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RESUMO
“RADIOPROTETORES"”

Compostos de férmula (I)

e sua utilizacdo como radioprotetores.



DESCRICAO
“RADIOPROTETORES”

A invencdo refere-se a radioprotetores, processos para a
sua preparacdo e sua utilizacdo em terapia, em particular
em radioterapia do cancro, onde podem ser usados para
proteger materiais Dbioldgicos dos danos causados pela

radiacéao.

E geralmente aceite que o DNA é o alvo crucial dos efeitos
citotdxicos da radiacéao ionizante. Existe evidéncia
considerédvel que apoia a ideia de que gquebras no DNA de
cadeia dupla ou de que qgquebras na cadeia dupla de DNA sé&o
particularmente importantes. Os danos no DNA resultam tanto
da ionizacdo direta da molécula de DNA (efeito direto) como
de efeitos indiretos mediados pelos produtos de radidbdlise
da &gua. Pensa-se que o0s radicais centrados no carbono na
unidade desoxirribose do DNA s&o os precursores das quebras

nas cadeias.

O tratamento de tumores com radiacdo ionizante (doravante
referido como “radioterapia do cancro”) & extensivamente
usado na terapia do cancro. O objetivo de um tal tratamento
¢ a destruicdo das células tumorais e a inibicdo do
crescimento das células tumorais, presumivelmente através
de danos no DNA, minimizando ao mesmo tempo o0s danos em
células e tecidos ndo tumorais. 0Os danos em células né&o
tumorais limitam frequentemente a eficdcia da radioterapia

de certos tumores, tal como exemplificado por tumores no

cérebro e tumores na cavidade abdominal.

A radioterapia do cancro é uma atividade de saude publica

muito significativa. Dada a 1incidéncia de cancro na



populacdo e a avaliacdo internacional de que mais de 50%
dos pacientes com cancro beneficiam da inclusdo da
radioterapia no seu tratamento, mais de 10% da populacido é
suscetivel de vir a experimentar a radioterapia do cancro

durante a sua vida.

A consideracdo dominante ao se prescrever doses de radiacédo
para a radioterapia do cancro ¢é avaliar a tolerédncia dos
tecidos/6rgdos normais mais radiossensiveilis no campo de
tratamento. Esta avaliacdo, conjuntamente com a dose de
radiacdo esperada necessaria para erradicar um tumor,
determina se a estratégia de tratamento se destina a cura
ou a paliacdo. Em muitos casos, as doses tolerdveis méximas
sdo insuficientes para erradicar o tumor. Este dilema esté
incorporado no conceito de razdo terapéutica, que
representa a razdo de probabilidade de controlo do tumor em
relacdo a morbidade dos tecidos normais. Aproximacdes para
melhorar a razdo terapéutica incluem:

(a) a otimizacdo do direcionamento fisico da radiacéo

para o tumor;

(b) o fracionamento da dose de radiacédo; e

(c) o uso de radiomodificadores.

A melhoria da administracdo fisica da radiacdo teve um
impacto considerdvel na préatica da radioterapia. Por
exemplo, o aumento da energia de fotdes de Raios-x desde as
varias centenas de quilovolts até aos feixes de
megavoltagem de hoje em dia permite que a zona da dose de
radiacdo méxima seja fixada a uma profundidade de véarios
centimetros, enquanto gque com nas maquinas mais antigas a
dose méxima era fixada perto da superficie da pele. Existe
uma série de aproximacdes mais sofisticadas para “adaptar”

os feixes de tratamento em vérias fases de desenvolvimento



e implementacéo. A  Dbragquiterapia, o uso de fontes
radicativas implantadas em vez de feixes externos, ¢ uma
outra aproximacdo para melhorar a distribuicdo fisica das

doses.

Quase sem excecdo, a radioterapia curativa com feixes
externos envolve o fracionamento da dose de radiacdo. Um
exemplo de um calendédrio convencional seria um total de 50
Grays administrados em vinte e cinco fracdes de 2 Grays.
Uma vez que as células tém a capacidade de reparar os danos
causados pela radiacdo entre as fracdes, o tratamento
fracionado resulta em muito menor morte celular do gue uma
tnica dose de 50 Grays. No entanto, as células normais tém
em geral uma capacidade de reparacdo mais elevada do que as
células tumorais, donde que o efeito T“poupador” do
fracionamento é mais marcado para o0s tecidos normais. Em

resumo, o fracionamento melhora a razdo terapéutica.

A exploracéo de radiomodificadores tais como
radioprotetores e radiossensibilizadores tem-se focado em
sensibilizadores de células hipdéxicas tais como o
metranidazol e o misonidazol. Os radioprotetores receberam
muito menos atencdo do que os radiossensibilizadores a
nivel clinico. A era nuclear gerou um esforco consideréavel
no desenvolvimento de radioprotetores com mais de 4000
compostos sintetizados e testados no Walter Reed Army
Institute of Research nos Estados Unidos da América na
década de 60. Com a excecdo de um composto conhecido como
WR2727, nenhum dos compostos provou ser Util nos contextos
militar ou industrial (isto ¢é, na protecdo contra a

irradiacédo total do corpo) ou para radioterapia do cancro.



E importante notar-se a interacdo entre estas trés
aproximacdes para melhorar a razdo terapéutica. Uma
combinacéio da melhoria do direcionamento fisico,
fracionamento e radiomodificadores poderia transformar o
objetivo em algumas situacdes de radioterapia de paliativo
para curativo. Para calendarios curativos, a aplicacdo bem-
sucedida de radiomodificadores atenuaria a exigéncia de
fracionamento e reduziria assim os custos globais do
tratamento, 0s quais, em grande parte, sdo proporcionais ao

numero de fracdes de tratamento por paciente.

Um papel particularmente importante para os radioprotetores
emergiu do recente reconhecimento de que o repovoamento
acelerado de células tumorais durante a radioterapia pode
comprometer seriamente a eficdcia do tratamento. As
principais consequéncias disto tém sido as seguintes:
(i) O desenvolvimento de calendédrios de tratamento
acelerados para reduzir o tempo global do tratamento
de radioterapia. Nesses calendéarios acelerados, as
reacbes agudas sd&o um problema particular; por
exemplo, a mucosite oral aguda em pacientes com
cancro da <cabeca e do pescoco indica a clara
necessidade de radioprotetores.
(ii) O reconhecimento de que a interrupcdo do
tratamento de radioterapia devido a reacgbes de
tecidos normais reduzird a probabilidade de controlo
do tumor. O uso de radioprotetores para prevenir a
interrupcdo do tratamento induzida por toxicidade

seria claramente benéfico.

As propriedades radioprotetores do ligando que se liga a

ranhura menor do DNA, Hoechst 33342, foram descritas pela

primeira vez por Smith, P. J. e Anderson, C. O.l, que



usaram ensaios de sobrevivéncia clonogénicos de células
cultivadas irradiadas. Young, s. D. e Hill, R. p.?
relataram efeitos similares em células de cultura, mas
estenderam os seus estudos a experiéncias in vivo. Eles
concluiram que a falta de radioproteccdo nas suas
experiéncias in vivo era devida a niveis insuficientes de
Hoechst 33342 administrado as células-alvo a seguir a
injecdo intravenosa. As descobertas de Hill e Young
sublinham um requisito importante para radioprotetores
eficazes, nomeadamente a poténcia. Se o radioprotetor for
mais potente, entdo é mais provadvel qgque se alcancem as

concentracdes necessarias num cendrio in vivo.

H&4& um outro aspeto a ter em consideracdo para além da
poténcia. A concentracdo requerida para radioproteccdo tem
de ser ndo téxica independentemente da poténcia do
radioprotetor. Se o radioprotetor for administrado
sistemicamente, entdo esta exigéncia de falta de toxicidade
inclui n&o apenas as células e tecidos a serem protegidos
da radiacdo, mas estende-se a toxicidade do sujeito como um
todo. No caso do Hoechst 33342, a sua toxicidade limita a

extensdo na qual ele é Util como radioprotetor.

Existe também um problema conceitual substancial no uso de
radioprotetores na radioterapia do cancro. Na tentativa de
diminuir o efeito da radiacdo em tecidos normais por
aplicacdo de radioprotetores, had o medo de que algum do
radioprotetor atinja o tumor, comprometendo assim a morte
das células tumorais. Os radioprotetores existentes, p. ex.
o WR2727, s&o moléculas difundiveis relativamente pequenas
que nédo se ligam avidamente a componentes dos tecidos e

podem, por conseguinte, penetrar eficazmente através de



camadas de células, de modo que podem atingir o tumor

através da circulacéo.

H&4 necessidade de radioprotetores que tenham uma penetracdo
limitada através das camadas de células. Uma tal
propriedade permite que os radioprotetores sejam aplicados
localmente ou topicamente a tecidos normais radiossensiveis
criticos na vizinhanca do tumor. A penetracdo limitada
restringe a extensdo em que o radioprotetor atinge o leito
capilar e entra em circulacdo, alcancando assim o tumor por
administracdo sistémica em concentracdes suficientes para

conferir uma radioprotecgédo significativa ao tumor.

A difusdo limitada de ligandos gque se ligam ao DNA, tais
como o Hoechst 33342, através de camadas de células ¢é
conhecida e foi explorada no mapeamento da localizacdo de
células em esferoides multicelulares e in vivo. Para além
de restringir o acesso ao tumor por absorcdo sistémica a
seguir a aplicacdo local ou tépica a tecidos normais,
existe uma outra vantagem potencial da penetracdo limitada
no contexto da radioterapia do <cancro. Esta vantagem
decorre da ideia de gue a vasculatura, em particular as
células endoteliais, é o alvo critico que determina os
efeitos prejudiciais da radiacdo. Para além disso, as
células mais radiorresistentes no tumor sdo aquelas células
vidveis que se encontram mais distantes dos capilares. A
radiorresisténcia destas células ¢é devida ao seu estado
hipdéxico, que por sua vez reflete o seu afastamento dos

capilares.

Consequentemente, os radioprotetores com difusdo limitada,
quando administrados intravenosamente, serdo entregues de

forma mais eficaz a células radiossensiveis criticas em



tecidos animais, do gque a subpopulacdo de células em
tumores (isto &, células hipdxicas), o que limita em geral
a eficédcia da radioterapia. Deste modo, o uso de tais
radioprotetores permite gque se usem doses de radiacédo
superiores, com um aumento da probabilidade de matar as

células hipdxicas no tumor.

No entanto, o) potencial da combinacéao destas
caracteristicas radiobioldégicas e das caracteristicas de
radioprotetores que se ligam ao DNA pode penas ser Util na
radioterapia do cancro desde que exista uma exigéncia
imperativa e necessdria dos radioprotetores, nomeadamente
desde que os radioprotetores sejam suficientemente potentes
para conferir radioproteccdo demonstravel a concentracdes
ndo téxicas, quando aplicados tépica ou sistemicamente. Uma
outra exigéncia préatica ¢é gue a extensdo da penetracdo
limitada seja suficiente para prevenir uma absorcéio
sistémica significativa a seguir a aplicacdo tdépica, mas
ndo tédo pronunciada que previna concentracdes suficientes
de atingirem as células que determinam a
radiossensibilidade do tecido a ser protegido dos efeitos

da radiacdo ionizante, por aplicacdo tépica ou local.

Existe consequentemente uma necessidade de radioprotetores
que tenham uma citotoxicidade reduzida, poténcia
radioprotetora aumentada e uma penetracdo limitada através
das camadas de células, que possam ser usados em
radioterapia do cancro, em particular topicamente para
proteger tecidos tais como a pele, mucosa oral, mucosa
esofagica, mucosa retal, mucosa vaginal e epitélio da
bexiga, e parenteralmente para proteger 6rgdos tais como os

pulmdes e o cérebro.



A presente invencédo fornece:

[1] O composto orto-metil-para- (N,N-dimetilamino)-Hoechst,

com a férmula:

N{CH3)2
HaC
HaCN N
K/N N =~
TG
N H
\
H
[2] Um composto de acordo com [1l] para uso em radioterapia

do cancro, para minimizar os danos em células e tecidos néao
tumorais, em que o local do tumor é submetido a uma fonte

de radiacdo ionizante.
[3] Um composto de acordo com [1] para uso na protecdo de
um sujeito humano ou animal de danos por radiacédo

resultantes da exposicdo a radiacdo ionizante.

[4] Um composto de fédrmula (Ia):

| R R,
>
(/ l R3 (I a)
R
10 RS Ra

em que:



X & NCHs;

Y e Z sdo selecionados entre N ou CH;

R; &€ N(R), ou NHR, em que R é& um alquilo Ci a Csp;

R; é um alguilo C; a Czg, um alcenilo C, a C3p ou -OR,
em que R é& um alquilo C; a Csp;

Rs, Ry e Ryy sdo selecionados entre hidrogénio, um
algquilo Cq a Czo, um alcenilo C;, a C3; e -OR, em que R é
um algquilo C; a Cszp; e

Ry, R4, Rg, Rsg, Ro e Ri; sdo hidrogénio;

ou um sal e/ou tautdémero do mesmo.

[5] Um composto de acordo com [4] para uso em terapia do
cancro, para minimizar os danos em células e tecidos néo
tumorais, em que o local de um tumor ¢é submetido a uma

fonte de radiacdo ionizante.

[6] Um composto de acordo com [4] para uso na protecdo de
um sujeito humano ou animal de danos por radiacéo

resultantes da exposicdo a radiacdo ionizante.

Ao longo desta especificacdo, salvo se o contexto exigir o
contrario, a palavra “compreendem”, ou variacdes tais como
“compreende” ou “compreendendo”, serd entendida como
implicando a inclusdo de um numero inteiro indicado ou um
grupo de numeros inteiros, mas ndo a exclusdo de qualqguer

outro numero inteiro ou grupo de numeros inteiros.

O termo “grupo eletrodoador” ¢é wutilizado no presente
documento no seu sentido mais amplo e inclui um alquilo
opcionalmente substituido, alcenilo opcionalmente
substituido, NHR ou NR;, e OR, em que R é hidrogénio ou um
alguilo opcionalmente substituido. De preferéncia, o grupo

eletrodoador é NHR ou NR,. Postula-se que a presenca de
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pelo menos um grupo eletrodoador aumente a atividade

radioprotetora.

O termo “grupo de impedimento estereoquimico” é usado no
presente documento no seu sentido mais amplo, de modo a
incluir qualquer grupo volumoso que restrinja
estereoquimicamente, por exemplo, a rotacao ou a
conformacdo dos compostos da presente invencdo. Exemplos de
grupos de impedimento estereoquimico incluem os descritos
acima como grupos eletrodoadores, que possam estar
localizados, por exemplo, em posicdo adjacente as ligacbes
simples que 1ligam os anéis, de modo a restringirem a
rotacédo. Outros grupos de impedimento estereogquimico
incluem anéis opcionalmente substituidos gque possam conter
heterodtomos. Postula-se que a restricdo estereoquimica
aumente também a atividade radioprotetora ao aumentar a
extensdo de ligacdo a ranhura menor do DNA. Este aumento
pode ser conseguido diminuindo a extensdo de outras formas
de ligacdo do ligando a ele mesmo, ao DNA (modos de ligacéo
diferentes da ligagcdo a ranhura menor) ou a outros
componentes celulares. E possivel que algumas destas outras
formas de ligacdo possam  ser favorecidas por uma

conformacdo coplanar do sistema de anel do radioprotetor.

Sem se querer estar limitado pela teoria, acredita-se que a
protecdo conferida pelos compostos de acordo com a invencédo
é conseguida por eletrodoacdo (reducdo) por parte do
radioprotetor para a radiacdo transitdéria induzida por
espécies oxidantes no DNA. Uma vez que os radioprotetores
podem conter grupos basicos, esperar-se-ia que a protonacdo
destes grupos diminuisse substancialmente esta capacidade
eletrodoadora. Neste contexto, um papel do grupo

estereoquimicamente impedido, em alguns compostos, pode ser
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o de impedir a formacdo da estrutura de base conjugada, em
que a estabilizacdo por ressondncia pode ser alcancada por

tautdémeros em gque o0s sistemas de anel s&o complanares.

0O termo “algquilo” designa um alquilo C; a Czy de cadeia
linear ou ramificada. Exemplos de alquilos de cadeia linear
ou ramificada incluem o metilo, etilo, propilo, isopropilo,
butilo, isobutilo, sec-butilo, tert-butilo, amilo,
isoamilo, sec-amilo, 1,2-dimetilpropilo, 1,1-
dimetilpropilo, hexilo, 4-metilpentilo, l-metilpentilo, 2-
metilpentilo, 3-metilpentilo, 1,1-dimetilbutilo, 2,2-
dimetilbutilo, 3,3-dimetilbutilo, 1,2-dimetilbutilo, 1,3-
dimetilbutilo, 1,2,2-trimetilpropilo, 1,1,2-
trimetilpropilo, heptilo, 5-metil-hexilo, 1l-metil-hexilo,
2,2-dimetilpentilo, 3,3-dimetilpentilo, 4,4-dimetilpentilo,
1,2-dimetilpentilo, 1,3-dimetilpentilo, 1,4-dimetilpentilo,
1,2,3-trimetilbutilo, 1,1,2-trimetilbutilo, 1,1,3-
trimetilbutilo, octilo, 6-metil-heptilo, 1-metil-heptilo,
1,1,3,3-tetrametilbutilo, nonilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6- ou
7-metiloctilo, 1-, 2-, 3-, 4- ou b5-etil-heptilo, 1-, 2- ou
3-propil-hexilo, decilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7- ou 8-
metilnonilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5- ou 6-etiloctilo, 1-, 2-, 3-
ou 4-propil-heptilo, undecilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-,
8- ou 9-metildecilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6- ou 7-
etilnonilo, 1-, 2-, 3-, 4- ou 5-propiloctilo, 1-, 2- ou 3-
butil-heptilo, 1l-pentil-hexilo, dodecilo, 1-, 2-, 3-, 4-,
5-, 6-, 7-, 8-, 9- ou 10-metilundecilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-,
6-, 7- ou 8-etildecilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5- ou 6-
propilnonilo, 1-, 2-, 3- ou 4-butiloctilo, 1- ou 2-pentil-
heptilo.

O termo “alcenilo” designa grupos formados por alcenos de

cadeia linear ou ramificada, especificamente alcenilos C,-
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30. Exemplos de alcenilos incluem o vinilo, alilo, 1-
metilvinilo, butenilo, iso-butenilo, 3-metil-2-butenilo, 1-
pentenilo, l-hexenilo, 3-hexenilo, l-heptenilo, 3=
heptenilo, 1l-octenilo, 1-nonenilo, 2-nonenilo, 3-nonenilo,
l-decenilo, 3-decenilo, 1,3-butadienilo, 1,4-pentadienilo,

1,3-hexadienilo, 1,4-hexadienilo.

Os sais dos compostos da presente invencdo sdo de
preferéncia farmaceuticamente aceitaveis, mas sera
apreciado que sais farmaceuticamente ndo aceitédveis caiam
também dentro do admbito da presente invencdo, uma vez Jque
08 mesmos sdo Uteis como intermedidrios na preparacdo de
sais farmaceuticamente aceitéaveis. Exemplos de sais
farmaceuticamente aceitdveis incluem sais de catides
farmaceuticamente aceitdveis tais como o sdbédio, potéssio,
litio, cé&lcio, magnésio, amdénio e algquilambnio; sais da
adicdo de é&cido de &cidos inorgédnicos farmaceuticamente
aceitdveis tais como os é&cidos cloridrico, ortofosférico,
sulfirico, fosfdérico, nitrico, carbdénico, bdrico, sulféamico
e bromidrico; ou sais de &4cidos orgénicos farmaceuticamente
aceitdveis tais como os Acidos acético, propidnico,
butirico, tartérico, maleico, hidroximaleico, fumérico,

citrico, 1léctico, mucico, glucdnico, benzoico, succinico,

oxéalico, fenilacético, metanossulfdénico,
trihalometanossulfdénico, toluenossulfdénico,
benzenossulfdénico, salicilico, sulfanilico, aspartico,
glutamico, edético, esteédrico, palmitico, laurico,

pantoténico, tédnico, ascdrbico e valérico.

O termo “tautdmero” ¢é usado no presente documento no seu
sentido mais amplo para incluir compostos de férmula (Ia)
que sdo capazes de existir num estado de equilibrio entre

duas formas isoméricas. Tais compostos podem diferir na
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ligacdo que liga dois &tomos ou grupos, € na posicdo destes

grupos no composto.

Os compostos da invencdo podem ser eletricamente neutros ou
policatides, com anides associados para neutralidade
elétrica. Os anides associados adequados incluem o sulfato,
tartarato, citrato, <c¢loreto, nitrato, nitrito, fosfato,

perclorato, halossulfonato ou trihalometilssulfonato.

Um composto preferido é o “orto-metil-para-dimetilamino-

Hoechst”.

Um processo para a preparacdo de um composto de fdérmula

(Ia) em que Y e Z sdo N compreende:

(A) (1) o acoplamento de um composto de férmula (II):

N Y(H)a

X
] (1

NG

Rio

)O |
NH,

Ry

em que X, Ry, Rip € Ri; sdo como definidos acima, Y & N

enélou 2, com (a) um composto de férmula (III):

Rs
HR“i N 2R
C\l am
Ry30
4{ 7 NH,
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em que Z é& N; Rg, Ry, Rg e n sdo como definidos acima,
Ri, é um halogénio, Ris é um alquilo e Riz é oxigénio,

ou com (b) um composto de férmula (IV):

Re
Z I \ Z{R1g)n
= av)
e II\ /
/ NH,
Ry
Rs

em gque Rg, Ry, Rg e n sdo como definidos acima e Rqiy; &

oxigénio, para formar um composto de férmula (V) :

« /\l Rg . Re
N Y Z(Ryg)n
k/ \I\/ . \>‘ _}k— AN W
R{\ N R/ Z NH,
7
Riy R

(ii) a reducdo do composto de férmula (V) para formar

um composto de fédrmula (VI):

Re Re
x/ﬁ
v Z(H)n
bN\L/ l >—_ i—— X "
NN A
Ry
Ry Rg

em que X, Y, 2, R;, Rg, Rg, Rig, Ri1 € n sdao como

definidos acima; e
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(iii) o acoplamento do composto de férmula (VI) com um

composto de férmula (VII):

+
fl‘inRn R4
C R
R07 ’
13
(VID)
Rs R3
R4

em que Ri;, Ry, Rz, Rs, Rs, Ry € Ri3 sdo como definidos

acima, ou um composto de férmula (VIII):

R;

Rz

(VII)

Ry

em que em que Ri, Ry, Rz, R4, Rs, Riz e Riz3 sdao como

definidos acima; ou

(B) (i) o acoplamento de um composto de férmula (IX):

Rg
O
NC~
| N
R NH,
Rg

em que Rg, Ry, Rg e n sdo como definidos acima,
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com um composto de férmula (VIII),
em gque Ri, Ry, R3, Rs e Rs sdo como definidos acima,

para formar um composto de fédrmula (X):

Re Ry R
NC\/ z\ R
3
S0 Oal
4 H
Re Rs Re

em que Ri, Rz, Rs, Rs, Rs, Rg e Rg sdo como definidos

acima;

(ii) a conversdo do composto de férmula (X) num

composto de férmula (XI):

(XD)

em que %, Ri, Ry, Rz, Rs, Rs, Rg, Ry, Rg, Rz e Ryz sdo

como definidos acima;

(iii) o acoplamento do composto de fédrmula (XI) com

um composto de fédrmula (XIII)
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Rg
X Y(H)q
‘ \\\
N \\| (XIIT)
I
NH,
Rio

R
em que X, Rg, Ripg, Ri1 € n sdo como definidos acima.
Um processo para a preparacdo de um composto de fdérmula
(Ia) em gue um ou ambos o0s substituintes Y e Z é&/sdo C(R’)

e em que R’ é& H, compreende:

(A) (1) o acoplamento de um composto de férmula (XIV):

Br—1 | (XIV)
L
i
R

em que R', R¢, Ry, Rg e Rz sdo como definidos acima,

com um composto de férmula (XV) :

0 Ry
Rz
R1s V)
Rs Rs '
R4
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em que Ri, Ry, R3, R; e Rs sdo como definidos acima e
Ris é& um grupo de saida, tal como o cloro, para

formar um composto de férmula (XVI):

(ii) a ciclizacdo do composto de férmula (XVI) para

formar um composto de férmula (XVII):

(iii) o acoplamento do composto de férmula (XVII) com

um composto de férmula (XVIII):

em que Rg, Rip, Rii, Riz3 @ R' sdo como definidos acima
e R" & um grupo de protecdo azotado tal como um grupo
2-trimetilsililetoximetilo (SEM), na presenca de um

catalisador de Pd, seguido de desprotecdo para formar
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um composto de fédrmula (Ia) em que Y & C(R') e 7 é

C(R");

ou (iv) a formilacdo do composto de foérmula (XVII)

para formar um composto de férmula (XIX):

(v) o acoplamento do composto de fédrmula (XIX) com um
composto de férmula (II), em que Y é N, para formar

um composto de férmula (Ia) em que Y é N e Z2 & C(R’);

ou (B) (i) o acoplamento de um composto de férmula

(XVIII) com um composto de férmula (XX):

Re Ry Rz
4
BY\ I Ra
| y Y A
R .
17 Ry Rg Ry

na presenca de um catalisador de Pd, seguido de
desprotecdo para formar um composto de férmula (Ia)

em que Y & C(R");

ou (C) (i) o acoplamento de um composto de fédrmula

(XXTI)
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Re

™ .
Lﬁv/N~j§; ‘ ;T—stub (xn?

Ryo
14

com um composto de fdérmula (XVII) na presenca de um
catalisador de Pd para formar um composto de férmula

(Ta) em que Z2 & C(R').

A presente invencdo refere-se a um radioprotetor que

compreende o orto-metil-para-dimetilamino-Hoechst.

A presente invencdo também se refere a um método de
proteger um sujeito dos danos por radiacgdo, que compreende
a administracdo de uma quantidade eficaz de orto-metil-

para-dimetilamino-Hoechst ao sujeito.

A presente invencdo refere-se ainda adicionalmente a um
método de radioterapia do cancro gue compreende @ a
administracdo a um sujeito com necessidade de uma tal
terapia, de uma quantidade eficaz do composto orto-metil-
para-dimetilamino-Hoechst e a submissdo do local do tumor a

uma fonte de radiacéo.

O sujeito que é protegido dos danos por radiacdo pode ser
um ser humano ou um animal tal como um animal doméstico ou

selvagem, em particular um animal de importédncia econdmica.

Tal como se usa no presente documento, uma fonte de
radiacdo designa uma fonte de radiacdo ionizante. Os danos
por radiacdo resultam da exposicdo a radiacdo ionizante. O
termo “radiacdo ionizante”, tal como usado no presente

documento, refere-se a fotdes com energia suficiente para
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ionizar uma ligacdo, tais como raios o, B e y de nucleos

radioativos e Raios-X.

O termo “radioterapia do cancro” ¢é wusado no presente
documento  no seu sentido mais amplo, e inclui a
radioterapia envolvendo tumores que ©podem ser tanto

benignos como malignos.

0O termo “Fator Modificador da Dose” (DMF), tal como usado
no presente documento, refere-se a razdo entre a dose de
radiacdo necessaria para produzir um dado efeito na
presenca de protetor e a necessaria para produzir o efeito

equivalente na auséncia de protetor.

0 presente pedido divulga também uma composicédo
radioprotetora que compreende um composto de férmula (Ia)
tal como definido acima, em associacdo com um veiculo

farmacéutica ou veterinariamente aceitéavel.

Os compostos da invencdo podem ser vantajosamente usados em
terapia, em combinacdo com outros medicamentos, tais como,
por exemplo, agentes guimioterédpicos, por exemplo, agentes
radiomiméticos, agentes que sdo agentes citotdxicos que
danificam o DNA de tal modo que as lesbdes produzidas no DNA
sejam semelhantes as resultantes da radiacdo ionizante.
Exemplos de agentes radiomiméticos gque causam qguebras nas
cadeias de DNA incluem a bleomicina, doxorrubicina,
adriamicina, 5FU, neocarcinostatina, agentes alquilantes e
outros agentes que produzem adutos com o DNA. Antecipa-se
que o0s radioprotetores da presente invencdo protegerdo o
DNA de danos por parte de alguns destes agentes, do mesmo
modo que o protegem contra os efeitos da radiacéo

ionizante. Em aplicac®es clinicas, ¢é improvavel que o0
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radioprotetor seja administrado Sistemicamente
conjuntamente com o0 agente guimioterdpico, uma vez que isto
poderia comprometer a acdo deste agente no tumor. No
entanto, hé& circunstdncias em que a aplicacdo téopica a
tecidos probleméticos pode ser vantajosa. Por exemplo, a
mucosite oral ¢é um efeito colateral problematico para
agentes citotdéxicos tais como a doxorrubicina, e a
administracdo do presente radioprotetor como um colutdrio
antes da administracdo do agente quimioterdpico pode
melhorar este efeito secunddrio sem comprometer a acéo
deste agente num tumor ndo localizado na cavidade oral. De
modo semelhante, o) trato gastrointestinal ©pode ser
protegido por administracdo oral, os pulmdes por inalacédo
de aerossdis ou a bexiga por administracdo intravesical,
por exemplo, através de um cateter do radioprotetor. Deste
modo, um método preferido utiliza o composto de férmula
(Ia) em conjunto com um outro medicamento, tal como um

agente radiomimético.

Os compostos da invencdo podem ser conjugados a agentes,
por exemplo, por meio do grupo interativo, gque os irdo
libertar especificamente num sitio tumoral desejado.
Agentes apropriados podem incluir anticorpos ou proteinas
tais como fatores de crescimento, por exemplo um fator de
crescimento hematopoiético que iréd permitir que a
radioprotecédo preferencial de células estaminais
hematopoiéticas ocorra no contexto da irradiacdo total do

corpo e de transplante da medula dssea.

Existe também uma aplicacdo ex vivo para os conjugados dos
compostos da invencdo no contexto do transplante da medula
b6ssea. O transplante da medula &ssea envolve geralmente a

obtencdo e armazenamento de amostras da medula dssea de um
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sujeito antes da deterioracdo da sua condicdo. Uma forma
bastante dréastica de qguimioterapia (isto &, uma dose
elevada) é entdo administrada. Esta guimioterapia é tal que
seria normalmente letal devido a destruicdo das células
estaminais normais, mas o sujeito ¢é resgatado pela
administracéo das suas préprias células estaminais
hematopoiéticas. O problema com este procedimento é que é
provavel que a amostra inicial de células estaminais esteja
contaminada com células tumorais, e sdo por conseguinte
utilizados vArios procedimentos para purgar as preparacdes
de medula éssea das células tumorais. Os radioprotetores
conjugados com um fator de crescimento hematopoiético podem
ser usados neste contexto, sendo adicionados a uma
suspensdo de células da medula 6ssea. A suspensdo pode
entdo ser irradiada com a esperanca de que as células
normais da medula 6ssea, mas ndo as células tumorais, sejam
preferencialmente protegidas dos efeitos destruidores das

células por parte da radiacéo.

O composto de férmula (Ia), doravante referido como o
“principio ativo”, pode ser administrado para terapia por
meio de qualgquer via apropriada, incluindo a oral, retal,
nasal, tépica (incluindo a bucal e sublingual), wvaginal,
intravesical e parenteral (incluindo a subcuténea,
intramuscular, intravenosa, intraesternal e intradérmica).
De preferéncia, a administracdo serd por via retal, tdépica,
vaginal ou parenteral, no entanto, serd apreciado que a via
preferida varie com a condicdo patoldgica e a idade do
sujeito, o tecido/tumor a ser tratado, a sua localizacdo no
sujeito e a opinido do médico ou do veterindrio. O composto
de férmula (Ia) pode ser administrado diretamente nos
tecidos que circundam ou que estdo prdéximos dos tumores a

serem irradiados.
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As composicdes divulgadas no presente documento compreendem
pelo menos um composto de férmula (Ia), conjuntamemte com
um ou mais veiculos, diluentes, adjuvantes e/ou excipientes
farmaceuticamente aceitéaveis, e, opcionalmente, outros
medicamentos. Cada wveiculo, diluente, adjuvante e/ou
excipiente deve ser farmaceuticamente “aceitéavel” no
sentido de ser compativel com os outros ingredientes da
composicdo e ndo prejudicial para o sujeito. As composicdes

incluem as adequadas para administracdo oral, retal, nasal,

tépica (incluindo a bucal e sublingual), vaginal,
intravesical ou parenteral (incluindo a subcutéanea,
intramuscular, intravenosa e intradérmica). As composicdes

podem ser apresentadas convenientemente na forma de dosagem
unitédria e podem ser preparadas por métodos bem conhecidos
na técnica farmacéutica. Tais métodos incluem a etapa de
associar o principio ativo ao veiculo que constitui um ou
mais dos ingredientes acessdérios. Em geral, as composicdes
sdo preparadas por associacdo uniforme e intima do
principio ativo com veiculos ligquidos, diluentes,
adjuvantes e/ou excipientes, ou veiculos sdbélidos finamente
divididos, ou ambos, e depois, se necessario, dando forma

ao produto.

As composicdes da presente invencéo adequadas para
administracdo oral podem ser apresentadas como unidades
discretas tais como capsulas, sagquetas ou comprimidos, cada
uma contendo uma quantidade pré-determinada do principio
ativo; como um pd ou granulos; como uma solucdo ou uma
suspensdo num liguido aguoso ou ndo aquoso; Ou Como uma
emulsdo liquida &6leo-em-&dgua ou uma emulsdo liquida &agua-
em-6leo. O ingrediente ativo pode também ser apresentado

como um bdlus, eletudrio ou pasta.



25

Um comprimido pode ser feito por compressdo ou modelagem,
opcionalmente com um ou mais ingredientes acessdrios. Os
comprimidos compactados podem ser preparados por
compressdo, numa maquina apropriada, do principio ativo
numa forma de fluxo livre tal como um pd ou granulos,
opcionalmente misturado com um agente ligante (p. ex. um
diluente inerte, conservante, desintegrante (p. ex.
glicolato sédico de amido, povidona reticulada,
carboximetilcelulose sdédica reticulada), tensiocativo ou
dispersante. 0Os comprimidos modelados podem ser feitos por
modelagem, numa maquina apropriada, de uma mistura do
composto em pd, humedecido com um diluente liquido inerte.
Os comprimidos podem ser opcionalmente revestidos ou
sulcados, e podem ser formulados de modo a fornecerem uma
libertacdo lenta ou controlada do principio ativo usando,
por exemplo, hidroxipropilmetilcelulose em proporcdes
variaveis para proporcionar o perfil de libertacédo
desejado. Os comprimidos podem opcionalmente ser fornecidos
com um revestimento entérico para proporcionar a libertacéo

em partes do intestino que ndo no estdmago.

As composicgdes adequadas para administracédo tépica na boca
incluem rebucados gque compreendem o ingrediente ativo numa
base aromatizada, normalmente sacarose e goma de acéicia ou
de tragacanto; pastilhas que compreendem o principio ativo
numa base inerte tal como a gelatina e a glicerina, ou
sacarose e goma de acacia; e colutdérios ou sprays que
compreendem o principio ativo num veiculo liguido

apropriado.

Para aplicacdo tépica a pele, o ingrediente ativo pode
estar na forma de um creme, pomada, geleia, solucdo ou

suspensao.
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Para aplicacdo tépica na vista, o principio ativo pode
estar na forma de uma solucdo ou suspensdo num veiculo
aquoso ou ndo aquoso estéril apropriado. Podem ser também
incluidos aditivos, ©por exemplo tampdes, conservantes
incluindo agentes Dbactericidas e fungicidas tais como
acetato ou nitrato fenilmerctirico, cloreto de benzalcédnio
ou clorohexidina e agentes espessantes tais como a

hipromelose.

As composicdes para administracéo retal podem ser
apresentadas como supositdérios com um excipiente apropriado
ndo irritante que ¢é sélido a temperatura normal, mas
liquido a temperatura retal e ira, por conseguinte, fundir
no reto para libertar o ingrediente ativo. Tais excipientes

incluem a manteiga de cacau ou um salicilato.

As composicdes nasais podem ser apresentadas topicamente
como gotas ou sprays nasais, ou sistemicamente numa forma
apropriada para absorgdo através da mucosa nasal e/ou

células alveolares nos pulmdes.

As composicdes apropriadas para administracdo vaginal podem
ser apresentadas como pessarios, tampdes, cremes, géis,
pastas, formulacdes de espumas ou sSprays contendo para além
do principio ativo, veiculos tais como o0s qgue Ss&o

conhecidos na técnica como sendo apropriados.

As composicdes adequadas para administracdo parenteral
incluem solucdes injetdveis estéreis isotdnicas aquosas e
ndo agquosas que podem conter antioxidantes, tampdes,
bacteridéstatos e solutos que tornam a composicdo isotdnica
com o sangue do sujeito pretendido; e suspensdes estéreis

aquosas e ndo agquosas dque podem incluir agentes de
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suspensdo e agentes espessantes. As composicdes podem ser
apresentadas em vrecipientes selados de dose Unica ou
multidose, por exemplo, ampdlas e frascos, e podem ser
armazenadas numa condicdo liofilizada, requerendo apenas a
adicdo do veiculo liquido estéril, por exemplo &agua para
injecéo, imediatamente antes do uso. As solucdes e
suspensdes injetédveis extemporidneas podem ser preparadas a
partir de pds estéreis, granulos e comprimidos do tipo

anteriormente descrito.

As composicdes de dosagem unitéaria preferidas sdo as que
contém uma dose ou unidade diédria, subdose diéaria, tal como
descrita acima, ou uma fracdo apropriada das mesmas, de um

principio ativo.

O composto de férmula (Ia) pode também ser apresentado para
uso na forma de composicdes veterinédrias, que podem ser
preparadas, por exemplo, por métodos gque s&0 convencionais
na técnica. Exemplos de tais composicdes veterinéarias
incluem as adaptadas para:

(a) administracdo oral, aplicacdo externa, por exemplo
banhos (p. ex. solucdes ou suspensdes aquosas ou nao
aquosas); comprimidos ou bdlus; pds, gradnulos ou pelotas
para mistura com racdes; pastas para aplicacdo na lingua;
(b) administracdo parenteral, por exemplo por injecéo
subcutdnea, intramuscular ou intravenosa, p. €X. COmMO uma
solucdo ou suspensdo estéril; ou (quando apropriado) por
injecdo intramamdria em gue uma suspensdo ou solucgdo é
introduzida no uUbere através da teta;

(c) aplicacdo tdépica, p. ex. como um creme, pomada ou
spray aplicado na pele; ou

(d) intravaginalmente, p. ex. como um pessario, creme ou

espuma.
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Deve entender-se que, para além dos ingredientes
particularmente mencionados acima, as composicdes desta
invencdo podem incluir outros agentes convencionais na
técnica tendo em conta o tipo de composicdo em questdo, por
exemplo, os adequados para administracdo oral podem incluir
esses outros agentes tais como agente ligantes, adocantes,
espessantes, agentes aromatizantes, agentes desintegrantes,
agentes de revestimento, conservantes, lubrificantes e/ou

agentes de atraso temporal.

Os adocantes adequados incluem a sacarose, lactose,
glicose, aspartame ou sacarina. Os agentes desintegrantes
adequados incluem o amido de milho, metilcelulose,
polivinilpirrolidona, goma xantana, bentonite, acido
alginico ou o agar. Os agentes aromatizantes adequados
incluem o ¢6leo de menta, 6leo de gaultéria, aroma de
cereja, laranja ou framboesa. 0s agentes de revestimento
adequados incluem ©polimeros ou copolimeros de Acido
acrilico e/ou é&cido metacrilico e/ou o0s seus ésteres,
ceras, &lcoois gordos, =zeina, goma-laca ou gluten. Os
conservantes apropriados incluem o benzoato de sédio,
vitamina E, alfa-tocoferol, &4cido ascdérbico, metilparabeno,
propilparabeno ou o bissulfito de sdédio. Os lubrificantes
adequados incluem o estearato de magnésio, éacido estérico,
oleato de sdédio, cloreto de sdédio ou o talco. 0Os agentes de
atraso temporal apropriados incluem o monoestearato de

glicerilo ou o diestearato de glicerilo.

A aplicacédo primédria do radioprotetor da presente invencédo
é na radioterapia do cancro. Muitos dos tecidos normais que
sdo um problema em radioterapia, tais como a pele, mucosa

oral, mucosa esofédgica, mucosa retal, mucosa vaginal e o
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epitélio da bexiga, podem ser protegidos topicamente pelos

radioprotetores da presente invencdao.

Existem dois ajustamentos diferentes para tais
radioprotetores tépicos. Em primeiro lugar, h& potencial
para diminuir as reacgdes agudas angustiantes que ocorrem
frequentemente nestes tecidos. Embora estas reac¢des agudas
possam ser transitdérias, a sua melhoria seria obviamente
benéfica para um sujeito. Um ajustamento diferente ¢é a
situacdo em qgue as reacgdes agudas limitam a dose de
radiacdo que pode ser administrada ao tumor. Um exemplo &
no regime de fracionamento acelerado, em gque as reacdes
agudas podem limitar a dose. Deste modo, a aplicacdo de
radioprotetores pode possibilitar o uso de doses mais
elevadas de radiacdo, e assim aumentar as perspetivas de

cura.

Para além da aplicacdo toépica, as propriedades de
farmacodistribuicéo dos radioprotetores da presente
invencdo oferecem outras vias potenciais de se alcancar uma
melhoria da razdo terapéutica. Exemplos incluem tumores no

cérebro e pulmdes.

No caso do cérebro, pensa-se que as células endoteliais sé&o
um alvo radiossensivel importante em termos dos efeitos
prejudiciais da radiacdo nos tecidos normais do cérebro. A
administracédo do radioprotetor da presente invencéao
protegeria as importantes células endoteliais no cérebro
normal. As células correspondentes no tumor seriam também
protegidas, mas estas células sdo bem oxigenadas e s&do, por
conseguinte, as células mais radiossensiveis no tumor. As
células mais distantes no tumor, gque sdo hipdxicas,

estariam assim fora do alcance do radioprotetor. Isto
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significa que as células endoteliais normais e as células
b6xicas (radiossensiveis) do tumor estariam protegidas
igualmente. Esta radioprotecdo permitiria entdo o uso de
uma dose mais elevada de radiacdo, © que aumentaria a
hipdtese de matar as células hipdxicas no tumor. O facto
das células endoteliais tanto do tumor como dos tecidos
normais serem afetadas igualmente ndo tem qualquer impacto
na razao terapéutica. Ocorre um aumento na razao
terapéutica por causa do aumento na morte das celulas
tumorais hipdxicas, sem qualgquer débito em termos de danos

nos tecidos normais.

No caso de tumores nos pulmdes, o radioprotetor da presente
invencdo seria administrado as células alveolares. Embora
as células endoteliais do tumor pulmonar possam tambem ser
protegidas, as células mais distantes no tumor ndo seriam.
Para além disso, a circulacdo de alguns tumores pulmonares
é proporcionada ndo pela artéria pulmonar mas pela
circulacdo brbénquica, gue ndo serd acessada antes da
passagem seguinte do radioprotetor em circulacdo, e assim

exposta a concentracdes mais baixas.

O direcionamento dos radioprotetores pode também conseguir
melhores razdes terapéuticas em radioterapia. Um exemplo
apropriado ¢é a conjugacdo do radioprotetor da presente
invencdo com o fator de crescimento hematopoiético para se
conseguir uma radioprotecdo preferencial das células
estaminais hematopoiéticas no contexto da irradiacdo total

do corpo e do transplante da medula &éssea.

Fora do contexto da radioterapia do cancro, 0s
radioprotetores da presente invencdo poderiam ser usados

profilaticamente em situacdes de elevado risco de radiacéo.
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Por exemplo, o) conjugado do fator de crescimento
hemaopoiético descrito acima poderia ser administrado com

esta finalidade.

A invencdo 1r&d agora ser descrita com referéncia aos

Exemplos que se seguem.

Nos Exemplos, serd feita referéncia as figuras em anexo, em

que:

A Figura 1 é um grafico que mostra o efeito da concentracédo
do Hoechst 33258 (<>), Hoechst 33342 (V) e para-
dimetilamino-Hoechst (0) na sobrevivéncia das células V79,
quer isoladamente quer em combinacdo com uma irradiacdo de

12 Gy;

A Figura 2 é um grafico que mostra a sobrevivéncia das
células V79 apbds tratamento com o Hoechst 33258 (),

Hoechst 33342 (V) e para-dimetilamino-Hoechst (0), com
irradiacdo (12 Gy), e o efeito da concentracdo nuclear do

radioprotetor;

A Figura 3 é um grafico que mostra as curvas de
sobrevivéncia apbds o tratamento com Hoechst 33342 (21 uM -
0), para-N,N-dimetilamino-Hoechst (84 pM - A), orto-metil-
para-N,N-dimetilamino-Hoechst (30 pM - e) e dos controlos

ndo tratados (0);

A Figura 4 é um grafico da dose de radiacdo em funcdo das
mortes acumuladas apds irradiacdo bilateral de pulmdes de
ratinhos para o Hoechst 33342 (0, orto-metil-para-

dimetilamino-Hoechst (A) e controlos ndo tratados (W) ;
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A Figura 5 é um grafico da dose de radiacdo em funcdo da
frequéncia respiratdéria méxima para o orto-metil-para-

dimetilamino-Hoechst (®) e controlos ndo tratados (0); e

A Figura 6 ¢é um grafico da dose em funcdo da densidade
celular (células endoteliais de cérebros de ratinhos) para

o Hoechst 33342 (0) e controlos apenas com irradicacdo (O).

Sdo também usadas as seguintes abreviaturas nos Exemplos:

Hoechst 33258 - 4-hidroxi-1-{5"[5"""-(4'"'~
metilpiperazin-1’'’-il)benzimidazol-2""'-
illbenzimidazol-2'-il}benzeno; e

Hoechst 33342 - d-etoxi-1-{b5"[5"""-(4""'-
metilpiperazin-1’'’’-il)benzimidazol-2""-

il]lbenzimidazol-2'-1l}benzeno.

Foi preparado o seguinte composto nos Exemplos:

()

/Z
~

..................................................................................................................................................................................................................................

: 3 3
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Exemplo de Referéncia 1 - Preparagdo do 4-dimetilamino-2-

metilbenzaldeido (Composto de Referéncia 1)

O Composto de Referéncia 1 foi obtido através do
procedimento de Campaigne et al’. Adicionou-se
cuidadosamente oxicloreto de fésforo (4,17 g, 27,22 mmol) a
uma solucdo arrefecida de DMF (7,24 g, 99 mmol). Juntou-se
3-dimetilaminotolueno? (3,66 g, 27,22 mmol) em DMF gota-a-
gota, e aqueceu-se a mistura a 80-90°C durante 2 horas. A
solucdo foi arrefecida, vertida para dentro de gelo e
neutralizada a pH 6-8 com acetato de sdédio. O sdlido foi
separado por filtracdo, lavado com &gua e seco para dar
origem ao Composto de Referéncia 1 como um sdbdélido amarelo
claro (2,58 g, 58%) p.f. 66-68°C. RMN de 'H (400 MHZ,
cbcls) o 2,62, s, 3H; 3,06, s, 6H; 6,425, d, J 2,53 Hz, 1H;
6,56, dd, J 2,53, 8,67 Hz, 1H; 8,65, d, J 8,67 Hz, L1H;
9,97, s, 1H.

Examplo 1 - Preparag¢do do orto-metil-para-dimetilamino-

Hoechst (Composto 1)

Acoplou-se uma diamina aromatica com um substituinte N-
metilpiperazina, com um iminoéter para dar origem a uma
benzimidazolnitroamina. A reducdo da benzimidazolnitroamina
foi levada a cabo imediatamente antes da utilizacdo em
hidrogenacdo catalitica com paladio suportado em carvéo.
Uma mistura de metanol/acetato de etilo a 30% provou ser um
sistema de solventes 6timo para esta reducdo, uma vez que O
4dlcool isoladamente resultou na formacdo de guantidades
excessivas de produtos de oxidacdo/decomposicdo, enquanto
que o uso do acetato de etilo resultou em tempos reacionais

excessivamente longos e fraca solubilidade. A
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benzimidazoldiamina foi entdo acoplada ao Composto de

Referéncia 1 para dar origem ao Composto 1.

A 2-amino-4-[5'-(4’’-metilpiperazin-1’-il)benzimidazol-2’-
illanilina (915 mg, 2,84 mmol) preparada de fresco em
etanol seco (13 mL) foi adicionada uma solucdo de complexo
de tiossulfato-aldeido (preparado por adicdo de tiossulfato
de sédio (810 mg, 4,26 mmol) em etanol/adgua (4,5:4,5 mL) a
uma solucdo ao refluxo de 4-N,N-dimetil-2-metilbenzaldeido
(695 mg, 0,208 mmol) em etanol (13,7 mL)). A solucédo
resultante foi aquecida ao refluxo durante 24 horas. A
solucdo foi arrefecida, basificada com hidrdéxido de amodnio
e colocada no congelador durante varias horas. A solucédo
foi filtrada e o sdélido lavado com &gua, éter dietilico, e
o produto seco em vacuo. O material impuro foi submetido a
cromatografia de exclusdo de tamanhos (Sephadex LH-20,
metanol/4cido acético, 98:2) para dar origem ao composto em
epigrafe como um sélido amarelo depois de secagem (1,05 mg,
79%) p.f. 198 °C (decomp.). RMN de 'H [400 MHZ,
CD;OD+CFsCO,H] d 8,55, 4, J 1,5 Hz, 1H, H4'; 8,245, dd, J
8,6, 1,65 Hz, 1H, He6'; 8,05, d, J 8,7 Hz, 1H, H7'; 7,765,
d, J 9 Hz, 1H, H7"; 7,715, d, J 8,6 Hz, 1H, H5; 7,45, dd, J
9,1, 2,2 Hz, 1H, He"; 7,365, d, J 2,2 Hz, 1H, H4"; 6,835,
dd, J 8,85, 2,45 Hz, 1H, H4; 6,805, d, J 2,2 Hz, 1H, H3;
3,975, br 4, J 13,5 Hz, 2H; 3,685, br d, J 12 Hz, 2H;
3,345, br dt, J 12,25, 2,35 Hz, 2H; 3,21, br dt, J 12,775,
2,3 Hz, 2H; 3,12, s, ©6H, N(CHs)»; 3,0, s, 3H, NCHs3; 2,66, s,
3H, ArCHs.
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Exemplo 2 - Estudos de culturas celulares

(i) Estudos de Citotoxicidade

Mantiveram-se monocamadas de células V79 em frascos de
plastico de Falcon de 25 cm’ em meio alfa-MEM com 10% de
soro fetal de vitelo (FCS). Trataram-se culturas em fase
logaritmica pela adicdo da quantidade necessaria de Hoechst
33258, Hoechst 33342 ou para-dimetilamino-Hoechst (25-500
nmoles) dissolvido em 50 pL de é&cido acético 10 pM em
metanol a 50%. Inverteram-se os frascos imediatamente antes
da adicdo do composto para assegurar a mistura completa do

composto com o meio, antes do contacto com a monocamada.

Apbds 2 horas de incubacdo a 37 °C, as células foram
recolhidas e ensaiadas guanto a sobrevivéncia clonogénica.
A eficiéncia do plagqueamento para controlo, células néo
tratadas, foi de 70-80%. Todos 0s resultados de
sobrevivéncia clonogénica sdo expressos em relacdo aos

controlos ndo tratados.

(ii) Irradiacgdes

As culturas foram irradiadas num aparelho 137Cs Gammacell-
40 (Atomic Energy of Canada Ltd.) a uma dosagem de 0,84
Gy/min. As células tratadas com ligando foram irradiadas
durante duas horas apdés o inicio da exposicdo ao ligando.
Em todos os casos, a sobrevivéncia clonogénica foi

retardada até uma hora apdbds a conclusdo da irradiacéo.



36

(iii) Medigdo da concentragdo do ligando nos nucleos

Duas horas apds a adicdo do ligando, as monocamadas foram
tratadas com pronase. O tratamento com pronase foi
terminado por diluigédo em meio arrefecido em gelo com FCS a
10%, e as células lavadas uma vez com PBS/EDTA a frio, e
novamente com tampdo nuclear frio (MgCl, 5 uM, tampdo Tris

10 uM, pH 7,4, NaCl 0,14 M).

Os nucleos foram preparados por suspensdo das células em
tampdo nuclear frio contendo 1% de Triton x100. Os nucleos
sedimentados foram novamente suspensos em 1 mL de tampdo de
sonicacdo (KCI 20 upM, TRIS 20 uM, pH 7,4, NaCl 0,14 M),
sonicados (Branson Sonifier Cell Disruptor Modelo B 15; 10
segundos, a uma configuracdo de controlo de saida de 3,5) e
adicionaram-se 40 mL de SDS a 20%. A concentracdo do
ligando foi determinada por espetrofotometria usando um
sonicado lisado de células ndo tratadas como Dbranco.
Prepararam-se padrdes a partir de lisados de controlo, por

adicdo de uma quantidade conhecida do ligando.

(iv) Parte Experimental

(a) Efeito da concentracdo do farmaco na sobrevivéncia das
células V79, quer isoladamente, quer em combinag¢do com uma

irradiacdo de 12 Gy

0 composto Hoechst 33258, Hoechst 33342 ou para-
dimetilamino-Hoechst foi adicionado aos meios de
monocamadas de células V79 nas concentracdes finais
indicadas. Algumas culturas (curvas inferiores) foram

irradiadas durante 2 horas depois da adicdo do farmaco;
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outras ndo foram irradiadas (curvas superiores). Todas as
culturas foram mantidas durante mais uma hora antes do
plaqueamento para estudo da sobrevivéncia clonogénica. Os

resultados s&do mostrados na Figura 1.

(b) Sobrevivéncia das células V79 apdés tratamento com
farmaco, com irradiacdo (12 Gy), e efeito da concentracéo

nuclear do radioprotetor

Culturas de monocamada de células V79 foram expostas a
varias concentracdes dos trés radioprotetores, tal como se
descreve acima em (a). Apds duas horas, as células foram
refrigeradas e mantidas no frio durante o isolamento dos
nucleos, usando 0,08% p/v de Triton X-100. Apbds a contagem
de uma aliquota da suspensdo nuclear, os ligandos foram
extraidos e quantificados por espetrofotometria, tendo-se
calculado o teor nuclear. Os resultados de sobrevivéncia
apresentados na parte inferior da Figura 1 foram novamente
tracados wusando os dados de absorcgdo nuclear, e o0s

resultados s&do apresentados na Figura 2.

(C) Curvas de sobrevivéncia

As culturas de células V79, que tinham sido tratadas tal
como descrito acima em (a) com Hoechst 33342 21 uM, para-
dimetilamino-Hoechst 84 pM e orto-metil-para-dimetilamino-
Hoechst 30 uM, e controlos nédo tratados, foram irradiados

as doses indicadas (137

Cs-v) tendo-se determinado a

sobrevivéncia clonogénica.
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Resultados

A Figura 1 mostra os efeitos da concentracdo adicionada do
protetor na citotoxicidade (porcéo superior) e na

sobrevivéncia apdés uma unica dose de 12 Gy (**'Cs-v). O

Hoechst 33342 torna-se claramente citotdxico a
concentracdes acima de 20-30 uM, enquanto que o
dimetilamino-Hoechst nao tem qualquer efeito na

sobrevivéncia a concentracdes até aos 100 uM. Para as
culturas gque foram irradiadas com 12 Gy, o aumento das
concentracdes dos ligandos resulta num aumento da
radioproteccédo até que se encontrem concentracdes

citotdxicas.

Para se comparar a poténcia radioprotetora dos ligandos,
fez-se uma tentativa de medir as concentracdes dos ligandos
nos nucleos das células na altura da irradiacdo. As células
tratadas com ligando foram tratadas com pronase e tratadas
com um detergente arrefecido em gelo para preparar o8
nucleos isolados. Os ligandos foram extraidos dos nlcleos e
ensaiados espetrofotometricamente, e 0s resultados
expressos em termos de absorcdo por 10° ntcleos. Isto
permitiu entdo que a sobrevivéncia apds 12 Gy fosse
expressa em termos de teor nuclear dos radioprotetores. Os
resultados s&do apresentados na Figura 2 e sugerem que O

para-dimetilamino-Hoechst é um radioprotetor mais potente.

As curvas de sobrevivéncia na Figura 3 mostram a melhoria
progressiva na atividade radioprotetora, em termos dos
fatores modificadores da dose (DMF), de:

e Hoechst 33342 (DMF 1,3), para

e para-N,N-dimetilamino-Hoechst (DMF 1,7), para

e orto-metil-para-N,N-dimetilamino-Hoechst (DMF 2,1).
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Em particular, a poténcia do orto-metil-para-N,N-
dimetilamino-Hoechst destaca-se em comparacdo com o Hoechst
33342, dada a semelhanca das concentracdes usadas (30 pM e

21 pM, respetivamente).

Esta poténcia dos novos radioprotetores comparada com a de

radioprotetores existentes é demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1
?Linha gRadioprotetor §Concentragéo§DMF'
%celular : : :
éHT29 éHoechst 33342 %8,7 uM él,5
;%?&mm““““mfﬁgégﬂgEméégié .................................................................... ggimgﬁmmmmmmﬁijgm
§V79 épara—N,N—dimetilamino—Hoechst 584 uM 21,7'
?%5§mmmmm“m“§5225f£§£11:§;}glﬁfﬁi .......................................... gga ..... ;M ............................ gEjEn
| édimetilamino—Hoechst | |

Exemplo 3 - Estudos de Culturas Celulares

A atividade radiprotetora do orto-metil-para-dimetilamino-
Hoechst (composto 1) foi comparada com o composto Hoechst
33342 de modo semelhante ao descrito no Exemplo 5 acima. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 2 abaixo.
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Tabela 2
?Protetor apenas (semilrradiacdo Protetor maisiFator de'
iirradiagao) apenas (12 Gy) irradiacdo (12 Gy) Protecéo

?Hoechst 33342 (21 pM):

{* Um fator de protecdo de <1 denota sensibilizacdo em vez de protecéo.

As trés primeiras colunas mostram a fracdo sobrevivente em
relacdo a das células de controlo ndo tratadas. Cada linha
representa uma experiéncia separada e os valores s&do as
médias de experiéncias em duplicado. O0s valores entre
parénteses retos sdo a média de um numero de resultados de
um numero de experiéncias efetuadas durante o periodo
relevante. O fator de protecdo é a razdo entre a fracédo

sobrevivente para células irradiadas, com e sem protetor.

Os resultados na Tabela 2 demonstram o aumento da atividade
radioprotetora do composto com rotagdo restringida pelo
grupo orto-metilo. Esta caracteristica estrutural de
restricdo estereoquimica, para além de favorecer o modo de

ligacdo a ranhura menor, pode também ter a vantagem de
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reduzir a ligacdo dos protetores a componentes que ndo do

DNA da célula, tal como a proteinas e lipidos.

A Tabela 2 mostra também a atividade radiossensibilizadora
do para-nitro-Hoechst. Decorre deste resultado que a
incorporacdo de substituintes eletrodoadores tais como
grupos dimetilamino aumenta a atividade radioprotetora e
que, reciprocamente, a incorporacdo de substituintes
eletroatratores (tais como um grupo nitro) diminuird a
atividade radioprotetora.

Exemplo 4 - Modelo pulmonar de ratinhos

Esboco do modelo

A irradiacdo dos pulmdes de ratinhos, em doses apropriadas,
resulta na perda fatal da funcdo pulmonar. O surgimento dos
danos é sinalizado por um aumento na frequéncia
respiratéria. A resposta a dose e a cinética de perda da
funcdo pulmonar no seguimento de irradiacdo de ambos o0s

pulmdes varia entre diferentes estirpes de ratinhos.

Detalhes experimentais

Os procedimentos para irradiacdo e medicdo da frequéncia
respiratdédria foram essencialmente como descritos por Travis
et al’. Grupos de 5-6 ratinhos-macho DBA/2J foram
anestesiados e irradiados com 250 kV de Raios-X (dose
Unica) usando uma montagem que blindava todo o corpo exceto
os dois pulmdes. Usou-se uma fina tira de chumbo na linha
média para blindar a medula espinal entre os pulmdes.
Alguns ratinhos receberam uma injecdo intravenosa (veia da

cauda) de Hoechst 33342 ou orto-metil-para-N, N-
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dimetilamino-Hoechst (2 mg/25 g), 30 minutos antes da

irradiacéo.

A intervalos semanais, de 4 a 6 semanas apds a irradiacéo,
mediu-se a fregquéncia respiratdéria para cada ratinho. O
ratinho foi mantido numa pequena cédmara equipada com um
microfone e a frequéncia respiratdédria analisada num PC.
Determinou-se a frequéncia respiratdéria média para cada um
de 3 periodos de 2 segundos e registou-se a média destas
leituras como a frequéncia respiratédéria. Calcularam-se as
médias das frequéncias respiratdérias registadas para cada

grupo de ratinhos e determinaram-se os erros-padréo.

Todos os ratinhos foram monitorizados diariamente guanto a
sinais de angustia respiratdéria (aparéncia curvada, pelo no
ar), sendo prestada particular atencdo aos ratinhos que

apresentavam uma frequéncia respiratdéria elevada.

A atividade radioprotetora in vivo do Hoechst 33342 e do
orto-metil-para-dimetilamino-Hoechst foi mostrada num
modelo pulmonar de ratinhos. Isto demonstra claramente que
um radioprotetor pode ser administrado em concentracgdes
suficientes para as células criticas no pulmdo (isto ¢&,
aquelas células que determinam a radiossensibilizacdo da

funcdo pulmonar) através de injecdo intravenosa.

Os resultados obtidos estdo sumariados na Figura 4, que
mostra as mortes acumuladas as 15 semanas apds a irradiacédo
bilateral dos pulmdes de ratinhos. O radioprotetor (2 mg/25
g de ratinho) foi administrado 30 minutos antes da dose

Unica de irradiacéo.
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Este deslocamento (para a direita) das curvas de resposta a
dose para ratinhos tratados com o composto Hoechst 33342 é
uma demonstracdo clara de radioprotecdo. Com base na
comparacdo de valores de EDsg, o fator modificador da dose
é aproximadamente de 1,2. E também claro que o orto-metil-
para-N,N-dimetilamino-Hoechst ¢ ainda mais eficaz (fator

modificador da dose de 1,35).

Os resultados da frequéncia respiratéria para uma
experiéncia separada sé&do apresentados na Figura 5. Para
esta experiéncia, a frequéncia respiratdria maxima
registada para cada animal até 24 semanas foi usada para
calcular a média para cada grupo. Esta figura mostra um DMF

de 1,4 para o orto-metil-para-N,N-dimetilamino-Hoechst.

Exemplo 5 - Estudos da Pele em Porcos

0O modelo da pele em porcos é descrito por J. W. Hopewellg
As semelhancas estruturais entre a pele humana e a dos

porcos estdo na base da relevédncia do modelo.

Embora alguns estudos da pele em porcos envolvam irradiacédo
externa com feixes, uma fonte de radiacdo particularmente
conveniente sdo os discos que contém isdtopos emissores BB,
tipicamente °’Sr. As fontes podem ser mantidas na pele, ou
para doses mais elevadas, coladas ao animal durante
periodos apropriados de tempo para a dose necessaria ser
administrada. Os discos tém tipicamente cerca de 2 cm de
diédmetro, de tal modo que se possa dispor uma série de

diferentes doses nos flancos de um Unico animal.

As reacgdes “Yagudas” (3 a 9 semanas apds a irradiacdo)

resultam de danos por radiacdo nas células basais da
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epiderme, e manifestam-se como eritema e descamacdo seca e
htmida. As reacdes “tardias” (10 a 16 semanas) resultam de
efeitos da radiacdo no tecido conjuntivo vascular dérmico,
caracterizadas por um eritema 1lilds escuro e necrose. O

sistema de classificacdo estd bem descrito.

Os radiprotetores foram formulados num creme de
propilenoglicol contendo 10% de DMSO. A extensdo e a
cinética de penetracdo foram seguidas por microscopia de
fluorescéncia de seccgdes congeladas da pele, para permitir
a optimizacdo da administracéo.

As curvas de resposta a dose de radiacdo foram construidas
para campos apenas de radiacdo. 0Os resultados de campos com
cremes radioprotetores sdo apresentados na Tabela 3 abaixo,
com os respetivos controlos apenas de creme (veiculo). A

diminuicdo na extensdo da reacdo da pele para os campos de

teste é evidente.

Tabela 3
éDose ECreme* (0,15 g/campo)ﬁConc. ECampos que mostram a descamagao'
%(Gy) gPrincipio Ativo ;(pg/g) ghﬁmida (10 semanas apbds
: : ' girradiagao)

§36 ébranco é— §5/7 §7l%
‘36 iHoechst 33342 15000 :3/7 1433
?36 gpara—dimetilamino— 55000 54/7 257%

§Hoechst

40 imetil-para- 15000 [4/8 150%

gdimetilamino—Hoechst
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...................................................................................................................................................................................................................................

%Dose ECreme* (0,15 g/campo)éConc. ECampos que mostram a descamacado
%(Gy) gPrincipio Ativo é(ug/g) ghﬁmida (10 semanas apds

girradiagao)

L P
‘a4 tn 15000 i4/8 1503

* 0 creme foi preparado a partir dos seguintes

ingredientes, tal como indicado:

Creme Cetomacrogol Aquoso

Creme ndo 1énico

Creme Sorboleno

§Cera Emulsionante Cetomacrogol §15
éParafina Ligquida (por peso) élO
gE;}g}{;; ..... é}ggggmMggigmmmmmmmmmWmmmmmmmmmmmmmmmwmmmmmmgzé .......
éClorocresol éO,ll
*E}égliéﬁggiiégi ............................................................................................................................................................ é ..........
Agua purificada, recém-fervida e arrefecida....... paraélOO

A cera emulsionante Cetomacrogol é fundida com as parafinas
a cerca de 70 °C. O clorocresol e o propilenoglicol sé&o
dissolvidos em cerca de 50 partes de 4&gua purificada
aquecida a cerca da mesma temperatura. Os componentes sdo
entdo misturados, ajustados ao peso, e agitados até

arrefecerem.
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Exemplo 6 — Protegdo das células endoteliais do cérebro de

ratinhos

A irradiacdo de cérebros de roedores resulta na perda de um
subconjunto de células endoteliais do cérebro dentro de 24
horas apdés a irradiacdo. A Figura 6 mostra a extensdo da
perda de células endoteliais do cérebro de ratinhos com o
aumento da dose de radiacdo (dose 1Unica), e compara
controlos apenas irradiados (d) com os resultados para
ratinhos que foram protegidos por injecdo intravenosa do
composto Hoechst 33342 (80 mg/kg) 10 minutos antes da

radiacado (o).

Os numeros de células endoteliais foram classificados tal
como descrito por Lyubimova et al.. Cada ponto representa a
média para 3-4 ratinhos; foram classificadas 3 secc¢des para
cada animal, foi classificado um total de 30 campos para
cada seccdo, e a figura indica o numero médio de células

por campo. As barras de erros indicam os erros-padrédo.

Dada a rapidez da perda de células (em 24 horas), postula-
se que um sSubconjunto particularmente radiossensivel de
células endoteliais sofra apoptose em resposta a irradiacéo
e que o tratamento com radioprotetor diminua

substancialmente a radiossensibilidade desse subconjunto.
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REIVINDICACOES

Um composto de fédrmula (Ia):

em que
X é& NCHs;

Y e Z s&o selecionados entre N ou CH;

Rs € N(R), ou NHR, em que R é& um alquilo C; a Csp;

Ry &€ um alquilo C; a Csp, um alcenilo C; a Csy ou -OR,
em gque R é um alquilo Ci; a Cag;

Rs, Ry e Rypy sédo selecionados entre hidrogénio, um
alguilo C1 a Csp, um alcenilo C; a Csp € -OR, em que R &
um alquilo C; a Cszp; e

Ry, Rs, Rs, Rg, Rg e Ry; sdo hidrogénio;

ou um sal e/ou tautdmero do mesmo.

Um composto de acordo com a reivindicacédo 1, que é o
orto-metil-para- (N,N-dimetilamino)-Hoechst, com a

férmulac:



N{CH3)>
HaC
H3ON Ne
N N

N N

N H

\
H

3. Um composto de acordo com as reivindicacgbes 1 ou 2

para uso em radioterapia do cancro, para minimizar os
danos em células e tecidos ndo tumorais, em gue o
local de um tumor é submetido a uma fonte de radiacédo

ionizante.

4, Um composto de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2
para uso na protecdo de um sujeito humano ou animal de
danos por radiacdo resultantes da exposicdo a radiacédo

ionizante.

Lisboa, 14 de Maio de 2015
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