foram aleatoriamente transferidos (N=10-15/grupo) para um dos seguintes
grupos de tratamento; veiculo ou o composto teste em 100 mg/kg (300
mg/m?) duas vezes por semana toda semana. O artigo teste ou veiculo foi
administrado intravenosamente (IV) via a veia erh um volume de 0,2 mL por
aproximadamente 20 segundos (seg). Os animais foram sacrificados apés
120 dias, e os volumes do tumor comparados.

Modelo de Carcinoma Ovariano

| Um estudo foi realizado no modelo de xenoenxerto de camun-
dongo SKOV-3 ovariano para acessar a capacidade do composto teste para
reduzir o volume do tumor subcutédneo. Neste estudo, camundongos atimi-
cos nu/nu fémeas foram implantados subcutaneamente éom células de
SKOV-3 (1 x 107 células). Quando o tamanho médio do tumor alcangou 100
mm?, os animais foram aleatoriamente transferidos para grupos de tratamen-
to (N=10-15/grupo) para receber qualquer veiculo, o composto teste em 100
mg/kg (300 mg/m?) duas vezes por semada. O artigo teste ou veiculo foi
administrado intravenosamente (IV) via a veia em um volume de 0,1 mL por
aproximadamente 10 segundos (seg). Os animais foram sacrificados apds
88 dias, e 0s volumes do tumor comparados.
Modelo de puim&o de Murino Lewis

Um estudo foi realizado no modelo de pulméo de Lewis de ca-
mundongo para acessar a capacidade do composto aqui descrito para redu-
zir ambos o volume do tumor subcutaneo, bem como a incidéncia de metas-
tase de pulmao. Neste e‘studo,} camundongos C57B1/6 foram implantados
subcutaneamente com células de pulméo de Lewis (1 x 10° células). Quando

o tamanho médio do tumor alcancou 71 mm?3, os animais foram aleatoria-
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mente transferidos (N=10-15/grupo) para um dos seguintes grupos de trata-
mento; veiculo e CompostoA 2 75 mg/m? Segunda, Quatra e Sexta feira
(MWF) por 3 ciclos. Cada cicloconsistia em 5 dias por semanad de tratamento.
O artigo teste ou veiculo foi administrado via a veia em um volume de 0,2 mL
por aproximadamente 30 segundos (seg). Os animais foram sacrificados
apos 25 dias, e os volumes do tumor comparados.

Carcinoma de Préstata | |

Dois estudos foram realizados em modelos de xenoenxerto de
prostata de camundongo PC-3 para acessar a ca‘pacidade do composto tes-
te para reduzir o volume do tumor subéuténeo como um agente simples ou
em combinagdo com padrédo atual de cuidado. Em ambos os estudos, ca-
mundongos atimicos nu/nu fémeas foram implantados subcutaneamente
com células de PC-3 (1 x 107 células). Quando o taménho médio do tumor
alcangou 100 mm®, os ahimais foram aleatoriamente transferidos (N=10-
15/grupo). No primeiro estudo, os camundongos receberam qualquer veicu-
lo, 0 composto teste 100 mg/kg (300 mg/m?) duas vezes por semada. O arti-
go teste ou veiculo foi administrado Via a veia em um volume de 0,2 mL por
aproximadamente 20 segundos (seg). Os animais foram sacrificados apods
64 dias, e os volumes do tumor comparados. ‘

~.Um segundo estudo foi realizado neste modelo para acessar 0
composto teste em combina¢do com o padrdo de cuidado, Taxotere. Neste
estudo, grupos separados de 10-15 camundongos foram aleatoriamente trans-
feridos para receberem veiculo, o composto teste 100 mg/kg (300 mg/m?) duas
vezes por semada, Taxotere 5 mg/kg (15 mg/mm?) uma vez por semana ou
combinagao do composto teste com Taxotere. Os animais foram sacrificados
apos 64 dias, e os volumes do tumor comparados.

Exemplo 9
Resultados Bioldgicos

Os resultados a partir da andlise de atividade biolégica das hi-
droquininas da invengdo s@o apresentados abaixo. Todos os valores séo
expressos como a media + SEM. A andlise dos dados consistiu em uma
andlise de uma via de diferencga, e se apropriado, seguido por teste de Dun-
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rencas sao consideradas significantes em p < 0,05.

Resultados In Vitro

Linha de Célula Composto 2 (ECsp) 17-AAG (ECsq)
MM1.s ' 307 nM 306 nM

SKBr3 _ 32 nM 34 nM
MDA-MB-468 335 nM 356 nM
MV4-11 25 nM 38 nM

K562 29 nM 50 nM
SK-MEL-28 200nM | -

LnCAP 73nrM | e

Resultados /In 'Vivo

Linha de Célula % de Crescimento de Tumor Comparada a
Veiculo :
Composto 2 Composto 2 + Taxotere

RPMI-8226 1% | ===

MDA-MB-468 76% |-
'SKOV-3 58% | ==

Célula de Pulmao de Lewis 60% | e

PC-3 50% 84%

Ligagdo do Composto 2 e 17-AAG em Hsp90

Composto Ki

Composto 2 28 nM

17-AAG 67 nM

5 EQUIVALENTES & INCORPORACAO POR REFERENCIA
E compreendido que os exemplos e concretizagdes aqui descri-

tos sao para proposta ilustrativa somente, e que varias modificacbes ou mu-
dangas a luz destas serao sugeridas aos técnicos no assunto, e sao inclui-
das dentro do espirito e campo desta aplicagéo e escopo das reivindicagdes
10 em anéxo. Todos as Patentes dos Estados Unidos e publicacdes de pedido
de patente dos Estados Unidos aqui citadas sao, desse modo, incorporadas

por referéncia em sua totalidade.
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REIVINDICAGOES
1. Uso de um composto de hidroquinona ansamicin represen-
tando pela férmula 1:

0
1
Rz @ 04
N-Rgy
1 R

na qual, independentemente para cada ocorréncia,

W €& oxigénio ou enxofre;

Q ¢ oxigénio, NR, N(acila), ou uma ligagao;

X" é uma base conjugada de um acido farmaceuticamente
aceitavel;

R  para cada ocorréncia € independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, cicloalquila, heterocicloal-
quila, aralquila, heteroarila, e heteroaralquila;

Ry € hidroxila, alcoxila, -OC(O)Rs, -OC(O)Rg, -OC(O)NR1gR 11,
-OSO2R12, -OC(O)NHSO2NR13R14, -NR13R14, ou haleto; e R; € hidrogénio,
alquila, ou aralquila; ou Ry e R, tomados juntos, junto com o carbono ao qual
estao ligados, representam -(C=0)-, -(C=N-OR)-, -(C=N-NHR)-, ou -(C=N-R)-;

R; e R4 sdo cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, e -[(CR2),]-R1s;
ou R3 tomado junto com R4 representa um anel heterociclico de 4-8 mem-
bros opcionalmente substituido;

Rs € selecionado a partir do grupo consistindo em H, alquila, a-

ralquila, e um grupo tendo a férmula 1a:
. O Ry
e Ri7
Ry Rez
Ryz
la
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na qual Ry7 é selecionado independentemente a partir do grupo consistindo
em hidrogénio, haleto, hidroxila, alcoxi, ariloxi, acildéxi, amino, alquilamino,
arilamino, acilamino, aralquilamino, nitro, aciltio, carboxamida, carboxila, ni-
trila, -COR15,-CO2R 15, -N(R1g)CO2R19, -OC(O)N(R4s)(R1g), -N(R18)SO2R1g,
-N(R18)C(O)N(R1g)(R19), € -CH,O-heterociclila;

Re e R7 séo hidrogénio; ou Rg € Ry tomados juntos formam uma
ligagao;

Rs € hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila,
heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CR2),]-R1s;

Re € alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila, heterociclo-
alquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CR2)p}-R1s;

R10 € R11 sédo cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, e [(CR2),]-R1s; ou
R0 € Ry1 tomados juntos com o nitrogénio ao qual estao ligados represen-
tam um anel heterociclico de 4-8 membros opcionalmente substituido;

Ri2 é alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila, heterociclo-
alquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CR2)p]-R1s;

Ri3 e R4 sdo cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila e [(CR2),}-R1s; ou
R13 € Rq4 tomados juntos com o nitrogénio ao qual estao ligados represen-
tam um anel heterociclico de 4-8 membros opcionalmente substituido;

Ris para cada ocorréncia é independentemente selecionado a

partir do grupo consistindo em hidrogénio, hidroxila, acilamino,
N(R1g)COR19,-N(R1g)C(O)OR19,  -N(R18)SO2(R19),  -CON(R1g)(R19),
OC(O)N(R18)(R1s),-SOzN(R1g)(R1g), -N(R1g)(R1g), -OC(O)OR1s, -COORys,
C(O)N(OH)(R1g),-OS(0)20R15,  S(0)2-OR1s,  -OP(O)(OR15)(ORy9),
N(R15)P(O)(OR15)(OR1g), € -P(O)(OR18)(OR19);

o] €1,2,3,4,50u6;

Ris para cada ocorréncia € independentemente selecionado a

partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cic_loalquila, hetero-
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cicloalquila, aralquila, heteroarila, e heteroaralquila;

Ryg para cada ocorréncia € independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila, hetero-
cicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila; ou Rig tomado junto com
R1g representam um anel heterociclico de 4-8 membros opcionalmente subs-
tituido;

R20, R21, R22, R24 € Rys para cada ocorréncia sdo independente-
mente alquila;

R2z é alquila, -CH20H, -CHO-, -COOR1g, ou CH(ORs)2;

R2s € Ry7 para cada ocorréncia sdo independentemente selecio-
nados a partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila,
heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila; e

a estereoquimica absoluta em um centro estereogénico de for-
mula 1 pode ser R ou S, ou uma mistura destes, e a estereoquimica de uma
ligagdo dupla pode ser E ou Z, ou uma mistura destes,

caracterizado pelo fato de ser na preparagdo de uma composi-
¢ao farmacéutica para o tratamento de um ou mais tumores estromais gas-
trointestinais em um mamifero.

2. Uso, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que o referido composto de hidroquinona ansamicin é representado pela

formula

na qual X é selecionado a partir do grupo consistindo em cloreto, brometo,
iodeto, H,PO4, HSO4, metilsulfonato, benzenosulfonato, p-toluenosulfonato,
trifluormetilsulfonato, 10-camprosulfonato, acido-5-suifénico naftaleno-1-
sulfonato, etan-1-acido sulfoénico-2-sulfonato, sal de acido ciclamico, sal de

acido tiociamico, naftalenc-2-sulfonato, e oxalato.
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3. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato
de que o referido composto de hidroquinona ansamicin € um sal farmaceuti-
camente aceitavel de 17-alilamino-17-demetoxi-18,21-dihidrogeldanamicin.

4. Uso, de acordo com a reivindicagado 3, caracterizado pelo fato
de que o referido composto de hidroquinona ansamicin € o cloreto de 17-
alilamino-17-demetoxi-18,21-dihidrogeldanamicin.

5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que o referido mamifero € um ser humano.

6. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que a composigéo é formulada para administragéo
por inalagao, oral, intravenosa, sublingual, ocular, transdermal, retal, vaginal,
tdpica, intramuscular, intra-arterial, intratecal, subcutanea, bucal ou nasal.

7. Composigao farmacéutica para o tratamento de um ou mais
tumores estromais gastrointestinais em um mamifero caracterizada pelo fato
de compreender uma quantidade eficaz de um composto de hidroquinona

ansamicin representando pela férmula 1:

na qual, independentemente para cada ocorréncia,

W & oxigénio ou enxofre;

Q  é oxigénio, NR, N(acila), ou uma ligagao;

X é uma base conjugada de um acido farmaceuticamente
aceitavel;

R  para cada ocorréncia € independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, cicloalquila, heterocicloal-
quila, aralquila, heteroarila, e heteroaralquila,

R: & hidroxila, alcoxila, -OC(O)Rs, -OC(O)Rg, -OC(O)NR10R 11,
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-OS0O2R12, -OC(O)NHSO,NR13R14, -NR3R14, ou haleto; e R, é hidrogénio,
alquila, ou aralquila; ou R e R; tomados juntos, junto com o carbono ao qual
estao ligados, representam -(C=0)-, -(C=N-OR)-, -(C=N-NHR)-, ou -(C=N-
R)-

R3; e R4 sdo cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, e -[(CR2)p]-R1e;
ou R3 tomado junto com R4 representa um anel heterociclico de 4-8 mem-
bros opcionalmente substituido;

Rs & selecionado a partir do grupo consistindo em H, alquila, a-

ralquila, e um grupo tendo a férmula 1a:
QO Ry

na qual Ry7 é selecionado independentemente a partir do grupo consistindo
em hidrogénio, haleto, hidroxila, alcéxi, ariloxi, aciléxi, amino, alquilamino,
arilamino, acilamino, aralquilamino, nitro, aciltio, carboxamida, carboxila, ni-
trila, -COR15,-CO2R15, -N(R13)CO2R19, -OC(O)N(R18)(R1g), -N(R18)SO2R1s,
-N(R18)C(O)N(R1g)(R1s), € -CH20-heterociclila;

Res € R; sdo hidrogénio; ou Rg e R; tomados juntos formam uma
ligacao;

Rs € hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila,
heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CR2)p]-R1e;

Re & alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila, heterociclo-
alquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CR2)p}-R1e;

R10 € Ry1 sdo cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, e [(CR2),]-R1s; ou
Rio e Ry tomados juntos com o nitrogénio ao qual estdo ligados represen-
tam um anel heterociclico de 4-8 membros opcionalmente substituido;

Ri2 €& alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalquila, heterociclo-
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alquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila, ou [(CR2).]-R1s;

R13 e Ry4 séo cada independentemente selecionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arila, cicloalqui-
la, heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila e [(CRz)p]-R16; ou
Ri3 e R4 tomados juntos com o nitrogénio ao qual estao ligados represen-
tam um anel heterociclico de 4-8 membros opcionaimente substituido;

Ris para cada ocorréncia é independentemente selecionado a

partir do grupo consistindo em hidrogénio, hidroxila, acilamino,
N(R1g)COR19,-N(R18)C(O)OR1g,  -N(R4g)SO2(R1g),  -CON(R1s)(R1g),
OC(O)N(R18)(R19),-SO2N(R18)(R1g), -N(R1g)(R19), -OC(O)OR45, -COORs,
C(O)N(OH)(R1g),-OS(0)20R1s,  S(0)2-OR1s,  -OP(O)(OR1g)(OR1g),
N(R18)P(O)(OR18)(OR1g), € -P(O)(OR15)(OR1g);

p €1,2,3,4,50u6;

R1g para cada ocorréncia € independentemente selecionado a

partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila, hetero-
cicloalquila, aralquila, heteroarila, e heteroaralquila;

R1ig para cada ocorréncia é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila, hetero-
cicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila; ou Rig tomado junto com
Ris representam um anel heterociclico de 4-8 membros opcionalmente subs-
tituido;

R20, R21, R22, R24 € Rys para cada ocorréncia sdo independente-
mente alquila;

R2; € alquila, -CH,0H, -CHO-, -COOR1s, ou CH(OR1s)2;

R2s € Ry7 para cada ocorréncia sdo independentemente selecio-
nados a partir do grupo consistindo em hidrogénio, alquila, arila, cicloalquila,
heterocicloalquila, aralquila, heteroarila, heteroaralquila; e

a estereoquimica absoluta em um centro estereogénico de for-
mula 1 pode ser R ou S, ou uma mistura destes, e a estereoquimica de uma
ligacao dupla pode ser E ou Z, ou uma mistura destes.

8. Composigdo, de acordo com a reivindicagédo 7, caracterizada

pelo fato de que o referido composto de hidroquinona ansamicin é represen-
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tado pela formula

na qual X é selecionado a partir do grupo consistindo em cloreto, brometo,
iodeto, H,PO4, HSO4, metilsulfonato, benzenosulfonato, p-toluenosulfonato,
trifluormetilsulfonato, 10-camprosulfonato, &acido-5-sulfénico naftaleno-1-
sulfonato, etan-1-acido sulfénico-2-sulfonato, sal de acido ciclamico, sal de
acido tiociamico, naftaleno-2-sulfonato, e oxalato.

9. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizada
pelo fato de que o referido composto de hidroquinona ansamicin € um sal
farmaceuticamente aceitavel de 17-alilamino-17-demetoxi-18,21-
dihidrogeldanamicin.

10. Composicao, de acordo com a reivindicagéo 9, caracterizada
pelo fato de que o referido composto de hidroquinona ansamicin € o cloreto
de 17-alilamino-17-demetoxi-18,21-dihidrogeldanamicin.

11. Composigao, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 7 a 10, caracterizada pelo fato de que o referido mamifero € um ser
humano.

12. Composicdo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cdes 7 a 11, caracterizada pelo fato de estar formulada para administracao
por inalagao, oral, intravenosa, sublingual, ocular, transdermal, retal, vaginal,

topica, intramuscular, intra-arterial, intratecal, subcutanea, bucal ou nasal.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "USO DE HIDROQUINONA ANSAMICINS E COM-

POSIGAO FARMACEUTICA".
A presente invengao proporciona usos de compostos de hidro-

quinona ansamicin para a fabricagdo de composicao farmacéutica para o

tratamento de distarbios, tais como cancer, pela administragao.
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