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AMILOIDES E A COMPOSTOS DE ESTIRILPIRIDINA, E METODOS PARA FAZER COMPOSTOS DE
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RESULTA NA FORMACAO DE DEPOSITOS DE AMILOIDE E UM METODO PARA A
ADMINISTRACAO DE UM AGENTE TERAPEUTICO AOS DEPOSITOS DE AMILOIDE.



RESUMO

"DERIVADOS DE ESTIRILPIRIDINA E SUA UTILIZAQAO PARA LIGAQKO E
OBTENQAO DE IMAGENS DE PLACAS AMILOIDES"

Esta invencdo refere-se a um método de obtencdo de
imagens de depésitos amildides e a compostos de
estirilpiridina, e métodos para fazer compostos de
estirilpiridina rddio-marcados uUteis na obtengdo de imagens
de depdsitos de amildide. Esta invencdao também se refere a
compostos, e métodos para preparar compostos para inibir a
agregacdao das proteinas amildides que resulta na formacao de
depdésitos de amildéide e um método para a administracdo de um

agente terapéutico aos depdsitos de amildide.



DESCRICAO

"DERIVADOS DE ESTIRILPIRIDINA E SUA UTILIZAQAO PARA LIGAQKO E
OBTENQAO DE IMAGENS DE PLACAS AMILOIDES"

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Campo da Invengao

Esta invengéao refere-se a novos compostos de
estirilpiridina, as suas utilizacdes em diagndsticos por
imagiologia e a inibicdo da agregacdo de P-amildide, e

métodos para fazer estes compostos.

Antecedentes da Técnica

A doenca de Alzheimer (AD) é um transtorno
neurodegenerativo progressivo caracterizado por declinio
cognitivo, perda irreversivel de memdria, desorientacdo e
deterioracao da linguagem. O exame post mortem de secgdes de
cérebro com AD revela abundantes placas senis (SPs) compostas
por péptidos B-amiléide (AB) e numerosos emaranhados

neurofibrilares (NFTs) formados por filamentos de proteinas

Tau altamente fosforiladas (para revisdes actuais e
referéncias adicionais ver "Molecular Pathology of
Alzheimer's Disease and Related Disorders," em Cerebral
Cortex: Neurodegenerative and Age-related Changes in

Structure and Function of Cerebral Cortex, Kluwer



Academic/Plenum, NY (1999), pp. 603-654; Vogelsberg-Ragaglia,
V., et al., "Cell Biology of Tau and Cytoskeletal Pathology
in Alzheimer's Disease," Alzheimer's Disease, Lippincot,
Williams & Wilkins, Filadélfia, PA (1999), pp. 359-372).

A amiloidose é um estado caracterizado pela acumulacgédo
de varias proteinas insoluveis, fibrilares nos tecidos de um
doente. Um depdsito amildide forma-se pela agregacado de
proteinas amildéides, seguida pela combinacdo adicional de
agregados e/ou proteinas amildides. A formacdo e a acumulacédo
de agregados de péptidos P-amildéide (AP) no cérebro sé&o
factores criticos no desenvolvimento e progressao da AD.

Para além do papel dos depdsitos de amildide na doenca
de Alzheimer, a presenca de depdsitos de amildide foi vista
em doencas tais como a febre Mediterrédnea, sindrome de
Muckle-Wells, mieloma idiopdtico, polineuropatia amildide,
cardiopatia amildide, amiloidose senil sistémica,
polineuropatia amildide, hemorragia cerebral hereditdria com
amiloidose, sindrome de Down, Scrapie, doenca de Creutzfeldt-
Jacob, Kuru, sindrome de Gerstamnn-Straussler-Scheinker,

carcinoma medular da tirdide, amiloidose atrial isolada,
amildide BZ—microglobulina em doentes com didlise, miosite em
corpos de inclusdo, depdsitos de BZ—amiléide em doenca de
atrofia muscular, insulinoma em Ilhotas de Langerhans com
diabetes Tipo II.

Os agregados fibrilares de péptidos amildides APi_q e
ABi-42, sdo péptidos metabdlicos importantes derivados da
proteina precursora de amildide encontrada em placas senis e

depbésitos de amildéide cerebrovasculares em doentes com AD

(Xia, W., et al., J. Proc. Natl. Acad. Sd. EUA 97:9299-9304

(2000)). A prevencdo e a reversdo da formacdo da placa AP



estdo a ser alvo de tratamento para esta doenca (Selkoe, D.,
J. JAMA 283:1615-1617 (2000); Wolfe, M.S., et al., J. Med.
Chem. 41:6-9 (1998); Skovronsky, D.M., e Lee, V.M., Trends
Pharmacol. Sci 27:161-163 (2000)).

A AD familiar (FAD) é causada por mutag¢des multiplas
nos genes da proteina precursora A (APP), presenilina 1 (PS1)
e presenilina 2 (PS2) (Ginsberg, S. D., et al., "Molecular
Pathology of Alzheimer's Disease and Related Disorders,"” in
Cerebral Cortex: Neurodegenerative and Age-related Changes in
Structure and Function of Cerebral Cortex, Kluwer
Academic/Plenum, NY (1999), pp. 603-654; Vogelsberg-Ragaglia,
V., et al., "Cell Biology of Tau and Cytoskeletal Pathology
in Alzheimer's Disease," Alzheimer's Disease, Lippincot,
Williams & Wilkins, Filadélfia, PA (1999), pp. 359-372).

Embora os mecanismos exactos subjacentes a AD ndo sejam
totalmente compreendidos, todas as mutacgdes patogénicas de
FAD estudadas até o momento aumentam a producgdo da forma mais

amiloidogénica de entre 42 e 43 aminodcidos de comprimento do
péptido AP. Desse modo, pelo menos em FAD, a desregulacdo da

producdo de AP parece ser suficiente para induzir uma cascata

de eventos que levam a neurodegeneracdo. De facto, a hipdtese

da cascata amildide sugere que a formacdo de agregados AP

fibrilares extracelulares no cérebro pode ser um evento

essencial na patogénese da AD (Selkoe, D. J., "Biology of f-
amyloid Precursor Protein and the Mechanism of Alzheimer's
Disease," Alzheimer's Disease, Lippincot Williams & Wilkins,
Philadelphia, PA (1999), pp. 293-310; Selkoe, D. J., J. Am.
Med. Assoc. 253:1615-1617 (2000); Naslund, J., et al., J. Am.
Med. Assoc. 283:1571-1577 (2000); Golde, T. E., et al.,
Biochimica et Biophysica Acta 1502:172-187 (2000)).



Varias abordagens na tentativa de inibir a producdo e
reduzir a acumulacdo de APB fibrilar no cérebro estédo
actualmente a serem avaliadas como potenciais terapéuticas
para a AD (Skovronsky, D. M. e Lee, V. M., Trends Pharmacol.
Sci 27:161-163 (2000); Vassar, R., et al., Science 286:735-
741 (1999); Wolfe, M. S., et al., J. Med. Chem. 41:6-9
(1998); Moore, C. L., et al., J. Med. Chem. 45:3434-3442
(2000); Findeis, M. A., Biochimica et Biophysica Acta 1502-
J6-S4 (2000); Kuner, P., Bohrmann, et al., J. Biol. Chem.
275:1673-1678 (2000)). Portando, ¢é de interesse desenvolver
ligandos que se ligam especificamente a agregados de AR
fibrilar. Uma vez gue o0s SP extracelulares sao alvos
acessiveis, estes novos ligandos poderiam ser utilizados como
ferramentas de diagnéstico in vivo e como sondas para
visualizar a deposigcdo progressiva de AP em estudos de
amiloidogénese em doentes vivos.

Com este fim, foram relatadas varias abordagens
interessantes para desenvolver ligandos especificos para
agregados de AP fibrilar (Ashburn, T. T., et al., Chem. Biol.
3:351-358 (1996); Han, G., et al., J. Am. Chem. Soc.
118:4506-4507 (1996); Klunk, W. E., et al., Biol Psychiatry
35:627 (19%94); Klunk, W. E., et al., Neurobiol Aging 16:541-
548 (1995); Klunk, W. E., et al., Society for Neuroscience
Abstract 23:1638 (1997); Mathis, C. A., et al., Proc. XIIth
Intl. Symp. Radiopharm. Chem., Uppsala, Suécia:94-95 (1997);
Lorenzo, A. e Yankner, B. A., Proc. Natl Acad. Sci. EUA 91:
12243 -12247 (1994); Zhen, W., et al., J. Med. Chem. 42:2805-
2815 (1999)). A abordagem mais atraente ¢é baseada em
crisamina-G (CG) e vermelho Congo (CR) altamente conjugados,

e o Ultimo foi utilizado para coloracao fluorescente de SPs e



NETs em secgdes de cérebros com AD post mortem (Ashburn, T.
T., et al., Chem. Biol 3:351-358 (1996); Klunk, W. E., et
al., J. Histochem. Cytochem. 37:1273-1281 (1989)) . As
constantes de inibic&o (Kj) para a ligacdo a agregados de AP
fibrilar de CR, CG, e derivados 3'-bromo- e 3'-iodo de CG sao
2, 800, 370, 300 e 250 nM, respectivamente (Mathis, C. A., et
al., Proc. XIIth Intl. Symp. Radiopharm. Chem., Uppsala,
Suécia:94-95 (1997)). Foi demonstrado gue estes compostos se

ligam selectivamente a agregados de péptido AR (1-40) in

vitro bem como a depdsitos de AR fibrilar em seccgdes de
cérebros com AD (Mathis, C. A., et al., Proc. XIIth Intl.
Symp. Radiopharm. Chem., Uppsala, Suécia:94-95 (1997)).

Hé vdrios beneficios potenciais na obtencdo de imagens
de agregados AP no cérebro. A técnica por imagens vai

melhorar o diagnédstico através da identificacdo de doentes

potenciais com excesso de placas AP no cérebro; portanto, os
mesmos podem ser susceptiveis de desenvolver doenga de
Alzheimer. Serd também Util para monitorizar a progressao da
doenca. Quando os tratamentos com fdrmacos anti-placa se

tornarem disponiveis, o diagndésticos por imagens das placas

A no cérebro podem proporcionar uma ferramenta essencial
para a monitorizagado do tratamento. Desse modo, um método
simples ndo invasivo para a detecgao e quantificacao dos
depdsitos de amildide num doente tem sido procurado
avidamente. Actualmente, a deteccdo de depdsitos de amildide
envolve a andlise histoldégica de materiais de Dbidpsia ou
autépsia. Ambos os métodos tém desvantagens. Por exemplo, uma
autdépsia sd pode ser utilizada para um diagndéstico post

mortem.



A obtencdo de imagens directas dos depdsitos de
amildéide in vivo é dificil, uma vez gque os depdsitos tém
muitas das mesmas propriedades fisicas (por exemplo, a
densidade e o contetdo em 4agua), que os tecidos normais. As
tentativas de obter imagens dos depdsitos de amildide
utilizando imagens por ressondncia magnética (MRT) e
tomografia assistida por computador (CAT) tém sido
decepcionantes e tém detectado depdsitos de amildide somente
em certas condig¢des favordveis. Além disso, os esforgos para
marcar os depdsitos de amildide com anticorpos, proteina P
amildéide sérica, ou outras moléculas sonda proporcionaram
alguma selectividade na periferia de tecidos, mas

proporcionaram imagens insuficientes do interior do tecido.

Os potenciais ligandos para a deteccdo de agregados AP
no cérebro vivo tem de atravessar a barreira hematoencefdlica
intacta. Assim, a captacdo do cérebro pode ser melhorada
usando ligandos de tamanho molecular relativamente menor (em
comparacgao com o Vermelho Congo) e lipofilicidade aumentada.
As tioflavinas altamente conjugadas (S e T) sdao geralmente
usadas como corantes para a coloracdo de agregados AR no
cérebro com AD (Elhaddaoui, A., et al., Biospectroscopy
7:351-356 (1995)).

Foi relatado um marcador altamente lipofilico, [MF]
FDDNP, para a ligacgdo tanto dos emaranhados (compostos
principalmente de proteina tau hiperfosforilada) como placas
(que contém agregados de proteina AP). (Shoghi-Jadid K, et
al., Am J Geriatr Psychiatry. 2002; 10:24-35). Pela
utilizacao de tomografia por emissao de positrdes (PET), foi
relatado que este tracador especificamente marcou depdsitos

de placas e emaranhados em nove doentes com DA e sete



individuos de comparacao. (Nordberg A. Lancet Neurol. 2004;
3:519-27). Pela utilizacdo de um procedimento novo de andlise
farmacocinética chamado tempo relativo de residéncia da
regido de interesse do cérebro versus a protuberdncia, foram
demonstradas as diferencas entre doentes com DA e individuos
de comparagao. 0 tempo relativo de permanéncia foi
significativamente maior nos doentes com DA. Isto ¢é ainda

mais complicado por uma descoberta intrigante em gque FDDNP
compete com alguns NSAIDs para a ligacdo a fibrilas de AP e a

placas de AP ex vivo (Agdeppa ED, et al. 2001; Agdeppa ED, et
al., Neuroscience. 2003; 1 17:723-30).

Foi recentemente relatada a formacdo de imagens de PB-
amildéide no cérebro de doentes com AD utilizando um derivado
de benzotiazole de anilina, [MC]6—OH—BTA—1 (também denominada
[*'C]PIB). (Mathis CA, et al., Curr Pharm Des. 2004; 10:1469-
92; Mathis CA, et al., Arch. Neurol. 2005, 62:196-200). Ao
contrdrio do observado para ['°F]FDDNP, [''C]O-OH-BTA-1 liga-
se especificamente a AP fibrilar in vivo. Os doentes com
diagnéstico de DA leve mostraram retencdo marcada de [''C]6-
OH-BTA-1 no coértex, conhecido por conter grandes quantidades
de depdsitos de amildéide na AD. No grupo de doentes com AD, a
retencao de [''Cc]16-OH-BTA-1 era aumentada mais
proeminentemente no cértex frontal. Grandes aumentos também
foram observados nos cértices parietal, temporal e occipital
e no corpo estriado. A retencao de [''C]0-OH-BTA-1 foi
equivalente em doentes com DA e individuos de comparacgdo em
dreas conhecidas por serem relativamente pouco afectadas pela
deposicdo de amildide (tais como a massa branca subcortical,

protuberédncia e cerebelo). Recentemente, foi estudada outra

1

sonda dirigida a placa AP marcada com 'c, um derivado de



estilbeno [''C]SB-13. A ligacdo in vitro utilizando [’H]SB-13
sugere que o composto demonstrou excelente afinidade de
ligacdo e a ligacdo pode ser claramente medida na substéncia
cinzenta cortical, mas ndo na substdncia branca dos casos de
AD. (Kung MP, et al., Brain Res. 2004; 1025:89-105). Houve
uma ligagdo especifica muito baixa dos homogeneizados de
tecido cortical do cérebros de controlo. Os valores de Kd de
[’H]SB-13 em homogeneizados corticais de AD foram de 2,4 =+
0,2 nM. Observou-se uma alta capacidade de ligacgao e valores
comparaveis foram observados (14-45 proteina pmol/mg de
proteina) (Id.). Como esperado, em doentes com AD [HC]SB—13
apresentou uma elevada acumulacao no cértex frontal
(presumivelmente uma &area que contém uma alta densidade de
placas AP) em doentes com DA leve a moderada, mas nao em
individuos de controlo da mesma idade. (Verhoeff NP, et al.,
Am J Geriatr Psychiatry. 2004; 12:584-95).

Seria Util ter uma técnica nao invasiva para obtencéao
de 1imagens e quantificacdo de depdsitos de amildide num
doente. Além disso, seria util ter compostos que inibem a
agregac¢ao de proteinas amildéides para formar depdsitos de
amiléide e um método para determinar a capacidade de um

composto para inibir a agregacao de proteinas amildides.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente 1invengao proporciona novos compostos de

Férmula I.

A presente invencdo também proporciona composic¢des para

diagndéstico que compreendem um composto rddio-marcado de



Férmula I, e um veiculo ou diluente farmaceuticamente

aceitavel.

A inveng¢do proporciona ainda um método para obtencdo de
imagens de depdsitos de amildide, em que o método compreende
a 1introducdo num doente de uma quantidade detectdvel de um
composto marcado de Férmula I, ou um seu sal, éster, amida,

ou pré-farmaco farmaceuticamente aceitdvel.

A presente invencdo também proporciona um composto de
Férmula I, ou um seu sal, éster, amida, ou pré-fadrmaco
farmaceuticamente aceitdvel para utilizacdo na inibicdo da

agregag¢do de proteinas amildides.

Um outro aspecto desta invencdo é dirigido a métodos e
intermedidrios Uteis para a sintese de compostos de Fdérmula T
para inibir e obter imagens de amildéide, descritos no

presente documento.

DESCRIGAO DAS FIGURAS

A Fig. 1 representa uma pelicula resultante da obtencéo

de imagens de um composto da presente invengdo.

A Fig. 2 representa a captagdo cerebral e dssea de

estirilpiridina 2 em comparacdo com um andlogo de estilbeno.

A Fig. 3 representa uma pelicula de auto-radiografia

que compara estirilpiridina 2 com um andlogo de estilbeno.
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A Fig. 4 representa uma curva de saturagao de

estirilpiridina 2 em homogeneizados de cérebros de AD.

A Fig. 5 representa vdrios compostos da presente

invengao e seus respectivos dados de ligacao.

A Fig. 6 representa auto-radiografias in vitro de
secgbes de cérebro em macroarranjo para compostos de

referéncia.

A Fig. 7 representa a estabilidade em vitro de
tracadores marcados com F-18 em relacdo a fracgdes de
microssomas de figado humano combinadas. Os tracadores em PBS
sem fracg¢des microssomais serviram como controlo. Os valores
($ do composto precursor sem alteracdao) foram médias de

duplicatas.

A Fig. 8 representa a ligacao especifica de [(®*F12 a
homogeneizados de tecido de cérebro de AD e controlos
combinados. As massas cinzenta e branca foram dissecadas das
regides <corticais. Foil detectada alta ligacdo especifica
principalmente na massa cinzenta. Os valores apresentados sao
a média + SEM de seis medig¢des. Foi observado uma ligacgédo
relativamente baixa nos homogeneizados de massa branca. Em
contraste, os homogeneizados dos cérebros de controlo, tanto
de massa cinzenta como branca, apresentaram uma ligacao

especifica significativamente mais baixa de ['°F]2.

A Fig. 9 descreve: (em cima) perfil de HPLC do composto

[(¥*F12; (em baixo) registo UV do composto 2 de referéncia néao
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radicactivo, (350 nm). Condicdo de HPLC: Agilent série 1100;
coluna Phenomenex Gemini C-18 de 5 pm 250 x 4,6 mm, solucgao
tampdo de CH3CN/formiato de amdénio (1 mM) 8/2 v/v, 1 mL/min.
TA 6,34 min (radioactivo), 6,05 min (UV). Intervalo de tempo

de retencédo foi devido a configuracdo do detector.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

Um composto de Férmula I,

ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel; em que

n & um;

pelo menos um, ndo mais que trés, de A;, A, Az, As e As
é N, os outros sdo -CH ou -CR? como permitido;

R' é NR°R°(CH;),, onde R® e R° sdo independentemente
hidrogénio, ou alquilo Ci4, e p é 0;

R* &

30

R32 R33
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30 31

P , . . 32
em que g € um numero inteiro de 1 a 5; R, R, R

e R’ sdo,
em cada caso, hidrogénio; Z é seleccionado de halogéneo,
benzoiloxi substituido por halogéneo, benziloxi substituido
por halogéneo, fenilalquilo (Ci-4) substituido por halogéneo,
ariloxi substituido por halogéneo e arilo Cszoip substituido por
halogéneo;

R’ e R® sdo cada hidrogénio;

e em qgue o referido halogéneo, em cada caso, é

. 18
seleccionado de 1, '¥°1, '?°1, 1, Br, "*Br, ""Br, F e ‘°F.

Os compostos especialmente preferidos sdao aqueles que

123
I

contém ‘°F. Os compostos  que contém sdo também

especialmente preferidos.

Em formas de realizacdo preferidas, R' estd na posicao
meta ou para em relagcdo a respectiva ponte. Um valor
preferido de R' é NR®°R®, em que R® e R” sdo independentemente
hidrogénio ou alquilo Ci;_4. Nesta forma de realizacgdo, ¢é
preferivel que o alquilo Ci.s seja metilo. Preferencialmente
um de R® e R® é hidrogénio, o outro é alquilo Ci_s, tal como
metilo. Mais preferencialmente, tanto R® como R° sdo metilo.
Sdo também preferidos quaisquer pré-fadrmacos que depois da

administracao produzem um valor preferido de R'. Tais proé-—

fadrmacos sdo bem conhecidos na técnica.

Em formas de realizacdo preferidas de Férmula T, R?
estd na posicdo meta ou para em relacdo a respectiva ponte.

Mais preferencialmente, g é 1 a 4, especialmente 3 ou 4.



13

Os compostos Uteis incluem agqueles compostos em que
pelo menos um, ndo mais de trés de A;, A,, A3, A, e As; é N, os
outros sdo -CH ou -CR” como permitido. E mais preferido que N

esteja na posigao A,.

Os compostos preferidos de Férmula I incluem aqueles

compostos em que A, é N, com a seguinte fdérmula:

W\ —= z
) AU

“RY

em que R? de R° séo independentemente seleccionados de

hidrogénio ou alquilo Ci_s , Z é conforme descrito acima e g é
um numero inteiro de 1 a 5. Exemplos de compostos preferidos

incluem:

H
AN - SN o
AT
H;C\ | 1 T Mz
\ \ / Q q
H

ws

em que g é um numero inteiro de 1 a 4, tal como,
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H;,C)l . _ /\/o\/\o /\)F

Os compostos da presente invencao também podem conter
um isdtopo radicactivo de carbono como o rddio-marcador. Este
refere—-se a um composto gue compreende um ou mais Atomos de
carbono radioactivo, de preferéncia IRL com uma actividade
especifica acima do nivel de fundo para este 4&dtomo. E bem
sabido, a este respeito, que elementos que ocorrem
naturalmente estdao presentes na forma de isdétopos variados,
alguns dos quais sdo isdtopos radiocactivos. A radiocactividade
dos elementos gque ocorrem naturalmente ¢é um resultado da
distribuicdo natural ou abundédncia desses isdtopos, e é
geralmente referida como um nivel de fundo. Os compostos
marcados com carbono da presente invencdo tém uma actividade
especifica que ¢é maior do gque a abundincia natural, e,
portanto, acima do nivel de fundo. A composigadao aqui
reivindicada gue compreende um composto marcado com carbono
da presente invencdo terd uma quantidade do composto tal que
a composicgao pode ser utilizada para rastreamento, obtencgao

de imagens, radioterapia, e outros.

Em certas formas de realizacgao dos compostos divulgados
neste documento, um halogéneo, de preferéncia '°F, é ligado a
estrutura de base da estirilpiridina através de uma cadeia
PEG, com um numero variavel de grupos etoxi. A
estirilpiridina fluorada, 2, apresenta alta afinidade de
ligagdo (Ki = 2,540,4 nM). O andlogo de dimetilamino

apresentou a maior afinidade. Isto estd em contraste com o0s
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andlogos de estilbeno, que tendem a possuir maior afinidade
quando substituidos por monometilamino. Como mostrado nos
Esquemas 1-3 desde documento, a radio-marcacdo foi realizada
com sucesso dados os compostos—alvo. A sintese do composto 2
no Esquema 5 resultou num tempo de preparacdao de cerca de 60
mins; rendimento de radioguimica de ~35% (decadéncia
corrigida); pureza radioquimica de >98%; e actividade
especifica de cerca de 1.000 a cerca de 1.500 Ci/mmol. A
biodistribuicdo in vivo de uma estirilpiridina peguilada '°F
em murganhos normais exibiu excelentes penetrag¢des no cérebro
e lavagens rdpidas apdés uma injeccdo 1iv. A auto-radiografia
de secgbdes de cérebro com AD post mortem de 2 confirmou a

ligacdo especifica relacionada com a presenca de placas AB.

Valores preferiveis no éambito de arilo Cg-190 incluem
fenilo, naftilo ou tetra-hidronaftilo. Valores preferiveis no
ambito de heterocarilo incluem tienilo, furilo, piranilo,
pirrolilo, piridinilo, indolilo e imidazolilo. Valores

preferiveis no ambito de heterociclo incluem piperidinilo,

pirrolidinilo e morfolinilo. Uma forma de realizacgao
preferida de um arilo Ce-10, heterocarilo, heterociclo,
heterociclo algquilo (C;_z) ou cicloalquilo Cz¢ , contém um

anel substituido por um dos seguintes: alguiltio Ci—4 , alquil

Ci_g4 sulfonilo, metoxi, hidroxi, dimetilamino ou metilamino.

Os compostos de Fdérmula I também podem ser solvatados,
especialmente hidratados. A hidratacdo pode ocorrer durante a
preparagao dos compostos ou composi¢gdes gque compreendem OS
compostos, ou a hidratagdo pode ocorrer ao longo do tempo

devido a natureza higroscdpica dos compostos. Além disso, oS
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compostos da presente invengdo podem existir em formas néo

solvatadas bem como solvatadas com solventes
farmaceuticamente aceitdveis, tais como é&gua, etanol, e
outros. De um  modo geral, as formas solvatadas sao

consideradas equivalentes as formas ndo solvatadas para os

fins da presente invengéao.

Quando qualguer varidvel ocorre mais de uma vez em
qualquer constituinte ou na Férmula I, a sua definicdo em
cada ocorréncia é independente da sua definicdao em cada outra
ocorréncia. Sao também permissiveis combinacgdes de
substituintes e/ou varidveis apenas se tails combinacdes

resultam em compostos estdveis.

O termo "alquilo" como utilizado neste contexto, por si
sé ou como parte de outro grupo refere-se tanto a radicais de
cadeia linear como ramificada de até 8 carbonos,
preferencialmente 6 carbonos, mais preferencialmente 4
carbonos, tais como metilo, etilo, ©propilo, 1isopropilo,

butilo, t-butilo e isobutilo.

O termo "alcoxi" ¢é utilizado neste contexto para
significar um radical algquilo de cadeia linear ou ramificada,
conforme definido acima, a menos que o comprimento da cadeia
seja limitado ao mesmo, ligado a um &tomo de oxigénio,
incluindo mas nao limitado a metoxi, etoxi, n-propoxi,
isopropoxi, e outros. Preferencialmente, a cadeia alcoxi tem
de 1 a 6 adtomos de carbono de comprimento, mais

preferencialmente 1 a 4 &tomos de carbono de comprimento.
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0 termo "monoalgquilamina" como utilizado neste
contexto, por si sé ou como parte de outro grupo refere-se a
um grupo amino que ¢é substituido por um grupo algquilo como

definido acima.

O termo "dialguilamina" como utilizado neste contexto,
por si sd ou como parte de outro grupo refere-se a um grupo
amino gue é substituido por dois grupos algquilo como definido

acima.

O termo "halo" ou "halogéneo" utilizado neste contexto,
por si sé ou como parte de outro grupo refere-se a cloro,
bromo, fltGor, ou iodo e seus 1isdtopos. O termo "radio-
halogéneo” refere-se especificamente aos isdtopos

radioactivos de halogéneo.

O termo "haloalgquilo" como utilizado neste contexto,
refere-se a qualquer dos grupos algquilo acima referidos
substituido por um ou mais cloro, fluor, bromo ou iodo com
flior e cloro sendo preferidos, tal como clorometilo,
iodometilo, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, e 2-

cloroetilo.

O termo "alquiltio" como utilizado neste contexto, por
si s6 ou como parte de outro grupo refere-se a um tioéter da

estrutura: R-S, onde R é um Ci;_4 alquilo como definido acima.

O termo "alguilsulfonilo” como utilizado neste

contexto, por si sé ou como parte de outro grupo refere-se a
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uma sulfona da estrutura: R-50;, em que R é um Ci;_4 alquilo,

tal como definido acima.

O termo "arilo" como utilizado neste contexto, por si
sé ou como parte de outro grupo refere-se a grupos aromdticos
monociclicos ou biciclicos contendo 6 a 12 &dtomos de carbono
na porg¢ao do anel, preferencialmente 6-10 carbonos na porcgao

do anel, tal como fenilo, naftilo ou tetra-hidronaftilo.

O termo "heterociclo"™ ou "anel heterociclico™, como
utilizado neste contexto, excepto onde indicado, representa
um sistema de anel mono-heteciclico estdvel de 5 a 7 membros
que pode ser saturado ou insaturado, e gue consiste em atomos
de carbono e de um a trés heterodtomos seleccionados do grupo
que consiste em N, O e S, e em que o heterocdtomo de azoto e
de enxofre opcionalmente pode estar oxidado. Especialmente
Uteis sao os anéis gque contém um azoto combinado com um

oxigénio ou enxofre, ou dois heterocdtomos de azoto. Exemplos

de tais grupos heterociclicos incluem piperidinilo,
pirrolilo, pirrolidinilo, imidazolilo, imidazinilo,
imidazolidinilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo,
oxazolilo, oxazolidinilo, isoxazolilo, isoxazolidinilo,

tiazolilo, tiazolidinilo, isotiazolilo, homopiperidinilo,
homopiperazinilo, piridazinilo, pirazolilo, e pirazolidinilo,
mais preferencialmente tiamorfolinilo, piperazinilo, e

morfolinilo.

O termo "heterodtomo" ¢é utilizado neste contexto para
significar um Aatomo de oxigénio ("O"), um &atomo de enxofre

("S") ou um atomo de azoto ("N"). Serd reconhecido que guando
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o heterodtomo é azoto, pode formar uma unidade NRR, onde os
grupos R independentemente um do outro podem ser hidrogénio
ou alquilo Ci_s, aminoalguilo Cy-4, halo algquilo Cij_4, halo
benzilo, ou R' e R? sdo tomados em conjunto para formar um
anel heterociclico de 5 a 7 membros opcionalmente tendo O, S

ou NR® no referido anel, onde R° é hidrogénio ou alquilo Ci_4.

0 termo "heterocarilo"™ como utilizado neste contexto
refere—-se a grupos que tém de 5 a 14 atomos no anel; 6, 10 ou
14 electrdes H compartilhados num arranjo ciclico; e que
contém dtomos de carbono e 1, 2, 3 ou 4 heterodtomos de
oxigénio, azoto ou de enxofre (onde exemplos de grupos
hetercarilo sao: grupos tienilo, benzol[bltienilo, naftol[2,3-
bltienilo, tiantrenilo, furilo, piranilo, isobenzofuranilo,
benzoxazolilo, cromenilo, xantenilo, fenoxatiinilo, 2H-
pirrolilo, pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, piridilo,
pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, indolizinilo,
iscindolilo, 3H-indolilo, indolilo, indazolilo, purinilo, 4H-
quinalizinilo, isoquinolilo, quinolilo, ftalazinilo,

naftiridinilo, guinazolinilo, c¢inolinilo, pteridinilo, 4aH-

carbazolilo, carbazolilo, o, B, ou Y-carbolinilo,
fenantridinilo, acridinilo, perimidinilo, fenantrolinilo,
fenazinilo, isotiazolilo, fenotiazinilo, isoxazolilo,

furazanilo e fenoxazinilo).

O termo "aralgquilo" ou "arilalqguilo"™ como wutilizado
neste contexto, por si s ou como parte de outro grupo
refere-se a grupos Ci;¢ alquilo, como discutido acima, que tém
um substituinte arilo, tal como benzilo, 2-feniletilo ou

naftilmetilo.
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Sao 1igualmente divulgados neste documento métodos de

preparacao dos compostos de Férmula I e IITI.

A sintese de derivado de estirilpiridina 1 substituido
por dimetilamino e seu composto 2 fluoropeguilado esté
apresentada no esquema 1. O composto 1 foi obtido por uma
reaccgao de Wittig entre dietil 4— (dimetilamino)

benzilfosfonato e 6 cloronicotinaldeido na presenca de terc-

butéxido de potdssio em DMF (rendimento de 62%). Uma
alquilacao directa do composto 1 com 2—(2-(2-

fluoroetoxi)etoxi)etanol” utilizando hidreto de sdédio em THF
obteve o composto fluoropeguilado 2 (rendimento de 33%), que
pode ser utilizado como padrdo frio padrdo para a radio-
marcacgao. A preparacao do derivado 6 substituido por
monometil amino foil realizada através de uma via apresentada
no Esquema 2. Uma reacgcdo de Wittig entre 4-nitro-
benzilfosfonato e 6-cloronicotinaldeido na presenca de
metéxido de sdédio em metanol sob condicao de refluxo obteve o
composto 3 num alto rendimento (88%). O composto 3 pode ser
facilmente filtrado apdés a reacgdo e utilizado directamente
para a etapa seguinte; nenhuma purificacdo adicional &
necessdria. A alguilacao de 3 com 2-(2-(2-
fluoroetoxi)etoxi)etanol utilizando hidreto de sédio em THFE
obteve o composto 4 (rendimento de 30%). O grupo nitro do
composto 4 foi reduzido com a utilizacao de cloreto estanoso
em etanol para obter o composto 5 (rendimento de 58%). A
monometilagao de 5 foi realizada com paraformaldeido,
metdéxido de sdédio e Dboro-hidreto de sdédio para obter o

composto 6 num rendimento relativamente alto (73%).
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Para fazer o desejado derivado de estirilpiridina [Y¥F]2
substituido por dimetilamino marcado com F-18, o tosilato 10
(BEsquema 3) foi utilizado como precursor. A preparac¢dao de 10
comecou com uma alquilacao assistida por microondas de 3 com
trietileno glicol em DMF para obter composto 7 (rendimento de
77%). O grupo nitro de 7 foi entdao reduzido a amina
utilizando cloreto estanoso para dar o composto 8 (rendimento
de 76%) depois seqguido de uma dimetilacdo utilizando
paraformaldeido, cianoboro-hidreto de sdédio em &cido acético
para obter o composto 9 num alto rendimento (95%). A
mesilacdo de 9 foi tentada primeiro, no entanto, o mesilato
de 9 era muito instdvel e decompds-se durante a preparacdo. A
tosilacdo de 9 foli realizada com sucesso usando cloreto de
tosilo em ©piridina ©para dar o tosilato desejado 10
(rendimento de 41%) como o precursor para fazer o [Y*F12

réadio-marcado.

ESQUEMA 1
\ : OHC@-G \
O " 3O (e
4 P(O)OEt) \_\/
KO'Bu, DM 1 N

H . F
O 3O oy
™ \ / 3
NaH, DMF 2 N
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ESQUEMA 2
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ESQUEMA 4
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A titulo de referéncia, os Esquemas 5-7 representam uma
via sintética para os compostos de Fdérmula III. O Esgquema 5

representa uma sintese de varios intermedidrios duteis na
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preparacao dos compostos. Os Esquemas 6 e 7 representam a
sintese de compostos radio-marcados e ndo rdadio-marcados. Nos
compostos 17.110, “T no nome do composto significa

“intermedidrio”.

ESQUEMA 5

Reagentes e condig¢des: (a) NIS, CH3;CN, refluxo, 1 hora;
(b) F(CH,CH,0)3H, PhsP, DIAD; THF, -5 °C a TA, 2 horas; (¢)
(1) HOCH,CH,OTBDMS, PH3;P, DIAD, THF, -5 °C a TA, 2 horas; (2)
1% HCl1l em 95% ETOH, TA, 1 hora.
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ESQUEMA 6

S .. ‘l' =:(CH H )gcnch,F R,—.B: ° ‘-‘R -'NGH
- .'g:--((gnﬁu;g),cu,cu,r Kym SeBin O ga”ﬁgocc) D 9
s 'R,—-(CH,CH@,CH;CHQF, R4 4 Ry=OCOCHj .-
[ 1‘ &=-CH;CH@H,R,‘-‘-B¥ . - 'Y R.f”"OH
is: Rg'—CH:CH:OH.Rf—StBn; :
16 Reacn,cu,cu Ry=3. "

_‘[-ua'_—.,‘-: 13

Reagentes e condig¢des: (a) estirenos 4-substituidos,
K,CO3, BuNBr, Pd(OAC),, DMF, 55-65 °C; (b) (BusSn), Pd(PPhjs),,
tolueno, 110 °C; (¢) K,CO3; EtOH/THF, TA, 2 kc (d) I,, THF, 0

°C a TA; TMSOTf, 2,6-1 utidina; DCM; -38 °C a TA.

ESQUEMA 7

$rBUYy . HiOg Na'¥
OR; HC)'EOH .

12 TS Ry NCCH D, Ry CH,CHL0N CHCHEF
12 fpiab -k‘,f-;m%(oi‘t;);'k,a{cﬁ,cH,o»ca,-cn,r :
18a-

;[mx]m R, N(CH;);. R;-CH,CH,OH
l‘”lllﬁb R:-»-NH(CH;_ Rgncxsi,cn,ox{
‘[‘Bl]lﬁe: R;=OH, R,,:acmcri,ou




25

Os complexos Tc-99m podem ser preparados como se segue.
Uma pequena quantidade de composto ndo rddio-marcado (1-2 mg)
é dissolvido em 100 plL deEtOH e misturado com 200 pL de HCL
(1 N) e 1 mL de solucao de Sn—-gluco-heptonato (contendo 8-32
ng de SnCl,; e 80-320 png de Na-gluco-heptonato, pH 6,67) e 50
nL de solucgao de EDTA (0,1 N) . Solucao salina de
[9%Tc]pertecnetato (100-200 uL; wvariacao de 2-20 mCi) é entao
adicionada. A reaccgdo é aquecida por 30 min a 100 °C, em

seguida resfriada a temperatura ambiente.

A mistura de reaccdo é analisada por TLC (EtOH: NH;j
conc. 9:1) para a formacao do produto e verificacao da
pureza. A mistura pode ser neutralizada com tampac fosfato ao

pH 5,0.

Adicionalmente divulgado neste documento é¢ um método de
preparacao de um complexo de tecnécio-99m fazendo reagir
tecnécio-99m na forma de pertecnetato na presengca de um
agente redutor e, opcionalmente, um gquelante adequado com um

composto contendo Ch apropriado.

O agente redutor serve para reduzir o pertecnetato Tc-
99m, que ¢é eluido de um gerador de molibdénio-tecnécio numa
solucdo salina fisioldgica. Agentes redutores adequados sao,
por exemplo, ditionito, acido formamidina sulfinico,
dissulfinato de diaminometano ou agentes redutores metdlicos
apropriados tais como Sn(II), Fe(II), Cu(I), Ti(III) ou

Sb(III). O Sn (II) demonstrou ser particularmente adequado.
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Para a reacgao de formacao de complexo acima
mencionada, tecnécio-99m é feito reagir com um composto
apropriado da invengdo como um sal ou na forma de tecnécio
ligado a quelantes comparativamente fracos. No ultimo caso, o
complexo tecnécio-99m desejado ¢ formado ©por troca de
ligando. Exemplos de quelantes apropriados para o)
radionuclideo sdo 4dcidos dicarboxilicos, tailis como dcido
oxdlico, 4&cido maldnico, 4&cido succinico, 4dcido maléico,
dcido ortoftalico, dcido malico, dcido léactico, dcido
tartdrico, 4dcido citrico, 4dcido ascdrbico, 4dcido salicilico
ou derivados destes dcidos; compostos de fésforo, tais como
pirofosfatos; ou enclatos. O dcido citrico, &acido tartdrico,
dcido ascérbico, 4dcido gluco-heptdénico ou um derivado dos
mesmos sdo quelantes particularmente adequados para este fim,
porgque um quelato de tecnécio-99m com um destes quelantes
sofre a troca de ligando desejada de forma particularmente

facil.

O procedimento mais frequentemente utilizado para
preparar complexos [Tc'0] ©°N,S, & baseado na redugao de [2om
Tc]lpertecnetato com cloreto estanoso (II), o material de
partida comum. O ©procedimento de marcacgao, normalmente
depende de uma reacg¢ao de troca de ligando entre Tc-99m(Sn)-
gluco-heptonato e o ligante N3;S,. A preparacgac de cloreto de
estanho (II) e a preservacgao do mesmo numa forma estanosa
(IT) consistente é criticamente importante para o sucesso da
reaccgdo de marcacdao. Estabilizar o ido estanoso sensivel ao
ar é uma pratica comum na medicina nuclear para utilizar um

kit 1liofilizado, em gque o ido estanoso é em forma de pd

liofilizado misturado com uma gquantidade em excesso de gluco-
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heptonato sob um gads inerte como o azoto ou 4&rgon. A
preparacgao dos kits liofilizados de cloreto de estanho gluco-
heptonato de sédio garante gque a reacgdao de marcacao é
reprodutivel e previsivel. Os 1ligandos N,;S, sdo geralmente
sensiveis ao ar (os tidis sdo facilmente oxidados pelo ar) e
hd reacg¢des subsequentes que levam a decomposicdo dos
ligandos. O método mais conveniente e previsivel ©para
preservar os ligantes é produzir kits liofilizados contendo

100-500 pg dos ligandos sob argon ou azoto.

Quando os compostos desta invencaoc sao utilizados como
agentes de obtencado de imagem, o0s mesmos devem ser marcados
com isdétopos radiocactivos de halogénio adequados. Embora os

isétopos *°I

sejam TUteis para andlises laboratoriais, em
geral o0s mesmos nao serdo uteis para fins de diagndstico real

por causa da semivida relativamente longa (60 dias) e da

125 123
I.

baixa emissdao de gama (30-65 Kev) de 0 isdétopo I tem
uma semivida de treze horas e energia gama de 159 KeV, e por
isso ¢é esperado gque a marcacgdao de ligantes para serem
utilizados para fins de diagndstico seria com esse isdtopo.
Outros isdtopos que podem ser utilizados incluem BT
(semivida de 2 horas). Isdtopos de bromo adequados incluem

"By e 76Br.

Os compostos rddio-halogenados desta invencdo prestam-—
se facilmente a formagdo a partir de materiais que poderiam
ser fornecidos aos utilizadores em kits. Kits para formar os
agentes de obtencado de imagens podem conter, por exemplo, um
frasco que contém uma solucdo fisiologicamente adequada de um

intermedidrio da Férmula I, numa concentracdo e a um pH
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adequado para a condicdo optima de complexacdo. O utilizador
deve adicionar ao frasco uma quantidade adequada do

radioisdétopo, por exemplo, Na 1231

, €& um oxidante, como
perdéxido de hidrogénio. O ligando marcado resultante pode
entdao ser administrado por via intravenosa a um doente, e
imagens serdo obtidas dos receptores no cérebro por meio da

medic¢cao do raio gama ou foto emissdes a partir do mesmo.

Uma vez gque a composicdo radio-farmacéutica de acordo
com a presente 1invengdo pode ser preparada facilmente e
simplesmente, a preparacgcdo pode ser realizada prontamente
pelo wusudrio. Desse modo, a presente invencdo também se

refere a um kit, composto por:

(1) um composto ndo radio-marcado da invencdo, o
composto opcionalmente numa condigao seca; e também
opcionalmente tendo um veiculo inerte, farmaceuticamente
aceitdveis e/ou substéncias auxiliares adicionados aos
mesmos; e

(2) um agente redutor e, opcionalmente, um quelante; em
que ©0s 1ingredientes (1) e (2) podem ser opcionalmente

combinados, e

ainda em qgue podem opcionalmente ser incluidas instrugdes
para utilizacdo com uma receita para a realizacdo do método
acima descrito fazendo reagir os ingredientes (1) e ( 2) com

tecnécio-99m na forma de uma solucdo de pertecnetato.

Exemplos de agentes redutores adequados e guelantes

para o kit acima foram listados acima. A solugao de
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pertecnetato pode ser obtida pelo usudrio a partir de um
gerador de molibdénio-tecnécio. Tais geradores estao
disponiveis em vdrias instituic¢des que realizam procedimentos
de radiodiagndéstico. Como observado acima dos ingredientes
(1) e (2) podem ser combinadas, desde que sejam compativeis.
Tal kit monocomponente, em que 0s ingredientes combinados sao
de preferéncia liofilizados, é excelentemente adegquado para
ser feito reagir pelo utilizador com a solugao de

pertecnetato de uma maneira simples.

Quando desejado, o agente radiocactivo de diagndstico
pode conter qualquer aditivo, tal como agentes de controle de
pH (por exemplo, 4dcidos, Dbases, tampdes), estabilizadores
(por exemplo, &cido ascdérbico) ou agentes isotonizantes (por

exemplo, cloreto de sédio).

O termo "sal farmaceuticamente aceitavel” Como
utilizado neste contexto refere-se aqueles sais carboxilato
ou sais de adicdo de acido dos compostos da presente invencao
que sdo, no éambito do Jjulgamento médico sdélido, adequados
para utilizagédo em contacto com os tecidos de doentes sem
indevida toxicidade, irritacao, reacgao alérgica, e
similares, compativeis com uma relacdo risco/beneficio
razodvel e eficaz para a utilizagdo pretendida, bem como as
formas zwitteridnicas, sempre gue possivel, dos compostos da
invengdao. O termo “sais” refere—-se aos sais de adigao de
dcido inorgdnicos e organicos, relativamente atdxicos dos
compostos da presente invencdo. Igualmente incluidos estéo
aqueles sais derivados de dcidos orgdnicos atdxicos tais como

dcidos mono e dicarboxilicos, por exemplo, 4dcido acético,
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dcidos alcdnicos substituidos por fenilo, 4dcidos hidroxi
alcandéico e alcanodidico, dcidos aromdticos, e dacidos
sulfénicos alifdticos e aromdticos. Estes sais podem ser
preparados in situ durante o isolamento e purificacgdo finais
dos compostos ou por fazendo reagir separadamente © composto
purificado na sua forma de base livre com um &cido orgdnico
ou inorgdnico adequado e isolando o sal assim formado. Outros
sals representativos incluem os sais bromidrato, cloridrato,
sulfato, Dbissulfato, nitrato, acetato, oxalato, valerato,
oleato, palmitato, estearato, laurato, borato, benzoato,

lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato,

succinato, tartarato, naftilato mesilato, sais gluco-
heptonato, lactiobionato e laurilsulfonato, propionato,
pivalato, ciclamato, isetionato, e outros. Estes podem

incluir catides com base em metais alcalinos e alcalino
terrosos, como sdédio, litio, potdssio, cdlcio, magnésio, e
outros, bem como, amdénio atdéxico, amdbénioc quaterndrio e
catides de amina, incluindo mas nao limitado a amdnio,
tetrametilaménio, tetraetilaménio, metilamina, dimetilamina,
trimetilamina, trietilamina, etilamina, e outros. (Ver, por
exemplo, Berge S. M. et al., Pharmaceutical Salts, J. Pharm.

Sci. 66:1-19 (1977), gue é aqui incorporados por citacdao).

Na primeira etapa do presente método de obtencdo de
imagem, um composto marcado de Férmula I é introduzido num
tecido ou um doente numa quantidade detectdvel. O composto é
geralmente parte de uma composicgdo farmacéutica e é
administrado ao tecido ou ao doente por meio de métodos

conhecidos dos especialistas na técnica.
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A administracdo do composto marcado a um doente pode
ser por uma via de administracdo geral ou local. Por exemplo,
o composto pode ser administrado por via oral, rectal,
parentérica (por via intravenosa, intramuscular ou
subcuténea), intracisternal, intravaginal, por via
intraperitoneal, intravesical, localmente (pds, pomadas ou
gotas), ou como um spray bucal ou nasal. O composto marcado
pode ser administrado ao doente de tal modo gue é
administrado por todo o corpo. Alternativamente, o composto
marcado pode ser administrado a um 6rgao especifico ou tecido
de interesse. Por exemplo, é desejavel localizar e
quantificar os depdsitos de amildide no cérebro a fim de
diagnosticar ou acompanhar o progresso da doenca de Alzheimer
num doente. Uma das caracteristicas mais desejdveis de um
agente de obtencdo de 1imagens in vivo do cérebro é a
capacidade de atravessar a barreira hemato-encefdlica intacta

apdés uma injeccgdo intravenosa em bolus.

Numa forma de realizagao preferida da inveng¢ao, o
composto marcado é introduzido num doente numa gquantidade
detectdvel e depois de passado tempo suficiente para o
composto para tornar-se associado com o0s depdsitos de
amildéide, o composto marcado € detectado de forma néo
invasiva dentro do doente. Em outra forma de realizacao da
invengdo, um composto radiocactivo da Férmula I € introduzido
num doente, tempo suficiente ¢é permitido para o composto
tornar—-se associado com os depdsitos de amildide, e depois
uma amostra de tecido do doente é removida e o compostos
marcado no tecido é detectado fora do doente. Numa terceira

forma de realizacdo da invencao, uma amostra de tecido é
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2

removida de um doente e um composto marcado de Férmula I, é
introduzido na amostra de tecido. Depois de uma qguantidade
suficiente de tempo para o composto para tornar-se ligado aos

depdsitos de amildide, o composto é detectado.

O termo "tecido" significa uma parte do corpo de um
doente. Exemplos de tecidos incluem o cérebro, coragao,
figado, vasos sanguineos e artérias. Uma quantidade
detectdvel ¢é uma qguantidade de composto marcado necessdria
para ser detectada pelo método de deteccdo escolhido. A
quantidade de um composto marcado a ser introduzida num
doente, a fim de proporcionar a detecc¢do pode ser facilmente
determinada pelos especialistas na técnica. Por exemplo,
quantidades crescentes do composto marcado podem ser dadas a
um doente até que composto seja detectado pelo método de
deteccdo de eleicdo. Um marcador ¢ introduzido nos compostos

para proporcionar a detecgdo dos compostos.

O termo "doente" significa seres humanos e outros
animais. Os especialistas na técnica também estéao
familiarizados com a determinag¢do da quantidade de tempo
suficiente para um composto ficar associado com os depdsitos
de amildéide. A quantidade de tempo necessdria pode ser
facilmente determinada através da introducao de uma
quantidade detectdvel de um composto marcado de Férmula I,
num doente e, em seguida, detectar o composto marcado em

varios momentos apds a administracdo.

O termo "associado", significa uma interacc¢do quimica

entre o composto marcado e o depdsito amildéide. Exemplos de
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associacgdes incluem ligagdes covalentes, ligacdes idnicas,
interaccgdes hidrofilicas-hidrofilicas interaccgdes

hidrofdébicas-hidrofdbicas, e complexos.

Os especialistas na técnica estdo familiarizados com as
vdrias maneiras de detectar os compostos marcados. Por
exemplo, a ressondncia magnética (MRI), tomografia por
emissdao de positrdes (PET), ou tomografia computorizada por
emissdo de fotdo dunico (SPECT) podem ser wutilizadas para
detectar o0os compostos radioactivos. 0 marcador gqgue é
introduzido no composto dependerd do método de deteccéo
desejado. Por exemplo, se PET é seleccionado como método de

deteccdo, o composto deve possuir um dtomo emissor de

positrdes, como He ou PR,

0 agente de diagnéstico radiocactivo deve ter suficiente
radicactividade e concentracdo de radiocactividade gque possa
garantir o diagndéstico confidvel. Por exemplo, no caso do
metal radiocactivo ser tecnécio-99m, o mesmo pode ser incluido
normalmente numa quantidade de 0,1-50 mCi em cerca de 0,5 a
5,0 mL no momento da administracg¢dao. A guantidade de um
composto de Fdérmula I pode ser tal que seja suficiente para

formar um composto quelato estdvel com o metal radioactivo.

O composto quelato assim formado como um agente
radicactivo de diagndstico ¢é suficientemente estdavel e,
portanto, pode ser administrado imediatamente como tal ou
armazenado até a sua utilizacdo. Quando desejado, o agente
radicactivo de diagnéstico pode conter qualquer aditivo, tal

como agentes de controle de pH (por exemplo, Aacidos, bases,



34

tampdes), estabilizadores (por exemplo, dcido ascdrbico) ou

agentes isotonizantes (por exemplo, cloreto de sdédio).

A obtencdo de imagens de depdsitos de amildide também
pode ser realizada quantitativamente, de modo que a

quantidade de depdsitos de amildide possa ser determinada.

Os compostos preferidos para a obtencao de imagens

123I

incluem um radioisdtopo como e, , 1%°1, P11, v, "*Br ou

77Br.

Outro aspecto da invencdo € um composto da Fdérmula T
para utilizag¢do na 1inibig¢ao da agregagao da placa de
amildide. A  presente invencao também  proporciona uma
quantidade inibidora de amildéide de um composto da Fdérmula I
acima mencionada para 1inibir a agregacao de proteinas

amildéides para formar depdsitos de amildide.

Os especialistas na técnica sdo prontamente capazes de
determinar uma quantidade inibidora de amildide simplesmente
pela administracdo de um composto de Férmula I a um doente em
quantidades cada vez maiores até que o <crescimento dos
depdésitos de amildide seja reduzido ou parado. A taxa de
crescimento pode ser avaliada por meio da utilizacao de
imagens como descrito acima ou tomando uma amostra de tecido
de um doente e observando os depdsitos de amildéide na mesma.
Os compostos da presente invencao podem ser administrados a
um doente em niveis de dosagem na gama de cerca de 0,1 a
cerca de 1.000 mg por dia. Para um adulto humano normal que

tem um peso corporal de cerca de 70 kg, uma dosagem na gama
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de cerca de 0,01 a cerca de 100 mg por quilo de peso corporal
por dia é suficiente. A dosagem especifica wutilizada, no
entanto, pode variar. Por exemplo, a dosagem pode depender de
uma série de factores, incluindo as necessidades do doente, a
gravidade da patologia a ser tratada, e a actividade
farmacoldégica do composto a ser utilizado. A determinac¢do das
dosagens oéptimas para um doente em particular é bem conhecida
dos especialistas na técnica.

Os seguintes exemplos sdao ilustrativos, mas nao
limitativos, do método e composicdes da presente invencao.
Outras modificacbes e adaptacgdes adequadas a variedade de
condicdes e parédmetros normalmente encontrados e Obvias para
0s especialistas na técnica estdo dentro do espirito e do

ambito da invencdo.

Todos os reagentes utilizados na sintese eram produtos
comerciais e foram usados sem purificacao adicional salvo
. . ~ . . 1 .
indicacao em contrario. Os espectros de H RMN foram obtidos

num espectrdémetro Bruker DPX (200 MHz) em CDCls. Os

deslocamentos quimicos sdo relatados como valores & (partes
por milhdo) em relagdo ao TMS interno. Constantes de
acoplamento sdo relatados em hertz. A multiplicidade ¢é
definida por s (singleto), d (dubleto), t (tripleto), br
(amplo), m (multipleto). Andlises elementares foram
realizadas por Atlantic Microlab INC. Para cada procedimento,
"processamento padrdo" refere-se as seguintes etapas: adicdao
dos solventes orgédnicos indicados, lavagem da fase orgénica
com dagua, em seguida, salmoura, separacdo da camada orgdnica

da camada aquosa, secagem das camadas orgdnicas com sulfato
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de sdédio anidro, separacdo por filtracdo do sulfato de sdédio

e remocdo do solvente orgdnico sob pressdo reduzida.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1

Sintese do Composto 2

(E) -2-cloro-5-(4-dimetilaminostiril)piridina (1)

Potdssio terc-butdxido (99 mg, 0,89 mmol) foi
adicionado a uma solucdo de dietil-(4-dimetilamino-benzil) -
fosfonato (80 mg, 0,30 mmol) em DMF anidro (5,0 mL) a 0 °C.
2-Cloro-5-piridil aldeido (42 mg, 0,30 mmol) foi entéo
adicionado. A mistura foi agquecida a temperatura ambiente e
agitada por 4 h. Agua foi adicionado e a mistura foi extraida
com MeOH/DCM (1:9, v/v). A camada orgadnica foi separada,
lavada com salmoura, seca sobre sulfato de sédio e evaporada.
O residuo foi purificado por PTLC (hexanos 20% em DCM como
solvente de desenvolvimento) para dar um produto 1 (48 mg,
Rendimento: 62%). 'H RMN (200 MHz, CDCl3): & 8,42 (1H, d, J =
2,2 "Hz), 7,77 (1H, 4, d, J, = 8,4 Hz, J, = 2,4 Hz), 7,41 (2H ,
d, J = 8,6 Hz), 7,27 (1lH, 4, J = 8,2 Hz), 7,08 (1H, 4, J =
16,4 Hz), 6,77 (3H, m), HRMS 4(EI) m/z calculada para
[C13HoC1N,0,]1" 260, 0353.

(E)-2-(2-(2-2-fluoroetoxi)etoxi)etoxi)-5-(4-

dimetilaminoestiril)piridina (2)



37

Hidreto de sdédio (95%, 10 mg, 0,39 mmol) foi adicionado
a uma solugao de 2-(2-(2-fluoroetoxi)etoxi)etanol (39 mg,
0,26 mmol) em DMF anidro (5,0 mL). Apds agitacdo a
temperatura ambiente por 20 min, o composto 5 (35 mg, 0,13
mmol) foi adicionado e a mistura de reaccao foili aquecida a
100 ° C por 2 h. Apds arrefecimento a temperatura ambiente,
dgua foil adicionada e a mistura de reaccgdo foli extraida com
acetato de etilo. A camada orgéanica fol separada, lavada com
salmoura, seca sobre sulfato de sdédio anidro e evaporada. O
residuo foi purificado por PTLC. (MeOH 4% em DCM como
solvente de desenvolvimento) para dar o produto 2 (16 mg
Rendimento: 32,9%): 'H RMN (200 MHz, CDCl3): & 8,14 (1H, d, J
= 2,4 Hz ), 7,76 (1lH, 4, d, J, = 8,6 Hz, J, = 2,4 Hz), 7,39
(2H, 4, J = 8,8 Hz), 6,87 (2H, m), 6,76 (3H, m), 4,53 (2H, d,
t, J = 47,6 Hz, J, = 4,2 Hz), 4,50 (2H, t, J = 4,8 Hz), 3,85
(34, m), 3,70 (5H, m), 2,99 (6H, s). HRMS (EI) m/z calculada
para [C,1H»gN,04]1" 372, 2049,

EXEMPLO 2

Sintese do Composto 6

(E) -2-cloro-5-(4-nitroestiril) piridina (3):

Metdéxido de sédio (1 M em metanol, 5,0 mL) foi
adicionado lentamente a uma solucdo de dietil-(4-nitro-
benzil)-fosfonato (546 mg, 2,0 mmol) e 2-cloro-5-piridil
aldeido (283 mg, 2,0 mmol) em metanol (5,0 mL). A mistura foi
entdo levada a refluxo por 1 h. Depois de resfriado a 0 ° C,

0 precipitado amarelo foi filtrado e lavado com metanol frio
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o)

para obter o produto 3 (458 mg, Rendimento: 88%), que foi
utilizado directamente para a prdéxima etapa sem purificacao
adicional. 3: 'H RMN (200 MHz, CDCls): & 8,53 (1H, d, J = 2,4
Hz), 8,25 (2H, 4, J0 = 8,8 Hz), 7,85 (l1H, 4, d, J; = 8,4 Hz,
Jj2 = 2,4 Hz), 7,65 (24, 4, J = 8,8 Hz), 7,36 (lH, 4, J = 8,4
Hz), 7,19 (2H, s), HRMS (EI) m/z calculada para [Ci3HsCIN,O;]"
260,0353.

(E)-2-(2—-(2—-(2-fluoroetoxi)etoxi)etoxi)-5-(4-

nitroestiril)piridina (4)

Sob a protecgcdo de atmosfera de azoto, 2—(2-(2-
fluoroetoxi)-etoxi)-etanol® (60 mg, 0,39 mmol) foi adicionado
a uma mistura de hidreto de sdédio (26,4 mg, dispersdo em 6leo
mineral a 60%, 0,66 mmol) em DMF anidro (5 mL) a 0O °C. A
mistura foi agitada a temperatura ambiente por meia hora e o
composto 3 (85,7 mg, 0,33 mmol) foi adicionado. A mistura foi
entdo aquecida a 100 °C por 2 horas e arrefecido. Foram
adicionados acetato de etilo e &gua, a camada orgdnica foil
separada, lavada com salmoura, seca sobre sulfato de sddio
anidro e evaporada. O residuo foi purificado por PTLC (MeOH
2% em DCM como solvente de desenvolvimento) para dar o
produto 4 (37 mg, Rendimento: 30%): 'H RMN (200 MHz, CDCls): &
8,22 (3H, 4, J = 8,8 Hz), 7,84 (1H, d, d, J1 = 8,6 Hz, J2 =
2,4 Hz), 7,61 (2H, 4, J = 8,8 Hz), 7,20 (1H, d, J = 16,4 Hz),
7,02 (1H, 4, J = 16,4 Hz), 6,84 (l1H, 4, J = 8,6 Hz), 4,53
(24, 4, t, J. = 47,6 Hz, J, = 4,2 Hz), 4,52 (2H, t, T = 4,8
Hz), 3,85 (3H, m), 3,70 (5H, m); HRMS (EI) m/z calculada para
[C1oH21FN,05]1" 376,1435.
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(E)-2—-(2—(2—-(2-fluoroetoxi)etoxi)etoxi)-5-(4-

aminoestiril)piridina (5)

O composto 4 (34 mg, 0,09 mmol) foi dissolvido em
etanol (5 mL), seguido pela adigdo de cloreto de estanho
(51,4 mg, 0,27 mmol) e HCl concentrado (0,25 mL). A mistura
foi levada a refluxo por 2 horas e arrefecida. NaOH 2 N foi
usado para ajustar o pH a 10. Diclorometano foil adicionado e
a camada orgédnica foil separada, lavada com salmoura, seca
sobre sulfato de sdédio anidro e evaporada. O residuo foi
purificado por PTLC (MeOH 3% em DCM como solvente de
desenvolvimento) para dar o produto 5 (18 mg, Rendimento:
58%): 'H RMN (200 MHz, CDCls;): & 8,14 (1H, d, J = 2,2 Hz),
7,76 (14, 4, d, J. = 8,6 Hz, J, = 2,4 Hz), 7,32 (2H, d, J =
8,4 Hz) 5 6,80 (5H, m), 4,53 (2, d, t, J, = 47,6 Hz, J2 =
4,2 Hz), 4,49 (2H, t, J = 4,8 Hz), 3,85 (3H, m), 3,70 (5H,
m) , 1,8-3,0 (2H, br); HRMS (EI) m/z calculada para
[C19H23FN,03]7 376,1693.

(E)-2-(2-(2—-(2—-fluorocetoxi)etoxi)etoxi)-5-(4-

metilaminoestiril)piridina (6)

Metdéxido de sédio (1 M em metanol, 0,23 mL) foi
adicionado a uma solugao do composto 5 (15,8 mg, 0,046 mmol)
em metanol (5 mL), seguido pela adicao de paraformaldeido
(6,6 mg, 0,23 mmol). A mistura foi levada a refluxo por 1,5
horas, em seqguida, resfriada a 0 °C com um banho de gelo.
Boro-hidreto de sédio (10,4 mg, 0,27 mmol) foi adicionado com
cautela. A mistura foi levada a refluxo novamente por uma

hora e arrefecida. Diclorometano e &dgua foram adicionados. A
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camada orgénica foi separada, lavada com salmoura, seca sobre
sulfato de sédio anidro e evaporada. O residuo foi purificado
por PTLC (MeOH 3% em DCM como solvente de desenvolvimento)
para dar o produto 6 (12 mg, Rendimento: 73%): 'H RMN (200
MHz, CDCl3): & 8,14 (1H, 4, J = 2,2 Hz), 7,76 (1H, d, d, J. =
8,6 Hz, J, = 2,4 Hz), 7,35 (2H, d, J = 8,6 Hz), 6,92 (1lH, d,
J = 16,4 Hz) , 6,80 (1H, d, J = 16,4 Hz), 6,76 (2H, d, J =
8,6 Hz), 4,53 (2H, d, t, J, = 47,6 Hz, J, = 4,2 Hz), 4,49 (2H,
t, J = 4,8 Hz), 3,85 (3H, m), 3,70 (5H, m), 2,88 (3H, s).
HRMS (EI) m/z calculada para [C,oHysFN,03]" 360, 1849.

EXEMPLO 3

Sintese do Composto 10

(E)-2—-(2-(2-2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)-5-(4-

nitroestiril)piridina (7)

A mistura de carbonato de potdssio (158,7 mg, 1,15
mmol), composto 3 (100 mg, 0,38 mmol) e trietileno glicol
(576 mg, 3,8 mmol) em DMF anidro (5,0 mL) foi wvedada num
frasco que pode ir ao microondas (da Biotage) e submetida a
irradiacdo de microondas (Biotage Initiator System) a 180 °C
por 25 min. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, &agua
foi adicionado e a mistura de reaccao fol extraida com
acetato de etilo. A camada orgdnica foi separada, lavada com
salmoura, seca sobre sulfato de sdédio anidro e evaporada. O
residuo foi purificado com PTLC (MeOH 4% em DCM como solvente
de desenvolvimento) e deu o produto 7 (110 mg, Rendimento:

77%): 'H RMN (200 MHz, CDCls): & 8,20 (3H, m), 7,83 (1H, d, d,
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J, = 8,6 Hz, J, = 2,4 Hz), 7,61 (2H, 4, J = 8,8 Hz), 7,10 (2H,
m) 6,84 (1, 4, J = 8,6 Hz), 4,53 (2H, t, J = 4,8 Hz), 3,88
(2, t, 0 = 4,8 Hz), 3,71 (6H, m), 3,61 (2H, m), 2,10 (1H,
b), HRMS (EI) m/z calculada para [CioH,N,06]" 374,1478.

(E)-2-(2—-(2—-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)-5-(4-

aminoestiril)piridina (8)

Cloreto estanoso (202,8 mg, 1,07 mmol) foi adicionado a
uma solug¢do do composto 7 (100 mg 0,27 mmol) em etanol (10
mL), seguido pela adigcao de HCl1 concentrado (0,5 mL). A
mistura foi levada a refluxo por 1,5 h e depois resfriada a 0
°C. O precipitado amarelo foi colectado através de filtracéo
e, em seguida, suspenso em acetato de etilo. NaHCO; saturado
foi adicionado para ajustar o pH a 9. A camada orgénica foi
separada, seca sobre sulfato de sdédio anidro e evaporada. O
residuo foi purificado por PTLC (MeOH 5% em DCM como solvente
de desenvolvimento) para dar de produto 8 (70 mg, Rendimento:
76%): 'H RMN (200 MHz, CDCls): & 8,12 (lH, d, J = 2,4 Hz),
7,73 (1#, 4, 4, J. = 8,6 Hz, J, = 2,4 Hz), 7,29 (2H, d, J =
8,5 Hz), 6,84 (2, m), 6,75 (1H, d, J = 8,6 Hz), 6,69 (2H, d,
J = 8,5 Hz), 4,48 (2, t, J = 4,8 Hz), 3,86 (2H, t, J = 4,8
Hz), 3,71 (6H, m), 3,60 (2H, m), 3,32 (3H, b), HRMS (EI) m/z
calculada para [CioH24N»04]+ 344,1736.

(E)-2-(2—-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)-5-(4-

dimetilaminoestiril) piridina (9)

Cianoboro-hidreto de sdédio (36 mg, 0,57 mmol) foi

adicionado a uma solugao do composto 8 (65 mg, 0,19 mmol) e
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paraformaldeido (57 mg, 1,9 mmol) em &cido acético (10 mL). A
mistura fol agitada a temperatura ambiente de um dia para o
outro e wvertida sobre gelo. Bicarbonato de sédio foi
utilizado para ajustar o pH a 9. A mistura de reacg¢gdao foi
extraida com acetato de etilo. A camada orgénica foi
separada, lavada com salmoura, seca sobre sulfato de sdédio
anidro e evaporada. O residuo foi purificado com PTLC (MeOH
5% em DCM como solvente em desenvolvimento) para dar o
produto 9 (67 mg, Rendimento: 95%): 'y RMN (200 MHz, CDClsz): o
8,14 (1 , d, J = 2,4 Hz), 7,76 (1H, d, d, J. = 8,6 Hz, J, =
2,4 Hz), 7,39 (2, 4, J = 8,8 Hz), 6,87 (2H, m), 6,76 (3H,
m), 4,50 (2H, t, J = 4,8 Hz), 3,87 (2H, t, J = 4,8 Hz), 3,70
(6H, m), 3,61 (2H, m), 2,98 (6H, s), 2,49 (1lH, Db), HRMS (EI)
m/z calculada para [Cz1HysN,04]1" 372,2049.

(BE)-2—-(2-(2-(2-tosiloxietoxi)etoxi)etoxi)-5-(4-

dimetilaminoestiril)piridina (10)

Cloreto de tosilo (52 mg, 0,27 mmol) foi adicionado a
uma solug¢do do composto 9 (43 mg, 0,116 mmol) em piridina
(5,0 mL) a 0 °C. A mistura de reaccdo foi agitada a 0 °C
durante 1 h e depois agquecida até a temperatura ambiente e
agitada por 3 h. Agua foi adicionada e a mistura de reaccdo
foi extraida com acetato de etilo. A camada orgéanica foi
separada, lavada com salmoura, seca sobre sulfato de sédio e
evaporada. O residuo foi purificado por PTLC (MeOH 4% em DCM
como solvente de desenvolvimento) para dar o produto 10 (25
mg, Rendimento: 41%): 'H RMN (200 MHz, CDCls): & 8,14 (1H, d,
J = 2,0 Hz), 7,76 (3H, m), 7,39 (24, 4, J = 8,8 Hz), 7,32
(28, d, J = 8,0 Hz), 6,87 (2H, m), 6,75 (3H, m), 4,46 (2H, ¢t,
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J = 4,6 Hz), 4,16 (2H, t, J = 4,8 Hz), 3,81 (2H, t, J = 4,8
Hz), 3,66 (6H, m), 2,99 (6H, s), 2,43 (3H, s), HRMS (EI) m/z
calculada para [CygH34N204S]1+ 526,2138.

EXEMPLO DE REFERENCIA 4

Sintese do Composto 1la

a. Sintese dos intermedidrios I8 e I9

2-Hidroxi-3-bromo-5-iodopiridina (I8)

Seguindo um método previamente relatado (Meana A, et
al., Synlett 2003, 1678-1682) o composto I8 foi preparado a
partir de N-iodosuccinimida (2,48 g, 11,0 mmol) e 3-bromo-2-
hidroxipiridina I7 (1,74 g, 10,0 mmol) como um sdélido
castanho pdlido (2,55 g, 85%). 'H RMN (DMSO-dg¢) & 12,27 (br s,
1H), 8,08 (d4, 1H, J = 2,3 Hz), 7,71 (d, 1H, J = 2,3 Hz).

{2-[2-(2-Fluoroetoxi)etoxi] }etoxi-3-bromo-5-

iodopiridina (19)

Para uma suspensdo em agitacdo de I8 (0,393 g, 1,3
mmol), 2-(2-(2-fluoroetoxi)etoxi)etanol (0,200 g, 1,3 mmol) e
PPh;s (0,511 g, 1,95 mmol) em 10 mL de THF a -10 °C foi
adicionado gota a gota azodicaboxilato de diisopropilo (DIAD,
0,394 g, 1,95 mmol) em 5 mL de THF. O banho de gelo-sal foi
retirado e a reaccdo foli mantida a temperatura ambiente (TA)
por 2 h. A solugcao de reaccao foi concentrada e purificada

por FC (MeOH/CHCls;, 1/99) para produzir 1I9, um liquido



44

viscoso incolor (0,423 g, 75%). 'H RMN & 8,21 (d, 1H, J = 2,0
Hz), 8,02 (4, 1H, J = 2,0 Hz), 4,66 (t, 1H, J = 4,1 H=z),
4,50-4,39 (m, 3H), 3,89-3,64 (m, 8H). °C RMN & 159,4, 151,2,
148,5, 108,5, 84,9, 81,6, 81,5, 71,1, 71,0, 70,8, 70,4, 69,3,
66,9. HRMS calculada para C11H14BrFINO; (M), 432,9186,
encontrado, 432,9173.

b. Sintese do composto 1la

(E) - (5-Bromo-6—-{2-[2—-(2-fluoroetoxi)etoxi]etoxi}

piridina-3-il)-2-(4-dimetilaminofenil)-etileno (1l1la)

Uma mistura de 4-dimetilaminoestireno (0,110 g, 0,75
mmol), I9 (0,217 g, 0,5 mmol), K,CO3 (0,173 g, 1,25 mmol),
brometo de tetrabutilaménio (TBAB, 0,322 g, 1,0 mmol) e
acetato de paléddio (Pd (OAc),, 0,006 g, 0,025 mmol) em 2 mL
de DMF foi desoxigenado por purga em azoto por 15 min e, em
seguida, aquecida a 65 °C por 2 h. A mistura foi resfriada
até a TA (temperatura ambiente) e submetida ao processamento
padrao com acetato de etilo (AcOEt). O produto bruto foi
purificado por FC (AcOEt/hexano, 30/70) e resultou em 1lla
como um sdélido amarelo claro (0,178 g, 79%). 'H RMN & 8,08
(d, 1H, § = 2,1 Hz), 8,00 (d, 1H, J = 2,1 HZz), 7,39 (d, 2H, J
= 8,8 Hz), 6,92 (d, 1H, J = 16,3 Hz), 6,74 (d, 1H, J = 16,3
Hz), 6,72 (d, 2H, J = 8,1 Hz), 4,69 (t, 1H, J = 4,2 Hz), 4,55
(t, 2H, J = 4,8 Hz) , 4,45 (t, 1H, J = 4,2 Hz), 3,94-3,68 (m,
8H), 3,00 (s, 6H). c RMN & 158,3, 150,4, 143,5, 138,0,
129,6, 129,5, 127,77, 125,2, 118,8, 112,5, 107,5, 85,0, 81,6,
71,2, 71,0, 70,8, 70,4, 69,6, 66,7, 40,5. HRMS calculada para
C,1H6BrFN,03 (M"), 452,1111, encontrado, 452,1099.
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EXEMPLO DE REFERENCIA 5

Sintese do composto 11b

(E) = (5-Bromo-6—{2-[2—-(2—-fluorocetoxi)etoxi]etoxi}

piridina-3-il)-2-(4-metilaminofenil)-etileno (11lb)

0 composto 1llb foi preparado a partir de 4-—
metilaminoestireno (0,073 g, 0,55 mmol) e I9 (0,217 g, 0,50
mmol) como um liquido viscoso amarelo <claro (0,113 g,
rendimento de 52%). 'H RMN & 8,07 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 8,00
(¢, 1H, J§ = 2,1 Hz), 7,35 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,91 (d, J =
16,3 1H, Hz), 6,74 (d, 1H, J = 16,3 Hz), 6,60 (d, 2H, J = 8,6
Hz), 4,69 (t, 1H, J = 4,2 Hz), 4,55 (t, 2H, J = 4,8 Hz) ,
4,45 (t, 1H, J = 4,2 Hz), 3,94-3,68 (m, 8H), 2,88 (s, 3H). 'C
RMN & 158,4, 149,5, 143,6, 138,0, 129,8, 129,5, 127,9 ,
126,1, 118,9, 112,6, 107,5, 85,0, 81,7, 71,2, 71,1, 70,8,
70,4, 69,6, 66,8, 30,7. HRMS calculada para CyHysBrFN,03 (M"),
438,0954, encontrado, 438,0967.

EXEMPLO DE REFERENCIA 6

Sintese do Composto 1lle

(E) - (5-Bromo-6—-{2-[2-(2-fluoroetoxi)etoxi]etoxi}
piridin-3-il)-2-[4-N-metil-4-N-(terc-butiloxicarbonil)

aminofenil]etileno (1llc)

O composto 1lle foi preparado a partir de 4-N-metil-4-

IV-(terc-butiloxicarbonil)aminoestireno (0,219 g, 0,94 mmol)



46

e 19 (0,273 g, 0,63 mmol) como um liquido branco viscoso
(0,319 g, 94 % de rendimento). 'H RMN & 8,12 (d, 1H, J = 2,1
Hz), 8,03 (4, 1H, J = 2,1 Hz), 7,44 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 7,25
(d, 2H, J = 9,0 Hz), 6,94 (d, 2, J = 2,1 Hz), 4,69 (t, 1H, J
= 4,2 Hz), 4,56 (t, 2H, 0 = 4,9 Hz), 4,45 (t, 1H, J = 4,2
Hz), 3,94-3,68 (m, 8H), 3,28 (s, 3H), 1,48 (s, 9H). ~C RMN &
158,8, 154,5, 144,0, 143,5, 138,2, 133,6, 128,5, 128,14,
126,8, 126,6, 125,4, 122,9, 107,4, 84,8, 81,4, 80,4, 71,0,
70,9, 70,6, 70,2, 69,4, 66,7, 53,5, 37,1, 28,4. HRMS
calculada para C,5H3,BrEFN,O5 (M%), 538,1479, encontrado,
538,1476.

(B) -Bromo-6—-{2-[2-(2-fluorocetoxi)etoxi]etoxi}piridina—

3-1l1)-2—-(4—-acetoxifenil)-etileno (11d)

O composto 11d foi preparado a partir de 4-
acetoxiestireno (0,122 g, 0,75 mmol) e I9 (0,217 g, 0,5 mmol)
como um liquido viscoso branco (0,181 g, 77% de rendimento).
'H RMN & 8,12 (4, 1H, J = 2,1 Hz), 8,03 (d, 1H, J = 2,1 Hz),
7,50 (d, 24, J = 8,6 Hz), 7,10 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,94 (d,
26, § = 3,3 Hz), 4,69 (t, 1H, J = 4,2 Hz), 4,56 (t, 2H, J =
4,9 Hz), 4,45 (¢, 1H, J = 4,2 Hz), 3,94-3,68 (m, 8H), 2,32
(s, 3H), 1,48 (s, 9H). C RMN & 169,3, 158,9, 150,3, 144,1,
138,2, 134,5, 128,24, 128,16, 127,4, 123,4, 121,9, 107,5,
84,8, 81,5, 71,0, 70,9, 70,6, 70,3, 69,4, 66,7, 21,1. HRMS
calculada para  Cy Hy3BrFNOs (M%), 467,0744, encontrado,

467,0731.

(E)—(5-Bromo—-6—-{2-[2—-(2-fluoroetoxi)etoxi]etoxi}

piridina-3-il)-2-(4-hidroxifenil)-etileno (1lle)
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0 acetato 11d (0,145 g, 0,31 mmol) e K;COs3; (0,064 g,
0,465 mmol) foram colocados em EtOH/THF (5 mL/5 mL) e a
mistura de reaccdo foili agitada a TA por 2 h. Apds
processamento padrao com AcOEt, o produto bruto foi
purificado por PTLC para dar 1lle como um sélido branco (0,128
g, 97%). 'H RMN & 8,07 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 7,99 (d, 1H, J =
2,1 H=z), 7,35 (4, 2H, J = 8,6 Hz), 6,96-6,74 (m, 4H), 5,22
(br s, 1H), 4,69 (t, 1H, J = 4,2 Hz), 4,54 (t, 2H, J = 4,8
Hz), 4,45 (t, 1H, J = 4,2 Hz), 3,94-3,68 (m, 8H). °C RMN 5
158,5, 156,4, 143,6, 138,2, 129,2, 129,0, 127,9, 120,7,
116,0, 107,6, 84,9, 81,6, 71,1, 71,0, 70,8, 70,4, 69,6, 66,8.
HRMS calculada para Ci9H»:BrFNO, (M+), 425,0638, encontrado,
425,0651.

EXEMPLO DE REFERENCIA 7
Sintese do composto 12b

(E)—(b-tri-Butilestanil-6—-{2-[2-(2-fluorocetoxi)etoxi]

etoxilpiridin-3-il)-2-(4-metilaminofenil)-etileno (12b)

O composto 12b foi preparado a partir de 11lb (0,069 g,
0,156 mmol) como um &6leo amarelo claro (0,068 g de
rendimento, 68%). 'H RMN & 8,10 (d, J = 2,5 1H, Hz), 7,80 (d,
14, J = 2,5 Hz), 7,36 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,92 (4, 1H, J =
16,3 Hz), 6,80 (d, 1H, J = 16,3 Hz), 6,61 (d, 2H, JT = 8,6
Hz), 4,69 (t, 1H, J = 4,2 Hz), 4,45 (t, 3H, J = 5,1 Hz), 3,83
(t, 34, J = 4,4 Hz), 3,71-3,66 (m, 5H), 2,88 (s, 3H), 1,68-
1,48 (m, o6H), 1,43-1,25 (m, 6H), 1,15-1,02 (m, 6H), 0,91 (t,
98, J = 7,1 Hz). C RMN & 166,8, 149,1, 145,4, 143,6, 127,8,
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127,77, 127,0, 123,8, 121,2, 112,6, 85,0, 81,6, 71,1, 70,9,
70,8, 70,5, 70,1, 65,0, 30,8, 29,5, 29,3, 29,1, 28,1, 27,5,
26,9, 13,9, 13,4, 13,3, 9,9, 6,6, 6,4. HRMS calculada para
C3,H5:FN,0)Sn (MY), 650,2906, encontrado, 650,2894.

EXEMPLO DE REFERENCIA 8
Sintese do Composto 12e

(E)—(b-tri-Butilestanil-6—-{2-[2-(2-fluorocetoxi)etoxi]

etoxi}piridina-3-il)—-2- 4-hidroxifenil)etileno (1lZ2e)

O composto 1l2e foi preparado a partir de 1lle (0,032 g,
0,075 mmol) como um liquido viscoso branco (0,040 g, 84% de
rendimento). 'H RMN & 8,11 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 7,82 (d, 1H,
J = 2,5 Hz), 7,39 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,98-6,74 (m, 4H),
5,19 (s br, 1H), 4,71-4,66 (m, 1H), 4,48-4,43 (m, 3H), 3,90-
3,62 (m, 8H), 1,70-1,02 (m, 18H), 0,91 (t , 9H, J = 7,1 Hz).
“c RMN & 166,9, 156,0, 145,4, 144,0, 130,1, 127,9, 127,86,
127,4, 124,3, 123,0, 115,9, 85,0, 81,6, 71,0, 70,9, 70,7,
70,5, 70,0, 65,2, 29,5, 29,3, 29.1, 28.0, 27.5, 26.9, 13.9,
13.4, 13.3, 9.9, 6,6, 6,4. HRMS calculada para C31HsFNO4Sn
(M"), 637,2589, encontrado, 637,2573.

EXEMPLO DE REFERENCIA 9
Sintese do composto 13a

(E)—(b-tri-Butilestanil-6—{2-[2-(2-fluorocetoxi)etoxi]

etoxi}piridina-3-il)-2-(4-dimetilaminofenil)-etileno (12a)
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Uma mistura de 11la (0,052 g, 0,115 mmol),
bis(tributilestanho) ((BuszSn),, 0,333 g, 0,57 mmol), e paléddio
tetrakistrifenilfosfina (Pd (PPhjs)s, 0,013 g, 10% mol) em
tolueno foi aquecido a 110 °C por 18 h. A solugdo de reacgao
foi resfriada até a TA e tratada com 5 mL de KF 10%. Apds
vigorosa agitacgao por 0,5 h adicional, o processamento padrao
com AcOEt e depois FC (AcOEt/hexano, 25/75) produziu l2a como
um 6leo amarelo claro (0,052 g, 68%). 'H RMN & 8,11 (d, 1H, J
= 2,5 Hz), 7,81 (o4, 1H, J = 2,5 Hz), 7,41 (d, 2H, J = 8,8
Hz), 6,93 (4, 1H, J = 16,5 Hz), 6,81 (d, 1lH, J = 16,5 Hz),
6,72 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 4,69 (t, 1H, J = 4,2 Hz), 4,46 (t,
34, J = 4,9 Hz), 3,83 (t, 3H, J = 4,8 Hz), 3,71-3,66 (m, 5H),
3,00 (s, 6H), 1,68-1,48 (m, 6H), 1,43-1,21 (m, 6H), 1,15-1,02
(m, 6H), 0,91 (t, 94, J = 7,1 Hz). C RMN & 166,7, 150,2,
145,4, 143,6, 127,8, 127,77, 127,5, 126,0, 123,7, 121,2,
112,6, 85,0, 81,6, 71,0, 70,8, 70,7, 70,4, 70,0, 65,0, 40,6,
29,5, 29,3, 29,1, 28,1, 27,5, 26,9, 13,9, 13,4, 13,3, 9,9,
6,6, 6,4. HRMS calculada para Cs3Hs3FN,03Sn (M'), 664,3062,
encontrado, 664,3037.

(E)—(b-1o0do-6—-{2-[2-(2-fluoroetoxi)etoxi]etoxi}

piridin-3-il)-2-(4-dimetilaminofenil)-etileno (13a)

Uma solugdo de iodo (I, 0,063 g, 0,24 mmol) em THE (2
mL) foi adicionada gota a gota a uma solucao resfriado com
banho de gelo de 12a (0,114 g, 0,172 mmol) em THF (3 mL).
Apds a adigdo, a reaccdo foi agitada a 0 °C por 1 h. Apds
processamento  padrao com CHyCl,, o produto bruto foi
purificado por FC (AcOEt/hexano, 25/75) para dar um sdélido
amarelo claro 13a (0,037 g, 48%). 'H RMN & 8,22 (4, 1H, J =
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2,1 Hz), 8,10 (4, 1H, J = 2,1 Hz), 7,38 (d, 2H, J = 8,8 Hz),
6,92 (d, 1H, J = 16,3 Hz), 6,72 (d, 1H, J = 16,3 Hz), 6,71
(d, 0§ = 8,8 2H5 Hz), 4,72-4,67 (m, 1H), 4,54-4,44 (m, 3H),
3,93-3,69 (m, 8H), 3,00 (s, 6H). “C RMN & 160,4, 150,5,
144,6, 144,55, 129,8, 129,5, 127,8, 125,3, 118,8, 112,6,
85,1, 81,7, 80,6, 71,3, 71,1, 70,8, 70,5, 69,6, 67,1, 40,6.
HRMS calculada para Cy HzFIN,O3 (M"), 500,0972, encontrado,
500,0959.

EXEMPLO DE REFERENCIA 10

Sintese do composto 13b

(E) -5-tri-Butilstanil-6-{2-[2-(2-fluoroetoxi)etoxi]
etoxilpiridin-3-il)-2-[4-N-metil-4-N-(terc-butiloxicarbonil)

aniinofenil]-etileno (1l2c¢)

O composto 1l2c¢ foi preparado a partir de 1lle (0,072 g,
0,133 mmol) como um liquido viscoso branco (0,077 g, 77% de
rendimento). 'H RMN & 8,14 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 7,83 (d, 1H,
J =2,5 Hz), 7,46 (4, 2H, J = 8,6 Hz), 7,23 (d, 2H, J = 8,5
Hz), 6,96 (s, 2H), 4,70-4,66 (m, 1H), 4,49-4,42 (m, 3H),
3,86-3,66 (m, 8H), 3,28 (s, 3H), 1,80-1,02 (m, 27H), 0,90 (t,
9, J = 7,1 Hz). "C RMN & 167,3, 146,1, 143,8, 143,2, 134,86,
127,0, 126,8, 126,6, 125,7, 125,4, 124,1, 85,0, 81,6, 80,6,
71,1, 70,9, 70,8, 70,5, 70,0, 65,1, 37,4, 29,5, 29,3 , 29,1,
28,1, 27,5, 26,9, 13,9, 13,4, 9,9, 6,4. HRMS calculada para
C37H50FN,058Sn (M7), 750,343; encontrado, 750,3425.
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(E)—(5-iodo-6-{2-[2-(2-fluoroetoxi)etoxi]letoxi}
piridina-3-il)-2-[4-N-metil-4-N-(terc-butiloxicarbonil)

aminofenil]—-etileno (13c¢)

O composto 13e¢ foi preparado a partir 12¢ (0,024 g,

'y

0,032 mmol) como um ligquido viscoso branco (0,018 g, 98%).
RMN & 8,25 (d, 1H, J = 1,6 Hz), 8,13 (d, 1H, J = 1,6 Hz),
7,44 (d, 2H, J = 8,4 Hz), 7,24 (d, 2H, J = 8,4 Hz) 5 6,97 (d,
14, J = 16,4 Hz), 6,86 (d, 1H, J = 16,4 Hz), 4,69 (t, 1H, J =
4,1 Hz), 4,53 (t, 2H, J = 4,8 Hz ), 4,45 (t, 1H, J = 4,1 Hz),
3,94-3,69 (m, 8H), 3,28 (s, 3H), 1,47 (s, 9H). C RMN &
161,0, 154,8, 145,3, 144,9, 143,7, 133,9, 128,9, 128,6,
126,8, 125,7, 123,1, 85,1, 81,7, 80,7, 77,4, 71,3, 71,1,
70,9, 70,5, 69,6, 67,2, 37,4, 28,6. HRMS calculada para
Co1H26FIN203 (M+), 500,0972, encontrado, 500,0959.

(E)-(5-1iodo-6-{2-[2-(2-fluorcetoxi)etoxi]etoxi}

piridin-3-il)-2-(4-metilaminofenil)-etileno (13b)

A uma solucdo em agitacdo de 13¢ (0,014 g, 0,024 mmol)
e 2,6-lutidina (28 uL, 0,24 mmol) em 2 mL CH,Cl, a 0 °C foi
adicionado triflato de trimetilsililo (34 uL, 0,19 mmol).
Apds 15 min, a solugcao de reaccgao foi submetida a
processamento  padrao com CHyCl,. O produto bruto foi
purificado por PTLC para dar um liquido amarelo viscoso 13b
(0,010 g, 88%). 'H RMN & 8,22 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 8,10 (d,
1, § = 2,1 Hz), 7,34 (4, 2H, J = 8,6 Hz), 6,91 (d, 1H, J =
16,3 Hz), 6,70 (4, 1H, J = 16,3 Hz), 6,60 (d, 2H, J = 8,6
Hz), 4,71-4,67 (m, 1H), 4,54-4,43 (m, 3H), 3,94-3,69 (m ,
9H), 2,88 (s, 3H). °C RMN & 160,5, 149,5, 144,6, 129,8,
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129,7, 128,0, 126,3, 118,99, 112,6, 85,1, 81,7, 80,6, 77,4,
71,3, 71,2, 70,9, 70,5, 69,7, 67,2, 30,8. HRMS calculada para
CyoH24FIN,O3 (M'), 486,0816, encontrado, 486,0818.

EXEMPLO DE REFERENCIA 11

Sintese do composto 13e

(E) —(5-tri-ButilEstanil-6-{2-[2-(2-fluoroetoxi)etoxi]

etoxi}lpiridina-3-il)-2-(4-hidroxifenil)—-etileno (1l2e)

O composto 1l2e foi preparado a partir de 1lle (0,032 g,
0,075 mmol) como um ligquido viscoso branco (0,040 g, 84% de
rendimento). 'H RMN & 8,11 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 7,82 (d, lH,
J = 2,5 Hz), 7,39 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,98-6,74 (m, 4H),
5.19 (br s, 1H), 4,71-4,66 (m, 1H), 4,48-4,43 (m, 3H), 3,90-
3,62 (m, 8H), 1,70-1,02 (m, 18H), 0,91 (t, 9H , J = 7,1 Hz).
Y“c RN & 166,9, 156,0, 145,4, 144,0, 130,1, 127,9, 127,86,
127,4, 124,3, 123,0, 115,9, 85,0, 81,6, 71,0, 70,9, 70,7,
70,5, 70,0, 65,2, 29,5, 29,3, 29,1, 28,0, 27,5, 26,9, 13,9,
13,4, 13,3, 9,9, 6,6, 6,4. HRMS calculada para C31HyzgFNO4Sn
(M"), 637,2589, encontrado, 637,2573.

(E) —(5-10do-6-{2-[2—-(2-fluorocetoxi)etoxi]etoxi}

piridina-3-il)-2-(4-hidroxifenil)-etileno (13e)

O composto 13e foi preparado a partir 12e (0,012 g,
0,019 mmol) como um sélido branco (0,008 g, 90%). 'H RMN &
8,21 (4, 1H, J = 2,1 Hz), 8,08 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 7,33 (4,
2, J = 8,6 Hz), 6,94-6,69 (m, 4H) , 4,71-4,67 (m, 1H), 4,53-
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4,43 (m, 3H), 3,94-3,69 (m, 8H) . HRMS calculada para
C19H,FINOg (M+), 473,0499, encontrado, 473,0498.

EXEMPLO DE REFERENCIA 12
Sintese do Composto 14a
2-hidroxietoxi-3-bromo-5-iodopiridina (9b)

A uma suspensdo em agitacdo de I8 (ver Exemplo 4 acima)
(0,906 g, 3,0 mmol), 2-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)etanol
(0,554 g, 3,15 mmol) e PPhs (0,944 g, 3,6 mmol) em 20 mL de
THF a -10 °C foi adicionado gota a gota de
diisopropilazodicarboxilato (DIAD) (0,728 g, 3,6 mmol) em 10
mL de THF. O banho de gelo-sal foi retirado e a reaccao foi
mantida a TA por 2 h. A solucdo de reaccgdo foil concentrada e
purificada por FC (AcOEt/hexano, 5/95) para produzir 2-(terc-
butil-dimetil-siianiloxi)etoxi-3-bromo-5-iodopiridina, um
liguido wviscoso incolor (0,995 g, 72%). 'Y RMN B 8,23 (d, 1H,
J = 2,0 Hz), 8,05 (d, 1H, J = 2,0 Hz), 4,42 (t, 2H, J = 4,9
Hz), 3,98 (t, 2H, J = 4,9 Hz), 0,90 (s, 9H), 0,10 (s, 6H).
HRMS calculada para C12H1gBrINO,Si (M—CH3"), 441,9335,

encontrado, 441,9312.

(E) - [5-Bromo-6—-(2-hidroxietoxi)piridin-3-il]-2-(4-

dimetilaminofenil)etileno (14a)

o) composto l4a foi preparado a partir de 4
dimetilaminoestireno (0,031 g, 0,212 mmol) e I10 (0,073 g,

0,212 mmol) como um sdélido amarelo claro (0,022 g, rendimento
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de 29%). 'H RMN & 8,07 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 8,03 (d, 1H, J =
2,1 Hz), 7,39 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 6,94 (d, 1H, J = 16,3 Hz),
6,78-6,69 (m, 3H), 4,57-4,52 (m, 2H), 3,99 (t, 2H, J = 4,3
Hz), 3,21 (s br, 1H), 3,00 (s, 6H) . C RMN & 158,3, 150,4,
143,0, 138,2, 129,9, 129,8, 127,6, 124,9, 118,3, 112,3,
107,5, 69,6, 62,1, 40,3. HRMS calculada para Ci;7HioBrN,0, (M").
362,063; encontrados, 362,0629.

EXEMPLO DE REFERENCIA 13

Sintese do Composto 14b

(E)-[5-Bromo—-6—-(2-hidroxietoxi)piridina-3-il]-2-(4-

metilaminofenil)-etileno (14b)

0] composto 14b foi preparado a partir de 4
metilaminoestireno (0,140 g, 1,05 mmol) e I10 (0,241 g, 0,7
mmol) como um liquido viscoso amarelo claro (0,149 g, 61% de
rendimento). 'H RMN & 8,07 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 8,03 (d, 1H,
J=2,1 Hz), 7,35 (d, 2, J = 8,6 Hz), 6,93 (d, 1H, J = 16,3
Hz) 5 6,74 (4, 1H, J = 16,3 Hz), 6,61 (d, J = 8,6 2H, Hz),
4,57-4,52 (m, 2H), 3,99 (br s, 2H), 3,18 (s br, 1H), 2,88 (s,
3H). *Cc RMN & 149,6, 143,3, 138,5, 130,1, 130,0, 128,0,
126,0, 118,6, 112,6, 107,7, 69,8, 62,2, 30,7. HRMS calculada
para Ci7H1oBrN,0, (M+), 348,0473, encontrado, 348,0468.

EXEMPLO DE REFERENCIA 14

Sintese do Composto 14d
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(E) - [5-Bromo-6-(2-hidroxietoxi)piridina-3-il1]-2-(4-

acetoxifenil)—-etileno (14d)

0 composto 14d foi preparado a partir de 4
acetoxiestireno (0,130 g, 0,80 mmol) e 10 (0,244 g, 0,7 mmol)
como um liquido wviscoso branco (0,031 g, 12% de rendimento).
'" RMN & 8,12 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 8,08 (d, 1H, J = 2,1 Hz),
7,50 (d4, 24, J = 6,8 Hz), 7,11 (d, 2H, J = 6,8 Hz), 6,95 (d,
2H, J = 5,2 Hz), 4,58-4,54 (m, 2H), 4,01 (br s, 2H), 3,08 (s
br, 1H), 2,32 (s, 3H).

EXEMPLO DE REFERENCIA 15

Sintese do Composto 1lde

(E) - [5-Bromo-6-(2-hidroxietoxi)piridina-3-il]-2-(4-

hidroxifenil)-etileno (1l4e)

Num procedimento semelhante ao descrito na preparagao
de 1lle, o composto ld4e foi preparado a partir de acetato de
14d (0,031 g, 0,082 mmol) como um sdélido branco (0,020 g,
73%). 'H RMN (DMSO-d¢) & 9,60 (br s, 1H), 8,31 (s, 1H), 8,23
(s, 1H), 7,39 (d, 2H, J = 8,3 Hz), 7,19 (d, 1H, J = 16,8 Hz),
6,94 (d, J = 16,6 1H, Hz) 56,77 (d, 2H, J = 8,3 Hz), 4,35 (t,
2H, J = 5,1 Hz), 3,73 (t, 2H, J = 5,1 Hz ). C RMN (DMSO-ds)
6 157,9, 157,4, 143,7, 138,11, 129,2, 129,0, 127,8, 119,8,
115,6, 106,7, 68,4, 59,2. HRMS calculada para Ci;sHi4sBrNO; (M"),
335,0157, encontrado, 335,0165.

EXEMPLO DE REFERENCIA 16
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Sintese do Composto 15e

(E)-[5-tri-Butilestanil-6-(2-hidroxietoxi)piridina-3-
il]-2-(4 -hidroxifenil)-etileno (15e)

O composto 15e foi preparado a partir de l4e (0,031 g,
0,092 mmol) como um ligquido viscoso branco (0,012 g, 24% de
rendimento). 'H RMN & 8,07 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 7,85 (d, 1H,
J = 2,5 Hz), 7,39 (4, 2H, J = 8,6 Hz), 6,99-6,80 (m, 4H),
5,97 (br s, 1H), 5,01 (br s, 1H), 4,50-4,46 (m, 2H), 3,98-
3,949 (m, 2H), 1,69-1,01 (m, 18H), 0,91 (t, SH, J = 7,1 Hz).
Y“c RMN &5 167,2, 156,0, 144,9, 144,7, 144,5, 130,1, 128,0,
127,96, 124,7, 122,8, 116,0, 69,9, 63,4, 29,9, 29,5, 29,3,
29,1, 28,1, 27,5, 26,9, 13,9, 13,6, 13,5, 10,1, 6,7, 6,6.
HRMS calculada para C,7H4NOsSn (M"), 547,2108, encontrado,
547,2112.

EXEMPLO DE REFERENCIA 17

Sintese do Composto 16a

(E)-[5-tri-Butilestanil-6-(2-hidroxietoxi)piridina-3-

il]-2-(4-dimetilaminofenil) -etileno (15a)

O composto 15a foi preparado a partir de 14a (0,100 g,
0,275 mmol) como um &leo amarelo claro (0,105 g, 66% de
rendimento). 'H RMN & 8,10 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 7,85 (d, lH,
J = 2,4 Hz), 7,41 (d, 2, J = 8,7 Hz), 6,95 (d, 1H, J = 16,3
Hz), 6,81 (4, 1H, J = 16,6 Hz), 6,73 (d, 2H, J = 8,8 Hz),

4,48-4,44 (m, 2H), 3,96-3,92 (m, 2H), 2,99 (s, 6H), 1,68-1,01
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(m, 18H), 0,92 (t, 94, J = 7,2 Hz). °C RMN & 166,6, 150,1,
144,5, 144,1, 128,2, 128,11, 127,4, 125,6, 124,0, 120,5,
112,14, 69,4, 63,0, 40, 4, 29,0, 27,2, 13,6, 9,8. HRMS
calculada para CooHysN,0,5n (M"Y, 574,2581, encontrado,

574,2584.

(E)-[5-1i0do-6-(2-hidroxietoxi)piridina-3-i1]-2-(4-

dimetilaminofenil)etileno (1l6a)

O composto l1l6a foi preparado a partir de 15a (0,011 g,
0,019 mmol) como um sélido amarelo claro (0,004 g, 50%). g
RMN & 8,25 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 7,39 (4, 2H, J = 8,6 Hz),
6,94 (4, 1H, J = 16,3 Hz), 6,76-6,70 (m, 3H ), 4,51 (t, 2H, J
= 4,2 Hz), 4,02-3,95 (m, 2H), 3,19 (s, 1H), 3,00 (s, 6H).
HRMS calculada para Ci7H9IN,O, (M), 410,0491, encontrado,
410,0489.

EXEMPLO DE REFERENCIA 18

Sintese do Composto 16b

(BE)-[5-tri-Butilestanil-6-(2-hidroxietoxi)piridina-3-

il]-2-(4-metilaminocfenil)-etileno (15b)

O composto 15b composto foi preparado a partir 14b
(0,052 g, 0,15 mmol) como um &éleo amarelo claro (0,059 g, 64%
de rendimento). 'H RMN & 8,08 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 7,84 (4,
14, § = 2,4 Hz), 7,37 (4, 2H, J = 8,6 Hz), 6,93 (d, 1H, J =
16,3 Hz), 6,80 (4, 1H, J = 16,4 Hz), 6,61 (d, J = 8,6 2HS
Hz), 4,48-4,43 (m, 2H), 3,95-3,91 (m, 2H), 2,88 (s, 3H),
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1,69-1,01 (m, 18H), 0,91 (t, 9H, J = 7,1 Hz). °C RMN & 166,9,
149,2, 144,7, 144,3, 128,4, 128,3, 127,8, 126,77, 124,2,
120,7, 112,6, 69,6, 63,2, 30,8, 29,5, 29,3, 29,1, 28,0, 27,5,
26,9, 13,9, 13.5, 13.4, 10.0, 6.6, 6,5. HRMS calculada para
C,gHusN,0,8n (M), 560,2425, encontrado, 560,2419.

(BE)-[5-1i0do-6-(2-hidroxietoxi)piridina-3-i1]-2-(4-

metilaminofenil)-etileno (16Db)

O composto 1l6b foi preparado a partir 15b (0,032 g,
0,057 mmol) como um sélido amarelo claro (0,005 g, 21%). g
RMN & 8,24 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 8,09 (d, 1H, T = 2,0 Hz),
7,36 (d, 2, J = 8,5 Hz), 6,92 (d4, 1H, J = 16,3 Hz), 6,76-
6,64 (m, 3H), 4,53-4,49 (m, 2H), 4,01-3,96 (m, 2H), 2,96 (s,
1H), 2,89 (s, 3H). HRMS calculada para CigH7IN,O, (M"),
396,0335, encontrado, 396,0335.

EXEMPLO DE REFERENCIA 19

Radioiodinacao

Os compostos radioiodinados, [125I] 13a, 13b, 1l6a, 1l6b
e 1l6e, foram preparados através de reaccgdes de
iododesestanilacao dos precursores tributilestanho
correspondentes de acordo com o método descrito anteriormente
(ref. perdéxido de hidrogénio (50 uL, 3% w/v) foil adicionado a
uma mistura de 50 pL do precursor tributilestanho (4 pg/pL de
EtOH), 50 pL de HClL 1 N e ['*°I] NaI (1-5 inCi adquirido da
Perkin Elmer) num frasco lacrado. A reaccgao foi deixada

prosseguir por 5-10 minutos a temperatura ambiente e foi
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terminada pela adigao de 100 pL de NaHSO; saturado. A mistura
de reaccdo foi extraida com acetato de etilo (3 x 1 mL) apds
a neutralizacao com 1,5 mL de solucao saturada de bicarbonato
de sdédio. Os extractos combinados foram evaporados até a
secura. Os residuos foram dissolvidos em 100 pL de EtOH e
purificados por HPLC utilizando uma coluna de fase reversa
(Phenomenex Gemini C18 coluna analitica, 4,6 x 250 mm, 5 um,
tampdo CH3CN/formiato de aménio (1 mM) 8/2 ou 7/3; taxa de
fluxo 0,5-1,0 mL/min) . Os produtos sem transportador

adicionado foram evaporados até a secura e redissolvidos em

X

100 % EtOH (1 puCi/pL) para serem armazenados a 20 °C até 6

semanas para estudos com animais e auto-radiografia.

EXEMPLO 20

Estudos de ligacgao

['*°I]IMPY com 2.200 Ci/mmol de actividade especifica e
superior a 95% de pureza radioquimica foi preparado
utilizando a reacgao de iododesestanilacao padrao, e
purificados por uma mini-coluna C-4 simplificada, como
descrito anteriormente em Kung, M .- P.; Hou, C; Zhuang, 7Z2.-
P.; Cross, A. J.; Maier, D. L.; Rung, H. F. "Characterization
de IMPY as a potentiocal imaging agent for b-amyloid plaques
in double transgenic PSAPP mice”, Eur. J. Nucl. Med. Mol.
Imaging 2004, 31, 1136-1145. Ensaios de competicac de ligacgao
foram levados a cabo em tubos de vidro de boro-silicato de 12
X 75 mm. A mistura de reaccgao continha 50 puL de
homogeneizados de cérebro com AD agrupados (20-50 ng), 50 uL
de ["’I]IMPY (0,04-0,06 nM diluido em PBS) e 50 puL de



60

inibidores (107°-107'°® M diluidos serialmente em PBS contendo
0,1% de albumina sérica bovina) num volume final de 1 mL. A
ligagdo nao especifica foi definida na presenga de IMPY 600
nM nos mesmos tubos de ensaio. A mistura foi incubada a 37 °C
por 2 horas e a ligagcao e a radioactividade 1livre foram
separados por filtracdo a vacuo através de filtros Whatman
GF/B utilizando uma colheitadeira de células Brandel M-24R
seguido por 2 lavagens com 3 mL de PBS em temperatura
ambiente. Filtros contendo o ligante 1-125 1ligado foram
contados num contador gama (Packard 5000) com eficiéncia de
contagem de 70%. Nas condigdes do ensaio, a fraccéao
especificamente ligada foi inferior a 15% da radiocactividade
total. Os resultados dos experimentos de inibicao foram
submetidas a andlise de regressdo ndo-linear utilizando
andlise de dados de equilibrio de ligacdo a partir da gqual os
valores K; foram calculados. As Figuras 1 e 6 apresentam

valores K; para compostos seleccionados da presente invencao.

EXEMPLO 21

Pelicula de Auto-Radiografia

Marcadores [°F]: secbes do cérebro de individuos com
AD foram obtidas através do congelamento do cérebro em gelo
seco em pd e cortadas em secgdes de 20 micrémetros de
espessura.

As secdes foram incubadas com marcadores [°F] (200,000-
250,000 cpm/200 uL) por 1 hora em temperatura ambiente. AsS
secgcdes foram entdo mergulhadas em Li,CO; saturada em EtOH 40%

(duas lavagens de dois minutos) e lavadas com EtOH 40% (uma
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lavagem de dois minutos), seguido de enxagle com agua por 30
segundos. Apds a secagem, as secgdes marcadas com 18F foram
expostas ao filme Kodak MR de um dia para o outro. Os

resultados sao apresentados no filme, na Fig. 2.

Marcadores ['?°I]: Para comparar sondas diferentes
utilizando secdes similares de tecido cerebral humano, foram
montadas sec¢des de macro-arranjo de cérebro humano de 6 casos
confirmados e AD um individuo de controlo. A presenca e

localizacdo de placas nas segdes foi confirmada com coloracgdo

imuno-histoquimica com anticorpos monoclonais anticorpo AR
4G8 (Sigma). As secdes foram incubadas com marcadores ['2°I]
(200,000-250,000 cpm/200 pL) por 1 h a temperatura ambiente.
As secglbes foram entao mergulhadas em Li,CO3; saturado em EtOH
40% (duas lavagens de dois minutos) e lavadas com EtOH 40%
(uma lavagem de dois minutos), seguido de enxague com dagua
por 30 segundos. Apds a secagem, as secgdes marcadas com 1251

foram expostas ao filme Kodak MR Biomax de um dia para o

outro.

EXEMPLO 22

Distribuicdo nos érgdos em ratinhos

Enquanto sob anestesia com isoflurano, 0,15 mL de uma

solucao a 0,1% de albumina sérica bovina contendo

marcadores [**°I] (5-10 pnCi) foram injectados directamente na
veia da cauda de camundongos ICR (22-25 g, do sexo
masculino). Os ratinhos (n = 3 para cada ponto de tempo)

foram sacrificados por deslocamento cervical em pontos de
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tempo indicados pds-injeccdo. Os o6érgdos de interesse foram
removidos e pesados, e a radiocactividade foi contada com um
contador gama automdtico. A dose percentual por 6rgdos foi
calculada através de uma comparagdo das contagens de tecido
com aliquotas devidamente diluidas do material injectado. A
actividade total do sangue foi calculada <com Dbase no
pressuposto de que é de 7% do peso corporal total. A % dose/g

das amostras foi calculada pela comparagdao das contagens da

amostra com a contagem da dose diluida inicial.

Quadro 1. Biodistribuicado em murganho ICR apds injecgdo
iv de ['®F]10 em EtOH a 5% salina (% dose/g, média de 3

murganhos = Desvio Padrao)

2 min 30 ¥ 1 hr 2 i
Sangue 6,05 + 0,33 2,65 = 0,22 2,48 + 0,47 2,15 + 0,25
0,75 & 0,14 0,17 x 0,03 0,22 + 0,03 0,18 + 0,08
T,03 & 1,30 8,58 = 0,28 2,59 5,96 + 0,08
1,07 £ 0,20 0,30 = 0,01 + 0,07 0,20 + 0,24
Rim 6,38 + 0,95 1,68 + §,11 i,%6 + 0,21 0,96 + 1,58
Eaco G,42 + 0,11 G,05 0,13 % 0,03 0,10 + 06,17
Figado 24,90 + 1,49 G.8 10,52 + 2,18 6,86 + 0,59
Pele 2,52 = 0,24 3,99 = 0,34 4,42 + 0,65 2,91 + 02,16
abro 3,49 + 0,58 0,48 = 0,07 0,55 + 0,1C 0,27 + 0,08
5,97 £ 0,56 2,52 = 0,34 4,39 + 0,40 6,49 + 0,08
2 mir 30 min 1L hr 2 nr
Sangue 2,04 2 0,29 1,33 + 0,16 1,80 + 0,16 1,08 + 0,06
6,00 + 1056 1,28 = 0,14 1,66 £ 0,24 1,32 £ 0,22
0,62 = 0,10 0,75 + 0,04 0,95 £ 0,18 + 0,08
Pulmdo 5,65 * 0,89 1,73 & 0,17 1,82 + 0,31 0,98 + 0,08
Rim 14,19 + 2,34 3,77 + 0,36 4,29 + 0,52 2,19 + 0,36
Baco 4,65 = 0,76 1,57 % 0,51 1,56 £ 0,17 1,14 + 0,18
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17,00 % 0,69 7,21 £ 0,69 8,13 £ 1,42 4,56 £ 0,90
6,59 % 0,00 5,93 = 1,06 + 0,09 0,68 % 0,16
7,77 £ 1,24 1,03 = 1,28 + 0,20 0,84 + 0,08
Osso 1,49 £ 0,08 0,63 = 1,13 = 0,01 1,64 £ 0,50

Quadro 2. Biodistribuig¢do em

injeccdo iv de tracadores marcados com ['*°I] (%

de 3 murganhos + Desvio Padrao)

['*°I]13a (log P = 2,59)

murganhos

ICR

dose/q,

2 min 30 min 1 nr 2 nr
Sangue 2,70 £ 0,58 2,05 + 0,18 1,65 + 0,45 i,45 + 0,41
Coracdo 12,76 = 1 1,63 = 0,03 4,97 £ 0,16 C,73% + 0,17
Miisculo 0,90 + O 1,00 % 0,08 0,5% = G + 0,08
10,08 + 2,15 2,50 &2 0, 1,62 % 0,46 1,32 % 0,39
16,62 £ 1,96 3,32 = 0,11 2,30 = 0,54 1,71 2 0,24
Bago 4,47 £ 1,28 1,42 + 0,05 0,99 £+ 0,47 0,79 + 0,27
Figado 22,15 = 4,34 9,5%4 + 1,30 3,34 + 5,62 & 1,31
Pele 0,54 x 0,05 1,47 & 1,59 + 0,68 1,23 + 0,41
Cérebro 4,03 = 0,43 1,93 + 0,18 3,68 0,17 G,26 + 0,04
3,89 & 0,67 16,23 & 11,75 24,19 + 8,26 60,76 £ ¢,09
['*°I]13b (log P =
Srgdo 2 min 1 hr Z hr
Sangue 4,37 ] 3,83 % 2,88 + 0,28 3,73
Coracido 9,85 = 1,78 2,54 = 0,37 1,75 = 0,26 0,28
Misculo 1,04 % 0,25 1, 1L + 0,34 0,85 + 0,06 G,44 + 0,19
Pulmdo 5,85 2 0,27 3,01 & 2,37 & i, + 0,74
Rim 2,03 = 6,81 3,40 = 0,76 Z2;8L + 0,70 i,8 + 0,3¢
Baco 4,41 = 1,05 2,49 = 0,75 1,75 + 0,32 1,27 = 0,24
26,24 & 4,47 11,47 = 2, 7,70+ 1,22 6,25 + 1,79
1,48 + 0,07 2,95 = 0,81 .46+ 0,16 1,32 + 0,41
Cérebro 6,22 = 1,01 1,23 = D,62 x 0,17 0,26 = 0,01
Tirdide 5,74 % 0,42 24,09 + 27,44 | 38,09 + 6,37 215,05 £ 74,59
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REIVINDICACOES

Composto de Fdérmula T,

ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel; em que

n & um;

pelo menos um, ndo mais que trés, de A, Az, A3, Ag e A5 é
N, os outros sdo -CH ou —-CR? como permitido;

R' é NR°R(CH;),, onde R®* e R” sdo independentemente
hidrogénio, ou alquilo Ci-4, e p é 0;

R” &

30
R 31

R32 R33

em que g é um numero inteiro de 1 a 5; R3Y, R, R e R
sdo, em cada caso, hidrogénio; Z ¢é seleccionado de
halogéneo, benzoiloxi substituido por halogéneo,

benziloxi substituido por halogéneo, fenilalquilo (Ci_g)



substituido por halogéneo, ariloxi substituido por
halogéneo e arilo Cg-19 substituido por halogéneo;

R’ e R sdo cada um hidrogénio;

e em que o referido halogéneo, em cada caso, é

seleccionado de 1, '#1, '#°1, Y1, Br, ™Br, "Br, F e ‘°F.

Composto de acordo com a reivindicagdo 1 gue tem a

férmula estrutural:
H
a
A AR A
/ q
Rb/' \\\ \\ N
H

Composto de acordo com a reivindicacao 1, em que A; é N,

e tem a férmula estrutural:

R\ | — 0 z
N N N P N
o/ NN\
R N
H

Composto de acordo com a reivindicacadao 1 que tem a

férmula estrutural:

H3C\ — o B
N R VN YN e
HONA
3

Composto de acordo com a reivindicacdo 1 gque tem a

férmula estrutural:



H
HaC

HN o
W/

H

18
O/\/O\/\O/\/F

Composicado farmacéutica que compreende um composto de

acordo com qualguer uma das reivindicagdes 1 a 5.

Composicado de diagndéstico para obtencdao de imagens de
depdsitos de amildide, que compreende um composto réadio-
marcado de acordo com gualquer uma das reivindicagdes 1

a b.

Método de obtencdo de imagens de depdsitos amildides,

que compreende:

a. introduzir num mamifero uma gquantidade detectéavel de
uma composig¢do de diagnéstico de acordo com a
reivindicacao 7;

b. permitir tempo suficiente para o composto marcado
ficar associado aos depdsitos de amildide; e

c. detectar o composto marcado associado a um ou mais

depdsitos de amildide.

Composto de acordo com qualguer uma das reivindicagdes 1
a 5 ou uma composicao de acordo com a reivindicacgao 6,
para utilizac¢do na inibicdo da agregacgao de placas

amildéides num mamifero.
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- Curva de Saturagdo em Homogeneizados de Cérebro
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