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(57) Resumo:

PRETENDE-SE PROPORCIONAR UM NOVO DERIVADO DE NFENIL-( 2R,5S)DIMETILPIPERAZINA
UTIL A TITULO DE FARMACO ANTIANDROGENICO QUE E MELHOR DO QUE O COMPOSTO JA
EXISTENTE NO EFEITO DE DIMINUIR SUFICIENTEMENTE AS DIMENSOES DA GLANDULA
PROSTATA E POSSUI UMA ACTIVIDADE EXCELENTE POR VIA ORAL. ESTE COMPOSTO E UTIL
PARA EVITAR OU PARA TRATAR O CANCRO DA PROSTATA, O AUMENTO DAS DIMENSOES DA

GLANDULA PROSTATA,

ETC. TAMBEM SE PRETENDE PROPORCIONAR UM NOVO

INTERMEDIARIO QUE E UTIL PARA A PRODUGAO DO COMPOSTO ACIMA.



RESUMO

"DERIVADO DE N-FENIL- (2R, 5S)DIMETILPIPERAZINA"

Pretende-se proporcionar um novo derivado de N-
fenil- (2R, 5S)dimetilpiperazina util a titulo de farmaco
antiandrogénico que é melhor do gue o composto Jj& existente
no efeito de diminuir suficientemente as dimensdes da
gléndula prdéstata e possui uma actividade excelente por via
oral. Este composto é Util para evitar ou para tratar o
cancro da proéstata, o aumento das dimensdes da gléndula
proéstata, etc. Também se pretende proporcionar um novo

intermedidrio que ¢é Util para a producdo do composto acima.



DESCRICAO

"DERIVADO DE N-FENIL- (2R, 5S)DIMETILPIPERAZINA"

Dominio Técnico

A invencdo presente diz respeito a novos
derivados de N-fenil-(2R,5S)dimetilpiperazina e aos seus
sais Uuteis a titulo de medicamentos, em especial como

agentes antiandrogénicos.

Estado da Técnica

O androgénio, que é um tipo de hormona esterdide,
¢ segregado nos testiculos e no coértex supra-renal e
provoca uma acg¢do de hormona androgénica. O androgénio é
absorvido por uma célula para actuar sobre um receptor de
androgénio, e o receptor combinado com o androgénio forma
um dimero. Em seguida, o dimero liga-se a um elemento de
reaccdo ao androgénio num AND para acelerar a sintese de um
m-ARN e ©para induzir ©proteinas que dirigem accdes
androgénicas, através das quais diversas accgdes @ sédo
expressas in vivo (Prostate Suppl., 6, 1996, 45-51, Trends

in Endocrinology and Metabolism, 1998, 9(8), 317-324).

As doencas nas quais o androgénio actua como

factor agravante incluem cancro da préstata, hiperplasia



benigna da prdéstata, virilismo, hirsutismo, alopecia, acne,
seborreia, e outras semelhantes. Portanto, tém sido
empregues agentes antiandrogénicos para tratar estas

doencas que se podem atribuir ao androgénio.

Os agentes antiandrogénicos, que tém substratos
com estrutura semelhante a esterdides ou nédo esterdide sé&o
habitualmente utilizados nos dominios clinicos. Embora o
acetato de clormadinona e outros semelhantes sejam
conhecidos como antiandrogénicos esterdides, sabe-se que,
uma vez que a separacdo das accdes destes compostos das dos
outros esterdides com estruturas semelhantes ndo é
suficiente, eles provocam alteragdes no teor em hormonas
esterbdides, e induzem efeitos colaterais importantes tais
como a diminuicdo da libido e outros semelhantes (Jpn. J.

Clin. Oncol., 1993, 23(3), 178-185).

Por outro lado, uma vez gque entre os compostos
que possuem uma estrutura ndo esterdide, sdo conhecidos
derivados de acilanilida tais como a flutamida (Documento
de Patente 1) e a bicalutamida (Documentos de Patente 2 e
3), mas estes compostos ndo sdo suficientes na sua accgéo
antiandrogénica. Portanto, no tratamento do cancro da

prbdstata, uma terapia de combinacdo com um agonista LH-RH é&

em geral adoptada (Documento sem ser de Patente 1).

Os compostos da invencdo presente que se incluem
na gama da seguinte férmula geral definida nas

Reivindicacdes do Documento de Patente 4:



_3_

Podendo encontrar-se os simbolos desta fdérmula,
no Documento de Patente 4, tém a mesma accdo farmacoldgica,
mas oc compostos da invencdo presente ndo sdo descritos nem
sugeridos a titulo de exemplos especificos no Documento
acima. 0Os compostos descritos no Documento acima que
apresentam acc¢do mais forte apresentam problemas de
actuacdo agonista, de perda de massa corporal, e outros
semelhantes, para além do seu efeito principal. Além disto,
o composto do Documento acima gque ndo apresenta estes
efeitos colaterais e tem uma actividade forte possui uma
actividade pequena, por via oral. Portanto, tem sido
pretendido desenvolver-se um agente farmacéutico que

melhore estes aspectos.

[Documento de Patente 1] JP-A-49-813.32
[Documento de Patente 2] EP-A-0 100 172
[Documento de Patente 3] Panfleto de Publicacéo
Internacional WO 95/19.770

[Documento de Patente 4] Panfleto de Publicacéo
Internacional WO 00/17.163

[Documento sem ser de Patente 1] Nihon Rinsho

1998, 56(8), 2124-2128



Descrigdo da Invengéo

Em resultado dos estudos extensivos para resolver
0s problemas dos compostos (descritos no Documento de
Patente 4, o0s inventores presentes verificaram gue os
derivados de N-fenil-(2R,5S)dimetilpiperazina ndo descritos
no Documento de Patente 4 tém um efeito excelente na
diminuicédo de dimensodes da gladndula préstata apbds
administracdo por via oral, sem perda de massa corporal.

Foi deste modo conseguida a invencdo presente.

Uma vez que o0s compostos da invencdo presente néo
sdo especificamente descritos por exemplos ou de outra
forma semelhante e gque os compostos da invencdo presente
denotam farmacocinética apropriada no corpo, era inesperado
que o0s compostos exibissem um efeito excelente na
diminuicdo das dimensdes da glédndula prdstata, com base nas

suas actividades in vitro.

Um objecto da invencdo presente é proporcionar um
novo derivado de N-fenil-(2R,5S)dimetilpiperazina e um seu
sal Util como medicamento, em especial a titulo de agente

antiandrogénico.

A invencéao presente inclui as seguintes

concretizacdes:



1. Um composto seleccionado de entre 0s
seguintes derivados de N-fenil-
(2R, 53)dimetilpiperazina, ou um seu sal, hidrato

ou solvato:

(2R, 5S8)-4-(3-cloro-4-cianofenil) -N-(2-
ciclopropilpirimidin-5-il)-2,5-
dimetilpiperazina-l-carboxamida;

(2R, 5S)-4-(3-cloro-4-cianofenil) -N- (6-ciano-3-
piridil)-2,5-dimetilpiperazina-l-carboxamida;
(2R, 58)-4-(4-ciano-3-metoxifenil)-2,5-dimetil-
N- (6-trifluorometil-3-piridil)piperazina-1-
carboxamida;

(2R, 58)-4- (3-bromo-9-cianofenil)-2,5-dimetil-
N- (6-trifluorometil-3-piridil)piperazina-1-
carboxamida; e

(2R, 58)-4-(4-ciano-3-trifluorometilfenil) -N-
(2-ciclopropilpirimidin-5-il1) -2, 5-

dimetilpiperazina-l-carboxamida.

2. Uma composicdo farmacéutica incluindo um
derivado de N-fenil-(2R,5S)dimetilpiperazina de
acordo com 1 acima ou um seu sal aceitavel do
ponto de vista farmacéutico, a titulo de

ingrediente activo.

3. Um derivado de N-fenil-
(2R, 5S)dimetilpiperazina de acordo com 1 acima

ou um seu sal aceitdvel do ponto de vista



farmacéutico, para utilizacdo no tratamento do

cancro da prdstata.

Melhor Maneira de Levar a Cabo a Invengado

Quanto se segue descreve em mais pormenor a

invencdo presente.

Os compostos da invencdo presente formam sais.
Especificamente, os sais s&o sais de adicdo a &acidos com
dcidos inorgdnicos ou com &acidos orgénicos, ou sais com
bases inorgédnicas ou com bases orgdnicas, e sdo preferidos
0s sais aceitédveis do ponto de wvista farmacéutico.
Especificamente, incluem-se nestes sais os sais de adicédo a
dcidos minerails tais como o acido cloridrico, o &cido
bromidrico, o &cido iodidrico, o &cido sulftrico, o é&cido
nitrico, e o &acido fosfdérico; ou a &acidos orgédnicos tais
como o acido fdérmico, o é&cido acético, o éacido propidnico,
o &cido oxalico, o é&cido maldénico, o &cido succinico, o
dcido fumérico, o &cido maleico, o &cido léctico, o &cido
malico, o &cido tartérico, o &cido citrico, o &cido
metanossulfdénico, o &cido etanossulfdénico, e o Aacido
benzenossulfénico; ou aminodcidos é&cidos tais como o &acido
aspartico e o é&cido glutdmico; ou a sais com Dbases
inorgdnicas tais como os de sbédio, potédssio, magnésio,
cdlcio, aluminio, e litio; ou com bases orgdnicas tais como
metilamina, etilamina, e etanolamina; ou a aminoacidos
badsicos tais como lisina e ornitina; e outros semelhantes.

Além disto, os sais podem ser sais de ambénio. Os sais de



aménio podem ser especificamente aqueles com halogenetos de
alquilo inferior, triflatos de alquilo inferior, tosilatos
de algquilo inferior, halogenetos de benzilo, ou outros
semelhantes, preferivelmente iodeto de metilo ou cloreto de

benzilo.

Além disto, os compostos da invencdo presente
podem formar hidratos e solvatos, por exemplo com etanol.

Os compostos também podem exibir polimorfismo cristalino.

Os compostos da invencdo presente e 0SS seus sais
aceitdveis do ponto de wvista farmacéutico sdo uteis a
titulo de agentes para o tratamento de doencas nas quais o
androgénio actua como factor de agravamento, tais como o
cancro da proéstata, a hiperplasia prostética benigna, o
virilismo, o hirsutismo, a alopecia, a acne, e a seborreia,
com base na sua actuacdo antiandrogénica excelente e nas

suas actividades por via oral.

Podem isolar-se os compostos da invencdo presente
e purificar-se sob a forma de bases livres, dos seus sais,
dos seus hidratos, dos seus solvatos, ou de formas
cristalinas polimérficas. Também se podem produzir sais dos
compostos da invencdo presente submetendo o composto a uma

reaccdo habitual de formacdo de sais.

O isolamento e a purificacdo podem ser levados a
cabo aplicando as operacdes habituais tais como a

extraccdo, a concentracdo, a remoc¢cao por evaporacao, a



cristalizacdo, a filtracdo, a recristalizacdo, e diversos

tipos de cromatografia.

Podem obter-se diversos isdémeros por sintese
estereo-selectiva, utilizando compostos de partida,
reagentes, ou condig¢des reaccionais apropriadas, ou separa-
los uns dos outros utilizando as diferencas entre as suas
propriedades fisicas e quimicas entre os isdémeros. Por
exemplo, o0s 1isdémeros Opticos podem levar a 1isdmeros
estereogquimicamente puros seleccionando matérias-primas
adequadas ou por resolucdo Ooptica de compostos racémicos
(por exemplo, um método de transformar um composto racémico
num sal diastereomérico com uma base habitual opticamente

activa, seguindo-se uma resolucdo dptica).

Podem preparar-se as preparacdes farmacéuticas
que contém, a titulo de ingrediente(s) activo(s), um ou
mais dos compostos da invencdo presente ou oS seus sais,
utilizando um veiculo, e outros aditivos utilizados em

geral na formulacédo.

A administracdo pode assumir a forma de uma
administracdo oral por intermédio de comprimidos, pilulas,
cépsulas, granulos, pds ou liquidos, ou de uma
administracdo parenteral por intermédio de injecgdes tais
como injeccgdes endovenosas ou injecgdes intramusculares, ou
a de supositdérios ou de preparacdes subcutédneas. A sua dose
pode ser determinada adequadamente, dependendo dos

sintomas, da idade e do género dos pacientes aos gquais séo



administradas, mas é, em geral, de entre cerca de 0,01 e 50
mg/adulto/dia no caso de uma administracdo oral, e de entre
cerca de 0,001 e 5 mg/adulto/dia no caso da administracdo
parenteral. Isto pode ser administrado de uma sé vez, ou
repartido numa série de porcdes para administracdo em 2 a 4

vezes.

A titulo de composicédo sélida para administracédo
por via oral de acordo com a 1invencdo presente, séo
empregues comprimidos, pds, gradnulos, etc. Nas composicdes
sélidas destes tipos, mistura-se uma, ou mais, substancia
activa com pelo menos um diluente inerte, tal como lactose,
manitol, glucose, hidroxipropilcelulose, celulose
microcristalina, amido, polivinilpirrolidona, dacido
metassilicico, ou aluminato de magnésio. De acordo com uma
forma habitual, a composicdo pode conter aditivos para além
dos diluentes inertes, por exemplo, um lubrificante tal
como © estearato de magnésio, um desintegrante tal como
celuloseglicolato de céalcio, um estabilizador tal como
lactose, e um promotor da dissolucdo tal como o &cido
glutdmico ou o &cido aspartico. Caso tal seja necessério,
podem revestir-se os comprimidos ou as pilulas com uma
pelicula de substédncias gastricas ou entéricas tais como
sacarose, gelatina, hidroxipropilcelulose, ou ftalato de

hidroxipropilmetilcelulose.

A composicdo liguida para administracdo oral
inclui emulsdes, solugdes, suspensdes, xaropes, elixires

aceitaveis do ponto de vista farmacéutico, e outras



semelhantes, contendo diluentes inertes convencionais tais
como agua pura ou metanol. Para além dos diluentes inertes,
a composicdo pode conter mais adjuvantes farmacéuticos tais
como promotores de molhabilidade e de suspensédo, e também

edulcorantes, sabores, aromas e conservantes.

[Exemplos]

Em seguida descreve-se a 1nvencdo presente em

mais pormenor através de referéncias aos Exemplos.

Exemplo de Referéncia 2

4-[(2S,58)-2,5-Dimetilpiperazin-1-il]-2-

metilbenzonitrilo

Dissolvem-se em 50 mL de dicloroetano, 1,81 g de
4-[(2S,5R)-4-benzil-2,5-dimetilpiperazin-1-i1]-2-
metilbenzonitrilo, e depois adicionam-se-lhe 1,62 g de
clorocarbonato de 1-cloroetilo, e em seguida aquece-se ao
refluxo de um dia para o outro. Depois de se concentrar a
solucdo reaccional, adiciona-se-lhe 50 ml de metanol, e em
seguida aquece-se ao refluxo de um dia para o outro. Depois
de se concentrar a solucdo reaccional, adiciona-se-lhe
dgua, e em seguida lava-se com éter. Basifica-se a solucédo
aquosa com uma solucdo aquosa 1 M de hidrdxido de sddio, e
em seguida extrai-se com acetato de etilo. Secou-se a fase

orgdnica sobre sulfato de sédio anidro, e depois remove-se



o solvente por evaporacdo para se obterem 1,11 g do

composto em titulo.

RMN de 'H (DMSO-d¢) &: 1,03-1,09 (6H, m), 2,37
(34, s), 2,45-2,53 (1H, m), 3,05-3,22 (4H, m), 3,70-3,82
(14, m), 6,75-6,81 (l1H, m) , 6,83-6,88 (1H, m), 7,47 (1H,
d) .

Exemplo de Referéncia 3-1

(2R, 5S8)-4-(4-Ciano-3-fluorofenil) -2, 5-

dimetilpiperazina-l-carboxilato de terc-butilo

Adicionaram-se a uma solucdo de 9,74 g de
(2R, 5S8)-2,5-dimetilpiperazina-l-carboxilato de terc-butilo
em 25 mL de DMI e 25 mL de acetonitrilo, 5 g de 2,4-
difluorobenzonitrilo e 11,4 g de carbonato de césio, e em
seguida agitou-se durante 2 dias a 120°C. Verteu-se a
solucdo reaccional sobre &agua, e em seguida extraiu-se com
acetato de etilo. Em seguida lavou-se a fase orgdnica com
salmoura saturada, secou-se sobre sulfato de sédio anidro.
Removeu-se o solvente por evaporagdo e purificou-se o
residuo resultante por cromatografia em coluna sobre
silicagel para se obterem 4,66 g do composto em titulo a
partir do eluido em hexano-acetato de etilo (a 80:20, em

volume) .



RMN de 'H (CDCl;) &: 1,16 (3H, d), 1,23 (3H, 4d),
1,49 (9H, s), 3,23-3,48 (2H, m), 3,75-4,06 (2H, m), 4,17-

4,30 (2H, m), 6,50 (1H, d4dd), 6,58 (1H, dd), 7,40 (1H, dd).

Exemplo de Referéncia 3-3

(2R, 58)-4-(3-Cloro-4-cianofenil) -2, 5-

dimetilpiperazina-l-carboxilato de terc-butilo

FABMS 349 [M+H]"

Exemplo de Referéncia 4-1

4-[(2S,5R) -4-Benzil-2,5-dimetilpiperazin-1-il]-2-

metoxobenzonitrilo

Dissolve-se em 20 mL de THF e 6 mL de metanol,
5,17 g de 4-[(2S,SR)-4-benzil-2,5-dimetilpiperazin-1-il]-2-
fluorobenzonitrilo, e em seguida adicionam-se 9,83 g de t-
butdxido de potéssio, seguindo-se uma agitacéo a
temperatura ambiente de um dia para o outro. Adiciona-se
uma solucdo aquosa saturada de cloreto de amédnio a solucédo
reaccional, e em seguida extrai-se com clorofdédrmio. Em
seguida seca-se a fase orgénica sobre sulfato de sdédio
anidro, removeu-se o solvente por evaporacdo e purificou-se
o residuo resultante por cromatografia em coluna sobre
silicagel para se obterem 4,72 g do composto em titulo a
partir de um eluido com hexano-acetato de etilo (a 80:20,

em volume).



RMN de 'H (DMSO-d¢) &: 1,01 (3H, d), 1,13 (3H, d)
, 2,24-2,34 (1H, m), 2,73-2,84 (1H, m), 3,00-3,12 (1H, m),
3,26-3,36 (1H, m), 3,46-3,58 (2H, m), 3,65 (1H, d), 3,86
(3H, s), 4,05-4,19 (1H, m), 6,46 (1H, d), 6,52 (1lH, dd),

7,20-7,42 (6H, m).

Exemplo de Referéncia 4-3

4-[(2S,5R) -2, 5-Dimetilpiperazin-1-il]-2-fluoro—-6-

metoxibenzonitrilo

Sintetizou-se o composto de um modo semelhante ao
do Exemplo de Referéncia 4-1, partindo de 4-[(2S,5R)-2,5-
dimetilpiperazin-1-il]-2, 6-difluorobenzonitrilo e de 1

equivalente de terc-butdéxido de potéssio.

FABMS 264 [M+H]"

Exemplo de Referéncia 6-1

4-[(2S,5R)—-2,5-Dimetilpiperirazin-1-il]-2-

fluorobenzonitrilo

Dissolveram-se em 150 mL de diclorometano 15,0 g
de (2R,5S)-4-(4-ciano-3-fluorofenil)-2,5-dimetilpiperazina-
l-carboxilato de terc-butilo, e depois adicionaram-se a
solucdo 30 mL de &cido trifluoroacético, e em seguida

agitou-se a temperatura ambiente de um dia para o outro.



Terminada a reacc¢do evaporou-se a solucdo, adicionou-se ao
residuo &cido cloridrico 1 M, e lavou-se com clorofdérmio.
Tornou-se bésica a fase aquosa com uma solucdo aquosa b5 M
de hidrdéxido de sdébdio, e em seguida extraiu-se com
cloroférmio. Secou-se a fase orgénica sobre sulfato de
magnésio anidro, removeu-se 0O solvente por evaporacdo para

se obterem 12,0 g do composto em titulo.

RMN de 'H (CDCls) &: 1,20 (3H, d), 1,21 (3H, d),
2,70 (1H, d4dd), 3,04-3,13 (1H, m), 3,22-3,37 (3H, m), 3,65-

3,78 (2H, m), 6,59 (1H, dd), 6,62 (1H, dd), 7,40 (1H, dd).

Levou-se a cabo uma investigacdo da pureza oéptica
utilizando uma coluna quiral, confirmando-se que o produto

era um composto puro opticamente activo.

Periodo de retencdo em HPLC: 17,00 min. (coluna:
CHIRALCEL OD-H fabricada pela Daicel Chemical Industries,

Ltd., dimensdes: 0,46 cm de D.I. x 25 cm de L, fase mdvel:

hexano:isopropanol:dietilamina (a 600:400:1). [%
em volume], caudal: 0,5 mL/minuto, temperatura: 35°C,

comprimento de onda: 254 nm)

Sintetizou-se de uma maneira andloga o Exemplo de

Referéncia seguinte.

A este respeito, também se sintetizaram os

Exemplos de Referéncia 6-1 e 6-2 de uma maneira semelhante



a utilizada para o Exemplo de Referéncia 2, e os valores
das suas propriedades fisicas ajustavam-se aos valores das

propriedades fisicas descritas neste documento.

Exemplo de Referéncia 6-2

2-Cloro-4-[ (2S,5R)-2,5-dimetilpiperazin-1-

illbenzonitrilo

RMN de 'H (CDCls) &: 1,16-1,22 (6H, m), 2,69 (1H,
dd), 3,00-3,36 (4H, m), 3,64-3,74 (1H, m), 6,75 (1H, dd),
6,87 (1H, 4), 7,46 (1H, d).

Periodo de retencdo em HPLC: 16,02 minutos
(condicdes analiticas idénticas as do Exemplo de Referéncia

6-1) .

Exemplo de Referéncia 9-1

2-Metilpirimidina-5-carboxilato de etilo

Suspenderam-se em 25 mL de éter, 762 mg de NaH a
60 %, e depois adicionaram-se gota a gota 20 g de formato
de etilo arrefecendo sobre gelo. Em seguida, adicionaram-
se-lhe gota a gota 12 mL de uma solucdo em éter de 5,0 g de
3,3-dietoxipropanoato de etilo. Passados 2 dias de agitacéo
a esta temperatura, adicionou-se 2,50 g de cloridrato de
acetamidina a mistura, e em seguida agitou-se durante 1 dia

a temperatura ambiente. Em seguida, adicionaram-se a



solugdo reaccional 5 mL de 4cido acético e &agua, e extraiu-
se com acetato de etilo. Depois de se secar a fase organica
sobre sulfato de sdédio anidro, removeu-se o solvente por
evaporacdo e submeteu-se o residuo resultante a uma
cromatografia em coluna sobre silicagel para se obterem
2,93 g do composto em titulo a partir de um eluido
correspondente a acetato de etilo-hexano (a 3:7, em

volume) .

RMN de 'H (DMSO-d¢) &: 1,34 (3H, t), 2,71 (3H,

s), 4,36 (2H, g), 9,12 (2H, s).

Sintetizou-se de um modo semelhante o seguinte

Exemplo de Referéncia.

Exemplo de Referéncia 9-3

2-Ciclopropilpirimidina-5-carboxilato de etilo

RMN de 'H (DMSO-d¢) &: 1,04-1,22 (4H, m), 1,33

(3, t), 2,25-2,36 (1H, m), 4,35 (2H, g), 9,05 (2H, s).

Exemplo de Referéncia 12-1

Acido 2-metilpirimidina-5-carboxilico

Em 30 mL de etanol e 20 mL de uma solucdo agquosa

1 M de hidrdéxido de sddio, agitaram-se durante 2 horas 2,9

g de 2-metilpirimidina-5-carboxilato de etilo. Removeu-se o



solvente por evaporagcdo e adicionaram-se quantidades
adequadas de &4gua e de éter dietilico, seguindo-se uma
operacéao de separacéo de liquidos. Acidificou-se
ligeiramente a fase aquosa resultante com uma solucéo
aquosa 1 M de é4cido cloridrico e depois recolheram-se os
cristais resultantes por filtracdo, lavou-se com &gua, e
depois secou-se para se obterem 1,9 g do composto em

titulo.

FABMS 139 [M+H]"

Sintetizou-se de um modo semelhante o seguinte

Exemplo de Referéncia.

Exemplo de Referéncia 12-3

Acido 2-ciclopropilpirimidina-5-carboxilico

FABMS 165 [M+H]"

Exemplo de Referéncia 1-1

(2R, 58)-4"'-Ciano—-4-(4-ciano-3-fluoro-5-

metoxifenil)-2,5-dimetilpiperazina-l-carboxanilida

Dissolveram-se em 20 mL de acetonitrilo 500 mg de
4-[(2S,SR)-2,5-dimetilpiperazin-1-il]-2-fluoro-6-
metoxibenzonitrilo, e depois adicionaram-se a solucdo 274

mg de 4-isocianatobenzonitrilo, agitando-se em seguida



durante 1 hora a temperatura ambiente. Concentrou-se a
solucdo reaccional, e depois adicionou-se-lhe acetato de
etilo e filtrou-se. Removeu-se o solvente do filtrado por
evaporacdo e cristalizou-se o sdélido resultante a partir de
hexano-acetato de etilo (a 85:15, em volume) para se

obterem 535 mg do composto em titulo.

Exemplo de Referéncia 3-2

(2R, 58)-4-(4-Ciano-3-fluoro-5-metoxifenil)-N-(2-
ciclopropilpirimidina-5-il)-2, 5-dimetilpiperazina-1-

carboxamida

Suspendeu-se em 10 mL de acetato de etilo 374 mg
de 4cido 2-ciclopropilpirimidina-5-carboxilico, e depois
adicionaram-se a solucdo 345 mg de trietilamina e 690 mg de
DPPA, agitando-se entdo durante 2 horas a temperatura
ambiente. Lavou-se a solucdo reaccional com uma solucéo
aquosa saturada de bicarbonato de sédio e depois com agua.
Secou-se a solucdo sobre sulfato de sdédio anidro, removeu-
se o solvente por evaporacgdo. Adicionou-se-lhe tolueno e
removeu-se © solvente por evaporacdo para se obter 2-
ciclopropilpirimidina-5-carboxilazida. Dissolveu-se a azida
de 4cido resultante em 20 mL de tolueno e agueceu-se a
solucdo ao refluxo durante 30 minutos para se transformar a
azida de &cido na 2-ciclopropil-5-isocianatopiridina, e em
seguida arrefeceu-se a solucéo reaccional em gelo.
Dissolvem-se em 3 ml de acetato de etilo 500 mg de 4-

[(2S,5R)-2,5-dimetilpiperazin-1-il]-2-fluoro-6-



metoxibenzonitrilo, e adicionou-se a solucdo resultante
gota a gota a solugdo reaccional acima, agitando-se em
seguida durante 18 horas a temperatura ambiente. Evaporou-
se a solucdo reaccional e submeteu-se o residuo resultante
a uma cromatografia em coluna sobre silicagel,
cristalizando-se o produto oleoso proveniente de um eluido
de metanol-clorofdérmio (a 3:97, em volume) a partir de
acetato de etilo-éter dietilico, para se obterem 626 mg do

composto em titulo.

A tabela «que se segue mostra estruturas e
propriedades fisicas dos compostos da invencdo presente
sintetizados de um modo semelhante a utilizada no Exemplo

de Referéncia acima.

A este respeito, os simbolos na tabela tém os

seguintes significados.

Ex°.: Exemplo No., Me: metilo, e MS: este simbolo
significa um valor obtido por FABMS [M+H]', a ndo ser aonde
se indicar algo especificamente em contréario. pf: ponto de
fusdo (°C), mostra-se entre parénteses o solvente de
recristalizacdo e descreve-se a temperatura a gue ocorreu
decomposic¢do acompanhando o seu valor com um (dec.). HPLC:
periodo de retencdo em HPLC (coluna: CHIRALCEL O0J-H
fabricada pela Daicel Chemical Industries, Ltd., dimensdes:
4,6 cm x 250 mm, fase mdével: hexano:etanol (a 8:2), caudal:
0,5 mL/minuto, temperatura: 40°C, comprimento de onda: 254

nm) .
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Tabela 1

Além disto, listam-sena tabela gue se segue 0S8

valores de RMN dos Exemplos acima.

Tabela 2

H-NMR (DMSO-dg)

:0,85-1,05 , m), 1,09 d),

2,06-2,20 (1H, m), 3,26-3,46 (2H,

d), 4,30 (1H, s 1qg),
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'H-NMR (DMSO-d¢) &:

(14, 44), 7,18 (1H), 7,67 (1H, d4d), 8,7

(3, 4, J=7), 1,20 (3H, d, J=6), 3,33-3,5

(2H, ™), 3,69 (1H, d, J=13), 3,90 (1H, d, J=14)

4,31 (18, s 1g9), 4,51 (1H, s 1lg), 7,01 (1H, dd
J=2,9), 7,18 (1H, d, J=2), 7,68 (1H,d, J=9)
7,91

(1, 4), 8,16 (1H, dd), 8,85 (1H, d), 9,2

§51,09
23 ;3,40—3,49 (1H, m), 3,63-3,72 (1H, m), 3,86-3,9
:; ;(lH, m), 4,25-4,35 (1H, m), 4,45-4,56 (1lH, m)
;7,01—7,07 (1H, m), 7,28-7,32 (1H, m), 7,65 (1lH
? 7,79 (1H, d), 8,15-8,22 (1H, m), 8,82-8,8
)

9,15 (1H,s)

2,08,2,18 (1H, m), 3,35-3,49 (2H, m), 3,70-3,7
(1, m), 3,83-3,93 (1H, m) 4,33-4,55 (2H, m)
17,24-7,33 (28, m), 7,85 (1H, d), 8,72 (2H,s)

8,79 (1H, s 1g)

(Métodos de teste)
Pode confirmar-se a utilidade dos compostos da

invencdo presente recorrendo aos seguintes métodos de

teste.



1. Acgdo reguladora da activagdo da transcrigdo

em relagcdo ao receptor de androgénio humano

Aquisigdo de um transformante estavel do gene
repérter MMTV e de um transformante estdvel do gene

repérter SV40, expressando o receptor de androgénio humano

Semearam-se células CHO numa placa para cultura
de células, com um didmetro de 100 mm, numa quantidade de
1x10° células. Passadas 12 a 18 horas, adicionou-se-lhes um
plasmideo expressando um receptor de androgénio humano,
plasmideo MMTV-LTR repdrter com luciferase (incluindo
também um gene de resisténcia a neomicina) co-precipitado
com fosfato de calcio, para se levar a cabo a transfeccédo.
Passadas 15 horas, removeu-se o meio e diluiram-se as
células até diversas concentracdes em células qgue se
voltaram, respectivamente, a semear, e adicionou-se
GENETICIN™ (neomicina) ao meio para assegurar uma
concentracdo final de 500 npg/mL. Ao fim de cerca de 1
semana, separaram-se as células seleccionadas com neomicina
e introduziram-se células clonadas portadoras de um gene de
receptor de androgénio humano e de um gene repdrter de
MMTV-luciferase que se isolaram e se obtiveram limitando a

diluicdo (transformante estavel CHO/MMTV) .

De um modo semelhante ao acima, obteve-se um
transformante estdvel do gene repdrter SV40 (transformante

estivel CHO/SV40).



a) Avaliagdo da acgdo activadora da transcrigao
em relagdo ao receptor de androgénio humano (acgédo

agonista)

Semearam-se células transformantes estéaveis
CHO/MMTV e células transformantes estédveis CHO/SV40, cada
um destes tipos em placas para luminescéncia com 96 pocos,
para cultura de células, numa quantidade de 2x10°
células/poco. Passadas 6 a 8 horas, adicionou-se cada um
dos compostos da invencdo presente. Passadas cerca de 18
horas a seguir a adicdo dos compostos, removeu-se o0 meio de
cultura e adicionou-se-lhes 20 pL de uma solucdo contendo 1
% de triton-X e 10 % de glicerina, para dissolver as
células, e adicionou-se-lhes também 100 pL de uma solucgédo
substrato de luciferase contendo luciferina 0,47 mM. Em
seguida, mediu-se a intensidade da luz emitida com um
lumindémetro, sendo a intensidade considerada como a
actividade da luciferase obtida pela activacéo da
transcricdo da MMTV-LTR devida a activacdo do receptor de
androgénio humano e a activacdo ndo especifica da

transcricdo do promotor SV40.

A accdo activante da transcricdo por parte do
composto da invencdo presente foi calculada consoante a
equagdo seguinte, sob a forma de uma razdo em relacdo a

actividade de transcricdo induzida por DHT 1 nM.

Razdo de inducdo (%) = 100 /X-B)/(I-B)



I: (actividade de luciferase MMTV) / (actividade
de luciferase SV40) no caso de se adicionar DHT
1 nM

B: (actividade de luciferase MMTV) / (actividade
de luciferase SV40) sem tratamento

X: (actividade de luciferase MMTV) / (actividade
de luciferase S5SV40) no caso de se adicionar o

composto da invencdo presente

A razdo de inducdo agonista do composto da
invencdo presente [Exemplo 3-12] foi determinada como sendo

de 1 % ou menos.

b) Avaliagdo da acgdo inibidora da activagido da
transcrigcdo em relagdo ao receptor de androgénio humano

(accdo antagonista)

Inocularam-se células transformantes estéaveis
CHO/MMTV e células transformantes estdveis CHO/SV40, cada
um destes tipos em placas para luminescéncia com 96 pocos
para cultura de células, numa gquantidade de 2x10% células.
Passadas 6 a 8 horas, adicionaram-se aos POGCOS 0s compostos
da invencé&o presente em conjunto com DHT (a uma
concentracdo final de 0,3 nM). Passadas cerca de 18 horas
depois da adicdo do composto, adicionaram-se 20 pL de uma
solucdo contendo 1 % de triton-X e 10 % de glicerina para
dissolver as células, e 100 pL de uma solucdo de substrato

de luciferase contendo luciferina 0,47 mM. Em seguida,

mediu-se a intensidade da luz emitida com um lumindmetro,



sendo a intensidade considerada como a actividade da
luciferase obtida pela activacdo da transcricdo da MMTV-LTR
devida a activacdo do receptor de androgénio humano e a

activacdo ndo especifica da transcricdo do promotor SV40.

Calculou-se a accdo inibidora da activacdo da
transcricdo por parte do composto da invencdo presente de
acordo com a equacdo seguinte, como uma razdo em relacdo a

actividade de transcricdo induzida por DHT 0,3 nM.

Razdo de inibicdo (%) = 100(I’'-X’)/(I’-B)
I': (actividade de luciferase MMTV) /
(actividade de luciferase SV40) no caso de

apenas se adicionar DHT 0,3 nM

B: (actividade de luciferase MMTV) / (actividade
de luciferase SV40) no caso de ndo se tratar

X': (actividade de luciferase MMTV) /
(actividade de luciferase SV40) no caso de se
adicionar o composto da invencdo presente em

conjunto com DHT 0,3 nM

Determinou-se o ICsy a partir da concentracdo do
composto da invencdo presente a qual a taxa de inibicédo

Q.

calculada pelo método acima atingia 50 %.

2. Avaliacgdo da actividade de ligagdo em relacgédo

ao receptor de androgénio do rato.



(1) Preparagdo da fracgdo de citoplasma da

préstata de rato

Retirou-se uma préstata ventral de um rato Wistar
macho com 20-60 semanas de idade, 1 dia depois da remocédo
dos testiculos. Depois de se homogeneizar e de em seguida
se centrifugar a 800xg durante 20 minutos, centrifugou-se o
sobrenadante a 223.000xg durante 60 minutos e recuperou-se
0 sobrenadante resultante para se obter uma fraccdo de

citoplasma.

(2) Medigdo da 1ligagdo especifica da ‘H-
mibolerona ao receptor androgénico do citoplasma da

préstata de rato

Utilizou-se uma solucdo na gqual a fraccdo de
citoplasma obtida em (1) foi ajustada a 2 mg/mL, em termos
de uma concentracdo proteica que se utilizou como solucédo
de receptor de androgénio de rato. Adicionaram-se a 400 nL
desta solucdo de receptor de androgénio JH-mibolerona,
acetato de triamcinolona, e sulfdéxido de dimetilo (DMSO),
de modo a que as concentracdes finais fossem
respectivamente de 1 nM, 1 uM, e 4 %, conseguindo-se um
volume final de 500 pL. Passadas 18 horas de repouso a 4°C,
adicionou-se-lhe 500 uL de uma solucdo contendo 0,05 % de
dextrana-T70 e 0,5 % de Durco G-60 (Carvdo activado) e
misturou-se o conjunto. Passados 15 minutos de repouso a

4°C, levou-se a cabo uma centrifugacdo para recuperar o



sobrenadante. Depois de se adicionar 5 mL de Biofluor e se
misturar com 600 pL do sobrenadante recuperado, determinou-
se a radioactividade para se quantificar a ligacdo total de
H-mibolerona ao receptor de androgénio de rato.
Determinou-se a quantidade de 1ligacdo nédo especifica
adicionando uma solucdo em DMSO contendo mibolerona né&o
marcada em vez da solucdo em DMSO acima, de modo a
assegurar uma concentracdo final em mibolerona n&o marcada
de 40 pM, e levaram-se a cabo operacdes semelhantes as de
acima. Considerou-se a diferenca entre a quantidade ligada
total e a quantidade ligada ndo especifica como sendo a
quantidade especificamente ligada ao receptor de

androgénio.

(3) Actividade inibidora do composto da invencgéo

presente contra a ligagdo especifica a *H-mibolerona

Determinou-se uma quantidade de ligacéo
especifica da °H-mibolerona ao receptor de androgénio de
rato no caso em gque o composto da invencdo presente estava
presente, adicionando uma solucdo em DMSO contendo o
composto da invencdo presente numa concentracdo diferente
em conjunto com 3H—mibolerona, e fazendo a reaccgdo de um
modo semelhante ao descrito em (2). A partir deste valor e
do valor determinado em (2), determinou-se o valor de ICs
da actividade inibidora do composto da invencédo presente
contra a ligacdo especifica a °‘H-mibolerona. Além disto,
determinou-se o valor da constante de dissociacdo K; a

partir de ICsy de acordo com a equacdo de Cheng e Prusoff*.



*: Cheng Y.C. e Prusoff W.H., Relationship
between the inhibition constant (K;) and the concentration

of inhibitor which cause 50 % inhibition of an enzymatic

reaction., Biochem. Pharmacol., 22, 3099 (1973).

3. Diminuig¢do da glandula préstata no rato macho

maduro

Administrou-se a um rato macho Wistar com 9-10
semanas de idade o composto da invencdo presente suspenso
numa a solucdo de metilcelulose 0,5 %, uma vez ao dia,
durante 15 dias seguidos. Passadas © horas da ultima final
administracdo, mediu-se o peso humido da sua prdstata
ventral e investigou-se uma diminuicdo da glandula proéstata

por accdo do composto da invencdo presente.

Calculou-se a diminuicdo da glédndula proéstata
pelo composto da invencdo presente utilizando-se a férmula
seguinte, comparando um grupo ao gqual o composto da
invencdo presente havia sido administrado em teste, com um
grupo ao qual apenas se havia administrado metilcelulose, a

titulo de grupo de controlo.

Taxa de diminuicdo (%) = 100(B-A)/B

A: Peso em humido da préstata ventral no grupo em

teste



B: Peso em humido da préstata ventral no grupo de

controlo

A partir da taxa de diminuicdo determinada acima,
calculou-se um valor de EDs; pelo método da regressao

linear.

Para os compostos da invencdo presente, a tabela
que se3 segue mostra resultados da diminuicdo da gléndula
prbéstata em resultado de uma actividade in vitro descrita
em 1. b) e em resultado de uma actividade in vivo descrita

em 3.

ce
activacdo da transcricao
(IC50 nM)

Composto de
controlo 1

Composto de
controlo 2

Composto de controlo 1: Exemplo 18-4 descrito no Documento de Patente 4
d lo 2: E lo 18-7 d i D de P 4

A titulo de compostos de controlo, seleccionaram-
se os dois compostos acima clinicamente aplicéveis, que
tinham estruturas semelhantes, uma actividade clinica
suficiente, e que também ndo tinham qualgquer accéo
problemética observada, tal como diminuicdo da massa

corporal.



Isto & porque os compostos gue apresentam a
actividade de ligacdo mais forte no Documento de Patente 4,
isto &, o0s dos Exemplos 13-1 e 21, exibem um forte efeito
de diminuicdo da prdéstata, mas o seu desenvolvimento a
titulo de agentes antiandrogénicos ¢é problematico em razéo
de problemas tais como uma acc¢do de diminuicdo da massa
corporal, e uma acc¢do agonista, e portanto eles sé&o

inadequados como compostos de controlo.

A partir destes resultados de teste, confirmou-se
que, atenta a accdo antiandrogénica do composto da invencédo
presente, a actividade in vitro do composto acima ¢é de
entre 1/2 e cerca de 2 vezes aquela, mas a sua actividade
in vivo é inesperadamente forte, isto é, de entre 2 e 10
vezes, em comparacdo com a dos compostos de controlo. Este
facto mostra que os compostos da invencdo presente séo

compostos com uma actividade oral excelente.

Além disto, uma vez que o0s compostos tém uma
actividade oral excelente, eles exibem o seu efeito a uma
dose menor quando comparados com compostos convencionais,
podendo portanto ser formulados como preparacdes de pegquena
dimensédo e portanto podendo melhorar o seguimento do regime

prescrito para o medicamento, por parte dos pacientes.

Além disto, os compostos da invencdo presente s&o

excelentes na sua solubilidade em &agua e portanto nédo é



preciso adicionar na sua formulacdo agentes ©para a

solubilizacéo.

Além disto, estes compostos ndo exibem nem uma
acgcdo de perda de massa corporal, nem uma acg¢do agonista, e

portanto o seu maior efeito é suficientemente forte.

Portanto, o0s compostos da invencdo presente sé&do
GUteis como agentes para tratamento de doencas nas quais o
androgénio actua como factor agravante, tais como o cancro
da proéstata, a hiperplasia prostdtica benigna, o virilismo,

o hirsutismo, a alopecia, a acne, e a seborreia.

Aplicabilidade Industrial

Os compostos da invencdo presente sdo agentes
antiandrogénicos fortes exibindo todos uma pegquena
influéncia nas hormonas sexuais no sangue, sem perda de
massa corporal nem actividade agonista. Além disto, os
compostos sdo excelentes nas suas actividades por via oral,

em comparacdo com 0S compostos convencionais.

Portanto, os compostos da invencdo presente sé&o
Uteis como agentes para tratar e para evitar doencas tais
como o cancro da prbéstata, a hiperplasia prostética
benigna, o virilismo, o hirsutismo, a alopecia, a acne, e a

seborreia.

Lisboa, 8 de Novembro de 2012.



REIVINDICACOES

1. Um composto seleccionado de entre 0s
seguintes derivados de N-fenil-(2R,5S)dimetilpiperazina, ou

um seu sal, hidrato ou solvato:

(2R, 58)-4-(3-cloro-4-cianofenil) -N-(2-
ciclopropilpirimidin-5-il)-2,5-
dimetilpiperazina-l-carboxamida;

(2R, 58)-4-(3-cloro-4-cianofenil) -N-(6-ciano-3-
piridil)-2,5-dimetilpiperazina-l-carboxamida;
(2R, 5S8)-4-(4-ciano-3-metoxifenil)-2,5-dimetil-
N-(6-trifluorometil-3-piridil)piperazina-1-
carboxamida;

(2R, 58)-4- (3-bromo-9-cianofenil)-2,5-dimetil-
N-(6-trifluorometil-3-piridil)piperazina-1-
carboxamida; e

(2R, 58)-4-(4-ciano-3-trifluorometilfenil) -N-
(2-ciclopropilpirimidin-5-il)-2,5-

dimetilpiperazina-l-carboxamida.

2. Uma composicdo farmacéutica contendo um
derivado de N-fenil-(2R,5S)dimetilpiperazina consoante a
Reivindicacdo 1 ou um seu sal, hidrato ou solvato aceitével
do ponto de vista farmacéutico a titulo de ingrediente

activo.



3. Um derivado de N-fenil-
(2R, 5S)dimetilpiperazina consocante a Reivindicacdo 1 ou um
seu sal ou hidrato ou solvato aceitavel do ponto de vista
farmacéutico, para utilizacdo no tratamento do cancro da

prbstata.

Lisboa, 8 de Novembro de 2012.
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