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A INVENGAO PROPORCIONA UM COMPOSTO DA FORMULA (1): OU UM SAL, SOLVATO, N-OXIDO
OU TAUTOMERO DESTE; EM QUE R1 E R1A E R2 E R2A; OU R1 E R1B E R2 E R2B; DESDE QUE
EM CADA CASO PELO MENOS UM DE R1 E R2 SEJA DIFERENTE DE HIDROGENIO; R1A E R2A
SAO IGUAIS OU DIFERENTES E CADA UM E SELECCIONADO A PARTIR DE HIDROGENIO,
ALQUILO C1-4, ALCENILO C2-4 E ALCINILO C2-4 EM QUE O ALQUILO C1-4 E OPCIONALMENTE
SUBSTITUIDO POR ALCOXILO Ci1-2; R1B E R2B SAO IGUAIS OU DIFERENTES E SAO
SELECCIONADOS A PARTIR DE HIDROGENIO, C(O)NR4R5, C(O)R6 E C(O)OR6 EM QUE R6 E
ALQUILO C1-4, R4 E R5 SAO AMBOS ALQUILO Ci1-4, OU NR4R5 FORMA UM ANEL
HETEROCICLICO SATURADO DE 4 A 7 MEMBROS CONTENDO OPCIONALMENTE UM SEGUNDO
MEMBRO DE ANEL DE HETEROATOMOS SELECCIONADO A PARTIR DE O, N OU S E FORMAS
OXIDADAS DE N E S, SENDO O ANEL HETEROCICLICO OPCIONALMENTE SUBSTITUIDO POR
UM OU DOIS GRUPOS ALQUILO C1-4 E/OU UM OU DOIS GRUPOS OXO; E R3 E UM GRUPO (D):
EM QUE O ASTERISCO DENOTA O PONTO DE LIGAGAO AO ANEL ISOINDOLINA; MAS
EXCLUINDO O ESTER 5-ACETOXI-4-ISOPROPIL-2-[5-(4-METILPIPERAZIN-  1-ILMETIL)-1,3-DI-
HIDRO-ISOINDOL-2-CARBONIL]- FENILICO DE ACIDO ACETICO.



DESCRICAO
"COMPOSTOS FARMACEUTICOS"

Campo Técnico

Esta invencdo refere-se a pré-fadrmacos de compostos que
inibem ou modulam a actividade da proteina de choque
térmico 90 (Hsp90), para a utilizacdo dos prdé-farmacos no
tratamento ou na profilaxia de estados de doenga ou
condig¢des mediados por Hsp90, e a novos prdé—-fadrmacos que se
desintegrem in vivo para dar compostos possuindo actividade
inibidora ou moduladora de Hsp90. Sdo também proporcionadas

composicgdes farmacéuticas contendo os prdé-farmacos.

Antecedentes da Invencéo

Em resposta a stresses celulares incluindo calor, toxinas,
radiacgao, infeccgao, inflamacdo e oxidantes, todas as
células produzem um conjunto comum de proteinas de choqgque
térmico (Hsp) (Macario & de Macario 2000). A maioria das
proteinas de chogque térmico atua como acompanhantes
moleculares (chaperonas) . As chaperonas ligam-se e
estabilizam proteinas em fases intermédias da dobragem e
permitem gque as proteinas se dobrem nos seus estados
funcionais. Hsp90 é a Hsp citosdélica mais abundante sob
condig¢des normais. Existem duas isoformas humanas de Hsp90,
uma forma principal indutivel Hsp90a e uma forma menor
expressa constitutivamente Hsp90pf e outras duas chaperonas
intimamente aparentadas que sao restritas na sua
localizacéao intracelular (GP96/GRP94 do reticulo
endoplasmatico; TRAP1 mitocondrial). O termo Hsp90 como

aqui wusado inclui todos estes andalogos, a menos que



indicado. Hsp90 liga-se a proteinas num estado tardio de
dobragem e distingue-se de outras Hsp por a maioria dos
seus substratos proteicos estarem envolvidos em transducgao
de sinal. Hsp90 tem um local de ligacdo ao ATP distinto,
incluindo uma dobra de Bergerat caracteristica de girase
bacteriana, topoisomerases e histidina-cinases. Foi
mostrado que o ATP ligado ao bolso N-terminal de Hsp90 é
hidrolisado. Esta actividade ATPasica resulta numa
alteracdo conformacional em Hsp90 gque € necessaria para

permitir alterac¢des conformacionais na proteina cliente.

Um dominio de dimerizacdo e um segundo sitio de ligacdo ao
ATP, que  pode regular a actividade ATPé&sica, séao
verificados préximos do terminal C de Hsp90. A dimerizacéao
de Hsp90 parece critica para a hidrélise de ATP. A
activacdo de Hsp90 é ainda regulada através de interaccgdes
com uma variedade de outras proteinas chaperonas e pode ser
isolada em complexo com outras chaperonas incluindo Hsp70,
Hip, Hop, p23, e pb50cdc37. Foi demonstrado gue muitas
outras proteinas co-chaperonas se ligam a Hsp90. Emergiu um
modelo simplificado em que a ligacdao de ATP ao bolso amino-
terminal altera a conformagdao de Hsp90 para permitir a
associacdao com um complexo multichaperona. Primeiro, a
proteina cliente é ligada a um complexo Hsp70/Hspd40. Este
complexo associa-se entdo a Hsp90 através de Hop. Quando o
ADP ¢é substituido por ATP, a conformacdo da Hsp90 &
alterada, Hop e Hsp70 sao libertadas e € recrutado um
conjunto diferente de co-chaperonas incluindo p50cdc37 e
P23. A hidrdélise de ATP resulta na libertagdo destas co-
chaperonas e da proteina cliente do complexo maduro. Os
antibidticos de ansamicina herbimicina, geldanamicina (GA)
e l7-alilamino-17-desmetoxigeldanamicina (17-AAG) sao

inibidores do local de ligagdo ao ATP qgque Dblogqueiam a



ligagdo do ATP e impedem a conversao para O complexo maduro

(Grenert et al., 1997. J. Biol. Chem., 272: 23834-23850).

Apesar de Hsp90 ser expressa ubiquamente, a GA tem uma
afinidade de ligacdo mais elevada para Hsp90 derivada de
linhas de c¢élulas tumorais vs. normais (Kamal et al.,
Nature 2003; 425: 407-410). GA mostra também uma actividade
citotdxica mais potente em células tumorais e é sequestrada
a concentracdes mais elevadas dentro de tumores em modelos
de xenoenxerto de ratinho (Brazidec, J. Med. Chem. 2004,
47: 3865-3873). Além disso, a actividade ATP&sica de Hsp90
é elevada em células de cancro e é uma indicacdo do nivel
aumentado de stresse nestas células. A amplificacgdo do gene
de Hsp90 foi também relatada como ocorrendo em estadios
mais avangados de cancro (Jolly e Morimoto JNCI vol. 92,

No. 19, 1564-1572, 2000).

A maior instabilidade genética associada ao fendtipo de
cancro leva a um aumento da producdo de proteinas néo
nativas ou mutantes. A via da ubiquitina serve também para
proteger a célula de proteinas ndo nativas ou mal dobradas,
direccionando estas proteinas para degradacéo
proteossémica. As proteinas mutantes sao, pela sua
natureza, n&o nativas e tém portanto o potencial de mostrar
instabilidade estrutural e uma maior exigéncia para o
sistema de chaperonas. (Giannini, et al., Mol. Cell Biol.

2004; 24 (13): 5667-76).

Existem algumas provas de que Hsp90 se encontra
principalmente dentro de complexos multichaperonas
"activados" nas células tumorais, em oposicdo a complexos
"latentes" em células normais. Um componente do complexo

multichaperonas é a co-chaperona cdc37. Cdc37 liga-se a



Hsp90 na base do local de ligacao ao ATP e pode afectar as
taxas de dissociacdo de 1nibidores 1ligados a Hsp90 no
estado "activado" (Roe et al., Cell 116, (2004), pags. 87—
98). Cré-se que a proteina cliente ligada a forma Hsp90-
Hsp70 do complexo de chaperonas seja mais susceptivel a
ubiquitinacdo e direccionamento para o© proteossoma para
degradagao. Ubiquitina-ligases E3 foram identificadas com
motivos interagindo com chaperonas e mostrou-se gque um
deles (CHIP) promove a ubiquitinacdo e degradacgao de
proteinas clientes de Hsp90 (Connell et al., 2001. Xu et
al., 2002).

Proteinas clientes de Hsp90

O numero de proteinas clientes de Hsp90 relatado Jja
ultrapassa 100. Uma vez gque muitas das suas proteinas
clientes estao envolvidas na sinalizacdo da proliferacdo e
sobrevivéncia celulares, a Hsp90 tem recebido grande
interesse como alvo em oncologia. Dois grupos de proteinas
clientes, proteina-cinases de sinalizacéo celular e
factores de transcricao, sugerem em particular dgque a
regulacdo de Hsp90 pode ter um beneficio potencial como uma

terapia anticancro.

Proteina-cinases clientes da proteina Hsp90 implicadas na
proliferacao e sobrevivéncia celulares incluem as

seguintes:

c—-Src

A Src celular (c-Src) €& uma tirosina-cinase de receptores,

necessaria para mitogénese iniciada através de multiplos

receptores de factores de <crescimento, incluindo o©s



receptores para o factor de crescimento epidérmico (EGFR),
o factor de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), o
factor estimulante de coldnias-1 (CSF-1R), e o factor de
crescimento de fibroblastos basico (bFGFR). c-Src é também
sobre-expressa e activada em muitos dos mesmos carcinomas
humanos que sobre-expressam EGFR e ErbB2. Src & também
necessdria para a manutencdo da homeostasia &ssea normal

através da sua regulacao da funcao dos osteoclastos.

pl85erbB2

ErbB2 (Her2/neu) € uma tirosina-cinase receptora sobre-
expressa numa variedade de malignidades incluindo cancros
da mama, do ovario, da prdstata, e géastrico. ErbB2 foi
originalmente identificado como um oncogene e a inibicao de

Hsp90 resulta na poli-ubiquitinacdo e degradacdo de erbB2.

Cinase mitdtica polo

As cinases semelhantes a polo (P1k) sdo importantes
reguladores da progressao do ciclo celular durante a fase
M. As Plk estao envolvidas na montagem do aparelho do fuso
mitético e na activacgdo de complexos CDK/ciclina. A Plkl
regula a desfosforilagdo da tirosina das CDK através de
fosforilacdo e activacao de Cdc25C. A activacao de CDK1

leva por sua vez a formacgao do fuso e a entrada na fase M.

Akt (PKB)

Akt estd envolvida em vias gque regulam o crescimento
celular através da estimulacdo da proliferacdo celular e
supressao da apoptose. A inibicdo de Hsp90 por ansamicinas

resulta numa reducdo da semivida de Akt através de



ubiquitinacdo e degradacdo proteossdmica. A ligacdo de
Cdc37 a Hsp90 também & necessédria para a sub-regulacdo de
Akt. Apds tratamento com ansamicina, as células de cancro
param na fase G2/M do ciclo celular 24 horas apds o
tratamento e prosseguem para apoptose 24-48 horas mais
tarde. As células normais também param 24 horas apds o

tratamento com ansamicina, mas nao avangam para apoptose.

c—-Raf, B-RAF, Mek

A via de RAS-RAF-MEK-ERK-MAP-cinase medeia respostas
celulares a sinais de crescimento. RAS estd mutada numa
forma oncogénica em aproximadamente 15% dos cancros
humanos. Os trés genes de RAF sdo serina/treonina-cinases

que sado reguladas através da ligacdo a RAS.

EGFR

O receptor do factor de crescimento epidérmico (EGFR) esta
implicado no crescimento celular, na diferenciacdo, na
proliferacdo, na sobrevivéncia, na apoptose, e na migracéo.
Verificou-se a sobre-expressao de EGFR em muitos cancros
diferentes e mutacdes de activacdo do seu dominio cinase
parecem ser patogénicas num subconjunto de adenocarcinomas

do pulmao.

F1t3

A tirosina-cinase semelhante a FMS 3 (FLT3) é uma tirosina-
cinase receptora, envolvida em proliferacdo celular,
diferenciacdo e apoptose. A activacdo de F1lt3 conduz também
a activacdo de fosfatidilinositol 3-cinase (P13K) e

cascatas de transducdo de sinal de RAS.



c—Met

c-Met é uma tirosina-cinase receptora que se liga ao factor
de crescimento de hepatdécitos (HGF) e regula tanto a
motilidade celular como o crescimento celular. c-Met ¢
sobre-expressa em tumores, incluindo cancro da tirdide, do
estdmago, pancredtico e do cdlon. HGF & também detectado em
torno dos tumores, incluindo metédstases do figado. 1Isto
sugere que c-met e HGF tém um papel importante na invasédo e

metéstase.

Cdkl, Cdkz, Cdk4, Cdké6

Cdkl, Cdk2z2, Cdk4, e Cdk6 conduzem o ciclo celular. A
actividade das CDK ¢é regulada através da sua ligacéo a
subunidades especificas tais como ciclinas, factores
inibidores e de montagem. A especificidade do substrato e a
cronologia das actividades de CDK ¢é ditada pela sua
interacgdo com ciclinas especificas. Cdk4/ciclina D e
Cdk6/ciclina D sdo activas na fase Gl, Cdk2/ciclina E e
Cdk2/ciclina A na fase S, e Cdc2/ciclina A e a Cdc2/ciclina

B na fase G2/M.

A cinase dependente de ciclina tipo 4 (CDK4) tem um papel
chave na permissédo das células para atravessar a transicgédo
da fase Gl para S do ciclo celular e estd constitutivamente
activada em muitos cancros humanos. O activador de CDK4,
ciclina D1, ¢é sobre-expressa e um inibidor de CDK4, plo,

estd suprimido numa variedade de tumores humanos.

Foram desenvolvidos inibidores de Cdkl/Cdk2 qgue blogueiam

de forma reversivel células normais na fase Gl1/S ou na



fronteira G2/M. A paragem em G2/M €& geralmente menos bem
tolerada pelas células e, consequentemente, estas sofrem
morte celular apoptdética. Uma vez que também se sabe que
Hsp90 afecta vias de sobrevivéncia celular, este efeito

pode ser ainda amplificado com um inibidor de Hsp90.

Wee—-1

A proteina-cinase Wee-1 transporta a fosforilacdo inibidora
de CDC2 na tirosina 15 (Tyrlb). Isto € necessario para
activacdo do ponto de verificacdao da fase G2 em resposta a

danos no ADN.

Factores de transcricdo de Hsp90 implicados na proliferacéao

e sobrevivéncia celulares incluem os seguintes:

P53 mutante

P53 é uma proteina supressora tumoral que causa paragem do
ciclo celular e induz apoptose. P53 estd mutada em
aproximadamente metade de todos os cancros. A pb53 mutante
associa-se a Hsp90 e é sub-regulada em linhas de cancro
tratadas com inibidores de Hsp90, enquanto que os niveis de

P53 de tipo selvagem eram foram afectados.

Receptor de estrogénio/Receptor de androgénio

Q

Aproximadamente 70% das mulheres em pds—-menopausa due
desenvolvem cancro da mama tém tumores gue expressam o
receptor de estrogénio. O tratamento de primeira linha
destas pacientes é dirigido ao impedimento da sinalizacéo
através desta via e assim a inibicdo do <crescimento

tumoral. Isto pode ser feito através de ablacdo dos



ovadrios, tratamento com agonistas da hormona de libertacéo
da gonadotrofina, 1inibicdo da aromatase ou tratamento com
agonistas especificos que se ligam ao receptor de
estrogénio mas 1impedem mais sinalizacdo. Finalmente, as
pacientes desenvolvem resisténcia a estas intervencgdes
frequentemente em consequéncia de interaccdo entre o
receptor de estrogénio e receptores de factores de
crescimento localizados na membrana celular. Os receptores
de estrogénio no estado ndo ligado estdo complexados com
Hsp90 que facilita a ligacdo da hormona. Apds ligacdo ao
complexo maduro receptor-Hsp90, o receptor ligado pode
ligar-se a elementos de resposta a hormona (HRE) dentro das
regides reguladoras dos genes alvo envolvidos na manutencéo
da proliferagcdo celular. A inibic&o de Hsp9%90 inicia a
degradacdo proteossdmica do receptor de estrogénio impedido
assim mais sinalizacdo através desta via. 0Os cancros da
préstata sd&o malignidades dependentes de hormonas que
respondem a intervencgdes terapéuticas que reduzem os niveis
de testosterona em circulacdao ou 1impedem a ligacdo da
testosterona ao receptor de androgénio. Embora os pacientes
respondam inicialmente a estes tratamentos, muito
posteriormente desenvolvem resisténcia através do restauro
da via de sinalizacdo do receptor de androgénio. Antes da
ligagdo do ligando, o receptor de androgénio existe num
complexo com Hsp90 e outras co-chaperonas incluindo p23 e
imunofilinas. Esta interaccdo mantém o receptor de
androgénio numa conformacdo de ligacdo ao 1ligando de
elevada afinidade. A inibicdo de Hsp90 leva a degradacao
proteossémica do receptor de androgénio e outras co-
chaperonas que podem sensibilizar o tumor para outras

terapias hormonais.
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E provavel que receptores de hormonas esterdides mutados
que tenham surgido por exemplo durante terapia anti-
hormonal e gue possam sSer resistentes a tais terapias,
tenham uma maior dependéncia de Hsp90 quanto a sua

estabilidade e funcdo de ligagdo a hormona.

Hif-1a

O factor indutivel por hipoxia-la (HIF-la) € um factor de
transcricdo que controla a expressao de genes gque tém um
papel em angiogénese. HIF-la € expresso na maioria das
metédstases e sabe-se que se associa a Hsp20. O tratamento
com ansamicina de linhas celulares de carcinoma renal leva

a ubigquitinacdo e degradacdo proteossdmica de HIF-la.

Os 1inibidores de Hsp90 sao capazes de afectar um grande
numero de alvos significativos para transducdo de sinal em
proliferacdo de células tumorais. Inibidores da transducgéo
de sinal que regulam as actividades de um uUnico alvo, podem
ndo ser tdo eficazes devido a redundancia das vias de

sinalizacgdo e ao rapido desenvolvimento de resisténcia.

Através da regulacgdo de multiplos alvos envolvidos em
sinalizacdo celular e proliferacgdo celular, os inibidores
de Hsp90 podem provar ser benéficos no tratamento de um

amplo espectro de disturbios proliferativos.

ZAP70

ZAP-70, um membro da familia das proteinas tirosina-cinases
Syk-ZAP-70, ¢é normalmente expressa em células T e células
assassinas naturais e tem um papel critico na iniciacdo de

sinalizacdo de células T. No entanto, é também expresso de
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forma aberrante em aproximadamente 50% dos casos de CLIL,
normalmente naqueles casos com genes de receptores de
células B ndo mutados. O estado mutacional dos genes da
regido varidvel da cadeia pesada da imunoglobulina (IgVy)
nas células leucémicas de leucemia linfocitica c¢rodnica
(CLL) é um importante factor de progndstico. A expressido de
ZAP-70 em células CLL <correlaciona-se com o estado
mutacional de IgVy, a progressao da doenca, e a
sobrevivéncia. CLL positiva para ZAP-70 é mais agressiva
gque CLL negativa para ZAP-70 indicando que ZAP-70 pode ser
um condutor chave de malignidade nesta doenca. ZAP-70 estéa
fisicamente associada a Hsp90 em linfoblastos B-CLL, assim
a inibigcdo de Hsp90 pode sensibilizar estas células a
gquimioterapia existente ou a terapia de anticorpos

monoclonais.

Inibidores de Hsp90 como agentes antifungicos,

antiprotozodrios e antiparasitarios

As infecgdes fungicas tornaram-se uma causa principal de
preocupagao nos ultimos anos devido a utilizacgao
disseminada de terapias imunossupressoras e a incidéncia
crescente de espécies que sdo resistentes a agentes
antifingicos estabelecidos tais como os azoles. A populacgdo
crescente de pacientes imunocomprometidos (p. ex. pacientes
tais como pacientes de transplantes de drgdos, pacientes de
cancro submetidos a quimioterapia, pacientes queimados,
pacientes de SIDA, ou pacientes com cetoacidose diabética)
deu origem a um aumento na incidéncia de infecc¢des fungicas
oportunistas através de agentes fungicos tais como espécies
de Candida, Cryptoccocus e Aspergillus e, ocasionalmente,

espécies de Fusarium, Trichosporon e Dreschlera.
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Consequentemente, existe a necessidade de novos agentes
antifungicos que possam ser utilizados para tratar o numero
crescente de pacientes com infecgdes fungicas e em
particular infecgdes devidas a fungos que se tenham tornado

resistentes aos farmacos antifungicos existentes.

A Hsp90 é conservada ao longo da evolugdo sendo verificada
em bactérias (p. ex. HTPG em E. coli) e leveduras (p. ex.
HSC82 e HSP82). Embora nao tenham sido formalmente
identificados <clientes para a forma de E. coli, em
leveduras e todos o0s organismos superiores, foi mostrado
que a familia de Hsp90 funciona como uma chaperona para

muitas proteinas essenciais tal como descrito acima.

A infecgdo por uma variedade de patogénios estd associada a
uma resposta de anticorpos a Hsp90. Por exemplo, em
pacientes infectados com Candida albicans o fragmento C-
terminal de 47 kDa de Hsp90 é um epitopo imunodominante.
Além disso, esta resposta de anticorpos estd associada a um
bom progndéstico sugerindo um efeito protector contra a
infeccdo. Anticorpos recombinantes para um epitopo neste
polipéptido sao também protectores contra infecgdo em
modelos de ratinho de candidiase invasiva. (Ver Mathews et
al., Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2003 wvol 47,
2208-2216 e referéncias ai contidas). De igual modo, Hsp90
expressa a superficie serve como antigénio na doenca de
Chagas, acariase, leishmaniose, toxoplasmose e infeccédo
devida a Schistosoma mansoni e foi postulado que o0s
anticorpos para Hsp90 conferem proteccdo contra infeccao de

plasmédio e Malaria.

Mycograb (NeuTec Pharma/Novartis) € um anticorpo monoclonal

recombinante humano contra a proteina de choque térmico 90
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que estd a ser desenvolvido como tratamento para Candida e
tem mostrado respostas significativas em ensaios iniciais.
Além disso, o0s produtos naturais inibidores de Hsp90
Geldanamicina, Herbimicina e Radicicol foram originalmente
identificados pela sua actividade antifungica. Proteinas
essenciais chave foram identificadas como clientes de Hsp90
em varios patogénios humanos (ver Cowen e Lindquist,
Science. 30 Set. 2005; 309(5744): 2175-6). Assim, Hsp90
pode ter um papel importante no crescimento de patogénios
tais como espécies de Candida, e os inibidores de Hsp90
podem ser uteis como tratamentos para uma variedade de

doencas infecciosas incluindo candidiase.

Verificou-se também que Hsp90 aumenta a capacidade dos
fungos para desenvolver resisténcia a farmacos antifiangicos
(ver Cowen, LE, Lindguist, S. "Hsp90 potentiates the rapid
evolution of new traits: drug resistence in diverse fungi".
Science. 30 Set. 2005;309 (5744): 2185-9). Portanto, a co-
administragdo de um inibidor de Hsp90 com um farmaco
antifungico pode aumentar a eficédcia do farmaco antifungico
e reduzir a resisténcia através da prevencdo da emergéncia

de fendétipos resistentes.

Inibidores de Hsp90 no tratamento de dor, condicdes

neuropaticas e acidente vascular cerebral

Cdk5 é um membro da familia Cdk de serina/treonina-cinases,
a maioria dos quais sdo reguladores chave do ciclo celular.
A actividade de Cdk5 é regulada através da associacdo com
0s seus activadores especificos dos neurdnios, p35 e p39.
Provas recentes sugerem que CDK5 pode fosforilar a proteina
tau e varias outras proteinas neuronais tais como NUDE-1,

sinapsinal, DARPP32 e o complexo Muncl8/SintaxinalA. A
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evidéncia também sugere que a actividade aberrante de Cdkb5
induzida através da conversdo de p35 em p25 tem um papel na
patogénese de doencas neurodegenerativas tais como doenca
de Alzheimer (DA), esclerose lateral amiotrdfica (ELA) e
doenca de Niemann-Pick tipo C (NPD). A hiperfosforilacéao
anormal de tau apds tratamento de AR14; desestabiliza os
microtubulos, contribuindo para a degeneracdo das neurites
e a formacdo de filamentos helicoidais emparelhados (PHF)
contendo feixes neurofibrilhares (NFT), uma das principais
lesdes da DA. Verificou-se ainda que cdk5 é necessaria para

corrigir o desenvolvimento neuronal.

A proteina p35 que actua como um regulador da actividade de
CDK5 foi recentemente identificada como uma proteina
cliente para Hsp90 e portanto a actividade de CDK5 pode ser
regulada através de alteracgdes no nivel e na actividade de
Hsp90. Assim, a inibig¢do de Hsp90 pode conduzir a perda de
p35, uma inibic&o de CDK5, uma reducdo da proteina tau
fosforilada em individuos susceptiveis e ©pode trazer

beneficio aos que sofrem de Doenca de Alzheimer.

Mostrou-se que a 1inibicgcdo adicional de Hsp90 utilizando
agentes conhecidos reduz a acumulacdo de agregados de
proteina tau em sistemas celulares in vitro. (Dickey et

al., Curr. Alzheimer Res. 2 Abr. 2005; 2(2): 231-8).

Mostrou-se também que Cdk5 tem um papel na mediacdo da
sinalizacdo de dor. Mostrou-se que tanto Cdk5 como p35 séao
expressas em neurdnios nociceptivos. Em ratinhos knockout
para p35, gue mostram actividade de Cdk5 substancialmente
reduzida, a resposta a estimulos térmicos dolorosos &
retardada (Pareek, T.K., et al., Proceedings of the

National Academy of Sciences, 103: 791-796 (20006) .
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Adicionalmente, mostrou-se que a administracadao do inibidor
da cinase dependente de ciclina 5 (Cdk5), roscovitina,
atenua respostas nociceptivas induzidas por formalina em
ratos (Wang, Cheng—-haung, et al., Acta Pharmacologica
Sinica., 26: 46-50 (2005)). A activacdo de calpaina ¢&
dependente de cdlcio e sabe-se que ¢é afectada pela
activacdo do canal de cédlcio do receptor de NMDA (Amadoro,
G; Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 103, 2892-2897 (2006)). Sabe-se
que o0s antagonistas do receptor de NMDA sdo clinicamente
eficazes contra condig¢des de dor neuropdtica (Christoph, T;
et al., Neuropharmacology, 51. 12-17 (2006)). Esta eficécia
pode estar ligada ao efeito do influxo de célcio
relacionado com o vreceptor de NMDA na actividade de
calpaina e ao seu subsequente efeito na actividade de Cdk5.
Como tal, espera-se que tais compostos moduladores da
actividade de Cdk5 sejam uteis para o tratamento ou a
prevengdo de dor e assim a modulacdo do regulador de CDK5,
P35, através da inibicdo de Hsp90 poderd levar a inibicéo

de CDK5.

E desejdvel ter um agente para o tratamento paliativo de
dor, i.e. o alivio directo de dor para além do alivio de
dor em resultado da melhoria da doenca ou condicdo médica

subjacente, que é a causa da dor.

Mostrou-se que varias Cdk (especialmente as Cdk 4, 5 e 6)
estdao envolvidas com, ou medeiam a morte neuronal apds
insulto hipdxico ou isquémico (Rashidan, J., et al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 102:
14080-14085 (2005)). Além disso, mostrou-se que o inibidor
de Cdk, flavopiridol, reduz significativamente a morte

neuronal num modelo de rato de isquemia cerebral focal
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(Osuga, H., et al., Proceedings of the National Academy of
Sciences., 97: 10254-10259 (2000)) . Mostrou-se que
inibidores de Cdkb tém efeitos protectores em ambos o0s
paradigmas necrdético como apoptdédtico da morte celular
neuronal (Weishaupt, J., et al., Molecular and Cellular

Neuroscience, 24: 489-502 (2003)).

O acidente vascular cerebral é um evento cerebrovascular,
que ocorre gquando o fluxo sanguineo normal para o cérebro é
perturbado, e o cérebro recebe demasiado ou insuficiente
sangue. O acidente vascular cerebral é uma das principais
causas de morte no mundo, e € também uma das causas mais

comuns de incapacidade neuroldgica.

O acidente wvascular cerebral isguémico, que é o tipo mais
comum de acidente vascular cerebral, resulta de
insuficiente <circulacdo cerebral de sangue causada por
obstrucédo do influxo de sangue arterial. Normalmente, o
fornecimento de sangue cerebral adequado ¢ assegurado por
um sistema de artérias dentro do cérebro. No entanto,
vadrios disturbios, incluindo inflamacdo e aterosclerose,
podem causar um trombo, i.e., um codgulo sanguineo que se
forma num vaso sanguineo. O trombo pode interromper o fluxo
de sangue arterial, causando isquemia cerebral e
consequentes sintomas neuroldégicos. O acidente wvascular
cerebral isquémico pode também ser causado pelo alojamento
de um émbolo (uma bolha de ar) a partir do coracgdo num vaso
intracraniano, causando menor pressao de perfusao ou maior
viscosidade do sangue com fluxo de sangue cerebral
inadequado. Um émbolo pode ser causado por varios
disturbios, incluindo fibrilhacéao auricular e

aterosclerose.
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Um segundo tipo de acidente vascular cerebral, acidente
vascular cerebral hemorrdgico, envolve uma hemorragia ou
ruptura de uma artéria conduzindo ao cérebro. O acidente
vascular cerebral hemorrdgico resulta em sangramento no
tecido cerebral, incluindo o espago epidural, subdural, ou
subaracndéide do cérebro. Um acidente vascular cerebral
hemorrdgico resulta tipicamente da ruptura de um vaso
arteriosclerdético que foi exposto a hipertensdo arterial ou

a trombose.

Uma oportunidade para intervencao em acidente wvascular
cerebral €& a prevencdo ou reducgdo do risco de acidente
vascular cerebral em pacientes em risco de acidente
vascular cerebral. Existem muitos factores de risco para
acidente wvascular cerebral, incluindo inflamag¢do wvascular,
aterosclerose, hipertenséo arterial, diabetes,
hiperlipidemia e fibrilhacg¢do auricular. Pacientes em risco
foram tratados com agentes para controlar a pressao
sanguinea ou gerir o nivel de lipidos no sangue, e tém sido
tratados com agentes antiplaquetas (tais como clopidrogel)
e anticoagulantes. Uma segunda oportunidade é o tratamento
de acidente wvascular cerebral agudo. No entanto, as
terapias farmacoldgicas actuais para tratamento de acidente
vascular cerebral agudo estdo limitadas ao restauro do
fluxo sanguineo dentro de uma Jjanela de tempo terapéutica
estreita de menos de trés horas apds o acidente wvascular
cerebral. Permanece a necessidade de agentes qgue sejam
eficazes dentro de uma Janela de tempo terapéutica maior.
Outra oportunidade ¢é a recuperacdo ou o restauro apds o
periodo agudo do acidente vascular cerebral, i.e. a redugéao
ou prevencdo de lesdo celular secundaria na penumbra.

Permanece a necessidade de agentes que sejam eficazes na
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redugcdo ou prevencdo de lesdo celular secundaria apds

acidente wvascular cerebral.

Seria desejdvel obter um Unico agente farmacéutico que
possa ser utilizado em mais de uma das oportunidades acima
mencionadas para tratamento de acidente vascular cerebral.
Um tal agente pode ser administrado a pacientes em risco de
acidente vascular cerebral, e pode também ser administrado
a pacientes sofrendo de acidente vascular cerebral agudo,
ou pacientes submetidos a tratamento para recuperagdo ou
restauro apdés o periodo agudo do acidente vascular
cerebral. Um tal agente pode também ser alvo de mais de um
mecanismo distinto na cascata biogquimica do acidente

vascular cerebral.

Inibidores de Hsp90 e o tratamento de Hepatite C e outras

doencgas virais

A infeccdo de uma célula hospedeira com ARN/ADN viral
resulta num substancial redireccionamento da sintese
proteica celular para proteinas virais chave codificadas
pelo &cido nucleico wviral. O maior fardo da sintese de
proteinas coloca um stresse a célula em consequéncia de
maior procura de energia e precursores sintéticos. A sobre-
regulacdo de proteinas de choque térmico é frequentemente
uma consequéncia da infecgdo viral pelo menos em parte
devido a estes stresse. Uma funcadao da inducdo de HSP pode
ser o auxilio na estabilizacdo e dobragem de elevados
niveis de proteina "estranha" gerada na preparacdo da
replicagdo viral. Em particular, trabalho recente sugeriu
que a Hsp90 ¢é necessaria para a producdo estéavel da
protease NS2/3 funcional em células infectadas com o

replicdo de Hepatite C (HCV). Demonstrou-se também que
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inibidores de Hsp90 Dblogqueiam a replicacdo viral em
sistemas in vitro. (Nagkagawa, S., Umehara T., Matsuda C.,
et al., Biochem. Biophys. Res Commun. 353 (2007) 882-888;
Waxman, L., Witney, M. et al., PNAS 98 (2001): 13931 -
13935)) .

Proteinas de Choque Térmico e resisténcia a féarmacos anti-

tumorais

E h& muito reconhecido que a conformacido tercidria nativa
de qgualquer dado polipéptido ¢é determinada pela sua
sequéncia primdria (de aminocdcidos). No entanto, tal como
explicado acima, é agora claro que a dobragem correcta de
muitas proteinas in vivo requer o auxilio de proteinas de
choque térmico (Hsp) actuando Como acompanhantes
moleculares (chaperonas) . Embora esta funcao de
acompanhante seja importante para a funcao celular normal
sob todas as condigdes, torna-se crucial em células que
estejam stressadas (por exemplo por calor, hipdxia ou

acidose).

Tais condigbes prevalecem tipicamente em células tumorais,
que existem num ambiente hostil do hospedeiro. E portanto
provavel que a sobre-regulacdo das Hsp frequentemente
observada em tais células represente um mecanismo através
do qual as células malignas mantém a integridade dos seus
proteomas sob condig¢des dque comprometem a dobragem das
proteinas. Assim, moduladores ou inibidores de proteinas de
stresse em geral (e Hsp90 em particular) representam uma
classe de gquimioterapéuticos com a capacidade unica de
inibir multiplas vias de sinalizacgdao aberrantes
simultaneamente. Estes podem portanto exercer efeitos anti-

tumorais ao mesmo tempo que eliminam (ou reduzem a
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incidéncia de) a resisténcia relativamente a outros

paradigmas de tratamento.

Além disso, intervencdes terapéuticas anticancro de todos
os tipos aumentam necessariamente o0s stresses impostos as
células tumorais alvo. Na mitigacdo dos efeitos deletérios
de tais stresses, as Hsp estdao directamente implicadas em
resisténcia aos efeitos de fadrmacos de cancro e regimes de
tratamento. Assim, moduladores ou inibidores da funcgao das
proteinas de stresse em geral (e Hsp90 em particular)
representam uma classe qgue guimioterapéuticos com o
potencial de: (i) sensibilizar células malignas a farmacos
e/ou tratamentos anticancro; (ii) alivio ou reducgdo da
incidéncia da resisténcia a fédrmacos e/ou tratamentos
anticancro; (i1ii) reversdo de resisténcia a farmacos e/ou
tratamentos anticancro; (iv) potenciacdo da actividade de
farmacos e/ou tratamentos anticancro; (v) atraso ou
prevencdo do surgimento de resisténcia a féarmacos e/ou

tratamentos anticancro.

Pré-farmacos

Os pré-fadrmacos sdo geralmente reconhecidos como sendo
compostos quimicos que tém pouca ou nenhuma actividade
farmacolégica em si mesmos mas que sofrem biotransformacéo
num metabolito terapeuticamente activo in vivo (ver por
exemplo Bernard Testa, Biochemical Pharmacology, 68 (2004),
2097-2106, e '"Design of Prodrugs" (Bundgaard, H. ed.) 1985
Elsevier Science Publishers B. V. (Biomedical Division) e
Rautio et al., Nature Reviews (Drug Discovery), Volume 7,

Marco 2008, 255 a 270).
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Os pré-farmacos sao utilizados por uma variedade de razdes.
Por exemplo, podem ser utilizados inter alia para:

- conferir melhor solubilidade a um farmaco de outro modo
insoluvel ou fracamente soluvel

- melhorar a estabilidade quimica

- melhorar as propriedades organolépticas de um farmaco

- alterar a farmacocinética de um farmaco

- reduzir o metabolismo pré-sistémico (primeiro passo)

- reduzir a extensdo da conjugacdo de um farmaco

- melhorar a absorcgao oral

- proporcionar o direccionamento selectivo de um farmaco

- proporcionar a activagdo in situ de um agente citotdxico

Enquanto tanto como 5-7% dos farmacos aprovados em todo o
mundo podem ser classificados como prdé-fadrmacos (Rautio
(2008)), provou-se gque o desenvolvimento de prdédé-farmacos de
fadrmacos contendo grupos hidroxilo fendlicos é de algum

modo problemdtico.

Foram propostos e/ou investigados varios derivados de
grupos hidroxilo (ver Rautio idem) mas com resultados

varidveis.

No caso do pré-fadrmaco terbutalina (bambuterol), os dois
grupos hidroxilo fendlicos de terbutalina foram derivados
para dar grupos dimetilcarbamoiloxilo que sao lentamente
convertidos novamente nos grupos hidroxilo in vivo para

regenerar a terbutalina.

No entanto, noutros locais na literatura, verificou-se que
muitos derivados dialquilcarbamato simples de compostos
hidroxilo sdo demasiado estédveis e demasiado resistentes a

hidrdélise para funcionar como pré-fadrmacos (Igarashi et
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al., Chem. Pharm. Bull., 55(2): 328-333 (2007) - ver em

particular a pagina 329, coluna 2).

Pro-farmacos dialgquilcarbamato simples foram também
associados a efeitos secundarios tdxicos (Thorberg et al.,
J. Med. Chem., 1987, 30, ©No. 11, 2008-2012 - wver em
particular a pagina 2010, coluna 2). Thorberg et al.
verificaram gque os derivados arilcarbamato ndoc davam origem

aos mesmos efeitos tdxicos.

Derivados monoalguilcarbamato de compostos hidroxilo
fendlicos foram também investigados como potenciais pré-
farmacos. Igarashi et al. (idem) verificaram que o derivado
monoetilcarbamoilo de um andlogo fendlico de capilarisina
deu bons niveis plasmdticos do composto fendlico original
mas que outros carbamatos monossubstituidos eram
hidrolisados ou metabolizados demasiadamente prontamente
para serem adequados como pré-farmacos. Além disso, como o0s
dialguilcarbamatos, o0s monoalquilcarbamatos foram também
associados a efeitos secundarios tdxicos (Thorberg et al.,

idem pagina 2010, coluna 2).

Os derivados éster e éter do agonista auto-receptor da
dopamina fendlica (-)-3-(hidroxifenil)-N-propil-piperidina
foram também investigados por Thorberg et al. como
potenciais pré-fadrmacos mas verificaram (ver pagina 2010,
coluna 1) que os derivados éter e éster acilico néo
conseguiram gerar o) composto original no plasma,
possivelmente por causa de uma falta de estabilidade e uma

tendéncia para hidrolisar enquanto no tracto digestivo.

Assim, tal como indicado acima, o desenvolvimento de pré-

fadrmacos para compostos fendlicos estd longe de ser simples
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e derivados do grupo funcional que podem proporcionar
propriedades de pré-fadrmaco uteis numa classe de compostos
podem ser ineficazes ou podem mesmo dar origem a problemas

de toxicidade noutras classes de compostos.

WO 99/29705 (Glycomed et al.) divulga uma classe de
compostos glicomiméticos possuindo varias utilizacgdes
possiveis incluindo o tratamento de cancro. Um composto
especificamente divulgado em WO 99/29705 é o composto &cido
2-(2-hidroxi-benzoil)-1,2,3,4-tetra-hidro-isoquinolina-3-

carboxilico.

WO 2006/117669 (Pfizer) divulga uma classe de resorcindis

de amida como inibidores de Hsp90.
0 pedido internacional W02006/109085 (Astex Therapeutics)
divulga amidas de &cido hidroxibenzdéico como inibidores de

Hsp90.

WO 2008/044027 (Astex Therapeutics) divulga prdé-farmacos
dos compostos de W02006/109085.

Sumadrio da Invencédo

A presente invencdo proporciona um novo grupo de compostos
pré—-fadrmacos contendo grupos funcionais que sdo modificados
ou removidos in vivo para dar compostos possuindo
actividade de inibicdo ou modulacdo de Hsp90. Espera-se que
os compostos pré-fadrmacos sejam Uteis em prevengdo ou
tratamento de estados de doenca ou condigcdes mediadas por

Hsp90.
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Assim, por exemplo, considera-se dque o0s compostos da
invengdo sdo uUteis em alivio ou redugdo da incidéncia de

cancro.

Deste modo, num primeiro aspecto (Aspecto I), a invencao

proporciona um composto da férmula (1 a):

R3

|
R (1a)

ou um sal, solvato, N-6xido ou tautdmero deste;

em que ou R' é& R'™ e R? & R*®; ou R!' é R"™ e R? é R*; desde
que em cada caso pelo menos um de R' e R? seja diferente de
hidrogénio;

R'™ e R* sdo iguais ou diferentes e cada um é seleccionado
a partir de hidrogénio, algquilo Ci4, alcenilo C,4 e
alcinilo Cy;.4, em gue o algquilo Ci;4 € substituido por
alcoxilo Cyi 5;

R™ e R?® sao iguais ou diferentes e sdo seleccionados a
partir de hidrogénio, C(0)NR‘R’,

* e R’ sdo ambos

C(0)R® e C(0O)OR® em que R® & algquilo Ci4, R
alquilo C;_s, ou NR‘R’® forma um anel heterociclico saturado
de 4 a 7 membros contendo opcionalmente um segundo membro
de anel de heteroatomos seleccionado a partir de O, N ou S
e formas oxidadas de N e S, sendo o anel heterociclico
opcionalmente substituido por um ou dois grupos alquilo Ci_4

e/ou um ou dols grupos 0xo0; €

R’ é um grupo D:



25

D

em que O asterisco denota o ponto de ligagao ao anel
isoindolina;

mas excluindo o composto éster 5-acetoxi-4-isopropil-2-[5-
(4—metil-piperazin-1-il)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-
fenilico do &cido acético.

Na férmula (la), ou R' é R e R é R™; ou R' é R” e R” &
R?*; desde que em cada caso pelo menos um de R' e R? seja

diferente de hidrogénio.

Numa forma de realizacdo geral (Forma de Realizacdo AR), R

& R'® e R? & R?®,

Dentro da Forma de Realizacdo AA, num grupo de compostos
(Grupo ARAA), R'™ e R* podem ser o mesmo ou diferentes e
cada um pode ser seleccionado a partir de hidrogénio,
alquilo Ci_, (p. ex. metilo), alcenilo C,.3 (p. ex. alilo) e
alcinilo C,3 (p. ex. propargilo) em que o alquilo Ci_, &

substituido por metoxilo.

Por exemplo, num Grupo AAAA de compostos dentro do Grupo
AAA, R e Rh'podem, cada um, ser seleccionados a partir de

hidrogénio, metilo, metoximetilo e alilo.

Noutro subgrupo particular (AAAAB) de compostos dentro
Grupo AAAA, R'™ e R?® sdo, cada um, seleccionados a partir

de hidrogénio e metoximetilo.
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Noutro subgrupo particular (AAAAC) de compostos dentro do
Grupo AAAA, R'™ e R*® sdo, cada um, seleccionados a partir

de hidrogénio e alilo.

Noutra forma de realizacdo geral (Forma de Realizacdo AB),

R & R e R? & R,

Dentro da Forma de Realizacd&o AB, num subgrupo de compostos
(Grupo ABA), R™ e R* sido iguais ou diferentes e séo
seleccionados a partir de hidrogénio, C(O)NR*R’, C(O)R° e
C(0)OR® em que R® & alquilo Ci_g4, R* e R® sdo ambos alquilo

C174 .

Dentro do Grupo ABA, num subgrupo de compostos (Grupo
ABARD), R™ e R® sao iguais ou diferentes e sao
seleccionados a partir de hidrogénio e C(0)NR'R’. Dentro do
Grupo ABAA, mais particularmente, R* e R’ podem ambos ser
alquilo Cy_s. Por exemplo, R* e R° podem ambos ser
seleccionados a partir de metilo e etilo. Numa forma de

realizacdo, R'® é hidrogénio e R'™ & C(O)NR'R’. Noutra forma

de realizacdo, R'™ é hidrogénio e R'® é C(0)NRR’.

Noutro subgrupo de compostos (Grupo ABAB) dentro do Grupo
ABA, R™ e R* sdo iguais ou diferentes e sdo seleccionados
a partir de hidrogénio e C(O)R°. Dentro do Grupo ABAB, R°
pode ser metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, 1-
metilpropilo, 2-metilpropilo ou terc-butilo. Numa forma de
realizacdo preferida (Grupo ABABA), R° é alquilo C,s (de
maior preferéncia alguilo Cs4 tal como terc-butilo ou

isopropilo).

Noutro subgrupo de compostos (Grupo ABAC) dentro do Grupo

ABA, R™ e R? sdo iguais ou diferentes e sido seleccionados
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a partir de hidrogénio e C(0)OR°. Dentro do Grupo ABAC, R®
pode ser metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, 1-
metilpropilo, 2-metilpropilo ou terc-butilo. Numa forma de
realizacdo preferida (Grupo ABACA), R° é alquilo C,4 (de
preferéncia alquilo Cs-4 tal como terc-butilo ou

isopropilo).

Noutro subgrupo de compostos (Grupo ABAD), um de R™ e R? &
C(O)NR%@ em que R* e R° sdo ambos alquilo Ci4, e o outro de
R™ e R? é seleccionado a partir de C(O)R® e C(0O)OR" em que
R® é tal como definido em qualgquer um dos Grupos ABAB,

ABABA, ABAC e ABACA.

Noutro subgrupo de compostos (Grupo ABB) dentro da Forma de
Realizacdo AB, R'™ e R?* sao iguais ou diferentes e cada um
é hidrogénio ou um grupo C(0)NR’R’, em que NR‘R’ forma um
anel heterociclico saturado de 4 a 7 membros contendo
opcionalmente um segundo membro de anel de heterodtomos
seleccionado a partir de O, N ou S e formas oxidadas de N e
S, sendo o anel heterociclico opcionalmente substituido por
um ou dois grupos alquilo Ci—, (p. ex. grupos metilo) e/ou

um ou dois grupos oOXxo.

Por exemplo, dentro do Grupo ABB, num subconjunto de
compostos (Grupo ABBA), o anel heterociclico saturado ¢é
seleccionado a partir de azetidina, pirrolidina,
pirrolidona, piperidina, piperidona, azepina, piperazina,

4-metilpiperazina, morfolina e tiomorfolina.

Noutro subconjunto de compostos (Grupo ABBB) dentro do
Grupo ABB, NR‘R® forma um anel heterociclico saturado com 5
ou 6 membros contendo opcionalmente um segundo membro de

anel de heterocdtomos seleccionado a partir de O, N ou S e
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formas oxidadas de N e S, sendo o anel heterociclico
opcionalmente substituido por um ou dois grupos alquilo Cig
(p. ex. grupos metilo) e/ou um ou dois grupos oxo. Dentro
do Grupo ABBB, um subconjunto preferido (Grupo ABBBA) de
anéis heterociclicos saturados consiste em pirrolidina,
piperidina, piperazina, 4-metilpiperazina e morfolina. Numa
forma de realizacao preferida dentro do Grupo ABBBA, o anel
heterociclico saturado é pirrolidina. ©Noutra forma de
realizacdo preferida dentro do Grupo ABBBRA, o anel

heterociclico saturado € morfolina.

No Aspecto I e nas Formas de Realizacgdo Gerais AA e AB e
subgrupos e subconjuntos destas, tal como definido, acima,
pelo menos um de R' e R’ tem de ser diferente de

hidrogénio.

Num subgrupo de compostos dentro de cada um de Aspecto I e
as Formas de Realizacdo Gerais AA e AB e subgrupos e
subconjuntos destas tal como definido, acima, um de R' e R?
¢ diferente de hidrogénio e o outro ¢ hidrogénio. Numa

-

forma de realizacdo geral, R? é diferente de hidrogénio.

Noutro subgrupo de compostos dentro cada um de Aspecto I e
as Formas de Realizacdo Gerais AA e AB e subgrupos e
subconjuntos destas tal como definido, acima, R' e R? sdo

ambos diferentes de hidrogénio.

Noutros aspectos da 1invencao (Aspectos (II) e (III) tal
como aqui definido, sdo proporcionados compostos das
férmulas (1 a), (1 b) e (1 c¢) tal como definido nas

reivindicacgdes anexas.
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Em cada um de Aspecto (II) e Aspecto (III) tal como
definido acima, n é de preferéncia 1 ou 2. Numa forma de
realizacdo geral (Forma de Realizacd&o BA) dentro de cada um

de Aspecto (II) e Aspecto (III), n é 1.

Em cada um dos Aspectos (II) e (III), Forma de Realizacéao
BA e Grupos BAA, BAB e BAC, R! e R? podem ser tal como
definidos em qualguer uma das Formas de Realizacdo AA e AR,
e Grupos AAA, AAAA, AAAAB, AAAAC, ABA, ABAA, ABAB, ABRABA,
ABAC, ABACA, ARB, ARBA, ABRBB, ABBBA e ABAD tal como aqui
anteriormente definido e as preferéncias dentro de cada um

dos referidos Grupos.

No Aspecto (V) e na Forma de realizacdo BA e Grupos BAA,
BAB e BAC desta, R™ e R™ podem ser tal como definido em
qualquer uma de Formas de Realizacdo AA e AB, e Grupos ARA,
AAAA, AAAAB, AAAAC, ABA, ABAA, ABAB, ABABA, ABAC, ABACA,
ABB, ABRBRA, ABRBB, ABBBRA e ABAD como aquil anteriormente
definido e as preferéncias dentro de cada um dos referidos
Grupos; e o anel heterociclico saturado da porcgéo R pode
ser tal como definido em qualgquer um dos Grupos ABBA, ABBB
e ABBBA e as preferéncias dentro cada um dos referidos

Grupos.

Compostos especificos da invencdo séo:
(2-aliloxi-4-hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-
piperazin-l1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-metanona;
(4-aliloxi-2-hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-
piperazin-l1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-metanona;
(2,4-bis-aliloxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-piperazin-

l1-ilmetil) -1, 3-di-hidro-isoindol-2-il]-metanona;
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[4-hidroxi-5-isopropil-2- (metoximetiloxi)-fenil]—-[5-(4-
metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-1i1]-
metanona;

[2-hidroxi-5-isopropil-4- (metoximetiloxi)-fenil]-[5-(4-
metil-piperazin-1l-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-i1]-
metanona;

[5-isopropil-2,4-bis— (metoximetiloxi)—-fenil]-[5-(4-metil-
piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-metanona;
éster 5-dietilcarbamoiloxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-
piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-
fenilico do &cido dietil-carbémico;

éster S5-dimetilcarbamoiloxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-
piperazin-l-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-
fenilico do acido dimetil-carbamico;
2-[2,4-bis—(pirrolidin-l1-ilcarboniloxi)-5-isopropil-
benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-
isoindol;
2-[2,4-bis-(morfolin-4-il-carboniloxi)-5-isopropil-

benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-

isoindol;
éster 5-hidroxi-4-isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetilil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do

dcido dietil-carbéamico;
éster 5-hidroxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil)-1, 3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do
acido dietil-carbamico;
éster S5-hidroxi-4-isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil) -1, 3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do
dcido dimetil-carbamico;
éster S5-hidroxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil)-1, 3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do

adcido dimetil-carbamico;
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2-[2-(pirrolidin-1-ilcarboniloxi)-4-hidroxi-5-isopropil-
benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-
isoindol;
2-[4-(pirrolidin-1-ilcarboniloxi)-2-hidroxi-5-isopropil-
benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-
isoindol;
2-[2-(morfolin-4-ilcarboniloxi)-4-hidroxi-5-isopropil-
benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-
isoindol;
2=[4-(morfolin-4-ilcarboniloxi)-2-hidroxi-5-isopropil-
benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-
isoindol;

éster 5-dimetilcarbamoiloxi-4-isopropil-2-[5-(4-metil-
piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-
fenilico de éster terc-butilico do &cido carbdnico;

éster terc-butilico de éster 5-terc-butoxicarboniloxi-4-
isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-
isoindol-2-carbonil]-fenilico do &cido carbénico;

éster 5-(2,2-dimetil-propioniloxi)-2-isopropil-4-[5-(4-
metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-lsoindol-2-
carbonil]-fenilico do &cido 2,2-dimetil-propidnico;

éster 5S-isobutiriloxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-piperazin-
1-ilmetil) -1, 3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do
acido isobutirico;

e sails, solvatos, tautdmeros e N-6xidos destes.

Um grupo de compostos preferidos da invengao consiste em:
éster 5-hidroxi-4-isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do
acido dimetil-carbéamico; e

éster 5-hidroxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil) -1, 3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do

dcido dimetil-carbamico;
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e sails, solvatos, tautdmeros e N-6xidos destes.

Dentro do grupo acima referido de compostos preferidos da
invencdo, um composto particular é:

éster 5-hidroxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil) -1, 3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do
dcido dimetil-carbamico;

e sails, solvatos, tautdmeros e N-d6xidos destes.

Os compostos das férmulas (1 a), (1 b) e (1 c) e subgrupos
destes, tal como aqui definido, s&o pré-fadrmacos dos
compostos divulgados no nosso pedido anterior
PCT/GB2006/001382. Assim, considera-se que os compostos das
férmulas (1 a), (1 b) e (1 c¢) serdo convertidos in vivo

para compostos em que R' e R? sdo ambos OH.

Em outros aspectos, a invencdo proporciona:

— Um composto de fédrmula (1 a), (1 b) ou (1 c¢) ou quaisquer
Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tais como aqui definidos, para
utilizagdo na profilaxia ou no tratamento de um estado de
doenga ou uma condicdo mediada por Hsp90.

- A utilizacdo de um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1
c) ou quaisquer Formas de Realizacao, subgrupos,
subconjuntos, preferéncias ou exemplos destes tais como
aqui definidos, para o fabrico de um medicamento para a
profilaxia ou o tratamento de um estado de doenca ou uma
condigcdo mediada por Hsp90.

- Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou gquailsquer
Formas de Realizacgdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tais como aqui definidos, para
utilizagdo no alivio ou reducgédo da incidéncia de um estado

de doenga ou uma condig¢cao mediada por Hsp90.
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- A utilizacdo de um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1
c) ou quaisquer Formas de Realizacao, subgrupos,
subconjuntos, preferéncias ou exemplos destes tal como aqui
definidos.

- Composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou quaisqguer
Formas de Realizacgdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tais como aqui definidos, para
utilizagcdo no tratamento de uma doenca ou condigéao

compreendendo ou surgindo crescimento celular anormal num

mamifero.
- A utilizacdo de um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1
c) ou quaisquer Formas de Realizacao, subgrupos,

subconjuntos, preferéncias ou exemplos deste tal como aqui
definido para o fabrico de um medicamento para tratamento
de uma doenca ou condigcao compreendendo ou surgindo de
crescimento celular anormal num mamifero.

— Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou gquaisquer
Formas de Realizacgdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos deste tal como aqui definidos, para utilizacao
no alivio ou na reducdo da incidéncia de uma doenca ou
condigcao compreendendo ou surgindo de crescimento celular
anormal num mamifero.

- A utilizacdo de um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1
c) ou quaisquer Formas de Realizacao, subgrupos,
subconjuntos, preferéncias ou exemplos destes tais como
aquili definidos, para o fabrico de um medicamento para
alivio ou reducdo da incidéncia de uma doenca ou condicéo
compreendendo ou surgindo de crescimento celular anormal
num mamifero.

— Um composto de fédrmula (1 a), (1 b) ou (1 c¢) ou quaisquer
Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacéo

como um inibidor de Hsp90.
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- Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou gquaisquer
Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacao
em modulacdo de um processo celular (por exemplo divisao
celular) através da inibicdo da actividade de Hsp90.

— Um composto de fédrmula (1 a), (1 b) ou (1 c¢) ou quaisquer
Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacéo
na profilaxia ou no tratamento de um estado de doenga tal
como aqui descrito.

- A utilizacdo de um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1
c) ou quaisquer Formas de Realizacao, subgrupos,
subconjuntos, preferéncias ou exemplos destes tal como aqui
definidos, para o fabrico de um medicamento, em que o0
medicamento é para qualquer uma ou mais das utilizacgdes
aquil definidas.

- Um composicédo farmacéutica compreendendo um composto de
férmula (1 a), (1 b) ou (1 c¢) ou guaisquer Formas de
Realizacédo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias ou
exemplos desta tal como aqui definidos, e um transportador
farmaceuticamente aceitével.

— Uma composicdo farmacéutica compreendendo um composto de
férmula (1 a), (1 b) ou (1 c¢c) ou gquaisguer Formas de
Realizacgao, subgrupos, subconjuntos, preferéncias ou
exemplos desta tal como aqui definidos, e um transportador
farmaceuticamente aceitdvel numa forma adequada ©para
administracdo oral.

- Uma composicdo farmacéutica compreendendo um composto de
férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou gquaisguer Formas de
Realizacgao, subgrupos, subconjuntos, preferéncias ou
exemplos desta tal como aqui definidos, e um transportador

farmaceuticamente aceitdvel numa forma adequada para
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administracéo parentérica, por exemplo através de
administracdo intravenosa (i.v.).

- Uma composicédo farmacéutica compreendendo um composto de
férmula (1 a), (1 Db) ou (1 c) ou dgquaisquer Formas de
Realizacéao, subgrupos, subconjuntos, preferéncias ou
exemplos destes tal como aqui definidos, e um transportador
farmaceuticamente aceitével numa forma adequada para
administracdo intravenosa (i.v.) através de injeccgdo ou
infuséao.

— Um composto de fédrmula (1 a), (1 b) ou (1 c¢) ou quaisquer
Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacéo
em medicina.

- Um composto, tal como aqui definido, para gqualquer uma
das utilizacdes e dos métodos expostos acima, e tal como
aquil descritos noutros locais.

— Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou gquaisquer
Formas de Realizacgdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacao
em tratamento ou profilaxia de um estado de doenga ou uma
condi¢do num paciente que tenha sido rastreado e tenha sido
determinado como sofrendo de, ou estando em risco de sofrer
de, uma doenca ou condicdo gue possa Ser susceptivel a
tratamento com um composto possuindo actividade contra
Hsp90.

- A utilizagdo de um composto da férmula (1 a), (1 b) ou (1
c) ou quaisquer Formas de Realizacéao, subgrupos,
subconjuntos, preferéncias ou exemplos destes tal como aqui
definidos, para o fabrico de um medicamento para o
tratamento ou a profilaxia de um estado de doenca ou uma
condi¢do num paciente que tenha sido rastreado e tenha sido
determinado como sofrendo de, ou estando em risco de sofrer

de, uma doenca ou condicdo gue possa sSer susceptivel a
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tratamento com um composto possuindo actividade contra

Hsp90.

Preferéncias Gerais e Definigdes

Os compostos da invencdo sédo pré-farmacos de inibidores de
Hsp90 de amida do &cido hidroxibenzdéico divulgados no nosso
pedido Internacional anterior PCT/GB2006/001382. Por
conveniéncia, os compostos de PCT/GB2006/001382 podem ser
referidos de forma variada neste pedido como "os compostos
originais" ou "os compostos fendélicos™". Sendo as
referéncias aos pré-farmacos "derivados" dos "compostos
originais" ou "compostos fendlicos" apenas para sugerir uma
relacdo estrutural e nao se pretende sugerir qualquer
método particular de preparacao dos pré—-fadrmacos. Assim, o0s
pré—-fadrmacos podem ser preparados a partir dos compostos de
PCT/GB2006/001382 tal como descrito abaixo, ou podem ser
preparados através de métodos que ndo envolvam a

intermediacdo de um composto fendlico de PCT/GB2006/001382.

Uma referéncia a um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1
c) e Formas de Realizacdo, subgrupos deste inclui formas
iénicas, sais, solvatos, isdmeros, tautdmeros e isotopos

destes, tal como discutido abaixo.

Os compostos das férmulas (1 a), (1 b) e (1 c) e Formas de
Realizacdo, subgrupos, subconjuntos deste, incluindo formas
iénicas, sais, solvatos, isdmeros, tautdmeros e isotopos
destes tal como agqui definidos, podem ser referidos por
conveniéncia como "os compostos da invencao"™ ou, no

singular, "um composto da invencao".
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Tal como aqui utilizado, o termo "tratamento"™ e o0s termos
relacionados "tratar" e "tratando" referem-se tanto ao
tratamento profilactico ou preventivo bem como ao
tratamento curativo ou paliativo de dor. Assim, o termo
engloba situacdes em que a dor estd j& a ser experimentada
por um sujeito ou paciente, bem como situacdes em que a dor
ndo estd a ser experimentada, mas espera-se que surja. O
termo "tratamento", "tratar", "tratando" e termos
relacionados abrangem também a reducgdo completa e parcial
ou a prevencao de dor. Assim, por exemplo, os compostos da
invencao podem impedir que a dor existente se agrave, ou
reduzem ou eliminam mesmo a dor. Quando usados num sentido
profildctico, os compostos podem impedir que qualquer dor
se desenvolva ou podem diminuir o grau de dor que se pode

desenvolver.

Tal como aqui wutilizado, o termo "modulacao", tal como
aplicado a actividade da proteina de choque térmico Hsp90,
pretende definir wuma alteragdo no nivel de actividade
bioldégica da proteina de chogque térmico. Assim, a modulacgéo
engloba alteracdes fisioldgicas que efectuam um aumento ou
uma diminuic&o na actividade da proteina de chogque térmico
relevante. Neste ultimo caso, a modulacdo pode ser descrita
como "inibicao". A modulacdo pode surgir directa ou
indirectamente, e pode ser mediada por gqualgquer mecanismo e
em qualgquer nivel fisioldgico, incluindo, por exemplo, ao
nivel da expressdo génica (incluindo, por exemplo,
transcrigdo, tradugdo e/ou modificagdo pdbds-tradugdo), ao
nivel da expressao de genes codificando elementos
reguladores que actuem, directa ou indirectamente, sobre os
niveis de actividade da proteina de choque térmico. Assim,
a modulagdo pode implicar expressdo elevada/reprimida ou

sobre ou sub-expressdo da proteina de chogque térmico,
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incluindo amplificacdo do gene (i.e. multiplas cépias do
gene) e/ou expressdo aumentada ou diminuida por um efeito
de transcricao, bem como hiperactividade (ou
hipoactividade) e activacdo (desactivacédo) da proteina de
choque térmico (incluindo activacdo (desactivacdo) através
de mutacdo (mutacdes)). Os termos "modulado", "modulacao" e

"modular" devem ser interpretados deste modo.

Tal como aqui wutilizado, o termo "mediado", tal como
utilizado p. ex. em conjunto com a proteina de choque
térmico tal como aqui descrito (e aplicado por exemplo em
vadrios processos fisioldgicos, doencas, estados, condicgdes,
terapias, tratamentos ou intervencdes) destina-se a
funcionar de forma restritiva de modo a que os varios
processos, doencas, estados, condigdes, tratamentos e
intervencdes aos qualis o termo é aplicado sdo aqueles em
que a proteina de choque térmico Hsp90 desempenha um papel
bioldégico. Em casos em gque o termo € aplicado a uma doenca,
estado ou condicdo, o papel bioldgico desempenhado pela
proteina de choque térmico Hsp90 pode ser directo ou
indirecto e pode ser necessario e/ou suficiente para a
manifestacdo dos sintomas da doenca, estado ou condigao (ou
a sua etiologia ou progressdo). Assim, a actividade da
proteina de choque térmico Hsp90 (e em particular os niveis
aberrantes de actividade da proteina de choque térmico
Hsp90, p. ex. sobre-expressao de Hsp90) nado precisam de ser
necessariamente a causa prdxima da doencga, estado ou
condicdo: em vez disso, estd contemplado que as doengas,
estados ou condig¢bdes mediadas pela proteina de choque
térmico Hsp90 incluem aquelas possuindo etiologias
multifactoriais e progressdes complexas em que Hsp90 esté
apenas parcialmente envolvida. Em casos em que o termo é

aplicado a tratamento, profilaxia ou intervencéo (p. ex.
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nos "tratamentos mediados por Hsp90" e "profilaxia mediada
por Hsp90" da invencédo), o papel desempenhado por Hsp90
pode ser directo ou indirecto e pode ser necessario e/ou
suficiente para a operacédo do tratamento, profilaxia ou
resultado da intervencdo. Assim, um estado ou condigao de
doenca mediado por Hsp90 inclui o desenvolvimento de
resisténcia a qualquer farmaco ou tratamento de cancro
particular (incluindo em particular resisténcia a um ou

mais dos inibidores de sinalizacao aqui descritos).

O termo "intervencdo" é um termo da técnica aqui utilizado
para definir qualquer agéncia gque realize uma alteracgéo
fisioldgica a qualquer nivel. Assim, a 1intervengdo pode
compreender a 1inducdo ou repressao de gualguer Processo
fisioldgico, evento, via bioquimica ou evento
celular/bioguimico. As intervengdes da invengdo realizam
tipicamente (ou contribuem para) a terapia, o tratamento ou

a profilaxia de uma doenga ou condicéao.

Tal como aqui utilizado, o termo "combinacao", tal como
aplicado a dois ou mais compostos e/ou agentes (também aqui
referidos como componentes), destina-se a definir o
material no qual os dois ou mais compostos/agentes estédo
associados. Os termos "combinado" e "combinacgao" neste

contexto devem ser interpretados em conformidade.

A associacdo dos dois ou mais compostos/agentes numa
combinacdo pode ser fisica ou né&o fisica. Exemplos de
compostos/agentes fisicamente associados combinados
incluem:

- composicdes (p. ex. formulacdes unitdrias) compreendendo
os dois ou mais compostos/agentes em mistura (por exemplo

dentro da mesma dose unitéaria);
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- composicgbes compreendendo material em que os dois ou mais
compostos/agentes sao ligados quimicamente/fisico-
quimicamente (por exemplo através de ligacdo cruzada,
aglomeragdo molecular ou ligagcdo a uma porcdo comum do
veiculo);

- composicgdes compreendendo material em que os dols ou mais
compostos/agentes sdo quimicamente/fisico-gquimicamente co-
empacotados (por exemplo, dispostos sobre ou dentro de
vesiculas lipidicas, particulas (p. ex., micro ou
nanoparticulas) ou goticulas de emulséo);

- estojos farmacéuticos, embalagens farmacéuticas ou
embalagens do paciente em que 0s dois ou mais
compostos/agentes sdo co-empacotados ou co-apresentados (p.

ex. como parte de uma série de doses unitarias).

Exemplos de compostos/agentes combinados associados néo
fisicamente incluem:

- material (p. ex., uma formulacgao nao unitéria)
compreendendo pelo menos um dos dois ou mais
compostos/agentes em conjunto com 1instrucdes ©para a
associacdo extemporédnea de pelo menos um composto para
formar uma associacéao fisica dos dois ou mais
compostos/agentes;

- material (p. ex. uma formulacéo nao unitéaria)
compreendendo pelo menos um dos dois ou mais
compostos/agentes em conjunto com instrugdes para terapia
de combinacdo com os dois ou mais compostos/agentes;

- material compreendendo pelo menos um dos dois ou mais
compostos/agentes em conjunto com instrucgdes para
administracdo a uma populacdo de pacientes em gque o outro
ou outros dos dois ou mais compostos/agentes foram (ou

estdo a ser) administrados;
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- material compreendendo pelo menos um dos dois ou mais
compostos/agentes numa quantidade ou numa forma dque &
especificamente adaptada para utilizacgdo em combinag¢do com

o outro ou outros dos dois ou mais compostos/agentes.

Tal como aqui wutilizado, o termo "em combinacao" pode
referir-se a compostos/agentes que sdo administrados como
parte do mesmo regime de tratamento global. Como tal, a
posologia de cada um dos dois ou mails compostos/agentes
pode diferir: cada um pode ser administrado ao mesmo tempo
ou em momentos diferentes. Serd por isso apreciado que o0s
compostos/agentes da combinacdo possam ser administrados
sequencialmente (p. ex., antes ou depois) ou
simultaneamente, quer na mesma formulagdo farmacéutica
(i.e. em conjunto), ou em formulacgdes farmacéuticas
diferentes (i.e. separadamente). Simultaneamente na mesma
formulacdo € como uma formulacdo unitdria enquanto que
simultaneamente em diferentes formulagdes farmacéuticas é
ndo unitdria. As posologias de cada um dos dois ou mais
compostos/agentes numa terapia de combinacgdo podem também

diferir em relagdo a via de administracéo.

Tal como aqui wutilizado, o termo "estojo farmacéutico"
define uma série de uma ou mais doses unitadrias de uma
composicgdo farmacéutica em conjunto com meios de dosagem
(p. ex. dispositivo de medigdo) e/ou meios de distribuicéo
(p. ex. inalador ou seringa), opcionalmente todos contidos
dentro de uma embalagem externa comum. Em estojos
farmacéuticos compreendendo uma combinacdo de dois ou mais
compostos/agentes, o0s compostos/agentes individuais podem
ser formulagdes unitdrias ou ndo unitdrias. A dose ou doses

unitdrias podem estar contidas dentro uma embalagem de
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bolhas. O estojo farmacéutico pode compreender ainda

opcionalmente instrucdes para utilizacgao.

Tal como aqui utilizado, o termo "embalagem farmacéutica"
define uma série de uma ou mais dose unitdrias de uma
composicdo farmacéutica, contida opcionalmente dentro de
uma embalagem externa comum. Em embalagens farmacéuticas
compreendendo uma combinacao de dois ou mais
compostos/agentes, o0s compostos/agentes individuais podem
ser formulag¢des unitdrias ou ndo unitarias. A dose ou doses
unitdrias podem estar contidas dentro de uma embalagem de
bolhas. A embalagem farmacéutica pode compreender ainda

opcionalmente instrug¢des para utilizacao.

Tal como aqui utilizado, o termo "embalagem do paciente”,
define uma embalagem, prescrita a um paciente, gue contém
composicgbdes farmacéuticas para todo o curso do tratamento.
As embalagens do paciente contém geralmente uma ou mais
embalagens de bolhas. As embalagens do paciente tém uma
vantagem sobre as prescrigbes tradicionais, onde um
farmacéutico divide o fornecimento do paciente de um
produto farmacéutico a partir de um fornecimento a granel,
em que o paciente tem sempre acesso ao folheto da embalagem
contido na embalagem do paciente, normalmente em falta nas
prescrigbes de paciente. Mostrou-se que a inclusdo de um
folheto melhora a adesdo do paciente as instrugdes do

médico.

As seguintes preferéncias e definicgdes gerais séo
aplicdveis aos substituintes R% R’ e R’ a menos que o

contexto indique o contréario.



43

0O termo "alquilo"™ tal como aqui utilizado €& utilizado no
seu sentido convencional para significar um grupo com a
férmula empirica CpHopsa em que n € um numero inteiro (p.
ex. 1 a 6). O termo "alguilo" cobre tanto grupos alquilo de
cadeia linear como de cadeia ramificada. Exemplos de grupos
alguilo incluem metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-
butilo, isobutilo, terc-butilo, n-pentilo, 2-pentilo, 3-
pentilo, 2-metil-butilo, 3-metil-butilo, e n-hexilo e seus
isémeros. Dentro do subconjunto de grupos alquilo possuindo
1 a 6 &tomos de carbono, exemplos particulares sdo grupos
alquilo Ci—4 (p. ex. grupos alquilo C;-3 ou grupos alquilo

Ci1-p, ou grupos algquilo C,_3 ou grupos alquilo C,4).

O termo "cicloalguilo" tal como aqui utilizado & utilizado
no seu sentido convencional para designar um grupo alquilo
ciclico com a fdérmula empirica CpHz,-1 em gque n é um numero
inteiro. Exemplos de tais grupos cicloalquilo incluem

ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo e ciclo-hexilo.

O termo "alcenilo" tal como aqui utilizado é utilizado no
seu sentido convencional para significar um grupo
hidrocarboneto aciclico contendo uma ou mais ligacgdes
duplas carbono-carbono, e de preferéncia uma tnica ligacéo
dupla carbono-carbono. Exemplos de grupos alcenilo incluem
etenilo (vinilo), l-propenilo, 2-propenilo (alilo),

isopropenilo, butenilo e buta-1,4-dienilo.

O termo "alcinilo" tal como aqui utilizado é utilizado no
seu sentido convencional para significar um grupo
hidrocarboneto contendo uma ligacdo tripla carbono-carbono.

Um grupo acinilo preferido é um grupo propargilo.
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0 prefixo "Cyx " (em que x e y sdo numeros inteiros) tal
como aqui utilizado refere-se ao numero de Aatomos de
carbono num dado grupo. Assim, um grupo alquilo C;—, contém
de 1 a 4 4tomos de carbono, um grupo cicloalgquilo Cs.g
contém de 3 a 6 A&tomos de carbono, um grupo alcoxilo Ci_q4

contém de 1 a 4 &dtomos de carbono, e assim por diante.

O termo "alcoxilo", tal como aqui utilizado, é utilizado no
seu sentido convencional para significar um grupo de
férmula empirica OC.Hzn:1 onde n € um numero inteiro (p. ex.
1 a 6). Exemplos de grupos alcoxilo sao metoxilo, etoxilo,
propoxilo, isopropoxilo, butoxilo, 1-metilpropoxilo, 2-

metilpropoxilo e terc-butoxilo.

O termo "anel Theterociclico saturado" tal como aqui
utilizado para um grupo ciclico ndo contendo ligacgdes
multiplas (p. ex. ligacdes duplas) entre membros adjacentes
do anel e contendo um ou mais membros do anel heterodtomos
sendo o0s restantes membros do anel &tomos de carbono. A
menos que indicado de outra forma, o anel heterociclico
saturado contém um ou dois membros do anel heterodtomos
seleccionados a partir de O, N e S e formas oxidadas de N e
S. Grupos heterociclicos saturados preferidos sao aqueles
possuindo 5 ou seis membros no anel. Exemplos de grupos
heterociclicos saturados incluem azetidina, pirrolidina,
piperidina, azepina, morfolina, tiomorfolina, S-0xido e
S, S-didxido, piperazina, e N-metil-piperazina. Grupos
heterociclicos saturados ©particulares sdo pirrolidina,

piperidina, morfolino, piperazina, e N-metil-piperazina.

O termo "arilo" tal como aqui utilizado é utilizado no seu
sentido convencional para designar um grupo aromdtico em

que os membros do anel sao todos adtomos de carbono. O grupo
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arilo pode ser monociclico ou biciclico e pode portanto ser
um grupo fenilo ou um grupo naftilo. O grupo arilo pode ser
ndo substituido ou substituido com até 4 substituintes,
mais tipicamente até 3 substituintes e de preferéncia até 2
substituintes. No contexto do grupo substituinte R'? aqui,
o grupo arilo é de preferéncia monociclico e €& um grupo
fenilo opcionalmente substituido em que os substituintes
opcionails para o grupo fenilo sdo seleccionados a partir de
alquilo Ci—4 (p. ex. metilo), halogéneo (p. ex. cloro, fltor
ou bromo), ciano, trifluorometilo, trifluorometoxilo,
difluorometoxilo, alcoxilo Ciq (p. ex. metoxilo),
metilenodioxilo. Numa forma de realizacdo geral, uma parte
formando um grupo arilo do grupo substituinte R*? pode ser
fenilo ndo substituido ou fenilo substituido por um ou dois
substituintes seleccionados a partir de metilo, metoxilo,

fluor ou cloro.

Os varios grupos funcionais e substituintes constituindo os
compostos de fdérmulas (la), (1 b), (1 ¢c) e Formas de
Realizacgao, subgrupos, subconjuntos e preferéncias e
exemplos destes, sao tipicamente escolhidos de modo a que o
peso molecular do composto da invencao nao seja superior a
1000. Mais geralmente, o peso molecular do composto seré
menos do que 750, por exemplo menos do que 700, ou menos do
que 650, ou menos do que 600, ou menos do que 550. De maior
preferéncia, o peso molecular é menos do que 525 e, por

exemplo, é de 500 ou menos.

Sais, Solvatos, Tautdmeros, Isdmeros, N-Oxidos e Isdtopos

Uma referéncia a um composto de férmulas (1 a), (1 b)), (1
c) e Formas de Realizacado, subgrupos, subconjuntos e

preferéncias e exemplos destes incluem também formas
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idénicas, sals, solvatos, 1isdmeros, tautdmeros, N-O6xidos,
ésteres, isdétopos e formas protegidas destes, por exemplo,
tal como discutido abaixo; de preferéncia, os sais ou
tautdmeros ou isdmeros ou N-O6xidos ou solvatos destes; e de
maior preferéncia, os sais ou tautdmeros ou N-é6xidos ou

solvatos destes.

Muitos dos compostos podem existir na forma de sais, por
exemplo sais de adicdo &cida ou, em certos casos sais de
bases orgénicas e 1inorgédnicas tais como sais fenolato,
carboxilato, sulfonato e fosfato. Todos esses sais estédo
dentro do ambito desta invencédo, e referéncias a compostos
das férmulas (1 a), (1 b), (1 c¢c) e Formas de Realizacéo,
subgrupos, subconjuntos e preferéncias e exemplos destes,

incluem as formas de sal dos compostos.

Os sais da presente invengcao podem ser sintetizados a
partir do composto original gue contém uma porg¢do basica ou
4dcida através de métodos quimicos convencionais tais como
os métodos descritos em "Pharmaceutical Salts: Properties,
Selection, and Use", P. Heinrich Stahl (Editor), Camille G.
Wermuth (Editor), ISBN: 3-90639-026-8, Capa dura, 388
padginas, Agosto 2002. Geralmente, tais sails podem ser
preparados fazendo reagir as formas de acido ou base livres
destes compostos com a base ou acido apropriado em &gua ou
num solvente organico, ou numa mistura dos dois;
geralmente, sdo utilizados meios nédo agquosos como éter,

acetato de etilo, etanol, isopropanol ou acetonitrilo.

Sais de adicdo &cida podem ser formados com uma ampla
variedade de &cidos, tanto inorgédnicos como orgédnicos.
Exemplos de sais de adicéo acida incluem sais formados com

um acido seleccionado a partir do grupo gque consiste em
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dcidos acético, 2,2-dicloroacético, adipico, alginico,

ascdrbico (p. ex. L-ascédrbico), L-aspartico,
benzenossulfdénico, benzdico, 4-acetamidobenzdico,
butandico, (+)—canférico, canfor-sulfénico, (+)—-(18) -
canfor-10-sulfénico, caprico, caprdico, caprilico,

cindmico, citrico, cicléamico, dodecilsulfurico, etano-1,2-
dissulfdénico, etanossulfdénico, 2-hidroxietanossulfdénico,
férmico, fumdrico, galactédrico, gentisico, gluco-heptdnico,
D-glucdédnico, glucurdnico (p. ex. D-glucurdnico), glutémico
(p. ex. L-glutédmico), o-oxoglutdrico, glicdélico, hipurico,
bromidrico, cloridrico, iodidrico, isetidnico, (+)-L-
lactico, (#)-DL-1l&ctico, lactobidnico, maleico, malico, (-
)-L-madlico, maldénico, (x)-DL-mandélico, metanossulfdnico,
naftaleno-2-sulfdnico, naftaleno-1,5-dissulfdénico, 1-
hidroxi-2-naftdico, nicotinico, nitrico, oleico, ordético,
oxalico, palmitico, pamdbico, fosférico, propidnico, L-
piroglutémico, salicilico, 4-amino-salicilico, sebéacico,
estedrico, succinico, sulfurico, ténico, (+)-L-tartéarico,
tiociédnico, p-toluenossulfdénico, undecilénico e wvalérico,
bem como aminodcidos acilados e resinas de permuta

catidénica.

Se o composto for anidnico, ou tiver um grupo funcional que
possa ser anidnico (p. ex., —-COOH pode ser -CO0O-), entdo um
sal pode ser formado com um catido adequado. Exemplos de
catides inorgénicos adequados incluem, mas ndo se limitam
a, 16es de metais alcalinos, tais como Na“™ e K', catides de
metais alcalino-terrosos, tais como ca’t e Mgzﬂ e outros
catides tais como AI*. Exemplos de catides organicos
adequados incluem, mas ndo se limitam a, i1do de amdbdnio
(i.e., NH;) e ides de amdénio substituidos (p. ex., NHsR',
NH,R,", NHR;", NR;"). Exemplos de alguns ides de aménio

substituidos adequados sdo agqueles derivados de: etilamina,
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dietilamina, diciclo-hexilamina, trietilamina, butilamina,
etilenodiamina, etanolamina, dietanolamina, piperazina,
benzilamina, fenilbenzilamina, colina, meglumina, e
trometamina, bem como aminocdcidos tais como lisina e

arginina. Um exemplo de um ido de amdénio quaterndrio comum

& N(CH3), .
Quando os compostos das fdérmulas (1 a), (1 b), (1 c) e
Formas de Realizacéao, subgrupos, subconjuntos e

preferéncias e exemplos destes contém uma funcdo amina,
estes podem formar sais de aménio quaterndrios, por exemplo
através de reacgdo com um agente de alquilagao de acordo
com métodos bem conhecidos dos peritos. Tais compostos de
aménio quaterndrios estdo dentro do admbito das férmulas (1
a), (1 b)), (1 ¢c) e Formas de Realizacgao, subgrupos,

subconjuntos e preferéncias e exemplos destes.

As formas de sal dos compostos da invencédo sao tipicamente
sais farmaceuticamente aceitédveis, e exemplos de sais
farmaceuticamente aceitédveis sdo discutidos em Berge et
al., 1977, "Pharmaceutically Acceptable Salts", J. Pharm.
Sci., Vol. 66, padgs. 1-19. No entanto, sais gue ndo sejam
farmaceuticamente aceitédveis podem também ser preparados
como formas intermédias gque podem entdo ser convertidas em
sais farmaceuticamente aceitdveis. Tais formas de sais
farmaceuticamente ndo aceitédveis gque podem ser uteis, por
exemplo, na purificagdo ou separagao dos compostos da

invencdo, fazem também parte da invencao.

Os compostos das férmulas (1 a), (1 b), (1 c), e Formas de
Realizacéao, subgrupos, subconjuntos e preferéncias e
exemplos destes contendo uma funcdo amina podem também

formar N-6xidos. Uma referéncia aqui a um composto de
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qualguer uma das férmulas (1 a), (1 b), (1 c) e Formas de
Realizacgao, subgrupos, subconjuntos e preferéncias e
exemplos destes que contém uma funcdo amina inclui também o

N-d6xido.

Quando um composto contém varias fungdes amina, um ou mais
do gque um dtomo de azoto pode ser oxidado para formar um N-
6xido. Exemplos particulares de N-¢xidos sdo os N-déxidos de
uma amina tercidria ou um &tomo de azoto de um heterociclo

contendo azoto.

Os N-6xidos podem ser formados através de tratamento da
amina correspondente com um agente oxidante tal como
perdéxido de hidrogénio ou um per-acido (p. ex., um acido
peroxicarboxilico), ver por exemplo "Advanced Organic
Chemistry", de Jerry March, 4@ Edicdo, Wiley Interscience,
padginas. Mais particularmente, os N-6xidos podem ser
produzidos através do procedimento de L. W. Deady (Syn.
Comm. 1977, 7: 509-514) em que o composto amina é feito
reagir com Aacido m-cloroperoxibenzdico (MCPBA) , por

exemplo, num solvente inerte, tal como diclorometano.

Os compostos das férmulas (1 a), (1 b), (1 c) e Formas de
Realizacgao, subgrupos, subconjuntos e preferéncias e
exemplos destes, podem existir em varias formas
geométricas, i1soméricas, e tautoméricas diferentes e as
referéncias a compostos das férmulas (1 a), (1 b), (1 c) e
Formas de Realizacéao, subgrupos, subconjuntos e
preferéncias e exemplos destes, incluem todas essas formas.
Para evitar duvidas, qguando um composto pode existir numa
de varias formas geométricas isoméricas ou tautoméricas e
somente um €& especificamente descrito ou mostrado, todos os

outros estdao contudo englobados pelas férmulas (1 a), (1
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b), (1 c) e Formas de Realizacao, subgrupos, subconjuntos e

preferéncias e exemplos destes.

Exemplos de formas tautoméricas incluem, por exemplo, as
formas ceto, enol e enolato, tal como em, por exemplo, O0S
seguintes pares tautoméricos: ceto/enol (ilustrado abaixo),
imina/enamina, amida/adlcool imino, amidina/amidina,

nitroso/oxima, tiocetona/enetiol, e nitro/aci-nitro.

Moo N\ OH H O
—(‘Z—C = /C:C\ = c=C

ceto enol enolato

Quando os compostos das fdérmulas (1 a), (1 b), (1 c) e
Formas de Realizacéao, subgrupos, subconjuntos e
preferéncias e exemplos destes, contém um ou mais centros
quirais, e podem existir na forma de dois ou mais isdmeros
6épticos, referéncias aos compostos das fdérmulas (1 a), (1
b), (1 c¢) e Formas de Realizacao, subgrupos, subconjuntos e
preferéncias e exemplos destes, incluem todas as formas
isoméricas o6pticas destes (p. ex., enantidmeros, epimeros e
diastereoisdmeros), quer como isdmeros dpticos individuais,
ou misturas (p. ex. misturas racémicas) ou dois ou mais

isdémeros odpticos, a ndo ser dqgue o contexto exija o

contrario.

Os isémeros bpticos podem ser caracterizados e
identificados pela sua actividade O¢ptica (i.e. como
isbébmeros + e -, ou isdémeros d e 1) ou podem ser

caracterizados em termos da sua estereoquimica absoluta,

utilizando a nomenclatura "R e S" desenvolvida por Cahn,
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Ingold e Prelog, ver "Advanced Organic Chemistry" por Jerry
March, 4@ FEdicdo, John Wiley & Sons, New York, 1992,
padginas 109-114, e ver também Cahn, Ingold & Prelog, Angew.
Chem. Int. Ed. Engl., 1966, 5: 385-415.

Os 1isdmeros Oépticos podem ser separados através de um
numero de técnicas incluindo cromatografia quiral
(cromatografia num suporte gquiral) e tais técnicas sdo bem

conhecidas dos peritos na técnica.

Como alternativa a cromatografia quiral, os isdmeros
6pticos podem ser separados através da formacdo de sais

diastereoisoméricos com &cidos quirais, tais como &cido

(+) -tartérico, acido (=) -piroglutéamico, acido (—)—-di-
toluoil-L-tartdrico, &acido (+)-mandélico, &cido (-)-mélico,
e (=) —canforsulfdénico, separando 0S8 diastereoisdmeros

através de cristalizacdo ©preferencial, e em seguida
dissociando os sais para produzir o enantidmero individual

de base livre.

Quando os compostos das férmulas (1 a), (1 b)), (1 c) e
Formas de Realizacéao, subgrupos, subconjuntos e
preferéncias e exemplos destes, existem como duas ou mais
formas isoméricas épticas, um enantidémero num par de
enantiémeros pode exibir wvantagens em relagdo ao outro
enantidémero, por exemplo, em termos de actividade
bioldégica. Assim, em certas circunstéancias, pode ser
desejavel utilizar como um agente terapéutico apenas um de
um par de enantidmeros, ou apenas um de uma pluralidade de
diastereoisdémeros. Deste modo, a 1invengdo proporciona
composicdes contendo os compostos das fédrmulas (1 a), (1
b), (1 c) e Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos e

preferéncias e exemplos destes, possuindo um ou mais



52

centros quirais, em que pelo menos 55% (p. ex. pelo menos
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% ou 95%) do composto da
invencdo estd presente como um Unico isdmero déptico (p. ex.
enantiémero ou diastereoisdmero). Numa forma de realizacao
geral, 99% ou mais (p. ex. substancialmente todo) da
quantidade total do composto das férmulas (1 a), (1 b), (1
c) e Formas de Realizacao, subgrupos, subconjuntos e
preferéncias e exemplos destes, podem estar presentes como
um unico isdémero 6ptico (p. ex. enantidémero ou

diastereoisdmero) .

Os compostos da invencgdo incluem compostos com uma ou mais
substituig¢des isotdpicas, e uma referéncia a um elemento
particular inclui no seu Aambito todos os isdtopos do
elemento. Por exemplo, uma referéncia a hidrogénio inclui
no seu ambito 1H, ’H (D), e °H (T). Da mesma forma, as
referéncias a carbono e oxigénio incluem no seu ambito,

respectivamente, 12C, Be e Mo e 0 e 0.

Os 1isdétopos podem ser radiocactivos ou nédo radioactivos.
Numa forma de realizacdo da invencdo, o0s compostos nao
contém isdétopos radioactivos. Tais compostos sdo preferidos
para utilizacgdo terapéutica. Noutra forma de realizagdo, no
entanto, o composto pode conter um ou mais radioisdtopos.
Compostos contendo tais radioisdtopos podem ser Uteis num

contexto de diagndstico.

Também englobados pela férmula (1 a), (1 b), (1 c) e Formas
de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos e preferéncias e
exemplos destes, estdo quaisquer formas polimdérficas dos
compostos, solvatos (p. ex. hidratos) e complexos (p. ex.
complexos de inclusdo ou clatratos com compostos tais como

ciclodextrinas, ou complexos com metais) dos compostos.
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Solvatos preferidos sdo solvatos formados através da
incorporagcdo na estrutura em estado sélido (p. ex.
estrutura cristalina) dos compostos da 1nvencdo de
moléculas de um solvente farmaceuticamente aceitdvel néo
téxico (em seguida referido como solvente de solvatacéo).
Exemplos de tais solventes incluem &gua, &lcoois (tais como
etanol, isopropanol e Dbutanol) e dimetilsulféxido. Os
solvatos podem ser preparados através de recristalizacéo
dos compostos da invencdo com um solvente ou mistura de
solventes contendo o solvente de solvatacdao. Tenha ou néao
se formado um solvato, em qualquer caso pode ser
administrado através da submissdo de cristais do composto a
andlise utilizando técnicas bem conhecidas e padrdo tais
como anédlise termogravimétrica (TGE), calorimetria de

varrimento diferencial (DSC) e cristalografia de raios—X.

Os solvatos podem ser solvatos estequiométricos ou nao

estequiométricos.

Solvatos particularmente preferidos sao os hidratos, e
exemplos de hidratos incluem hemi-hidratos, mono-hidratos e

di-hidratos.

Para uma discussdo mais detalhada dos solvatos e dos
métodos utilizados para os produzir e caracterizar, ver
Bryn et al., "Solid-State Chemistry of Drugs", Segunda
Edigao, publicado por SSCI, Inc. de West Lafayette, 1IN,
UsSA, 1999, ISBN 0-967-06710-3.

Actividade Bioldgica e Utilizacdes Terapéuticas
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Os compostos das férmulas (1 a), (1 b), (1 c) e Formas de
Realizacgao, subgrupos, subconjuntos e preferéncias e
exemplos destes, sdo considerados pré-fadrmacos de compostos

que sao inibidores de Hsp90.

Os compostos pré-fadrmacos da invencdo podem ter varias
vantagens em relagdao aos seus compostos originais. Por
exemplo, podem proporcionar uma melhor biodisponibilidade
oral, p. ex. em virtude de melhor absorgdo intestinal. Além
disso, através da formacdo de um prdé-fadrmaco, a conjugacao
e/ou o) metabolismo do composto original pode ser

substancialmente reduzido.

Espera-se que o0s compostos prdé-fadrmacos da invencdo sejam
benéficos no tratamento de um amplo espectro de disturbios
proliferativos. Exemplos de tais disturbios proliferativos
incluem, mas nado estdo limitados a, carcinoma, por exemplo
um carcinoma da bexiga, da mama, do cdlon (p. ex.
carcinomas colorrectais tais como adenocarcinoma do cdlon e
adenoma do c¢dbélon), do rim, da epiderme, do figado, do
pulméo, por exemplo adenocarcinoma, cancro do pulmao de
células pequenas e carcinomas do pulmdo de células néo
pequenas, do esdéfago, da vesicula biliar, do ovario, do
péancreas, p. ex. carcinoma pancreatico exdécrino, do
estbmago, do colo do utero, da tirdide, da prdstata, do
sistema gastrointestinal, P- ex. tumores do estroma
gastrointestinal, ou da pele, por exemplo carcinoma de
células escamosas; um tumor hematopoético de linhagem
linfdéide, por exemplo leucemia, leucemia linfocitica aguda,
leucemia linfocitica c¢rénica, linfoma de células B (tal
como linfoma difuso de grandes células B), 1linfoma de
células T, linfoma de Hodgkin, linfoma ndo-Hodgkin, linfoma

de células pilosas, ou linfoma de Burkitt; um tumor
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hematopoético de 1linhagem mieldide, incluindo leucemia
mieldéide aguda, leucemias mieldides crénicas, leucemias
mielogenosas e leucemias mielogenosas crénicas sensiveis e
refractdrias a Imatinib, sindroma mielodisplésica, mieloma
multiplo sensivel e refractdrio a Bortezomib, doenca
mieloproliferativa ou leucemia promielocitica; cancro
folicular da tirdéide; um tumor de origem mesenquimatosa,
por exemplo fibrossarcoma ou rabdomiossarcoma; um tumor do
sistema nervoso central ou periférico, por exemplo
astrocitoma, neuroblastoma, glioma (um glioma de grau
elevado) ou schwannoma; melanoma (p. ex. melanoma maligno
ou metastatico); seminoma; teratocarcinoma; osteossarcoma;
queratoacantoma; cancro folicular da tirdéide; ou sarcoma de
Kaposi. Um outro exemplo de um  tumor de origem

mesenquimatosa é o sarcoma de Ewing.

Um subgrupo de cancros inclui um carcinoma, por exemplo um
carcinoma da bexiga, da mama, do cdlon (p. ex. carcinomas
colorrectais tais como adenocarcinoma do célon e adenoma do
cbdlon), do rim, da epiderme, do figado, do pulmido, por
exemplo adenocarcinoma, cancro do pulmao de células
pequenas e carcinomas do pulmido de células ndo pequenas, da
vesicula biliar, do ovario, do péancreas, p. exX. carcinoma
pancredtico exdcrino, do estdmago, da tirdide, da prdstata,
do sistema gastrointestinal, p. ex. tumores do estroma
gastrointestinal, ou da pele, por exemplo carcinoma de
células escamosas; um tumor hematopoético de linhagem
linfdéide, por exemplo leucemia, leucemia linfocitica aguda,
leucemia 1linfocitica crénica, linfoma de células B (tal
como linfoma difuso de grandes células B), linfoma de
células T, linfoma de Hodgkin, linfoma ndo-Hodgkin, linfoma
de células pilosas, ou linfoma de Burkitt; um tumor

hematopoético de 1linhagem mieldide, incluindo leucemia
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mieldéide aguda, leucemias mieldides crdénicas, leucemias
mielogenosas, e leucemias mielogenosas crdénicas sensiveis e
refractdrias a Imatinib, sindroma mielodisplédsica, mieloma
multiplo sensivel e refractdrio a Bortezomib, doenca
mieloproliferativa ou leucemia promielocitica; cancro
folicular da tirdéide; um tumor de origem mesenquimatosa,
por exemplo fibrossarcoma ou rabdomiossarcoma; um tumor do
sistema nervoso central ou periférico, por exemplo
astrocitoma, glioma (um glioma de grau elevado); melanoma
(p. ex., melanoma maligno ou metastadtico); osteossarcoma;
ou cancro folicular da tirdéide. Outro exemplo de um tumor

de origem mesenguimatosa € o sarcoma de Ewing.

Um grupo preferido de cancros consiste em tumores sdédlidos
seleccionados a partir de cancro da mama metastdtico que
seja positivo para HER2; adenocarcinoma da probstata;
melanoma metastdtico; carcinoma do pulmdo de células néo
pequenas (NSCLC); carcinoma do pulmdo de células pequenas
(SCLC) ; gliomas de grau elevado; tumores do estroma
gastrointestinal (GIST); cancro colorrectal; glioblastoma;
melanoma; cancro da tirdide metastatico; cancro da

prbéstata; e cancro rectal.

Dentro deste grupo de cancros, um subgrupo particular
consiste em cancro colorrectal; glioblastoma; melanoma;
cancro da tirdéide metastatico; cancro da prédstata; e cancro

rectal.

Os cancros podem ser cancros que sejam sensiveis a inibicéo
de Hsp90, e tais cancros podem ser determinados através de
um método tal como exposto na seccdo intitulada "Métodos de

Diagndstico".
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Um grupo de cancros inclui cancros da mama humanos (p. ex.
tumores primdrios da mama, cancro da mama negativo para
nédulos, adenocarcinomas invasivos do ducto da mama,
cancros da mama nado-endometridide); e linfomas de células
do manto. Além disso, outros cancros sao cancros

colorrectais e endometriais.

Outro subconjunto de cancros inclui tumores hematopoéticos
tanto da linhagem linfdéide como da mieldide, por exemplo
leucemia linfobléastica aguda, leucemia linfocitica crénica
(tanto de <células T como B), leucemia mieldéide aguda,
leucemia mieldide crdnica, linfoma de células do manto e
linfoma de células B (tal como linfoma difuso de grandes
células B) e ainda inclui opcionalmente leucemia

mielogenosa crdénica e mieloma mualtiplo.

Um subconjunto preferido de cancros consiste em cancro da
mama positivo para ErbB2, da préstata, do pulmido, e
gastrico; leucemia mieldide crdénica; cancro da préstata
dependente do receptor de androgénio; leucemia mieldide
aguda dependente de F1lt3; melanoma associado a mutacao de
Braf; mieloma multiplo; mieloma multiplo refractédrio a

Velcade; e tumores do estroma gastrointestinal (GIST).

Destes, cancros particularmente preferidos sdo mielomas
maltiplos e tipos de tumores refractdrios a Velcade tal

como aqui definidos.

Outro subconjunto preferido de cancros consiste em cancro
da préstata refractdrio a hormonas, melanoma metastéatico,
cancro de mama positivo para HER2, carcinoma do pulmdo de
células né&o peguenas positivo para EGFR mutante e tumores

do estroma gastrointestinal resistentes a Gleevec.
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Um outro subconjunto preferido de cancros consiste em
cancro da préstata refractdrio a hormonas, melanoma
metastdtico, cancro da mama positivo para HER2, carcinoma
do pulmdo de células nado pequenas positivo para EGFR
mutante, carcinoma do pulmdo de células pequenas e tumores

do estroma gastrointestinal.

Inibidores de Hsp90 podem também ser utilizados para tratar

outras condigcdbes tals como infecgdes virais, doencas

parasitéarias, doencas auto—-imunes (p. ex. esclerose
multipla e lupus eritematoso), disturbios
neurodegenerativos (p. ex. doenca de Alzheimer),

inflamacdo, diabetes de Tipo I e II, aterosclerose, doenca
cardiaca e xerodermia pigmentosa (um disturbio de multiplos
sistemas herdado de reparacdo do ADN gue ndo € um cancro,
mas que tem uma predisposicao para cancro da pele induzido

por UV).

Os inibidores de Hsp90 podem também ter beneficio clinico

em transplante e imunossupresséao.

Os inibidores de Hsp90 podem também ter beneficio clinico
nas doencas anteriormente descritas, gquando usados em

combinacdo com agentes terapéuticos existentes ou novos.

Com base nas actividades de proteinas clientes de Hsp90 e
evidéncias experimentais, os seguintes disturbios podem ser
particularmente sensiveis a tratamento através de

inibidores de Hsp90.

Cancro da mama positivo para ErbB2, da préstata, do pulmio,

e gastrico



59

A sobre—-expressao de ErbB2 (HER-2) ocorre em
aproximadamente 30% dos cancros de mama e estd ligada a um
fraco progndéstico e resisténcia a fédrmacos (Tsugawa et al.,

1993, Oncology 1993; 50: 418).

EGFR mutante em cancro do pulmdo

Mutagdes somaticas no dominio cinase do receptor do factor
de crescimento epidérmico (EGFR), incluindo L858R e
delecbdes do exdo 19, estdo subjacentes a capacidade de
resposta a gefitinib e erlotinib em cancro do pulmdo de
células né&o pequenas (NSCLC). A resisténcia adquirida a
estes inibidores da tirosina-cinase &, em alguns casos,
mediada por uma segunda mutacdo, T790M. Antibidticos de
ansamicina, tais como geldanamicina, inibem fortemente a
proteina de choque térmico 90 (Hsp90), promovendo a
degradacdo mediada por ubiquitina de cinases oncogénicas
que requerem a chaperona para dobragem conformacional
correcta. A exposicdo de linhas celulares mutantes para
EGFR a geldanamicina induziu uma marcada deplecao de fosfo-
Akt e ciclina D1, bem como apoptose. Estes dados sugerem
que a activagcdo mutacional de EGFR estd associada a
dependéncia de Hsp90 para estabilidade e que a inibicdo de
Hsp90 pode representar uma nova estratégia para o

tratamento de NSCLC mutante para EGFR.

Leucemia mieldide crdnica

A proteina BCR-ABl1 aberrante ¢é <criada através de uma
translocacdo cromossdmica e resulta num dominio cinase Abl
constitutivamente activo. Mostrou-se que este evento de

translocacgdo € causal para CML. P210BcrAbl é uma conhecida
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proteina cliente de Hsp90. O tratamento da linha celular
positiva para BCR-Abl K562 com um inibidor de hsp90 induziu
apoptose. O 1inibidor de Bcr-Abl Gleevec® também induz
apoptose em células Kb62; no entanto, as células Kb562
resistentes a Gleevec® mantém ainda sensibilidade para
inibidores de Hsp90 (Gorre et al., 2002, Blood 100: 3041-
3044) .

Cancro da préstata dependente do receptor de androgénio

A cinase do receptor de androgénio é um proteina cliente de
Hsp90. A testosterona ¢é ainda a principal terapia para
doenca nao localizada, embora o) desenvolvimento de
resisténcia seja inevitédvel. Nalguns casos, a resisténcia
desenvolve-se como consequéncia de uma mutacdo ocorrendo no
receptor de androgénio conferindo sinalizagdo independente
do ligando. ©Nestas circunstéancias, a sub-regulacdo da
expressdo do receptor de androgénio apds inibicdo de Hsp90

representa uma potencial abordagem terapéutica.

Existe um sistema paralelo em cancros da mama dependentes

de estrogénio.

Leucemia mieldide aguda dependente de F1t3

A duplicagdo interna do receptor tirosina-cinase F1t3
conduz a sua activacgcdo constitutiva e oncogénese. Estas
duplicagdes internas sdo observadas em 20% de todos os
casos relatados de AML e sao uma 1indicacdo de mau
progndéstico. Mostrou-se que a inibicdo da sinalizacdo de
F1t3 conduz a respostas transientes. Prevé-se que 0S8

inibidores de Hsp90 tenham beneficio clinico para estes
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pacientes uma vez que F1lt3 é uma proteina cliente de Hsp90

(Bali et al., 2004 Cancer Res. 64(10): 3645-52).

Melanoma associado a mutacgdo de Braf

Braf codifica para uma serina/treonina-cinase que esté
mutada em 70% de todos os melanomas. 80% destes representam
uma uUnica mutacdo pontual V599E que confere elevada
actividade de <cinase a BRAF. Esta mutacdo ¢é também
transformante em células NIH3T3 (Bignell et al., 2002
Nature, 417 (6892): 949-54).

Mieloma Multiplo

0 inibidor de Hsp90 17-AAG inibe potentemente a
proliferagcdo de linhas celulares de mieloma multiplo
refractdrio a Bortezomib. Niveis da superficie celular de
IGF-1R e IL-6R também foram reduzidos em células MM-1
tratadas com 17-AAG (Mitsiades et al., Blood 107: 1092-
1100, 2006). A estimulacdo autédécrina de células de mieloma
multiplo, bem como a estimulacdo pardcrina de células do

estroma da medula Ossea com IL-6 & também diminuida através

de sub-regulacao da IKK cliente de Hsp90.

Cancros Refractédrios a Bortezomibe (Velcade)

Os compostos da presente invencado podem ser utilizados no
tratamento de tipos de tumores refractdrios a Velcade
incluindo o tratamento de pacientes com mieloma multiplo,
linfoma das células do manto, linfoma nao-Hodgkin
indolente, carcinoma bronquioloalveolar de estddio IIIB e

IV, cancro avancado do pulmdo de células nao pequenas,
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cancros da mama, da préstata e do ovario e linfoma nao-

Hodgkin.

Tumores do estroma gastrointestinal (GIST)

Os tumores GIST sédao particularmente dependentes de doenga
de activacdo ou sobre-expressdo de factores de crescimento

(p. ex. c-kit).

B-CLL

ZAP-70 é uma proteina cliente de Hsp90 em linfdcitos em
circulacdo de pacientes com CLL, mas ndo em células T
correspondentes onde esta cinase é normalmente expressa.
Assim, ZAP-70 é tnica entre as clientes de Hsp90
identificadas por a sua dependéncia de chaperona ser

condicional do tipo de célula em gue é expressa.
Outras condig¢des ou disturbios para os quais um inibidor de
Hsp90 pode ter Dbeneficio c¢linico incluem, mas ndo se

limitam a:

Distirbios neurodegenerativos

-

A doenca de Huntington (HD) é um disturbio
neurodegenerativo progressivo sem tratamento eficaz. A
inibicdo por GA da Hsp90 e a resultante sobre-regulacao de
Hsps ¢é eficaz na prevencdo de agregacdo da proteina de
huntington em células neuronais (Sittler et al., 2001,
Human Molecular Genetics, Vol. 10, No. 12 1307-1315). A
sobre-regulagdo de HSP pode também ter beneficio clinico
noutras doencas de dobragem errada das proteinas, p. ex.

CJD e Alzheimer.
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Doenca inflamatdria, dincluindo Artrite reumatdide, Asma,

Doenca pulmonar obstrutiva crénica, e doenca inflamatdria

intestinal

Mostrou-se que GA dissocia HSF-1 de Hsp90 conduzindo a
activacdo e translocacgao nuclear de HSF-1. HSF-1 actua
subsequentemente como um factor de transcricgdo para induzir
Hsp90 e Hsp70. A inducado de Hsp70 foi implicada na
resolucdo de inflamacdo num modelo de edema induzido de
ratinho (Lanaro et al., 2004 Human Molecular Genetics,
2001, Vol. 10, No. 12 1307-1315). Adicionalmente, o)
tratamento com GA inibiu a activacao de IkappaB-cinase
(IKK) por TNF-a ou PMA. IKK é um regulador de Nf-kB e Ap-1
(Broemer et al. 2004). Ap-1 e Nf-kB ¢é um factor de
transcrigdo principal conduzindo a produgdo de citocinas
pré-inflamatdrias (Yeo et al., 2004 Biochem. Biophys. Res.
Commun. 30; 320(3): 816-24). A estabilidade de transcritos
de citocinas pro-inflamatdrias é também regulada através da
inibicdo da MapK p38 (Wax et al., 2003, Rheumatism Vol. 48,
No. 2, pags. 541-550).

Aterosclerose

Sabe-se que as células inflamatdérias e imunitéarias
desempenham um papel central na iniciacgdo e progressao da
aterosclerose humana (Rigand et al., Ann. NY Acad. S8ci.,
2007, 1107: 1-10) e foi proposto que a Hsp90 actua como um
auto-antigénio na aterosclerose da cardtida. Rigand et al.
encontraram anticorpos e células especificos contra Hsp90
no soro de 60% dos pacientes testados que sofriam de placas
aterosclerdticas da cardtida, mas nao anticorpos

especificos ou células T dirigidos a Hsp90 no soro de
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pacientes saudédveis. Portanto, inibidores de Hsp90 podem

ser Uteis no tratamento ou na prevencdo de aterosclerose.

Doenca relacionada com angiogénese, incluindo mas nao se

limitando a: angiogénese tumoral, psoriase, artrite

reumatdéide, e retinopatia diabética

A inducdo de angiogénese & regulada pelas proteinas
clientes de Hsp90 eNOS e Akt em células endoteliais (Sun e
Liao, 2004 Arterioscler Thromb Vasc Biol. 24(12): 2238-44).
A supressdo do factor indutivel por hipdéxia (HIF)-la pode
também prejudicar o crescimento, a angiogénese e a
maturagdo dos vasos de tumores gastricos num modelo de
ratinho (Stoeltzing et al., 2004 J. Natl. Cancer Inst.; 96:
946-956) .

Diabetes de tipo I e tipo IT

A inibicd@o de Hsp90 teve um profundo efeito na sinalizacgéo
de Akt bem como e-nos. Estes sdo dois reguladores-chave da
apoptose de células endoteliais induzida por glicose
elevada em diabetes de tipo I (Lin et al., 2005, J. Cell
Biochem. 1; 94 (1): 194-201) e o desenvolvimento de
hipertensdao em diabetes de tipo II (Kobayashi et al.,

Hypertension 44(6): 956-62).

Imunossupressao e transplante

Mostrou-se que a inibicdo de Hsp90 sub-regula Lck, uma
tirosina-cinase especifica de células T necessédria para
activacédo das células T (Yorgin et al., 2000, J. Immunol.

15; 164(6): 2915-23).
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Doencga cardiaca

A isquemia cardiaca é a causa mais comum de morte no mundo
ocidental. As Hsps, e nomeadamente a Hsp70 (induzida por
tratamento com radicicol) demonstraram actividade
cardioprotectora em cardiomidcitos de rato (Griffin et al.,
2004). A inibicdo de Hsp90 resulta na libertacado de HSF-1
do complexo de chaperonas e a sua subsequente activacédo dos
genes de Hsp. A inibicdo de Hsp90 1leva também a sub-
regulacdo de HIF-1, que foi implicada na patogénese de

doenca cardiaca isquémica e acidente vascular cerebral.

Doenga infecciosa

A protease NS2/3 viral da hepatite C é uma proteina cliente
de Hsp920 e a actividade de Hsp90 ¢é necessdria para o
processamento e a replicacdo viral (Whitney et al., 2001.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 20; 98(24): 13931-5).

Doenca parasitéria

A geldanamicina (GA) tem alegadamente actividade anti-
maldrica contra um ortdlogo de Hsp90 verificado em
Plasmodium falciparum. O crescimento de Plasmodium foi
inibido com GA a uma CIsy; semelhante a observada com
cloroquina. GA foi também eficaz contra estirpes de
Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina (Kumar et

al., 2003, Malar. J. 15, 2(1): 30).

Inibig¢do, Prevencdo ou Reversdo do Desenvolvimento de

Resisténcia a Farmacos




66

Tal como discutido acima, moduladores ou inibidores da
funcdo das proteinas de stresse em geral (e Hsp90 em
particular) representam uma classe de qguimioterapéuticos
com o potencial de: (i) sensibilizar células malignas a
farmacos e/ou tratamentos anticancro; (ii) aliviar ou

reduzir a incidéncia da resisténcia a farmacos e/ou

tratamentos anticancro; (1ii) reverter a resisténcia a
fdrmacos e/ou tratamentos anticancro; (iv) potenciar a
actividade de faArmacos e/ou tratamentos anticancro; (v)

retardar ou prevenir o surgimento de resisténcia a féarmacos

e/ou tratamentos anticancro.

Deste modo, a invengao proporciona ainda:

— Um composto de fédrmula (1 a), (1 b) ou (1 c¢) ou quaisquer
Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacéo
num método para a profilaxia ou o tratamento (ou alivio ou
reducdo da incidéncia) de um estado ou condicdo de doenca
mediado por Hsp90, método esse que compreende a
administracdo do composto a um sujeito a necessitar deste,
em que o estado ou condicdo de doenca mediado por Hsp90 é o
desenvolvimento de resisténcia a um farmaco de cancro.

- Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c¢c) ou quaisquer
Formas de Realizacgdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias

ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacao

num método para: (i) sensibilizar células malignas a um
fadrmaco anticancro; (ii) aliviar ou reduzir a incidéncia de
resisténcia a um fArmaco anticancro; (iii) reverter a
resisténcia a um farmaco anticancro; (iv) potenciar a
actividade de um fArmaco anticancro; (v) retardar ou

prevenir o surgimento de resisténcia a um farmaco
anticancro, método esse que compreendendo a administracao

do composto a um sujeito a necessitar deste.
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- Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou gquaisquer
Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacao
num método para o tratamento de um cancro, método esse que
compreende a administracao do composto a um sujeito a
necessitar deste, método esse gque € caracterizado pela
auséncia de resisténcia a farmacos.

— Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 ¢) ou quaisquer
Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacéo
num método para a profilaxia ou o tratamento (ou alivio ou
reducdo da incidéncia) de um estado ou condicdo de doenca
mediado por Hsp90 num sujeito submetido a tratamento com um
agente terapéutico (tal como um agente anticancro), método
esse que compreende a administracao do composto ao sujeito,

em que o estado ou condicgdo de doenca mediado por Hsp20 é o

desenvolvimento de resisténcia ao referido agente
terapéutico.
- Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou gquaisquer

Formas de Realizacgdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacao
num método para: (i) sensibilizar células malignas a um

agente anticancro; (ii) aliviar ou reduzir a incidéncia de

resisténcia a um agente anticancro; (iii) reverter a
resisténcia a um agente anticancro; (iv) potenciar a
actividade de um agente anticancro; (v) retardar ou

prevenir o) surgimento de resisténcia a um agente
anticancro, método esse que compreende a administracdo do
composto a um sujeito submetido a tratamento com o referido
agente anticancro.

- Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou gquaisquer
Formas de Realizacgdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias

ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacao
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num método para o tratamento de um cancro num sujeito
submetido a tratamento com um agente anticancro, método
esse que compreende a administracdo do composto a um
sujeito a necessitar deste, método esse que é caracterizado
pela auséncia de resisténcia a féarmacos para o agente

anticancro.

Actividade Bioldgica

A actividade bioldgica (p. ex. como inibidores de Hsp90)
dos compostos fendlicos a partir dos quais os compostos
pré—-fadrmacos da invencdo sdo derivados, pode ser medida
utilizando os ensaios expostos nos exemplos abaixo, por
exemplo as experiéncias de calorimetria de titulacgéao
isotérmica (ITC) descritas no Exemplo 46 e o0s ensaios de
actividade anti-proliferativa descritos no Exemplo 47. O
nivel de actividade exibida por um dado composto no ensaio
ITC pode ser definido em termos do valor de Kg, € O0s
compostos preferidos da presente invencdo sao compostos
possuindo um valor de Ky inferior a 1 micromolar, de maior
preferéncia inferior a 0,1 micromolar. ©Nos ensaios de
actividade anti-proliferativa, 0 nivel de actividade
apresentado por um determinado composto num ensaio pode ser
definido em termos do valor de CIss, e o0s compostos
preferidos da presente invencao sao compostos possuindo um
valor de CIsy inferior a 1 micromolar, de maior preferéncia

inferior a 0,1 micromolar.

hERG

No final dos anos 1990 uma série de farmacos, aprovados
pela FDA dos EUA, teve qgque ser retirada de venda nos EUA

quando se descobriu que estavam implicados em mortes



69

causadas por mau funcionamento do coracgao. Foi
subsequentemente verificado gque um efeito secunddrio destes
fadrmacos era o desenvolvimento de arritmias causadas pelo
bloqueio dos canais hERG em células do coragao. O canal
hERG faz parte de uma familia de canais idnicos de
potédssio, cujo primeiro membro foi identificado no final
dos anos 1980 num mutante da mosca da fruta Drosophila
melanogaster (ver Jan, L.Y. e Jan, Y.N. (1990) . "A
Superfamily of Ion Channels". Nature, 345(6277): 672). As
propriedades biofisicas do canal idénico de potédssio hERG
sdo descritas em Sanguinetti, M.C., Jiang, C., Curran,
M.E., e Keating, M.T. (1995). "A Mechanistic Link Between
an Inherited and an Acqguired Cardiac Arrhythmia: HERG
encodes the lkr potassium channel". Cell, 81: 299-307, e
Trudeau, M.C., Warmke, J.W., Ganetzky, B., e Robertson,
G.A. (1995). "HERG, a Human Inward Rectifier in the
Voltage-Gated Potassium Channel Family". Science, 269: 92-
95.

A eliminacdo da actividade de bloqueio de hERG continua a
ser uma consideracdo 1importante no desenvolvimento de

qualquer novo farmaco.

Verificou-se que muitos dos compostos fendlicos dos quais
0S compostos pré—-farmacos da presente invencao sao
derivados, tém baixa actividade de hERG e uma boa separacao
entre a actividade inibidora de Hsp90 e a actividade de

hERG.

Compostos prdé-fadrmacos preferidos sdo os compostos pré-
farmacos de compostos fendlicos possuindo valores médios de
CIsp contra hERG que sao de mais de 30 vezes, ou mais de 40

vezes, ou mais de 50 vezes os valores de CIsy dos compostos
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em ensaios de proliferacédo celular. Pré-farmacos preferidos
sdo o8 prdé-fadrmacos de compostos fendlicos possuindo
valores médios de CIsy contra hERG que sdo superiores a 5
1M, mais particularmente superiores a 10 pM, e de maior
preferéncia superiores a 15 pM. Alguns compostos fendlicos
a partir dos quais os compostos prdé-fadrmacos da invencgdo
sdo derivados tém valores médios de CIsy contra hERG que

sdo superiores a 50 uM.
Os compostos da invencdo podem ter propriedades ADME
vantajosas e, em particular, melhor biodisponibilidade oral

do gue os compostos fendlicos originais.

Tratamento de dor, neuropatias, acidente vascular cerebral

e condicdes relacionadas

Os compostos da invencdo tém uma actividade de inibicgdo ou
modulacdo de Hsp90 e podem assim ser Uteis em utilizacgdo no
tratamento, no alivio ou na prevencdo de certas doencgas e

condig¢des mediadas por cdkb5.

Concordantemente, a invencao proporciona a utilizacdo de um
composto da invencao tal como aqui definido, para o fabrico

de um medicamento para o tratamento de dor.

Noutro aspecto, a invencgcao proporciona a utilizacido de um
composto da invencgao tal como aqui definido, para o fabrico
de um medicamento para a profilaxia ou o tratamento de

acidente vascular cerebral.

Noutro aspecto, a invencao proporciona a utilizacdo de um

composto da invencédo tal como aqui definido, para o fabrico
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de um medicamento para utilizacéo como um agente

neuroprotector.

Noutros aspectos, a invengdo proporciona:

- Um composto da invencado tal como aqui definido, para
utilizacdo no tratamento de dor.

- Um composto da invencado tal como aqui definido, para
utilizacdo na redugdo ou eliminacdo de dor num paciente (p.
ex. um mamifero tal como um humano) sofrendo de dor.

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico de um medicamento para utilizacao
na redugdo ou eliminacdo de dor num paciente (p. ex. um
mamifero tal como um humano) sofrendo de dor.

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico um medicamento para o tratamento
de qualguer um ou mais de nocicepcdo, dor soméatica, dor
visceral, dor aguda, dor crdénica, hiperalgesia, alodinia,
dor pdés-operatdria, dor devido a hipersensibilidade, dor de
cabeca, dor inflamatdéria (reumdtica, dentédria, dismenorreia
ou infeccédo), dor neuroldgica, dor musculo-esquelética, dor
relacionada com cancro ou dor vascular.

- Um composto da invencgado, tal como aqui definido para
utilizacdo no tratamento de qualgquer uma ou mais de
nocicepcgédo, dor somatica, dor visceral, dor aguda, dor

crdénica, hiperalgesia, alodinia, dor pds-operatdria, dor

devido a hipersensibilidade, dor de cabeca, dor
inflamatdéria (reumatica, dentéaria, dismenorreia ou
infecg¢do), dor neuroldgica, dor muasculo-esquelética, dor

relacionada com cancro ou dor vascular.
- Um composto da invengdo tal como aqui definido, para
utilizagdo na profilaxia ou no tratamento de acidente

vascular cerebral.
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- Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou gquaisquer
Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacao
num método para a profilaxia ou o tratamento de acidente
vascular cerebral num paciente tal como um mamifero (p. ex.
humano), método esse que compreende a administracdo ao
paciente de uma quantidade terapeuticamente eficaz do
composto.

- Uma composto da invencao tal como aqui definido, para
utilizacdo como agente neuroprotector.

— Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) ou gquaisquer
Formas de Realizacgdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacao
num método de prevencdo ou reducgdo de dano neuronal num
paciente sofrendo de acidente vascular cerebral, método
esse que compreende a administracdo ao paciente de uma
quantidade neuroprotectora eficaz do composto.

- A utilizacdo de um composto da invencgcdao tal como aqui
definido, para o fabrico um medicamento para a prevengao ou
reducgdo de risco de acidente vascular cerebral em pacientes
em risco de acidente vascular cerebral, por exemplo um
paciente exibindo qualgquer um ou mais factores de risco
seleccionados a partir de inflamacédo vascular,
aterosclerose, hipertenséo arterial, diabetes,
hiperlipidemia e fibrilhacdo auricular.

- Um composto da invencédo tal como aqui definido, para a
prevencao ou reducdo de risco em acidente vascular cerebral
em pacientes em risco de acidente vascular cerebral, por
exemplo um paciente exibindo qualquer um ou mais factores
de risco seleccionados a partir de inflamacdao vascular,
aterosclerose, hipertensao arterial, diabetes,

hiperlipidemia e fibrilhac¢do auricular.
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- Um composto da invencao tal como aqui definido, para
utilizacgcdo na profilaxia ou no tratamento de um estado ou
condicao de doenca mediado por uma cinase dependente de
ciclina 5.

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico um medicamento para a profilaxia
ou o tratamento de um estado ou condicdo de doenca mediado
por uma cinase dependente de ciclina 5.

- A utilizacado de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico um medicamento para a profilaxia
ou o tratamento de um estado ou condicdo de doenca mediado
por cdk5 ou p35.

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico um medicamento para a profilaxia
ou o tratamento de um estado ou condicdo de doenca mediado
por cdk5 ou p35, sendo o referido estado ou condicado de
doenca diferente de doenga de Alzheimer, doenca de
Huntington ou doenca de Creutzfeldt-Jakob.

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico um medicamento para a profilaxia
ou o tratamento de um estado ou condicdo de doenca mediado
por cdk5 ou p35, sendo o referido estado ou condicdo de
doenca diferente de uma doenca neurodegenerativa.

- A utilizacdo de um composto da invencgcao tal como aqui
definido, para o fabrico de um medicamento para a
profilaxia ou o tratamento de um estado ou condigcao de
doenga caracterizado por niveis elevados de cdk5 ou p35.

- Um composto da invengdo tal como aqui definido, para
utilizagdo na profilaxia ou no tratamento de um estado ou
condicdo de doenca mediado por c¢cdkb ou p35, sendo o
referido estado ou condicdo de doenca diferente de doenca
de Alzheimer, doenca de Huntington, ou doenca de

Creutzfeldt-Jakob.
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- Um composto da invencao tal como aqui definido, para
utilizacgcdo na profilaxia ou no tratamento de um estado ou
condigcdao de doenca mediado por cdkb5 ou p35, sendo o
referido estado ou condigcdo de doenca diferente de uma
doenca neurodegenerativa.

- Um composto da invengcdo tal como aqui definido, para
utilizagdo na profilaxia ou no tratamento de um estado ou
condicdo de doenca caracterizado por niveis elevados de
cdk5 ou p35.

- Um composto da invengcdo tal como aqui definido, para
utilizacéo na profilaxia ou no tratamento de uma
neuropatia, tal como uma neuropatia periférica, diferente
de doenga de Alzheimer, doenca de Huntington, ou doenca de
Creutzfeldt-Jakob.

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico um medicamento para a profilaxia
ou o tratamento de uma neuropatia, tal como uma neuropatia
periférica, diferente de doengca de Alzheimer, doenca de

Huntington, ou doenca de Creuzfeldt-Jacob.

Actividade antifingica, antiprotozodria, antiviral e

antiparasitdria

Os compostos da presente 1invencado e seus sais de adicéo
dcida e formas cristalinas destes podem ter actividade

antifungica, actividade antiprotozodria e antiparasitéria.

Em particular, os compostos da invencgdo podem ser Uteis em
tratamento de infeccdo por fungos, protozodrios e parasitas
patogénicos, em que a infecgcdo pelo patogénio esté

normalmente associada a uma resposta de anticorpo a Hsp90.
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Numa forma de realizacdo, a invencado proporciona compostos
da invengdo tal como aqui definidos, para utilizacdo como

agentes antifungicos.

Exemplos de fungos incluem os que sdo patogénicos no homem
e noutros animais, por exemplo:

- espécies de Candida, tais como Candida albicans e Candida
tropicalis;

- espécies de Cryptococcus, tais como Cryptococcus
neoformans e Cryptococcal meningitis;

- espécies de Aspergillus tais como Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus e Aspergillus niger;

- espécies de Microsporum tais como Microsporum canis e
Microsporum gypseum;

- espécies de Epidermophyton;

— espécies de Trichophyton tais como Trichophyton egquinum,
Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum;

- Epidermophyton floccosum;

— Exophiala werneckii;

- espécies de Fusarium tais como Fusarium solani;

- Sporothrix schenckii;

- espécies de Penicillium tais como Penicillium rubrum;

- espécies de Altermaria;

- Ceratocystis pilifera;

— Chrysosporium pruinosum;

- espécies de Helminthsporium;

- Paecilomyces variotti;

- leveduras, por exemplo Saccharomyces cerevisiae e
espécies de Pityrosporum tais como Pityrosporum orbiculare
e Pityrosporum ovale;

- espécies de Histoplasma tais como Histoplasma capsulatum;
- espécies de Coccidiodes;

- espécies de Paracoccidioides; e
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— espécies de Blastomyces.

Noutra forma de realizacao, a invengcdo proporciona
compostos da invengdo tal como aqui definidos, ©para

utilizacdo como agentes antiprotozodrios.

Exemplos de protozodrios incluem:

- Trypanosoma Cruzi;

- espécies de Leishmania; por exemplo o complexo de L.
donovani (L. donovani, L. 1infantum, e L. chagasi); ©
complexo de L. mexicana (3 espécies principais - L.
mexicana, L. amazonensis, e L. venezuelensis); L. tropica;
L. major, L. aethiopica; e o subgénero Viannia com quatro
espécies principais (L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) panamensis, e L. (V.) peruviana);

- Toxoplasma gondii; e

- Trichomonas vaginalis.

Noutra forma de realizacao, a invencdo proporciona
compostos da invencao tal como aqui definidos, ©para

utilizacdo como agentes antiparasitérios.

Exemplos de parasitas incluem vermes parasitas tais como:
- nemdtodes parasitas tais como Ascaris lumbricoides;
- platelmintas parasitas tais como o0s vermes trematddes

parasitas, p. ex. Schistosoma mansoni

A invengdo proporciona também inter alia:

- Um composto da invencao tal como aqui definido, para
utilizacgcdo na profilaxia ou no tratamento de um estado ou
condicdo de doenca fungica, protozoaria, ou parasitaria
(diferente de um estado ou condigcdo de doenca devido a

Plasmodium falciparum), por exemplo um estado ou condicao
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de doencga caracterizado por uma resposta de anticorpos a
Hsp90.

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico de um medicamento para a
profilaxia ou o tratamento de um estado ou condigao de
doenca fungica, protozodria ou parasitédria (diferente de um
estado ou condicao de doenca devido a Plasmodium
falciparum), por exemplo um estado ou condicdo de doenca
caracterizado por uma resposta de anticorpos a Hsp90.

- Um composto da invengcdo tal como aqui definido, para
utilizagdo na profilaxia ou no tratamento de um estado ou
condicdo de doenca fungica, por exemplo um estado ou
condicdao de doencgca caracterizado por uma resposta de
anticorpos a Hsp90.

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico de um medicamento para a
profilaxia ou o tratamento de um estado ou condigao de
doenca fungica, por exemplo um estado ou condicdo de doenca
caracterizado por uma resposta de anticorpos a Hsp90.

- Um composto da invengdo tal como aqui definido, para
utilizacdo em prevencado, paragem ou reversao da infeccgdo de
um animal (tal como um mamifero, p. ex. um humano) por
fungos patogénicos.

- A utilizacdo de um composto da invencgcao tal como aqui
definido, para o fabrico de um medicamento para prevencao,
paragem ou reversao da infeccdo de um animal (tal como um
mamifero, p. ex. um humano) por fungos patogénicos.

- Um composto da invengdo tal como aqui definido, para
qualguer uma das utilizagdes e dos métodos expostos acima,
e tal como aqui descrito noutro local.

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui

definido, para o fabrico de um medicamento para a
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profilaxia ou o tratamento de qualgquer um dos estados ou
condigcdes de doenca aqui descritos.

- Uma combinacdo de um composto da invencao tal como aqui
definido, <com um composto auxiliar que ¢é um agente
antifingico (p. ex. um agente antifungico azol).

- Uma composicdo farmacéutica compreendendo um composto da
invencdo tal como aqui definido, com um composto auxiliar
gque é um agente antifungico (p. ex. um agente antifungico
azol).

- Um composto da invengcdo tal como aqui definido, para
utilizacao em prevencao, reducgao ou reversao do
desenvolvimento de resisténcia a um agente antifungico,
agente antiprotozodrio ou agente antiparasitéario (de
preferéncia um agente antifungico) co-administrado com ele.
- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico de um medicamento para co-
administracao com um agente antifiangico, agente
antiprotozodrio ou agente antiparasitdrio (de preferéncia
um agente antifingico) para prevenir, reduzir ou reverter o
desenvolvimento de resisténcia ao agente antifungico,
agente antiprotozodrio ou agente antiparasitério.

— Um composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c¢) ou quaisquer
Formas de Realizacdo, subgrupos, subconjuntos, preferéncias
ou exemplos destes tal como aqui definidos, para utilizacéo
num método para: (1) sensibilizar células fungicas,
protozodrias ou de parasita a um féarmaco antifungico,
antiprotozodrio ou antiparasitédrio; (ii) aliviar ou reduzir
a incidéncia de resisténcia a um fdrmaco antifungico,
antiprotozodrio ou antiparasitéario; (1ii) reverter a
resisténcia a um fédrmaco antifungico, antiprotozodrio ou
antiparasitario; (iv) potenciar a actividade de um farmaco
antifiangico, antiprotozodrio ou antiparasitario; (v)

retardar ou prevenir o surgimento de resisténcia a um
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fadrmaco antifungico, antiprotozodrio ou antiparasitéario,
método esse que compreende a administracdo de uma
combinacdo do composto com o referido fédrmaco antifungico,
antiprotozodrio ou antiparasitério a um sujeito a

necessitar deste.

Tal como descrito acima na parte introdutdéria deste pedido,
verificou-se que 0s compostos possuindo actividade
inibidora de Hsp90 exibem potente actividade antifungica e
previnem o desenvolvimento de resisténcia a antifungicos e
em particular resisténcia a antifungicos dependente de
Hsp90. Além disso, verificou-se que a inibicdo da
actividade de Hsp90 pode reduzir o desenvolvimento de
resisténcia a féarmacos antifungicos vulgarmente utilizados
tais como os azoles. E portanto considerado que os
compostos da invencdo serdo uUteis na profilaxia ou no
tratamento de uma série de doencas e condigdes fungicas e
serdo também uteis, quando co-administrados com outros
fadrmacos antifungicos tais como azoles, em aumento da

actividade dos féarmacos antifiungicos.

A actividade antifungica dos compostos da presente invencéo
pode ser avaliada através da determinacdo da concentracéo
fungistatica minima (inibigédo) (m.i.c.). Este teste &
habitualmente realizado através da preparacdo de uma série
de placas ou tubos contendo um meio nutriente adequado,
cada placa ou tubo contendo também uma concentracéo
diferente do composto de teste e depois inoculando © meio
com a espécie fungica. Apds um periodo de incubacdo, as
placas sé&o examinadas visualmente quanto a presenga ou
auséncia de crescimento fungico. A m.i.c. é a concentracéao

minima necessdria para prevenir o crescimento fungico.
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Os compostos podem ser utilizados em medicina animal (por

exemplo no tratamento de mamiferos tais como humanos) .

Infecgdes fungicas em animais contra as quais o composto da
invencado tal como aqui definido pode ser utilizado incluem:
- Micoses superficiais - i.e. infeccgdes fungicas limitadas
as camadas mais externas da pele e do cabelo;

- Micoses cuténeas - 1. e. infecc¢des fungicas que se
estendem mais profundamente na epiderme, mas sao
tipicamente restritas as camadas queratinizadas da pele, do
cabelo e das unhas;

- Micoses subcutédneas - 1. e. infecgdes fungicas envolvendo
a derme, tecido subcutédneo, musculo e féscia;

- Micoses sistémicas devido a patogénios primdrios (estes
tipicamente origindrios principalmente nos pulmbes e podem
espalhar-se para outros sistemas de dérgdos); e

- Micoses sistémicas devido a patogénios oportunistas
(infecgbdes de pacientes com deficiéncias imunitédrias, que

de outro modo nao seriam infectados).

Exemplos particulares de estados de doenca fungica para os
quais os compostos da invencdo tal como aqui definido podem
ser utilizados incluem:

- Infecgbdes por dermatdfitos tais como tinea versicolour
(uma infeccdo fungica superficial da pele), tinea pedis (Pé
de Atleta), tinea capitis (infecc¢do fungica superficial na
cabeca), tinea barbae (infeccdo fungica de &reas barbudas),
tinea corporis (infeccdo fungica de &reas de pele lisa).

— Candidiase das Mucosas, tal como candidiase oral,
esofagite e candidiase wvaginal.

- Candidiase invasiva ou de o6rgdos profundos (p. ex.,

fungemia, endocardite, e endoftalmite).
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- Infeccdes criptocdccicas tais como meningite
criptocédcecica.

- Histoplasmose.

- Blastomicose, uma infeccdo fungica dos pulmbdes e
ocasionalmente da pele.

- Infecg¢des Fuangicas Invasivas (por exemplo Candidiase
Invasiva e Aspergilose Invasiva) em pacientes com sistemas
imunitdrios debilitados, tais como pacientes com SIDA (p.
ex. pacientes sob tratamento com féarmacos anti-SIDA), ou
sob tratamento com agentes anticancro.

- Aspergiloses tais como Aspergilose Broncopulmonar
Alérgica.

— Aspergiloma.

- Infecgbes intertrigo (infecgdes fungicas gque ocorrem nas
dobras da pele, p. ex. entre os dedos dos pés ou dedos da
mado, na Aarea das axilas, ou na regido da virilha).

- Maduramicose (invasdo fungica do tecido do pé, também
conhecido como micetoma).

- Coccidioidomicose.

— Mucormicose.

- Blastomicose

- Geotricose.

- Cromoblastomicose.

- Conidiosporose.

- Histoplasmose.

— Rinosporidose.

- Nocaidiose.

- Para-actinomicose.

- Peniciliose.

— Monoliase.

- Esporotricose.
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Infecgdes fungicas de particular interesse sdo a Candidiase

e a Aspergilose.

Os compostos do invento tém também actividade
antiprotozodria e antiparasitaria. A actividade
antiprotozodria dos compostos da presente invencdo pode ser
avaliada através de métodos convencionais, por exemplo

através de determinacdo da concentracdo minima de inibicgédo

(m.i.c.) ou do nivel de inibicdo de 50% (CIsp) .
Exemplos de doencas ou condicdes protozodrias e

parasitdrias para as guails os compostos da invencdo podem
ser Uteis incluem:

- Doenca de Chagas ((tripanossomiase) - uma infeccgédo
causada pelo parasita Trypanosoma cruzi.

- Ascaridiase - uma doenca humana causada pelo nemadtode
parasita Ascaris lumbricoides.

- Leishmaniose - uma doenca causada por parasitas do género
Leishmania.

- Toxoplasmose - uma doenca parasitdria causada pelo
protozodrio Toxoplasma gondii.

- Esquistossomiase (Bilharziose) - uma doenca causada pelo
parasita Schistoma mansoni.

- Tricomoniase - uma doenca sexualmente transmissivel

causada pelo protozodrio parasita Trichomonas vaginalis.

Actividade Antiwviral

Tal como discutido acima nas seccgdes introdutdérias deste
pedido, a infeccdo de uma célula hospedeira com ARN/ADN
viral resulta numa reorientacdo substancial da sintese de
proteinas celulares na direcgdo das proteinas virais chave

codificadas pelo acido nucleico virai, e isto da



83

frequentemente origem a sobre-regulacdo de proteinas de
chogque térmico. Acredita-se que uma das fungdes da inducgdo
de HSP pode ser a de ajudar na estabilizacdo e dobragem dos
niveis elevados de proteina "estranha" gerada na preparacao
para a replicagdo do virus e foi demonstrado (Naakagawa et
al.) que os inibidores da HSP90 podem bloquear a replicacéo
viral. Deste modo, os compostos da invencgdo podem ser Uteis
no combate a infecgbdes virais, por exemplo blogueando ou

inibindo a replicacgdo viral.

Portanto, noutro aspecto, a invencdo proporciona um
composto da invencdo tal como aqui definido para utilizacéo
na profilaxia ou no tratamento de uma infecg¢do viral (ou

doencga viral).

Noutros aspectos, a invengdo proporciona:

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico de um medicamento para a
profilaxia ou o tratamento de uma infeccao viral (ou doenca
viral).

- Um composto da invencao tal como aqui definido, para
utilizacgdo no bloqueio ou na inibig¢do da replicacgdo viral
num organismo hospedeiro (p. ex. um animal tal como um
mamifero (p. ex. humano)).

- A utilizacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, para o fabrico de um medicamento para utilizacéo
no blogueio ou na 1inibic¢do da replicagdao viral num
organismo hospedeiro (p. ex. um animal tal como um mamifero

(p. ex. humano)).

Exemplos de infecg¢des virais que podem ser tratadas com os
compostos da invencdo incluem infeccgdes devidas a qualquer

um ou mais dos seguintes virus:
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- Picornavirus tais como rinovirus (virus do resfriado
comum), virus Coxsackie (p. ex. virus Coxsackie B); e virus
da febre aftosa;

- Virus de hepatite tais como virus da hepatite A (HAV),
virus da hepatite B (HBV), virus da hepatite C (HCV), virus
da hepatite D (VHD) e virus da hepatite E (VHE),

- Coronavirus (p. ex. virus do resfriado comum e virus da
sindroma respiratdéria aguda grave (SARS))

- Adenovirus tais como Adenovirus Humanos (uma causa de
infecgcdes respiratdrias e conjuntivas);

- Astrovirus (uma causa de sintomas semelhantes a gripe);

- Flavivirus tais como o virus da Febre-amarela;

- Ortomixovirus tais como virus da gripe (p. ex. virus da
gripe A, B e C);

- Virus parainfluenza;

- Virus sincicial respiratdrio;

- Enterovirus tais como Poliovirus (virus da poliomielite);
- Paramixovirus tais como o virus do Sarampo (rubéola),
virus da papeira, virus sincicial respiratédério (RSV) e
virus da cinomose canina (CDV);

- Togavirus tais como virus da rubéola (Sarampo Alemdo) e
virus Sindbis;

- Virus de herpes, tais como:

- Virus Herpes simplex (HSV), por exemplo HSV-1 dque
causa bolhas de febre (aftas), gengivoestomatite, ceratite
do herpes, eczema herpético e encefalite de HSV); e HSV-2
que provoca lesbes genitais, infec¢des neonatais, meningite
de HSV, proctite de HSV;

- Virus da varicela =zoster (VZV), que causa a
varicela, sindrome de varicela congénita e zona;

- Virus de Epstein-Barr (EBV) , que provoca
mononucleose infecciosa, linfoma de Burkitt e cancro da

nasofaringe;
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- Citomegalovirus (CMV), p. ex. citomegalovirus humano
(HCMV) ;

- Virus do herpes humano 6 (HHV-6), que causa o
exanthum subitum ou roséola infantum

- Virus do herpes humano 8 (HHV-8) ou virus de herpes
associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV), que se verifica na
saliva de muitos pacientes com SIDA e associado ao sarcoma
de Kaposi;
- Papovaviridae tal como o virus de polioma e o virus do
papiloma humano (HPV);
- Parvovirus;
- Poxvirus tais como o virus da variola (virus da wvariola
humana) ;
- Rabdovirus tais como o virus da raiva e o virus da
estomatite vesicular (VSV); e
- Retrovirus tais como o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), que é responsavel pela sindroma de imunodeficiéncia

adquirida (SIDA); e o virus T-linfotréfico humano (HTLV).

Infecgdes virals particulares contra as quais os compostos
da invengdo podem ser utilizados incluem o virus de herpes,
virus da variola, virus de Epstein-Barr, virus Sindbis,
adenovirus, virus HIV (para prevencdo do desenvolvimento de

SIDA em individuos infectados com HIV), HPV, HCV e HCMV.

A infeccgdo viral pode ser diferente de uma infecg¢do com o

virus da hepatite C (HCV).

A actividade dos compostos da invencdo como agentes para
blogqueio ou prevencado da replicacdo viral em organismos
hospedeiros ou células hospedeiras pode ser determinada de

acordo com procedimentos padrdao bem conhecidos dos peritos.



86

Os compostos da invencdo podem ser utilizados como o unico
agente antiviral ou podem ser utilizados em conjunto com
outros agentes antivirais tais como aciclovir, ganciclovir,
oseltamavir (Tamiflu®) e zanamavir (Relenza®), amantidina,
rimantadina, adefovir-dipivoxilo, interferdes (p. ex.

interferéo alfa-2b e interferéao alfa-2a peguilado),

lamivudina, entecavir, ribavirina, famciclovir,
valciciclovir, valaciclovir, azidotimidina (AZT -
Retrovir®), atazanavir, fosamprenavir, lamivudina,

lamivudina + abacavir, fumarato de tenofovir-disoproxilo,
fumarato de tenofovir-disoproxilo + emtricitabina,
tipranavir, nelfinavir, indinavir, raltegravir, ritonavir,
lopinavir + ritonavir, darunavir, amprenavir, enfuvirtida,

saquinavir, hidroxiureia, VGV-1 e vacinas antivirais.

Deste modo, a invengdo proporciona ainda:

— Uma combinacdo de um composto da invencdo tal como aqui
definido, <com um composto auxiliar que ¢é um agente
antiviral.

— Uma composicdo farmacéutica compreendendo um composto da
invencdo tal como aqui definido, com um composto auxiliar

gque é um agente antiviral.

Métodos para a Preparacdo de Compostos de Férmulas (1 a),

(L b) e (1 ¢) e subgrupos destes

Nesta secdo, tal como em todas as outras secdes deste
pedido, a menos gque o contexto indique o contrario,
referéncias as Férmulas (1 a), (1 b) e (1 c¢) incluem também
todas as formas de realizacdo, subgrupos, subconjuntos

destes, excepto se o contexto exijir de outra forma.
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Os compostos de férmulas (1 a), (1 b) e (1 c¢) podem ser
preparados através da reaccdo de um composto de fdérmula
(10) :

0O OH

1

e

?
R’ (10)

ou um derivado reactivo deste (tal como um cloreto &acido),

com um composto de férmula (11):

sob condig¢des de formacgcao de amida.

(11)

Por exemplo, o composto de fdérmula (10) pode ser feito
reagir com o composto de férmula (11) na presenga de
reagentes de acoplamento de amida do tipo vulgarmente
utilizado na formacdo de ligacdes de amida ou peptidicas.
Exemplos de tais reagentes incluem 1,1'-carbonildiimidazol
(CDI), 1,3-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) (Sheehan et al.,
J. Amer. Soc. 1955, 77 1067), l-etil-3-(3'-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (aqui referido como EDC ou
EDAC mas também conhecido na técnica como EDCI e WSCDI)
(Sheehan et al., al, J. Org. Chem., 1961, 26: 2525),
agentes de acoplamento com base de urdnio tais como
hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-
tetrametilurénio (HATU) e agentes de acoplamento com base
em fosfdénio tais como hexafluorofosfato de 1-benzo-
triazoliloxitris—(pirrolidino) fosfdénio (PyBOP) (Castro et
al., Tetrahedron Letters, 1990, 31: 205). Agentes de
acoplamento baseados em carbodiimida podem ser

vantajosamente usados em combinagdo com 1l-hidroxi-7-
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azabenzotriazol (HOAt) (LA Carpino, J. Amer. Chem. Soc.,
1993, 115: 4397) ou l-hidroxibenzotriazol (HOBt) (Konig et
al., Chem. Ber., 103, 708, 2024-2034) . Reagentes de
acoplamento preferidos incluem EDC (EDAC) e DCC em

combinacdao com HOAt ou HOBt.

Um reagente de acoplamento particular compreende EDC em

combinagdo com HOBt.

A  reacgdo de acoplamento ¢é tipicamente realizada num
solvente nao aquoso, nao prdético, tal como acetonitrilo,
dioxano, dimetilsulfdéxido, diclorometano, dimetilformamida
ou N-metilpirrolidina, ou num solvente aquoso opcionalmente
em conjunto com um ou mais co-solventes misciveis. A
reacgdo pode ser realizada a temperatura ambiente ou,
quando o0s reagentes sao menos reactivos, a uma temperatura
apropriadamente elevada, por exemplo uma temperatura de até
100°C, mais tipicamente até cerca de 80°C. A reaccado pode
ser realizada na presenca de uma base ndo interferente, por
exemplo uma amina tercidria tal como trietilamina ou N, N-

diisopropiletilamina.

Alternativamente, o Acido carboxilico (10) pode ser
primeiro convertido num derivado reactivo tal como ©
cloreto éacido e, em seguida, feito reagir com o composto
isoindolina de férmula (11). O cloreto &cido pode ser
preparado através de tratamento do &cido carboxilico com
cloreto de tionilo, ou através de reacgdo com cloreto de
oxalilo na ©presenca de uma gquantidade catalitica de
dimetil-formamida, ou através de reaccdo de um sal de
potédssio do acido com cloreto de oxalilo. O cloreto acido
pode entdo ser feito reagir com o composto de férmula (11)

na presencgca de uma base nao interferente tal como
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trietilamina. A reacgcao pode ser realizada a cerca da

temperatura ambiente num solvente polar tal como dioxano.

Os compostos da férmula (11) podem ser preparados através
dos métodos descritos em WO 2006/109085 ou métodos analogos

a estes.

Os compostos da férmula (10) podem ser preparados através

da hidrdlise de um composto éster da férmula (12):

O O—ALK

R—O

9
R a2

onde ALK é um grupo metilo ou etilo e de preferéncia um
grupo metilo. A hidrdélise do éster (12) pode ser realizada
usando um hidrdxido de metal alcalino tal como hidréxido de
potédssio ou hidrdéxido de sdédio, em solugdo aquosa ou
solucgdo alcodlica aquosa (p. ex. metandlica). A hidrdlise é

tipicamente realizada com aquecimento, por exemplo a

temperatura de refluxo da solugd&o aguosa.

Os compostos da férmula (12) podem ser preparados a partir

de derivados de resorcinol da férmula (13):
O O—ALK

HO .,

4

OH (13)
através de varias reacgdes de alquilacdo e acilacdo tal
como descrito nos exemplos na seccao experimental deste

pedido.
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Por exemplo, para dar compostos de férmula (12) em que R é
hidrogénio, o grupo 4-hidroxilo no composto de fdérmula (13)
pode ser selectivamente protegido através de reacgdo com um
composto de férmula PG*~L' onde PG? é um grupo de proteccdo
removivel e L' é um grupo de saida tal como halogénio na

presenga de uma base para dar o intermedidrio (14):

O O—ALK

HO_,

o

PG? (14)

Um grupo de proteccdo preferido PG’ é benzilo. A proteccdo
do grupo 4-hidroxilo como um grupo benziloxilo pode ser
realizada através da reaccdo do composto de férmula (13)
com um pouco mais de um equivalente de brometo de benzilo
na presenca de uma base de carbonato de metal alcalino tal
como carbonato de potédssio num solvente aprdético polar tal
como acetonitrilo. A  reaccdo pode ser realizada a
temperatura ambiente. Como alternativa a um grupo de
protecgcao benzilo, o grupo 4-hidroxilo pode ser protegido
como um grupo metoximetoxilo através de reacgdo do composto
de férmula (13) com aproximadamente um equivalente de
cloreto de metoximetilo em acetonitrilo na presenga de

carbonato de potéssio.

O composto de férmula (14) pode entdo ser feito reagir com
um composto de férmula R*-L? onde L? é um grupo de saida tal
como um halogénio, ou pode ser feito reagir com um agente

de algquilacdo, para dar um composto de férmula (15):
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PG* (15)

A reacgdo do composto de férmula (14) pode ser feita reagir
com o composto da férmula R'-L? ou o agente de alquilacéao
na presencga de uma base tal como carbonato de potassio num

solvente polar aprdético tal como acetonitrilo.

O grupo protector PG? pode entdao ser removido (p. ex. no
caso de um grupo benzilo através de hidrogenagéo sobre
paléddio em carbono) para dar um composto de fédrmula (12) em

que R? é hidrogénio.

Quando PG? é um grupo metoximetilo, pode ser deixado no
local (dando assim um composto intermedidrio (12) em que R’
e R? sao diferentes), ou pode ser removido através de
reacgdo com um acido tal como acido cloridrico num solvente

alcodélico agquoso tal como metanol.

Para se obterem os compostos da férmula (12) em que R' é
hidrogénio, um composto de férmula (13) pode ser feito
reagir com aproximadamente um equivalente de um composto de
férmula R*-L° em que L° é um grupo de saida tal como um
halogénio, ou pode ser feito reagir com aproximadamente um
equivalente de um agente de alquilacdao. A reacgao pode ser
realizada sob condigdes analogas as utilizadas acima em

ligacgdo com a preparacdo dos compostos de fdérmula (14).
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Para preparar compostos da fédrmula (12) onde R' = R? e ambos
sdo diferentes de hidrogénio, um composto de férmula (13)
pode ser feito reagir com aproximadamente dois equivalentes
de um composto de férmula R-L° onde R = R' = R e L é um
grupo de saida tal como um halogénio, ou pode ser feito

reagir com aproximadamente um equivalente de um agente de

alquilacao.

Os Compostos de férmula (13) podem ser preparados através

de hidrogenacédo de compostos de férmula (16):

O O—ALK
@\/02

(16)
sobre palddio em carbono num solvente alcodlico tal como
etanol, metanol ou misturas destes. 0s compostos de férmula
(16) podem ser preparados de acordo com o método descrito
em WO 2006/109085, ver em particular a Preparacgdo B5 na
padgina 84 de WO 2006/109085.

Os métodos anteriores podem ser particularmente adequados
para a preparacadao de compostos em que R' e/ou R’ sao grupos

alquilo ou alcenilo opcionalmente substituidos.

Compostos das fdérmulas (1 a), (1 b) e (1 c) podem também
ser preparados através da reaccgdo de um composto de férmula

(17) :
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¢ (R,

HO

OH (17)
com um reagente ou reagentes adequados para a introducao

dos grupos R' e/ou RZ.

Por exemplo, para preparar compostos das fdérmulas (1 a), (1
b) e (1 c) onde R' e/ou R’ sdo C(O)NR'R’ onde R* e R’ séo
ambos alquilo Ci4, ou NR'R’® forma um anel heterociclico
saturado de 4 a 7 membros, o composto de fédrmula (17) pode
ser feito reagir com um composto de férmula C1-C(0)NR'R’
num solvente aprdético polar tal como tetra-hidrofurano
(THF) na presenca de uma base nadoc interferente tal como
trietilamina ou N,N-4-dimetilamino-piridina. A reaccdo pode
ser realizada com aquecimento moderado (p. ex. a uma
temperatura entre 50°C e 100°C). Se forem utilizados dois
ou mais equivalentes do composto de férmula C1-C(0)NR'R®,
forma-se o composto de férmula (1 a), (1 b) ou (1 c) em que

ambos de R' e R? sao C(O)NRAR5.

Se desejado, um dos dois grupos C (0)NR'R® pode ser removido
através de aquecimento com um hidréxido de metal alcalino
tal como um hidréxido de sdédio agquoso metandlico para dar
uma mistura de regioisdmeros de mono-hidroxilo que podem
ser separados através de HPLC preparativa. 0Os compostos
mono-hidroxilo resultantes podem entdo ser tratados com um
reagente ou reagentes adequados para introducdao de um grupo
R' ou R? diferente. Por exemplo, um composto em que um de R'

e R” é um grupo C(O)NR'R® e o outro é hidrogénio, pode ser
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feito reagir com um carbonato de dialquilo de fdérmula
R°0C(0)OR® (tal como di-terc-butil-carbonato) para dar um
composto de fdérmula (1 a), (1 b) ou (1 c) em gque um de R' e
R’ é C(O)NRR> e o outro & C(O)OR em que R° é alquilo Cis
(p. ex. terc-butilo). A reacgdo com o carbonato de
dialquilo ¢é tipicamente realizada num solvente polar
aprético tal como THF na presengca de uma base néao
interferente tal como N,N-4-dimetilaminopiridina,

habitualmente com aquecimento, por exemplo até uma

temperatura entre 50°C e 100°C.

Compostos em que tanto R’ como R’ sdo C(0)OR® podem ser
preparados a partir de compostos de fdérmula (17) através de
reaccdo com pelo menos dois equivalentes de R°0C (0) OR® sob

condig¢des semelhantes ou andlogas as descritas acima.

Compostos em gque tanto R' como R? sdo C(O)R° podem ser
preparados a partir de compostos de férmula (17) através de
reacgao com pelo menos dois equivalentes de Cl-C(0)R® num
solvente polar aprético tal como THF na presenga de uma
base ndo interferente tal como trietilamina e/ou N,N-4-
dimetilaminopiridina. A reacgdo ¢é tipicamente realizada a

temperatura ambiente.

Compostos de fdérmula (17) podem ser preparados através dos
métodos descritos em WO 2006/109085 (PCT/GB2006/001382),
ver em particular Exemplo 36 na pagina 123, Exemplo 42 na
pdgina 125, Exemplo 50 na pagina 128, Exemplo 55 na pagina
137, Exemplo 61 na pagina 143, Exemplo 63 na pagina 143 e
Exemplo 68 na padgina 145.

Muitos dos procedimentos descritos acima sdao bem conhecidos

dos peritos na técnica, e exemplos de alquilacdes,
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acilacgdes, interconversdes de grupos funcionais e reagentes
e condigdes para a realizacdo de tails conversdes podem ser
verificados em, por exemplo, "Advanced Organic Chemistry",
por Jerry March, 42 edicdo, 119, Wiley Interscience, New
York; "Fiesers' Reagents for Organic Synthesis"™, Volumes 1-
17, John Wiley, editado por Mary Fieser (ISBN: 0-471-58283-
2); e "Organic Synthesis", Volumes 1-8, John Wiley, editado
por Jeremiah P. Freeman (ISBN: 0-471-31192-83).

Nalgumas das reacg¢des descritas acima, pode ser necessério
proteger um ou mais grupos para impedir que a reacgao
ocorra num local indesejado da molécula. Exemplos de grupos
protectores, e métodos de proteccdo e desproteccdo de
grupos funcionais, podem ser verificados em "Protective
Groups 1in Organic Synthesis"™ (T. Green e P. Wuts; 3rd

Edition; John Wiley and Sons, 1999).

Novos Intermedidrios

Muitos dos intermedidrios do processo (10), (12), (14) e

(15) sao novos.

Deste modo, a invencdo divulga também um novo intermedidrio
do processo que € um composto de fdérmula (10) ou férmula
(12) ou férmula (14) ou férmula (15), tal como aqui
definido, mas excluindo os compostos éster de metilo do
acido 2,4-dimetoxi-5-isopropilbenzdico e adcido 2,4~

dimetoxi-5-isopropilbenzdico.

Novos compostos intermedidrios do processo particulares séo

como expostos abaixo:
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Métodos de Purificacdao

Os compostos da invencgado podem ser isolados e purificados
através de varios métodos bem conhecidos dos peritos na
técnica e exemplos de tais métodos incluem técnicas
cromatogrdficas tais como cromatografia de coluna (p. ex.
cromatografia ultra-rdpida) e HPLC. LC-MS preparativa é um
método padrdo e eficaz usado para a purificacdo de pequenas
moléculas organicas tais como os compostos aqui descritos.
Os métodos para a cromatografia liquida (LC) e
espectrometria de massa (MS) podem ser variados para
proporcionar uma melhor separacdo dos materiais em bruto e
uma melhor deteccdo das amostras através de MS. A
optimizacdo do método de LC preparativa em gradiente
envolvera colunas diferentes, eluentes volateis e
modificadores, e gradientes. Os métodos s&o bem conhecidos
na técnica para optimizacdo dos métodos de LC-MS
preparativa e, em seguida, utilizacdo destes para purificar
compostos. Tais métodos sdo descritos em Rosentreter U,

Huber U.; "Optimal fraction <collecting 1in ©preparative
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LC/MS"; J. Comb. Chem.; 2004; 6(2): 159-64 e Leister W,
Strauss K, Wisnoski D, Zhao 7, Lindsley C., "Developement
of a custom high-throughput preparative liquid
chromatography/mass spectrometer platform for the
preparative purification and analytical analysis of

compound libraries"; J. Comb. Chem.; 2003; 5(3): 322-9.

Alternativamente, métodos baseados em LC preparativa de
fase normal podem ser utilizados em vez de métodos de fase
inversa. A maioria dos sistemas de LC-MS preparativa
utilizam LC de fase inversa e modificadores &cidos
volateis, uma vez que a abordagem ¢ muito eficaz para a
purificacdo de pequenas moléculas e porque o0s eluentes séo
compativeis com espectrometria de massa de
electrovaporizacao de 1id0es positivos. Empregando outras
solugdes cromatograficas, p. ex. LC de fase normal,
alternativamente fase mével tamponada, modificadores
basicos, etc., tal como delineado nos métodos analiticos
descritos acima, podem alternativamente ser utilizados para

purificar os compostos.

Formulacdes Farmacéuticas

Embora seja possivel gque o composto pré-fadrmaco seja
administrado sozinho, ¢ preferivel apresentd-lo como uma
composicdo farmacéutica (p. ex. formulacdo) compreendendo
pelo menos um composto activo da invencdo, em conjunto com

um ou mais excipientes farmaceuticamente aceitédveis (por

exemplo transportadores, adjuvantes, diluentes,
enchimentos, tampdes, estabilizadores, conservantes,
lubrificantes, ou outros materiais bem conhecidos dos
peritos na técnica) e opcionalmente outros agentes

terapéuticos ou profildcticos; por exemplo, agentes que
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reduzem ou aliviam alguns dos efeitos secundarios
associados a quimioterapia. Exemplos particulares de tais
agentes incluem agentes antieméticos, agentes gue impedem
ou diminuem a duracao da neutropenia associada a
quimioterapia e previnem complicagdes que surgem a partir
de niveis reduzidos de gldébulos vermelhos ou gldébulos
brancos, por exemplo eritropoetina (EPO), factor
estimulador de coldénias de macréfagos—granuldcitos (GM-
CSF), e factor estimulador de coldnias de granuldcitos (G-
CSF), e agentes que minimizam a toxicidade

gastrointestinal.

Assim, a presente 1invencao proporciona ainda composicdes
farmacéuticas, tal como definido acima, e métodos de
producdo de uma composicdo farmacéutica compreendendo a
colocacdo em associagao (p. ex. mistura) de pelo menos um
composto activo, tal como definido acima, em conjunto com
um ou mais excipientes farmaceuticamente aceitdveis tais
como transportadores, tampdes, adjuvantes, estabilizadores,

ou outros materiais, tal como agqui descrito.

O termo "excipiente" tal como aqui utilizado refere-se a
qualguer componente da composicdo farmacéutica diferente do
composto activo (i.e. no presente caso o composto préd-

farmaco) .

O termo "farmaceuticamente aceitavel" tal <como aqui
utilizado refere-se a compostos, materiais, composicdes,
e/ou formas de dosagem gque sdo, dentro do ambito da boa
avaliacdo médica, adequados para utilizacdo em contacto com
0os tecidos de um sujeito (p. ex. humano) sem excessiva
toxicidade, irritacdo, resposta alérgica, ou outro problema

ou complicacéao, comensuravel com uma relacgao
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beneficio/risco razoavel. Cada excipiente (p. ex.,
transportador, etc.) deve também ser "aceitdvel"™ no sentido

de ser compativel com os outros ingredientes da formulacéo.

Deste modo, num outro aspecto, a 1invengcado proporciona
compostos da 1invencdo e subgrupos destes tal como aqui

definidos, na forma de composicgdes farmacéuticas.

As composicdes farmacéuticas podem estar em qualquer forma
adequada para administracdo oral, parentérica, tdépica,
intranasal, oftédlmica, ¢ética, rectal, intra-vaginal, ou
transdérmica. Quando as composicdes se destinam a
administragdo parentérica, podem ser formuladas para
administracdo intravenosa, intramuscular, intraperitoneal,
subcutédnea, ou para distribuicdo directa num &érgdo ou
tecido alvo através de injeccédo, infusdo ou outros meios de
distribuicdo. A distribuicdo pode ser através de injeccédo
de bolo, infusdo de curto prazo ou infusdo de longo prazo e
pode ser através de distribuicdo passiva ou através da

utilizacdo de uma bomba de infusdo adequada.

Formulagdes farmacéuticas adaptadas para administracao
parentérica incluem solugdes de injecgdo estéreis aquosas e
ndo aquosas que podem conter antioxidantes, tampdes,
bacteriostaticos e solutos que tornam a formulacao
isoténica com o sangue do receptor pretendido; e suspensdes
estéreis aquosas e ndo aquosas que podem incluir agentes de
suspensado e agentes espessantes. Exemplos destes estao
descritos em R. G. Strickly, "Solubilizing Excipients in
oral and injectable formulations"™, Pharmaceutical Research,
Vol 21(2) 2004, pags. 201-230. Além disso, podem conter co-
solventes, misturas de solventes orgadnicos, agentes de

complexacdo de ciclodextrina, agentes emulsionantes (para
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formacdo e estabilizacado das formulagdes de emulsao),
componentes de lipossomas para formacdo de lipossomas,
polimeros gelificdveis para formacdo de géis poliméricos,
protectores de liofilizacdo e combinacgdes de agentes para,
inter alia, estabilizacdao do ingrediente activo numa forma
soluvel e tornando a formulacdo isotdnica com o sangue do
receptor pretendido. As formulacgdes podem ser apresentadas
em recipientes de dose unitdria ou multidose, por exemplo
ampolas e frascos selados, e podem ser armazenadas numa
condigdo seca por congelacgdao (liofilizada) requerendo
apenas a adicdo do transportador liquido estéril, por
exemplo Agua para 1injeccdes, imediatamente antes da

utilizacédo.

Uma molécula de farmaco que seja ionizavel pode ser
solubilizada na concentracdo desejada através de ajuste do
PH, se a pK, do farmaco estiver suficientemente longe do
valor de pH da formulacdo. O intervalo aceitdvel & pH 2-12
para administracao intravenosa e intramuscular, mas
subcutaneamente o intervalo é pH 2,7-9,0. O pH da solucédo é
controlado através da forma de sal do farmaco, acidos/bases
fortes, tais como &cido cloridrico ou hidréxido de sdédio,
ou por solucgdes de tampdes dgque 1incluem mas ndo estao
limitadas a solugdes tampao formadas a partir de glicina,
citrato, acetato, maleato, succinato, histidina, fosfato,

tris(hidroximetil)-aminometano (TRIS), ou carbonato.

A combinacgéao de uma solucgéo aquosa e um
solvente/tensiocactivo orgdnico soluvel em &dgua (i.e. um co-
solvente) é frequentemente utilizada em formulacgdes
injectéaveis. Os solventes e tensioactivos orgénicos
soluveis em &gua utilizados em formulacgdes injectéveis

incluem, mas nao se limitam a, propilenoglicol, etanol,
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polietileno glicol 300, polietleno glicol 400, glicerina,
dimetilacetamida (DMA) , N-metil-2-pirrolidona (NMP ;
Pharmasolve), dimetilsulfdxido (DMSO) , Solutol HS 15,
Cremophor EL, Cremophor RH 60, e polissorbato 80. Tais

formulag¢des podem ser geralmente, mas nao sao sempre,

diluidas antes da injeccéao.

Propilenoglicol, PEG 300, etanol, Cremophor EL, Cremophor
RH 60, e polissorbato 80 sdo os solventes e tensioactivos
organicos totalmente misciveis em &gua wutilizados em
formulagdes injectdveis comercialmente disponiveis e podem
ser usados em combinag¢gdes uns com os outros. As formulagdes
organicas resultantes sdo geralmente diluidas pelo menos 2

vezes antes da infusdo IV em bolo ou IV.

Alternativamente, uma maior solubilidade em &gua pode ser
alcancada através de complexacao molecular com

ciclodextrinas.

Os lipossomas s&o vesiculas esféricas fechadas compostas de
membranas de bicamada lipidica externa e um nucleo aquoso
interno e com um didmetro total de <100 um. Dependendo do
nivel de hidrofobicidade, farmacos moderadamente hidrdéfobos
podem ser solubilizados por lipossomas se o fdrmaco se
tornar encapsulado ou intercalado dentro do lipossoma. Os
farmacos hidrdéfobos podem também ser solubilizados por
lipossomas se a molécula de farmaco se tornar uma parte
integrante da membrana de bicamada lipidica e, neste caso,
o fadrmaco hidrdéfobo ¢é dissolvido na porcdo lipidica da
bicamada lipidica. Uma formulacdo de 1lipossoma tipica
contém agua com fosfolipido em 5-20 mg/ml, um
isotonificante, um tampdo de ©pH 5-8, e opcionalmente

colesterol.
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As formulacbdes podem ser apresentadas em recipientes de
dose unitdria ou multidose, por exemplo ampolas seladas,
frascos ou seringas pré-carregadas, e podem ser armazenadas
numa condicdo seca por congelacgao (liofilizada) requerendo
apenas a adicdo do transportador ligquido estéril, por
exemplo &gua para injeccgdes, imediatamente antes da

utilizacéao.

A formulacdo farmacéutica pode ser preparada através de
liofilizacdo de um composto de Férmula (I) ou um sal de
adicao acida deste. A liofilizacgéao refere-se ao
procedimento de secagem por congelacao de uma composicdo. A
secagem por congelacao e a liofilizagdo sdo portanto aqui
utilizados como sindénimos. Um processo tipico é solubilizar
o composto e a formulagdo resultante ¢é clarificada,
filtrada para esterilizacdo e transferida assepticamente
para contentores apropriados para liofilizacdo (p. ex.
frascos). No <caso de frascos, estes sdo parcialmente
tapados com rolhas de liofilizacdo. A formulagdo pode ser
arrefecida até congelar e sujeita a liofilizacdo sob
condigdes padrao e depois hermeticamente tapada formando
uma formulacdo liofilizada seca, estavel. A composicdo teréa
tipicamente um teor de &gua residual baixo, p. ex. menos do
que 5%, p. ex. menos do que 1% em peso com base no peso do

liofilizado.

A formulacéo de liofilizacéao pode conter outros
excipientes, por exemplo agentes espessantes, agentes de
disperséao, tampdes, antioxidantes, conservantes e
ajustadores de tonicidade. Tampdes tipicos incluem fosfato,
acetato, citrato e glicina. Exemplos de antioxidantes

incluem acido ascdédrbico, bissulfito de sédio,
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metabissulfito de sdédio, monotioglicerol, tioureia,
hidroxitolueno butilado, hidroxi-anisol butilado, e sais de
dcido etilenodiaminotetraacético. Os conservantes podem
incluir &cido benzdico e seus sais, &cido sdérbico e seus
sais, ésteres de alquilo do &cido para-hidroxibenzdico,
fenol, clorobutanol, &lcool benzilico, timerosal, cloreto
de Dbenzalcdénio e cloreto de cetilpiridinio. Os tampdes
anteriormente mencionados, bem como dextrose e cloreto de
sédio, podem ser usados para ajuste de tonicidade, se

necessario.

Agentes espessantes sdo geralmente utilizados na tecnologia
de liofilizacdo para facilitar o processo e/ou proporcionar
volume e/ou integridade mecdnica ao bolo liofilizado. Um
agente de volume significa um diluente sdélido particulado
livremente soluvel em &gua, que quando co-liofilizado com o
composto ou sal deste, proporciona um bolo liofilizado
fisicamente estédvel, um processo de secagem por congelacgéo
6ptimo e reconstituicdo rapida e completa. O agente de
volume pode também ser utilizado para tornar a solucao

isotdnica.

0O agente espessante soluvel em &agua pode ser qualgquer um
dos materiais sdlidos inertes farmaceuticamente aceitéaveis,
tipicamente utilizados para liofilizacdo. Tais agentes de
volume incluem, por exemplo, acgucares tais como glicose,
maltose, sacarose e lactose; polidlcoois tais como sorbitol
ou manitol; aminodcidos tais como glicina; polimeros tais
como polivinilpirrolidina; e polissacaridos tais como

dextrano.

A razdo do peso do agente de volume para o peso do composto

activo estd tipicamente dentro do intervalo de cerca de 1 a
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cerca de 5, por exemplo de cerca de 1 a cerca de 3, p. ex.

no intervalo de cerca de 1 a 2.

Alternativamente, podem ser proporcionados numa forma de
solugdo a partir da qual podem ser concentrados e selados
num frasco adequado. A esterilizacdo de formas de dosagem
pode ser através de filtracdo ou através de autoclavagem
dos frascos e seus contetudos em fases apropriadas do
processo de formulacgéao. A formulacao fornecida pode
requerer mais diluigdo ou preparacao antes da distribuicéao,
por exemplo diluigcdo em embalagens de infusdo estéreis

adequadas.

Solucgdes e suspensdes de 1injeccdo extempordnea podem ser
preparadas a partir de pbs, grénulos e comprimidos

estéreis.

Numa forma de realizacdo da invencgao, a composigéao
farmacéutica estd numa forma adequada para administracéo

i.v., por exemplo através de injecgdo ou infuséo.

Noutra forma de realizacdo, a composicdo farmacéutica estéd

numa forma adequada para administracdo subcuténea (s.c.).

Numa forma de realizacdo preferida da invencéao, as

composicbes farmacéuticas sdo adequadas para administracéao

oral.
Formas de dosagem farmacéuticas adequadas para
administracdo oral incluem comprimidos, cépsulas (de

invélucro duro ou mole), drageias, pilulas, pastilhas,

xaropes, solugdes, pds, gréanulos, elixires e suspensdes,
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comprimidos sublinguais, hdéstias ou adesivos (tais como

adesivos bucais).

Composigdes farmacéuticas contendo os compostos da invencéo
podem ser formuladas de acordo com técnicas conhecidas, ver
por exemplo, "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack

Publishing Company, Easton, PA, EUA.

Assim, as composicgdes de comprimidos podem conter uma dose
unitdria de composto activo Jjuntamente com um diluente ou
transportador inerte, tal como um agucar ou &alcool de
acucar, p. ex. lactose, sacarose, sorbitol ou manitol; e/ou
um diluente derivado ndo acgucar tal como carbonato de
sédio, fosfato de <célcio, carbonato de céalcio, ou uma
celulose ou derivado desta tal como metilcelulose,
etilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, celulose
microcristalina (MCC), e amidos tais como amido de milho.

Os comprimidos podem também conter ingredientes padrédo tais

Ccomo agentes de ligacao e granulacao tais Como
polivinilpirrolidona, desintegrantes (p. ex. polimeros
reticulados inchéaveis tais como carboximetilcelulose

reticulada), agentes lubrificantes (p. ex. estearatos),
conservantes (p. ex. parabenos), antioxidantes (p. ex.
BHT), agentes tampdo (por exemplo, tampdes fosfato ou
citrato), e agentes efervescentes tais como misturas de
citrato/bicarbonato. Tais excipientes sdo bem conhecidos e

nao necessitam de ser aqui discutidos em detalhe.

As formulacdes de céapsulas podem ser da variedade de
gelatina dura ou de gelatina mole e podem conter o
componente activo numa forma sdélida, semi-sdélida, ou

liquida. As cépsulas de gelatina podem ser formadas a
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partir de gelatina animal ou sintética ou equivalentes

derivados vegetails destes.

As composicdes farmacéuticas (p. ex. comprimidos ou
cdpsulas) podem ser concebidas para libertar o férmaco,
apds contacto com os fluidos do estdmago (composicgdes de
libertacgdo imediata) ou para libertar de um modo controlado
(composicbes de libertacdo controlada) ao 1longo de um
periodo prolongado de tempo ou com uma regido especifica do

tracto GI.

As formas de dosagem sdélidas (p. ex. comprimidos, céapsulas,
etc.) podem ser revestidas ou nado revestidas, mas tém
tipicamente um revestimento, por exemplo um revestimento de
pelicula de proteccdo (p. ex. um polimero, cera ou verniz)
ou um revestimento de controlo da libertacéao. o)
revestimento (p. ex. um polimero de tipo Eudragit’) pode
ser concebido para libertar o componente activo num local
desejado dentro do tracto gastrointestinal. Assim, o
revestimento pode ser seleccionado de modo a degradar-se
sob certas condigdes de PH dentro do tracto
gastrointestinal, libertando deste modo selectivamente o
composto no estbébmago ou no ileo, duodeno ou cdélon.
Alternativamente ou adicionalmente, o revestimento pode ser
usado como um agente de mascaramento de sabor para mascarar
sabores desagradaveis tais como farmacos de sabor amargo. O
revestimento pode conter acucar ou outros agentes que

ajudem a mascarar sabores desagradéaveis.

Em vez de, ou além de, um revestimento, o farmaco pode ser
apresentado numa matriz sdélida compreendendo um agente de
libertacéo controlada, por exemplo um agente de

retardamento de libertacdo dque pode ser adaptado para
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libertar selectivamente o composto sob condigdes de acidez
ou alcalinidade varidveis no tracto gastrointestinal.
Alternativamente, o material de matriz ou revestimento
retardador de libertacdo pode tomar a forma de um polimero
erodivel (p. ex. um polimero de anidrido maleico) que &
substancialmente continuamente erodido a medida gque a
dosagem passa através do tracto gastrointestinal. Como uma
outra alternativa, o composto activo pode ser formulado num
sistema de distribuicdo que proporciona controlo osmdético
da libertacdo do composto. Outras formulacdes de libertacéo
osmética e de libertacdo retardada ou libertacdo sustida
podem ser preparadas de acordo com métodos bem conhecidos

dos peritos na arte.

As composigdes farmacéuticas compreendem de aproximadamente
1% a aproximadamente 95%, de preferéncia de aproximadamente
20% a aproximadamente 90% de 1ingrediente activo. As
composicgdes farmacéuticas de acordo com a invencdo podem
estar, por exemplo, na forma de dose unitdria, tal como na
forma de ampolas, frascos, supositdrios, drageias,
comprimidos ou cépsulas, e em particular na forma de

comprimidos e céapsulas.

O perito terd o conhecimento necessdrio para seleccionar as
quantidades apropriadas de ingredientes para utilizacado nas
formulagdes. Por exemplo, o0s comprimidos e as cépsulas
contém tipicamente 0-20% de desintegrantes, 0-5% de

lubrificantes, 0-5% de auxiliares de fluxo e/ou 0-100% de

cargas/ou agentes de volume (dependendo da dose de
farmaco). Podem também conter 0-10% de aglomerantes

poliméricos, 0-5% de antioxidantes, 0-5% de Pigmentos. Os
comprimidos de libertacdo lenta conteriam, além disso, 0-

100% de polimeros (dependendo da dose). As peliculas de
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revestimento do comprimido ou da cédpsula contém tipicamente
0-10% de polimeros, 0-3% de pigmentos, e/ou 0-2% de

plastificantes.

As formulacgbes parentéricas contém tipicamente 0-20% de
tampdes, 0-50% de co-solventes e/ou 0-100% de Agua para
Injeccao (WFI) (dependendo da dose e de foi seca por
congelacédo). As formulagdes para depdsitos intramusculares

podem também conter 0-100% de &6leos.

As composicdes farmacéuticas para administracdo oral podem
ser obtidas através de combinacdo do ingrediente activo com
transportadores sdélidos, se desejado granulando a mistura
resultante, e processando a mistura, se desejado ou
necessario, apds a adicdo de excipientes apropriados, em
comprimidos, nucleos de drageias ou céapsulas. E também
possivel que sejam incorporadas em transportadores
plasticos que permitem que o0s ingredientes activos se

difundam ou sejam libertados em quantidades medidas.

As formulacgdes farmacéuticas podem ser apresentadas a um
paciente em "embalagens do paciente" contendo um curso
completo de tratamento numa Unica embalagem, usualmente uma
embalagem de bolhas. As embalagens do paciente tém uma
vantagem sobre as prescrigdes tradicionais, em qgque um
farmacéutico divide wum fornecimento do paciente de um
produto farmacéutico a partir de um fornecimento a granel,
em que o paciente ter sempre acesso ao folheto da embalagem
contido na embalagem do paciente, normalmente em falta nas
prescricdes ao paciente. Mostrou-se qgue a inclusao de um
folheto melhora a adesd&o do paciente as instrucgdes do

médico.
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Composigdes para utilizacgédo tépica incluem pomadas, cremes,
pulverizacdes, adesivos, géis, gotas de liquido e insercdes
(por exemplo, insercdes intra-oculares). Tais composicgdes

podem ser formuladas de acordo com métodos conhecidos.

As composicdes para administracéo parentérica séao
tipicamente apresentadas como solugdes agquosas ou oleosas
estéreis ou suspensdes finas, ou podem ser proporcionadas
na forma de pd estéril finamente dividido para constituicéo

extemporaneamente com agua estéril para injeccéo.

Exemplos de formulagdes para administracdo rectal ou intra-
vaginal incluem pessdrios e supositdérios que podem ser, por
exemplo, formados a partir de um material moldavel ou em
forma de cera, contendo o composto activo. Assim, o0s
supositdérios ou pessadrios de dose wunitdria podem ser
preparados através de mistura do ingrediente activo com um
ou mais transportadores sdélidos convencionais, por exemplo
manteiga de cacau, e moldando a mistura resultante. Outros
exemplos de materiais cerosos moldaveis incluem polimeros,
tais como polialquilenoglicdis de elevado peso molecular,

P. ex. polietilenoglicdis de elevado peso molecular.

Alternativamente, no caso de administracado vaginal, a
formulacdo pode ser apresentada como um tampdo impregnado
com 0s 1ngredientes activos e opcionalmente um ou mais
excipientes ou diluentes. Outras formulacdes adequadas para
administragcdo rectal e wvaginal incluem cremes, géis,

espumas, pastas e pulverizacdes.

Outros exemplos de composigdes tdpicas incluem pensos tais
como ligaduras e emplastros adesivos 1impregnados com

ingredientes activos e opcionalmente um ou mais excipientes
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ou diluentes. Transportadores que podem ser utilizados
incluem, . ex., adlcoois poli-hidricos tais como
polietilenoglicdis, propilenoglicol ou glicerol.
Excipientes adequados sdo os conhecidos na técnica como

sendo apropriados.

As composicdes para administracdo através de inalacdo podem
assumir a forma de composicgdes inaldveis em pd ou
pulverizacdes de liquido ou pd, e podem ser administradas
na forma padrdo usando dispositivos inaladores de pd ou
dispositivos de dispensa de aerossdis. Tais dispositivos
sdo bem conhecidos. Para administracdo através de inalacéo,
as formulacdes em pd compreendem tipicamente o composto
activo juntamente com um diluente sdélido inerte em pd tal

como lactose.

Os compostos da invencao serao geralmente apresentados na
forma de unidade de dosagem e, como tal, conterao
tipicamente composto suficiente para proporcionar um nivel
desejado de actividade Dbioldgica. Por exemplo, uma
formulagdo pode conter de 1 nanograma a 2 gramas de
ingrediente activo. Dentro deste intervalo, sub-intervalos
particulares do composto sdo de 1 micrograma a 2 gramas, ou
de 1 micrograma a 1 grama, ou de 0,1 miligramas a 2 gramas
de ingrediente activo (mais habitualmente de 10 miligramas
a 1 grama, p. ex. de 50 miligramas a 500 miligramas), ou de
1 micrograma a 20 miligramas (por exemplo de 1 micrograma a
10 miligramas, p. ex. de 0,1 miligramas a 2 miligramas de

ingrediente activo).

Para composigdes orais, uma forma de dosagem unitaria pode
conter de 1 miligrama a 2 gramas, mais tipicamente de 10

miligramas a 1 grama, por exemplo de 50 miligramas a 1
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grama, p. ex. de 100 miligramas a 1 grama, de composto

activo.

O composto activo serd administrado a um paciente a
necessitar deste (por exemplo um paciente humano ou animal)
numa quantidade suficiente para alcancgar o) efeito

terapéutico desejado.

Métodos de Tratamento

E considerado que os compostos da invencdo e subgrupos tal
como aqui definidos, serdao uteis na profilaxia ou no
tratamento de uma gama de estados ou condigdes de doencga
mediados por proteinas clientes de Hsp90. Exemplos de tais

estados e condigdes de doenca sao expostos acima.

Uma vantagem dos compostos pré-fadrmacos da presente
invengdo € serem oralmente administrdaveis. Os compostos
pré-fadrmacos da presente invencdo preferidos proporcionam
maior biodisponibilidade (em comparagdao com o composto

activo original) quando administrados através da via oral.

Os compostos sdo geralmente administrados a um sujeito a
necessitar de tal administracdo, por exemplo um paciente

humano ou animal, de preferéncia um humano.

Os compostos serdao tipicamente administrados em quantidades
gue sado terapeuticamente ou profilacticamente Uteis e que
em geral ndo sdo tdxicas. No entanto, em certas situacdes
(por exemplo no caso de doengas com risco de vida), os
beneficios da administracdo de um composto da invencéo
podem ultrapassar as desvantagens de quaisquer efeitos

téxicos ou efeitos secundarios, caso em qgue pode ser
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considerado desejavel administrar 0s compostos em

quantidades que estdo associadas a um grau de toxicidade.

Os compostos podem ser administrados durante um periodo
prolongado para manter efeitos terapéuticos benéficos ou
podem ser administrados apenas durante um curto periodo de
tempo. Alternativamente, podem ser administrados de uma
forma continua ou de uma forma gue proporcione uma dosagem

intermitente persistente (p. ex. de uma forma pulséatil).

Uma dose didria tipica do composto de férmula (I) pode
estar no intervalo de 100 picogramas a 100 miligramas por
quilograma de peso corporal, mais tipicamente de 5
nanogramas a 25 miligramas por quilograma de peso corporal,
e mais usualmente de 10 nanogramas a 15 miligramas por
gquilograma (p. ex. de 10 nanogramas a 10 miligramas, e mais
tipicamente de 1 micrograma por guilograma a 20 miligramas
por gquilograma, por exemplo de 1 micrograma a 10 miligramas
por guilograma) por guilograma de peso corporal embora
doses mais elevadas ou mais baixas possam ser administradas
quando necessario. O composto pode ser administrado numa
base didria ou numa base repetida todos os 2, ou 3, ou 4,
ou 5, ou 6, ou 7, ou 10 ou 14, ou 21, ou 28 dias, por

exemplo.

Num esquema de dosagem particular, serd dada a um paciente
uma injecg¢do de um composto durante periodos de uma hora a
4 horas didrias durante até dez dias, em particular até
dois dias, durante uma semana, a cada duas semanas em trés,
e o tratamento repetido a um intervalo desejado tal como

trés a seis semanas, em particular a cada trés semanas.
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Mais particularmente, pode ser dada a um paciente uma
infusdo de um composto durante periodos de uma hora por
dia, duas vezes por semana durante duas semanas em trés

semanas € o tratamento repetido a cada trés semanas.

Alternativamente, pode ser dada a um paciente uma infuséao
de um composto durante periodos de uma hora por dia, duas
vezes por semana, durante trés semanas em quatro semanas e

o tratamento repetido a cada quatro semanas.

Noutro esquema de dosagem particular, serd dada a um
paciente uma infusdo de um composto durante periodos de uma
hora por dia durante até dez dias, em particular até cinco
dias durante uma semana, e o0 tratamento repetido a um
intervalo desejado tal como duas a quatro semanas, em

particular a cada trés semanas.

Mais particularmente, pode ser dado a um paciente uma
infusdo de um composto durante periodos de uma hora por dia

durante 5 dias e o tratamento repetido a cada trés semanas.

Noutro esquema de dosagem particular, é dado a um paciente
uma 1infusdo ao longo de 30 minutos a 1 hora, seguida de
infusdes de manutencdo de duracdo varidvel, por exemplo de

1 a 5 horas, p. ex. 3 horas.

Num outro esquema de dosagem particular, ¢é dado a um
paciente uma infusdo continua durante um periodo de 12
horas a 5 dias, e em particular uma infusdo continua de 24

horas a 72 horas.

Em ultima andlise, no entanto, a guantidade do composto

administrado e o tipo de composicdo utilizada serao funcao
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da natureza da doenga ou condicdo fisioldgica a tratar e

estard a discricdo do médico.

Os compostos tal como aqui definidos, podem ser
administrados como o Unico agente terapéutico, ou podem ser
administrados em terapia de combinagdo com um ou mais
outros compostos para tratamento de um determinado estado
de doenca, por exemplo uma doenca neoplédsica tal como um

cancro, tal como aqui definido anteriormente.

Exemplos de outros agentes terapéuticos ou tratamentos que
podem ser administrados em conjunto (quer simultaneamente
quer a intervalos de tempo diferentes) com os compostos da
invencdo incluem, mas nao estdo limitados a:

- Inibidores da Topoisomerase I

- Antimetabolitos

- Agentes que se dirigem a tubulina

— Ligadores de ADN e inibidores da topoisomerase II

- Agentes de Algquilacgao

— Anticorpos Monoclonais

- Anti-Hormonas

— Inibidores da Transducdo de Sinal

- Inibidores de Proteossomas

— ADN-metiltransferases

- Citocinas e retindides

- Terapias dirigidas a cromatina, p. ex. moduladores de
HDAC ou HAT

- Radioterapia; e

- Outros agentes terapéuticos ou profildticos; por exemplo,
agentes que reduzem ou aliviam alguns dos efeitos
secundarios associados a quimioterapia. Exemplos
particulares de tais agentes incluem agentes antieméticos,

agentes que impedem ou diminuem a duracdo da neutropenia
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associada a quimioterapia e previnem complicacgdes que
surgem a partir de niveis reduzidos de gldbulos vermelhos e
gldébulos brancos, por exemplo eritropoetina (EPO), factor
estimulador de coldénias de granuldédcitos-macrdfagos (GM-
CSF), e factor estimulador de coldnias de granuldcitos (G-
CSF), e agentes que minimizam a toxicidade gastrointestinal
associada. Também estdo incluidos agentes que inibem a
reabsorcdo O6ssea tais como agentes de bisfosfonato, p. ex.
zoledronato, pamidronato e ibandronato, agentes que
suprimem respostas inflamatdérias (tailis como dexametasona,
prednisona e ©prednisolona) e agentes utilizados ©para
reduzir os niveis sanguineos de hormona de crescimento e
IGF-I em pacientes com acromegalia tais como formas
sintéticas da hormona somatostatina do cérebro, gue incluem
acetato de octreotida que €& um octapéptido de accéo
prolongada com propriedades farmacoldgicas imitando as da
hormona somatostatina natural. Estdo ainda incluidos
agentes tais como leucovorina, que ¢é utilizada como um
antidoto para féarmacos gque diminuem os niveis de 4&cido
félico ou do préprio acido folinico, e agentes tais como

acetato de megestrol.

Outros agentes terapéuticos que podem ser administrados em
combinacdo com os compostos prdé-fadrmacos da presente
invencdo incluem os agentes terapéuticos descritos em
PCT/GB2007/003864 (publicacdo numero W0O/2008/044029), cuja

divulgacgédo é agqui incorporada por referéncia.

De preferéncia, outros agentes terapéuticos para utilizacédo
nas combinag¢des da invengao sao seleccionados a partir das
seguintes classes:

1. hormonas, agonistas hormonais, antagonistas hormonais e

agentes moduladores de hormonas (incluindo
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corticosterdides, anti-androgénios, anti-estrogénios e
GNRA) ;

2. citocinas e agentes de activacdo de citocinas;

3. retindides e rexindides

4., anticorpos monoclonais (incluindo anticorpos monoclonais
para antigénio ou antigénios da superficie celular);

5. compostos de camptotecina e outros inibidores da
topoisomerase I;

6. antimetabolitos;

7. alcaldides vinca e outros agentes dirigidos a tubulina;
8. taxanos

9. epotilonas;

10. compostos de platina;

11. ligadores de ADN e inibidores da Topo II (incluindo
derivados de antraciclina);

12. agentes de alquilacéo (incluindo o0s agentes de
alquilacdo aziridina, mostarda de azoto e nitrosoureia);
13. inibidores de CDK;

14. inibidores de COX-2;

15. inibidores de HDAC;

16. moduladores selectivos da resposta imunitéria;

17. inibidores de ADN-metiltransferases;

18. inibidores de proteossomas;

19. inibidores de Aurora;

20. inibidores de Hsp90 (incluindo inibidores de Hsp90
auxiliares);

21. agentes direccionados para pontos de verificacao;

22. inibidores da reparacao do ADN

23. inibidores de inibidores e «receptores acoplados a
proteina G

24. inibidores de sinalizacao

25. outros agentes terapéuticos ou profildticos; por

exemplo, agentes que reduzem ou aliviam alguns dos efeitos
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secundarios associados a quimioterapia. Exemplos
particulares de tais agentes incluem agentes antieméticos e
agentes que previnem ou diminuem a duracdo da neutropenia
associada a gquimioterapia e ©previnem complicacdes gue
surgem a partir de niveis reduzidos de gldébulos vermelhos
ou gldébulos Dbrancos, por exemplo eritropoetina (EPO),
factor estimulador de coldénias de granuldcitos-macrédfagos
(GM-CSF), e factor estimulador de coldénias de granuldcitos
(G-CSF). Também estdo incluidos agentes que inibem a
reabsorcdo déssea, tais como agentes de bisfosfonato, p. ex.
zoledronato, pamidronato e ibandronato, agentes que
suprimem respostas inflamatdrias (tais como dexametasona,
prednisona e prednisolona) e agentes utilizados ©para
reduzir os niveis sanguineos de hormona de crescimento e
IGF-I em pacientes com acromegalia, tais como formas
sintéticas da hormona somatostatina do cérebro, que incluem
acetato de octreotida, que ¢é um octapéptido de accéo
prolongada com propriedades farmacoldgicas imitando as da
hormona somatostatina natural. Estdo ainda incluidos
agentes tais como leucovorina, que ¢é utilizada como um
antidoto para féarmacos gque diminuem os niveis de 4&cido
félico ou do préprio acido folinico, e agentes tais como

acetato de megestrol.

Neste pedido os "outros agentes terapéuticos" (1) a (24)
que podem ser utilizados em combinagdo com o0s compostos
pré-farmacos da invencéao podem ser referidos por

conveniéncia como "compostos auxiliares™.

As definicg¢des, actividades bioldgicas, preferéncias, formas
de realizacdo especificas e posologias para cada um dos
tipos de agente terapéutico (composto auxiliar) (1) a (24)

acima sao tal como definidos no nosso anterior pedido de
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patente Internacional PCT/GB2007/003864 (publicagdo numero
W0/2008/044029) .

Em formas de realizacdo da invencdo em que uma combinagdo
compreende uma ou mais de outros compostos auxiliares, o0s
referidos compostos auxiliares sao seleccionados de
preferéncia independentemente a partir das classes (1) (em
particular, corticosterdides), (4), (6), (7)), (8), (10),
(L11), ((12), (16), (17), (18), (22) e (23). De preferéncia,
o composto ou compostos auxiliares sdo seleccionados
independentemente a partir das classes (1) a (24) (por
exemplo classes (1) a (23)) expostas acima. De maior
preferéncia, o um ou mais outros compostos auxiliares séo
seleccionados independentemente a partir da classe (1) em
particular corticosterdides, (4), (6), (8), (10), (11),
(12), (17), (18) e (23).

Em formas de realizacdo da invencdo em que a combinacgdo
compreende dols ou mais compostos auxiliares, entdo os dois
ou mais compostos auxiliares séao de preferéncia
seleccionados independentemente a partir das classes (1) a

(24) (por exemplo classes (1) a (23)) expostas acima.

Outras formas de realizacao da invencgao em que a combinacédo
compreende dois ou mais compostos auxiliares (para além dos
compostos pré-fadrmacos da invencdo) incluem:

— uma combinacdo de lenolidamida e talidomida;

- uma combinacdoc de duas ou mails das classes anteriores
seleccionadas 1independentemente a partir de (1), de
preferéncia corticosterdides, (12) e (16), de preferéncia

lenolidamida ou talidomida;
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- uma combinagdo de duas ou mals das classes anteriores
independentemente seleccionadas a partir de (1), de
preferéncia corticosterdides, (7) e (11);

- uma combinacdo de duas das classes anteriores (1), de
preferéncia corticosterdides e (18);

- uma combinacdo de duas das classes anteriores (17) e
(22);

- uma combinacdo de duas das classes anteriores (10) e
(22);

- uma combinacdc de duas ou mails das classes anteriores
seleccionadas independentemente a partir de (1), de
preferéncia corticosterdides, (4), (6), (7)), (8), (10),
(11), (12), (16), (17), (18), (22) e/ou (23);

- uma combinacdc de duas ou mails das classes anteriores
seleccionadas independentemente a partir de (1), de
preferéncia corticosterdides, (4), (6), (8), (10), (11),
(12), (17), (18) e/ou (23); e

- uma combinacdoc de duas ou mails das classes anteriores
seleccionadas 1independentemente a partir de (1), de

preferéncia corticosterdides, (11), (12), (16) e/ou (18).

Combinagdes de um composto prdé-fadrmaco da invencdo com
agentes de platina, taxol, taxotere, gemcitabina,
pemetrexed, mitomicina, ifosfamida, vinorrelbina, erlotinib
e bevacizumab ou combinagdes de um composto de fédrmula (I)
com carboplatina e taxol ou cisplatina e gemcitabina séo
particularmente adequadas para tratamento de cancro do

pulmdo de células Nao Pequenas.

Combinagdes de um composto pré-fadrmaco da invencdo com 5-
FU, leucovorina e CPT 11 ou uma combinac¢do de um composto

de fdérmula (I) com 5-FU, leucovorina e oxaliplatina, cada
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um com bevacizumab s&do particularmente adequadas para

tratamento de cancro do cdédélon.

Particularmente adequadas para tratamento de cancro da mama
sdo combinagdes de um composto pré-fadrmaco da invencdo com
(a) anticorpos monoclonais (p. ex. trastuzumab e
bevicizamab) ; (b) anticorpos monoclonais (p. ex.
trastuzumab e bevicizamab) e taxanos; e (c¢) antimetabolitos
(p. ex. capecitabina) e inibidores de sinalizacd@o (p. ex.

lapatinib) .

Outras combinacbes adequadas para tratamento de cancro da
mama sdo combinagdes de um composto pré-fadrmaco da invencéo
com 5-FU, doxorrubicina e ciclofosfamida, ou combinag¢des de
um pré—-farmaco da invengéao com doxorrubicina e

ciclofosfamida, em particular.

Uma combinacgdo particular para utilizacgdo em tratamento de
cancro da mama de HER2 compreende um composto prdé-farmaco

da invencgdo e lapatinib.

Combinagdes de um composto prdé-fadrmaco da invencdo com
ciclofosfamida, doxorrubicina (hidroxidaunorrubicina),
vincristina, rituximab e prednisona sao particularmente
adequadas para tratamento de linfoma nao-Hodgkin (e em

particular linfoma ndao-Hodgkin de grau elevado).

Combinagdes de um composto prdé-fadrmaco da invencdo com
ciclofosfamida, vincristina, rituximab e prednisona sao
particularmente adequadas para tratamento de linfoma nao-
Hodgkin (e em particular linfoma ndo-Hodgkin de baixo

grau) .
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Particularmente adequadas para tratamento de mieloma
miltiplo sdo combinagdes de um composto prdé-fadrmaco da

invencao com (a) anticorpos monoclonais (p. ex. aqueles que

se dirigem a Interleucina 6); (b) inibidores de
proteossomas (p. ex. bortezomib); (c) inibidores de
proteossomas e corticosterdides (p. ex. velcade e
dexametasona) ; e (d) corticosterdides, agentes de

alguilacdo e lenolidamida/talidomida (p. ex. prednisolona,

melfalano e talidomida).

Combinacgdes especificas adequadas para tratamento de
mieloma multiplo sdo combinagdes de um composto prdé-farmaco
da invencado com vincristina, doxorrubicina, talidomida e

dexametasona.

Combinag¢des de um composto prdé-fadrmaco da invencdo com
fludarabina e rituxamab sdo particularmente adequadas para

tratamento de leucemia linfocitica crédnica.

Particularmente adequadas para tratamento de melanoma sao
combinag¢des de um composto pré-farmaco da invencdo com (a)
inibidores da ADN-metilase/agentes hipometilantes (p. ex.
temozolamida) ; (b) agentes de algquilacao (p. ex.
dacarbazina ou fotemustina); e (c) inibidores da ADN-
metilase/agentes hipometilantes (p. ex. temozolamida) e

inibidores da reparacgdo do ADN/inibidores de PARP.

Particularmente adequadas para tratamento de tumores do
estroma gastrointestinal (GIST) sao combinacgdes dos
compostos pré-farmacos da invencdo com um agente auxiliar
seleccionado a partir de imatinib, nilotinib, dasatinib e

sunitinib.
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Particularmente adequadas para tratamento de cancro da
prbéstata sdo combinagdes de um composto prdé-fadrmaco da
invencado com hormonas e inibidores de receptores acoplados

com proteina G.

Particularmente adequadas para tratamento de Cancro do
Pulmdo de Células Nao Pequenas (NSCLC) s&o combinacgdes de
um composto pré-fadrmaco da invengdo com (a) compostos de
platina e taxanos; (b) compostos de platina e

antimetabolitos; (c¢) gefitinib e/ou cetuximab.

Uma combinacgdo particular para utilizacgdo em tratamento de
NSCLC compreende um prd-fadrmaco da invencdo e gefitinib

e/ou cetuximab.

Para tratamento de cancro (e em particular leucemia
mieldide aguda) , dois ou mais agentes anticancro
seleccionados independentemente a partir de dois ou mais de
antraciclina, Ara C (a.k.a. Citarabina), 6-mercaptopurina,
tiopurina, metotrexato, mitoxantrona, daunorrubicina,
idarrubicina, gemtuzumab ozogamicina e factores
estimuladores de coldénias de granuldcitos podem ser
utilizados em combinacdo com os compostos pré-farmacos da
invencéao. Alternativamente, os dois ou mais agentes
anticancro podem ser seleccionados independentemente a
partir de dois ou mais de antraciclina, Ara C (a.k.a.
Citarabina), daunorrubicina, idarrubicina, gemtuzumab
ozogamicina e factores estimuladores de coldnias de

granulécitos.

Para tratamento de cancro (e em particular cancro da mama),
dois ou mais agentes anticancro seleccionados

independentemente a partir de bevacizumab, taxanos,
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metotrexato, paclitaxel, docetaxel, gemcitabina,
anastrozol, exemestano, letrozol, tamoxifeno,
doxorrubicina, herceptina, 5-fluorouracilo, ciclofosfamida,
epirrubicina e capecitabina, particularmente 5-FU,
metotrexato e ciclofosfamida; 5-FU, doxorrubicina e
ciclofosfamida; ou doxorrubicina e ciclofosfamida podem ser
utilizados em combinacdo com os compostos pré-farmacos da
invencdo. De preferéncia, para tratamento de cancro (e em
particular cancro da mama), os dois ou mais agentes
anticancro podem também ser seleccionados independentemente
a partir de taxanos, metotrexato, paclitaxel, docetaxel,
gemcitabina, anastrozol, exemestano, letrozol, tamoxifeno,
doxorrubicina, herceptina, 5-fluorouracilo, ciclofosfamida,
epirrubicina e capecitabina, particularmente 5-FU,
metotrexato e ciclofosfamida; 5-FU, doxorrubicina e

ciclofosfamida; ou doxorrubicina e ciclofosfamida.

Para tratamento de cancro (e em particular leucemia
linfocitica crénica (CLL)), dois ou mais agentes anticancro
seleccionados independentemente a partir de alemtuzumab,
clorambucil, ciclofosfamida, almentuzumab, vincristina,
prednisolona, fludarabina, mitoxantrona e
rituximab/rituxamab, particularmente fludarabina e
rituxamab podem ser usados em combinacdo com o0s compostos
pré-farmacos da invencdo. De preferéncia, para tratamento
de cancro (em particular leucemia linfocitica crdnica
(CLL)), 0s dois ou mais agentes anticancro sao
seleccionados independentemente a partir de clorambucil,
ciclofosfamida, vincristina, prednisolona, fludarabina,
mitoxantrona e rituximab/rituxamab, particularmente

fludarabina e rituxamab.
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Para tratamento de cancro (e em particular leucemia
mieldéide crénica (CML)), dois ou mais agentes anticancro
seleccionados independentemente a partir de hidroxiureia,
citarabina, desatinib, nilotinib e imatinib podem ser
utilizados em combinacdo com os compostos pré-farmacos da

invencéao.

Para cancro (e em particular tratamento de cancro do
cbdlon), dois ou mais agentes anticancro seleccionados
independentemente a partir de cetuximab, 5-Fluorouracilo,
pantumab, leucovorina, irinotecano, oxaliplatina,
raltirexed, capecitabina, bevacizumab, oxaliplatina, CPT
11, particularmente 5-Fluorouracilo, Leucovorina e CPT 11
ou Fluorouracilo, Leucovorina e Oxaliplatina podem ser
utilizados em combinacdo com os compostos pré-farmacos da

invencéao.

Alternativamente, para cancro (e em particular tratamento
de cancro do c¢élon), dois ou mais agentes anticancro
seleccionados independentemente a partir de 5-
Fluorouracilo, leucovorina, irinotecano, oxaliplatina,
raltirexed, capecitabina, bevacizumab, oxaliplatina, CPT 11
e particularmente 5-Fluorouracilo, Leucovorina e CPT 11 ou
Fluorouracilo, Leucovorina e Oxaliplatina podem ser

utilizados em combinacdo com os compostos pré-farmacos da

invencéao.
Para cancro (e em particular tratamento de mieloma
multiplo), dois ou mais agentes anticancro seleccionados

independentemente a partir de vincristina, doxorrubicina,
dexametasona, melfalano, prednisona, ciclofosfamida,
etopdsido, pamidronato, talidomida, zoledronato e

bortezomib, particularmente vincristina, doxorrubicina e
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dexametasona podem ser utilizados em combinacdo com 0sS

compostos pré-fadrmacos da invengéo.

Para cancro (e em particular tratamento de linfoma nao-

Hodgkin), dois ou mais agentes anticancro seleccionados

independentemente a partir de ciclofosfamida,
doxorrubicina/hidroxidaunorrubicina, vincristina/Onco-TCS
(V/0), prednisolona, metotrexato, citarabina, bleomicina,

etopdsido, rituximab/rituxamab, fludarabina, cisplatina, e
ifosfamida, particularmente ciclofosfamida, doxorrubicina
(hidroxidaunorrubicina), vincristina e prednisona para NHL
de alto grau ou ciclofosfamida, vincristina e prednisona
para NHL de baixo grau podem ser utilizados em combinacéo

com os compostos pré—-fadrmacos da invencéo.

Para tratamento de cancro (e em particular Cancro do Pulmao
de Células N&o Pequenas (NSCLC)), dois ou mais agentes
anticancro podem ser seleccionados independentemente a
partir de bevacizumab, gefitinib, erlotinib, cisplatina,
carboplatina, mitomicina, vinblastina, paclitaxel,
docetaxel, gemcitabina e vinorrelbina, especialmente taxol
e carboplatina ou gemcitabina e cisplatina podem ser
utilizados em combinacdo com os compostos pré-farmacos da

invencéao.

Para tratamento de cancro (e em particular cancro do
ovario), dois ou mais agentes anticancro seleccionados
independentemente a partir de compostos de platina (por
exemplo Cisplatina, Carboplatina), doxorrubicina,
doxorrubicina, doxorrubicina lipossdémica, paclitaxel,
docetaxel, gemcitabina, melfalano e mitoxantrona podem ser
utilizados em combinacd&o com os compostos pré-fadrmacos da

invencéao.
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Para tratamento de cancro (e em particular cancro da
préstata), dois ou mais agentes anticancro seleccionados
independentemente a partir de mitoxantrona, prednisona,
buserelina, goserelina, bicalutamida, nilutamida,
flutamida, acetato de ciproterona, megestrol/megestrel,
dietilestilboestrol, docetaxel, paclitaxel, acido
zoledrénico, prednisolona e taxotere podem ser utilizados

em combinacdo com os compostos prdé-fadrmacos da invencgdao.

Numa forma de realizacdo particularmente preferida, o
composto proé-fadrmaco da invencdo €& administrado em
combinacdo com um ou mais agentes auxiliares seleccionados
a partir de cisplatina, bortezomib, erlotinib, paclitaxel,

trastuzumab e citarabina.

Para o caso de inibidores de Hsp90 combinados com outras
terapias, os dois ou mais tratamentos podem ser dados em
esquemas de dosagem individualmente varidveis e através de

diferentes vias.

Quando o composto €& administrado em terapia de combinacao
com um, dois, trés, gquatro ou mais de outros agentes
terapéuticos (de preferéncia um ou dois, de maior
preferéncia um), os compostos podem ser administrados
simultaneamente ou sequencialmente. Quando administrados
sequencialmente, podem ser administrados em intervalos
pouco espacados (por exemplo ao longo de um periodo de 5-10
minutos) ou em intervalos mais longos (por exemplo 1, 2, 3,
4 ou mais horas de intervalo, ou ainda separados por
periodos mais longos quando necessario), sendo o regime de
dosagem exacto compativel com as propriedades do agente ou

agentes terapéuticos.
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Os compostos da invencdo podem também ser administrados em
conjunto com tratamentos ndo quimioterapéuticos tais como
radioterapia, terapia fotodinamica, terapia génica;

cirurgia e dietas controladas.

Para utilizacdo em terapia de combinag¢do com outro agente
guimioterapéutico, o composto e um, dois, trés, quatro ou
mais outros agentes terapéuticos podem ser, por exemplo,
formulados em conjunto numa forma de dosagem contendo dois,
trés, quatro ou mais agentes terapéuticos. Em alternativa,
0s agentes terapéuticos individuais podem ser formulados
separadamente e apresentados Jjuntos na forma de um estojo,

opcionalmente com instrugdes para a sua utilizacgao.

Um perito na técnica saberia que através do seu
conhecimento geral comum que regimes de dosagem e terapias

de combinacdo utilizar.

Noutros aspectos da invengao, sdo proporcionados:

- uma combinacado (por exemplo para utilizacdo em tratamento
de cancro do pulmdo de células nao pequenas) compreendendo
(2,4-di-hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-metanona ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel deste (p. ex. L-lactato) e
gefitinib e/ou cetuximab;

- uma combinacado (por exemplo para utilizacdo em tratamento
de tumores do estroma gastrointestinal (GIST))
compreendendo (2,4-di-hidroxi-5-isopropil-fenil)—-[5-(4-
metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il1]-
metanona ou um sal farmaceuticamente aceitdvel deste (p.
ex. L-lactato) e um agente auxiliar seleccionado a partir

de imatinib, nilotinib, dasatinib e sunitinib;
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- uma combinacado (por exemplo para utilizacdo em tratamento
de cancro da mama de HER2) compreendendo (2,4-di-hidroxi-5-
isopropil-fenil)-[5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-
hidroisoindol-2-il]-metanona ou um sal farmaceuticamente
aceitdvel deste (p. ex. L-lactato) e lapatinib; e

— uma combinacdo (por exemplo para utilizacdo em tratamento
de leucemia mieldide aguda) compreendendo (2,4-di-hidroxi-
5-isopropil-fenil)-[5-(4d-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-
hidro-isoindol-2-il]-metanona ou um sal farmaceuticamente
aceitavel deste (p. ex. L-lactato) e um agente auxiliar

seleccionado a partir de daunorrubicina e idarrubicina.

Regimes de dosagem, formulacdes e protocolos de
administracdo para as combinacdes acima compreendendo (2,4-
di-hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-piperazin-1-

ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-metanona ou um sal
farmaceuticamente aceitdavel deste (p. ex. L-lactato) podem
ser tal como exposto acima em relagdo aos regimes de
dosagem, formulacdes e protocolos de administracdo para os
compostos pré-farmacos ou tal como exposto em

w02008/044027.

O composto (2,4-di-hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-
piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-metanona

pode ser preparado tal como descrito em WO02006/109085 e o
L-lactato e outros sais podem ser preparados tal como

descrito em W02008/044034.

Métodos de Diagnéstico

Antes da administracdo de um composto, um paciente pode ser
triado para determinar se uma doenca ou condicdo da qual o

paciente esteja ou possa estar a sofrer €& uma que possa ser
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susceptivel de tratamento com um composto possuindo

actividade contra Hsp90.

Por exemplo, uma amostra bioldgica tomada a partir de um
paciente pode ser analisada para determinar se uma condigao
ou doencga, tal como cancro, da qual o paciente esteja ou
possa estar a sofrer, é uma que seja caracterizada por uma
anormalidade genética ou expressdo anormal de proteina que
conduza a mutacdo ou sobre-activacdo de uma proteina
cliente de Hsp90. Exemplos de tais anormalidades que
resultam em activacdo de proteinas clientes de Hsp90
incluem: translocagdo de Bcr-ABL, duplicacdo interna de

Flt-3, e mutacdo de Braf ou ErbBR2.

Assim, o paciente pode ser submetido a um teste de
diagnéstico para detectar uma caracteristica marcadora de
sobre-regulacdo. O termo diagndstico inclui pesqguisa. Por
marcador incluimos marcadores genéticos, incluindo, por
exemplo, a medicdo da composicdao do ADN para identificar
mutacdes de Braf, BCR-abl, e Flt3 ou outras proteinas
clientes afectadas. O termo marcador inclui também
proteinas, tais como ErbB2, incluindo niveis ou
concentracdes da proteina ou alguns fragmentos ou produtos
de degradacdo e para enzimas a actividade enzimédtica. A
proteina (p. ex. fosforilada ou ndo) e os niveis de ARNm
das proteinas acima mencionadas podem também ser avaliados
para caracterizar uma alteracdo na actividade. Por exemplo,
o nivel de BAKT fosforilada pode ser um indicador de
sensibilidade a inibidores de  HSP90. Os testes de
diagndéstico sao normalmente realizados numa amostra
bioldégica seleccionada a partir de, por exemplo, amostras
de biopsia de tumor, amostras de sangue (isolamento e

enriquecimento de células tumorais vertidas), biopsias de
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fezes, expectoracdo, andlise cromossédmica, ligquido pleural,
liquido peritoneal, lancas ou biopsia bucais ou a partir de

urina.

O processo de pesquisa envolverd tipicamente sequenciacéo
directa, anédlise de microarrays de oligonucledtidos ou de
proteinas, andlise protedmica através de espectrometria de
massa, técnicas de imuno-histogquimica ou deteccéo

utilizando um anticorpo especifico.

Os métodos de identificacgdo e andlise de mutagdes e sobre-
regulacdo de proteinas sdo bem conhecidos de um perito na
técnica. Os métodos de pesquisa podem incluir, mas néao
estdo limitados a, métodos padrac tais como transcriptase
reversa-reacgao em cadeia da polimerase (RT-PCR),

hibridizagdo in situ ou imunotransferéncia.

Em pesquisa através de RT-PCR, o nivel de ARNm no tumor é
avaliado através da criagdo de uma cdépia de ADNc do ARNm,
seguido por amplificagdo do ADNc por PCR. Os métodos de
amplificagcédo por PCR, a seleccdao dos iniciadores, e as
condig¢des para amplificacgdo, sdo conhecidos de um perito na
técnica. As manipulacgdes de &cidos nucleicos e PCR séo
realizadas através de métodos padrido, tal como descrito por
exemplo em Ausubel, F.M. et al., Eds. "Current Protocols in
Molecular Biology", 2004, John Wiley & Sons Inc., ou Innis,
M.A. et al., Eds. "PCR Protocols: a guide to methods and
applications", 1990, Academic Press, San Diego. Reaccbes e
manipulagdes envolvendo técnicas de 4acido nucleico séo
também descritas em Sambrook et al., 2001, 33 Ed.,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring
Harbor Laboratory Press. Alternativamente, pode ser

utilizado um estojo disponivel comercialmente para RT-PCR
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(por exemplo, Roche Molecular Biochemicals), ou metodologia
tal como exposta nas patentes dos Estados Unidos 4,666,828;
4,683,202; 4,801,531; 5,192,659, 5,272,057, 5,882,864, e

6,218,529 e aqui incorporadas por referéncia.

Um exemplo de uma técnica de hibridacdo 1in situ para
avaliacéo da expressao de ARNm seria hibridacé&o in situ de
fluorescéncia (FISH) (ver Angerer, 1987 Meth. Enzymol.,
152: 649).

Em geral, a hibridagcdo in situ compreende o0s seguintes
passos principais: (1) fixacdo do tecido a analisar; (2)
tratamento de pré-hibridacdo da amostra para aumentar a
acessibilidade do &acido nucleico alvo, e reduzir a ligacao
ndo especifica; (3) hibridagdo da mistura de 4&cidos
nucleicos ao acido nucleico na estrutura bioldgica ou no
tecido; (4) lavagens pds-hibridacdo para remover fragmentos
de 4cidos nucleicos ndo ligados na hibridacédo; e (5)
deteccdo dos fragmentos de &cido nucleico hibridados. As
sondas usadas em tais aplicagbdes sdo tipicamente marcadas,
por exemplo, com isdétopos radioactivos ou repdrteres
fluorescentes. As sondas preferidas sdo suficientemente
longas, por exemplo, de cerca de 50, 100 ou 200 nucledétidos
a cerca de 1000 ou mais nucledtidos, para permitir
hibridagdo especifica com o ou os acidos nucleicos alvo,
sob condigdes rigorosas. Também existem sondas de FISH
comercialmente disponiveis para deteccdo citogenética de
rearranjos de cromossomas, dque podem ser utilizadas para
detectar produtos de fusdo Bcr-Abl em populacdes de células
de leucemia. Métodos padrdo para realizacdo de FISH sao
descritos em Ausubel, F.M. et al., Eds. "Current Protocols
in Molecular Biology", 2004, John Wiley & Sons Inc. e

"Fluorescence In Situ Hybridization: Technical Overview"
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por John M. S. Bartlett em "Molecular Diagnosis of Cancer,
Methods and Protocols", 22 ed.; ISBN: 1-59259-760-2; Marco
2004, Pags. 077-088; Série: "Methods in Molecular

Medicine™.

Os métodos para elaboracdo do perfil de expressdo génica
sdo descritos por (DePrimo et al., BMC Cancer 2003, 3: 3).
Resumidamente, o protocolo é como se segue: ADNc de cadeia
dupla € sintetizado a partir de ARN total utilizando um
oligbmero (dT)24 para iniciacdo da sintese da primeira
cadeia de ADNc, seguido por sintese da segunda cadeia de
ADNc com iniciadores de hexéameros aleatdrios. O ADNc de
cadeia dupla é utilizado como um molde para transcrigdo in
vitro de ARNc utilizando ribonucledétidos biotinilados. O
ARNc ¢ quimicamente fragmentado de acordo com protocolos
descritos por Affymetrix (Santa Clara, CA, EUA), e, em
seguida, hibridado de um dia para o outro em Human Genome

Arrays.

Alternativamente, os produtos proteicos expressos a partir
dos ARNm podem ser ensaiados através de imuno-histoquimica
de amostras de tumores, imunoensaio de fase sdélida com
placas de microtitulacéao, transferéncia Western,
electroforese em gel de SDS-poliacrilamida de 2 dimensdes,
ELISA, citometria de fluxo e outros métodos conhecidos na
técnica para deteccgdo de proteinas especificas. Métodos de
deteccdo incluirdo o wuso de anticorpos especificos do
local. O perito reconhecerd todas estas técnicas bem
conhecidas para a detecgdo do "cromossoma Filadélfia"

indicativo de translocacao bcr-ABL.
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Portanto, todas estas técnicas podem também ser utilizadas
para identificar tumores particularmente adequados para

tratamento com os compostos da invencao.

EXEMPLOS

A invencdo serd agora ilustrada, mas ndo limitada, por
referéncia as formas de realizacdo especificas descritas

nos seguintes exemplos.

Nos exemplos, podem ser utilizadas as seguintes

abreviaturas.

AcOH acido acético

BOC terc-butiloxicarbonilo

Bn benzilo

CDI 1,1-carbonildiimidazol

DMAW90 Mistura de solventes: DCM: MeOH, AcOH, H;0
(90:18:3:2)

DMAW120 Mistura de solventes: DCM: MeOH, AcOH, H,0
(120:18:3:2)

DMAW240 Mistura de solventes: DCM: MeOH, AcOH, H,0

(240:20:3:2)
DCM diclorometano
DMF dimetilformamida
DMSO dimetilsulfdxido
EDC l-etil-3-(3"'-dimetilaminopropil)-carbodiimida
EtiN trietilamina
EtOAc acetato de etilo
Et;0 éter dietilico
h hora (s)

HOAL l-hidroxiazabenzotriazol
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HOBt l-hidroxibenzotriazol

MeCN acetonitrilo

MeOH metanol

min. minutos

P.E. éter de petrdleo

TA temperatura ambiente

S10; silica

TBTU tetrafluoroborato de N,N,N',N'-tetrametil-0O-

(benzotriazol-1-il)urdnio

THF tetra-hidrofurano

Espectros de ressonadncia magnética do protdo ('H RMN) foram
registados num instrumento Bruker AV400 operando a 400,13
MHz, em DMSO-ds ou MeOH-d; (tal como indicado) a 27°C,
salvo indicagdo em contrdrio e sé&o relatados como se segue:
desvio quimico &/ppm (numero de protdes, multiplicidade
onde s=singleto, d=dupleto, t=tripleto, g=quarteto,
m=multipleto, br=largo). O solvente prético residual foi

utilizado como referéncia interna.

Nos exemplos, os compostos preparados foram caracterizados
através de cromatografia liquida e espectroscopia de massa
utilizando o sistema de LC-MS preparativa Agilent e as
condigdes de funcionamento indicadas abaixo. Quando atomos
com diferentes isdtopos estdo presentes e uma uUnica massa €
citada, a massa citada para o composto é a massa

monoisotépica (i. e. *°Cl; "’Br, etc.).

Sistema de LC-MS preparativa Agilent 1100:

Equipamento:

Amostrador automatico: série 1100 "prepALS"
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Bomba: série 1100 "PrepPump" para gradiente de fluxo

preparativo e série 1100 "QuatPump" para bombear

modificador no fluxo de preparacgao

Detector UV: série 1100 "MWD" Detector de Mualtiplos

Comprimentos de Onda

Detector MS: série 1100 "LC-MSD VL"

Colector de Fraccgdes: 2 x "Prep-FC"

Bomba de constituicdo: "Waters RMA"

Splitter

Difusor Activo Agilent

Software:

Chemstation: Chem32

Condicbes de operacdo de MS Agilent:

Tensao capilar: 4000 Y (3500 v em ES
Negativo)

Fragmentador/Ganho: 150/1

Fluxo de gads de secagem: 13,0 L/min

Temperatura do Gés: 350°C

Pressao do Nebulizador: 50 psig

Faixa de Varrimento:

Modo de Ionizacgéao:

Método acido:

125-800 amu

Positivo em ElectroSpray ou

Negativo em ElectroSpray

Phenomenex Synergy MAX-RP, 10 p, 100 x 21,2 mm
Solvente A: H,O0 + &cido trifluorocacético a 0,1%,

Solvente B: CHsCN + &cido trifluoroacético a 0,1%
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Método béasico:

Waters XBridge C18 5 p 100 x 19 mm
Solvente A: H,O0 + NH/HCO3z + NH40OH 10 mM, pH:9,2
Solvente B: CHsCN

Solvente de constituicao:

MeOH + Acido Férmico a 0,2% (para ambos os tipos de

cromatografia)

Métodos:

Para determinar as condigdes dptimas para HPLC preparativa,
LC-MS analitica foi inicialmente realizada wutilizando o
tipo de cromatografia (de pH alto ou baixo) mais adequado
para a estrutura do composto em particular. Uma vez
identificado um conjunto de condigbes que deram a
cromatografia, foi escolhido um método de preparagao
adequado do mesmo tipo. Condic¢des de funcionamento tipicas
para ambos os métodos de cromatografia de pH baixo e alto
foram:

Caudal: 24 mL/min

Gradiente: Geralmente todos os gradientes tinham um passo
inicial de 0,4 min com 95% de A + 5% de B. Depois de acordo
com o tragado analitico foi escolhido um gradiente de 3,6
min para alcancar uma boa separacadao (p. ex. de 5% a 50% de
B para retencdo inicial dos compostos; de 35% a 80% de B,
para retencgdo dos compostos intermédios e assim por diante)
Lavagem: Um passo de lavagem de 1,2 minutos foi realizado
no final do gradiente

Reequilibrio: Um passo de reequilibrio de 2,1 minutos foi

realizado para preparar o sistema para a prdxima corrida

Fluxo de constituicdo: 1 mL/min
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Solvente:

Todos os compostos foram geralmente dissolvidos em MeOH a

100% ou DMSO a 100%.
A partir da informacgdo proporcionada alguém perito na
técnica pode purificar os compostos aqui descritos através

de LC-MS preparativa.

PREPARACAO DE INTERMEDIARIOS

PREPARACAO Al

Tricloridrato de 5-(4d-metilpiperazin-1-ilmetil) -2, 3-di-

hidro-1H-isoindol

Passo 1: Ester benzilico do &cido di-prop-2-inil-carbamico

CH
rﬂl

0O

A uma solucédo arrefecida (0°C) de dipropargilamina (46,7 g,
502 mmol) em EtOAc (200 mL) e K,COz agquoso a 10% (700 mL,
507 mmol) foi lentamente adicionada uma solugdoc de N-
(benziloxicarboniloxi)succinimida (125 g, 502 mmol) em
EtOAc (500 mL) ao longo de 20 mins. A solucédo foi agitada a
0°C durante 2 h depois a TA 16 h. As fases foram separadas
e a fase organica foi lavada com K,CO3z aquoso a 10% (700
mL, 507 mmol) e em seguida com solucgdo salina saturada (500
mL) e foi diluida para 1000 mL com EtOAc para dar uma

solugao 0,5 M.
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Passo 2: Ester benzilico do &cido 5-hidroximetil-1,3-di-

hidro-isoindol-2-carboxilico

Uma solugdo de &lcool propargilico (26,4 mL, 424 mmol) em
tolueno (120 mL) foi desgaseificada. A solucdo de diino 0,5
M acima (440 mL, 220 mmol) foi evaporada e o residuo foi
dissolvido em tolueno (80 mL). Esta solugdo de diino
protegido e catalisador de Wilkinson (2,26 g, 2,44 mmol) a
1,11% foram adicionados em 14 porcgdes iguais durante um
periodo de 2 h com monitorizacgdo constante da temperatura
interna de modo a que a temperatura interna se mantivesse a
50-100°C. A solucgdo foi deixada arrefecer até 50°C ao longo
de 30 minutos, quando a solucgdo foil evaporada (para remover
o excesso de &4lcool propargilico). O residuo foi aqguecido
com tolueno (500 mL) e carvao vegetal (Darco malha 4-12, 20
g) a 100°C durante 30 minutos e depois filtrado a quente
através de um leito de Celite e a solugdo castanha foi
evaporada. O residuo foi dissolvido em EtOAc (400 mL) a
80°C qguando foi adicionada silica-gel (65 g com grau de
cromatografia) e o aquecimento continuou durante 20 min. A
solucao foi filtrada enquanto quente e depois evaporada
(com sementeira) para dar um sdbélido castanho-pélido.
EtOAc/heptano a 10% (v/v, 100 mL) foi adicionado e o sdélido
foi removido através de filtracdo. O sdélido foi lavado no
sinter com heptano (100 mL) e seco (50°C, bomba de 6leo, 16
h) para dar 59,0 g do composto em epigrafe (95%), 'H RMN
(400 MHz, Me-d3-0D): 7,51-7,16 (m, 8H), 5,21 (s, 2H), 4,74
(s, 2H), 4,70 (s, 2H), 4,61 (s, 2H).
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Passo 3: Ester benzilico do acido 5-

metanossulfoniloximetil-1, 3—-di-hidro-isoindol-2-carboxilico

G

A uma solugdo de éster benzilico do &cido 5-hidroximetil-

1,3-di-hidro-isoindol-2-carboxilico (65,75 g, 0,232 mol) em
THF (470 mL) e EtOAc (770 mL) foi adicionado EtsN (39 mL,
0,28 mol). A solucdo foil arrefecida num banho de gelo e foi
adicionada uma solucdo de cloreto de metanossulfonilo (19
mL, 0,245 mol) dissolvida em EtOAc (50 mL) (de modo a que a
temp. interna <12°C). Apds agitacdo durante 2 h no banho de
gelo foram feitas mais adigdes de cloreto de
metanossulfonilo (1,9 mL e 0,95 mL) e EtsN (3,92 mL) (de
modo a que através de TLC ndo houvesse material de partida
restante apdés mais 1 h de agitacgdo). Foi adicionado NaHCO;
(550 mL) e a solucado agitada durante 20 min, depois foi
adicionada solugdao salina saturada (200 mL) e as fases
foram separadas. A fase organica foi seca (MgSO4) e
evaporada com sementeira para dar um sdélido humido o qual

foi utilizado no passo seguinte sem secagem completa.

Passo 4: Sal dicloridrato do éster benzilico do acido 5-(4-

metil-piperazin-l-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-

carboxilico
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0 sélido do Passo 3 (assume-se 0,232 mol) foil dissolvido em
acetona (700 mL) e esta solucao foi adicionada ao longo de
45 min a uma suspensdo arrefecida (temp. interna 15-17°C)
de K;CO3 (48 g) e N-metilpiperazina (50 mL, 0,45 mol) em
acetona (330 mL). A suspensdo foi agitada a 15°C durante 3
h (remocdo completa do material de partida através de TLC),
quando a solucdo foi evaporada para um pequenc volume e a
particdo do residuo entre EtOAc (1000 mL) e uma mistura de
dgua (500 mL) e solucdo salina saturada (50 mL). A fase
orgénica foi lavada com uma mistura de &gua (500 mL) e
solucdo salina saturada (150 mL) e finalmente lavou-se com
solugdo salina saturada (300 mL). A solugdo foi seca
(MgS0O,) e filtrada e a esta solugdo foil adicionado HC1 1 M
em MeOH (430 mL, 0,43 mol). A suspensao foi arrefecida (0°C
durante 30 min) e o sdélido removido através de filtracdo e
lavado com EtOAc e depois com heptano no sinter e o sélido
seco (bomba de 6leo, TA 72 h) para dar a colheita 1 de
66,34 g do composto em epigrafe (65%) como um sdélido
incolor. 'H RMN (400 MHz, Me-d3-OD): 7,64-7,51 (m, 2H),
7,51-7,29 (m, 6H), 5,23 (s, 2H), 4,79 (dd, J = 16,2, 6,1
Hz, 4H), 4,49 (s, 2H), 3,66 (s, 8H), 3,03 (s, 3H).

Passo Alternativo: Di-cloridrato do éster Dbenzilico do

acido 4A-5-(4d-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-

isoindol-2-carboxilico

NN
Y
B-Q

O Passo 4A pode ser utilizado como uma via alternativa para

substituir os passos 3 e 4 acima.
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A uma suspensdo de didxido de manganés (15,5 g, 178 mmol)
em DCM (100 mL) foi adicionado éster benzilico do &cido 5-
hidroximetil-1, 3—-di-hidro-isoindol-2-carboxilico (3,35 g,
11,8 mmol) e apds 6 h de agitacdo a TA foi feita outra
adicdo de didéxido de manganés (5 g, 57 mmol). Apds mais 1 h
de agitacdo a TA foi adicionado Celite (7 g) e a solucéo
foi filtrada através de um leito de Celite  dando uma
solucdo amarela palida limpida. A Celite foi lavada com
DCM e o volume da solugao organica combinada ajustado a 100
mlL, através de evaporacgdo. N-metilpiperazina (1,31 mL, 11,8
mmol) e &cido acético (0,68 mL) foram adicionados, seguido
de triacetoxiboro-hidreto de sédio (4,98 g, 23,5 mmol). A
solucdo amarela foi agitada 16 h dando uma solugao incolor.
A solucao foi adicionado HCl1 2 M (10 mL, 20 mmol) dando uma
efervescéncia. Apds 30 min, &gua (10 mL) e Ky;COs3 (5,5 g,
39,8 mmol) foram adicionados e a fase orgadnica foi seca
(Na,S04) . Apds filtracdo foi adicionado HC1 4M em dioxano
(6 mL) com agitacdo e a suspensdo foi evaporada até a
secura. O residuo foi dissolvido em MeOH com aquecimento e,
apds evaporagao, o sdélido foi lavado num sinter com EtOAc,
em seguida, gasolina (p.e. de 40-60°C), seguido de secagem
em vacuo a 50°C para dar 3,61 g do composto em epigrafe
(70%) . 'H RMN (400 MHz, Me-d3-0OD): 7,65-7,51 (2H, m), 7,51-
7,27 (6H, m), 5,23 (2H, s), 4,83-4,69 (4H, m), 4,49 (2H,
s), 3,66 (8H, d), 3,03 (3H, s)

Passo 5: Tricloridrato de 5-(4-metilpiperazin-l-ilmetil) -

2,3-di-hidro-1H-isoindol

N N-CH,
W
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Palddio a 10% em carbono (300 mg) foi adicionado a uma
suspensao de 5-(4-metilpiperazin-l-ilmetil)-1,3-di-hidro-
isoindol-2-carboxilato de benzilo (3,65 g, 10,0 mmol) em
metanol (50 mL) e a mistura foi agitada a temperatura
ambiente sob uma atmosfera de hidrogénio durante 5 horas. O
catalisador foi removido através de filtracgdo, lavado com
metanol (2 x 5 ml) e os filtrados combinados foram tratados
com uma solucgdo saturada de géas de cloreto de hidrogénio em
acetato de etilo (20 mL). A mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 30 minutos e o material
volatil e o solvente foram removidos em vacuo para dar
tricloridrato de 5-(4-metilpiperazin-1-ilmetil)-2,3-di-
hidro-1H-isoindol (3,39 g, 99%) como um sdélido
esbranquicado. 'H RMN (MeOH-dy4) 7,73 (1H, s), 7,68 (1H, d),
7,57 (1H, d), 4,72 (2H, s), 4,70 (2H, s), 4,52 (2H, s),
3,70 (8H, br s), 3,02 (3H, s). MS: [M+H]" 232.

PREPARACAO A2

2,4-Di-hidroxi-5—-isopropilbenzoato de metilo

M, Pd/C, EtOH, MeOH

100 %

Palddio a 10% em carbono (350 mg) foi adicionado a uma
suspensao de 2,4-bis-benziloxi-5-isopropenilbenzoato de
metilo [preparado conforme WO 2006/109085 Al]l (3,88 g, 10,0
mmol) em etanol (30 ml) e a mistura foi agitada a

temperatura ambiente sob uma atmosfera de hidrogénio
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durante 1 hora. Foi adicionado metanol (20 ml) para ajudar
a dissolucdo e a mistura foi agitada a temperatura ambiente
sob uma atmosfera de hidrogénio durante 16 horas. A mistura
foi filtrada, o catalisador foi lavado com metanol (3 x 20
ml) e os filtrados combinados foram evaporados em vVAacCuUuo
para dar 2,4-di-hidroxi-5-isopropilbenzoato de metilo (2,10
g, 100%) como um sdélido incolor. 'y RMN (DMSO-d¢) 10,54 (1
H, s), 10,44 (1 H, br s), 7,52 (1 H, s), 6,37 (1 H, s),
3,85 (3H, s), 3,08 (1 H, m), 1,13 (6H, d). MS: [M+H] 211.

PREPARACAO A3

Acido 4-hidroxi-5-isopropil-2-metoxibenzdico

S0Br, K00, Meox MO

8% %
®,CO,, 98 %
MaON, A
GO Me

2
H,. PAIC, MEOH w’o\g’g

7% \ﬁl*\}/
&9Bn

A mistura de 2,4-di-hidroxi-5-isopropilbenzoato de metilo
(1,05 g, 5,0 mmol) e carbonato de potéssio anidro (828 mg,

6,0 mmol) em acetonitrilo (25 ml) foi tratada com brometo
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de benzilo (0,655 ml, 5,5 mmol) e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 24 horas. O solvente foi
removido em vacuo e o residuo foi tratado com &gua (50 mL).
O material sélido foi colhido através de filtracgdo com
sucgdo, lavado com &gua (2 x 50 mL) e seco por succgdo sob
pressdo reduzida para proporcionar 4-benziloxi-2-hidroxi-5-
isopropilbenzoato de metilo (1,25 g, 83%) como agulhas
incolores. 'H RMN (DMSO-d) 10,68 (1 H, br s), 7,57 (1 H,
s), 7,48-7,40 (4H, m), 7,34 (1 H, m), 6,64 (1 H, s), 5,20
(24, s), 3,87 (3H, s), 3,18 (1 H, m), 1,17 (6H, d). MS:
[M+H]" 301.

Carbonato de potédssio anidro (450 mg, 3,26 mmol) e sulfato
de dimetilo (0,25 ml, 2,64 mmol) foram adicionados a uma
suspensao de 4-benziloxi-2-hidroxi-5-isopropilbenzoato de
metilo (650 mg, 2,17 mmol) em acetonitrilo (20 mL) e a
mistura foi agitada e mantida em refluxo durante 16 horas.
Apds arrefecimento a temperatura ambiente, o solvente foi
removido em vacuo e o residuo foi acidificado através da
adicdo de acido cloridrico 2 M (20 mL). O material orgénico
foi extraido com acetato de etilo (2 x 30 mL) e os
extractos orgdnicos combinados foram evaporados em VACUO
para proporcionar 4-benziloxi-5-isopropil-2-metoxibenzoato
de metilo (644 mg, 95%) como um sdélido amarelo péalido. g
RMN (DMSO-dg¢) 7,56 (1H, s), 7,50 (28, d), 7,43 (2H, t),
7,37 (1 H, t), 6,80 (1 H, s), 5,26 (2H, s), 3,83 (3H, s),
3,75 (3H, s), 3,19 (1 H, m), 1,17 (6H, d). MS: [M+H] 315.

Palddio a 10% em carbono (80 mg) foi adicionado a uma
suspensao de 4-benziloxi-b5-isopropil-2-metoxibenzoato de
metilo (624 mg, 1,99 mmol) em metanol (16 mL) e a mistura
foi agitada a temperatura ambiente sob uma atmosfera de

hidrogénio durante 3 horas. A mistura foi filtrada, o
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catalisador foi lavado com metanol (3 x 5 mL) e o0s
filtrados combinados foram evaporados em VACuo para
proporcionar 4-hidroxi-5-isopropil-2-metoxibenzoato de
metilo (432 mg, 97%) como um sbélido esbranquicado. 'H RMN
(DMSO-ds) 10,18 (1 H, br s),7,52 (1 H, s), 6,52 (1H, s),
3,73 (3H, s), 3,71 (3H, s), 3,11 (1 H, m), 1,14 (6H, d).
MS: [M+Na]' 247.

Hidrdéxido de potédssio aquoso (50% p/v, 0,5 mL) foi
adicionado a uma suspensdo de 2-hidroxi-5-isopropil-4-
metoxibenzoato de metilo (418 mg, 1,87 mmol) em metanol (4
mL) e &gua (2 mL) e a mistura foi agitada e mantida em
refluxo durante 4 horas. Apds arrefecimento a temperatura
ambiente, o solvente orgdnico foi removido em vacuo e o
residuo foi acidificado através da adicdo de Acido
cloridrico 2 M (10 mL). O material sdélido foi <colhido
através de filtracdo por sucgado, lavado com &gua (2 x 10
mL) e seco por succao sob  pressao reduzida para
proporcionar Aacido 4-hidroxi-5-isopropil-2-metoxibenzdico
(332 mg, 85%) como um sélido esbranquicado. 'H RMN (DMSO-
dg) 11,88 (1 H, br s), 10,11 (1 H, s), 7,54 (1 H, s), 6,51
(1 H, s), 3,75 (3H, s), 3,11 (1H, m), 1,13 (6H, d). MS:
[M+Na]® 233.

PREPARACAO A4

Acido 2-hidroxi-5-isopropil-4-metoxibenzdico
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CO,Me CO,Me
HO Me,S0,. K,CO,, MeCN  HO
98 %
OH e
70 %
COH
HO KQH, H,0,
MeQOH, A
0

Uma mistura de 2,4-di-hidroxi-5-isopropilbenzoato de metilo
(420 mg, 2,0 mmol) e carbonato de potédssio anidro (331 mg,
2,4 mmol) em acetonitrilo (10 mL) foi tratada com sulfato
de dimetilo (0,2 ml, 2,1 mmol) e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 16 horas. O solvente foi
removido em vacuo e o residuo acidificado através da adicéo
de &cido cloridrico 2 M (10 mL). O material sdlido foi
colhido através de filtracdo por sucgdo, lavado com agua (2
x 10 mL) e seco por sucgao sob pressao reduzida para
proporcionar 2-hidroxi-5-isopropil-4-metoxibenzoato de
metilo (440 mg, 98%) como um sélido incolor. 'H RMN (DMSO-
ds) 10,70 (1L H, br s), 7,54 (1 H, s), 6,53 (1 H, s), 3,87
(3H, s), 3,84 (3H, s), 3,12 (1 H, m), 1,13 (6H, d). MS:
[M+H]" 225.

Hidrdéxido de potéassio aquoso (50% p/v, 0,2 mL) foi
adicionado a uma suspensado de 2-hidroxi-5-isopropil-4-
metoxibenzoato de metilo (420 mg, 1,88 mmol) em metanol (5
mL) e &agua (2 mL) e a mistura foi agitada e mantida em
refluxo durante 3 horas. Apds arrefecimento a temperatura
ambiente o solvente orgadnico foi removido em vacuo e O

residuo acidificado através da adicédo de acido cloridrico 2
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M (10 mL). O material sdélido foi <colhido através de
filtracdo por sucgdo, lavado com agua (2 x 10 mL) e seco
por succ¢do sob pressdo reduzida para proporcionar &cido 2-
hidroxi-5-isopropil-4-metoxibenzdico (275 mg, 70%) como um
s6lido incolor. 'H RMN (DMSO-ds) 13,50 (1 H, br s), 11,40
(1 H, br s), 7,53 (1 H, s), 6,51 (1 H, s), 3,83 (3H, s),
3,12 (1 H, m), 1,13 (6H, d). MS: [M+H]  211.

PREPARACAO A5

Acido 5-isopropil-2,4-dimetoxibenzdico

CO,Me
HOL Me,SO,, K,CO,, MeCN, &4  .~©
N 74 % )
OH
98 % / :
A /" KOH, H,0,
GO eon,
,HQ\df\\
l P ‘T’”
O

Uma mistura de 2,4-di-hidroxi-5-isopropilbenzoato de metilo
(420 mg, 2,0 mmol) e carbonato de potédssio anidro (662 mg,
4,8 mmol) em acetonitrilo (10 mL) foi tratado com sulfato
de dimetilo (0,4 ml, 4,2 mmol) e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 16 horas e depois mantida em
refluxo durante 6 horas. Apds arrefecimento a temperatura
ambiente, o solvente foi removido em vacuo e o residuo
acidificado através da adicdo de &cido cloridrico 2 M (10
mL). O material sélido foi colhido através de filtracdo por

succgédo, lavado com agua (2 x 10 mL) e seco por Sucgado sob
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pressao reduzida para proporcionar 5-isopropil-2, 4-
dimetoxibenzoato de metilo (350 mg, 74%) como um sdélido
incolor. 'H RMN (DMSO-d¢) 7,53 (1 H, s), 6,67 (1 H, s),
3,92 (3H, s), 3,86 (3H, s), 3,75 (3H, s), 3,13 (1 H, m),
1,14 (6H, d). MS: [M+Na] 261.

Hidrdéxido de potédssio aquoso (50% p/v, 0,2 mL) foi
adicionado a uma suspensao de S5-isopropil-2, 4-
dimetoxibenzoato de metilo (330 mg, 1,39 mmol) em metanol
(b mL) e &dgua (2 mL) e a mistura foi agitada e mantida em
refluxo durante 3 horas. Apdés arrefecimento a temperatura
ambiente o solvente orgdnico foi removido em vacuo e o
residuo acidificado através da adicdo de acido cloridrico 2
M (10 mL). O material orgédnico foi extraido com acetato de
etilo (2 x 30 mL) e os extractos orgdnicos combinados foram
evaporados em vAacuo para proporcionar &cido 5-isopropil-
2,4-dimetoxibenzdico (305 mg, 98%) como um sdlido
esbranquicado. 'H RMN (DMSO-d¢) 12,07 (1 H, br s), 7,57 (1
H, s), 6,64 (1 H, s), 3,90 (3H, s), 3,85 (3H, s), 3,13 (1lH,
m), 1,14 (6H, d). MS: [M+H]  225.

PREPARACAO A6

Acido 2-aliloxi-4-hidroxi-5-isopropilbenzdico
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Uma mistura de 2,4-di-hidroxi-5-isopropilbenzoato de metilo
(1,05 g, 5,0 mmol) e carbonato de potédssio anidro (828 mg,
6,0 mmol) em acetonitrilo (25 mL) foi tratada com éter
metilico de clorometilo (0,4 ml, 5,27 mmol) e a mistura foi
agitada a temperatura ambiente durante 3 horas. O solvente
foi removido em vacuo e o residuo tratado com agua (30 mL).
O material sélido foi colhido através de filtracgdo por
sucgao, lavado com agua (2 x 20 mL) e seco por succgado sob
pressao reduzida para proporcionar Z2-hidroxi-5-isopropil-4-
(metoximetiloxi)benzoato de metilo (1,02 g, 80%) como um
s6lido incolor. 'H RMN (DMSO-dg) 10,61 (1 H, br s), 7,58 (1
H, s), 6,62 (1 H, s), 5,30 (2H, s), 3,88 (3H, s), 3,42 (3H,
s), 3,17 (18, m), 1,17 (6H, d). MS: [M+H]'  255.

Uma mistura de 2-hidroxi-5-isopropil-4-
(metoximetiloxi)benzoato de metilo (995 mg, 3,92 mmol) e

carbonato de ©potédssio anidro (650 mg, 4,71 mmol) em
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acetonitrilo (25 mL) foi tratada com brometo de alilo
(0,356 mL, 4,11 mmol) e a mistura foili agitada e mantida em
refluxo durante 16 horas. Apds arrefecimento a temperatura
ambiente o solvente foil removido em vacuo, fol adicionada
dgua (30 mL) e o material orgénico foi extraido com
diclorometano (2 X 30 mL). Os extractos orgénicos
combinados foram evaporados até a secura em VAcuo para
proporcionar 2-aliloxi-5-isopropil-4-
(metoximetiloxi)benzoato de metilo (1125 mg, 97%) como um
6leo amarelo péalido. 'H RMN (DMSO-d¢) 7,58 (1H, s), 6,78
(14, s), 6,03 (1H, m), 5,52 (1 H, dm), 5,33 (2H, s), 5,28
(1 H, dm), 4,61 (2H, m), 3,78 (3H, s), 3,42 (3H, s), 3,19
(1 H, m), 1,18 (6H, d). MS: [M+Na]l® 317.

Acido cloridrico concentrado (0,4 mL) foi adicionado a uma
solugdo de 2-aliloxi-5-isopropil-4- (metoximetiloxi)benzoato
de metilo (1049 mg, 3,57 mmol) em metanol (25 mL) e a
mistura foi agitada e mantida em refluxo durante 3 horas.
LApds arrefecimento a temperatura ambiente o material
volatil e o solvente foram removidos em vAcuo para
proporcionar 2-aliloxi-4-hidroxi-5-isopropilbenzoato de
metilo (880 mg, 98%) como um o&leo verde péalido. 'H RMN
(DMSO-dg) 10,18 (1H, s), 7,54 (1H, s), 6,51 (l1H, s), 6,03
(l1H, m), 5,51 (1H, dm), 5,27 (1H, dm), 4,52 (2H, m), 3,73
(34, s), 3,10 (1H, m), 1,15 (6H, d). MS: [M+Nal' 273.

Hidréxido de potéssio aquoso (50% p/v, 2 mL) foi adicionado
a uma mistura de 2-aliloxi-4-hidroxi-5-isopropilbenzoato de
metilo (860 mg, 3,44 mmol) em metanol (12 mL) e agua (4 mL)
e a mistura foi agitada e mantida em refluxo durante 5
horas. Apds arrefecimento a temperatura ambiente o solvente
organico foi removido em vacuo e o residuo acidificado

através da adigcédo de 4&cido cloridrico 2 M (30 mL). O
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material sélido foi colhido através de filtracdo por
succgédo, lavado com agua (2 x 20 mL) e seco por sucgdo sob
pressdo reduzida para proporcionar 4cido 2-aliloxi-4-
hidroxi-5-isopropilbenzdico (715 mg, 88%) como um sdélido
verde péalido. 'H RMN (DMSO-ds) 11,92 (1 H, br s), 10,08 (1
H, s), 7,56 (1 H, s), 6,48 (L H, s), 6,03 (1 H, m), 5,50 (1
H, dm), 5,27 (1 H, dm), 4,53 (2H, m), 3,11 (1 H, m), 1,13
(6H, d). MS: [M+Na]' 259.

PREPARACAO A7

Acido 4-aliloxi-2-hidroxi-5-isopropilbenzdico

COMes

C4H B, K00, MeCN

80 %

0
86 %
T KO, HO,
MaOH, A

Uma mistura de 2,4-di-hidroxi-5-isopropilbenzocato de metilo
(420 mg, 2,0 mmol) e carbonato de potédssio anidro (662 mg,
4,8 mmol) em acetonitrilo (10 mL) foi tratado com brometo
de alilo (0,35 mL, 4,0 mmol) e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 24 horas. O solvente foi
removido em vadcuo e o residuo acidificado através da adicéo
de &cido cloridrico 2 M (10 mL). O material orgénico foi
extraido com diclorometano (2 x 20 mL), os extractos
organicos combinados foram evaporados em vacuo € o residuo

foi submetido a cromatografia de coluna em silica. A
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eluicdo com 2-10% de acetato de etilo em éter de petrdleo
proporcionou 4-aliloxi-2-hidroxi-5-isopropilbenzoato de
metilo (330 mg, 60%) como um sélido incolor. 'y RMN (DMSO-
ds) 10,68 (1L H, s), 7,55 (1L H, s), 6,54 (1 H, s), 6,06 (1
H, m), 5,42 (1 H, dm), 5,29 (1 H, dm), 4,65 (2H, m), 3,88
(3H, s), 3,16 (1 H, m), 1,16 (6H, d).

Hidréxido de potédssio aquoso (50% p/v, 0,2 mL) foi
adicionado a uma suspensao de 4-aliloxi-2-hidroxi-5-
isopropilbenzoato de metilo (313 mg, 1,25 mmol) em metanol
(6 mL) e adgua (2 mL) e a mistura foi agitada e mantida em
refluxo durante 4 horas. Apds arrefecimento a temperatura
ambiente o solvente orgadnico foi removido em vacuo e o
residuo acidificado através da adicdo de &cido cloridrico 2
M (10 mL). O material sdélido foi <colhido através de
filtragcdo por sucgdo, lavado com agua (2 x 10 mL) e seco
por succ¢do sob pressdo reduzida para proporcionar &acido 4-
aliloxi-2-hidroxi-5-isopropilbenzdico (285 mg, 96%) como um
s6lido incolor. 'H RMN (DMSO-ds) 13,50 (1 H, br s), 11,40
(1 H, s), 7,55 (1 H, s), 6,51 (1 H, s), 6,06 (1 H, m), 5,42
(L H, dm), 5,28 (1 H, dm), 4,64 (2H, m), 3,17 (1 H, m),
1,17 (6H, d). MS: [M+H] ™ 237.

PREPARACAO A8

Acido 2,4-bis-aliloxi-5-isopropilbenzdico
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Uma mistura de 2,4-di-hidroxi-5-isopropilbenzoato de metilo
(420 mg, 2,0 mmol) e carbonato de potédssio anidro (662 mg,
4,8 mmol) em acetonitrilo (10 mL) foi tratada com brometo
de alilo (0,364 mL, 4,2 mmol) e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 16 horas. Outra porcgao de
brometo de alilo (0,364 mL, 4,2 mmol) foi adicionada e a
mistura foi agitada e mantida em refluxo durante mais 16
horas. Apds arrefecimento a temperatura ambiente o solvente
foi removido em vacuo e o residuo acidificado através da
adicdo de 4acido cloridrico 2 M (20 mL). O material orgénico
foi extraido com acetato de etilo (2 x 20 mL) e os
extractos orgdnicos combinados foram evaporados em VACUO
para proporcionar 2,4-bis-aliloxi-5-isopropilbenzoato de
metilo (480 mg, 83%) como um &leo amarelo péalido. 'H RMN
(DMSO-dg) 7,56 (1 H, s), 6,68 (1 H, s), 6,07 (2H, m), 5,51
(1 H, dm), 5,44 (1 H, dm), 5,28 (2H, m), 4,68 (2H, m), 4,64
(2, m), 3,75 (3H, s), 3,18 (1H, m), 1,16 (6H, d). MS:

[M+Na]® 313.
Hidréxido de potédssio aquoso (50% p/v, 0,5 mL) foi
adicionado a uma mistura de 2,4-bis-aliloxi-5-

isopropilbenzoato de metilo (450 mg, 1,55 mmol) em metanol

(6 mL) e agua (2 mL) e a mistura foi agitada e mantida em
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refluxo durante 3 horas. Apds arrefecimento a temperatura
ambiente o solvente orgdnico foi removido em vAcuo e o
residuo acidificado através da adicdo de acido cloridrico 2
M (10 mL). O material sdélido foi colhido através de
filtracdo por succgdo, lavado com &gua (2 x 10 mL) e seco
por succdo sob pressdo reduzida para proporcionar 4&cido
2,4-bis-aliloxi-5-isopropilbenzdéico (418 mg, 98%) como um
s6lido esbrangquicado. 'H RMN (DMSO-d¢) 12,16 (1 H, br s),
7,58 (1 H, s), 6,66 (1 H, s), 6,07 (2H, m), 5,51 (1 H, dm),
5,44 (1H, dm), 5,28 (2H, m), 4,68 (2H, m), 4,64 (2H, m),
3,17 (1L H, m), 1,15 (6H, d). MS: [M+Na] 299.

PREPARACAO A9

Acido 4-hidroxi-5-isopropil-2- (metoximetiloxi)benzdico

MOMGCI, K.CO,, O.Me

MatN, 50°C Qo
g
. IXX

Ofin

My PAIC,
MeOH

KOH, H,0, MeOM, &

8%

Uma mistura de 4-benziloxi-2-hidroxi-5-isopropilbenzoato de
metilo (900 mg, 3,0 mmol) e carbonato de potédssio anidro
(994 mg, 7,2 mmol) em acetonitrilo (20 mL) foi tratada com
éter metilico de clorometilo (0,24 mL, 6,6 mmol) e a

mistura foi agitada e mantida a 50°C durante 24 horas apds
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as quais mais carbonato de potédssio anidro (994 mg, 7,2
mmol) e éter metilico de clorometilo (0,96 mL, 26,4 mmol)
foram adicionados e a mistura foi agitada e mantida a 50°C
durante mais 4 dias. Apds arrefecimento a temperatura
ambiente o solvente foi removido em vadcuo e o residuo
tratado com &gua (30 mL). O material organico foi extraido
com diclorometano (2 x 20 mL) e o0s extractos orgénicos
combinados foram evaporados em vVAacCuo para proporcionar 4-
benziloxi-5-isopropil-2- (metoximetiloxi)benzoato de metilo
bruto como um &éleo amarelo padlido que foi utilizado no
passo seguinte sem purificacao adicional. 'H RMN (DMSO-ds)
7,57 (1 H, s), 7,48 (2H, d), 7,44 (2H, t), 7,38 (1 H, t),
6,90 (1 H, s), 5,23 (4H, s), 3,78 (3H, s), 3,39 (3H, s),
3,21 (L H, m), 1,17 (6H, d). MS: [M+Na] 367.

0 4-benziloxi-5-isopropil-2- (metoximetiloxi)benzoato de
metilo Dbruto foi dissolvido em metanol (20 mL), foi
adicionado palddio a 10% em carbono (160 mg) e a mistura
foi agitada a temperatura ambiente sob uma atmosfera de
hidrogénio durante 16 horas. A mistura foi filtrada, o
catalisador foi lavado com metanol (3 x 5 mL) e 0s
filtrados combinados foram evaporados em VAcCuo para
proporcionar 4-hidroxi-5-isopropil-2-
(metoximetiloxi)benzoato de metilo Dbruto como um sdélido
oleoso incolor que foi wutilizado no passo seguinte sem
purificacdo adicional. 'H RMN (DMSO-d¢) 10,19 (1 H, br s),
7,52 (1 H, s), 6,57 (1 H, s), 5,13 (2H, s), 3,73 (3H, s),
3,40 (3H, s), 3,11 (1 H, m), 1,13 (6H, d). MS: [M-H] 253.

0 4-hidroxi-5-isopropil-2- (metoximetiloxi)benzoato de
metilo Dbruto foi dissolvido em metanol (20 mL) e foi
adicionada &gua (8 mL) e hidrdéxido de potédssio agquoso (50%

p/v, 5 mL) e a mistura foi agitada e mantida em refluxo
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durante 16 horas. Apds arrefecimento a temperatura ambiente
o solvente orgénico foi removido em vacuo e o residuo
acidificado através da adigdo de &cido cloridrico 2 M (30
mL). O material orgédnico foi extraido com acetato de etilo
(2 x 20 mL) e os extractos orgadnicos combinados foram
evaporados em VACUO para proporcionar um dleo amarelo que

foi submetido a cromatografia de coluna num cartucho

Strata-NH2. A eluicdo com ambénia 2 M em metanol
proporcionou acido 4-hidroxi-5-isopropil-2-
(metoximetiloxi)benzdico (180 mg, 25%) como um sdélido

cinzento palido que foi utilizado sem purificacéo

adicional. MS: [M+Na]' 263.

PREPARACAO A10

Acido 2-hidroxi-5-isopropil-4- (metoximetiloxi)benzdico

KOH) HzD} M&OH, :ﬁ

83 %

Hidréxido de potédssio agquoso (50% p/v, 1 mL) foi adicionado
a uma mistura de 2-hidroxi-5-isopropil—-4-
(metoximetiloxi)benzoato de metilo (508 mg, 2,0 mmol) em
metanol (10 mL) e &dgua (4 mL) e a mistura foi agitada e
mantida em refluxo durante 6 horas. Apds arrefecimento a
temperatura ambiente o solvente orgénico foi removido em
vdcuo e o residuo acidificado através da adicdo de &cido
cloridrico 2 M (30 mL). O material sd6lido foi colhido

através de filtracdo por sucgdo, lavado com &gua (2 x 20
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mL) e seco por sucgao sob pressao reduzida para

proporcionar acido 2-hidroxi-5-isopropil-4-
(metoximetiloxi)benzdico (400 mg, 83%) como um sdlido

incolor. 'H RMN (DMSO-d¢) 13,60 (1 H, br s), 11,30 (1 H, br
s), 7,58 (1 H, s), 6,58 (1 H, s), 5,30 (2H, s), 3,42 (3H,
s), 3,15 (1L H, m), 1,18 (6H, d). MS: [M+H]' 241.

PREPARACAO All

Acido 2,4-bis- (metoximetiloxi)-5-isopropilbenzdico

COMe COMe
MOMC!, K,CO,
HO MeCN, 50°C ro
87 % N
OH _0._0
73 %
O ///QOHJQO,
J/O MeQH, A
o

Uma mistura de 2,4-di-hidroxi-5-isopropilbenzoato de metilo
(420 mg, 2,0 mmol) e carbonato de potédssio anidro (332 mg,
2,4 mmol) em acetonitrilo (12 mL) foli tratada com éter
metilico de clorometilo (0,16 mL, 2,1 mmol) e a mistura foi
agitada a temperatura ambiente durante 16 horas apds as
quais foi adicionado mais carbonato de potédssio anidro
(1,38 g, 10,0 mmol) e éter metilico de clorometilo (0,76
mL, 10,0 mmol) e a mistura foi agitada e mantida a 50°C
durante mais 4 dias. Apds arrefecimento & temperatura
ambiente o solvente foil removido em vacuo e o residuo
tratado com agua (30 mL). O material orgdnico foi extraido

com diclorometano (2 x 20 mL) e os extractos organicos
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combinados foram evaporados em vAcCuo para proporcionar 2,4-
bis— (metoximetiloxi)-5-isopropilbenzoato de metilo (580 mg,
97%) como um 6leo amarelo palido. 'H RMN (DMSO-ds) 7,57 (1
H, s), 6,88 (1 H, s), 5,32 (2H, s), 5,20 (2H, s), 3,78 (3H,
s), 3,41 (6H, s), 3,21 (1 H, m), 1,17 (6H, d). MS: [M+Nal”
321.

Hidréxido de potédssio aquoso (50% p/v, 1,0 mL) foi
adicionado a uma mistura de 2,4-bis—-(metoximetiloxi)-5-
isopropilbenzoato de metilo (560 mg, 1,88 mmol) em metanol
(12 mL) e 4dgua (4 mL) e a mistura foil agitada e mantida em
refluxo durante 3 horas. Apds arrefecimento a temperatura
ambiente o solvente orgadnico foi removido em vacuo e o
residuo diluido com &gua (20 mL) e acidificado através da
adigdo de acido cloridrico 2 M (10 mL). O material orgénico
foi extraido com diclorometano (2 x 20 mL) e os extractos
organicos combinados foram evaporados em vacuo. O residuo
foi triturado com uma mistura de éter de petrdleo e éter
dietilico para proporcionar &acido 2,4-bis- (metoximetiloxi)-
5-isopropilbenzdéico (392 mg, 73%) como um sdé6lido incolor.
'H RMN (DMSO-d¢) 12,38 (1 H, br s), 7,59 (1 H, s), 6,84 (1
H, s), 5,31 (2H, s), 5,20 (2H, s), 3,41 (6H, s), 3,21 (1 H,
m), 1,18 (6H, d). MS: [M+Na]'  307.

PREPARACAO B1

Método geral para a sintese de 5-(4-metilpiperazin-1-

ilmetil)-2,3-di-hidro-1H-isoindoles substituidos com N-

benzoilo
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Tricloridrato de 5-(4-metilpiperazin-1-ilmetil)-2,3-di-
hidro-1H-isoindol (409 mg, 1,2 mmol) foi adicionado a uma
mistura de acido benzdico substituido (1,0 mmol),
cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
(211 mg, 1,1 mmol), 1l-hidroxibenzotriazol (149 mg, 1,1
mmo 1) e trietilamina (606 mg, 6,0 mmol) em N, N-
dimetilformamida (8 mL) e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente ou a 50-80°C durante 16 horas. O
solvente foi removido em vacuo e o residuo tratado com
hidrogenocarbonato de sdédio aquoso e metanol. O solvente
orgadnico foi removido em vacuo e a camada aquosa foi
removida através de decantacgdo. Os residuos oleosos escuros
foram submetidos a cromatografia de coluna em silica. A
eluicdo com 5-10% de metanol em diclorometano proporcionou
o) correspondente 5-(4-metilpiperazin-1-ilmetil)-2,3-di-
hidro-1H-isoindol substituido com N-benzoilo. Se
necessario, os compostos eram melhor purificados através de
cromatografia de coluna num cartucho SCX eluindo com amdnia

2 M em metanol.

EXEMPLOS 1 A 9

Seguindo o método geral descrito acima, foram preparados os

compostos dos Exemplos 1 a 9 expostos na Tabela abaixo.
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Exemplo(Composto  [Nome quimico Precursor Dados de RMN M§
substituido  do
dcido benzdico

N (4-Hidroxi-5-isopropil-Acido d-hidroxi-{'f RMN (DMSO-d.) [nistura de rotdmeros] §,66 1S:
\W”Z—metoxi—fenil)—[5—(4— b-isopropil-2- |(l4, s), 7,32 (L4, m), 7,24-7,16 (2H, n}, [HHH)
* o\M’_‘;‘f};metll—plperazm—l— metoxi-benzéico 16,97 (1H, s}, 6,52 (14, ¢}, 4,75 (24, br s),| 424

l “V\ 1netil)-1, 3-di-hidro- 4,50 & 4,49 (20, 2xs), 3,72 (3H, s), 3,44 ¢

LY isoindol-2-11-netanona 3AL (8, D), 3,14 (15w, 0,31 (6, br

s), 2,142 2,12 (35, 2xg), 1,15 (64, d)

‘,}h\ (2-Hidroxi-3-isopropil-[Acido 2-hidroxi-{'8 RMN (DMSO-d) [mistura de rotmeros] 10,28 1S:
“\ f-metoxi-fenil)-[5-(4- |5-1sopropil-i- |e 10,23 (LH, 2xbr s}, 7,35-7,20 (3H, br n),| [MtH]
2t N;\\ metil-piperazin-1- metoxi-benzoico |7,12 (1H, s), 6,50 (14, s}, 4,78 (44, br s),| 424

’“\\« 1lmetil)-1, 3-di-hidro- 3,80 (35, s), 3,43 (2, s), 3,13 (lH, m),

a7 fisoindol-2-i1] -tetanons 1,33 (8, br ), 2,15 (3K, s, 1,15 (64, d
S (5-Tsopropil-, &- Acido 5-['5 RN (DMSO~d.) [mistura de rotdmeros] 7,30 MS:
(‘"dimetoxi—fenil)—[5—(4— isopropil-2,4- {1, m), 7,24-7,16 (28, m), 7,04 (IH, s),| [M+H]
y {.{metil—piperazin—l— dinetoxi- 0,70 (1K, s}, 4,75 (24, br s), 4,51 & 4,49 438
N,
. \ 1lmetil)-1, 3-di-hidro- |benzdico (20, 2xs), 3,90 (3H, s), 3,84 (3H, g, 3,44
! \ 1so1ndol-2-11]-metanona e 3,41 (24, 2xs), 3,19 (14, m), 2,31 (8H, br
IR

s, 1,142 2,12 (35, 2xs), 1,13 (64, d]




(14, m), 2,33 (8H, br s}, 2,14 ¢ 2,12 (34,
2xs), 1,17 (6H, d)

(2-Bliloxi-d-hidroxi-5-|keido 2-aliloxi-|'H RMN (DMSO-d.) [mistura de rotdmeros] 9,64 MS:
1sopropil-fenil)-[5-({4-|4-hidrox1-5- (14, s, 7,30 (lH, m), 7,24-7,16 (24, m),| [M+H]
met1l-piperazin-1- 150propil- 0,99 (18, s), 6,53 (1H, s}, 597 (1§, n),| 450
Q‘V,;':.'_‘\illmetil)—l,3—di—h1dro— benzbico 532 (L H, dn), 5,17 (1H, dn), 4,77 (2H, br
;,.-“’\,:.w"”‘q;\: 1so1ndol-2-11]-metanona s), 4,53 (4, n), 3,44 & 3,41 (2H, 2xs),
\ “ 5,13 (16, m), 2,34 (8§, br s), 2,14 2 2,12
’ (34, 2xs), 1,15 (6H, d)
(4-3l1loxi-2-hidroxi-5-|icido 4-aliloxi-|'H RMN (DMSO-d;) [mistura de rotdmeros] 10,28 MS:
1sopropil-fenil)-[5-(4-|2-hidrox1-5- g 10,23 (IH, 2xbr s}, 7,35-7,18 (3H, br m),| [MHH]
metil-pipsrazin-l- 1s0propll- 7,13 (LH, br s), 6,50 (18, s}, 6,09 (14, m},| 450
%},fi:ilmetil)—l,3-di—hidro- benz6ico 5,44 (1, ), 5,30 (18, dn), 4,76 (44, br
“““,\ 1s01ndol-2-11]-metanona s), 4,58 (2H, m), 3,45 (2H, br s), 3,18 (lH,
LA m, 2,40 (8H, br s), 2,21 (34, br s), 1,18
6,
(2,4-Bis-aliloxi-5-  |Reido  2,4-bis-{'H RMN (DMSO-d.) [mistura de rotdmeros] 7,31| MS:
1sopropil-fenil)-[5-(4-|aliloxi-D- (14, m), 7,24-7,17 (24, m), 7,06 (1 H, s),| [M+H]
metil-piperazin-1- 1sopropil- 0,72 (14, s}, 6,11 (16, m), 5,98 (IH, m),| 490
ax,\%,.ri“:‘ilmetil)-l,3-di-hidro- henzéice 5,47 (14, dm), 5,35-5,28 (2H, n), 5,17 (IH,
;-’Q‘\-E‘"'é'*‘\i 1so1ndol-2-11]-metanona dm), 4,78 (28, br s), 4,64 (4H, m), 4,52 e
\0} 850 (25 Dxs), 344 e 4L (6, Du), 3,21




Mﬂmmmmmmmm4mmwﬁmmmwummeMWm%%m:

<2-(metoximetiloxi) -|5-1sopropil-2- |14, s}, 7,32 (lH, m), 7,24-7,17 (24, m),|[M:H]

w{fenil]-[S-(4—metil— (metoximetiloxi) 7,01 (1H, s}, 6,69 (LH, s}, 5,13 (2K, s),| 454
&§&»xpiperazin—l—ilmetil)— -henzo1co 4,77 (28, brs), 4,54 ¢ 4,53 (2H, 2xs), 3,45
”A\f*} 1,3-di-hidro-isoindol- 2 3,43 (28, 2xs), 3,34 (34, s), 3,12 (LK,
G\‘\é,:‘\[‘2—11]—metanona m, 2,31 (8H, brs), 2,14 & 2,12 (3H, Ixg),

1,14 (64, d
;Wmmm%mmwwRMOHMW&%WNM%M[MMM%fMMm]WM MS:
‘4—(metoximetiloxi) -|5-1sopropil-4- |¢ 10,07 (1H, 2xbrs), 7,35-7,20 (3H, br m),|(MtH]

rw{fenil]—[5—(4—metil— (metoximetiloxi) |7,12 (1H, br s), 6,67 (1H, s), 5,23 (28, s),| 454
‘. "’i-’"""‘*'piperam-l-lmem)- pensico  |4,80-4,65 (4, br m, 3,42 %%, s), 3,18
N\"{;f\v1,3—di—hldro-lsomdol- (18, 1), 2,36 88, br ), 2,15 (3, s), 1,16
Dgé | 2-11]-metanona (oH, d)
[5-Isopropil-2, 4-bis- Reido  2,4-bis-{'f RMN (DMSO~d.) [mistura de rotdmeros] 7,31| MS:
(metogimetiloxi)  |(metoximetiloxi) |(14, m), 7,24-T,16 (26, m), 7,14(1F, s],| [M+H]"
fenil]-[5-{d-metil-  |-5-isopropil- 16,91 (1, s}, 5,27 (24, s}, 5,18 (2H, s),| 496

Avpiperazin-1-1lnetil)-
1L, 3-di-hidro-isoindol-

12-11]-netanona

benzoico

4,78 (2, br s}, 4,55 e 4,33 (26, 2xg), 3,44
(64, s), 3,44 ¢ 3,41 (26, 2xg), 3,23 [(IE,
m, 2,34 (8H, br s), 2,16 ¢ 2,14 (3H, Ixs),
1,19 (64, d)

¥ = gxemplo comparativo
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EXEMPLO 10

Preparagdo do éster 5-dietilcarbamoiloxi-2-isopropil-4-[5-

(d-metilpiperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-

carbonil]-ciclohexa-1,3-dienilico do Acido dietil-carbamico

A uma solucédo de (2,4-di-hidroxi-5-isopropil-fenili)-[5-(4-
metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il1]-

metanona (1,0 g, 2,44 mmol) em THF (25 mL) contendo Et;N
(0,68 mL, 4,88 mmol) e N,N-4-dimetilaminopiridina (5 mg,
0,41 mmol) foi adicionado cloreto de N,N-dietilcarbamoilo
(1,5 mL, 11,62 mmol). A solucdo foi aquecida até 60°C
durante 18 h quando EtOAc (50 mL) e K;COs; ag a 10% (50 mL)
foram adicionados. A fase orgénica foi lavada com solucéo
salina saturada (30 mL) e a fase orgénica foil separada e
evaporada até um pequeno volume. A solucdo do residuo em
DCM foi aplicada numa coluna contendo silica-gel e o
produto eluido sucessivamente com DCM seguido de amdnia
aqgquosa a 0,2% em MeOH a 5% em DCM. As fracgdes contendo
produto foram evaporadas a partir de DCM seguido de éter
dietilico para dar 1,07 g do composto em epigrafe como uma
espuma, 'H RMN (400 MHz, DMSO-dé6): 7,44 (1 H, d), 7,37-7,30
(L 4, m, 7,30-7,15 (2H, m), 7,01 (1 H, s), 4,75 (2H, s),
4,61 (2H, d), 3,56-3,40 (4H, m), 3,33 (4H, d), 3,24 (3H,
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d4), 3,19-3,09 (2H, m), 3,09-2,95 (2H, m), 2,85-2,56 (4H,
m), 2,42 (3H, s), 1,38-0,76 (18H, m); m/z 608 (MH).

EXEMPLOS 11 A 13

Os Exemplos 11 a 13 foram preparados através de um modo

andlogo ao descrito para o Exemplo 10.

Numero
do Estrutura Quimica RMN

exemplo

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) :
7,43 (1H, d), 7,35-7,28
e . (18, m), 7,26-7,16 (2H, m),

CH J “ SAER

Ho-N O Y 7,01 (1H, s), 4,77 (2H, d),
o e

%— [i\l oM, 4,61 (2H, d), 3,43 (2H, d),
_CH, 552

H, 3,09 (3H, s), 3,08-3,02
H,C

1; (1H, m), 2,95 (3H, s), 2,88
(3H, s), 2,78 (3H, s),
2,44-2,21 (8H, m), 2,14
(34, d), 1,20 (6H, dd).

11

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) :
7,42 (1H, d), 7,36-7,30
(1, m), 7,25-7,15 (2H, m),
7,06 (1H, s), 4,76 (2H, s),
4,61 (2, d), 3,58-3,50
(2H, m), 3,44 (2H, d),

604 (3,41-3,34 (2H, m), 3,31
(1H, m), 3,28-3,23 (1H, m),
o 3,18 (2H, t), 3,12-3,01
(1H, m), 2,33 (8H, s), 2,15
(3H, d), 2,01-1,84 (4H, m),
1,80-1,70 (4H, m), 1,20
(6H, d).

12
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'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) :
J— 7,47 (1H, d), 7,39-7,29
i o X (1H, m), 7,28-7,16 (2H, m),
\““‘"’i Qi}.ﬂ‘N“\-’" $ \}
Sy Nond 7,08 (1H, s), 4,78 (2H, s),
& Ty ok,
13 Qf\“&\ﬁﬁxgcﬁ3 636 |4,61 (2H, d), 3,67 (6H, s),
Nl O Gy 3,54-3,36 (10H, m), 3,36-
& 3,21 (28, m), 3,13-3,00
(1H, m), 2,33 (8H, s), 2,14
(3, d), 1,27-1,16 (6H, m).
EXEMPLO 14
Ester 5-hidroxi-4-isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do
adcido dietil-carbamico
EXEMPLO 15
Ester S5-hidroxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-piperazin-1-

ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbon-carbonil]-fenilico

do &cido dietil-carbéamico

0N VN
2 oS 0T
CH

L] CH
o o cH, PO >
; HENO O,

OH CH, o]

3

Uma solugao do produto do Exemplo 10 (0,826 g) dissolwvido
em MeOH (36 mL) e NaOH ag 2 M (4 mL) foi aquecida a 60°C
durante 24 h. A solugdo foi arrefecida até a TA e a esta
foi adicionado HC1 5 M (1,6 mL, a pH 6) e a solucdao foi

evaporada até um pequeno volume. O residuo foi fraccionado
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entre a solucdo salina saturada e EtOAc e a camada organica
foi evaporada até ficar um dleo. O ¢leo foi purificado
através de HPLC preparativa (método bédsico) para dar os
dois derivados mono-dietilcarbamoil isoméricos separados:

Ester 5-hidroxi-4-isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil) -1, 3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do

dcido dietil-carbamico (137 mg)

'H RMN (400 MHz, DMSO-dé6): 9,86 (1 H, s), 7,35-7,25 (1 H,
m), 7,25-7,12 (3H, m), 6,65 (1 H, s), 4,71 (2H, s), 4,57
(2, d), 3,43 (28, d), 3,27-3,08 (5H, m), 2,32 (8H, s),
2,14 (34, d), 1,18 (6H, d), 1,05-0,85 (6H, m), m/z 509 (MH)

e
Ester 5-hidroxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-piperazin—-1-
ilmetil) -1, 3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do

dcido dietil-carbéamico (292 mg)

'H RMN (400 MHz, DMSO-dé6): 10,01 (1 H, s), 7,37-7,27 (1 H,
m, 7,27-7,17 (24, m), 7,15 (1 H, 4d), 6,60 (1 H, s), 4,79
(2H, s), 4,63 (2H, d), 3,44 (4H, m), 3,34 (2H, m), 3,01-
2,87 (1L H, m), 2,32 (8H, s), 2,14 (3H, 4), 1,22 (3H, s),
1,15 (94, d), m/z 509 (MH).

EXEMPLOS 16 A 21

Os Exemplos 16 a 21 foram preparados de um modo andlogo ao
descritos nos Exemplos 14 e 15 através de tratamento dos
derivados diacilados (Exemplos 11, 12 e 13) com NaOH em
MeOH (60°C h, 3,5 h - 24 h). A mistura de produtos foi

separada através de HPLC preparativa.

Numero Estrutura m/z Condicgdes
RMN
do Quimica (MH) de
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exemplo

solvente
da HPLC
prepara-

tiva

16

Do Exemplo 11

H RMN
9,88
(1H,

(1H,
m),
m), 6,64
(2H, s),
3,46 (2H,
(1H,
2,78

(8H,

m),
(3H,
m),

1,18 (6H,

(400 MHz,

s), 7,36-7,27
7,27-7,13

(1H,

(31,
sy, 4,74
(21, 4d),
3,24-3,13
(3H, s),
2,61-2,30

(3H,

4,57
d),
2,85
s),
2,25 s),

d) .

DMSO-d6) :

Acido*

17

i,

N LD CH,

MO j{

Q

Do Exemplo 11

r:@‘\,
Qo N
¢ (\:N?
' o,

2

481

'H RMN
10,01
(1H, m),
m), 6,61
(2H, s),

3,50-3,41
(3H, s),
m), 2,35

(3H, d),

(400 MHz,
(1H, d),

7,37-7,27
7,27-7,11 (3H,
(1H,
4,63

(2H,

s), 4,79
(2H, d),
3,08

(41,

m),
3,01-2,86
(8H,

s), 2,17

1,14 (6H, d).

DMSO-d6) :

Acido*

18

507

H RMN
9,88
(1H,

(1H,
m),
m), 6,67
(2H, s),
3,43 (2H,
t),
2,32
d),

(6H, d)

(8H,
1,72

(400 MHz,

3,23-

s), 7,36-7,27
7,27-7,12

(11,

(31,
s), 4,73
(zg, dj,

3,27

4,57
d),
3,09

(2H,
(3H,
2,14

m),

s), (3H,

(4H, s), 1,18

DMSO-d6) :

Basico

19

H RMN
9,95
(1H,

(4
(1H,
m),
m), 7,14
(2m,

3,53

S)

(2H,

00 MHz,

s), 7,37-7,27
7,27-7,17 (2H,
(1L H, 4),
4,64 (2H, d),

3,43

4,79

t), (2H,

DMSO-d6) :

Basico
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d), 3,40-3,34 (2H, m),
Do Exemplo 12 3,04-2,90 (1 H, m), 2,32
(8H, s), 2,14 (3H, d),
1,98-1,81 (4H, m), 1,15
(6H, d).

H RMN (400 MHz, DMSO-dé6):

=N 9,93 (lH, s), 7,37-7,27
PN CY T N (1, m), 7,26-7,14 (3H
\«N/ OQ“N"“/ {, \} 4 ’ 4 4 ’
d>_o“’%* \“NgH m), 6,66 (lH, s), 4,74

20 ]l\_f:f-i\j,CHs Y523 |(2H, s), 4,58 (2H, d), Basico

OM CH, 3,53-3,25 (10H, m), 3,25-

3,14 (1H, m), 2,32 (8H,
Do Exemplo 13 s), 2,14 (3, d), 1,19

(6H, d).

H RMN (400 MHz, DMSO-d6):
10,04 (1H, d), 7,37-7,26
(1H, m), 7,26-7,17 (2H,

s j\ pYy m), 7,16 (1H, d), 6,63 Basico
- o }i\{,‘;.i\g_aeﬁg S Ly |1 920 4,79 (2, 8, seguido
Lot 0 8 4,63 (28, d), 3,65 (6H, do método
a d), 3,45 (4H, d), 3,00- dcido*
2,88 (1H, m), 2,33 (8H,
Do Exemplo 13 sy, 2,14 (3H, d), 1,15
(6H, d).

*0 isolamento dos picos a partir do método béasico de HPLC
preparativa foil através de evaporacgdo do solvente para dar
a base livre. Quando foi utilizado o método acido de HPLC,
o isolamento foi através de evaporacdo seguida de adsorcéo
numa coluna de permuta idénica SCX (2 g, Stata) e

subsequente eluicdo com NH; 2 M em MeOH.

EXEMPLO 22

Ester terc-butilico do éster 5-dimetilcarbamoiloxi—-4-—-

isopropil-2-[5-(4d-metilpiperazin—-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-

isoindol-2-carbonil]—-fenilico do &cido carbdnico
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A uma solucdo de éster 5-hidroxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-
piperazin-1-ilmetil) -1, 3-di-hidro-isocindol-2-carbonil]-

fenilico do &cido dimetil-carbdmico (Exemplo 17, 50 mg) em
THF (10 mL) foi adicionado di-t-butil-dicarbonato (54,5 mg)
e N,N-4-dimetilaminopiridina (1,25 mg). A solugdo foi
aquecida até 60°C durante 1 h, arrefecida até a TA e
evaporada até a secura. O residuo foi purificado em silica-
gel e eluido com aménia aquosa a 0,2% em MeOH a 5% em DCM.
As fraccgdes contendo produto foram evaporadas a partir de
DCM e dietiléter para dar o composto em epigrafe como uma

espuma (40 mg) .

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): 7,51 (1 H, d), 7,36-7,28 (1 H,
m), 7,26-7,17 (2H, m), 7,08 (1 H, s), 4,77 (2H, s), 4,62
(24, d), 3,44 (24, d4), 3,10 (3H, s), 3,05 (1 H, dd), 2,95
(34, s), 2,32 (8H, d), 2,14 (3H, d), 1,34 (9H, s), 1,21
(6H, dd).

A atribuicdo estereoquimica foi confirmada através da
observacdo de um efeito Overhauser nuclear (nOe) entre o

grupo butilo e o CH,N da isoindolina.

EXEMPLO 23
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Ester terc-butilico do éster 5-terc-butoxicarboniloxi-4-

isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-

isoindol-2-carbonil]-fenilico do &acido carbdnico

Hac>lC_H3 0N <“:>

N

0
HC )0 ‘
o O CH,
A cH,
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A uma solucdo de (2,4-di-hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-
metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il1]-
metanona (1 g, 2,44 mmol) em THF (25 mL) foi adicionado di-
t-butil-dicarbonato (1,17 g, 5,5 mmol) e N, N-4-
dimetilaminopiridina (45 mg, 0,37 mmol). A solugao foi
aquecida até 60°C durante 3 h depois arrefecida a TA e
evaporada até a secura. O residuo foi purificado em silica-
gel eluindo com DCM seguido por amdénia aquosa a 0,2% em
MeOH a 5% em DCM. As fracgdes contendo produto foram
evaporadas até ficar uma espuma do composto em epigrafe
(1,52 g). 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): 7,58 (1 H, d), 7,38-
7,28 (1 H, m), 7,28-7,15 (3H, m), 4,77 (2H, s), 4,61 (2H,
d), 3,44 (21, 4d), 3,09-2,%9 (1 H, m), 2,47-2,17 (8H, m),
2,15 (3H, d), 1,52 (9H, s), 1,34 (9H, s), 1,21 (6H, dd);
m/z 610 (MH)

EXEMPLO 24

di-Cloridrato do éster 5-(2,2-dimetil-propioniloxi)-2-

isopropil-4-[5-(4d-metil-piperazin-1l-ilmetil)-1,3-di-hidro-
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isoindol-2-carbonil]—-fenilico do acido 2,2-dimetil-

propidnico

O N,
0O CH,
CH,
H,C
HC ; .0 CH;
HC O

A uma solucdo de (2,4-di-hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-
metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il1]-

metanona (0,546 g, 1,33 mmol) em THF (10 mL) foi adicionado
EtsN (0,464 mL), cloreto de pivaloilo (0,492 mL, 3,99 mmol)
e N,N-4-dimetilaminopiridina (15 mg, 0,123 mmol). A solucgéao
foi agitada a TA durante 5 h depois o solvente foi removido
através de evaporacdo. O residuo foi fraccionado entre
EtOAc e NaHCO; saturado e a fase orgadnica foi lavada com
solucdo salina saturada e seco (NayS0Os). O solvente foi
evaporado para dar um &leo que foi dissolvido em éter
dietilico e EtOAc e a esta solucdo foi adicionado HCl1 4 M
em dioxano (0,67 mL, 2,68 mmol). A suspensao foi evaporada
e seca sob vacuo para dar o composto em epigrafe como uma
espuma (0,835 g). 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): 7,64-7,42 (3H,
my, 7,39 (1L #H, 4), 7,06 (1 H, s), 4,78 (2H, s), 4,61 (2H,
s), 3,44 (10H, s), 3,07-2,95 (1 H, m), 2,79 (3H, s), 1,35
(9H, s), 1,20 (6H, d), 1,18-1,15 (9H, m); m/z 578 (MH).

EXEMPLO 25
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Ester 5-isobutiriloxi-2-isopiropil-4-[5-(4-metil-piperazin-

1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]—-fenilico do

dcido isobutirico

0 CH,
CH,

H3C> O CH,

HC O

O composto em epigrafe foi preparado de um modo andlogo ao
descrito para o Exemplo 24 utilizando cloreto de
isobutirilo. 'H RMN (400 MHz, DMSO-dé6): 7,53 (1 H, d),
7,38-7,28 (1 H, m), 7,28-7,16 (2H, m), 7,07 (1 H, s), 4,75
(2H, s), 4,58 (2H, d), 3,44 (2H, d), 3,07-2,95 (1 H, m),
2,95-2,83 (1L H, m), 2,72-2,64 (1 H, m), 2,48-2,18 (8H, m),
2,15 (31, d), 1,28 (eH, d), 1,23-1,17 (6H, m), 1,08 (6H,
d); m/z 510 (MH).

ACTIVIDADE BIOLOGICA

EXEMPLO 26

Calorimetria de titulacdo isotérmica

A capacidade dos compostos fendlicos-méde dos compostos pré-
farmacos da presente invengdo para se ligarem a proteinas
Hsp90 humanas pode ser determinada utilizando calorimetria

de titulacgdo isotérmica.
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Experiéncias de calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC)
foram realizadas com um calorimetro de titulagdo VP-ITC
(Microcal Inc., Northampton, MA, EUA) . A clonagem,
expressdo e purificagdo do dominio N-terminal da Hsp90a
humana foram realizadas de acordo com métodos publicados
(Jez, J.M. et al., Chem. Biol. 2003, Abr.; 10(4): 361-8.)
Solugdes do dominio N-terminal da Hsp90a humana e do
composto foram preparadas num tampdo compreendendo Tris 25
mM, NaCl 100 mM, MgCl, 1 mM, TCEP 1 mM, DMSO a 5%, pH 7,4.
Todas as solugbes foram filtradas e desgaseificadas antes
de ser realizada uma titulacdo. A variacgdo de entalpia
resultante de cada injeccdo de ligando foi obtida através
da integracdo do sinal calorimétrico. O0Os dados foram
analisados usando Origin 7.0 (Microcal Software 1Inc.,
Northampton, MA). Os calores da diluicdo foram estimados
usando as 1injecgbes finais de cada titulacdo individual e
subtraidos antes do ajuste dos dados. Foram wutilizados
diferentes formatos experimentais de ITC para se obter as
constantes de dissociacao (Kd) dos compostos ao longo de um
amplo intervalo de afinidades. Para compostos ligando-se
fracamente foi usado um método de ITC de baixo valor de c
(Turnbull W.B. & Daranas A.H. J. Am. Chem. Soc. 2003, 3
Dez.; 125(48): 14859-66) em que a proteina estava presente
a 10-20 pM na célula calorimétrica e a concentracdo do
composto era de 1-20 mM na seringa de injeccdo. Neste tipo
de experiéncia o parametro de estequiometria (N) foi
blogueado em 1 para ajuste dos dados. Para Kd no intervalo
de 20-0,004 uM a experiéncia foi configurada de modo a que
a concentracado do local de ligacdo dividida pela Kd (valor
de c) estivesse entre 5 e 1000. Para a maioria destas
experiéncias, a concentragdo de proteina na célula de
calorimetria estava no intervalo de 4-100 uM e a

concentracao do ligando na seringa de injeccdo variava de
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50-1500 uM. Em casos raros em que a solubilidade do
composto era limitante, a solucdo do composto foi colocada
na célula de calorimetria e titulada com proteina a partir
da seringa de injeccdo, mantendo um valor de c entre 5 e
1000. Foram usadas experiéncias de ITC de competicdo para
aceder a Kd <4 nM através da realizagdo da titulagdo na
presenca de um competidor de ligacao mais fraco de acordo
com o método descrito em Sigurskjold B.W. Anal Biochem.

2000, 15 Jan.; 277(2): 260-6.

EXEMPLO 27

Actividade Anti-proliferativa

As actividades anti-proliferativas dos compostos—-mae dos
pré—-fadrmacos da invencdo podem ser determinadas através da
medigcdo da capacidade dos compostos para inibir o
crescimento celular em varias linhas celulares, tais como a
linha de c¢élulas de cancro do c¢délon humano HCT11l6. A
inibi¢do do crescimento celular € medida wutilizando o
ensaio de Azul de Alamar (Nociari, M. M, Shalev, A.,
Benias, P., Russo, C. Journal of Immunological Methods
1998, 213: 157-167). O método baseia-se na capacidade de
células vidveis para reduzir a resazurina no seu produto
fluorescente resorufina. Para cada ensaio de proliferacéao,
as células sédo plaqueadas em placas de 96 pocos e deixadas
recuperar durante 16 horas antes da adicdo de compostos
inibidores durante mais 72 horas. No final do periodo de
incubacdo é adicionado Azul de Alamar a 10% (v/v) e incuba-
se durante mais 6 horas antes da determinacdo do produto
fluorescente a 535 nm ex./590nm em. No caso de ensaio de
células ndo proliferantes, as células sdao mantidas em

confluéncia durante 96 horas antes da adicdo de compostos
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inibidores durante mais 72 horas. O numero de células
vidveis é determinado através do ensaio de Azul de Alamar
tal como anteriormente. As linhas celulares podem ser

obtidas em ECACC (Colecgdo Europeia de Culturas Celulares).

O composto-mide dos prdé-farmacos dos Exemplos 1 a 25 i.e.
(2,4-di-hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil)-1, 3-di-hidro-isoindol-2-il]-metanona, na forma do
seu sal L-lactato, foi testado em ensaios anti-
proliferativos contra cem linhas celulares através de
Oncodesign (Dijon, Franca). Os valores de CIsy; contra cada
linha celular sé&o expostos na tabela abaixo e 0os numeros na
tabela referem-se a concentracdes nanomolares. Os compostos

foram testados até uma concentracdo de 10000 nanomolar.

No Linhas celulares Concentragdo do composto de
teste (nanomolar)
SANGUE

1 ARH-77 > 10000

2 BV-173 73

3 CCRF-CEM 107

4 CCRF-CEM/VLB >10000

5 Daudi 136

6 EHEB > 10000

7 HL-60 389

8 HL-60/R10 847

9 K-562 147

10 K-562/Gleevec 175

11 KCL-22 24

12 KG-1 > 10000

13 LAMA-84 1098

14 MC90 93
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15 NAMALWA 93
16 OCI-AML2 > 10000
17 Raji 881
18 Ramos 46
19 RPMI 8226 10
20 RPMI 8226/Dox40 213
21 SSOBRE-B15 37
22 U-937 104
CEREBRO
23 CGL-1 > 10000
24 CGL-3 75
25 CGL-9 161
MAMA
26 CAMA-1 22
27 Evsa-T 168
28 HCC1954 28
29 MCF-7 >10000
30 MCF-7/ras 166
31 MDA-MB-435 122
32 MDA-MB-435S 26
33 ZR-75-1 131
COLON
34 DLD-1 56
35 HCT 116 38
36 HCT-15 >10000
37 LoVo 51
38 LS 174T 159
TECIDO CONJUNTIVO
39 SW-872 >10000
CABECA E PESCOCO
40 BB30-HNSCC 273
41 BB49-HNSCC 146
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42 FaDu 29
43 KB 48
44 KB3 48
45 LB1617-HNSCC 139
46 LB771-HNSCC 391
RIM
47 A-498 267
48 BB64-RCC >10000
49 BB65-RCC 1251
50 Caki-1 > 10000
51 LB1047-RCC 58
52 LB996-RCC 158
FIGADO
53 Hep 3B2.1-7 95
54 SK-HEP-1 > 10000
PULMAO
55 A-427 130
56 Calu-1 270
57 Calu-3 >10000
58 Calu-6 32
59 LB11-SCLC/OC1 17
60 LB12-SCLC/0OC2 52
61 LB13-SCLC/OC3 21
62 LB37-NSCLC 63
63 LB61-NSCLC >10000
64 NCI-H1299 587
65 NCI-H460 118
66 NCI-H520 98
67 NCI-H596 84
68 NCI-H69 162
69 NCI-H82 >10000
70 SK-MES-1 270
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OVARIO
71 Caov-3 94
72 IGROV-1 109
73 IGROV-1/CDDP 147
74 NIH:OVCAR-3 45
NIH:OVCAR-
75 >10000
3/CPT20
76 PA-1 > 10000
PANCREAS
77 BxPC-3 196
78 Capan-2 144
79 PANC-1 327
PROSTATA
80 DU 145 85
81 LNCaP-FGC 78
PELE
82 A-375 1481
83 A-375-SM 340
84 A-431 3799
85 BB74-MEL 162
86 CMEL-5 130
87 Hs 294T 219
88 LB1319-MEL 35
89 Malme-3M 157
920 SK-MEL-2 138
91 SK-MEL-5 185
92 UZG4-MEL 180
ESTOMAGO
93 AGS 66
94 Hs 746T 34
95 KATO IIT 162

TIROIDE




180

96 FTC-238 26
BEXIGA

97 J82 20

98 LB796-BLC 83

929 LB831-BLC 149

100 T24 852

Os resultados demonstram que (2,4-di-hidroxi-5-isopropil-
fenil)—-[5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-

isoindol-2-il]-metanona tem potente actividade anti-
proliferativa contra um grande espectro de diferentes

linhas celulares.

FORMULACOES FARMACEUTICAS

EXEMPLO 28

(i) Formulacadao de Comprimidos

Uma composicdo de comprimidos contendo um composto da
invencdo € preparada através da mistura de 50 mg do
composto com 197 mg de lactose (BP) como diluente, e 3 mg
de estearato de magnésio como lubrificante e compresséo

para formar um comprimido de um modo conhecido.

(ii) Formulacdo de Céapsulas

Uma formulacdo de cépsulas € preparada através da mistura
de 100 mg de um composto da invencdo com 100 mg de lactose
e enchimento da mistura resultante em cépsulas de gelatina

dura opacas padrao.

(iii) Formulacdo Injectével I
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Uma composicdo parentérica para administragdo através de
injecgdo pode ser preparada através da dissolugdao de um
composto da invencdo (p. ex. numa forma de sal) em A&agua
contendo propilenoglicol a 10% para dar uma concentragao de
composto activo de 1,5% em peso. A solugdo ¢é entéo

esterilizada por filtracdo, enchida numa ampola e selada.

(iv) Formulacdo Injectével II

Uma composicdo parentérica para injecgcdo ¢é preparada
através de dissolugdo em &agua de um composto da invencao
(p. ex. na forma de sal) (2 mg/mL) e manitol (50 mg/mL),
esterilizacdo por filtracdo da solucdo e enchimento em

frascos seldveis de 1 ml ou ampolas.

(v) Formulagdo Injectéavel III

Uma formulacdo para distribuicdo i.v. através de injeccéo
ou infusdo pode ser preparada através de dissolucgdo do
composto de fédrmula (I) (p. ex. numa forma de sal) em &agua
a 20 mg/ml. O frasco é entdo selado e esterilizado através

de autoclavagem.

vi) Formulacdo Injectavel IV

Uma formulacdo para distribuicdo i.v. através de injeccéo
ou infusdo pode ser preparada através de dissolucgdo do
composto de fédrmula (I) (p. ex. numa forma de sal) em &agua
contendo um tampao (p. ex. acetato 0,2 M pH 4,6) a 20
mg/ml. O frasco é entdo selado e esterilizado através de

autoclavagem.
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(vii) Formulacdo de Injeccdo Subcuténea

Uma composicdo para administracdo subcutédnea ¢é preparada
através da mistura de um composto da invencdo com &leo de
milho de grau farmacéutico para dar uma concentracdo de 5
mg/ml. A composigdo é esterilizada e enchida num recipiente

adequado.

viii) Formulacdo Liofilizada

Aliquotas de composto formulado de férmula (I) sao
colocadas em frascos de 50 ml e liofilizadas. Durante a
liofilizacdo, as composicdes sdo congeladas utilizando um
protocolo de congelacdo de um sé passo a (-45°C). A
temperatura € elevada até -10°C para emparelhamento, em
seguida reduzida para congelacdo a -45°C, seguido de
secagem primaria a +25°C durante aproximadamente 3400
minutos, seguido por uma secagem secundadria com passos de
aumento da temperatura até 50°C. A pressao durante a

secagem primdria e secunddria é regulada a 80 millitor.

(ix) Formulagdo em Gel Tdpica a 2%

5 p/p
Composto 2,00
Hidroxipropilmetilcelulose (Methocel F4M) 2,50
Polietileno-6xido (Polyox WSR -205) 0,25
Propilenoglicol 10,00
Metilparabeno 0,15
Propilparabeno 0,05
Agua purificada para 100,00

EXEMPLO 29
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Estudos de Estabilidade no Plasma

A facilidade com que os compostos prdé-fadrmacos da invencao
podem ser convertidos na porcao activa pode ser avaliada
através da medicao da estabilidade dos compostos no plasma
in vitro. O método baseia-se na capacidade das enzimas do
plasma para metabolizar compostos na porgao activa. Os
compostos sdo adicionados a plasma e incubados a 37°C
durante aproximadamente 1 hora. Aligquotas de plasma séao
removidas a intervalos de tempo e o composto extraido
através da adicdo de acetonitrilo contendo um padrao
interno. Todos o0s extractos sdo entdao analisados quanto ao
composto-mée, a porcgcao activa e o padrdo interno usando um
ensaio LCMS-MS especifico do composto. A estabilidade ¢é
medida através da comparacdo da razdo da &rea do pico do
composto-mée e do padrao interno no tempo zero com uma &area
do pico do composto-mée e do padrdo interno nas amostras
incubadas. A geracdo da porcgdo activa nas amostras é também

avaliada.

EXEMPLO 30

Investigagcdo da Estabilidade em Sangue Completo e em

Homogenato de Figado.

A degradacdo de um pré-fadrmaco in vivo pode ocorrer num ou
mais de varios diferentes compartimentos incluindo por
exemplo sangue/plasma, figado, estdmago, tecido alvo (p.
ex. tumor). A localizacgdo preferida para a formagdo dptima
do farmaco-mde dependerd da disposicdo in vivo do pré-
farmaco e do farmaco-mde e de uma compreensdo das

concentracdes Optimas de cada um necessarias na circulacéo
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para maximizar a exposicdo a porgdo activa no tecido alvo.
O potencial para que as moléculas de prdé-farmaco distribuam
o farmaco-mide activo pode ser avaliada in vitro através da
medicdo da degradacdo de um pré-fadrmaco na presenca de
fluidos corporais relevantes. Para a finalidade de obter
uma compreensao preliminar da estabilidade de compostos da
presente invencdo para hidrdlise enzimdtica em dois desses
compartimentos corporais, a renovagao do composto foi
estudada apds incubacdo em sangue completo e homogenato de
figado de ratinhos e humanos. Os dados obtidos a partir
destes estudos proporcionam uma compreensao preliminar de
quais pré-fadrmacos sdo mails capazes de distribuir o
composto-mae (i.e. sdo mails rapidamente degradados no
composto-mée) nestes compartimentos. Outros estudos podem
também determinar a estabilidade noutros compartimentos (p.
ex. nos tumores alvo através da medicdo da estabilidade em

lisados de tumores).

Para estes estudos, sangue completo humano foi colhido a
partir de 3 voluntdrios saudaveis do sexo masculino em
tubos de heparina de 1litio. O sangue foi reunido e
armazenado a temperatura ambiente durante um maximo de 2
horas antes do inicio das incubag¢des. Sangue de ratinho foi
colhido a partir de 70 ratinhos machos, estirpe: Balb/c em

tubos de heparina de litio e reunido.

Figados de ratinho foram obtidos a partir de 20 ratinhos
machos, estirpe: Balb/c a partir de animais de reserva. Foi
obtido tecido de figado humano a partir de 3 individuos
provenientes de um banco de tecidos humanos no Reino Unido.
Os figados foram armazenados congelados. 0Os figados foram
descongelados e depois homogeneizados para formar um

homogenato de aproximadamente 30% (p/v) em tampdo fosfato,
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100 mM, pH 7,4 (referido como "tampao"). Os homogenatos

foram mantidos em gelo até a sua utilizacéo.

Cada incubacgdo consistiu num volume de 1 mL. Solugdes de
dosagem do composto de teste foram entdo adicionadas em
cada homogenato a uma concentracdo final de composto de 1
uM. As incubacdes foram efectuadas na atmosfera de um banho

de &gua com agitacdo a 37°C.

Uma aligquota das amostras de incubacdo foi removida para um
volume igual de acetonitrilo gelado, em varios momentos.
Amostras (sangue completo/homogenato + acetonitrilo) foram
centrifugadas e aliquotas do sobrenadante foram analisadas

através de UPLC-MS/MS.

0 composto X (2,4-di-hidroxi-5-isopropil-fenil)—-[5-(4-
metil-piperazin-1l-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-

metanona) e o0s compostos dos Exemplos 1 a 24 foram
incubados tanto em sangue completo como em homogenato de
figado por Quotient Bioresearch (Rushden, RU) . As
percentagens restantes de composto-mae apds incubacdo em
sangue completo/homogenato de figado de humano e ratinho

sdo expostas na tabela abaixo.

Numero do | Percentagem restante

Exemplo Sangue de Sangue Figado de Figado
ratinho humano ratinho humano

X 102% 100% 112% 94%

1 104% 100% 104% 99%

2 129% 122% 100% 85%

3 100% 107% 93% 79%

4 106% 109% 63% 92%
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5 124% 115% 86% 81l%
6 125% 105% 75% 94%
7 104% 109% 115% 92%
8 104% 114% 79% 102%
9 105% 111% 82% 98%
10 93% 108% 60% 56%
11 38% 93% 1% 31%
12 37% 110% % 43%
13 % 76% % %
14 94% 94% 89% 88%
15 58% 123% 26% 35%
16 91% 104% 82% 73%
17 24% 90% % %
18 103% 110% 80% 65%
19 79% 102% % %
20 16% 97% 45% 23%
21 0% 82% 0% 0%
22 0% 18% 0% 6%
23 0% 26% 0% 1%
24 0% 11% 0% 2%

* Para estas incubacdes a percentagem restante indicada é

aos 60 minutos e nao 120 minutos como indicado.

EXEMPLO 31

Farmacocinética em Ratinho

Ratinhos Balb/c sdo administrados com prdé-farmaco através
de uma gavagem oral. Uma unica administracdo de um dos 24
exemplos é dada e um volume de dose de 10 mL/kg € utilizado

para doses PO.
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Amostras de sangue sdao colhidas em tubos revestidos com
heparina de 1litio em momentos seleccionados. O plasma é
isolado através de centrifugacdo e congelado antes da

andlise.

Amostras de plasma s&o preparadas através de extraccao
liquido-liguido com Acetonitrilo contendo padrédo interno. A
quantificacdo é por comparacgdo com uma curva de calibracéo
padrdo construida com cada composto e usando um método de
LC-MS/MS especifico para cada composto. Os animais aos
quals tinha sido administrado um dos 24 exemplos foram
analisados quanto ao pré-fadrmaco e composto X (2,4-di-
hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-piperazin-1-

ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-metanona). Os
parémetros farmacocinéticos sao calculados usando o)

software de andlise ndo compartimental WinNonLin®.

A AUCy,25-2 n» do plasma apds administragdo PO de exemplos
seleccionados é exposta na tabela abaixo. Para os exemplos
16, 17 e 11, a AUCy,25-2 n» do plasma foi determinada apds uma
unica dose de 120 pmoles/kg ou 240 pmoles/kg. Deste modo, o
composto do exemplo 17 proporcionou uma exposicao dptima do

agente farmacéutico activo relativamente a dose de partida.

Nivel de dose | AUCo,25-2 n
Exemplo
(pmoles/kqg) Exemplo Composto X
16 120 280 73
17 120 1534 298
11 240 13512 2477

Em estudos separados, mostrou—-se que o0s exemplos 17 e 11

eram bem tolerados apds administracdo de quatro doses
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didrias consecutivas a 120 umoles/kg ou 240 umoles/kg,

respectivamente.

EXEMPLO 32

Determinagdo da Actividade Antifungica

A actividade antiftungica dos compostos-mde activos dos
compostos pré—-fadrmacos da invencdo é determinada utilizando

o seguinte protocolo.

Os compostos sdo testados contra um painel de fungos
incluindo Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida
albicans ATCC-36082 e Cryptococcus neoformans. Os
organismos de teste sido mantidos em inclinacg¢des de Agar de
Sabour e Dextrose a 4°C. Suspensdes individuais de cada
organismo sdo preparadas fazendo crescer a levedura de um
dia para o outro a 27°C num tambor rotativo em caldo de
base de azoto de leveduras (YNB) com aminoacidos (Difco,
Detroit, Mich.), pH 7,0 com &cido propanossulfdénico de
morfolina (MOPS) 0,05. A suspensdao é entdo centrifugada e
lavada duas vezes com NaCl a 0,85% antes de sujeitar a
ultra-sons a suspensao celular lavada durante 4 segundos
(Branson Sonifier, modelo 350, Danbury, Conn.) . Os
blastdésporos individuais sdo contados num hemocitdmetro e

ajustados a concentracdo desejada em NaCl a 0,85%.

A actividade dos compostos de teste é determinada
utilizando uma modificacdo de uma técnica de microdiluicéo
em caldo. Os compostos de teste sdo diluidos em DMSO a uma
razdo de 1,0 mg/ml, em seguida diluidos até 64 ug/mL em
caldo YNB, pH 7,0 com MOPS (& utilizado Fluconazole como

controlo) para proporcionar uma solucgdo de trabalho de cada
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composto. Utilizando uma placa de 96 pogos, 0s pogos 1 e 3
até 12 sédo preparados com caldo YNB, diluicbes de dez vezes
da solucdo do composto sao feitas nos pogos 2 a 11 (os
intervalos de concentracgédo s&o 64 a 0,125 pg/mL). O pogo 1
serve como controlo da esterilidade e o branco para os
ensaios espectrofotométricos. O pogo 12 serve como controlo
do crescimento. As placas de microtitulo sdo inoculadas com
10 pl em cada pogo 2 a 11 (o tamanho final do indculo é de
10 organismos/mL). As placas de indéculo sdo incubadas
durante 48 horas a 35°C. Os valores de MIC sdo determinados
espectrofotometricamente através da medigdo da absorvéancia
a 420 nm (Automatic Microplate Reader, DuPont Instruments,
Wilmington, Del.) apds agitacdo das placas durante 2
minutos com uma misturadora de vértice (Vorte-Genie 2
Mixer, Scientific Industries, Inc., Bolemia, N.Y.). O ponto
final de MIC ¢é definido como a menor concentracdo de
fadrmaco apresentando uma reducdo de aproximadamente 50% (ou
mais) do crescimento em comparacdo com O pogo de controlo.
Com o ensaio de turbidez esta é definida como a menor
concentracdo de farmaco a que a turbidez no pogo é <50% do
controlo (CIsg). As Concentragdes Minimas Citoliticas (MCC)
sdo determinadas através de subcultura de todos os pogos da
placa de 96 pocos numa placa de Agar Dextrose Sabourahd
(SDA), dincubacdo durante 1 a 2 dias a 35°C e depois

verificagdo da viabilidade.

EXEMPLO 33

Métodos de Teste da Actividade de Redugdo de Dor ou de

Prevenc¢cao de Dor

(I) Teste de hiperalgesia inflamatdria
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A hiperalgesia mecanica pode ser examinada num modelo de
rato de dor inflamatéria. Os limiares de retirada da pata
para um estimulo de pressao crescente sdo medidos através
da técnica de Randal-Sellito utilizando um analgesimetro
(Ugo Basile, Mil&o), em animais ingénuos antes de uma
injecc¢do intraplantar de adjuvante completo de Freund (FCA)
na pata traseira esquerda. 24 h mais tarde, os limiares de
retirada da pata sdo medidos novamente antes (pré-dose) e
depois de 10 min. a 6 h apds a administracdo do farmaco ou
veiculo. A reversdo da hiperalgesia na pata ipsilateral é

calculada de acordo com a férmula:

limiar pos-dose — limiar pré-dose

< s ~ 2 XTa < 3 a ‘&y ig{}
limiar ingénuo — Jimiar pré-dose

Vo reversio=

(ii) Teste de hiperalgesia neuropéatica

A hiperalgesia mecanica pode ser examinada num modelo de
rato de dor neuropatica induzida por ligagdo parcial do
nervo cidtico esquerdo. Aproximadamente 14 dias apéds
cirurgia, os limiares de retirada mecénica tanto da pata
ligada (ipsilateral) como da ndo ligada (contralateral) sao
medidos antes (pré-dose) e depois de 10 minutos a 6 h apds
a administragdo do farmaco ou veiculo. A reversao da
hiperalgesia em cada ponto de tempo é calculada de acordo

com a férmula:

limiar pos-dose ipsilateral —  limiar pré-dose ipsilateral

% reversio= X 100

limiar pré-dose contralateral — limiar pré-dose ipsilateral

Todas as experiéncias sé&o realizadas utilizando grupos de 6

animais. Concentracdes de reserva de farmacos sao
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dissolvidas em adgua destilada e diluicdes posteriores foram
feitas em solugdo salina a 0,9% para administracgéao
subcutanea num volume de 4 mLkg '. Todos os farmacos s&o

preparados em frascos de pléastico e mantidos no escuro.

E realizada andlise estatistica das leituras do limiar de
retirada (g) wutilizando ANOVA com medicdes repetidas,
seguida de teste de HSD de Tukey. A eficdcia refere-se a
reversdo maxima da  hiperalgesia observada as doses

utilizadas.

(iii) Testes dos efeitos dos compostos-mée activos dos
compostos prdé-fadrmacos da invencdo num Modelo de Rato de

Dor de Cancro Osseo

Sdo dadas a ratos fémeas adultos injeccgdes intra-tibiais de
células de carcinoma da gladndula mamdria de rato MRMZ-1 (3
puL, 10’ células/mL). Os animais desenvolvem tipicamente
gradualmente hiperalgesia mecénica, alodinia mecéanica
(sensibilidade da pele a estimulos ndo nocivos) e limitacéo
dos membros posteriores, comecando no dia 12-14 apds a
injecc¢do das células. Um composto de férmula (0) (p. ex. a
uma dose de 10 e 30 ug/kg s.c.) é administrado 3 vezes por
semana desde o dia da injeccédo das células, e a extensdo da
inibicdo da limitagdo dos membros posteriores e alodinia
mecénica é determinada em comparacdo com controlos tratados

com veilculo.

Lisboa,



REIVINDICACOES

1. Composto de férmula (la):
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R {1a)

ou um sal, solvato, N-6xido ou tautdmero deste;

em que ou R' é R'™ e R* é R*®; ou R' é R® e R? &
R*"; desde que em cada caso pelo menos um de R' e R?
seja diferente de hidrogénio;

R™ e R?* sdo iguais ou diferentes e cada um &
seleccionado a partir de hidrogénio, algquilo Cig,
alcenilo Cy4 e alcinilo Cy;4 em que o alquilo Ci4 é
substituido por alcoxilo Ci_y;

R™ e R*® sido iguais ou diferentes e séo
seleccionados a partir de hidrogénio, C(O)NR'R’, C(0)R°
e C(O)OR" em que R® & alguilo Ci_4, R* e R® sdo ambos
alquilo Ci4, ou NR'R® forma um anel heterociclico
saturado de 4 a 7 membros contendo opcionalmente um
segundo membro do anel de heterocdtomos seleccionado a
partir de O, N ou S e formas oxidadas de N e S, sendo
0 anel heterociclico opcionalmente substituido por um
ou dois grupos alquilo C;-4 e/ou um ou dois grupos 0x0;
e

R’ é um grupo D:



em que o asterisco denota o ponto de ligacao ao anel
isoindolina; mas excluindo o composto éster b-acetoxi-
4-isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1, 3-di-

hidro-isoindol-2-carbonil]—-fenilico do &cido acético.

. Composto de acordo com a reivindicacdo 1 de férmula (1

b):

{1t
ou um sal, solvato, N-6xido ou tautdmero deste;

em que R' é R™ e R® é R*®; ou R' é R"™ e R? & R?;
desde que em cada caso pelo menos um de R' e R’ seja
diferente de hidrogénio;

R™ e R?®* sdo iguais ou diferentes e cada um é
seleccionado a partir de hidrogénio, algquilo Ci_,
alcenilo Cy;3 e alcinilo Cy;3 em que o algquilo C;—, é
substituido por metoxilo;

R™® e R* sao iguais ou diferentes e séao
seleccionados a partir de hidrogénio e C(0O)NR'R’, em
que R e R° sdo ambos alquilo Ci-4; ou NR‘R°® forma um
anel heterociclico saturado de 4 a 7 membros contendo
opcionalmente um segundo membro do anel de

heterodtomos seleccionado a partir de O, N ou S e



formas oxidadas de N e S, sendo o anel heterociclico
opcionalmente substituido por um ou dois grupos
alquilo Ci-4 e/ou um ou doils grupos 0OxXO0; ou

R™ e R?* sdo iguais ou diferentes e séo
seleccionados a partir de hidrogénio e C(O)R®%, em que
R°® & alquilo C,4; ou

R™ e R* sido iguais ou diferentes e séo
seleccionados a partir de hidrogénio e C(O)R® em que
R® é seleccionado a partir de metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, 1l-metilpropilo, 2-metilpropilo e
terc-butilo; ou

um de R™ e R?* & C(O)NR*R”® em que R*® e R™ sdo
ambos alquilo Ci4, e o outro de RY™ e R ¢
seleccionado a partir de C(O)R® e C(O)OR%; e R® é um
grupo D:

r‘N\,&‘
]

2

em que o asterisco denota o ponto de ligacgdo ao anel

isoindolina.

. Composto de acordo com a reivindicagdo 2 de férmula

(1c):



{1c)

ou um sal, solvato, N-6xido ou tautdmero deste;

em que R' é R e R? é R™; desde que pelo menos um de
R' e R? seja diferente de hidrogénio;

R™ e R?® sdo iguais ou diferentes e sio seleccionados
a partir de hidrogénio e C(0)NR'R”, em que R e R® sdo
ambos algquilo  Ci.4; ou NR‘R’ forma um  anel
heterociclico saturado de 4 a 7 membros contendo
opcionalmente um segundo membro do anel de
heterodtomos seleccionado a partir de O, N ou S e
formas oxidadas de N e S, sendo o anel heterociclico
opcionalmente substituido por um ou dois grupos
alquilo Ci-4 e/ou um ou dois grupos o0x0; €

R® é um grupo D:

em que o asterisco denota o ponto de ligacao ao anel

isoindolina.

. Composto de acordo com a reivindicacdo 1 em que R' é
R™ e R? é R*® e R'"™ e R* sdo, cada um, seleccionados a

partir de hidrogénio, metilo, metoximetilo e alilo.



5. Composto de acordo com a reivindicacgéo 1 ou

10.

reivindicacdo 2 em que R' é R™ e R* é R® e R"™ e R?
sdo 1guais ou diferentes e sao seleccionados a partir
de hidrogénio, C(0)NR4"5, C(O)R® e C(O)OR° em que R® &

alquilo Ci 4, R* e R’ sdo ambos alquilo Cig.

. Composto de acordo com a reivindicacdo 1 em que R° é

seleccionado a partir de metilo, etilo, ©propilo,
isopropilo, butilo, 1-metilpropilo, 2-metilpropilo e

terc-butilo.

. Composto de acordo com a reivindicagdo 6 em que R® &

algquilo Cypg.

. Composto de acordo com a reivindicacao 5 em que:

R™ e R? sao iguais ou diferentes e sao
seleccionados a partir de hidrogénio e C(0O)OR®%; e

- R® é terc-butilo ou isopropilo.

. Composto de acordo com a reivindicacao 3 ou

reivindicacdo 5 em que R™® e R* sao iguais ou
diferentes e cada um ¢é hidrogénio ou um grupo
C(O)NR'R°, onde ©NR‘R° forma um anel heterociclico
saturado de 4 a 7 membros contendo opcionalmente um
segundo membro do anel de heterodtomos seleccionado a
partir de O, N ou S e formas oxidadas de N e S, sendo
0 anel heterociclico opcionalmente substituido por um

ou dois grupos algquilo Ci-4 e/ou um ou dois grupos o0xo.

Composto de acordo com a reivindicagdédo 8 em que o anel

heterociclico saturado ¢é seleccionado a partir de
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pirrolidina, piperidina, piperazina, 4-metilpiperazina

e morfolina.

Composto de acordo <com a reivindicacdo 1 que &
seleccionado a partir de:
(2-aliloxi-4-hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-
piperazin-l-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-
metanona;
(d-aliloxi-2-hidroxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-
piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-
metanona;
(2,4-bis-aliloxi-5-isopropil-fenil)-[5-(4-metil-
piperazin-l-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-il]-
metanona;

[4-hidroxi-5-isopropil-2- (metoximetiloxi)-fenil]-[5-
(d-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-
il]-metanona;

[2-hidroxi-5-isopropil-4- (metoximetiloxi)-fenil]-[5-
(d—metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-
il]-metanona;

[5-isopropil-2,4-bis- (metoximetiloxi)—-fenil]-[5-(4-
metil-piperazin-l-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-
il]-metanona;

éster b5-dietilcarbamoiloxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-
piperazin-l-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-
carbonil]-fenilico do acido dietil-carbamico;

éster S5-dimetilcarbamoiloxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-
piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-
carbonil]-fenilico do &cido dimetil-carbémico;
2-[2,4-bis—(pirrolidin-1-ilcarboniloxi)-5-isopropil-
benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-

isoindol;



2-[2,4-bis—-(morfolin-4-ilcarboniloxi)-5-isopropil-
benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-
isoindol;

éster 5-hidroxi-4-isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil) -1, 3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do
dcido dietil-carbamico;

éster 5-hidroxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do
acido dietil-carbéamico;

éster 5-hidroxi-4-isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil) -1, 3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do
dcido dimetil-carbamico;

éster 5-hidroxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do
acido dimetil-carbamico;
2-[2-(pirrolidin-1-ilcarboniloxi)-4-hidroxi-5-
isopropil-benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil) -
1,3-di-hidro-isoindol;
2-[4-(pirrolidin-1-ilcarboniloxi)-2-hidroxi-5-
isopropil-benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil) -
1,3-di-hidro-isoindol;
2-[2-(morfolin-4-ilcarboniloxi)-4-hidroxi-5-isopropil-
benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-
isoindol;
2-=[4-(morfolin-4-ilcarboniloxi)-2-hidroxi-5-isopropil-
benzoil]-5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-
isoindol;

éster terc-butilico do éster 5-dimetilcarbamoiloxi-4-
isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-
hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do acido
carbdénico;

éster terc-butilico do éster 5-terc-butoxicarboniloxi-

4-isopropil-2-[5-(4-metil-piperazin-1l-ilmetil)-1,3-di-
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13.

14.

hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do acido
carbdénico;
éster 5-(2,2-dimetil-propioniloxi)-2-isopropil-4-[5-

(d-metil-piperazin-1-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-
carbonil]-fenilico do &cido 2,2-dimetil-propidnico;
éster 5-isobutiriloxi-2-iscopropil-4-[5-(4-metil-
piperazin-1l-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-
carbonil]-fenilico do acido isobutirico;

e sals, solvatos, tautdmeros e N-6xidos destes.

Ester 5-hidroxi-2-isopropil-4-[5-(4-metil-piperazin-1-
ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-fenilico do

acido dimetil-carbédmico.

Composicgdo farmacéutica compreendendo um composto de
acordo com gqualquer uma das reivindicacdes 1 a 12 e um

transportador farmaceuticamente aceitéavel.

Composto de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
1 a 10 ou uma composicao farmacéutica de acordo com a
reivindicagao 13 para utilizacéao:

(1) como um inibidor de Hsp90; ou

(ii) na profilaxia ou no tratamento de um estado ou
condigado de doenca mediados por Hsp90; ou

(1ii) em tratamento de uma doenga ou condigao
compreendendo ou surgindo de crescimento celular
anormal num mamifero; ou

(iv) em tratamento de cancro; ou

(v) no tratamento de um carcinoma da bexiga, da mama,
do cdédélon (p. ex. carcinomas colorrectais tais como
adenocarcinoma do cdélon e adenoma do cdbdélon), do rim,
da epiderme, do figado, do pulmdo, por exemplo

adenocarcinoma, cancro do pulmdo de células pequenas e



carcinomas do pulmdo de células nado pequenas, do
es6fago, da vesicula biliar, do ovario, do péncreas p.
ex. carcinoma pancredtico exdécrino, do estbdbmago, do
colo do utero, da tirdide, da préstata, do sistema
gastrointestinal, j < ex. tumores do estroma
gastrointestinal, ou da pele, por exemplo carcinoma de
células escamosas; um tumor hematopoético da linhagem
linfdéide, por exemplo leucemia, leucemia linfocitica
aguda, leucemia linfocitica crénica, linfoma de
células B (tal como linfoma difuso de grandes células
B), linfoma de células T, linfoma de Hodgkin, linfoma
ndo-Hodgkin, linfoma de células pilosas, ou linfoma de
Burkitt; um tumor hematopoético de linhagem mieldide,
incluindo leucemia mieldide aguda, leucemias mieldides
crénicas, leucemias mielogenosas, e leucemias
mielogenosas crénicas sensiveis e refractéarias a
Imatinib, sindroma mielodisplédsica, mieloma multiplo
sensivel e refractéario a Bortezomib, doenca
mieloproliferativa ou leucemia promielocitica; cancro
folicular da tirdide; um tumor de origem
mesenquimatosa, por exemplo fibrossarcoma ou
rabdomiossarcoma; um tumor do sistema nervoso central
ou periférico, por exemplo astrocitoma, neuroblastoma,
glioma (um glioma de elevado grau) ou schwannoma;
melanoma (p. ex. melanoma maligno ou metastatico);
seminoma; teratocarcinoma; osteossarcoma;
queratoacantoma; cancro folicular da tirdide; ou
sarcoma de Kaposi. Um outro exemplo de um tumor de
origem mesenquimatosa € o sarcoma de Ewing; ou

(vi) no tratamento de um carcinoma da bexiga, da mama,
do cdélon (p. ex. carcinomas colorrectais tais como
adenocarcinoma do cdélon e adenoma do cdlon), do rim,

da epiderme, do figado, do pulmao, por exemplo
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adenocarcinoma, cancro do pulmdo de células pequenas e
carcinomas do pulmdo de células ndo pequenas, da
vesicula biliar, do ovario, do péancreas p. ex.
carcinoma pancredtico exdécrino, do estdmago, da
tirdide, da prdstata, do sistema gastrointestinal, p.
ex. tumores do estroma gastrointestinal, ou da pele,
por exemplo carcinoma de células escamosas; um tumor
hematopoético da linhagem 1linfdide, por exemplo
leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia
linfocitica crénica, linfoma de células B (tal como um
linfoma difuso de grandes células B), linfoma de
células T, linfoma de Hodgkin, linfoma ndo-Hodgkin,
linfoma de células pilosas, ou linfoma de Burkitt; um
tumor hematopoético de 1linhagem mieldide, incluindo
leucemia mieldéide aguda, leucemias mieldides crodnicas,
leucemias mielogenosas, e leucemias mielogenosas
crénicas sensiveis e refractdrias a Imatinib, sindroma
mielodisplasica, mieloma maltiplo sensivel e
refractdrio a Bortezomib, doenca mieloproliferativa ou
leucemia promielocitica; cancro folicular da tirdide;
um tumor de origem mesenquimatosa, por exemplo
fibrossarcoma ou rabdomiossarcoma; um tumor do sistema
nervoso central ou periférico, por exemplo
astrocitoma, glioma (um glioma de elevado grau);
melanoma (p. ex. melanoma maligno ou metastatico);
osteossarcoma; ou cancro folicular da tirdide. Um
outro exemplo de um tumor de origem mesenquimatosa é o
sarcoma de Ewing; ou

(vii) no tratamento de um cancro seleccionado a partir
de cancro metastdtico da mama que seja positivo para
HERZ2; adenocarcinoma da prostata; melanoma
metastdtico; carcinoma do pulmdo de células nao

pequenas (NSCLC); carcinoma do pulmédo de células
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pequenas (SCLC); gliomas de elevado grau; tumores do
estroma gastrointestinal (GIST); cancro colorrectal;
glioblastoma; melanoma; cancro metastdtico da tirdide;
cancro da préstata; e cancro rectal; ou

(viii) o tratamento de um cancro seleccionado a partir
de cancro colorrectal; glioblastoma; melanoma; cancro
metastdtico da tirdide; cancro da prébdéstata; e cancro
rectal; ou

(ix) em medicina.

15. Utilizagcdo de um composto tal como definido em
qualquer um das reivindicagbes 1 a 12 ou uma
composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacéo
13 para o fabrico de um medicamento para qualquer uma
ou mais utilizacdes tal como definidas na

reivindicacéao 14.

Lisboa,



RESUMO
"COMPOSTOS FARMACEUTICOS"

A invencdo proporciona um composto da fdérmula (1): ou um
sal, solvato, N-6xido ou tautémero deste; em que R' é R™ e
R? é R*; ou R' é R"™ e R? é R?®; desde que em cada caso pelo
menos um de R' e R? seja diferente de hidrogénio; R'® e R*®
sdo iguais ou diferentes e cada um é seleccionado a partir
de hidrogénio, algquilo Ci;-4, alcenilo C,4, e alcinilo C, 4, em
que o alguilo Ci-4 é opcionalmente substituido por alcoxilo
Ci»; R™ e R*™ sdo iguais ou diferentes e sdo seleccionados
a partir de hidrogénio, C(O)NR'R’, C(O)R° e C(O)OR®° em que
R® & alquilo Ci_4, R’ e R° sao ambos alquilo Cy_4, ou NR‘R®
forma um anel heterociclico saturado de 4 a 7 membros
contendo opcionalmente um segundo membro de anel de
heterodtomos seleccionado a partir de O, N ou S e formas
oxidadas de N e S, sendo o anel heterociclico opcionalmente
substituido por um ou dois grupos alquilo Ci;-4 e/ou um ou
dois grupos oxo; e R° é um grupo (D): em que o asterisco
denota o ponto de ligagdao ao anel isoindolina; mas
excluindo o éster S—acetoxi-4-isopropil-2-[5-(4-metil-
piperazin-1l-ilmetil)-1,3-di-hidro-isoindol-2-carbonil]-

fenilico de &cido acético.
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