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RESUMO

“DERIVADOS DE QUINOLINA COMO INIBIDORES DE PI3 CINASE”

E inventado um método de inibicdo da actividade/funcido de
PI3 cinases utilizando derivados de quinolina. Também &

inventado um método de tratamento de um ou mals estados de

doenca seleccionados de: disturbios auto-imunes, doencas
inflamatdérias, doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatite, faléncia

multiorgdnica, doencas renais, agregacgdo plaquetaria, cancro,
motilidade de esperma, rejeicdao de transplantacao, rejeicdo de
enxerto e lesdes pulmonares pela administracdo de derivados de

quinolina.



DESCRICAO

“DERIVADOS DE QUINOLINA COMO INIBIDORES DE PI3 CINASE”

Campo da invencao

Esta invengdo refere-se a utilizagdo da um derivado de
quinolina para a modulacgdo, de um modo notdvel a inibicdo da
actividade ou funcdo da familia de fosfoinositideo 3’ OH cinase
(a seguir PI3 cinases), adequadamente, PI3Ka, PI3K®, PI3Kd e/ou
PI3Ky, particularmente PI3Ka. Adequadamente, a presente invencéo
refere-se a utilizacdo da um derivado de quinolina no tratamento
de um ou mais estados de doenca seleccionados de: disturbios
auto-imunes, doencgas inflamatdrias, doengas cardiovasculares,
doencas neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatite, faléncia
multiorgénica, doencas renais, agregacdo plaguetdria, cancro,
motilidade de esperma, rejeicdo de transplantacdo, rejeicdo de

enxerto e lesdes pulmonares, particularmente cancro.

Antecedentes da invencao

As membranas celulares representam uma grande reserva de
segundos mensageiros quem podem ser utilizados numa variedade de
vias de transducdo de sinal. No que respeita a funcdo e
regulacao de enzimas efectoras nas vias de sinalizacgado de
fosfolipidos, estas enzimas geram segundos mensageiros dos
agregados fosfolipidicos de membrana (PI3 cinases de classe I
(e. g., PI3Kalfa) séao enzimas de cinase de especificidade dual,

significando que exibem: actividade de cinase de 1lipido



(fosforilacdo de fosfoinositideos), assim como de cinase de
proteina, que se mostrou ser capaz de fosforilacdao de proteina
como substrato, incluindo autofosforilacao como mecanismo
regulador intramolecular. Estas enzimas de sinalizacgdo de
fosfolipidos sao activadas em resposta a uma variedade de sinais
extracelulares, tais como factores de crescimento, mitogénios,
integrinas (interacgdes célula-célula) hormonas, citocinas,
virus e neurotransmissores, tal como descritos no Esquema I a
seguir e também por regulacgdo intracelular por outras moléculas
de sinalizacdo (comunicacao cruzada, onde o sinal original pode
activar algumas vias ©paralelas dque, numa segunda etapa,
transmitem sinais para eventos de sinalizacdo intracelular de
PI3K), tais como, por exemplo, pequenas GTPases, cinases ou
fosfatases. A regulacadao intracelular também pode ocorrer como

resultado de expressdo aberrante ou auséncia de expressao de

oncogenes celulares ou supressores tumorais. As vias de
sinalizagao intracelular de inositol fosfolipido
(fosfoinositideos) comegcam com activagao de moléculas de

sinalizacdo (ligandos extracelulares, estimulos, dimerizacao de
receptor, transactivacao por receptor heterdlogo (e. g.,
receptor tirosina cinase) e o recrutamento e activagao de PI3K,
incluindo o envolvimento de receptor transmembranar ligado a

proteina G na membrana plasmatica.

A PI3K converte o fosfolipido PI(4,5)P, de membrana em
PI(3,4,5)P3 que funciona como um segundo mensageiro. Os PI e
PI(4)P também sao substratos de PI3K e podem ser fosforilados e
convertidos em PI3P e PI(3,4)P,, respectivamente. Além disso,
estes fosfoinositideos podem ser convertidos noutros
fosfoinositideos por fosfatases especificas de 5’ e especificas
de 37, deste modo, a actividade enzimdtica de PI3K resulta,

directa ou indirectamente, na geracao de dois subtipos de 3’-



fosfoinositideos que funcionam como 2°° mensageiros em vias de
transducao de sinal intracelulares (Trends Biochem. Sci. 22(7)
p. 267-72 (1997) por Vanhaesebroeck et al.: Chem. Rev. 101(8)
p. 2365-80 (2001) por Leslie et al., (2001); Annu. Rev. Cell.
Dev. Biol. 17p, 615-75 (2001) por Katso et al. e Cell. Mol. Life
Sci. 59(5) p. 761-79 (2002) por Toker et al.). As multiplas
isoformas de PI3K categorizadas pelas suas subunidades
cataliticas, sua regulacao por correspondentes subunidades
reguladoras, padrdes de expressao e fungdes especificas de
sinalizacdo (pllOoa, B, O e vy) efectuam esta reaccdo enzimatica
(Exp. Cell. Res. 25 (1) p. 239-54 (1999) por Vanhaesebroeck e

Katso et al., 2001, acima).

As isoformas pll0ax e R estreitamente relacionadas sao
ubiquamente expressas, enquanto O e y sdo mails especificamente
expressas no sistema celular haematopoiético, células de musculo
liso, midcitos e células endoteliais (Trends Biochem. Sci. 22(7)
p. 267-72 (1997) por Vanhaesebroeck et al.). A sua expressao
também poderd ser regulada num modo indutivel, dependendo do
tipo de tecido e estimulos celulares, assim como contexto de
doenca. A inducibilidade da expressdao de proteina inclui a
sintese de proteina, assim como estabilizacdo de proteina que é

regulada, em parte, pela associagdao com subunidades reguladoras.

Até a data, foram identificadas oito PI3K de mamifero,
divididas em trés classes principais (I, II e III), com base na
homologia de sequéncia, estrutura, parceiros de ligacgdao, modo de
activacédo e preferéncia de substrato. As PI3K de classe 1,
in vitro, podem fosforilar fosfatidilinositol (PI),
fosfatidilinositol-4-fosfato (PI4P) e fosfatidilinositol-4, 5-
bisfosfato (PI(4,5)P;) para produzir fosfatidilinositol-3-fosfato
(PI3P), fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PI(3,4)P, e



fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PI(3,4,5)P;,

respectivamente. As PI3K de classe I1 fosforilam PI e

fosfatidilinositol-4-fosfato. As PI3K de classe III podem apenas

fosforilar PI (Vanhaesebrokeck et al., 1997, acima;

Vanhaesebroeck et al., 1999, acima e Leslie et al., 2001, acima)

Esquema I: Conversao de PI(4,5)P2 em PIP3

o}
N OH
¢P\O o
Il
o—pP—0
O—p” I
7\ H OHR o
© o I

PtdIns(4,5)P,

PI3K

CH,

Oxlcf/\/\M/\//\/\/\/
OY\/\/\/\/\/\/\/
o]
PtdIns(3.4,5)P,

Como ilustrado no Esquema A acima, as fosfoinositideo

3-cinases (PI3K) fosforilam o hidroxilo do terceiro carbono do

anel de 1inositol. A fosforilacdao de fosfoinositideos que gera



PtdIns em 3,4,5-trisfosfato (PtdIns(3,4,5)P3), PtdIns(3,4)P, e
PtdIns (3)P produz segundos mensageiros para uma variedade de
vias de transducdo de sinal, incluindo as essenciliais a
proliferacao celular, diferenciacéao celular, crescimento
celular, crescimento celular, sobrevivéncia celular, apoptose,
adesao, motilidade celular, migracao celular, quimiotaxia,
invasdo, rearranjo citosquelético, alteracdes de forma celular,
trdfico de vesicula e via metabdlica (Katso et al., 2001, acima
e Mol. Med. Today 6(9) p. 347-57 (2000) por Stein). Os
receptores ligados a proteina G medeiam a activacao de
fosfoinositideo 3’0OH-cinase por meio de pequenas GTPases, tais
como GRy e Ras, e consequentemente a sinalizacao de PI3K
desempenha um papel central no estabelecimento e coordenacdo da
polaridade celular e organizacdo dindmica do citosqueleto - que,
em conjunto, proporciona a forga motriz para a movimentagao das

células.

A qgquimiotaxia - o movimento dirigido de células para um
gradiente de concentracdo de atractores quimicos, também
denominados quimiocinas, estd envolvida em muitas doencas
importantes, tais como inflamacgdo/auto-imunidade,
neurodegeneracdo, antiogénese, invasdo/metédstase e cicatrizacédo
de ferida (Immunol. Today 21(6) p. 260-4 (2000) por Wyman
et al.; Science 287(5455) p. 1049-53 (2000) por Hirsch et al.;
FASEB J. 15(11) p. 2019-21 (2001) por Hirsch et al. e Nat.
Immunol. 2(2) p. 108-15 (2001) por Gerard et al.).

Os avancgos utilizando abordagens genéticas e ferramentas
farmacoldégicas tém  proporcionado a compreensao das vias
sinalizacdo e moleculares que medeiam a quimiotaxia, em resposta
a receptores ligados a proteina G activados por

gquimioatractores. A PI3-Cinase, responsdavel pela geracao destes



produtos de sinalizacao fosforilados, foi originalmente
identificada como uma actividade associada a oncoproteinas
virais e tirosinas cinases de receptor de factor de crescimento
que fosforilam fosfatidilinositol (PI) e seus derivados
fosforilados no 3’-hidroxilo do anel de inositol (Panayotou
et al., Trends Cell Biol. 2, p. 358-60 (1992)). Contudo, estudos
biogquimicos mais recentes revelaram que as PI3 cinases de
classe I (e. g., 1soforma PI3Ky de <classe 1IB) sao enzimas
cinases especificas duais, significando que exibem actividade de
cinase de lipido e cinase de proteina, que mostraram ser capazes
de fosforilacdo de outras proteinas como substratos, assim como

autofosforilagdao como um mecanismo regulador intramolecular.

Por conseguinte, considera-se que a activacado de PI3-cinase
estd envolvida numa gama de respostas celulares, incluindo
crescimento, diferenciacdao e apoptose celulares (Parker et al.,
Current Biology, 5 p. 577-99 (1995); Yao et al., Science, 267
p. 2003-05 (1995)). A PI3-cinase parece estar envolvida num
numero de aspectos da activacado de leucdcitos. Demonstrou-se que
a actividade de PI3-cinase associada a p85 se associa
fisicamente ao dominio citoplasmatico de CD28, gque ¢é uma
importante molécula co-estimulatdria para a activacao de
células T em resposta a antigénio (Pages et al., Nature, 369
p. 327-29  (1994); Rudd, Immunity 4 p. 527-34  (1996)). A
activagcao de células T através de (CD28 diminui o limiar para
activacdo por antigénio e aumenta a magnitude e duracao da
resposta proliferativa. Estes efeitos estdo ligados a aumentos
na transcricdao de um numero de genes 1incluindo interleucina-2
(IL2), uma importante factor de crescimento de célula T (Fraser
et al., Science 251 p. 313-16 (1991)). A mutacao de CD28 de modo
a qgue nao consiga interagir <com PI3-cinase conduz a uma

incapacidade em iniciar a produgcao de IL2, sugerindo um papel



critico para PI3-cinase na activacgdao de célula T. O PI3Ky foi
identificado como um mediador da regulacdo dependente de G
beta-gama da actividade de JNK e as G beta-gama sao subunidades
de proteinas G heterotriméricas (Lopez-Ilasaca et al., J. Biol.
Chem. 273(5) p. 2505-8 (1998)). Os processos celulares nos guais
as PI3K desempenham um papel essencial incluem a supressao de
apoptose, reorganizacdo do esqueleto de actina, crescimento de
midcitos cardiacos, estimulacdao da glicogénio =sintase ©pela
insulina, iniciacdo de neutrdfilos mediada por TNFa e geracao de
superdéxido e migragcdao e adesadao de leucdcitos a células

endoteliais.

Recentemente, (Laffargue et al., Immunity 16(3) p. 441-51
(2002)) foi descrito que a PI3Ky retransmite sinais
inflamatdérios através de diversos receptores ligados a G(i) e é
central para a funcao de mastécitos, estimulos no contexto de
leucébceitos, a imunologia inclui citocinas, guimiocinas,
adenosinas, anticorpos, integrinas, factores de agregacao,
factores de crescimento, virus ou hormonas, por exemplo
(J. Cell. Sci. 114(pPt 16) p. 2903-10 (2001) por Lawlor et al.;
Laffargue et al., 2002, acima e Curr. Opinion Cell Biol. 14(2)
p. 203-13 (2002) por Stephens et al.).

Os inibidores especificos contra membros individuais de uma
familia de enzimas ©proporcionam ferramentas valiosas para
decifrar as funcgdes de cada enzima. Dois compostos, LY294002 e
vortmanina (cf a seguir), tém sido largamente utilizados como
inibidores de PI3-cinase. Estes compostos sdo inibidores de PI3K
nado especificos, visto gque nédo distinguem entre os quatro
membros de PI3-cinases de Classe I. Por exemplo, o0s valores de
ICs50 de vortmanina contra cada das diversas PI3-cinases de

Classe I estdao na gama de 1-10 nM. De modo semelhante, o0s



valores de ICsy para LY294002 contra cada destas PI3-cinases sao
cerca de 15-20 pM (Fruman et al., Ann. Rev. Biochem., 67,
p. 481-507 (1998)), também 5-10 microM na proteina cinase CK2 e
alguma actividade inibidora nas fosfolipases. A vortmanina € um
metabolito fungico que 1inibe irreversivelmente a actividade de
PI3K pela ligacao covalente ao dominio catalitico desta enzima.
A inibicdo da actividade de PI3K pela vortmanina elimina a
subsequente resposta celular ao factor extracelular. Por
exemplo, o0s neutrdéfilos respondem a quimiocina fMet-Leu-Phe
(fMLP) pela estimulacao de PI3K e sintese de PtdIns (3, 4, 5)Ps.
Esta sintese correlaciona-se com a activagadao da explosao
respiratéria envolvida na destruicgao de neutrdéfilos de
microrganismos invasores. O tratamento de neutrdéfilos com
vortmanina previne a resposta da explosao respiratdria induzida
por fMLP (Thelen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91,
p. 4960-64 (1994)). De facto, estas experiéncias com vortmanina,
assim como outra evidéncia experimental, mostram  que a
actividade de PI3K em células da linhagem hematopoiética,
particularmente neutrdéfilos, mondécitos e outros tipos de
leucdcitos, estd envolvida em muitas das respostas imunitédrias

de nao memdéria associadas a inflamacdo aguda e crénica.
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Com base em estudos utilizando vortmanina, existe evidéncia
de que a funcdo de PI3-cinase também € requerida para alguns
aspectos da sinalizacdo de leucédcitos através de receptores
ligados a proteina G (Thelen et al., 1994, acima). Além disso,
demonstrou-se que a vortmanina e LY294002 bloqueiam a migracao
de neutrdfilos e libertacdo de superdxido. Os derivados de
benzofurano inibindo a ciclo-oxigenase sédo divulgados por John

M. Janusz et al., em J. Med. Chem. 1998; Vol. 41, N° 18.

E agora bem compreendido que a desregulacdo de oncogenes e
genes supressores de tumores contribui para a formacao de
tumores malignos, por exemplo por meio do aumento do crescimento
e proliferacao celulares ou sobrevivéncia celular aumentada.
Também é agora bem conhecido que as vias de sinalizacao mediadas
pela familia de PI3K tém um papel central num numero de
processos celulares, incluindo proliferacdo e sobrevivéncia, e a
desregulacao destas vias é um factor causativo para um amplo
espectro de cancros humanos e outras doencas (Katso et al.,
Annual Rev. Cell Dev. Biol., 2001, 17: 615-617 e Foster et al.,
J. Cell Science, 2003, 116: 3037-3040).

A PI3K de Classe I ¢é um heterodimero consistindo numa
subunidade catalitica pll0 e uma subunidade reguladora e a
familia estd, ainda, dividida em enzimas de classe Ia e Classe
Ib com base em parceiros reguladores e mecanismo de regulacao.
As enzimas de Classe Ia consistem em trés subunidades
cataliticas distintas (pll0a, pllB e pPll0d) gque dimerizam com
cinco subunidades reguladoras distintas (p85a, pbb5a, p50a, pP85R
e p55y), com todas as subunidades cataliticas sendo capazes de
interagir com todas as subunidades reguladoras para formar uma
variedade de heterodimeros. A PI3K de Classe Ia é, em geral,

activada em resposta a estimulacdo de factor de crescimento de



tirosina cinases receptoras, por meio de interaccdo dos dominios
de SH2 de subunidades reguladoras com residuos de fosfotirosina
especificos das proteinas receptoras ou adaptadoras activadas,
tal como IRS-1. As pequenas GTPases (ras, como um exemplo)
também estdo envolvidas na activagdo de PI3K em conjunto com a
activacdo de tirosina cinase receptora. As pllOoa e pllOBR séao
expressas de modo constitutivo em todos os tipos de células, ao
passo que a expressdao de pll0d estd mails restringida a
populacdes de leucdcitos e algumas células epiteliais. Em
contraste, a enzima de Classe Ib Unica consiste numa subunidade
catalitica pll0y gque interage com uma subunidade reguladora
pl0l. Além disso, a enzima de Classe Ib é activada em resposta a
sistemas de receptores ligados a proteina G (GPCR) e a sua

expressao parece estar limitada a leucédcitos.

Ha agora evidéncia considerdvel indicando gue as enzimas
PI3K de Classe Ia contribuem para a tumorigénese numa ampla
variedade de cancros humanos, directamente ou indirectamente

(Vivanco e Sawyers, Nature Reviews Cancer, 2002, 2, 489-501).

Por exemplo, a subunidade pllO0a estd amplificada em alguns
tumores, tais como os do ovario (Shayesteh, et al., Nature
Genetics, 1999, 21: 99-102) e colo uterino (Ma et al., Oncogene,
2000, 19: 2739-2744) . Mais recentemente, as mutacdes de
activacdo na pllO0a (gene de PIK3CA) tém sido associadas a
diversos outros tumores, talis como os do cdlon e da mama e
pulmdo (Samuels, et al., Science, 2004, 304, 554). As mutacgdes
relacionadas com tumores em p8ba também foram identificadas em
cancros, tais como os do ovario e cdélon (Philp et al., Cancer
Research, 2001, 61, 7426-7429). Além dos efeitos directos,
considera-se que a activacao de PI3K de Classe Ia contribui para
eventos tumorigénicos que ocorrem a montante nas vias de

sinalizacgdo, por exemplo por meio de activagdo dependente de

10



ligando ou independente de ligando de tirosina cinases
receptoras, sistemas de GPCR ou integrinas (Vara et al., Cancer

Treatment Reviews, 2004, 30, 193-204). Os exemplos dessas vias

de sinalizacdo a montante incluem a superexpressao da tirosina
cinase receptora Erb2 numa variedade de tumores conduzindo a
activacdo das vias mediadas por PI3K (Harari et al., Oncogene,
2000, 19, 6102-6114) e superexpressao do oncogene Ras
(Kauffmann-zZeh et al., Nature, 1997, 385, 544-548). Além disso,
as PI3K de Classe Ia podem contribuir indirectamente para a
tumorigénese causada por diversos eventos de sinalizacao a
jusante. Por exemplo, a perda de funcao da fosfatase supressora
de tumor PTEN qgue catalisa a conversao de PI(3,4,5)P3 de volta
para PI(4,5)P2 estd associada a uma gama muito ampla de tumores
por meio de desregulacdo da producao mediada por PI3K de

PI(3,4,5)P3 (Simpson e Parsons, Exp. Cell Res., 2001, 264,

29-41). Além disso, considera-se que o aumento dos efeitos de
outros eventos de sinalizacdo mediados por PI3K contribui para
uma variedade de cancros, por exemplo por activagdo de AKT

(Nicholson e Andeson, Cellular Signaling, 2002, 14, 381-395).

Além de um papel na mediacao da sinalizacdo proliferativa e
de sobrevivéncia em células tumorails, também had boa evidéncia de
que as enzimas PI3K de classe Ia também contribuem para a
tumorigénese por meio da sua fungdo em células estromais
associadas a tumores. Por exemplo, sabe-se gque a sinalizacdo de
PI3K desempenha um importante papel na mediacdao de eventos
angiogénicos em células endoteliais em resposta a factores

pré-angiogénicos, tal como VEGEF (abid et al., Arterioscler,

Thromb. Vasc. Biol., 2004, 24, 294-300). Como as enzimas PI3K de

Classe I também estdao envolvidas em motilidade e migracgao
(Sawyer, Expert Opinion 1investing. Drugs, 2004, 13, 1-19),

antecipa-se que os 1inibidores de PI3K proporcionam Dbeneficios

11



terapéuticos por meio de inibigcdo da 1invasdo e metdstase de

células tumorais.

0O documento W02005/085227 descreve novos compostos de
piridina e a wutilizacdo desses compostos como inibidores da
actividade de cinase de PKB/AKT e no tratamento de cancro e

artrite.

Sumario da Invencéo

Esta invencao refere-se a um composto que é 2,4-difluoro-N-
{2-(metiloxi)-5-[4-(4-piridazinil)-6-quinolinil]-3-

piridinillbenzenossulfonamida

ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel.

Adequadamente, esta invencao refere-se a 2,4-difluoro-N-{2-
(metiloxi)-5-[4-(4-piridazinil)-6-quinolinil]-3-
piridinilltbenzenossulfonamida para wutilizagd&o no tratamento de

cancro.

Adequadamente, esta invencado refere-se a 2,4-difluoro-N-{2-
(metiloxi)-5-[4-(4-piridazinil)-6-quinolinil]-3-
piridinil}benzenossulfonamida para utilizag¢do no tratamento de
um ou mais estados de doencga seleccionados de: disturbios

auto-imunes, doencas inflamatdrias, doencas cardiovasculares,
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doencas neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatite, faléncia
multiorgdnica, doencas renais, agregacdo plaquetdaria, motilidade
de esperma, rejeicdo de transplantacdo, rejeicdo de enxerto e

lesdes pulmonares.
Estd incluida na presente invencdo a co-administracao do

presente composto de 1inibicdo de PI3 cinase com ingredientes

activos adicionais.

Descrigcdo Detalhada da Invencédo

O presente composto inibe uma ou mais PI3 cinases.
Adequadamente, o composto inibe PI3Ka. Igualmente, o composto no
ambito desta invencgao inibe uma ou mais PI3 cinases

seleccionadas de: PI3Kd, PI3KB e PI3Ky.

Adequadamente, entre a presente invencdo esta um composto
que é 2,4-difluoro-N-{2-(metiloxi)-5-[4-(4-piridazinil)-6-
quinolinil]-3-piridinil}benzenossulfonamida e/ou um seu sal

farmaceuticamente aceitavel.

Esta invencdo também se refere ao composto da invencdo e/ou
um seu sal farmaceuticamente aceitédvel; e, pelo menos, um agente
antineoplédsico, tal como um seleccionado do grupo consistindo
em: agentes anti-microtubulo, complexos de coordenacao de
platina, agentes alguilantes, inibidores de topoisomerase 1II,
antimetabolitos, inibidores de topoisomerase I, hormonas e
andlogos hormonais, inibidores da wvia de transducgdo de sinal,
inibidores de tirosina <c¢inase nao receptora de angiogénese,

agentes imunoterapéuticos, agentes proapoptdticos e inibidores
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de sinalizacéo de ciclo celular, para utilizacao na

co—administracado para tratar o cancro.

Esta invencado também se refere ao composto da invencao e/ou
um seu sal farmaceuticamente aceitdvel; e, pelo menos, um
inibidor da via de transducdo de sinal, tal como um seleccionado
do grupo consistindo em: inibidor de tirosina cinase receptora,
inibidor de tirosina cinase nao receptora, blogueador de dominio
de SH2/SH3, inibidor de serina/treonina cilnase, 1inibidor de
fosfotidilinositol-3 cinase, inibidor de sinalizacao de
mioinositol e inibidor de oncogene Ras, para utilizacdo na

co—administrac¢ao para tratar o cancro.

Como aqui utilizado, o termo “quantidade eficaz” significa
aquela gquantidade de um fdarmaco ou agente farmacéutico que ira
deduzir a resposta bioldgica ou médica de um tecido, sistema,
animal ou humano gue estd sendo pesquisada, por exemplo, por um
investigador ou clinico. Além disso, o termo “quantidade
terapeuticamente eficaz” significa qualquer quantidade que, em
comparagao com um correspondente individuo que nado recebeu essa
quantidade, resulta no tratamento, cura, prevengao ou
melhoramento aperfeicoado de uma doenca, disturbio ou efeito
secunddario, ou uma diminuicdo na taxa de progresso de uma doenca
ou disturbio. O termo também inclui no seu ambito quantidades

eficazes para melhorar a funcgdo fisioldgica normal.

0O composto da invencdo estd incluido nas composicgdes

farmacéuticas da invencao.
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Definigdes

Pelo termo “tratamento” e seus derivados, como aqui
utilizado, significa-se terapia profildctica e terapéutica.
Terapia profildctica significa a instituicdo de medidas para
proteger uma pessoa de uma doenca a gque ele ou ela foi, ou pode

ser, exposta. Também denominado tratamento de prevencdo.

Pelo termo “co-administracao” e seus derivados, como aqui
utilizado, significa-se administracdo simultdnea ou qualquer
modo de administracdo sequencial separada do composto inibindo
PI3 cinase, como aqui descrito, e um ingrediente ou ingredientes
activos adicionais. 0O termo ingrediente ou a expressao
ingredientes activos adicionais, como aqui utilizados, inclui
qualgquer composto ou agente terapéutico conhecido ou que
demonstra propriedades vantajosas, quando administrado a um
doente a necessitar de tratamento. Adegquadamente, se a
administracdo ndo for simultédnea, os compostos sdo administrados
numa estreita proximidade temporal entre si. Além disso, néao
importa se o0s compostos sao administrados na mesma forma de
dosagem, e. g., um composto pode ser administrado topicamente e

outro composto pode ser administrado oralmente.

O termo “composto”, como aqui utilizado, inclui todos os
isémeros do composto. Os exemplos desses isdmeros incluem:

enantidmeros, tautdmeros, rotdmeros.

O composto da invencdao estd incluido nas composicdes

farmacéuticas da invencgao.

Foi agora verificado gque o composto da presente invengao é

um inibidor das Fosfatoinositideos 3-cinases (PI3K),
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particularmente  PI3Ka. Quando a enzima fosfatoinositideos
3-cinase (PI3K) ¢é inibida pelo composto da presente invencado, a
PI3K ¢é 1incapaz de exercer os seus efeitos enzimaticos,
bioldgicos e/ou farmacoldgicos. O composto da presente invencéo
é, por conseguinte, uatil no tratamento de disturbios
auto-imunes, doencas inflamatdérias, doencas cardiovasculares,
doencas neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatite, faléncia
multiorgdnica, doencas renais, agregacdo plaguetdria, cancro,
motilidade de esperma, rejeicdo de transplantacdo, rejeicdo de

enxerto e lesdes pulmonares, particularmente cancro.

O composto da invencao ¢é adequado para a modulacgao, de um
modo notdvel a inibicdo da actividade de fosfatoinositideo
3-cinases (PI3K), adequadamente fosfatoinositideos 3-cinase
(PI3Kx) . Por conseguinte, o composto da presente invencao também
é util para o tratamento de disturbios que sao mediados pelas
PI3K. O referido tratamento envolve a modulacdo - de um modo
notavel a inibicao ou a regulacao negativa - dos

fosfatoinositideos 3-cinases.

Adequadamente, o composto da presente invencao €& utilizado
para a preparagac de um medicamento para o tratamento de um
disturbio seleccionado de esclerose multipla, psoriase, artrite
reumatéide, 1lupus eritematoso sistémico, doenca inflamatéria
intestinal, inflamagdo pulmonar, trombose ou infeccgédo/inflamacgao
cerebral, tais como meningite ou encefalite, doenca de
Alzheimer, doenca de Huntington, trauma de SNC, AVC ou estados
isquémicos, doencas cardiovasculares, tais como aterosclerose,
hipertrofia de coracgao, disfuncdo de midcito cardiaco, presséao

sanguinea elevada ou vasoconstrigao.
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Adequadamente, o composto da invencdo € util para o
tratamento de doencas auto-imunes ou doencas inflamatdrias, tais
como esclerose multipla, psoriase, artrite reumatdide, lupus
eritematoso sistémico, doenca inflamatdéria intestinal,
inflamagdo pulmonar, trombose ou infecgdo/inflamagdo cerebral,

tais como meningite ou encefalite.

Adequadamente, o composto da invencdo € util para o
tratamento de doencas neurodegenerativas, incluindo esclerose
multipla, doenca de Alzheimer, doenca de Huntington, trauma de

SNC, AVC ou estados isquémicos.

Adequadamente, o composto da invencdo ¢é util para o
tratamento de doencas cardiovasculares, tais como aterosclerose,
hipertrofia de coracgao, disfuncdo de midcito cardiaco, presséao

sanguinea elevada ou vasoconstrigao.

Adequadamente, o composto da invencdo é util para o
tratamento de doenca pulmonar obstrutiva crdénica, fibrose de
choque anafildctico, psoriase, doencas alérgicas, asma, AVC,
estados isgquémicos, isquemia-reperfusdo, agregacdo/activacdo de
plaquetas, atrofia/hipertrofia de musculo esquelético,
recrutamento de leucdcitos em tecido de cancro, angiogénese,
metdstase de invaséao, em particular melanoma, sarcoma de
Karposi, infecgdes Dbacterianas e virais agudas e crédnicas,
sépsis, rejeicao de transplantacao, rejeicdao de enxerto,
glomeruloesclerose, glomerulonefrite, fibrose renal progressiva,
lesdes endoteliais e epiteliais no pulmédo e inflamacdao de vias

respiratérias pulmonares.

Devido ao composto farmaceuticamente activo da presente

invencao ser activo como um inibidor de PI3 cinase,
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particularmente o composto inibe a PI3Ka, selectivamente ou em
conjunto com um ou mais de PI3K®, PI3KBR e/ou PI3Ky, exibe

utilidade terapéutica no tratamento do cancro.

Adequadamente, a 1invencdao refere-se ao composto para
utilizacdo no tratamento de cancro num humano, em gue O cancro é
seleccionado de: (gliomas) cerebrais, glioblastomas, leucemia,
sindrome de Bannayan-Zonana, doenca de Cowden, doenca de
Lhermitte-Duclos, mama, cancro da mama inflamatdério, tumor de
Wilm, sarcoma de Ewing, Rabdomiossarcoma, ependimoma,
meduloblastoma, cdlon, cabeca e pescogo, rim, pulméo, figado,
melanoma, ovariano, pancreatico, prostata, sarcoma,

osteossarcoma, tumor de células gigantes do dsseo e tirdide.

Adegquadamente, a 1invencdao refere-se ao composto para
utilizacdao no tratamento de cancro num humano, em gue O cancro é
seleccionado de: Leucemia linfoblédstica de células T, Leucemia
mieldgena crdénica, Leucemia linfocitica crénica, Leucemia de
tricoleucdcitos, leucemia linfobléastica aguda, leucemia
mieldgena aguda, Leucemia neutrofilica crénica, Leucemia
linfoblastica de células T aguda, Plasmacitoma, Leucemia
imunobldstica de células grandes, Leucemia de células do manto,
Leucemia Megacariobléastica de Mieloma maltiplo, mieloma
multiplo, Leucemia megacariocitica aguda, leucemia

promielocitica e Eritroleucemia.

Adegquadamente, a invengdo refere-se ao composto para
utilizagcdo no tratamento de cancro num humano, em gue O cancro é
seleccionado de: linfoma maligno, linfoma de Hodgkin, linfoma
ndo Hodgkin, 1linfoma linfoblastico de c¢élulas T, linfoma de

Burkitt e linfoma folicular.
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Adequadamente, a invengdo refere-se ao composto para
utilizacdo no tratamento de cancro num humano, em gue O cancro é
seleccionado de: neuroblastoma, cancro da bexiga, cancro
urotelial, cancro do pulmdao, cancro vulvar, cancro cervical,
cancro do endométrio, cancro renal, mesotelioma, cancro
esofdgico, cancro das glédndulas salivares, cancro hepatocelular,
cancro gastrico, cancro nasofaringeo, cancro bucal, cancro da
boca, GIST (tumor estromal gastrointestinal) e cancro

testicular.

Quando o composto da invencdo ¢é administrado para o

tratamento do cancro, o) termo “co—administracao” e seus
derivados, como aqui utilizados, significam administracao
simultanea, ou gqualquer modo de administragao sequencial

separada, do composto de inibicdo de PI3 cinase como aqui
descrito e um ingrediente ou ingredientes activos adicionais,
conhecido por ser Util no tratamento do cancro, incluindo
tratamento de quimioterapia e radiacao. O termo ingrediente ou a
expressado ingredientes activos adicionais, como aqui utilizados,
inclui qualquer composto ou agente terapéutico conhecido ou gque
demonstra propriedades vantajosas, gquando administrado a um
doente a necessitar de tratamento para cancro. De um modo
preferido, se a administracdoc ndo for simultdnea, os compostos
sdo administrados numa estreita proximidade temporal entre si.
Além disso, nao 1importa se o8 compostos sao administrados na
mesma forma de dosagem, e. g., um composto pode ser administrado

topicamente e outro composto pode ser administrado oralmente.

Tipicamente, qualquer agente antineopldsico que tenha
actividade contra um tumor susceptivel sendo tratado pode ser
co-administrado no tratamento do cancro na presente invencdo. 0s

exemplos desses agentes podem-se encontrar em Cancer Principles
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and Practice of Oncology, por V.T. Devita e S. Hellman
(editores), 62 edicao (15 de Fevereiro de 2001), Lippincott
Williams & Wilkins Publishers. Com base nas caracteristicas
particulares dos farmacos e no cancro envolvido, alguém com
conhecimentos gerais na técnica seria capaz de discernir gue
combinacgdes de agentes seriam Uteis. Os agentes antineoplésicos
tipicos Uteis na presente invencdo incluem mas nao estao
limitados a agentes anti-microtubulo, tais como diterpendides e
alcaldides da vinca; complexos de coordenacao de platina;
agentes algquilantes, tais como iperites de azoto,
oxazafosforinas, alquilsulfonatos, nitrosoureias e triazenos;
agentes antibidticos, tais como antraciclinas, actinomicinas e
bleomicinas; inibidores de topoisomerase IT1, tal como
epipodofilotoxinas; antimetabolitos, tais Como andalogos
purinicos e pirimidinicos e compostos anti-folato; inibidores de
topoisomerase I, tal como camptotecinas; hormonas e analogos
hormonais; inibidores da wvia transducado de sinal; inibidores de
tirosina cinase nao receptora de angiogénese, agentes
imunoterapéuticos, agentes proapoptdticos; e inibidores de

sinalizacgdo de ciclo celular.

Os exemplos de um ingrediente ou ingredientes activos
adicionais (agente antineoplasico), para utilizacgao em
combinacdo ou co-administrado com o composto de inibicdo de AKT

presentemente inventado, sdao os agentes gquimioterapéuticos.

Os agentes anti-microtubulo ou antimitdético sdao agentes
especificos de fase, activos contra os microtubulos de células
tumorais durante a fase M ou a mitose do ciclo celular. Os
exemplos de agentes anti-microtubulo incluem mas nao estéao

limitados a diterpendides e alcaldides da vinca.
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Os diterpendides, gque sdo derivados de fontes naturais, séo
agentes anticancerigenos especificos de fase gue operam nas
fases G,/M do ciclo celular. Considera-se que os diterpendides
estabilizam a subunidade de tubulina [ dos microtubulos, pela
ligacdo com esta proteina. O desagrupamento da proteina parece
ser, entdao, inibido, com a mitose sendo interrompida e seguindo-
se morte celular. 0Os exemplos de diterpendides incluem mas nao

estdo limitados a paclitaxel e seu andlogo docetaxel.

0 paclitaxel, 5B,20-epoxi-1,2x,4,7B8,10x, 13a-hexa-
hidroxitax-1ll-en-9-ona 4,10-diacetato 2-benzoato 13-éster com
(2R, 3S) -N-benzoil-3-fenilisosserina; ¢ um produto de diterpeno
natural isolado da arvore do teixo do Pacifico Taxus brevifolia
e estd comercialmente disponivel como uma solugao injectavel
TAXOL®. E um membro da familia dos terpenos de taxano. Foi
isolado em primeiro lugar em 1971 por Wani et al. J. Am. Chem.
Soc., 93:2325. 1971), que caracterizaram a sua estrutura por
métodos quimicos e cristalograficos de raios X. Um mecanismo
para a sua actividade refere-se a capacidade de o paclitaxel se
ligar a tubulina inibindo, desse modo, o crescimento de células
de cancro. Schiff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
77:1561-1565 (1980); Schiff et al., Nature, 277:665-667 (1979);
Kumar, J. Biol. Chem, 256: 10435-10441 (1981). Para uma revisao
da sintese e actividade anticancerigena de alguns derivados de
paclitaxel wver: D. G. I. Kingston et al., Studies in Organic
Chemistry wvol. 26, intitulado *“New trends in Natural Products
Chemistry 1986"”, Attaur-Rahman, P.W. Le Quesne, Ed. (Elsevier,
Amesterdao, 1986) pp. 219-235.

O paclitaxel foi aprovado para wutilizacdao clinica no
tratamento do cancro ovariano refractdrio nos Estados Unidos

(Markman et al., Yale Journal of Biology and Medicine, 64:583,

21



1991; McGuire et al., Ann. Intem. Med., 111:273,1989) e para o
tratamento do cancro da mama (Holmes et al., J. Nat. Cancer
Inst., 83:1797,1991). E um potencial candidato para o tratamento
de neoplasmas na pele (Einzig et al., Proc. Am. Soc. C(Clin.
Oncol., 20:46) e carcinomas da cabeca e pesco¢o (Forastire
et al., Sem. Oncol., 20:56, 1990). O composto também mostra
potencial para o tratamento da doenca poliquistica do rim (Woo
et al., Nature, 368:750. 1994), cancro do pulmdo e maldria. O
tratamento de doentes com paclitaxel resulta em supressao de
medula o6ssea (maltiplas linhas celulares, Ignoff, R.J. et al.,
Cancer Chemotherapy Pocket Guide, 1998) relacionada com a
duracdo do doseamento acima de uma concentracdao limiar (50 nM)
(Kearns, C.M. et al., Seminars 1in Oncology, 3(6) p. 16-23,
1995) .

0 docetaxel, (2R, 3S8) -N-carboxi-3-fenilisoserina, éster
N-tert-butilico, 13-éster com 5-20-epoxi-1,2u,4,73,10p, 130-
hexa-hidroxitax-11l-en-9-ona 4-acetato 2-benzoato, tri-hidrato;
estd comercialmente disponivel como uma solugdo injectédvel como
TAXOTERE®. O docetaxel estd indicado para o tratamento do cancro
da mama. O docetaxel ¢ um derivado semi-sintético de
paclitaxel qg.v., preparado utilizando um precursor natural,
10-desacetil-bacatina III, extraido da agulha da &arvore de teixo
FEuropeia. A toxicidade limitante de dose do docetaxel é a

neutropenia.

Os alcaldides da vinca sao agentes antineopldasicos
especificos de fase derivados da planta pervinca. Os alcaldides
da vinca actuam na fase M (mitose) do ciclo celular pela ligacéao
especifica a tubulina. Consequentemente, a molécula de tubulina
ligada ¢é incapaz de se polimerizar em microtubulos. Considera-se

que a mitose seja interrompida na metafase, com morte celular a
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seguir. 0s exemplos de alcaldéides da vinca incluem mas nao estao

limitados a vinblastina, vincristina e vinorelbina.

A vinblastina, sulfato de vincaleucoblastina, esta
comercialmente disponivel como VELBAN®  como uma solugao
injectdvel. Embora tenha indicacdo possivel como uma terapia de
segunda linha de diversos tumores sdélidos, estd principalmente
indicada no tratamento de cancro testicular e diversos linfomas,
incluindo Doenga de  Hodgkin; e linfomas linfociticos e
histiociticos. A mielossupressdo € o efeito secunddrio limitante

de dose da vinblastina.

A vincristina, vincaleucoblastina, 22-oxo-, sulfato, esta
comercialmente disponivel como ONCOVIN® como uma solucdo
injectdvel. A vincristina estd indicada para o tratamento de
leucemias agudas e também encontrou utilizacdo em regimes de
tratamento para linfomas malignos de Hodgkin e nao Hodgkin. 2
alopecia e efeitos neuroldgicos sdao o efeito secunddrio mais
comum de vincristina e, em menor escala, ocorrem efeitos de

mielosupressdo e mucosite gastrointestinal.

A vinorelbina, 37,4’-dide-hidro -4’ -desoxi-C’-
norvincaleucoblastina [R-(R*,R*)-2,3-di-hidroxibutanedioato
(1:2) (sal) ], comercialmente disponivel como uma solucéao

-

injectdvel de ‘tartarato de vinorelbina (NAVELBINE®), & um
alcaldide da vinca semi-sintético. A vinorelbina estd indicada
como um uUnico agente ou em combinacdo com outros agentes
gquimioterapéuticos, tal como cisplatina, no tratamento de
diversos tumores sdlidos, particularmente cancros do pulmao de
células nao pequenas, da mama avancados e da préstata
refractdrio a hormonas. A mielossupressdo € o efeito secundario

limitante de dose mais comum da vinorelbina.
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Os complexos de coordenacao de platina sao agentes
anticancerigenos nao especificos de fase, qgue sdao interactivos
com ADN. Os complexos de platina entram nas células tumorais,
sofrem aquagdo e formam ligagdes cruzadas intracadeia e
intercadeia com ADN, causando efeitos bioldgicos adversos no
tumor. 0Os exemplos de complexos de coordenacgcao de platina

incluem mas nao estdo limitados a cisplatina e carboplatina.

A cisplatina, cis-diaminodicloroplatina, estéd
comercialmente disponivel como PLATINOL® como uma solucdo
injectdavel. A cisplatina estéd ©principalmente indicada no
tratamento do cancro testicular metastdtico e ovariano e cancro
da bexiga avancado. Os principais efeitos secunddrios limitantes
de dose da cisplatina sdao nefrotoxicidade, que pode ser

controlada por hidratacdo, e diurese e ototoxicidade.

A carboplatina, platina, diamina [1,1-ciclobutano-
dicarboxilato(2-)-0,0"1, estd comercialmente disponivel como
PARAPLATIN® como uma solucdo injectdvel. A carboplatina estd
principalmente indicada na primeira e segunda linha de
tratamento de carcinoma ovariano avancgado. A supressao de medula

6ssea é toxicidade limitante de dose da carboplatina.

Os agentes alquilantes sao agentes anticancerigenos néao
especificos de fase e fortes electrdéfilos. Tipicamente, os
agentes alquilantes formam ligagdes covalentes, por alquilacgao,
a ADN, através de fraccgdes nucleofilicas da molécula de ADN,
tais como grupos fosfato, amino, sulfidrilo, hidroxilo,
carboxilo e imidazole. Essa alquilacdo dissocia a funcgédo de
dcido nucleico, conduzindo a morte celular. Os exemplos de
agentes alquilantes incluem mas nao estdo limitados a iperites

de azoto, tais como ciclofosfamida, melfalano e clorambucilo;
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sulfonatos de algquilo, tal como bussulfano; nitrosoureias, tal

como carmustina; e triazenos, tal como dacarbazina.

A ciclofosfamida, 2-6xido de 2-[bis(2-cloroetil)amino]
tetra-hidro-2H-1, 3, 2-oxazafosforina mono-hidrato, esta
comercialmente disponivel como uma solucgao injectavel ou
comprimidos como CYTOXAN®. A ciclofosfamida estd indicada como um
tnico agente ou em combinacgao com outros agentes
gquimioterapéuticos, no tratamento de linfomas malignos, mieloma
multiplo e leucemias. A alopecia, ndusea, vémitos e leucopenia
sdo os efeitos secunddrios limitantes de dose mais comuns da

ciclofosfamida.

O melfalano, 4-[bis(2-cloroetil)amino]-L-fenilalanina, esta
comercialmente disponivel como uma solucdo injectavel ou
comprimidos como ALKERAN®. O melfalano estd indicado para o
tratamento paliativo do mieloma maltiplo e carcinoma epitelial
ndo resseciondvel do ovario. A supressdo de medula o6ssea € o

efeito secunddrio limitante de dose mais comum do melfalano.

0 clorambucilo, acido 4-[bis(2-cloroetil)amino]
benzenobutandico, esta comercialmente disponivel Ccomo
comprimidos de LEUKERAN®. O clorambucilo estd indicado para o
tratamento paliativo da leucemia 1linfdtica crdénica e linfomas
malignos, tais como linfossarcoma, linfoma folicular gigante e
doenca de Hodgkin. A supressao de medula o6ssea é o efeito

secunddrio limitante de dose mais comum do clorambucilo.
O bussulfano, dimetanossulfonato de 1,4-butanodiol, esta

comercialmente disponivel como MYLERAN® TABLETS. O bussulfano

estd indicado para o tratamento paliativo de leucemia mieldgena
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crdénica. A supressdo de medula odssea € o efeito secundario

limitante de dose mais comum do bussulfano.

A carmustina, 1,3-[bis(2-cloroetil)-1l-nitrosoureia, estéd
comercialmente disponivel como frascos—ampola individuais de
material liofilizado como BiCNU®. A carmustina estd indicada para
o tratamento paliativo como um agente uUnico ou em combinacdo com
outros agentes para tumores cerebrais, mieloma multiplo, doencga
de Hodgkin e linfomas nado Hodgkin. A mielossupressao retardada é

0 efeito secunddrio limitante de dose mails comum da carmustina.

A dacarbazina, 5-(3,3-dimetil-1-triazeno)-imidazole—-4-
carboxamida, estd comercialmente disponivel como frascos—ampola
individuais de material como DTIC-Dome®. A dacarbazina esta
indicada para o tratamento de melanoma maligno metastdtico e em
combinac¢do com outros agentes para o tratamento de segunda linha
da Doenga de Hodgkin. Nausea, vémitos e anorexia s&o os efeitos

secunddrios limitantes de dose mais comuns da dacarbazina.

Os antineoplédsicos antibidéticos sao agentes ndo especificos
de fase que se ligam ou intercalam com ADN. Tipicamente, essa
accdo resulta em complexos de ADN estdveis ou ruptura de cadeia,
que dissocia a funcdo comum dos &cidos nucleicos, conduzindo a
morte celular. Os exemplos de agentes antineopldsicos
antibidéticos incluem mas nao estdo limitados a actinomicinas,
tal como dactinomicina, antrociclinas, tails como daunorubicina e

doxorubicina; e bleomicinas.
A dactinomicina, também conhecida como Actinomicina D, estéd

comercialmente disponivel na forma injectdvel como COSMEGEN®. A

dactinomicina estd indicada para o tratamento do tumor de Wilm e
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rabdomiossarcoma. N&usea, vémitos e anorexia sdo os efeitos

secunddrios limitantes de dose mais comuns da dactinomicina.

A daunorubicina, cloridrato de (8S-cis-)-8-acetil-10-[(3-
amino-2, 3, 6-tridesoxi-a-L-1lixo-hexopiranosil)oxil]-7,8,9,10-
tetra-hidro-6,8,1ll-tri-hidroxi-l1-metoxi-5,12 naftacenodiona,
estd comercialmente disponivel como uma forma injectavel
lipossomal como DAUNOXOME® ou como um injectavel como
CERUBIDINE®. A daunorubicina estd indicada para a inducdo de
remissdao no tratamento da leucemia nao linfocitica aguda e

sarcoma de Kaposi associado a VIH avancado. A mielossupressao é

0 efeito secundario limitante de dose mais comum da
daunorubicina.
A doxorubicina, cloridrato de (8S, 10S)-10-[(3—-amino-2,3,6-

tridesoxi-a-L-1lixo-hexopiranosil)oxi]-8-glicoloil,
7,8,9,10-tetra-hidro-6,8,1ll-tri-hidroxi-l-metoxi-5,12
naftacenodiono, estd comercialmente disponivel como uma forma
injectdvel como RUBEX® ou ADRIAMICINA RDF®. A doxorubicina estd
principalmente indicada para o tratamento de leucemia
linfoblastica aguda e leucemia mieloblastica aguda, mas também é
um componente Util no tratamento de alguns tumores sdélidos e
linfomas. A mielossupressdo é o efeito secundario limitante de

dose mais comum da doxorubicina.

A bleomicina, uma mistura de antibidticos de glicopéptidos
citotdxicos isolados da estirpe de Streptomyces verticillus,
estd comercialmente disponivel como BLENOXANE®. A bleomicina esté
indicada como um tratamento paliativo, como um agente uUnico ou
em combinacdo com outros agentes, do carcinoma espinocelular,

linfomas e carcinomas testiculares. As toxicidades pulmonares e
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cutaneas sdo o0s efeitos secundarios limitantes de dose mais

comuns da bleomicina.

Os 1inibidores de topoisomerase II incluem mas nao estéao

limitados a epipodofilotoxinas.

As epipodofilotoxinas sao agentes antineopléasicos
especificos de fase derivados da planta mandréagora. As
epipodofilotoxinas tipicamente afectam células nas fases S e G;
do ciclo celular, pela formacdo de um complexo terndrio com
topoisomerase II e ADN causando rupturas de cadeia de ADN. As
rupturas de cadeia acumulam-se e segue-se a morte celular. Os
exemplos de epipodofilotoxinas incluem mas nao estdo limitados a

etoposido e teniposido.

0 etoposido, 4’ -desmetil-epipodofilotoxina
9[4,6-0-(R)—-etilideno-B-D-glucopirandésido], estd comercialmente
disponivel como uma solucdo injectdvel ou cédpsulas como VePESID®
e €& geralmente conhecido como VP-16. O etoposido estda indicado
como um agente uUnico ou em combinagdo com outros agentes de
gquimioterapia no tratamento de cancros testiculares e de células
ndo pequenas do pulmdo. A mielossupressadao é o efeito secundario

mais comum do etoposido. A incidéncia de leucopenia tende a ser

mais grave do que a trombocitopenia.

0 teniposido, 4’ -desmetil-epipodofilotoxina
9[4,6-0-(R)-tenilideno-B-D-glucopirandésido], estd comercialmente
disponivel como uma solucdo injectdvel como VUMON® e é geralmente
conhecido como VM-26. O teniposido estd indicado como um agente
inico ou em combinagcdo com outros agentes de gquimioterapia no

tratamento da leucemia aguda em criancas. A mielossupressdao € o
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efeito secunddrio limitante de dose mais comum do teniposido. O

teniposido pode induzir leucopenia e trombocitopenia.

Os agentes neoplédsicos antimetabolito sao agentes
antineoplasicos especificos de fase que actuam na fase S
(sintese de ADN) do ciclo celular, pela inibicdao da sintese de
ADN ou pela inibicdo da sintese de Dbases purinicas ou
pirimidinicas e, desse modo, limitando a sintese de ADN.
Consequentemente, a fase S nao prossegue e segue-se a morte
celular. Os exemplos de agentes antineoplédsicos antimetabolito
incluem mas nao estdao limitados a fluorouracilo, metotrexato,

citarabina, mecaptopurina, tioguanina e gemcitabina.

A 5-fluorouracil, 5-fluoro-2, 4- (1H,3H) pirimidinodiona,
esté comercialmente disponivel como fluorouracilo. A
administracdo de 5-fluorouracilo conduz a inibicdo da sintese de
timidilato e também estd incorporado em ARN e ADN. O resultado é
tipicamente a morte celular. 0O b5-fluorouracilo estd indicado
como um agente uUnico ou em combinagdo com outros agentes de
guimioterapia no tratamento de carcinomas da mama, cdélon, recto,
estdmago e péancreas. A mielossupressdo e mucosite sdo efeitos
secunddrios limitantes de dose do 5-fluorouracilo. Outros
andlogos de fluoropirimidina incluem 5-fluoro desoxiuridina

(floxuridina) e monofosfato de 5-fluorodesoxiuridina.

A citarabina, 4-amino-1-B-D-arabinofuranosil-2
(1H) -pirimidinona, estd comercialmente disponivel como CYTOSAR-U®
e ¢é geralmente conhecido como Ara-C. Considera-se que a
citarabina exibe especificidade de fase celular na fase S pela
inibicdo do elongamento pela cadeia de ADN por incorporacgao
terminal de citarabina na cadeia de ADN em crescimento. 2

citarabina estd indicada como um agente uUnico ou em combinacéo
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com outros agentes de quimioterapia no tratamento da leucemia
aguda. Outros andlogos de citidina incluem 5-azacitidina e
2’7 ,2'-difluorodesoxicitidina (gemcitabina). A citarabina induz

leucopenia, trombocitopenia e mucosite.

A mercaptopurina, 1, 7-di-hidro-6H-purina-6-tiona
mono—hidrato, estd comercialmente disponivel como PURINETHOL®. A
mercaptopurina exibe especificidade de fase celular na fase S,
pela inibicgcdo da sintese de ADN por um mecanismo até agora nao
especificado. A mercaptopurina estd indicada como um agente
inico ou em combinagdo com outros agentes de qguimioterapia no
tratamento da leucemia aguda. A mielossupressao e mucosite
gastrointestinal sao efeitos secundarios esperados de
mercaptopurina a doses elevadas. A azatioprina € um andlogo de

mercaptopurina util.

A tioguanina, 2-amino-1,7-di-hidro-6H-purina-6-tiona, esté
comercialmente disponivel como TABLOID®. A tioguanina exibe
especificidade de fase celular na fase S, pela inibicao da
sintese de ADN por um mecanismo até agora nao especificado. A
tioguanina estd indicada como um agente Unico ou em combinacéo
com outros agentes de qguimioterapia no tratamento da leucemia
aguda. A mielossupressédo, incluindo leucopenia, trombocitopenia
e anemia, é o efeito secunddrio limitante de dose mais comum da
administracao de tioguanina. Contudo, ocorrem efeitos
secunddrios gastrointestinais e podem ser limitantes de dose.
Outros analogos purinico incluem pentostatina,

eritro-hidroxinoniladenina, fosfato de fludarabina e cladribina.

A gemcitabina, monocloridrato de 2"'-desoxi-2",
2’-difluorocitidina (isdémero B), estd comercialmente disponivel

como GEMZAR®. A gemcitabina exibe a especificidade de fase

30



celular na fase S e pelo Dblogqueio da progressdo de células
através da fronteira G1/S. A gemcitabina estd indicada em
combinagao com cisplatina no tratamento do cancro de células nao
pequenas do pulmdo localmente avancado e isoladamente no
tratamento de cancro pancreatico localmente avancado. A
mielossupressao, incluindo leucopenia, trombocitopenia e anemia,
¢ o efeito secundario limitante de dose mais comum da

administracao de gemcitabina.

0 metotrexato, acido N-[4[[(2,4-diamino-6-pteridinil)
metil]lmetilamino]benzoil]-L-glutémico, estéd comercialmente
disponivel como metotrexato sddico. O metotrexato exibe efeitos
de fase celular especificamente na fase S pela inibicdo da
sintese, reparacdo e/ou replicacdo de ADN através da inibicdo da
dcido di-hidrofdélico redutase que é requerida para a sintese de
nucledétidos purinicos e timidilato. O metotrexato estd indicado
como um agente uUnico ou em combinagcdo com outros agentes de
gquimioterapia no tratamento de coriocarcinoma, leucemia
meningea, linfoma ndo Hodgkin e carcinomas da mama, cabecga,
pescocgo, ovario e Dbexiga. A mielossupressao (leucopenia,
trombocitopenia e anemia) e mucosite sdo efeitos secundarios

esperados da administracdao de metotrexato.

As camptotecinas, incluindo camptotecina e derivados de
camptotecina, estdo disponiveis ou sob desenvolvimento como
inibidores da Topoisomerase I. Considera-se gque a actividade
citotdéxica de camptotecina estd relacionada com a sua actividade
inibidora de Topoisomerase I. Os exemplos de camptotecina
incluem mas ndo estdo limitados a irinotecano, topotecano e as
diversas formas Opticas de 7-(4-metilpiperazino-metileno)-10,11-

etilenodioxi-20-camptotecina descritas abaixo.
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0 irinotecano HC1, cloridrato de (45)-4,11-dietil-4-
hidroxi-9-[ (4-piperidinopiperidino) carboniloxi]-1H-pirano
[37,47,6,7]indolizino[1,2-b]lquinolina-3,14(4H,12H)-diona, esta

comercialmente disponivel como a solucdo injectdvel CAMPTOSAR®.

O irinotecano é um derivado de camptotecina que se 1liga,
juntamente com o seu metabolito activo SN-38, ao complexo de
topoisomerase I - ADN. Considera-se que a citotoxicidade ocorre
como resultado de rupturas de <cadeia dupla irreparaveis,
causadas por interaccéao do complexo ternario de
topoisomerase I:ADN:irinotecano ou SN-38 com enzimas de
replicacdo. O irinotecano estda indicado para tratamento de
cancro metastatico do cdlon ou recto. 0Os efeitos secundérios
limitantes de dose do irinotecano HCl1 sao mielossupressao,

incluindo neutropenia e efeitos GI, incluindo diarreia.

O topotecano HC1l, monocloridrato de (S)-10-[(dimetilamino)
metil]-4-etil-4,9-di-hidroxi-1H-pirano([3’,4’,6,7]indolizino[1l, 2-
blguinolina-3, 14— (4H, 12H) -diona, estd comercialmente disponivel
como a solucdo injectdvel HYCAMTIN®. O topotecano é um derivado
de camptotecina gque se liga ao complexo de topoisomerase I - ADN
e previne a religacdo de rupturas de cadeia simples causadas por
Topoisomerase I em resposta a deformacdo devida a torcgdo da
molécula de ADN. O topotecano estd indicado para tratamento de
segunda linha de carcinoma metastdtico do ovario e cancro de
células pequenas do pulmdo. O efeito secunddrio limitante de
dose do topotecano HC1 ¢é a mielossupressao, principalmente

neutropenia.
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Também ¢é de interesse o derivado de camptotecina de
férmula A seguinte, actualmente sob desenvolvimento, incluindo a
forma da mistura racémica (R,S), assim como os enantidmeros R e

S
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conhecidos pelo nome quimico “7-(4-metilpiperazino-metileno)-
10,11-etilenodioxi-20 (R, S)-camptotecina (mistura racémica) ou
“T-(4-metilpiperazino-metileno)-10,11-etilenodioxi-20(R) -
camptotecina (enantidmero R) ou “7-(4-metilpiperazino-metileno)-—
10,11-etilenodioxi-20(S)-camptotecina (enantidémero S). Esse
composto, assim como compostos relacionados, sao descritos,
incluindo métodos de preparacao, nas Patentes U.S. N° 6063923;
5342947; 5559235; 5491237 e Pedido de Patente U.S. pendente
N° 08/977217, depositado a 24 de Novembro de 1997.

As hormonas e andlogos hormonais sdo compostos uUtels para
tratamento de cancros nos gquais hé& uma relacdo entre af(s)
hormona(s) e crescimento e/ou auséncia de crescimento do cancro.
Os exemplos de hormonas e andlogos hormonais Uteis no tratamento
de cancro incluem mas nao estao limitados a
adrenocorticosterdides, tais como prednisona e prednisolona, que
sdo uteis no tratamento de linfoma maligno e leucemia aguda em
criancas; aminoglutetimida e outros inibidores de aromatase,

talis como anastrozol, letrazol, vorazol e exemestano, uteilis no
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tratamento de carcinoma adrenocortical e carcinoma da mama
dependente de hormona contendo receptores de estrogénio;
progestrinas, tal como acetato de megestrol, Util no tratamento
do cancro da mama dependente de hormona e carcinoma do
endométrio; estrogénios, androgénios e anti-androgénios, tais
como flutamida, nilutamida, bicalutamida, acetato de ciproterona
e bo-redutases, tais como finasterida e dutasterida, uteis no
tratamento de carcinoma prostdtico e  hipertrofia prostéatica
benigna; antiestrogénios, tais como tamoxifeno, toremifeno,
raloxifeno, droloxifeno, iodoxifeno, assim como moduladores
selectivos de receptor de estrogénio (SERMS), tais como o0s
descritos nas Patentes U.S. N° 5681835, 5877219 e 6207716, uteis
no tratamento do carcinoma da mama dependente de hormona e
outros cancros susceptiveis; e hormona de libertacao de
gonadotropina (GnRH) e seus andlogos que estimulam a libertacéo
da hormona luteinizante (LH) e/ou hormona foliculo-estimulante
(FSH) para o tratamento de carcinoma prostatico, por exemplo,
agonistas e antagonistas de LHRH, tais como acetato de

goserelina e luprolida.

Os inibidores da wvia de transdugdo de sinal sao os
inibidores que bloqueiam ou inibem um processo guimico que evoca
uma alteracdo intracelular. Como aqui utilizado, esta alteracao
¢ a proliferagcdo ou diferenciacdo celular. Os inibidores de
transducgao de sinal Uteis na presente invencao incluem
inibidores de tirosinas cinases receptoras, tirosinas cinases
nao receptoras, bloqueadores do dominio de SH2/SH3,

serina/treonina cinases, fosfotidilinositol-3 cinases,

sinalizagdao de miocinositol e oncogenes Ras.

Vadrias tirosinas cinases proteicas catalisam a fosforilacéo

de residuos de tirosilo especificos em diversas proteinas
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envolvidas na regulagdo do crescimento celular. Essas tirosinas
cinases proteicas podem ser em geral classificadas como cinases

receptoras ou nac receptoras.

As tirosinas cinases receptoras sao proteinas
transmembranares tendo um dominio de ligac¢ado de ligando
extracelular, um dominio transmembranar e um dominio de tirosina
cinase. As tirosinas <cinases receptoras estdao envolvidas na
regulacao do crescimento celular e sao, em geral, designadas
receptores de factor de <crescimento. Demonstrou-se dque a
activacdo inapropriada ou descontrolada de muitas destas
cinases, 1. e., actividade aberrante de receptor de factor de
crescimento de cinase, ©por exemplo POr sSuperexpressac ou
mutacao, resulta em crescimento celular descontrolado.
Consequentemente, a actividade aberrante dessas cinases foi
ligada ao crescimento tecidular maligno. Consequentemente, o0s
inibidores dessas <cinases poderiam proporcionar métodos de
tratamento de cancro. Os receptores de factores de crescimento
incluem, por exemplo, receptor do factor de <crescimento
epidérmico (EGFr), receptor do factor de crescimento derivado de
plaguetas (PDGFr), erbB2, erbB4, receptor do factor de
crescimento endotelial wvascular (VEGFr), tirosina cinase com
dominios de homologia semelhante a imunoglobulina e do factor de
crescimento epidérmico (TIE-2), receptor do factor-I de
crescimento de insulina (IGFI), factores de estimulacdo de

coldénias de macrdédéfagos (cfm), BTK, ckit, cmet, receptores do

factor de crescimento de fibroblastos (FGF), receptores de Trk
(Trka, TrkB e TrkC), receptores de efrina (eph) e 0
proto-oncogene RET. Varios inibidores de receptores de

crescimento estdao sob desenvolvimento e incluem antagonistas de
ligando, anticorpos, inibidores de tirosina cinase e

oligonucledétidos anti-sentido. Os receptores dos factores de

35



crescimento e agentes que inibem a funcdo de receptor de factor
de crescimento sao descritos, por exemplo, em Kath, John C.,
Exp. Opin. Ther. Patents (2000) 10(6):803-818; Shawver et al.
DDT Vol. 2, N° 2, Fevereiro de 1997; e Lofts, F. J. et al.,
“Growth factor receptors as targets’”, New Molecular Targets for
Cancer Chemotherapy, ed. Workman, Paul e Kerr, David, CRC press

1994, Londres.

As tirosinas cinases que nao sao cinases receptoras de
factor de crescimento sao designadas tirosinas cinases néao
receptoras. As tirosinas cinases nao receptoras para utilizacéo
na presente 1invencao, dque sao alvos ou potenciais alvos de
farmacos anticancerigenos, incluem c¢Src, Lck, Fyn, Yes, Jak,
cAbl, FAK (Cinase de adesao focal), tirosina cinase de Bruton e
Bcr—-Abl. Essas tirosinas cinases nao receptoras e agentes que
inibem a funcgdo de tirosina cinase nao receptora sao descritos
em Sinh, S. e Corey, S$.J., (1999) Journal of Hematotherapy and
Stem Cell Research 8 (5): 465 - 80; e Bolen, J.B., Brugge, J.S.,

(1997) Annual review of Immunology. 15: 371-404.

Os Dbloqueadores do dominio de SH2/SH3 sdo agentes que
dissociam o dominio SH2 ou SH3 numa variedade de enzimas ou
proteinas adaptadoras, incluindo subunidade p85 de PI3-K,
cinases da familia de Src, moléculas adaptadoras (Shc, Crk, Nck,
Grb2) e Ras-GAP. Os dominios de SH2/SH3 como alvos para
fdrmacos anticancerigenos sao discutidos em Smithgall, T.E.
(1995), Journal of Pharmacological and Toxicological Methods.

34(3) 125-32.

Os inibidores das Serinas/Treoninas Cinases incluindo
bloqueadores da cascata de MAP cinase que incluem blogueadores

das Raf cinases (rafk), Cinase Regulada por Mitogénio ou
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Extracelular (MEK) e Cinases Reguladas Extracelulares (ERK); e
bloqueadores dos membros da familia da Proteina <cinase C,
incluindo os bloqueadores de PKC (alfa, beta, gama, épsilon, mu,
lambda, iota, =zeta). Familia de cinases de TIkB (IKKa, IKKb),
cinases da familia de PKB, membros da familia de cinase de akt e
cinases receptoras de TGF beta. Essas Serinas/Treoninas cinases
e seus inibidores sao descritos em Yamamoto, T., Taya, S.,
Kaibuchi, K., (1999), Journal of Biochemistry. 126 (5) 799-803;
Brodt, P, Samani, A. e Navab, R. (2000), Biochemical
Pharmacology, 60. 1101-1107; Massague, J., Weils-Garcia, F.
(1996) Cancer Surveys. 27:41-64; Philip, P.A. e Harris, A.L.
(1995), Cancer Treatment and Research. 78: 3-27, Lackey, K.
et al. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, (10), 2000,
223-226; Patente U.S. N° 6268391; e Martinez-Iacaci, L., et al.,
Int. J. Cancer (2000), 88(1l), 44-52.

Os inibidores dos membros da familia da
Fosfotidilinositol-3 Cinase, incluindo bloqueadores da
PI3-cinase, ATM, DNA-PK e Ku, também podem ser Uteis na presente
invencao. Essas cinases s&ao discutidas em Abraham, R.T. (1996),
Current Opinion 1in Immunology. 8 (3) 412-8; Canman, C.E., Lim,
D.S. (1998), Oncogene 17 (25) 3301-3308; Jackson, S.P. (1997),
International Journal of Biochemistry and Cell Biology. 29
(7):935-8; e Zhong, H. et al., Cancer res, (2000) 60(6),
1541-1545.

Também sao de interesse na presente invencgdo os inibidores
da sinalizagcao de Mioinositol, tais como blogqueadores de
fosfolipase C e andlogos de Mioinositol. Esses inibidores de
sinal sdo descritos em Powis, G., e Kozikowski A., (1994) New
Molecular Targets for Cancer Chemotherapy ed., Paul Workman e

David Kerr, CRC press 1994, Londres.
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Outro grupo de inibidores da via de transducdo de sinal séo
0s inibidores do Oncogene Ras. Esses inibidores incluem
inibidores da farnesiltransferase, geranil-geranil transferase e
proteases CAAX, assim como oligonucledétidos anti-sentido,
ribozimas e imunoterapia. Mostrou-se qgue esses 1inibidores
bloqueiam a activagdo de ras em células contendo ras mutante de
tipo selvagem actuando, desse modo, como agentes
antiproliferacdo. A 1inibigdo do oncogene Ras € discutida em
Scharovsky, 0.G., Rozados, V.R., Gervasoni, S.I. Matar, P.
(2000), Journal of Biomedical Science. 7(4) 292-8; Ashby, M.N.
(1998), Current Opinion in Lipidology. 9 (2) 99 - 102; e
BioChim. Biophys. Acta, (19899) 1423(3):19-30.

Como mencionado acima, os antagonistas de anticorpo para
ligagao de ligando de cinase receptora também podem servir como
inibidores da transducado de sinal. Este grupo de inibidores da
via de transducao de sinal inclui a utilizacdo de anticorpos
humanizados para o dominio de ligacao de ligando extracelular de
tirosinas cinases receptoras. Por exemplo o anticorpo especifico
de EGFR Imclone CC225 (ver Green, M.C. et al., Monoclonal
Antibody Therapy for Solid Tumors, Cancer Treat. Rev., (2000),
26(4), 269-286); Anticorpo de erbB2 Herceptin® (ver Tyrosine
Kinase Signalling in Breast cancer:erbB Family Receptor Tyrosine
Kniases, Breast cancer Res., 2000, 2(3), 176-183); e anticorpo
especifico de 2CB VEGFR2 (ver Brekken, R.A. et al., Selective
Inhibition of VEGFR2 Activity by a monoclonal Anti-VEGF antibody

blocks tumor growth in mice, Cancer Res. (2000) 60, 5117-5124).

Os inibidores de angiogénese de cinase nao receptora também
podem ser Uteis na presente invencdo. 0Os inibidores de VEGFR e
TIE2 relacionados com angiogénese sao discutidos acima no gue

respeita a inibidores de transdug¢do de sinal (ambos  o0s
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receptores s&o tirosinas cinases receptoras). A angiogénese
estd, em geral, ligada a sinalizacdo de erbB2/EGFR, visto que se
mostrou que os inibidores de erbB2 e EGFR inibem a angiogénese,
principalmente a expressao de VEGF. Consequentemente, 0s
inibidores de tirosina cinase nao receptora podem ser utilizados
em combinagdo com os compostos da presente invencao. Por
exemplo, o0s anticorpos anti-VEGF, que nédo reconhecem VEGFR (a
tirosina cinase receptora), mas ligam-se ao ligando; inibidores
de moléculas pequenas de integrina (alfa, betas) que inibirdao a
angiogénese; endostatina e angiostatina (ndo RTK) também se
podem revelar uUteis em combinagdo com os compostos divulgados.
(Ver Bruns CJ et al., (2000), Cancer Res., 60: 2926-2935;
Schreiber AR, Winkler ME e Derynck R. (1986), Science, 232:
1250-1253; Yen L et al. (2000), Oncogene 19: 3460-3469).

Os agentes utilizados em regimes imunoterapéuticos também
podem ser uUteis em combinacdo com o composto da invencdo. HA um
numero de estratégias 1imunoldégicas para gerar uma resposta
imunitdria. Estas estratégias estdo, em geral, no dominio das
vacinacdes tumorais. A eficdcia das abordagens imunoldgicas pode
ser grandemente melhorada através de inibigao combinada das vias
de sinalizacédo, utilizando um inibidor de molécula pequena. A
discussdao da abordagem de vacina imunoldgica/tumoral contra
erbB2/EGFR é encontrada em Reilly RT et al. (2000), Cancer Res.
60: 3569-3576; e Chen Y, Hu D, Eling DJ, Robbins J e Kipps TJ.
(1998), Cancer Res. 58: 1965-1971.

Os agentes wutilizados em regimes proapoptdticos (e. g.,
oligonucledétidos anti-sentido de bcl-2) também podem ser
utilizados na combinacao da presente invencao. O0Os membros da
familia de proteinas de Bcl-2 blogueiam a apoptose. A regulacéao

positiva de bcl-2 foi, por conseguinte, ligada a
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quimioresisténcia. Estudos mostraram que o factor de crescimento
epidérmico (EGF) estimula os membros anti-apoptdéticos da familia
de Dbcl-2 (i. e., mcl-1). Por conseguinte, as estratégias
concebidas para regular negativamente a expressao de bcl-2 em
tumores demonstraram beneficio clinico e estdo agora em ensaios
de Fase II/III, nomeadamente o oligonucledétido anti-sentido de
bcl-2 G3139 da Genta. Essas estratégias proapoptdéticas
utilizando a estratégia de oligonucledétido anti-sentido para
bcl-2 sdo discutidas em Water JS et al. (2000), J. Clin. Oncol.
18: 1812-1823; e Kitada S et al. (1994), Antisense Res. Dev. 4:
71-79.

Os inibidores da sinalizacao do c¢iclo celular inibem
moléculas envolvidas no controlo do ciclo celular. Uma familia
de proteinas cinases denominadas cinases dependentes de ciclina
(CDK) e sua interaccdo com uma familia de proteinas designadas
ciclinas controla a progressdo pelo ciclo celular eucaridtico. A
activacado e 1inactivacao coordenada de diferentes complexos de
ciclina/CDK € necessaria para a progressdao normal pelo ciclo
celular. Varios inibidores da sinalizacdo do ciclo celular estao
em desenvolvimento. Por exemplo, 0s exemplos de cinases
dependentes de ciclina, incluindo CDK2, CDK4 e CDK6 e inibidores
para as mesmas sao descritos, por exemplo, em Rosania et al.,

Exp. Opin. Ther. Patents (2000) 10(2):215-230.

Numa forma de realizagao, o tratamento do cancro inclui a
co-—administracdo do composto da invengdo e/ou um seu sal
farmaceuticamente aceitavel e, pelo menos, um agente
antineoplédsico, tal como um seleccionado do grupo consistindo em
agentes anti-microtubulo, complexos de coordenacao de platina,
agentes alguilantes, agentes antibiéticos, inibidores de

topoisomerase II, antimetabolitos, inibidores de topoisomerase
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I, hormonas e andlogos hormonais, inibidores da wvia de
transducadao de sinal, inibidores de tirosina cinase nao receptora
de angiogénese, agentes imunoterapéuticos, agentes

proapoptdéticos e inibidores de sinalizacdo de ciclo celular.

Devido ao composto farmaceuticamente activo da presente
invengao ser activo como um inibidor de PI3 cinase,
particularmente o composto modula/inibe a PI3Koa, € util no
tratamento do cancro. Devido ao composto farmaceuticamente
activo da presente invencdo também ser activo contra um ou mais
de PI3Kd, PI3KR e/ou PI3Ky, este exibe utilidade terapéutica no
tratamento de um estado de doenca seleccionado de: disturbios
auto-imunes, doencas inflamatdrias, doencas cardiovasculares,
doencgas neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatite, faléncia
multiorgdnica, doencgas renais, agregacdo plagquetdaria, motilidade
de esperma, rejeicao de transplantacdo, rejeicdo de enxerto e

lesdes pulmonares.

Quando o composto da invencdo ¢é administrado para o
tratamento de um estado de doenca seleccionado de: disturbios
auto-imunes, doencas inflamatdrias, doencgas cardiovasculares,
doencas neurodegenerativas, alergia, cancro, asma, pancreatite,
faléncia multiorgénica, doencas renais, agregacdo plagquetaria,
motilidade de esperma, rejeicao de transplantacao, rejeicdo de
enxerto ou lesdes pulmonares, o termo “co-administracdo” e seus
derivados, como aqui utilizado, significa administracao
simulténea, ou qualquer modo de administracgao sequencial
separada, do composto de inibicdo de PI3 cinase como aqui
descrito e um ingrediente ou ingredientes activos adicionais,
conhecido por ser Util no tratamento desse disturbio auto-imune,
cancro, doengas inflamatdrias, doencas cardiovasculares, doencga

neurodegenerativa, alergia, asma, pancreatite, faléncia
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multiorgdnica, doencas renais, agregacdo plagquetdaria, motilidade
de esperma, rejeicdao de transplantacdo, rejeicdo de enxerto e/ou

lesdes pulmonares.

Ensaios bioldgicos

Ensaio Leadseeker SPA de PI3K alfa

O composto da presente invencao foi testado de acordo com

0s seguintes ensaios e verificou-se ser activo contra PI3Kao.

Principio de ensaio

As esferas de imagiologia de SPA sao microsferas contendo
cintilante gque emitem 1luz na regido do vermelho do espectro
visivel. Como resultado, estas esferas sao idealmente adequadas
para utilizar com um imagiador de CCD, tal como o Viewlux. As
esferas Leadseeker utilizadas neste sistema sado esferas de
poliestireno que foram ligadas com polietilenoimina. Quando
adicionadas a mistura de ensaio, as esferas absorvem o substrato
(PIP2) e produto (PIP3). A P**-PIP3 adsorvida causard um aumento
no sinal, medido como ADU (andlogo a unidades digitais). Este
protocolo detalha a utilizacdo das esferas de Leadseeker PEI-PS

para ensaios utilizando His-pll0/p85 PI3K alfa.

Protocolo de ensaio

Os compostos sdlidos sédo tipicamente plaqueados com 0,1 uL

de 100% de DMSO em todos o0s pogos (excepto colunas 6 e 18) de
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uma placa de pequeno volume, de 384 pocos, de fundo redondo
(Greiner 784075). Os compostos sao serialmente diluidos (3 vezes
em 100% de DMSO) em toda a placa, desde a coluna 1 até a coluna
12 e coluna 13 até a coluna 24 e deixando as colunas 6 e 18
contendo apenas DMSO, para produzir 11 concentracdes para cada

composto de teste.

O tampao de ensaio contém MOPS (pH 6,5), CHAPS e DTT. A
PI3K alfa e PIP2 (L-alfa-D-mio-Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
[PI(4,5)P2]13-0-fosfo 1ligado, D(+)-sn-1,2-di-O-octanoilgliceril,
CellSignals N° 901) sao misturadas e incubadas na placa com
composto, durante 30 min, antes do inicio da reaccadao com a
adicdo de P”-ATP e MgCl, (reagentes adicionados utilizando
Zoom). Os pogos sem enzima (coluna 18) sdao tipicamente feitos
para determinar o controlo inferior. As esferas Leadseeker
PEI-PS em PBS/EDTA/CHAPS sao adicionadas (por Multidrop) para
neutralizar a reaccdo e as placas sao deixadas incubar durante,
pelo menos, uma hora (tipicamente, de um dia para o outro) antes
da centrifugacdo. O sinal é determinado utilizando um detector
Viewlux e ¢é, depois, importado para software de ajustamento de
curvas (Activity Base) para construcgao de curvas de resposta de
concentracao. A percentagem de inibicdo de actividade é
calculada em relacdo a controlos superiores (Cl, 0,1 pL de DMSO
na coluna 6, filas A-P)) e controlos inferiores (C2, 5 pL de
PIP2 a 40 pM em tampao na coluna 18, setas A-P) utilizando
100*(1-(Ul-C2)/(C1-C2)). A concentracdo de composto de teste
produzindo 50% de inibicdo é determinada utilizando a equacgao
y = ((Vmax*x) / (K+x)) + Y2, onde “K” ¢é igual ao IC50. Os
valores de IC50 sao convertidos em valores de pIC50, 1i. e.,

-log IC50 em concentracao Molar.
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Ensaios celulares:

DIA 1

® Plagquear as células antes do meio-dia

10 K células/poco em placas de 96 pocgos de fundo raso
transparentes (105 uL de f.v.)

Os ultimos quatro pogos na ultima coluna recebem
apenas meios

Colocar em incubadora, a 37 °C, de um dia para o outro

® Placa de composto

O

DIA 2

Preparar em placas de 96 pocgos de fundo redondo de
polipropileno; 8 compostos por placa, titulacgdes de
11 pt de cada (diluicdo em série de 3x), DMSO na
ultima coluna (f.c. a 0,15% nas células)

15 uL. no primeiro pogo, 10 pL de DMSO no restante;
tomar 5 uL do primeiro pog¢o e misturar nos seguintes,
continuar pela placa (excluindo a ultima coluna);

vedar com tampa de papel de aluminio e colocar a 4 °C

¢ Retirar os inibidores de Tampdo de 1lise (4 °C/-20 °C) e

placas de composto (4 °C), descongelar sobre a bancada;

preparar tampao de lavagem de Tris a 1x (WB) para encher

O

reservatério na maquina de lavar e completar o
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fornecimento de bancada (utilizar Mi1iQ), ligar a

centrifuga para permitir que arrefecga

Bloguear as placas de MSD

0 Preparar 20 mL de solucdao de blogqueamento a 3%/placa
(600 mg de Dbloqueador A em 20 mL de WB), adicionar
150 uL/poco e incubar, a T.A., durante, pelo menos, 1

h

Adicionar composto (enguanto se blogueia)

o0 Adicionar 300 pL de meios de crescimento (RPMI com Q,
FBS a 10%) por poco (dil. de 682x de composto) a cada
placa de composto

0 Adicionar 5 uL de diluicdo de composto a cada pocgo
(110 uL de f.v.) em placas em duplicado

o Colocar em incubadora, a 37 °C, durante 30 min

Preparar lisados

0 Preparar Tampdo de lise de MSD; para 10 mL adicionar
200 uL de solucado de inibidor de protease e 100 pL de
cada dos inibidores I & II de Fosfatase (Manter sobre
gelo até a sua utilizagdo)

0 Remover as placas pds—-incubagido, aspirar os meios com
magquina de lavar placas, lavar 1x com PRBRS frio e
adicionar 80 uL de Tampao de lise de MSD por pogo;
incubar em agitador, a 4 °C, durante 2 30 min

o Centrifugar a frio, a 2500 rpm, durante 10 min; deixar

as placas na centrifuga, a 4 °C, até a sua utilizacéo
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Ensaio de duplice de AKT

o Lavar as placas (4x com 200 uL/poco de WB na maguina

de lavar placas); bater com as placas em toalhetes de

papel para absorver

0 Adicionar 60 uL de lisados/pog¢o, incubar em agitador,
a T.A., durante 1 h

o Durante a incubacao preparar Ab de deteccao
(3 mL/placa; 2mL de WB e 1 mL de solugao de
blogqueamento com Ab a 10 nM); repetir a etapa de
lavagem como acima

o Adicionar 25 uL de Ab/pogo, incubar em agitador, a
T.A., durante 1 h; repetir a etapa de lavagem como
acima

0 Adicionar 150 upL/pog¢o de Tampdo de Leitura a 1x
(diluir stock a 4x em ddH,0, 20 mL/placa), ler
imediatamente

Andlise

o Observar todos os pontos de dados a cada concentracao
de composto.

o 0Os pontos de dados de concentracao mais elevada de
inibidor devem ser iguais ou superiores a 70% do
controlo de DMSO.

0o A IC50 para corridas em duplicado deve ser 2 vezes uma
da outra (nédo assinalado no modelo de sumdrio).

o O Y min deve ser superior a zero; se ambos o0s mins

forem assinalados a vermelho (>35), entdo, o composto

é listado como inactivo (IC50=> dose mais elevada). Se
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apenas um min for assinalado a vermelho, mas ainda
<50, entdo, considerar a IC50 como listada.
0 Quaisquer pontos de dados iguais ou superiores a 30%

fora da curva nao serao considerados.

Ensaio de Crescimento/Morte Celular:

BT474, HCC1954 e T-47D (mama humano) foram cultivados em
RPMI-1640 contendo soro bovino fetal a 10%, a 37 °C, em
incubadora de CO; a 5%. As células foram divididas em frascos T75
(Falcon N°353136), dois a trés dias antes da implementacao do
ensaio, a densidade que produz, aproximadamente, 70-80% de
confluéncia, no momento da colheita para ensaio. As células
foram recolhidas utilizando tripsina-EDTA a 0,25% (Sigma
N°4049). As contagens celulares foram realizadas em suspensao
celular utilizando coloracgdo de exclusdao de Azul de Tripano. As
células foram, depois, plaqueadas em poliestireno de 384 pocgos
de fundo raso preto (Greiner N°781086) em 48 pL de meios de
cultura por pog¢o, a 1000 células/pogo. Todas as placas foram
colocadas em CO, a 5%, 37 °C, de um dia para o outro e o0s
compostos de teste foram adicionados no dia seguinte. Uma placa
foi tratada <com CellTiter-Glo (Promega N°G7573), para uma
medicdo de dia 0 (t=0) e lida como descrito abaixo. Os compostos
de teste foram preparados em placas de 384 POGCOoSs de
polipropileno de fundo transparente (GreinerN©°781280), com
dilui¢des consecutivas de duas vezes. 4 ulL destas diluigdes
foram adicionados a 105 pL de meios de cultura, apds mistura da
solugao, 2 pL destas diluig¢des foram adicionados a cada pogo das
placas de células. A concentragao final de DMSO em todos os
pogos foi 0,15%. As células foram incubadas a 37 °C, CO; a 5%,

durante 72 horas. Apds 72 horas de incubacao com compostos, cada
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placa foi revelada e 1lida. O reagente CellTiter-Glo foi
adicionado as placas de ensaio utilizando um volume equivalente
ao volume de cultura celular nos pogos. As placas foram agitadas
durante, aproximadamente, dois minutos e incubadas a temperatura
ambiente durante, aproximadamente, 30 minutos e o) sinal
gquimioluminescente foi 1lido no leitor Analyst GT (Molecular
Devices). 0Os resultados foram expressos como uma percentagem do
t=0 e representados graficamente contra a concentracao de
composto. A inibicdo de crescimento celular foi determinada para
cada composto pelo ajustamento da dose-resposta com um ajuste de
curva de 4 ou 6 parédmetros, utilizando o software XLfit e
determinando a concentracao que inibia 50% do crescimento
celular (gIC50), com o Y min como o t=0 e Y max como o controlo
de DMSO. O valor dos pocgos sem células foil subtraido de todas as

amostras para correccao do fundo.

Referéncias adicionais:

O composto da presente invencado também pode ser testado
para determinar a sua actividade inibidora a PI3Ka, PI3KYO, PI3KR

e PI3Ky, de acordo com o0s ensaios nas seguintes referéncias:

Para todas as isoformas de PI3K:

1. Clonagem, expressao, purificacdao e caracterizacdao das
isoformas de fosfoinositideo 3-cinase de Classe Ia humana:
Meier, T.I.; Cook, J.A.; Thomas, J.E.; Radding, J.A.; Horn,
C.; Lingaraj, T.; Smith, M.C. Protein Expr. Purif., 2004,
35(2), 218.

2. Ensaios de polarizacgao de fluorescéncia competitiva para

a deteccdo da actividade de fosfoinositideo <cinase e
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fosfatase: Drees, B.E.; Weipert, A.; Hudson, H.; Ferguson,
C.G.; Chakravarty, L.; Prestwich, G.D. Comb. Chem. High
Throughput. Screen., 2003, 6(4), 321.

Para PI3Ky: Documento WO 2005/011686 Al.

O composto farmaceuticamente activo no ambito desta
invengdao € util como um inibidor de PI3 Cinase em mamiferos,

particularmente humanos, que dele necessitam.

A presente invencao proporciona, por conseguinte, o)
composto da invencdo ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel
para utilizacdo no tratamento de doencgas associadas a inibicgéo
de PI3 cinase, particularmente: disturbios auto-imunes, doencas
inflamatérias, doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatite, faléncia
multiorgdnica, doencas renais, agregacdo plaguetdria, cancro,
motilidade de esperma, rejeicdo de transplantacdo, rejeicdao de
enxerto e lesbes pulmonares e outros estados requerendo
modulacdo/inibicdo de PI3 cinase. O composto € utilizado para
tratamento dos estados de doenca acima indicados, devido a sua
capacidade para actuar como um inibidor de PI3. O féarmaco pode
ser administrado a um doente que dele necessita por qualquer via
de administracdo convencional, incluindo mas nado limitada a
intravenosa, intramuscular, oral, subcuténea, intradérmica e

parentérica.

0O composto farmaceuticamente activo da presente invencéo
estd incorporado em formas de dosagem convenientes, tais como
cédpsulas, comprimidos ou preparac¢des injectdveis. S&do empregues

veiculos farmacéuticos sélidos ou liquidos. 0Os veiculos sdélidos
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incluem amido, lactose, sulfato de cédlcio di-hidrato, terra
alba, sacarose, talco, gelatina, agar, pectina, acacia,
estearato de magnésio e &cido estedrico. Os veiculos liquidos
incluem xarope, Oleo de amendoim, azeite, solucdo salina e &gua.
De modo semelhante, o veiculo ou diluente pode incluir qualquer
material de libertacdo prolongada, tais como monoestearato de
glicerilo ou diestearato de glicerilo, isolado ou com uma cera.
A guantidade de veiculo sdélido varia largamente mas, de um modo
preferido, serd desde cerca de 25 mg a cerca de 1 g por unidade
de dosagem. Quando é utilizado um veiculo liquido, a preparacao
serd na forma de um xarope, elixir, emulsdo, cdpsula de gelatina
mole, ligquido injectédvel estéril, tal como uma ampola, ou uma

suspensao liquida aguosa ou nao aquosa.

As  preparacgdes farmacéuticas sdao  preparadas seguindo
técnicas convencionais de um quimico farmacéutico, envolvendo a
mistura, granulacdo e compressao, quando necessario, para formas
de comprimido, ou mistura, enchimento e dissolucéao dos
ingredientes, conforme apropriado, para proporcionar os produtos

orails ou parentéricos desejados.

As doses do composto farmaceuticamente activo presentemente
inventado numa unidade de dosagem farmacéutica, como descrito
acima, serda uma qguantidade eficaz, nado toéxica, de um modo
preferido seleccionada da gama de 0,001 - 100 mg/kg de composto
activo, de um modo preferido 0,001 - 50 mg/kg. Quando se trata
um doente humano a necessitar de um inibidor de PI3K, a dose
seleccionada ¢ administrada, de um modo preferido, desde 1-6
vezes diariamente, oralmente ou parentericamente. As formas
preferidas de administracao parentérica incluem topicamente,
rectalmente, transdermicamente, por injecg¢do e continuamente por

infusdao. As unidades de dosagem oral para administracao humana
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contém, de um modo preferido, desde 0,05 a 3500 mg de composto
activo. A administracdo oral, gque utiliza dosagens inferiores, é
preferida. Contudo, quando segura e conveniente para o doente,
também pode ser utilizada a administracadao parentérica a dosagens

elevadas.

As dosagens O¢ptimas a serem administradas podem ser
facilmente determinadas pelos especialistas na técnica e iréao
variar com o inibidor de PI3 cinase particular em utilizacédo, o
titulo da preparacdao, o modo de administracdo e o avango do
estado de doenca. Factores adicionais dependendo do doente
particular sendo tratado resultardao numa necessidade de ajustar
as dosagens, incluindo idade, peso, dieta do doente e momento de
administracdo. O composto desta invencdo para utilizacdo na
indugdao da actividade inibidora de PI3 cinase em mamiferos,
incluindo humanos, compreende a administracdo a um individuo a
necessitar dessa actividade de uma quantidade de
modulacgado/inibi¢cdo de PI3 cinase eficaz de um composto

farmaceuticamente activo da presente invencao.

A invengado também proporciona para a utilizacdo do composto
da invengdo na preparacao de um medicamento para utilizacao como

um inibidor de PI3 cinase.

A invencao também proporciona para a utilizacdo do composto
da invencdo na preparacao de um medicamento para utilizacdo em

terapia.

A invencao também proporciona para a utilizacdo do composto
da invencdo na preparacao de um medicamento para utilizacdo no
tratamento de disturbios auto-imunes, doencas inflamatdrias,

doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, alergia,
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asma, pancreatite, faléncia multiorgénica, doencas renais,
agregacao plaguetdria, cancro, motilidade de esperma, rejeicgao

de transplantacao, rejeicdo de enxerto e lesdes pulmonares.

A invencéo também proporciona para uma composicéao
farmacéutica para utilizacdo como um inibidor de PI3 que
compreende o) composto da invencao ou um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.

A invencao também proporciona para uma composicao
farmacéutica para utilizagdo no tratamento de distdrbios
auto—-imunes, doencas inflamatdérias, doencas cardiovasculares,
doencas neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatite, faléncia
multiorgdnica, doencas renais, agregacdo plaguetdria, cancro,
motilidade de esperma, rejeicdo de transplantacdo, rejeicdo de
enxerto e lesbdes pulmonares, gue compreende o composto da

invencdo ou um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Além disso, o composto farmaceuticamente activo da presente
invencdo pode ser co-administrado com ingredientes activos
adicionais, incluindo compostos conhecidos por terem utilidade

quando utilizados em combinac¢do com um inibidor de PI3 cinase.
Sem elaboracao adicional, considera-se que um especialista

na técnica pode, wutilizando a descricdo anterior, wutilizar a

presente invencdo na sua extensdao méaxima.
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Detalhes Experimentais

Exemplo 1

2,4-difluoro-N-{2-(metiloxi)-5-[4-(4-piridazinil)-6-

gquinolinil]-3-piridinill}benzenossulfonamida

a) 6-bromo-4-(4-piridazinil)quinolina

Dissolveu-se 6-bromo-4-iodoquinolina (17,43 g, 52,2 mmol),
4—(tributilstananil)piridazina (19,27 g, 52,2 mmol) e
PdC1l2 (dppf)-CH2C1l2 (2,132 g, 2,61 mmol) em 1,4-dioxano (200 mL)
e agqueceu-se a 105 °C. Apds 3 h, adicionou-se mais
catalisador de palddio e aqueceu-se durante 6 h. Concentrou-se e
dissolveu-se em cloreto de metileno/metanol. Purificou-se por
cromatografia de coluna (combiflash), com 2% de MeOH/EtOAcC
até 5% de MeOH/EtOACc, para proporcionar o composto de
titulo em bruto. A trituracao com EtOAcC forneceu
6-bromo-4-(4-piridazinil)gquinolina (5,8 g, 20,27 mmol,
rendimento de 38,8%). MS(ES)+ m/e 285,9, 287,9 [M+H]".
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b) 2,4-difluoro-N-{2-(metiloxi)-5-[4-(4-piridazinil)-6-

quinolinil]-3-piridinil}benzenossulfonamida

Uma pasta de 6-bromo-4-(4-piridazinil)gquinolina (4,8 g,
16,78 mmol), bis(pinacolato)diboro (4,69 g, 18,45 mmol),
PdC1l2 (dppf)-CH2C1l2 (530 mg, 0,649 mmol) e acetato de potdssio
(3,29 g, 33,6 mmol) em 1, 4-dioxano anidro (120 mL) foi
aquecida a 100 °C, durante 3 h. O desaparecimento completo do
brometo de partida foi observado por LCMS. A reaccao foi,
depois, tratada com N-[b-bromo-2-(metiloxi)-3-piridinil]l-2,4-
difluorobenzenossulfonamida (6,68 g, 17,61 mmol) e outra porcgao
de PdCl2(dppf)-CH2C12 (550 mg, 0,673 mmol), depois, aquecida a
110 °C, durante 16 h. A reaccdao foi deixada arrefecer a
temperatura ambiente, filtrada e concentrada. A purificacdao do
residuo por cromatografia (Analogix; 5% de MeOH/5%CH2C12/90% de
EtOAC) proporcionou 6,5 g (76%) de produto desejado. MS(ES)+ m/e
505,9 [M+H]".

INTERMEDIARIOS:

Intermedidario 1

Preparacgao de N-[5-bromo-2-(metiloxi)-3-piridinil]l-2,4-

difluorobenzenossulfonamida
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a) 5-bromo-2-(metiloxi)-3-nitropiridina

A uma solugao arrefecida (0 °C) de 5-bromo-2-cloro-3-
nitropiridina (50 g, 211 mmol) em metanol (200 mL) foil
adicionada, gota a gota, ao longo de 10 minutos, solucgao de
metdéxido de sédio de 20% (50 mL, 211 mmol). A reacgado, que
rapidamente se tornou heterogénea, foi deixada aquecer até a
temperatura ambiente e agitada durante 16 h. A reaccao foi
filtrada e o precipitado diluido com 4&agua (200 mL) e agitado
durante 1 h. Os sdélidos foram filtrados, lavados com 4&gua
(3 x 100 mL) e secos num forno vac (40 °C) para proporcionar
5-bromo-2- (metiloxi)-3-nitropiridina (36 g, 154 mmol, rendimento
de 73,4%) como um pd amarelo claro. O filtrado original foi
concentrado in vacuo e diluido com &dgua (150 mL). Foi adicionado
cloreto de aménio saturado (25 mL) e a mistura agitada durante
1 h. Os sdélidos foram filtrados, lavados com &dgua e Secos num
forno wvac (40 °C) para proporcionar uma segunda colheita de
5-bromo-2- (metiloxi)-3-nitropiridina (9 g, 38,6 mmol, rendimento
de 18,34%) . Rendimento total = 90%. MS(ES) + m/e 232,8,
234,7 [M+H] .

b) 5-bromo-2-(metiloxi)-3-piridinamina

A uma solucgao de 5-bromo-2-(metiloxi)-3-nitropiridina
(45 g, 193 mmol) em acetato de etilo (1 L) foi adicionado
cloreto de estanho (II) di-hidrato (174 g, 772 mmol). A mistura
reaccional foi aquecida a refluxo, durante 4 h. A LC/MS indicou
que algum material de partida permaneceu, assim, adicionou-se
cloreto de estanho (II) di-hidrato a 20%, em mol, e continuou-se
a aquecer até refluxo. Apds 2 h, a reaccao foi deixada arrefecer

a temperatura ambiente e concentrada in vacuo. O residuo foi
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tratado com hidréxido de sédio a 2 N e a mistura agitada durante
1 h. A mistura foi, depois, filtrada com cloreto de metileno
(1 L), através de Celite e lavada com cloreto de metileno
(500 mL). As camadas foram separadas e o0s orgdnicos secos
sobre sulfato de magnésio e concentrados para proporcionar
5-bromo-2-(metiloxi)-3-piridinamina (23 g, 113 mmol, rendimento
de 58,7%). 0O produto foi wutilizado em bruto em reaccgdes

subsequentes. MS(ES)+ m/e 201,9, 203,9 [M+H]".

c) N-[5-bromo-2-(metiloxi)-3-piridinil]-2,4-

difluorobenzenossulfonamida

A uma solugao arrefecida (0 °C) de 5S5-bromo-2-(metiloxi)-3-
piridinamina (20,3 g, 100 mmol) em piridina (200 mL) foi
adicionado lentamente cloreto de 2,4-difluorobenzenossulfonilo
(21,3 g, 100 mmol), ao longo de 15 min (a reacgdo tornou-se
heterogénea). O banho de gelo foi removido e a reaccgao foi
agitada, a temperatura ambiente, durante 16 h, momento em que a
reacgao foi diluida com agua (500 mL) e 0s sdélidos
removidos por filtracgcdo e lavados com quantidades abundantes
de agua. O precipitado foi seco num numa estufa a vacuo, a
50 °C, para proporcionar N-[b-bromo-2-(metiloxi)-3-piridinil]-
2,4-difluorobenzenossulfonamida (12 g, 31,6 mmol, rendimento de

31,7%) MS(ES)+ m/e 379,0, 380,9 [M+H]".

Lisboa, 15 de Abril de 2013
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REIVINDICACOES

P

Composto que é a 2,4-difluoro-N-{2-(metiloxi)-5-[4-(4-

piridazinil)-6-quinolinil]-3-piridinil}benzenossulfonamida

Noy

-~
=
=

P

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

Composto de acordo com a reivindicagcdo 1 que €& a
2,4-difluoro-N-{2-(metiloxi)-5-[4-(4-piridazinil)-6—-

quinolinil]-3-piridinil}benzenossulfonamida

l Sy
Oc)o/bl 7

F
\\sll |
N ™D x
H
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Composto como definido na reivindicagao 1, ou um seu sal
farmaceuticamente aceitdvel, para utilizacdo em terapia

médica.

Composto como definido na reivindicagdo 1, ou um seu sal
farmaceuticamente aceitdvel, para utilizacdo na inibicédo de

uma ou mals fosfatoinositideos 3-cinases (PI3K) num humano.

Composto como definido na reivindicagdo 1, ou um seu sal

farmaceuticamente aceitédvel, para utilizacdao no tratamento



de um ou mais estados de doenca, seleccionados de um grupo

consistindo em: disturbios auto-imunes, doencas
inflamatdérias, doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatite, faléncia

multiorgénica, doencas renais, agregacéao plaquetaria,
cancro, motilidade de esperma, rejeicdao de transplantacao,

rejeicao de enxerto e lesdes pulmonares num humano.

Composto de acordo com a reivindicacdo 1 e/ou um seu sal
farmaceuticamente aceitavel e, pelo menos, um agente
antineopldsico, tal como um seleccionado de um grupo
consistindo em agentes anti-microttubulo, complexos de
coordenacgao de platina, agentes alguilantes, agentes
antibidéticos, inibidores de topoisomerase 11,
antimetabolitos, inibidores de topoisomerase I, hormonas e
andlogos hormonais, inibidores da via de transducédo de
sinal, inibidores de angiogénese da tirosina cinase nao
receptora, agentes imunoterapéuticos, agentes
proapoptdticos e inibidores de sinalizacdo de ciclo
celular, para utilizacdo na co-administracdo para tratar o

cancro.

Composto para utilizagdo de acordo com a reivindicagao 5,

em que o estado de doengca ¢é seleccionado de um grupo

consistindo em: esclerose multipla, ©psoriase, artrite
reumatdide, lupus eritematoso sistémico, doenca
inflamatdéria intestinal, inflamag¢ao pulmonar, trombose,

infecgado/inflamagao cerebral, meningite e encefalite.

Composto para utilizagdo de acordo com a reivindicacgao 5,

em que o estado de doenca € seleccionado de um grupo



10.

11.

12.

consistindo em: Doencg¢a de Alzheimer, doenga de Huntington,

trauma de SNC, AVC e estados isguémicos.

Composto para utilizagdo de acordo com a reivindicagao 5,
em que o estado de doenca € seleccionado de um grupo
consistindo em: aterosclerose, hipertrofia de coracao,
disfuncédo de midcito cardiaco, pressao sanguinea elevada e

vasoconstricao.

Composto para utilizagdao de acordo com a reivindicagao 5,
em que o estado de doenca € seleccionado de um grupo
consistindo em: doenca pulmonar obstrutiva crdénica, fibrose
de chogque anafilédctico, psoriase, doencas alérgicas, asma,
AVC, isquemia-reperfusédo, agregacado/activacdo de plaquetas,
atrofia/hipertrofia de masculo esquelético, recrutamento de
leucécitos em tecido de cancro, antiogénese, metdstase de
invaséao, melanoma, sarcoma de Karposi, infeccgdes
bacterianas e virais agudas e crdnicas, sépsis, rejeicao de
transplantacao, rejeicdao de enxerto, glomeruloesclerose,
glomerulonefrite, fibrose renal progressiva, lesdes
endoteliais e epiteliais no pulmdo e inflamacdo de vias

respiratérias pulmonares.

Composto para utilizagdo de acordo com a reivindicagao 5,

em que a doenga €& cancro.

Composto para utilizacdao de acordo com a reivindicacgao 11,
em que O cancro é seleccionado de um grupo consistindo em:
(gliomas) cerebrais, glioblastomas, leucemia, sindrome
de Bannayan-zZonana, doenca de Cowden, doenca de
Lhermitte-Duclos, mama, cancro da mama inflamatdério, tumor

de Wilm, sarcoma de Ewing, Rabdomiossarcoma, ependimoma,



13.

14.

15.

16.

17.

meduloblastoma, cédlon, cabeca e ©pescoco, rim, pulmao,
figado, melanoma, ovariano, pancredtico, prdéstata, sarcoma,
osteossarcoma, tumor de células gigantes do ésseo e

tirdide.

Composto para utilizacado de acordo com a reivindicacao 11,
em que O cancro € seleccionado de um grupo consistindo em:
cancro ovariano, cancro pancredtico, cancro da mama, cancro

da préstata e leucemia.

Utilizacdo de um composto como definido na reivindicacao 1,
ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel, na preparacdo de
um medicamento para utilizacdo no tratamento de um ou mais
estados de doenca, seleccionados de um grupo consistindo
em: disturbios auto-imunes, doencas inflamatérias, doencgas
cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, alergia,
asma, pancreatite, faléncia multiorgdnica, doencas renais,
agregacdao plagquetéria, cancro, motilidade de esperma,
rejeicao de transplantacao, rejeicdo de enxerto e lesdes

pulmonares num humano.

Composto para utilizacdo de acordo com a reivindicacao 4,

em que a referida PI3 cinase & uma PI3Ka.

Composto para utilizacgdo de acordo com a reivindicacao 4,

em que a referida PI3 cinase é uma PI3Ky.

Composto para utilizacadao de acordo com a reivindicacao 4,

em que a referida PI3 cinase & uma PI3Kd.



18.

19.

Composto para utilizagdo de acordo com a reivindicagao 5,
em que o composto ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel

¢ administrado numa composicado farmacéutica.

Composigao farmacéutica compreendendo um composto como
definido na reivindicacao 1, ou um seu sal
farmaceuticamente aceitdvel, e um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

Lisboa, 15 de Abril de 2013
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