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“DERIVADO DE ACIDO PEPTONUCLEICO, COMPOSIGAO
FARMACEUTICA CONTENDO UMA QUANTIDADE TERAPEUTICAMENTE EFICAZ
DO DERIVADO DE ACIDO PEPTONUCLEICO, METODO DE UTILIZACAO DO
DERIVADO DE ACIDO PEPTONUCLEICO E COMPOSTO”

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencao refere-se a derivados de
adcido peptonucleico guimicamente modificados para demonstrar
boa penetracdo celular e forte afinidade pelo 4&cido
nucleico.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 mostra cromatogramas de HPLC antes
e apds a purificacdo de Oligo 17 por HPLC de fase reversa;

A figura 2 mostra um espectro de massa MALDI-
TOF de um lote purificado de Oligo 17;

A figura 3 mostra graficos de alteracgdes de
absorbédncia devido a temperatura para Oligo 17 contra DNA
complementar ou de nao correspondénciaj;

As figuras 4 (a) e 4 (b) mostram imagens
microscoépicas confocais (em objetiva de 63x) 1, 2, 3 e 24
horas depois que as células HelLa foram tratadas com Oligo 1
e Oligo 2 a b5uM, respectivamente;

As figuras 5(a) e 5(b) mostram imagens
microscoépicas confocais (em objetiva de 63x) 0,5 e 1 hora
depois que as células MCF-7 foram tratadas com Oligo 6 e
Oligo 7 a 2,5uM, respectivamente;

As figuras 6(a) e 6 (b) mostram fotos
microscoépicas confocais (em objetiva de 40x) 6 ou 24 horas
depois que as células HelLa foram tratadas com Oligo 1 e
Oligo 6 a 1uM, respectivamente;

As figuras 7(a) e 7 (b) mostram fotos
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microscépicas confocais (objetiva de 40x) 24 horas depois
que as células JAR foram tratadas com Oligo 21 e Oligo 28 a
2uM, respectivamente;

As figuras 7(c) e 7(d) mostram fotos
microscépicas confocais (em objetiva de 40x) 24 horas depois
que as células A549 foram tratadas com Oligo 21 e Oligo 28 a
2uM, respectivamente;

As figuras 7 (e) e 7(L) mostram fotos
microscoépicas confocais (em objetiva de 40x) 12 horas depois
que as células Hela foram tratadas com Oligo 21 e Oligo 28 a
2uM, respectivamente;

A figura7(qg) mostra fotos microscédpicas
confocais (em objetiva de 40x) 24 horas depois que as
células HelLa foram tratadas com Oligo 21 a 2uM;

As figuras 8(a), 8(b) e 8(c) mostram imagens
microscoépicas confocais (objetiva de 40x) 24 horas depois
que as células Hela, A549 e JAR foram tratadas com Oligo 22
a 2uM, respectivamente;

A figura 9 ¢ a estrutura representativa dos
oligbmeros de PNA da presente invencdo; e

A tabela A mostra resultados de western blotting
de células JAR tratadas com Oligo 9 a 5uM ou 10uM, Oligo 10
a 5uM ou 10uM, co-tratamento com os oligdmeros a 5uM ou 10uM
cada, e combranco (sem tratamento com oligdmeros).

HISTORICO DA INVENCAO

[002] Os oligonucleotideos tém sido utilizados
para diversos fins bioldégicos, incluindo a inibicdo anti-
sentido da expressdo de genes, PCR (reacao de cadeia de
polimerase), andlise diagndéstica por chips genéticos, e

outros. Uma vez dgue interagem de uma forma especifica da
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sequéncia com A&cidos nucleicos, tais como DNA e RNA, o0s
oligonucleotideos sdo relativamente Uteis para modular de
forma previsivel os processos bioldgicos que envolvem o DNA
ou o RNA dentro da célula. Ao contrdrio das drogas contendo
pequenas moléCulas, no entanto, os oligonucleotideos néao
penetram facilmente a membrana celular dos mamiferos e,
portanto, dificilmente afetam os processos bioldgicos dentro
da célula a menos que devidamente modificados ou formulados
para penetrar facilmente a membrana plasmatica.

[003] Proteinas como Alvos da Droga: As
proteinas fazem a mediacdo de diversas funcgdes celulares.
Nao seria surpreendente descobrir que a maioria das drogas
atualmente comercializada demonstra atividade terapéutica
por fungdes de modulacdo de proteina(s). Por exemplo, a
aspirina, uma droga anti-inflamatdria ndo-esterdide, inibe a
atividade anti-inflamatdria das enzimas chamadas
ciclooxigenases. O losartan se liga e antagoniza a funcao
anti-hipertensiva de um receptor de trans-membrana
denominado receptor de angiotensina II. A rosiglitazona
ativa seletivamente um receptor intracelular chamado
receptor y ativado por proliferador de peroxissoma (PPARY)
para estimular sua atividade contra o diabetes. O etanercept

¢ uma proteina de fusdo que se liga a uma citosina

denominada fator-a de necrose de tumor (INF-oa) e neutraliza
a atividade bioldégica anti-reumdtica do TNF-a. A herceptina
¢ um anticorpo monoclonal para o tratamento do céncer de
mama por meio da ligacdo seletiva ao erbB2 super—-expresso em
certos tipos de células do cancer de mama.

[004] Inibicdo Anti-Sentido da Sintese de

Proteina: As proteinas sdo codificadas pelo DNA (acido 2-
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deoxiribose nucleico). Em resposta a estimulacdo celular, o
DNA é transcrito para produzir o pre-mRNA (dcido
ribonucleico pré-mensageiro) no nucleo. A porcgao (ou

porgdes) de intron do pre-mRNA sofre um splicing enzimdtico,
dando origem ao mRNA (&cido ribonucleico mensageiro), que é
entdo translocado para o compartimento citosdélico. No
citosol, um complexo de mecanismos de translagdao denominado
ribossomo se liga ao mRNA e realiza a sintese protéica, pois
faz uma varredura das informacdes genéticas codificadas com
o mRNA. (Biochemistry wvol 41, 4503-4510, 2002; Cancer Res.
vol 48, 2659-2668, 1988).

[005] Um oligonucleotideo que se liga ao mRNA
ou ao pre-mRNA de uma forma especifica da sequéncia ¢é
denominado oligonucleotideo anti-sentido (AO). O AO pode
ligar-se fortemente a um mRNA e inibir a sintese protéica
pelo ribossomo com o mRNA no citosol. O AO precisa estar
presente dentro da célula para i1inibir a sintese de sua
proteina-alvo. O AO pode ligar-se fortemente a um pre-mRNA
no nucleo e afetar o splicing do pre-mRNA, gerando um mRNA
de sequéncia alterada e, consequentemente, uma proteina

alterada.
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[006] Oligonucleotideos N&ao Naturais: Os

oligonucleotideos de DNA ou RNA sdo suscetiveis a degradacéao

por nucleases enddégenas, limitando sua utilidade
terapéutica. Até o) momento, muitos tipos de
oligonucleotideos nao naturais foram desenvolvidos
extensivamente estudados. (Clin. Exp. Pharmacol. Physiol,

vol 33, 533-540, 2006). Alguns deles demonstram estabilidade
metabdélica estendida em comparagcdo ao DNA e RNA. Séao
providas acima as estruturas quimicas de alguns dos
oligonucleotideos nao naturais representativos. Esses
oligonucleotideos ligam-se, de forma previsivel, a um &cido
nucleico complementar assim como o DNA ou o RNA faz.

[007] O oligonucleotideo fosforotioata (PTO) é
um andlogo de DNA com um dos atomos oxigénio de fosfato da
backbone substituido pelo atomo de enxofre por mondmero.
Essa pequena alteracao estrutural tornou o) PTO
comparativamente resistente a degradagdo por nucleases.
(Ann. Rev Biochem. vol 54, 367-402, 1985).

[008] Refletindo a similaridade estrutural do
PTO e do DNA, ambos penetram pouco a membrana celular na
maioria dos tipos de células de mamiferos. Para alguns tipos
de células que expressam abundantemente o(s)
transportador (es) do DNA, no entanto, o DNA e o PTO
demonstram boa penetracdo celular. Os PTOs administrados
sistematicamente sdo conhecidos por se distribuir facilmente
ao figado e rins. (Nucleic Acids Res. vol 25, 3290-329¢,
1997) .

[009] A fim de facilitar a penetracdo celular
do PTO in vitro, a lipofeccdo tem sido comumente praticada.

Entretanto, a lipofecgdo altera fisicamente a membrana
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celular, provoca citotoxicidade e, portanto, ndo seria ideal
para uso terapéutico prolongado.

[0010] Nos ultimos 20 anos, os PTOs anti-
sentido e as variantes de PTOs tém sido <clinicamente
avaliados ©para o tratamento de céanceres, disturbios
imunoldgicos, doencas metabdlicas, entre outras.
(Biochemistry vol 41, 4503-4510, 2002; Clin. Exp. Pharmacol.
Physiol, vol 33, 533-540, 2006). Muitos dessas drogas anti-
sentido candidatas nao foram bem sucedidas em partes devido
a fraca penetracido celular do PTO. Para resolver o problema
da fraca penetracgdo celular, o PTO precisa ser administrado
em alta dose para atividade terapéutica. Entretanto, os PTOs
sao conhecidos por estarem associados a toxicidades dose-
dependentes, por exemplo, o aumento do tempo de coagulacao,
ativacédo complementar, nefropatia tubular, ativacao de
célula de Kupffer e estimulacdo imune, incluindo a
esplenomegalia, hiperplasia 1linfdéide, infiltracdo celular
mononuclear. (Clin. Exp. Pharmacol. Physiol, wvol 33, 533-
540, 2006) .

[0011] Descobriu-se que muitos PTOs anti-
sentido demonstram devida atividade clinica contra doencgas
com uma contribuicdo significativa do figado ou rim. O ISIS-
301012 (mipomersen) é um andlogo de PTO que inibe a sintese
de apoB-100, wuma proteina envolvida no transporte de LDL-
colesterol. O mipomersen manifestou devida atividade clinica
em uma determinada populacdo de pacientes com aterosclerose
mais provavelmente devido a sua distribuicido preferencial ao

figado. (www.medscape.com/ viewarticle/556073: Acessado em

19 de fevereiro de 2009). O ISIS-113715 é um andlogo de PTO

anti-sentido que inibe a sintese ©protéica de tirosina
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fosfatase 1B (PTP1B) e descobriu-se que ele apresenta
atividade terapéutica em pacientes com diabetes tipo II.
(Curr. Opin. Mol. Ther. vol 6, 331-336, 2004).

[0012] No oligonucleotideo fosforamidite
morfolino (PMO), o fosfate backbone e a 2-deoxirribose do
DNA sao substituidos por fosforamidita e morfolina,
respectivamente. (Appl. Microbiol. Biotechnol. vol 71, 575-
586, 20006) . Enquanto o Dbackbone do DNA é carregado
negativamente, a backbone do PMO ndo é carregada. Assim, a
ligagdo entre o PMO e o mRNA ¢é 1livre de repulséao
eletrostédtica entre as backbones e tende a ser mais forte do
que entre o DNA e o mRNA. Uma vez que o PMO é
estruturalmente muito diferente do DNA, o PMO ndo seria
reconhecido pelo(s) transportador (es) hepéaticos que
reconhecem o DNA. No entanto, o PMO nao penetra facilmente a
membrana celular.

[0013] @) adcido peptonucleico (PNA) é um
polipeptidio com N-(2-aminoetil)glicina como a backbone da
unidade e foi descoberto por Nielsen e colaboradores.
(Science wvol 254, 1497-1500, 1991). Assim como o DNA e o
RNA, o PNA também liga-se seletivamente ao &cido nucleico
complementar [Nature (London) vol 365, 566-568, 1992] Assim
como o PMO, a backbone do PNA nao é carregada. Assim, a
ligacdo entre o PNA e o RNA tende a ser mais forte do que a
ligagdo entre o DNA e o RNA. Uma vez gque o PNA ¢&
notavelmente diferente do DNA em termos estruturais, o PNA
ndo seria reconhecido pelo(s) transportador(es) hepaticos
que reconhecem o DNA e mostraria um perfil de distribuicéao
tecidual muito diferente daquele do DNA ou do PTO. No

entanto, o PNA também penetra pouco a membrana celular de
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mamiferos. (Adv. Drug Delivery Rev. vol 55, 267-280, 2003).

[0014] No 4&cido nucleico blogueado (LNA), o
anel de RNA da ribose da Dbackbone ¢é estruturalmente
restringido para aumentar a afinidade de ligacdo pelo RNA ou
pelo DNA. Assim, os LNAs podem ser considerados como
derivados de DNA ou RNA de alta afinidade. (Biochemistry vol
45, 7347-7355, 2006) .

[0015] Mecanismos Anti-Sentido: Um mecanismo
anti-sentido difere dependendo dos tipos de AOs. A RNAse H
reconhece um duplex de mRNA com DNA, RNA ou PTO, e degrada a
porcao de duplex do mRNA. Assim, a atividade anti-sentido do
PTO é significativamente amplificada pela RNAse H. Ao mesmo
tempo, a RNAse H ndo reconhece um duplex de mRNA com PMO,
PNA ou LNA. Em outras palavras, PMO, PNA e LNA devem se
basear puramente no Dbloqueio estérico do mRNA para sua
atividade anti-sentido. (Biochemistry wvol 41, 4501-4510,
2002) .

[0016] Para oligonucleotideos com a mesma
afinidade de 1ligacdo pelo mRNA, o PTO deve, portanto,
demonstrar atividade anti-sentido mais forte que o PMO, PNA
e LNA. Para o blogueio estérico de AOs, tais como PMO, PNA e
LNA, a forte afinidade pelo mRNA é desejada para a atividade
anti-sentido.

[0017] Atividade Anti-Sentido do PNA: A
afinidade de ligagdo do PNA pelo mRNA aumentaria conforme o
aumento do comprimento do PNA até um determinado ponto. No
entanto, a atividade anti-sentido do PNA ndo parece sempre
aumentar em relacdao ao seu comprimento. Houve casos em que a
atividade anti-sentido do PNA atingiu a atividade maxima em

12 a 13-mer e diminuiu depois disso. (Nucleic Acids Res. vol
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32, 4893-4902, 2004). Por outro lado, a atividade anti-
sentido ideal foi atingida com PNAs de 15 a 18-mer contra um
determinado mRNA, refletindo gque a acessibilidade estrutural
do sitio de ligacdo alvo do mRNA seria importante.
(Biochemistry vol 40, 53-64, 2001).

[0018] Em muitos casos, relatou-se gque os PNAs
inibem a sintese protéica pelo ribossomo em nivel micromolar
sob boas condicdes de penetracdo celular. (Science vol 258,
1481-85, 1992; Biochemistry wvol 40, 7853-7859, 2001; Nucleic
Acids Res. vol 32, 4893-4902, 2004). No entanto, descobriu-
se gue os PNAs que visam uma posicdo altamente acessivel do
mRNA demonstram atividade anti-sentido ao nivel sub-
micromolar (Neuropeptides vol 38, 316-324, 2004;
Biochemistry wvol 40, 53-64, 2001) ou mesmo em nivel sub-
nanomolar (Nucleic Acids Res. vol 36, 4424-4432, 2008) sob
boas condigdes de transfeccéao.

[0019] Além disso, para visar um sitio
altamente acessivel no mRNA, a forte afinidade de ligacdo do
PNA pelo mRNA seria muito exigida para a boa atividade anti-
sentido. Ao contrario do DNA, PTO e LNA, a backbone do PNA
ndo é carregada. O PNA tende a se agregar e se tornar menos
adequado para ligagdao ao mRNA conforme seu tamanho aumenta.
E desejavel melhorar a afinidade de ligacdo do PNA pelo mRNA
sem aumentar o comprimento do PNA. A incorporagao de
mondémeros de PNA com um ponto de carga seria benéfico na
prevencao da agregacao do PNA.

[0020] Estratégias de Penetracdo Celular para o
PNA: Os PNAs nédo penetram facilmente a membrana celular e
tendem a demonstrar fraca atividade anti-sentido, a menos

que devidamente transfectados. H& alguns anos, a atividade
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anti-sentido do PNA era avaliada por microinjecao (Science
vol 258, 1481-85, 1992) ou eletroporacao (Biochemistry wvol
40, 7853-7859, 2001). A microinjecdo e a eletroporacao sao
invasivas e 1nadequadas para aplicacgdes com finalidades
terapéuticas. Para melhorar a penetracdo celular, varias
estratégias foram desenvolvidas. (Adv. Drug Delivery Rev.
vol 55, 267-280, 2003; Curr. Top. Med.Chem. vol 7, 727-737,
2007) .

[0021] Os PNAs foram eficientemente aplicados
na célula por incorporacdo covalente de peptideos que
penetram na célula (Neuropeptides vol 38, 316-324, 2004),
lipofeccdo apds a formacdao do duplex com um DNA complementar
(Biochemistry wvol 40, 53-64, 2001), lipofecgcdao de PNAs com
uma 9-aminoacridina ligada covalentemente (Nucleic Acids
Res. vol 32, 2695-2706, 2004), lipofeccdo de PNAs com anions
fosfonato ligados covalentemente (Nucleic Acids Res. vol 36,
4424-4432, 2008), entre outras. Também, a penetracdo celular
foi aprimorada pela fixacdo de uma parcela 1lipofilica ao
PNA, por exemplo, adamantano (Bioconjugate Chem. vol 10,
965-972, 1999) ou de um grupo amfifilico, por exemplo,
tetrafenil fosfbénio (Nucleic Acids Res. wvol 29, 1852-1863,
2001) No entanto, ¢ improvavel que essa modificacgdao
covalente aumente a afinidade de ligacgdo ao mRNA, apesar da
notdvel melhora na penetracdo celular.

[0022] PNAs com um CPP Ligado Covalentemente:
Os peptideos de penetracdo celular (CPPs) sdo polipeptideos
que demonstram boa penetracdo celular e possuem multiplas
cargas positivas dos residuos de arginina ou lisina. Até o
momento, muitos CPPs, tais como transportan, penetratin, NLS

(sinal de localizagdo nuclear) e Tat foram descobertos. Os
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CPPs sao conhecidos por portar eficientemente uma carga
ligada covalentemente na célula. Os PNAs com um CPP ligado
covalentemente também demonstraram boa penetracdo celular.

[0023] Embora alguns PNAs com um CPP ligado
covalentemente demonstraram ICsps anti-sentido em torno de
100nM (Neuropeptides wvol 38, 316-324, 2004), os ICsps anti-
sentido micromolares sao prevalentes para esses PNAs.

[0024] Os PNAs com um CPP ligado covalentemente
sdo compostos por duas porcgdes, o dominio PNA hidrofdbico e
o dominio CPP carregado positivamente. Esse PNA tende a se
agregar e ser capturado em endossomos dentro da célula, e
ndo estaria disponivel para a inibicdo anti-sentido da
sintese protéica. (Curr. Top. Med. Chem. wvol 7, 727-737,
2007; Nucleic Acids Res. wvol 33, 6837-6849, 2005). Além
disso, esse CPP ligado covalentemente dificilmente aumenta a
afinidade de ligacdo do PNA pelo mRNA.

[0025] PNAs com uma Backbone Quiral: Houve
tentativas de introduzir um substituinte quiral na backbone
do PNA da 2-amincetil-glicina (Aeqg) . Por exemplo, a
solubilidade aquosa do PNA foi significativamente melhorada
pela incorporacao do(s) mondmero(s) de PNA com uma backbone
de 2-aminoetil-lisina no lugar da Aeg. (Angew. Chem. Int.
Ed. Engl, vol 35, 1939-1941, 199¢6).

[0026] Introduzindo a backbone de L-(2—-amino-2-
metil)etil-glicina no lugar de Aeg, a afinidade de 1ligacao
do PNA pelo DNA e RNA foi significativamente melhorada. Um
PNA de 10-mer com toda a backbone de L-(2-amino—-2-
metil)etil-glicina no lugar de 2—aminoetil-glicina
demonstrou um aumento de 19°C e 10°C na Tn contra o DNA

complementar e o RNA, respectivamente. No entanto, esse
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aumento nao parece ser proporcional ao numero de
substituicdo por L-(2-amino-2-metil)etil-glicina. (J. Am.
Chem. Soc. vol 128, 10258-10267, 2006).

[0027] GPNA: Relatou-se que a penetracao
celular do PNA melhorou notavelmente por meio da
incorporagdao de mondmeros de PNA com uma backbone de 2-
aminocetil-arginina no lugar da Aeg. (J. Am. Chem. Soc. vol
125, 6878-6879, 2003). Esses PNAs foram denominados ‘GPNA’,
pois possuem parcela guanidinio na backbone.

[0028] Relatou-se que os GPNAs com a backbone
de Z2-aminoetil-D-arginina possuem afinidade mais forte pelo
DNA e RNA do gque os GPNAs correspondentes com a 2-aminoetil-
l-arginina. (Chem. Commun. 244-246, 2005). Para um GPNA de
10-mer com 5 monbmeros de GPNA com a backbone de 2-
aminoetil-D-arginina, houve um aumento de 7°C na Tn
(temperatura de fusao) contra o DNA complementar em
comparagdo ao PNA correspondente ndo modificado. (Bioorg.
Med. Chem. Lett, vol 16, 4931-4935, 2006).

[0029] Relatou-se que um GPNA anti-sentido de
l6-mer contra o EGFR-TK humano demonstra atividade antitumor
mediante administracdo ip (intraperitoneal) em camundongos
atimicos nude, embora a atividade anti-sentido in wvitro néao
tenha sido documentada para o GPNA anti-sentido na técnica
anterior (WO 2008/061091).

[0030] PNAs com Nucleobase Modificada: Assim
como o0s casos com DNA, modificacdes de nucleobase foram
realizadas para melhorar a afinidade do PNA por &cidos
nucleicos.

[0031] Os PNAs com adenina substituida por 2, 6-

diaminopurina foram avaliados quanto & sua afinidade pelo
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DNA complementar ou RNA. Descobriu-se que a substituicdo por
2,6-diaminopurina levou a um aumento de 2,5 ~ 6°C na Tmn por

substituicao. (Nucleic Acids Res. vol 25, 4639-4643, 1997).
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Citosina e Citosinas Modificadas

[0032] Os PNAs com citosina substituida por 9-
(2—aminoetoxi) fenoxazina foram avaliados quanto a sua
afinidade pelo DNA complementar ou RNA. Uma unica
substituicao por 9—- (2—aminoetoxi) fenoxazina causou um
aumento de 10,7 ~ 23,7°C na Tn, embora esse aumento
tenha sido notavelmente dependente da sequéncia de
nucleotideo. A nucleobase 9-(2-aminopropoxi)
fenoxazina também induziu um grande aumento na Tn.
Devido a um grande aumento da Tn, © mondmero de PNA
com 9- (2—aminoetoxi) —fenoxazina ou 9- (2—aminopropoxi)
fenoxazina como uma substituicdo de citosina foi denominado
‘G-clamp’. (Org. Lett, vol 4, 4395-4398, 2002). No entanto,
os dados de penetracao celular nado foram relatados para PNAs
com G-clamp (s) .

[0033] Os PNAs com citosina substituida por 6-
(2— (2—aminoetoxi) fenil)-pirrolocitosina ou por 6-(2,6-di(2-
aminoetoxi) fenil)pirrolocitosina foram avaliados quanto a
sua afinidade pelo DNA complementar ou RNA. Uma uUnica
substituicdao por 6-(2-(2—-aminoetoxi)fenil)pirrolocitosina ou

por 6-(2,6-di(2-aminoetoxi)—-fenil)pirrolocitosina aumentou a
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Tqw em 3 ~ 11,5°C. (J. Am. Chem. Soc. vol 130, 12574-12575,
2008) . No entanto, esses PNAs nao foram avaliados quanto a
penetracao celular.

[0034] Outros Usos dos PNAs: Pelo fato de se
ligar fortemente a um microRNA, o PNA pode inibir a funcao
regulatdéria do microRNA, levando a um aumento no nivel de
expressdao da(s) proteina(s) diretamente regulada(s) pelo
microRNA. (RNA vol 14, 336-346, 2008). Pelo fato de se ligar
fortemente a uma ribonucleoproteina, por exemplo,
telomerase, o PNA pode modular a funcao celular da
ribonucleoproteina. (Bioorg. Med. Chem. Lett, wvol 9, 1273-
78, 1999). Pelo fato de se ligar fortemente a uma
determinada porgcdo de um gene no nucleo, o PNA pode modular
o nivel de transcrigdo do gene. (Biochemistry vol 46, 7581-
89, 2007).

[0035] Pelo fato de o PNA se ligar fortemente
ao DNA e ao RNA, e discriminar sensivelmente um Unico par de
base de nédo correspondéncia, o PNA seria adequado para
deteccgédo de alta fidelidade de polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP). Uma vez que o PNA se liga fortemente ao DNA e
ao RNA com alta especificidade a sequéncia, o PNA pode ter
diversas outras aplicacdes terapéuticas e diagndsticas
envolvendo o DNA ou o RNA (FASEB vol 14, 1041-1060, 2000).
SUMARIO DA INVENCAO

[0036] A ©presente invencdo ©prové uma nova
classe de oligdémeros de PNA representados pela Férmula I, ou
um sal farmaceuticamente aceitavel destes:

By B2 Bn-1 By
X.N/\l\,N \l)LNﬁr,N\l)Lle ------ {-l,N\\/u\N/-l\,Nj)LZ Formula |l
Y 7, H 1, H

S, 1 S, 2 Spa oo S Th
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onde, n é um numero inteiro igual ou maior que 5; Si, S2,
. Sn-1, Sn, T1, T2, ey Th-1, e Th representam,
independentemente, “hidrido” [hydrido], “deutérido”
[deuterido], alquila substituida ou nédo-substituida, ou
radical arila substituido ou ndo-substituido; X e Y
representam, independentemente, “hidrido”, “deutérido”,
hidroxi, alguiloxi substituido ou nado-substituido, ariloxi
substituido ou nédo-substituido, amino substituido ou ndo-
substituido, alguila substituida ou nado-substituida, acila
substituida ou ndo-substituida, sulfonila substituida ou
ndo-substituida, ou radical arila substituido ou nao-
substituido; Z representa “hidrido”, “deutérido”, hidroxi,
alquiloxi substituido ou ndao-substituido, ariloxi
substituido ou nao-substituido, amino substituido ou nao-
substituido, alquila substituida ou nédo-substituida, ou
radical arila substituido ou nao-substituido; Bi, B2, ...,
Br-1L, e Bn sao independentemente selecionados dentre
nucleobases naturais, incluindo adenina, timina, guanina,
citosina e wuracila, e nucleobases nédo naturais; e, pelo
menos um dentre Bi1, B2, ey Bn-1, e Bn representa,
independentemente, uma nucleobase nao natural com um radical
amino substituido ou ndo-substituido ligado covalentemente a
parcela responsavel por suas devidas propriedades de
pareamento de nucleobase.
[0037] Um oligébmero de PNA da Foérmula I
demonstra melhor afinidade de ligacdo pelo &cido nucleico e
penetracdo celular em comparacdo ao seu oligbmero de PNA
correspondente ‘ndo modificado’. Os oligbmeros de PNA da
presente invengdo sdo Uteis para inibir especificamente a

sequéncia ou modular fungdes celulares e fisioldgicas
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mediadas por &cidos nucleicos ou moléCulas fisiologicamente
ativas tendo um dominio de &cido nucleico, por exemplo,
ribonucleoproteinas. Também, oS oligbmeros de PNA da
presente invencdo sdo Uteis para fins diagndsticos devido a
sua capacidade de ligacdo especifica da sequéncia a &cidos
nucleicos.
DESCRICAO DA INVENCAO

[0038] A ©presente invencdo ©prové uma nova
classe de oligdémeros de PNA representados pela Férmula I, ou

um sal farmaceuticamente aceitdvel destes:

v's oYy ©
xr:l/“/ \I)k "‘v W)L S ‘]~l/ \I)LNA“/ \HLZ Formula |

Y 8, T Sna To-1 = Th

onde, n é um numero inteiro igual ou maior que 5; Si, Sz,

y Sn-1, Sn T1, T2 Tn-1 e Th representam,

’ ’ ey

independentemente, “hidrido”, “deutérido”, alquila
substituida ou nado-substituida, ou radical arila substituido
ou nao-substituido; X e Y representam, independentemente,
“hidrido”, “deutérido”, hidroxi, algquiloxi substituido ou
ndo-substituido, ariloxi substituido ou ndo-substituido,
amino substituido ou ndo-substituido, alquila substituida ou
ndo-substituida, acila substituida ou nao-substituida,
sulfonila substituida ou ndo-substituida, ou radical arila
substituido ou ndo-substituido; 7 representa “hidrido”,
“deutérido”, hidroxi, alquiloxi substituido ou nao-—
substituido, ariloxi substituido ou nado-substituido, amino
substituido ou nédo-substituido, alquila substituida ou nao-

substituida, ou radical arila substituido ou nao-

substituido; Bi, B2, ..., Bn1, e Bn sdo independentemente
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selecionados dentre nucleobases naturais, incluindo adenina,
timina, guanina, citosina e wuracila, e nucleobases néao
naturais; e, pelo menos um dentre Bi, B2, ..., Bpnai, € Bn
representam, independentemente, uma nucleobase nao natural
com um radical amino substituido ou nédo-substituido ligado
covalentemente a parcela responsavel por suas devidas
propriedades de pareamento de nucleobase.

[0039] Um oligbmero de PNA da presente invencéo
demonstra melhor penetracdo celular e 1ligacdo ao Aacido
nucleico em comparacgao ao seu oligbmero de PNA
correspondente ‘ndao modificado’. Na presente invencgdao, o
termo oligbmero de PNA ‘ndao modificado’ refere-se a um
oligbmero de PNA da Fdérmula I, onde Si, S2, ..., Sn-1, Sn, Ti1,
T2, ..., Tn-1, e Tn sao radical “hidrido”; e Bi, B2, ..., Bn-1,
e Bn sao independentemente selecionados dentre nucleobases
naturais compreendendo adenina, timina, guanina, e citosina.

[0040] Um oligbmero de PNA da presente invencéo
penetra facilmente a membrana celular dos mamiferos e pode
afetar ou alterar as funcdes celulares por ligacao
especificamente a sequéncia a um acido nucleico ou a uma
nucleoproteina dentro da célula.

[0041] Um oligbmero de PNA da Férmula I pode
inibir potencialmente a sintese de proteina ribossdmica pela
forte ligacdo ao mRNA. Um oligbmero de PNA da presente
invengao pode ligar-se fortemente a um pre-mRNA e alterar o
splicing do pre-mRNA em mRNA. Além disso, um oligbmero de
PNA da presente invengdo podem ligar-se fortemente a um
microRNA e 1inibir a degradacdo do mRNA induzida pelo
microRNA.

[0042] Um oligbmero de PNA da Férmula I pode
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ligar-se, de forma previsivel, ao dominio de acido nucleico
de uma ribonucleoproteina, por exemplo, telomerase, e
modular suas funcédo(ées) fisioldgica(s). Um oligbmero de PNA
da presente invencao pode ligar-se a um gene e modular a
transcrigcdo do gene. Um oligdmero de PNA da Férmula I pode
ligar-se a um gene viral ou sua transcrigcdo e 1inibir a
proliferagcdo do virus. Um oligbmero de PNA da presente
invencao pode afetar as fungdes celulares gue nao aquelas
descritas acima por ligacdo especificamente a sequéncia a um
dcido nucleico ou uma nucleoproteina dentro da célula do
mamifero. Além disso, um oligbémero de PNA da presente
invengcdao pode ligar-se fortemente a um mRNA bacteriano,
dcido nucleico ou gene, e inibir a proliferacdo bacteriana
ou alterar os perfis de biossintese bacteriana.

[0043] Um oligbmero de PNA da presente invencéo
¢ altamente sensivel a uma nédo correspondéncia de base na
ligagcdo a sua contraparte de DNA complementar, e seria
apropriado para deteccdo de polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP) com alta fidelidade. Os oligbmeros de PNA da
presente invencgao ligam-se fortemente a seus DNAs
complementares com alta especificidade a sequéncia, e podem
ser Uteils para determinacdo do perfil gene. Um oligbmero de
PNA da Férmula I pode ser util para sondar ou localizar um
dcido nucleico tendo uma moléCula, por exemplo, telomere,
dentro da célula se devidamente marcado comum cromdéforo, por
exemplo, fluordéforo. Os oligbmeros de PNA da presente
invencdo podem ser Uteis para diversos fins diagndsticos ou
analiticos que nao aqueles detalhados acima.

[0044] Um oligbmero de PNA da presente invencéo

possui boa solubilidade aquosa em comparacdo ao oligbmero de
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PNA correspondente ‘ndo modificado’ e pode ser utilizado
dissolvido em &gua, em solucdo fisioldgica ou em uma solucgao
tampdo. Um oligbmero de PNA da Férmula I pode ser formulado
com um lipidio catidnico, por exemplo, lipofectamina. Um
oligbmero de PNA da presente invencao pode ser submetido a
duplexacao com um DNA complementar e o duplex resultante
pode ser formulado com um lipidio catidnico.

[0045] Um oligbmero de PNA da presente invencéo
pode ser formulado em diversas formas farmacéuticas
incluindo, entre outras, formulacdo injetédvel, spray nasal,
comprimido, grénulos, capsula dura, capsula mole, formulacéao
lipossbmica, suspensdo oral, formulacdo transdérmica, entre
outras.

[0046] Um oligbmero de PNA da presente invencéo
pode ser administrado a um individuo em doses
terapeuticamente eficazes, o que pode variar dependendo da
indicacdo, da via de administracgao, cronograma posoldgico,
situacdo do individuo, entre outras.

[0047] Um oligbmero de PNA da presente invencéo
pode ser administrado a um individuo por diversas de vias,
incluindo, entre outras, injecao intravenosa, injecao
subcutéanea, injecao intraperitoneal, inalacao nasal,
administragdao oral, aplicacdo transdérmica, entre outras.

[0048] Um oligbmero de PNA da Férmula I pode
ser administrado a um individuo em associacdo com um
adjuvante farmaceuticamente aceitavel incluindo, entre
outros, &cido citrico, &cido cloridrico, &cido tartéarico,
dcido esteérico, polietilenoglicol, polipropilenoglicol,
etanol, bicarbonato de sédio, agua destilada, acido

hialurdénico, lipidio catidnico, por exemplo, lipofectamina,
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amido, gelatina, talco, &cido ascérbico, azeite de oliva,
bleo de palma, metilceluose, oxido de titanio,
carboximetilcelulose de sddio, edulcorante, preservante,
entre outros.

[0049] Um oligbmero de PNA da presente
invencao, dependendo da presenca de grupo(s) funcional (ais)
basico(s) ou acido(s), pode ser utilizado como neutralizado
com uma quantidade equivalente de um 4cido ou Dbase
farmaceuticamente aceitavel incluindo, entre outras,
hidréxido de sdédio, hidrdéxido de potédssio, acido cloridrico,

dcido metanossulfdénico, &cido citrico, entre outros.

[0050] Os oligbmeros de PNA preferidos abrangem
0s oligbmeros de PNA da Férmula I, ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel deste: onde, n €& um numero

inteiro igual ou maior que 5, porém menor ou igual a 30; Si,
S2, .., Sn-1, T1, T2, ..., Tn1, e Tn sd@o radical “hidrido”; X e
Y sdo independentemente selecionados dentre “hidrido”,
alquila substituida ou nédo-substituida, acila substituida ou
ndo-substituida, sulfonila substituida ou nao-substituida, e
radical arila substituido ou nao-substituido; Z representa
“hidrido”, hidroxi, alquiloxi substituido ou nao-
substituido, amino substituido ou nao-substituido, alquila
substituida ou ndo-substituida, ou radical arila substituido
ou nao-substituido; By, B, . Bn-1, e Bn sao
independentemente selecionados dentre nucleobases
naturais, incluindo adenina, timina, guanina,
citosina e wuracila, e nucleobases nao naturais; e,
pelo menos um dentre B, B2, ey Bn-1, e Bn sao
independentemente selecionados dentre nucleobases nao

naturais representadas pela Férmula II, Foérmula III, ou
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Férmula IV:

%
/N_R2 NH, Q
N
o I a0y
/ N SNFNH N7 N NH
e I P
| \/N& I Lo~y -Ra ! |-3‘*--.’:I—R6
N"o Ry Rs
NI'N\
Formula ll Formula i Formula iV

onde, Ri1, Ro, Rs, Ra, Rs e Rg sao independentemente
selecionados dentre alquila substituida ou nd&o-substituida,
“hidrido”, hidroxi, e radical alguiloxi substituido ou néao-
substituido; e, L, I e L3 sao um ligante covalente
representado pela Férmula V ligando um grupo amino basico a
parcela responsavel pelas propriedades de pareamento de

nucleobase:
3NN /I/ ________ \]\ -, Formula V
QZ =1 -

onde, Q1 e Qmn sao radicais metileno substituidos ou néao-
substituidos (-CHz-) radical, e Qn estd diretamente ligado
ao grupo amino basico; Q2, Qs, ey e Om-1 sao

independentemente selecionados dentre radical metileno

substituido ou nao-substituido, oxigénio (-0-), enxofre (-S-
), e radical amino substituido ou nao-substituido [-N(H)-,
ou -N(substituinte)-]; e, m é um numero inteiro igual ou

maior que 2, porém menor ou igual a 15.

[0051] Os oligbmeros de PNA de interesse
particular compreendem oligbmeros de PNA da Fdérmula I, ou um
sal farmaceuticamente aceitdvel destes: onde, n € um numero
inteiro igual ou maior que 8, porém menor ou igual a 25; Si,

S2, .., Sn-1i, Sn, T1, T2, ..., Tn-1, e Tn sao radical “hidrido”;
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X e Y sao independentemente selecionados dentre “hidrido”,
alquila substituida ou ndo-substituida, e radical acila
substituido ou ndo-substituido;

[0052] Z representa hidroxi ou radical amino
substituido ou nao-substituido; Bi, B2, ..., Bn-i, e Bn séao
independentemente selecionados dentre nucleobases naturais,
incluindo adenina, timina, guanina, citosina e wuracila, e
nucleobases nao naturais; pelo menos dois dentre Bi, By,
...y Bni1, e Bn sdao independentemente selecionados dentre
nucleobases ndo naturais representadas pela Férmula 17T,

Férmula III, ou Férmula IV; Ry, R2, Rs Re e Rs sao

independentemente selecionados dentre alquila substituida ou
ndo-substituida e radical “hidrido”; Q1 e OQOm s&o radicais
metileno substituidos ou ndo-substituidos e Om esta
diretamente ligado ao grupo amino basico; Qz, Q3, ..., € Qn1
sao independentemente selecionados dentre radical metileno
substituido ou ndo-substituido, oxigénio e radical amino; e,
m é um numero inteiro igual ou maior que 2, porém menor ou
igual a 12.

[0053] Os oligbmeros de PNA de alto interesse
compreendem oligbmeros de PNA da Foérmula I, ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel destes: onde, n €& um numero
inteiro igual ou maior gque 10, porém menor ou igual a 25;
Si, S22, .., Sn-1i, Sn, Ti, T2, ..., Tp-1, e Tn sdo radical
“hidrido”; X e Y sao independentemente selecionados dentre
“hidrido” e radical acila substituido ou ndo-substituido; 2z
representa hidroxi, alquiloxi, ou radical amino substituido
ou ndo-substituido; e, Bi, B2, ey Bn-1, e Bpn sao
independentemente selecionados dentre nucleobases naturais,

incluindo adenina, timina, guanina, citosina e wuracila, e
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nucleobases ndo naturais; pelo menos trés dentre Bi, By,
...y Bni1, e Bn sdao independentemente selecionados dentre
nucleobases ndo naturais representadas pela Fdérmula 1T,
Férmula III, ou Férmula IV; Ri, Rz, R3, Rs, Rs e Rg sao
independentemente selecionados dentre alquila substituida ou
nado-substituida e radical “hidrido”; Qi1 e OQOm sdo radicais
metileno, e Qmn estd diretamente 1ligado ao grupo amino
basico; Q2, Q3,.., € Qmn1 sdo independentemente selecionados
dentre metileno, oxigénio e radical amino; e, m & um numero
inteiro igual ou maior que 2, porém menor ou igual a 10.
[0054] Os oligbmeros de PNA de maior interesse
abrangem oligbmeros de PNA da Férmula I, ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel destes: onde, n €& um numero
inteiro igual ou maior gque 10, porém menor ou igual a 20;
Si, S2, .., Sn-1, Sn, Ti, T2, .., Tpn-1, e Tn sao radical
“hidrido”; X e Y sdo independentemente selecionados dentre
“hidrido” e radical acila substituido ou nao-substituido; 2
representa hidroxi ou radical amino substituido ou néao-
substituido; Bi, Bz, ..., Bn-1, e Bn sao independentemente
selecionados dentre nucleobases naturais, incluindo adenina,
timina, guanina, citosina e wuracila, e nucleobases néao
naturais; pelo menos trés dentre Bi, B2, ..., Bni1, e Bn séo
independentemente selecionados dentre nucleobases nao
naturais representadas pela Férmula II, Foérmula III, ou
Férmula IV; Ri, Rs, e Rs sdo radical “hidrido” e Rz, R4, e Re
representam, independentemente, “hidrido” ou radical
amidinila substituido ou ndo-substituido; Q1 e Qm séo
radicais metileno, e Qmn estd diretamente ligado ao grupo
amino bésico; Q2, 03, ...y € OQmni1 sao 1independentemente

selecionados dentre metileno, oxigénio e radical amino; e, m
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¢ um numero inteiro igual ou maior que 2, porém menor ou
igual a 10.

[0055] Os oligbmeros de PNA de mais alto
interesse compreendem oligbmeros de PNA da Férmula I, ou um
sal farmaceuticamente aceitdvel destes: onde, n é um numero
inteiro igual ou maior gue 10, porém menor ou igual a 20;
Si, S2, .., Sni1, Sn, Ti, T2, .., Tni1, e Tn sao radical
“hidrido”; X e Y sdo independentemente selecionados dentre
“hidrido” e radical acila substituido ou ndo-substituido; 2z
representa hidroxi ou radical amino substituido ou nao-
substituido; Bi, B2, ..., Bni, e Bn sdo independentemente
selecionados dentre adenina, timina, guanina, citosina, e
nucleobases nédo naturais; pelo menos trés dentre Bi, By,
..., Bni1, e Bn sdo independentemente selecionados dentre
nucleobases nédo naturais representadas pela Férmula 1T,
Férmula III, ou Fédrmula IV; Ri, R3, e Rs sdo radical “hidrido”
e Rz, R4, e Rs representam, independentemente, “hidrido” ou
radical amidinila; Q1 e Qn sdo radicais metileno, e Qun esté
diretamente ligado ao grupo amino basico; Qz2, Q3, ..., € QOm1
sao independentemente selecionados dentre metileno e radical
oxigénio; e, m é um numero inteiro igual ou maior que 2,
porém menor ou igual a 8.

[0056] Oligbmeros especificos de PNA de forte
interesse compreendem oligbmeros de PNA da Fdérmula I, ou um
sal farmaceuticamente aceitdvel destes: onde, n é um numero
inteiro igual ou maior que 8, porém menor ou igual a 20; Si,
S2, w.r Sn-1, Sn, Ti1, T2, .., Tn-1, e Tn sdo radical “hidrido”; X
¢ radical “hidrido”; Y representa “hidrido”, ou radical
acila substituido ou ndo-substituido; Z representa hidroxi

ou radical amino substituido ou ndo-substituido; Bi, By,
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., Bni1, e Bn sdao independentemente selecionados dentre
adenina, timina, guanina, citosina, e nucleobases nao
naturais; pelo menos trés dentre Bi, B2, ..., Bni, e Bn séo
independentemente selecionados dentre nucleobases nao
naturais representadas pela Férmula II, Foérmula III, ou
Féormula IV; Ri, R3, e Rs sdo radical “hidrido” e Rz, Ra, e Rs
representam, independentemente, “hidrido” ou radical
amidinila; Li representa - (CHz)2-0-(CH2)2-, —-CH2-0O-(CH2)2—, ou
—CH2-0- (CH2) 3—, sendo que a extremidade direita esté
diretamente ligada ao grupo amino basico; e, L2 e Lz séao
independentemente selecionados dentre - (CH2) 2—0O— (CH2) 2—, -
(CHz2) 3-O—-(CH2) 2=, —(CH2)2-0-(CHz)3—, —(CHz)2—, —(CH2)3—, —(CH2)s—, -
(CH2) 5—, - (CH2) 6—, - (CHz) 7—, e - (CH2) 8-, sendo que a
extremidade direita esta diretamente ligada ao grupo amino
basico.

[0057] Os termos e abreviacdes acima utilizados
para os oligbmeros de PNA da ©presente invencao sao

ilustrados na tabela abaixo.

Termo/Abreviagao llustragdo ou defini¢do
oligdbmero oligonucleotideo
“hidrido” atomo de hidrogénio unico (-H)
“deutérido” 4tomo de deutério Unico (-D)
alquila radical alquila linear ou ramificada
arila grupo aromatico, por exemplo, fenila, piridila, furila, naftila, etc
metileno -(CHa)-
acila *-C(0)-" substituido por “hidrido”, alquila, ou radical arila
Continuagéo da Tabela
sulfonila -S(0)2-" substituido por alquila, ou radical arila
alquiloxi R-O-’ onde R é radical alquila substituido ou ndo-substituido
oxigénio “O-
enxofre S~
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idinil NH2
amidinila
:l'z’gNH
NH,
fosina (C) [
citosina
v o
O
timina (T) \fit‘
N"O
(0]
uracila (U) | /’K’
N0
NH,
adenina (A) )
l
N R,
o)
. N
guanina (G) TT:utH: S
HNT N7,
PROCEDIMENTOS DE SINTESE GERAL
[0058] Para caracterizacdo das moléculas da

presente invengdo, espectros de NMR foram registrados em um
espectrémetro Varian Mercury 300MHz, Bruker Avance 400MHz,
ou Varian Inova 500MHz NMR. Um Sistema de Captacdo Ibnica
Bruker Daltonics Ultraflex MALDI-TOF ou Agilent LC/MS foi
empregado para determinacdo do peso moleCular. Os oligbmeros
de PNA foram analisados e purificados por Cig—-HPLC de fase
reversa em um sistema de HPLC Hewlett Packard 1050 ou em um
sistema de HPLC Shimazu LC-6AD. Salvo se informado em
contréario, silica gel foi utilizada para a separacao
cromatografica de pequenas moléCulas preparadas na presente

invencdo. O ponto de fusdo é relatado como ndo corrigido.
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[0059] Os derivados de nucleobase nao natural
utilizados para a sintese de mondmeros de PNA da presente
invencdo foram preparados de acordo com um dos métodos
(Métodos A, B, e C) providos abaixo ou com pequena(s)
modificacdo (des) deste, salvo de detalhado de outra forma em
exemplos de sintese real.

[0060] Método A: derivados de 6-alquila-
pirolocitosina foram sintetizados Ccomo devidamente
protegidos de acordo com o Esquema 1 ou com pequena(s)
variacao (oes) deste. Esses derivados de 6—alquila-
pirolocitosina foram utilizados para sintetizar mondmeros de
PNA contendo uma nucleobase representada pela Fdérmula II
como um equivalente a citosina.

[0061] O primeiro composto a foi desprotonado
com NaH e entdo alquilado com etilbromoacetato para obtencgao
do composto b. O composto b foi submetido a uma ligacgao
catalisada com palddio com um derivado de acetileno
terminal, que foi transformado em anel in situ no produto c
de acordo com a literatura. (Nucleosides Nucleotides &
Nucleic Acids vol 22, 1029-1033, 2003)

Esquema 1

Ph

Ph 0=
O—'“( NH . H_
NH | /K ==~ N—PG
1) NaH/OMF \L,\N
[N e I
| i 2) etilbromoacetato N0 Cul, NEty, Pd{PPh,),, DMF
N0 0
H OEt
a b
NH-PG
/Ph L,/
o= NH
PG-p-L1 NH 4 PG: Grupo Protetor
N e
Ho S /J§N I ! N
L w*%
N0
kfo e Kfo
OEt
OEt
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[0062] Método B: derivados de 2, 6-diaminopurina
foram sintetizados como devidamente protegidos de acordo com
o Esquema 2 ou com peqguena(s) variacao(des) deste. Esses
derivados de 2,6-diamino-purina foram utilizados para
sintetizar mondmeros de PNA contendo uma nucleobase
representada pela Fdérmula IITI como um equivalente de
adenina.

[0063] Primeiro, 2-haloadenina foi reagida com
a diamina em alta temperatura para obtencdo do composto d,
que foi entdo reagido com Boc20 para resultar no composto e.
O composto e foil desprotonado com NaH e alguilado com
etilbromoacetato para obtencdao do composto f. O grupo amino
aromadtico do composto f foi protegido com grupo Cbz ou Boc
para resultar no composto g.

Esquema 2

NH, NH,

NH2 “
NH;-Lo-NH, NZ NN Boc,0 N7 SN
N o AN Loy AN
)\\ HN""2>N" N7 TN Boc—N"2~N" N7 N
X~ N u H H H H H
d e

X=ClorBr

{Boc or Cbz)~.

NH, NH
N= N\ Protecéo Cbz ou Boc N* N\
1) e ~L. )\\ I > —_— _L )\\ | >
BOC—H 2-” N N Boc_u Y N
2) BrCH,CO,Et —— N oo
d g9

[0064] Método C: derivados de guanina N-
alquilada foram sintetizado como devidamente protegidos de
acordo com o Esquema 3 ou com pequenas variacdes deste.
Esses derivados de guanina foram utilizados para sintetizar
mondmeros de PNA contendo uma nucleobase representada pela
Férmula IV como um equivalente de guanina.

Esquema 3
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o] Q ' o

FLNLJIN\> NH,-Ly-NH, '_L'\IL)‘\\LI,N\> Boc,O HN | N\>
Sy N H N~ Lo~y Sy~ N Nl s,
X" N H 2 H Nl Boc H u N u
X=ClorBr h i
0
N
HN

1) NaH M i

2) BICH,CO,Et BDCLE’LS\"AN N J

) BICHCO, H L coet

[0065] Primeiro, 2-halohipoxantina foi reagida

com a diamina em alta temperatura para obtencdo do composto
h, que foi entdao reagido com Boc;0 para resultar no composto
i. O composto i foi desprotonado com NaH e alquilado com
etilbromoacetato para obtencdao do composto 7J..

[0066] Dois tipos de monbmeros de PNA foram
sintetizados de acordo com o Método D ou com o Método E para
a ©preparagcao de oligbmeros de PNA da Férmula I. Os
oligbmeros de PNA foram preparados pela Panagene, Inc.

(www.panagene.com, Daejon, Coréia do Sul) utilizando

mondémeros de PNA do tipo o do Esquema 4 mediante solicitacao
da CTI Bio. Alternativamente, os mondmeros de PNA do tipo g
do Esquema 5 foram utilizado internamente para a sintese de
oligbmeros de PNA de acordo com o método descrito na técnica
anterior ou com pequena(s) modificacdo(des) deste. (USP
6,133,444)

[0067] Método D: mondmeros de PNA com uma
nucleobase modificada foram preparados de acordo com O
Esquema 4 ou com peqgquenal(s) variacao (oes) deste como
devidamente protegidos para o método de sintese de oligdmero
de PNA descrito na literatura. (Org. Lett, vol 9, 3291-3293,
2006) . No Esquema 4, o composto k pode corresponder ao
composto ¢ do Esquema 1, ao composto g do Esquema 2 ou ao

composto j do Esquema 3; no entanto, pode nao ser
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necessariamente limitado a um dos compostos de éster.

Esquema 4
0

H B
Bts. N
B 1)aqTHF, LioH  © N \V)LOE‘ O m
5 Bts. /\/N\)J\
OEt  AH OH EDCI, HOBT, DMF N oEL
k '
B
B 0
1) aq THF, LiOH 0, EDCI, DMF L77
——— N
oy H* Bts ~ NI, [: o
H
n i 9
Bts
N Q '
Bts = @[Q—ﬁ*% B = Nucleobase Protegida
o}
[0068] Primeiro, o éster k foil submetido a

hidrdélise alcalina para resultar no acido I, que foi entéo
ligado com N-[2—-{N—-(2-benzotiazolinil)sulfonilamino}etil]—-
glicinato de etila para obtencdo do composto m. O composto m
foi levemente hidrolisado com LiOH para resultar no &acido n,
que foi ciclizado por uma reagdo de ligagao EDCI para
obtencdo do monbémero de PNA modificado o. A estrutura
quimica do mondémero de PNA o foi assumida como no Esquema 4
em toda a presente invencgdo, contanto que esses mondmeros de
PNA atribuidos tenham resultado, com sucesso, nos oligdmeros
de PNA na literatura. (Org. Lett, vol 9, 3291-3293, 2006)
[0069] Método E: Alternativamente, monbmeros de
PNA com uma nucleobase modificada foram preparados de acordo
com o Esquema 5 ou com pequena(s) variacdo (des) deste como
devidamente protegidos para o método de sintese de oligbmero
de PNA provido na técnica anterior. (USP 6,133,444). No
Esquema 5, o composto k pode corresponder ao composto ¢ do
Esquema 1, ao composto g do Esquema 2 ou ao composto j do

Esquema 3; no entanto, pode ndo ser necessariamente limitado
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a um dos compostos de éster.

Esquema 5

i ;
B . 8 Fmoc\N/\/ \)LOMe o
1) aq THF, LIOH o N 0 p
’ Fmoc. N
2)H' N \)'\OMe
OEt OH EDCI, HOBT, DMF H
K I
B
1) aq THF, LiOH o} o
\/U\ Fmoc = (9H-fluoren-9-il)metoxicarbonila
2) K Fmoc.  ~_-N OH

N

[0070] Primeiro, o &cido I foi ligado ao N-[2-
{N-(9H-fluoren-9-il)amino}etil]-glicinato de etila para
obtencdo do composto p por uma reacgcdao de ligacao EDCI.
Entdo, o composto p foi levemente hidrolisado com LiOH para
obtencdo do mondmero de PNA g com uma nucleobase modificada.

[0071] Os exemplos a seguir contém descrigdes
dos métodos de preparacado dos compostos da presente
invencao. As descrigdes detalhadas desses exemplos sao
apresentadas somente para fins ilustrativos e ndo devem ser
interpretadas como uma restrigcdo a presente invencdo. A
maioria dessas descrigdes detalhadas estda dentro do escopo e
serve para exemplificar os PROCEDIMENTOS DE SINTESE GERAL
descritos acima que fazem parte da invencao. As abreviacgdes
utilizadas nos exemplos a seguir sao definidas na tabela

abaixo.l]

ﬂltegoria Denotagéo
Ressonancia magnética nuclear de préton. Ao apresetnar os dados de NMR, abreviagdes amplamente

H NMR aceitas foram utilizadas como segue: s para singleto, d para dubleto, t para tripleto, q para quarteto, m
para multipleto, br para amplo, J para constante de acoplamento, CDCl3 para cloroférmio deuterado,

DMSOgs para DMSO hexa-deuterado, entre outras.

Espectroscopia de massa. Ao apresentar os dados da MS, abreviagdes popularmente aceitas foram

MS utilizadas como segue: MALDI-TOF para ionizag4o por dessorgao a laser assistida por matriz-tempo de
v0o, ESI para ionizag&o por eletrospray, PM para peso moleCular, (m+1) para pico idnico de MH*,

(m+23) para pico iénico para MNa* etc.
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Continuagéo da Tabela

Abreviacbes amplamente aceitas foram utilizadas para solventes como segue: THF para
Solventes tetrahidrofurano, MC para cloreto de metileno, DMF para dimetilformamida, EtOH para etanol, MeOH

para metanol, DMSO para dimetilsulféxido, EA para acetato de etila, entre outras.

Abreviagdes popularmente aceitas foram utilizadas para os reagentes como segue: NaH para hidreto de
sodio, HCI para acido cloridrico, EDCI para cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida,
HOBT para 1-hidroxi-benzotriazol, Boc para t-butiloxicarbonila, Boc.O para anidrido de Boc ou di-t-butil-
dicarbonato, Cbz para benziloxicarbonila Fmoc para (9H-fluoren-9-il)-metoxicarbonila, Bts para
(benzo[d]tiazol-2-sulfonila), Bts-Cl para cloreto de (benzo-[d]tiazol-2-sulfonila), TFA para acido
Reagentes trifluoracético, TEA para trietil-amina, DIEA para N,N- diisopropiletilamina, LiOH para hidréxido de litio,
Aeg para N-(2- aminoetil)glicina, Fmoc-Aeg-OH para N-[2-((9H-fluoren-9-il)-metoxicarbonil)amino-
etillglicina, Fmoc-Aeg-OMe para N-[2-(Fmoc-amino)etil]-glicinato de metila, Fmoc-Aeg-OtBu para N-[2-
(Fmoc-amino)etil]-glicinato de t-butila, Fmoc-Aeg-OSu para N-succinila N-[2-(Fmoc-amino)-etil]-glicinato,
HBTU para hexafluorfosfato de O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio, DCC para 1,3-diciclo-

hexilcarbodiimida, entre outras.

Abreviagdes amplamente aceitas foram utilizadas para terminologias como segue: pf para ponto de

.- fuséo, °C para graus Celcius, h para hora, min para minuto, g para grama, mg para miligrama, kg para
utras

quilograma, | para litro, ml para mililitro, M para mol/l, composto para composto, aq para aquoso, TA

para temperatura ambiente, entre outras.

Exemplo 1: Preparacado de 3—-((t-butoxicarbonil)amino)-1-

propanol (1).

HO. _~._-NHBoc

[0072] A 14g de 3-amino-l-propanol dissolvidos
em 150ml de THF e 150ml de &gua, adicionou-se gota a gota
durante 30min, 40,7g de Bocz0 dissolvido em 100ml de THF.
Depois que a mistura de reacdao foi agitada por 24 horas, o
THF foi removido sob pressao reduzida. A camada aquosa
resultante foi extraida com 200ml de EA, e a camada organica
foi lavada com 4cido <citrico aquoso 0,5M e com &gua
destilada e entdo seca em sulfato de magnésio anidro. O
sulfato de magnésio foi filtrado, e o filtrado resultante
foi concentrado sob vacuo para resultar em 25g do composto 1
na forma de um liquido incolor. !H NMR (400MHz; CDClz): O
4,84 (br s, 1H), 3,66 (¢, J = 5,6 Hz, 2H), 3,28 (gq, J = 6,0
Hz, 2H), 3,05 (br s, 1H), 1,66 (m, 2H), 1,45 (s, 9H).
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Exemplo 2: Preparacao de { (N-benzoil)-5-iodocitosina-1-
il}acetato de etila (2).

[0073] A uma solucao agitada de 8,3g de N-
benzoil-5-iodocitosina dissolvidos em 60ml de DMF,
adicionou-se a 0°C 1,06g de NaH a 55% em &éleo mineral, e a
solucdo foil agitada em temperatura ambiente por 2h. Apds a
adicdo de 2,7ml de Dbromoacetato de etila a mistura de
reacao, a solucao de reacao foi agitada por mais 24 horas em
temperatura ambiente, o que foi seguido pela remocao do
solvente sob pressdo reduzida. O residuo resultante foi
dissolvido e o material insoltvel foi filtrado. O filtrado
foi lavado duas vezes com cloreto de ambébnio aquoso saturado,
seco em sulfato de magnésio anidro, e concentrado sob vacuo.
O residuo resultante foi purificado por cromatografia em
coluna (1:1 hexano/EA) para resultar em 6,59 do composto 2
(composto b no Esquema 1) na forma de um sélido amarelo, pf
154-5°C. 'H NMR (400MHz; CDClz) & 13,31 (br s, 1H), 8,37 (d,
J =12 Hz, 2H), 7,69 (s, 1H), 7,55 (¢, 0 = 7,4 Hz, 1H), 7,46
(¢, §=7,6 Hz, 2H), 4,49 (s, 2H), 4,27 (g, J = 7,2 Hz, 2H),
1,32 (¢, J = 7,2 Hz, 3H).

Exemplo 3: Preparacao de 3-{3-(t-

butoxicarbonilamino)propiloxi}-1-propino (3).

\o\/\/ NHBoc

[0074] A 6,5 de NaH a 55% em 6leo mineral
disperso em 150ml de THF a 0°C, adicionou-se gota a gota,
durante 15 min, 25g do composto 1, e a mistura foi agitada
por 1 hora. Apds a adigcdo de 17,5ml brometo de propargila
(solucdo de tolueno a 80%) gota a gota durante 30min, a

mistura de reacdo fol agitada em temperatura ambiente por
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20h. A reacdo foil resfriada pela adicdao lenta de 250ml de
dgua e o THF foi removido sob pressdo reduzida. Entdo, a
mistura aquosa resultante foi extraida com 250ml de EA, dque
foi lavada 3 vezes com 250ml de &gua. A camada orgdnica foi
seca em sulfato de magnésio anidro, e o sulfato de magnésio
foi filtrado. O filtrado resultante foi concentrado sob
vdcuo e submetido a cromatografia em coluna (5:1 Hexano/EA)
para resultar em 22,7g do composto 3 na forma de um liguido
amarelo. 'H NMR (400 MHz; DMSOg4s) & 6,78 (t, J = 5,2 Hz, 1H),
4,09 (4, 0 = 2,4 Hz, 2H), 3,43-3,39 (m, 3H), 2,95 (g, J =
6,4 Hz, 2H), 1,60 (m, 2H), 1,37 (s, 9H).

[0075] Exemplo 4. Preparacao de 4—(2—-(t—-

butoxicarbonilamino)etoxi)-1-butino (4)

4,/\/0\/\NHBOC

[0076] A 3,8g de 4— (2—azidoetoxi)—-1-butino
dissolvido em 17ml de THF, adicionou-se 7,29 de
trifenilfosfina e 0,7ml de &gua, e a mistura de reacao foi
agitada por 8h, o que foi seguido pela remocdo do solvente
sob pressdo reduzida. Entdao, o residuo <resultante foi
dissolvido em 20ml de EA e extraido duas vezes com 10ml de
HC1 aquoso 1M. Adicionou-se carbonato de sdédio aquoso a
camada aquosa para ajuste do pH em 9 ~ 10. Adicionou-se
5,96g de Bocy0O dissolvido em 15ml de THF a solucgdo, e a
mistura de reacdo foi agitada por 12 horas. Depois que o THF
foi removido sob vacuo, a solucdo resultante foi extraida
com EA. A camada orgénica foi 1lavada com &cido <citrico
aquoso 0,5M, e seca em sulfato de magnésio anidro. A camada
orgénica foi concentrada e purificada por cromatografia em

coluna (9:1 Hexano/EA) para resultar em 3,4g do composto 4

Peticdo 870200102974, de 17/08/2020, pag. 41/213



35/77

na forma de um &6leo amarelo. 1H NMR (400MHz; CDCls) & 4,95
(s, 1H), 3,58 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,53 (t, J = 5,0 Hz, 2H),
3,32 (m, 2H), 2,46 (m, 2H), 2,00 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 1,45
(s, 9H).

Exemplo 5: Preparacao de 3-(2-(t-butoxicarbonilamino)etoxi) -

l-propino (5).

.
I
\/O\/\NHBOC

[0077] 20g de 2-((t-butoxicarbonil)amino)-1-
etanol foram reagidos e purificados seguindo-se similarmente
o procedimento descrito no Exemplo 3 para resultar em 23,79
do composto 5 na forma de um 6leo amarelo claro. H NMR
(400MHz; DMSOgs) © 6,81 (t, 1H), 4,11 (4, J = 2,4 Hz, 2H),
3,41 (m, 3H), 3,07 (gq, J = 6,0 Hz, 2H), 1,38 (s, 9H).
Exemplo 6: Preparacao de 3= [N—-(3—-(t-
butoxicarbonilamino)propil)-N- (t-butoxi-carbonil)amino]-1-
propino (6)

?OC
N._~_-NHBoc

V4

[0078] A uma solucgao agitada de N-[3-(t-
butoxicarbonilamino)propil] -N-(2-propinil)amina dissol-vida
em 83ml de THF e 95ml de &gua, adicionou-se gota a gota 42g
de Boc20 em temperatura ambiente. A solucdo de reacao foi
agitada por 1,5h e concentrada sob vacuo. A camada aquosa
resultante foi extraida com EA. A camada de EA foi lavada em
série com acido citrico aquoso 0,5M e salmoura, seca em
sulfato de magnésio anidro, concentrada sob  presséao
reduzida, e purificada por cromatografia em coluna (1:1

Hexano/EA) para resultar em 19g do composto 6 na forma de um
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6leo amarelo. H NMR (400MHz; CDCl1l3) & 5,26 (br s, 0,6H),
4,74 (br s, 0,4H), 4,07 (br s, 1H), 3,98 (br s, 1H), 3,40
(t, § = 6,4 Hz, 2H), 3,13 (m, 2H), 2,21 (t, 1H), 1,73 (m,
2H), 1,49 (s, 9H), 1,45 (s, 9H).

Exemplo 7 Preparacao de 3-[2-{2, 3~
bis(benziloxicarbonil)guanidino}-etoxi]-1-propino (7)

“ NCbz
\\/O\/\HJI\NHCDZ

[0079] A uma solucdo agitada de 10,9g do
composto 5 dissolvida em 110ml de MC, adicionou-se 110ml de
TFA a 0°C gota a gota durante 2h, e a mistura de reacdo foi
agitada por mais 3h. A solugdo de reagao foi concentrada sob
pressdo reduzida e o residuo resultante foi dissolvido em
40ml de MC a 0°C, ao qual adicionou-se 12,3ml de TEA e entdo 8,8g de
1,3-bis (benziloxicarbonil)—-2- (metiltio)pseudouréia em temperatura
ampbiente. A solugdo de reacao foi agitada por 4h e lavada duas vezes
com Agua. A camada organica foi seca em sulfato de magnésio anidro,
concentrada sob vacuo e submetida a cromatografia em coluna
(5:1 hexano/EA) para resultar em 9,8g do composto 7 na forma
de um sdélido branco. 'H NMR (400MHz; DMSOg4s) o 11,72 (s, 1H),
8,58 (s, 1H), 7,40-7,35 (m, 10H), 5,18 (s, 2H), 5,12 (s,
2H), 4,18 (d, 2H), 3,67-3,66 (m, 4H), 2,43 (t, 1H).

Exemplo 8: Preparacdo de 2-{(t-butoxicarbonil)amino)-1-(2-

propinil-1-oxi) }-(R)-propano (8).

: 2
BocHN /

[0080] 10,8g de t-butila-(R)-1-hidroxi- (propan-

20....

2-il) carbamato foram reagidos e purificados seguindo-se
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similarmente o procedimento descrito no Exemplo 3 para
resultar em 10,1 g do composto 8 na forma de um d6leo
amarelo. H NMR (500MHz; DMSOqs) © 6,63 (d, 1H), 4,11 (d,
2"H), 3,60 (m, 1H), 3,37-3,33 (m, 2H), 3,26-3,23 (m, 1H),
1,38 (s, 9H), 1,05 (d, 3H).

Exemplo 9: Preparacao de N-[2-{2-(t-butoxicarbonil)
aminocetoxi)etil]-N-[2-((3-butinil)-1-oxi} etil]-N-(t-butoxi-
carbonil)amina (9).

QO o
é?y’ﬁ\v’ \v/“\ggﬁ\vf \V/“\NHBQC
C

[0081] A uma solucao agitada de 5g de
metanossulfonato de 2—{(3-butinil)-1-oxil}etila e 5,32g de 2-[2—{2-(t-
butoxicarbonil)amino}etil-l1-oxiJetilamina em 60ml de acetonitrila,
adicionou-se gota a gota 3,6g de carbonato de potédssio dissolvido em
adgua a 0°C. A solucgdo de reacdo foi deixada aquecer lentamente até a
temperatura ambiente e agitada por mais 24 horas e entdo concentrada
sob pressdo reduzida. O residuo resultante foi dissolvido em MC e
lavado com agua. A camada organica foi concentrada e dissolvida em
80ml de THF e 80ml de &gua, a dqual adicionou-se 8,4g de BocxO
dissolvido em 50ml de THF. A mistura de reacdo foi agitada em
temperatura ambiente por 16h, o que foil seguido pela remogcdo de THFE
sob vacuo e extracdo com EA. A camada organica foi lavada em série
com acido citrico aquoso 0,5M, agua e salmoura. A camada organica foi
seca em sulfato de sddio anidro, concentrada e purificada por
cromatografia em coluna (hexano & 1:4 EA/hexano) para obtencdo de
2,45g do composto 9 na forma de um 6leo amarelo claro. 'H NMR
(400MHz; CDCl3) o 5,08 (br s, O0,5H), 4,93 (br s, 0,5H),
3,61-3,46 (m, 12H), 3,31 (m, 2H), 2,48 (m, 2H), 1,99 (t,
1H), 1,48 (s, 9H), 1,46 (s, 9H).

Exemplo 10: Preparacao de 2=[6—=(3-(t—-
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butoxicarbonilamino)propil-1-oxi)-metil-2- oxo—-2H-pirrolo
[2,3-d]pirimidin-3(7H)-il]acetato de etila (10).

BocHN ‘
CO,El

O
N
preas
O A
[0082] A uma solucgao agitada de 6,59 do
composto 2 dissolvida em 120ml de DMF, adicionou-se em série
580mg de CuIl, 4,2ml de TEA, 9,74g do composto 3, e 1,76g de
Pd(PPh3)s. Entdo, a mistura de reacdao foi agitada por 24
horas a 50°C com protecdao contra a luz, e concentrada sob
pressado reduzida. O residuo resultante foi dissolvido em
250ml de EtOH e agitado sob refluxo por 18h. Entédo, a
solucdo foi concentrada sob vacuo e submetida a separacgdo
cromatografica (95:5 EA/EtOH) para obtencdo de 2,3g do
composto 10 na forma de uma espuma/sélido vermelho escuro.
'H NMR (400MHz; DMSOge) o 11,30 (br s, 1H), 8,37 (s, 1H),
6,78 (m, 1H), 6,19 (s, 1H), 4,70 (s, 2H), 4,37 (s, 2H), 4,14
(¢ J = 7,2 Hz, 2H), 3,42 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,98 (m, 2H),
1,63 (m, 2H), 1,36 (s, 9H), 1,20 (¢, J = 7,2 Hz, 3H).
Exemplo 11: Preparacéao de acido 2-[6—-{3-(t-
butoxicarbonilamino)propil-1l-oxi}metil-2-oxo—-2H-pirrolo-

[2,3-d]pirimidin-3(7H)-il]Jacético (11).

BocHN

O
k N—< __posh
- N

o, . )=
[0083] A 3,3g do composto 10, adicionou-se 15ml
de THF, 30ml de 4gua e entdo 760mg de LiOH, e a mistura foi

agitada em temperatura ambiente por 20 min. Depois que o THF

foi removido sob pressdo reduzida, a solugao aquosa
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resultante foi lavada com éter dietilico. A camada aquosa
foi acidificada até pH 3 com HCl1l aquoso 1M e extraida com
EA. A camada orgdnica foi seca em sulfato de sdédio anidro e
concentrada sob vacuo para resultar em 2,46g do composto 11
na forma de um sdélido branco. H NMR (400MHz; DMSOd6) &
11,05 (s, 1H), 8,16 (s, 1H), 6,79 (t, 1H), 6,12 (s, 1H),
4,35 (s, 2H), 4,23 (s, 2H), 3,41 (t, 2H), 2,97 (g, J = 6,4
Hz, 2H), 1,64 (m, 2H), 1,36 (s, 9H).

Exemplo 12: Preparacao de N-[2—{ (benzo[d]tiazol-2-
sulfonil)amino}-etil]-N-[2-[6—{3—-(t-butoxicarbonilamino) pro-
pil-l1-oxi}metil-2-oxo—-2H-pirrolo—-[2,3-d]pirimidin-3(7H) -
illacetil]glicinato de etila (12).

NHBoc

ot

] NH

[y
’J%o
a}

N
aes‘.u,\,wvcozst

[0084] A 4,0g do composto 11 e 3,6g de N-[2-
{ (benzo[d]tiazol-2-sulfonil)amino} etil]glicinato de etila
dissolvido em 30ml de DMF, adicionou-se, em temperatura
ambiente, 2,42g de EDCI e 1,70g de HOBt. A mistura de reacao
foi agitada por 8h. Depois que o solvente foi removido sob
vdcuo, o residuo resultante foi dissolvido em MC e lavado
com HC1l aquoso 1M e entdo com agua. A camada de MC
foi concentrada sob pressao reduzida e purificada
por cromatografia em coluna (95:5 MC/MeOH) para
obtencdo de 4,6g do composto 12 na forma de uma

espuma/sdélido amarelo. 1H NMR (400MHz; DMSOgs) o)
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11,09 (br s, 1H), 8,74 (s, O0,6H), 8,58 (s, O0,4H),
8,27 (m, 1H), 8,20-8,14 (m, 2H), 7,66 (m, 2H), 6,56
(br s, 1H), 6,16 (m, 1H), 4,91 (s, 1,2H), 4,73 (s, 0,8H),
4,38 (s, 2,6H), 4,17 (m, 0,9H), 4,07 (m, 2,5H), 3,67 (m,
1,1H), 3,49-3,44 (m, 4H), 3,26 (m, O0,9H), 3,01 (m, 2H), 1,66
(m, 2H), 1,38 (s, 9H), 1,24 (t, J = 7,0 Hz, 1,2H), 1,17 (t,
J="7,0 Hz, 1,8H).

Exemplo 13: Preparacao de N-[2—{ (benzo[d]tiazol-2-
sulfonil)amino)etil]-N-[2-[6—{3-(t-butoxicarbonilamino) pro-
pil-l-oxilmetil-2-oxo-2H-pirrolo—-[2,3-d]-pirimidin-3(7H)—-1i1]
acetil]glicina (13)..

NHBoc

ais\ﬁf\,nvcozn

[0085] 4,5g do composto 12 e 670mg de LiOH
foram dispersos em 20ml de THF e 20ml de &gua, e agitados em
temperatura ambiente por 20min. O THF foi removido sob
vacuo, e a solugcdo aquosa resultante foi lavada com éter
dietilico. A camada aquosa foi acidificada até pH 3 com HC1
aquoso 1M, e extraida com EA. A camada de EA foi seca em
sulfato de sdédio anidro e concentrada sob pressdo reduzida
para resultar em 4,4g do composto 13 na forma de um sdélido
amarelo escuro. H NMR (400MHz; DMSOgq¢) & 11,32 (br s, 1H),
8,36 (m, 1H), 8,28 (m, 1,6H), 8,22 (s, 0,4H), 7,73 (m, 2H),
6,78 (m, 1H), 6,20 (s, 1H), 4,94 (s, 1,2H), 4,84 (s, 0,8H),
4,52 (s, 0,8H), 4,37 (s, 2H), 4,30 (s, 1,2H), 4,26 (m, 1,2H),
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4,07 (m, 2H), 3,87 (m, 0,8H), 3,43 (m, 2H), 2,99 (m, 2H),
1,63 (m, 2H), 1,37 (s, 9H).

Exemplo 14: Preparacdo de 1-{ (benzol[d]tiazol-2-sulfonil))-2-
oxo—4-[6-(3—-(t-butoxicarbonilamino)propil-l-oxi}metil-2-oxo—
2H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-3(7H)-illacetil] piperazina (14).

o

BocHN
oo <
N N N—Bts
k\%j”)_‘—’
O ~ S

[0086] 4,4g do composto 13 e 1,49g de EDO em
50ml de DMF foram agitados em temperatura ambiente por 16h.
Depois que a mistura de reacdo foi concentrada sob vacuo, o
residuo resultante foi dissolvido em 50ml de MC. A
solugdo de MC foi lavada em série com HC1l aquoso 1M
e 4agua, concentrada sob vadcuo e entdo purificada por
cromatografia em coluna (acetona) para obtencao de
1,59 do composto 14 na forma de uma espuma/sdélido
marrom. H NMR (400MHz; DMSOg46) & 11,25 (br s, 1H),
8,36 (m, 1H), 8,29 (m, 1H), 8,25 (s, O0,6H), 8,19
(0,4H), 7,72 (m, 2H), 6,78 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 6,18
(s, 1H), 4,92 (s, 1,2H), 4,82 (s, O0,8H), 4,51 (s,
o,8H), 4,37 (s, 2H), 4,29 (s, 1,2H), 4,23 (m, 1,2H),

4,06 (m, 2H), 3,87 (m, O0,8H), 3,41 (t, J = 6,4 Hz,
2H), 2,98 (g, J = 6,8 Hz, 2H), 1,62 (m, 2H), 1,36
(s, 9H), MS/ESI (m+23/MNa*) = 682,2 (observado), PM =

659,8 (C28H33N708S2) .

[0087] A partir dos derivados de acetileno 4 ~
9, os derivados de pirolocitosina 15 ~ 20 foram preparados
seguindo-se similarmente o procedimento descrito no Exemplo

10. Os dados espectrais e fisicos dos compostos 15 ~ 20 sao
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apresentadois na tabela abaixo.

Exemplos 15 ~ 20: Dados analiticos dos derivados de
pirolocitosina 15 ~ 20.
O
N—4 _ FOsEt
- N
X o
Co Mate . .
mposto tial de Partida X Dados Fisicos e Espectrais
'H NMR (400MHz; DMSOus) & 11,12 (s, 1H), 8,27 (s, 1H),
BocHN._ (6,79 (t, J =54 Hz, 1H), 6,00 (s, 1H), 4,68 (s, 2H), 4,14 (q, J = 7,2 Hz,
] 2H), 3,65 (t, J = 6,6, 2H), 3,39 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,08 (m, 2H), 2,78 t, J
15 4 o~ |=6:6Hz2H),137 (s, 9H), 1,20 (t, = 7,2 Hz, 3H). Espumalsolido
|}r‘ verde claro.
BocHN 'H NMR (400MHz; DMSOgs) 5 11,35 (s, 1H), 8,39 (s, 1H),
6,87 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 6,21 (s, 1H), 4,70 (s, 2H), 4,41 (s, 2H), 4,15
16 5 (,J=7,2 Hz, 2H), 343 (m, 2H), 3,12 (m, 2H), 1,38 (s, 9H), 1,21 (t, J =
O~ |72 Hz, 3H). Espumalsdlido amarelo claro.
NHBoG 'H NMR (400MHz; DMSOqs) & 11,20 (br s, 0,6H), 8,86 (br's,
0,4H), 8,57 (s, 0,2H), 8,35 (s, 0,8H), 6,83-6,76 (m, 1H), 6,00 (s, 0,8H),
5,76 (s, 0,2H), 4,75 (s, 0,3H), 4,70 (s, 1,7H), 4,55 (s, 0,3H), 4,30 (s,
17 6 1,7H), 4,14 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 3,18 (m, 2H), 2,90-2,88 (m, 2H), 1,58
BocN;‘:.: (m, 2H), 1,40-1,36 (m, 18H), 1,20 (t, 3H). Espumalsdlido marrom.
AN
CheNe. .NHCbz 'H NMR (400MHz; DMSOus) & 11,57 (s, 1H), 11,33 (s, 1H),
Y 8,50 (m, 1H), 8,37 (s, 1H), 7,44-7,31 (m, 10H), 6,22 (s, 1H), 5,22 (s,
18 7 HN~0 [2H), 5,03 (s, 2H), 4,70 (s, 2H), 4,4 (s, 2H), 4,14 (q, 2H), 3,57-3,53
"™ (m, 4H), 1,21 (t, 3H). Sélido marrom claro.
BocHN .. 'H NMR (500MHz; DMSO46) 3 11,32 (s, 1H), 8,38 (s, 1H),
j 6,71(d, 1H), 6,20 (s, 1H), 4,70 (s, 2H), 4,41 (m, 2H), 4,14 (q, 2H),
19 8 o 3,65 (m, 1H), 3,37-3,34 (m, 1H), 3,26-3,22 (m, 1H), 1,37 (s, 9H), 1,20
anjan (t, 3H), 1,02 (d, 3H). Sélido marrom claro.
B°°H”j H NMR (500MHz; DMSOqs) & 11,13 (s, 1H), 8,25 (s, 1H),
o 6,73 (s, 1H), 5,99 (s, 1H), 4,68 (s, 2H), 4,12 (q, 2H), 3,67 (t, 2H), 3,48-
2 o \ 3,27 (m, 10H), 3,04 (q, 2H), 2,78 (t, 2H), 1,38 (s, 9H), 1,36 (s, 1H),
[Ngoc 1,19 (t, 3H). Sdlido marrom.
o

[0088] A partir dos derivados de pirolocitosina
15, lo, 17, e 20, os monbmeros de PNA de citosina
modificados 21 ~ 24 foram preparados seguindo-se
similarmente os procedimentos descritos nos Exemplos 11 ~

14. Os dados espectrais e fisicos dos compostos 21 ~ 24 sao

Peticdo 870200102974, de 17/08/2020, pag. 49/213



43/77

mostrados na tabela abaixo.

[001] Exemplos 21 ~ 24: Dados analiticos dos
mondémeros de PNA de citosina 21 ~ 24
0
£ 5
N N N-Bts
HN /___ N NS
L S
Material de - .
Composto Partida X Dados Fisicos e Espectrais
BocHN THNMR (400MHz; DMSOe) 5 11,06 (s, 1H), 8,36 (m, 1H), 8,28 (m, 1H), 8,14
j (s, 0,6H), 8,08 (2, 0,4H), 7,72 (m, 2H), 6,78 (t, 1H), 5,98 (s, 1H), 4,91 (s,
21 15 1,2H), 4,80 (s, 0,8H), 4,51 (s, 0,8H), 4,29 (s, 1,2H), 4,24 (m, 1,2H), 4,06 (m,
?\ 2H), 3,86 (m, 0,8H), 3,64 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,38 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,07
P (m, 2H), 2,78 (m, 2H), 1,37 (s, 9H), MS/ESI (m+1) = 660,2 (observado),
PM = 659,8 (CosH3sN708S2). Espumal/sdlido marrom.
BocHN "HNMR (400MHz; DMSOu) & 11,31 (s, 1H), 8,36 (m, 1H), 8,30-8,27 (m, 1,6H),
8,22 (s, 0,4H), 7,73 (m, 2H), 6,87 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 6,20 (m, 1H), 4,94 (s,
2 16 1,2H), 4,83 (s, 0,8H), 4,52 (s, 0,7H), 4,41 (s, 2,1H), 4,30 (s, 1,1 H), 4,25
o (m, 1,2H), 4,06 (m, 2H), 3,87 (m, 0,8H), 3,42 (t, 2H), 3,12 (m, 2H), 1,38 (s,
A 9H), MS/ESI (m+1) = 646,2 (observado), PM = 645,7 (C27H31N70sS2).
Espuma/sélido vermelho..
NHBoc 1H NMR (400MHz; DMSOce) 11,16 (br s, 1H), 8,36 (m, 1H), 8,28 (m, 1H),
8,21 (s, 0,6H), 8,15 (s, 0,4H), 7,73 (m, 2H), 6,77 (br s, 1H), 6,00 (br s, 1H),
” 17 492 (s, 1,2H), 4,82 (s, 0,8H), 4,52 (s, 0,9H), 4,30 (s, 3,1H), 4,25 (m,
1,2H), 4,07 (m, 2H), 3,87 (m, 0,8H), 3,19 (m, 2H), 2,89 (m, 2H), 1,59 (m,
BOCN;,,:‘ 2H), 1,41-1,36 (m, 18H); MS/ESI (m+23/MNa*) = 781,3 (observado), PM
N = 758,9 (C33H42Ns09S2). Espumalsélido vermelho.
BocHN H NMR (500MHz; DMSOue) & 11,10 (m,IH), 8,35 (m, 1H), 8,28 (m, 1H),
j 8,14 (s, 0,6H), 8,08 (s, 0,4H), 7,72 (m, 2H), 6,76 (m, 1H), 5,97-5,96 (s,
1H), 4,90 (s, 1,2H), 4,80 (s, 0,8H), 4,51 (s, 0,8H), 4,29 (s, 1,2H), 4,25 (t,
% 1,2H), 4,08-4,04 (m, 2H), 3,86 (t, 0,8H), 3,66 (m, 2H), 3,47 (m, 2H), 3,41
2 2 (m, 2H), 3,32-3,30 (m, 4H), 3,27 (m, 2H), 3,04 (m, 2H), 2,77 (m, 2H), 1,37
NBoc (s, 9H), 1,35 (s, 9H), MS/ESI (m+23/MNa*) = 869,3 (observado), PM =
[ 847,0 (CarHsoNgO11S2). Sélido amarelo.
0
Exemplo 25: Preparacao de 2—{3-(t-
butoxicarbonilamino)propil}amino—adenina (25).
NH,
NHBoc N7 N\>
N“SNT TN
H
[0089] 6,89 de 2-cloroadenina dissolvidos em
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68ml de 1,3-diaminopropanc e 68ml de monometoxietanol foram
agitados sob refluxo por 24 horas, e a mistura de reacao foi
concentrada sob vacuo. O residuo resultante foi dissolvido
em 100ml de THF e 100ml de 4&gua, ao gqual adicionou-se
lentamente 60g de Boc20 dissolvidos em 70ml de THF. A
mistura de reacado foi agitada em temperatura ambiente por 6h
e entdo o solvente orgédnico foi removido sob pressao
reduzida. A camada aquosa resultante foi extraida duas vezes
com 100ml de EA. A camada organica foi lavada com Aacido
citrico aquoso 0,5M e com salmoura, e seca em sulfato de
magnésio anidro. A camada orgédnica foi concentrada sob
pressadao reduzida e submetida a separagao cromatografica
(1:10 MeOH/MC) para obtencdo de 4,07g de um composto
protegido com dois grupos Boc. Esse composto foi dissolvido
em 100ml de MeOH, ao qual adicionou-se lentamente 45ml de
carbonato de sdédio aquoso saturado. A solugao de reacao foi
agitada a 50°C por 1 hora e entdo concentrada sob vacuo. O
residuo resultante foi dissolvido em 50ml de MeOH e o
material insoluvel foi filtrado. Entdo, o filtrado foi
concentrado para resultar em 3,16g do composto 25 na forma
de um sdélido branco. 'H NMR (400MHz; DMSOgs) & 12,11 (br s,
1H), 7,63 (s, 1H), 6,78 (t, 1H), 6,55 (s, 2H), 6,07 (t, 1lH),
3,20 (g, 2H), 2,96 (g, 2H), 1,60 (m, 2H), 1,37 (s, 9H).
[0090] A partir de 2-cloroadenina e uma diamina
adequada, os derivados de 2,6-diaminopurina 26 ~ 30 foram
preparados seguindo-se similarmente o procedimento descrito

no Exemplo 25. Os dados espectrais e fisicos dos compostos

26 ~ 30 sao mostrados na tabela abaixo.
Exemplos 26 ~ 30: Dados analiticos dos derivados de 2,6-
diaminopurina 26 ~ 30.
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NH,
g
BocHN—L, N )‘\\N | N\>
H H

Composto Diamina de Partida ) Dados Fisicos e Espectrais
H2N H NMR (400MHz; DMSOs) d 12,20 (br s, 1H), 7,66
(s, 1H), 6,84 (t, 1H), 6,62 (s, 2H), 6,10 (t, 1H), 3,25
2 (CHz)— (g, 2H), 3,08 (g, 2H), 1,36 (s, 9H). Sélido amarelo
laro.
H,N ‘
NH, TH NMR (500MHz; DMSQgs) & 12,07 (br s, 1H),
7,63 (s, 1H), 6,75 (s, 1H), 6,50 (s, 2H), 6,02 (s
1H), 3,18 (q, 2H), 2,91 (q, 2H), 148-1,36 (m,
27 (CHa)e— 13H). Sélido verde amarelado.
NH,
NH, 'H NMR (400MHz; DMSOgs) & 12,14 (br s, 1H),
7,65 (s, 1H), 6,77 (t, 1H), 6,55 (s, 2H), 6,01 (s
28 (CH2)5— 1H), 3,17 (m, 2H), 2,89 (Q, 2H), 1,48 (m, 2H),
1,41-1,36 (m, 11H), 1,26 (m, 2H). Sélido amarelo
HoN
claro.
NH; 'H NMR (500MHz; DMSO4gs) & 12,11 (br s, 1H),
7,64 (s, 1H), 6,78 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 6,56 (s, 2H),
6,04 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 3,17 (td, J = 6,3, 6,3 Hz,
29 (CHz)7— 2H), 2,88 (td, J = 6,7, 6,7 Hz, 2H), 1,49-1,47 (m,
2H), 1,36-1,31 (m, 11H), 1,29-122 (m, 6H).
Soélido verde amarelado.
NH,
H NMR (500MHz; DMSOu) 12,15 (s, 1H), 7,64 (s,
NH h"{ 1H), 6,84 (t, 1H), 6,56 (s, 2H), 6,05 (t, 1H), 3,48 (t,
[: 2 [\ 2H), 3,39-3,34 (m, 4H), 3,07 (q, 2H), 1,37 (s, 9H).
30 o o Espuma amarela..
HN__J }i/)

Exemplo 31: Preparacdo de 2-[2-{2-(t-butoxicarbonilamino)-2-

metil}etil]-amino-1H-purin-6 (9H)-ona (31).
Q)
N
HN
BocHN )‘\‘- | N>
Y\H N H

Me

[0091] 11lg de 2-clorohipoxantina e 4,96ml de

1,2-diaminopropano (racémica) foram dispersos em 33ml de
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monometoxietanol, e agitados por 24 horas a 130°C. O
solvente foil removido sob vacuo, e o residuo resultante foi
dissolvido em 97ml de THF e 97ml de Aagua, ao qual adicionou-
se lentamente 22,8g de Bocy0 dissolvidos em 64ml de THF. A
mistura de reacdo fol agitada em temperatura ambiente por
6h, e EA foi adicionado a solucdo. O precipitado resultante
foi coletado por filtracdo para obtencdo do composto 31 na
forma de um sdélido cinza. 'H NMR (500MHz; DMSOgq¢) & 12,42 (s,
1H), 10,44 (br s, 1H), 7,61 (s, 1H), 6,76 (d, 1H), 6,27 (m,
1H), 3,67 (m, 1H), 3,32 (m, 1H), 3,14 (m, 1H), 1,36 (s, 9H),
1,02 (d, 3H).

Exemplo 32: Preparacao de 2—[6—amino-2-{3—-(t-
butoxicarbonilamino) -propil}tamino-9H-purin-9-il]lacetato de
etila (32).

NH,

=

NHBoc NZ NN
|
NTTNTTN

H

CO,Et

[0092] A uma solucdo agitada de 3,16g do
composto 25 dissolvida em 100ml de DMF, adicionou-se 480mg
de NaH a 55% em 6éleo mineral. A solucdo de reacao foi
agitada por 2h, e posteriormente adicionou-se lentamente
1,98ml de Dbromoacetato de etila. Duas horas depois, a
mistura de reacdo foi concentrada sob vacuo e purificada por
cromatografia em coluna (1:10 EtOH/EA) para resultar em
2,92g de andlogo de diaminopurina 32 na forma de um sdélido
amarelo claro. H NMR (400MHz; DMSOg) & 7,67 (s, 1H), 6,80
(¢, 1H), 6,71 (s, 2H), 6,28 (t, 1H), 4,85 (s, 2H), 4,15 (q,
2H), 3,20 (g, 2H), 2,94 (g, 2H), 1,57 (m, 2H), 1,37 (s, SH),
1,21 (t, 3H).
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Exemplo 33: Preparacao de 2-[6-(benziloxicarbonil)amino—-2-
{3-(t-butoxi-carbonilamino)propil}tamino-9H-purin-9-

illacetato de etila (33).

NHCbz
NHBoc N7 N,
A2
N“ N7 N
H

CO,Et

[0093] A uma solucdo agitada de 4,68g do
composto 32 dissolvida em 100ml de DMF, adicionou-se, em
temperatura ambiente, 13, 2g de triflato de N-—
(benziloxicarbonil)-N’-metil-imidazdélio. Doze horas depois,
a mistura de reacdo foil concentrada sob pressdo reduzida e
submetida a cromatografia em coluna (5% MeOH em MC) para
resultar em 5,4g do composto 33 na forma de um sdélido
branco. 'H NMR (400MHz; DMSOg4s) & 10,19 (s, 1H), 7,92
(s, 1w), 7,45-7,33 (m, b5H), 6,88 (t, 1H), 6,77 (t,
1H), 5,18 (s, 2H), 4,94 (s, 2H), 4,16 (g, 2H), 3,25
(q, 2H), 2,95 (g, 2H), 1,60 (m, 2H), 1,36 (s, 9H),
1,21 (t, 3H).

Exemplo 34: Preparacao de N-[2-{2-
(benzo[d]tiazol)sulfonilatamino—etil]-N-[2-[6—- (benziloxicar—
bonil)amino-2-{3- (t-butoxicarbonilamino)-propil}amino-9H-pu-

rin-9-ilJacetil]glicinato de etila (34).

NHCbz
NHBoc N7 N,
NN TN
H )
Bs., N COE
H

[0094] 5,49 do composto 33 e 950mg de LiOH

foram dissolvidos em 40ml de THF e 40ml de &gua, e agitados

Peticdo 870200102974, de 17/08/2020, pag. 54/213



48/77

em temperatura ambiente por 1 hora. O THF foi removido sob
vadcuo, e a solucdo aquosa resultante foi acidificada até pH
3 com HCl1 aquoso 1M e entdo extraida com EA. A camada
orgadnica foi seca em sulfato de sédio anidro e concentrada sob
pressdo reduzida. O residuo resultante e 2,92g de 2-N-[2-
{ (benzo[d]tiazol-2-sulfonil)aminoletil]glicinato de etila foram
dissolvidos em 240ml de DMF, ao qual adicionou-se, em temperatura
ampbiente, 1,95g de EDCI e 1,38g de HOBt. A mistura de reacdo foi
agitada por 20h, concentrada sob pressdo reduzida, e dissolvida em
MC. A solugdo de MC foi lavada com HC1l aquoso 1M,
concentrada sob vacuo e entéao purificada por
cromatografia em coluna (MeOH 5%/MC) para obtengdo de 2,79 do
composto 34 na forma de uma espuma amarela clara. H NMR (400MHz;
DMSOg) © 10,18 (m, 1H), 8,97 (br s, 0O0,6H), 8,80 (br s, 0,4H), 8,28
(4, 1H), 8,18 (m, 1H), 7,80 (s, O,6H), 7,76 (s, 0,4H), 7,66 (m, 2H),
7,46-7,32 (m, 5H), 6,77 (m, 2H), 5,18 (s, 2H), 5,10 (s, 1,2H),
4,89 (s, 0,8H), 4,45 (s, O,8H), 4,17 (g9, 0,8H),
4,07-4,00 (m, 2,4H), 3,68 (m, 1,2H), 3,47 (m, 1,2H),
3,41 (m, O,9H), 3,22 (m, 2,7H), 2,94 (m, 2H), 1,59
(m, 2H), 1,36 (s, 9H), 1,31-1,12 (m, 3H).

Exemplo 35: Preparacdo de 1-(benzo[d]tiazol-2-sulfonil)-2-
oxo—4-[[6— (benzil-oxicarbonil) amino-2-{3-(t-butoxi-
carbonila-mino)propilamino}-9H-purin-9-il]-acetil] pi-
perazina (35).

NHCbz
NHBoc N7 y~N
>

AN {;
N
0,

[0095] 2,79 do composto 34 e 340mg de LiOH
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foram dispersos em 15ml de THF e 20ml de &gua, e agitados
por 30 min em temperatura ambiente. O THF foi removido sob
pressao reduzida. Entdo, a camada aquosa resultante foi
acidificada até pH 3 com HCl agquoso 1M, e extraida com EA. A
camada de EA foi seca em sulfato de sddio anidro e
concentrada sob vacuo para obtencdo de 2,48g de um produto
bruto. O produto bruto e 716mg de EDCI dissolvido em 70ml de
DMF foram agitados em temperatura ambiente por 20h. O
solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo
resultante foi dissolvido em MC e lavado com HCl aquoso 1M e
entdo com Aagua. A camada organica foi concentrada sob vacuo
e purificada por cromatografia em coluna (acetona) para
obtencédo de 1,4g do composto 35 na forma de uma espuma
branca. 'H NMR (400MHz; DMSOg) © 10,16 (s, 1H), 8,35 (m,
1H), 8,26 (m, 1H), 7,81 (s, O,6H), 7,77 (s, 0,4H), 7,72 (m,
2H), 7,45-7,31 (m, 5H), 6,78 (m, 2H), 5,18 (s, 2H), 5,12 (s,
1,28H), 5,01 (s, 0O,8H), 4,55 (s, 0,8H), 4,29-4,27 (m, 2,4H),
4,09 (m, 2H), 3,88 (m, 0,8H), 3,26 (m, 2H), 2,95 (m, 2H),
1,61 (m, 2H), 1,36 (s, 9H); MS/ESI (m+1) = 779,2
(observado), PM = 778,9 (C34H3sN1008S2) .

[0096] A partir dos derivados de 2, 06—
diaminopurina 26 ~ 30, os mondmeros de PNA de adenina
modificados 36 ~ 40 foram preparados seguindo-se
similarmente os procedimentos descritos nos Exemplos 32 ~
35. Os dados espectrais e fisicos dos compostos 36 ~ 40 sao
mostrados na tabela abaixo.

Exemplos 36 ~ 40: Dados analiticos dos mondémeros de PNA de

adenina 36 ~ 40.
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NHCbz
2 I N\>
BocHN—Lg\N ){,N N
'\fo
CA
N"TO
Bts
Composto Materia L2 Dados Fisicos e Espectrais
de Partida

'H NMR (400MHz; DMSOg) 5 10,17 (s, 1H), 8,36 (m, 1H), 8,26 (m, 1H), 7,82 (s, 0,6H),
7,78 (s,0,4H), 7,72 (m, 2H), 7,45-7,31 (m, 5H), 6,79 (2H), 5,18 (s, 2H), 5,12 (s, 1,2H),
36 26 —(CHa)— 5,01 (s, 0,8H), 4,55 (s, 0,8H), 4,29-4,25 (m, 2,4H), 4,09 (m, 2H), 3,87 (m, 0,8H), 3,29
(m, 2H), 3,11 (m, 2H), 1,33 (d, 9H), MS/ESI (m+1) = 765,2 (observado), PM = 764,8
(C33H3sN1008S2). Espuma branca.
"H NMR (400MHz; DMSQg) 5 10,10 (s, 1H), 8,36 (m, 1H), 8,26 (m, 1H), 7,80 (s, 0,6H),
7,76-7,71 (m, 2,4H), 7,46-7,31 (m, 5H), 6,81-6,73 (m, 2H), 5,18 (s, 2H), 5,12 (s,
37 27 —(CHa)s— 1,2H), 5,01 (s, 0,8H), 4,55 (s, 0,8H), 4,30-4,25 (m, 2,4H), 4,09 (m, 2H), 3,88 (m, 0,8H),
3,26 (m, 2H), 2,90 (m, 2H), 1,50-1,36 (m, 13H); MS/ESI (m+1) = 793,3 (observado),
PM =792,9 (C35H40N1008S2). Espumalsdlido vermelho amarelado..
'HNMR (400MHz; DMSOg) & 10,09 (s, 1H), 8,35 (m, 1H), 8,26 (m, 1H), 7,80 (s,
0,6H), 7,76 (s, 0,4H), 7,74-7,72 (m, 2,0H), 7,46-7,31 (m, 5H), 6,79-6,72 (m, 2H), 5,18
(s, 2H), 5,12 (s, 1,2H), 5,01 (s, 0,8H), 4,56 (s, 0,8H), 4,30-4,27 (m, 2,4H), 4,09 (m, 2H),
3,88 (m, 0,8H), 3,25 (m, 2H), 2,89 (m, 2H), 1,49 (m, 2H), 1,36 (m, 11H), 1,25 (m,
2H); MS/ESI (m+1) = 807,3 (observado), PM = 806,9 (C3sH42N100sS2). Espumalsdlido
amarelo.
H NMR (500MHz; DMSOQgs)5 10,11 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 8,37-8,34 (m, 1H), 8,28-
8,24 (m, 1H), 7,80 (s, 0,6H), 7,76 (s, 0,4 Hz), 7,75-7,70 (m, 2H), 7,75-7,31 (m, 5H),
6,82-6,74 (m, 2H), 5,18 (s, 2H), 5,12 (s, 1,2H), 5,01 (s, 0,8H), 4,58 (s, 0,8H), 4,29 (m,
39 29 —(CHg)r— 1,2H), 4,27 (q, J = 4,9 Hz, 1H), 4,06-4,03 (m, 2H), 3,88 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 3,26-3,20
(m, 2H), 2,88-2,85 (m, 2H), 1,51-1,45 (m, 2H), 1,39-1,32 (m, 11H), 1,28-1,15 (m,
6H), MS/ESI (m+1) = 834,8 (observado), PM = 835,0 (C3sH4sN100sS2). Espumalsolido
amarelo avermelhado.
'H NMR (400MHz; DMSQgs) 5 10,14 (s, 1H), 8,35 (m, 1H), 8,26 (m, 1H), 7,82 (s, 0,6H),
‘:_{ 7,78 (s, 0,4H), 7,73 (m, 2H), 7,46-7,31 (m, 5H), 6,81-6,74 (m, 2H), 5,18 (s, 2H), 5,13 (s,
1,2H), 5,02 (s, 0,8H), 4,55 (s, 0,8H), 4,30-4,26 (m, 2,4H), 4,09 (m, 2H), 3,88 (m, 0,8H),
L 3,50 (m, 2H), 3,43-3,38 (m, 4H), 3,07 (m, 2H), 1,36 (s, 9H); MS/ESI (m+1) = 809,3
40 30 ) (observado), PM = 808,9 (CasHaoN1000Sz). Espuma amarela clara.

38 28 —(CHa)s—

Exemplo 41: Preparacdo de 2-[2-[2-{2-(t-butoxicarboniamino) -

2-metil}etil]amino-6-0x0-6, 9-diidro-1H-purin-2-il]Jacetato de

etila (41).
0
HN 3
BocHN }/\N/L\‘J:IIB?
fe H KH,OMe
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[0097] A uma solucdo agitada de 4,69g do
composto 31 em 47ml de DMF, adicionou-se 790mg de NaH a 55%
em 6leo mineral e a solugdo de reacdo foi agitada por 2h. A
seguir, 1,85ml de Dbromoacetato de etila foram lentamente
adicionados, a solucgcdao de reacao foi agitada por mais 2h. A
mistura de reacdo foi concentrada sob vacuo e purificada por
cromatografia em coluna (5:95 MeOH/MC) para obtencdo de
5,04g do composto 41 na forma de um sélido amarelo claro. lH
NMR (500MHz; DMSOge) o 10,55 (s, 1H), 7,67 (s, 1H), 6,74 (d,
1H), 6,40 (m, 1H), 4,87 (s, 2H), 4,17 (g, 2H), 3,65 (m, 1H),
3,28 (m, 1H), 3,16 (m, 1H), 1,36 (s, 9H), 1,21 (t, 3H), 1,01
(d, 3H).
Exemplo 42 Preparacao de 2—={2-(t-

butoxicarbonilamino)etoxiletilamina (42).

BocHN""~~C ",

[0098] A l46g de [2-{2-(t-
butoxicarbonilamino)etoxiletil]metano sulfonato dissolvidos
em 500ml de DMF, adicionou-se 134g de azida de sdédio. A
mistura de reacdo foi agitada a 70°C por 20h e entao
concentrada sob pressao reduzida. O residuo resultante foi
dissolvido em 1.200ml de &gua e extraido com EA. A camada
orgénica foi seca em sulfato de sdédio anidro e concentrada
sob vacuo. O residuo resultante foi dissolvido em 2.000ml de
THF, ao qual adicionou-se 162g de trifenilfosfina. A mistura
de reacao foil agitada em temperatura ambiente por 2h e em
seguida adicionou-se 200ml de &gua. A mistura de reacdo foi
agitada em temperatura ambiente por 18h e concentrada até
500ml sob pressdo reduzida. Entdo, o precipitado resultante

foi filtrado. O filtrado foi ainda concentrado sob pressao
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reduzida para remogao do THF e lavado com MC. A camada aquosa
foi concentrada para obtencdo de 86,2g do composto 42 na forma de um
liquido. 'H NMR (400MHz; CDCl3) & 4,96 (br s, 1H), 3,54-3,48 (m, 4H),
3,34 (g, 2H), 2,88 (t, 2H), 1,48-1,46 (m, 11H).
Exemplo 43: Preparagao de 2-[2-{2-(t-butoxicarbonilamino)-
etoxi}etil]amino-1H-purin—-6 (9H)-ona (43).

0

N

- HNJI N
ey

BocHN’”‘~’O*~’“‘H’l‘N N

[0099] 6,3g do composto 42 e 2,0g de 2-
bromohipoxantina foram dispersos em 55ml de monometoxietanol
e 17,5ml de &gua. A mistura de reacdo foi agitada sob
refluxo por 16h, e o solvente foi removido sob pressao
reduzida. Entdo, o concentrado foi agitado em 20ml de MC e 10ml de
dgua por 30 min, e o precipitado resultante foi coletado por
filtracdo para obtencdo de 2,1g do composto 43 na forma de um sdlido
amarelo claro. 'H NMR (500MHz; DMSOg) o 12,43 (br s, 1H), 10,45
(br s, 1H), 7,89 (s, 0,2H), 7,61 (s, O,8H), 6,77 (m, 1H),
6,34 (s, O,8H), 6,12 (s, 0,2H), 3,52 (t, 2H), 3,41 (m, 4H),
3,09 (g, 2H), 1,36 (s, 9H).

Exemplo 44 . Preparacao de 2=[2=-[3-(t-
butoxicarbonilamino)propiloxi}—-etil]]-amino-1H-purin—-6 (9H) -
ona (44).
Q
N
BocHN \/\/0\/\;1’:]:5»
H

[00100] 2—-{3- (t—butoxicarbonilamino)
propiloxi}etilamina e 2-bromohipoxantina foram reagidos
seguindo-se similarmente o procedimento descrito no Exemplo

43 para resultar no composto 44 na forma de um sdélido
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branco. 'H NMR (500MHz; DMSOg) & 12,43 (br s, 1H), 10,45 (br
s 1H), 7,61 (m, 1H), 6,80 (t, 1H), 6,30 (s, 0,7H), 6,08 (s,
0,3H), 3,49 (t, 2H), 3,41 (t, 4H), 2,99 (g, 2H), 1,61 (m,
2H), 1,37 (s, 9H).

Exemplo 45: Preparacao de 2—={3-(t-

butoxicarbonilamino)propil }amino—-1H-purin-6(9H)-ona (45).

y o
BocHNMH NN

[00101] Uma mistura de 10g de clorohipoxantina e
19, 6ml de 1,3-diaminopropano disperso em 40ml de
monometoxietanol, foi agitada a 130°C por 10h. Entao, o
solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo
resultante foi dissolvido em 150ml de THF e 150ml de &gua,
ao qual adicionou-se lentamente 19,2g de Boc20 dissolvido em
100ml de THF. A mistura foi agitada em temperatura ambiente
por 6h. Apds a adicdo de EA, o precipitado resultante foi
coletado por filtracdo para obtencdo de 6,31g do composto 45
na forma de um sélido verde escuro. 'H NMR (400MHz; DMSOgs) O
11,13 (br s, 1H), 7,64 (s, 1H), 6,87 (s, 1H), 6,31 (s, 1H),
3,23 (g, 2H), 2,98 (m, 2H), 1,62 (m, 2H), 1,38 (s, 9H).

[00102] Os derivados de guanina 46 ~ 47 foram
preparado utilizando uma diamina adequada seguindo-se
similarmente o procedimento descrito no Exemplo 45. Os dados
espectrais e fisicos dos compostos 46 ~ 47 sdo mostrados na
tabela abaixo.
Exemplos 46 ~ 47: Dados analiticos dos derivados de guanina

46 ~ 47.
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Y

BocHN-{Cszn-—H N H
Composto Diamina utilizada n Dados Fisicos e Espectrais
TH NMR (500MHz; DMSOg) & 12,43 (br s, 1H),
o 10,61 (br, 1H), 7,62 (s, TH), 6,93 (t, 1H), 6,32 (s,
46 Etleno diamina 2 1H), 3.29 (g, 2H).3.10 (g, 2H), 1,37 (s, 9H). Sélido
cinza.
THNMR (500MHz; DMSOc) 5 12,44 (s, 1H), 10,35 (s,
. . 1H), 7,60 (s, 1H), 6,80 (m, 1H), 6,29 (m, 1H), 3,21
47 Pentieno diamina 5 (m, 2H), 2,90 (m, 2H), 1,49 (m, 2H), 1,39-1,35 (m,
11H), 1,27-1,23 (m, 2H). Sélido marrom claro.
[00103] Os compostos 43 ~ 46 foram transformados
nos compostos 48 ~ 51 seguindo-se similarmente o)

procedimento descrito no Exemplo 32. Os dados espectrais e

fisicos dos compostos 48 ~ 51 sdo mostrados na tabela abaixo.
Exemplos 48 ~ 51: Dados analiticos dos derivados de guanina
48 ~ 51.

0
N
HI
BocHN—L:_;\N )::j[N‘)
H L

COZEt

Material
Composto |de L3 Dados Fisicos e Espectrais
Partida

Y H NMR (500MHz; DMSQg) & 10,67 (s, 1H), 7,69 (s, 1H), 6,78 (m, 1H), 6,15 (t, 1H), 4,87 (s,
[ 2H), 4,15 (q, 2H), 3,51 (m, 2H), 3,41 (m, 4H), 3,10 (m, 2H), 1,37 (s, 9H), 1,20 (t, 3H).
48 43 0O Espumalsdlido branco.

1 'H NMR (500MHz; DMSOw) 6 10,57 (s, 1H), 7,69 (s, 1H), 6,79 (m, 1H), 6,44 (m, 1H), 4,87 (s,
2H), 4,16 (q, 2H), 3,48 (t, 2H), 3,40 (m, 4H), 2,99 (q, 2H), 1,61 (m, 2H), 1,37 (s, 9H), 1,21 (t, 3H).
‘j Espuma/sélido amarelo.

49 44 o)

H NMR (500MHz; DMSQgs) & 10,64 (s, 1H), 7,68 (s, 1H), 6,91 (t, 1H), 6,47 (s, 1H), 4,88 (s, 2H),
4,16 (q, 2H), 3,28 (q, 2H), 3,08 (g, 2H), 1,36 (s, 9H), 1,21 (t, 3H). Sélido vermelho escuro.

|
50 45 l/
Y

Peticéo 870200102974, de 17/08/2020, pag. 61/213



55177

continuagao da Tabela
H NMR (400MHz; DMSOQus) & 10,44 (br s, 1H), 7,66 (s, 1H), 6,77 (m, 1H), 6,41 (m, 1H), 4,6 (s,
"1;_ 2H), 4,16 (q, 2H), 3,21 (q, 2H), 2,89 (q, 2H), 1,48 (m, 2H), 1,41-1,36 (m, 11H), 1,28-1,19 (m,
5H). Sélido cinza escuro.
51 46

o

[00104] A partir dos derivados de guanina 48, 49

e 51, os monbmeros de PNA de guanina modificados 52 ~ 54 foram
preparados seguindo-se similarmente os procedimentos descritos nos
Exemplos 34 ~ 35. Os dados espectrais e fisicos dos compostos 52 ~
54 sdao mostrados na tabela abaixo.

Exemplos 52 ~ 54: Dados analiticos dos mondmeros de PNA de

guanina 52 ~ 54.

0
N
HN
BocHN—L;,\N ):‘IN‘> .
H N kfo

N

(A

Material de

Composto Partida

L3 Dados Fisicos e Espectrais

‘11;. H NMR (400MHz; DMSOg) & 10,61 (m, 1H), 8,36 (m, 1H), 8,25 (m, 1H), 7,76-
7,65 (m, 3H), 6,78 (t, 1H), 6,54 (m, 1H), 5,07 (s, 1,2H), 4,96 (s, 0,8H), 4,54 (s,
59 48 E 0,8H), 4,30 (s, 1,2H), 4,25 (m, 1,2H), 4,07 (m, 2H), 3,88 (m, 0,8H), 3,49 (m, 2,4H),
o 3,40 (m, 3,6H), 3,09 (m, 2H), 1,36 (s, 9H); MS/ESI (m+1) = 676,1 (observado),

? \) PM = 675,8 (C27H33N9OsS2). Espumalsélido marrom escuro.

| H NMR (400MHz; DMSOg) & 10,69 (s, 1H), 8,36 (m, 1H), 8,25 (m, 1H), 7,73 (m,
i 2H), 7,64-7,60 (m, 1H), 6,80 (t, 1H), 6,65 (br's, 1H), 5,05 (s, 1,2H), 4,94 (s, 0,8H),
4,54 (s, 0,8H), 4,29 (s, 1,2H), 4,24 (m, 1,2H), 4,07 (m, 2H), 3,87 (m, 0,8H), 3,46-
3,39 (m, 6H), 2,97 (m, 2H), 1,60 (m, 2H), 1,36 (s, 9H): MS/ESI (m+1) = 689,8
O
.ﬁ
]

53 49 (observado), PM = 689,8 (C2sHa5N90sS2). Espuma/sdlido amarelo.

'11;- H NMR (400MHz; DMSOus) 6 10,42-10,40 (m, 1H), 8,37-8,32 (m, 1H), 8,28-8,25

(m, 1H), 7,73-7,70 (m, 2H), 7,58-7,54 (m, 1H), 6,76 (t, 1H), 6,39-6,38 (m, 1H),
5,03 (s, 1,2H), 4,92 (s, 0,8H), 4,54 (s, 0,8H), 4,29 (s, 1,2H), 4,25 (m, 1,2H), 4,08-4,07
54 51 (m, 2H), 3,87 (m, 0,8H), 3,18 (m, 2H), 2,89 (m, 2H), 1,47 (m, 2H), 1,40-1,30 (m,
11H), 1,24 (m, 2H), MS/ESI (m+23/MNa*) = 696,2 (observado), PM = 673,8
-r-';' (CasHasN9O7S2). Espuma/solido vermelho.

Exemplo 55: Preparacao de 2-[6—amino-2—-{2-(t-
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butoxicarbonilamino)etil}-amino-9H-purin-9-il]acetato de
etila (55)..

NH,

NZ N
I
BocHN\y,»\ ,l\ N

[00105] O composto 55 foi preparado a partir do
composto 26 seguindo-se similarmente o procedimento do
Exemplo 32. Sélido amarelo claro. !'H NMR (400MHz; DMSOgs) O
7,70 (s, 1H), 6,84 (t, 1H), 6,79 (s, 2H), 6,30 (t, 1H), 4,87
(s, 2H), 4,16 (g9, 2H), 3,25 (g, 2H), 3,08 (g, 2H), 1,37 (s,
9H), 1,22 (t, 3H).

Exemplo 56: Preparacao de 2—[6-—amino-2-[2-{2, 3-
bis (benziloxicarbonil) guanidinoletil]amino-9H-purin-9-il]

acetato de etila (56).

NH,

N

ovarne M IS
.

zHN\n, \/\N N N
NCbz M

CO,Et

[00106] A 4,42g do composto 55 dissolvido em
22ml de MC, adicionou-se lentamente 22ml de TFA a 0°C, e a
solucdo foi agitada por 2,5h. A solugcao de reacdo foi
concentrada sob pressdao reduzida, a qual adicionou-se 100ml
de éter dietilico. O precipitado resultante foi coletado por
filtracdo para obtencdo de 5,799 de um produto intermedidrio
s6lido marrom claro. 3,9g do intermedidrio foram dissolvidos
em 39ml de MC, ao qual adicionou-se lentamente 6,9ml de TEA
a 0°C. A solucdo foli agitada por 15min em temperatura

ambiente, a qual adicionou-se 2,48g de 1,3~
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bis (benziloxicarbonil)-2-(metiltio) pseudouréia. Entado, a
mistura de reacao foi agitada por mais 24 horas e lavada com
HC1 aquoso 0,5M. A camada orgénica foi seca em sulfato de
magnésio anidro e concentrada sob pressdao reduzida para
resultar em 4,58g do composto 56 na forma de um sdélido
amarelo claro. 'H NMR (500MHz; DMSOg) & 11,59 (s, 1H), 8,56
(¢, 1H), 7,69 (s, 1H), 7,39-7,29 (m, 10H), 6,75 (s, 2H),
6,53 (s, 1H), 5,15 (s, 2H), 5,02 (s, 2H), 4,86 (s, 2H), 4,13
(q, 2H), 3,50 (g, 2H), 3,37 (m, 2H), 1,19 (t, 3H).

Exemplo 57: Preparacao de 2-[6-(benziloxicarbonilamino)-2-
[2-{2,3-bis-(benziloxicarbonil) guanidino}etil]amino-9H-pu-

rin-9-ilJacetato de etila (57).

NHCbz
N/ N
H b
oo, M~ I L0
H
NChz l\COQEt

[00107] 4,54g do composto 56 e 8,22g de triflato
de N- (benziloxicarbonil)-N’-metil-imidazdélio foram
dissolvidos em 90ml de DMF e agitados por 29h em temperatura
ambiente. O solvente foil removido sob pressao reduzida, e o
residuo resultante foi purificado por cromatografia em
coluna (1:3 hexano/EA) para resultar em 3,06g do composto 57
na forma de uma espuma/sdélido branco. H NMR (500MHz; DMSOgs)
o 11,60 (s, 1H), 10,25 (s, 1H), 8,57 (t, 1H), 7,95 (s, 1H),
7,45-7,29 (m, 15H), 7,14 (t, 1H), 5,18 (s, 2H), 5,14 (s,
2H), 5,02 (s, 2H), 4,95 (s, 2H), 4,15 (g, 2H), 3,54 (g, 2H),
3,42 (g, 2H), 1,19 (t, 3H).

Exemplo 58: Preparacao de 2—[6—amino-2-(4—- (t-
butoxicarbonilamino)butil)-amino-9H-purin-9-il]lacetato de
etila (58).
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[00108] O composto 58 foi preparado a partir do
composto 277 na forma de uma espuma/sdélido amarelo
avermelhado seguindo-se similarmente o procedimento descrito
no Exemplo 32. 1H NMR (500MHz; DMSOgs) & 7,67 (s, 1H), 6,79
(¢, 1H), 6,69 (s, 2H), 6,30 (m, 1H),4,85 (s, 2H), 4,15 (q,
2”H), 3,22-3,17 (m, 2H), 2,93-2,89 (m, 2H), 1,45 (m, 2H),
1,40-1,36 (m, 11H), 1,21 (t, 3H).
Exemplo 59: Preparacadao de 2-[6-(benziloxicarbonilamino)-2-
[4-{2,3-bis— (benziloxicarbonil) guanidino}butil]amino—-9H-

purin-9-il]Jacetato de etila (59).

NHCbz
= N
H N >
CbzHN \",N NN A\N N
CbzN H \cosEt

[00109] O composto 59 foi preparado a partir do
composto 58 na forma de uma espuma/sdélido amarela claro
seguindo-se similarmente os procedimentos descritos nos
Exemplos 56 ~ 57. !H NMR (500MHz; DMSOg) o 11,49 (s, 1H),
10,12 (s, 1H), 8,28 (t, 1H), 7,91 (s, 1H), 7,45-7,31 (m,
5H); 6,95 (t, 1H), 5,17 (s, 2H), 4,93 (s, 2H), 4,16 (g, 2H),
3,28 (m, 4H), 1,51 (m, 4H), 1,46 (s, 9H), 1,38 (s, 9H), 1,21

(t, 3H).

Exemplo 60: Preparacao de 2—[6—amino-2-{5-(t-
butoxicarbonilamino)-pentil}tamino-9H-purin-9-il]lacetato de
etila (60).
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[00110] O composto 60 foi preparado a partir do
composto 28 como um espuma/sdélido amarelo avermelhado
seguindo-se similarmente o procedimento descrito no Exemplo
32. 'H NMR (500MHz; DMSOgs) & 7,67 (s, 1H), 6,78 (t, 1H), 6,69
(s, 2H), 6,28 (m, 1H), 4,85 (s, 2H), 4,15 (g, 2H), 3,18 (g,
2"), 2,89 (g, 2H), 1,47 (m, 2H), 1,40-1,34 (m, 11H), 1,25
(m, 2H), 1,21 (t, 3H).
Exemplo 61: Preparacao de 2-[6-{di-(t-butoxicarbonil)amino-—
2-[5-{ (t-butoxicarbonil)amino}pentil] amino-9H-purin-9-i1]

acetato de etila (61).

N(Boc),
NF N
A L
BacHN P N H N N\—_
CO.Et

[00111] A 6,98 do composto 60 dissolvido em
100ml de THF, adicionou-se 7,95g de Bocz0O e 186mg de 4-(N,N-
dimetilamino)piridina, e a solugdo foi agitada por 10min.
Entdo, a solucao foili misturada com 4,62ml de TEA, agitada
por 30min, lentamente aquecida até 50°C e entdo agitada por
mais 24 horas na temperatura. A solucdo de reacao foi
concentrada sob vacuo e o residuo resultante foi dissolvido
em 170ml de EA e lavado em série com HCl aquoso 0,5M e &gua. A
camada organica foi seca em sulfato de sddio anidro, concentrada e
submetida a separacdo cromatografica (1:1 hexano/MC — MC) para
obtencdo do composto 61 na forma de uma espuma/sdlido amarelo. H NMR
(500MHZz; DMSOg) O 8,05 (s, 1H), 7,23 (t, 1H), 6,77 (t, 1H), 5,00 (s,
2H), 4,19 (g, 2H), 3,25 (g, 2H), 2,91 (g, 2H), 1,53 (m, 2H),
1,40-1,39 (m, 29H), 1,28 (m, 2H), 1,22 (t, 3H).
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[00112] Exemplo 62: Preparacao de 2-[2-[2-{2,3-
bis- (benziloxicarbonil)-guanidino}etil]amino-6-oxo—-6, 9—

diidro-1H-purin-2-il]Jacetato de etila (62).

NHCbz
N
N -
H >
Cm””er‘V’“ﬁ)*N '
CbzN COEL

[00113] O composto 50 foi convertido no composto
62 na forma de um sdélido branco seguindo-se similarmente o
procedimento descrito no Exemplo 57. 'H NMR (500MHz; DMSOgs)
5 11,59 (s, 1H), 10,68 (s, 1H), 8,50 (t, 1H), 7,68 (s, 1H),
7,42-7,29 (m, 10H), 6,58 (m, 1H), 5,13 (s, 2H), 5,02 (s, 2H),
4,86 (s, 2H), 4,12 (g, 2H), 3,50 (m, 2H), 3,46 (m, 2H), 1,18
(t, 3H)..

[00114] Exemplo 63: Preparacao de acido 2-[6-
(benziloxicarbonilamino)- 2-[2-{2,3-bis—-(benziloxicarbonil)

guanidinol}letil]amino-9H-purin-9-il]acético (63).

NHCbz
e ~N
NS
cozhn, N~ AL Ay
H
NCbz kc:oor-t

[00115] A 2,579 do composto 57 dissolvido em
7,1ml de THF e 7,1ml de &gua, adicionou-se 340mg de LiOH a
0°C, e a solucdo foi agitada em temperatura ambiente por
40min. A solucdo de reacdo foi acidificada até pH 5~6 com
HC1 aquoso 1IN a 0°C, e o sdélido resultante foi coletado por
filtragcdo para resultar em 2,33g do composto 63 na forma de
um sdélido branco. 'H NMR (500MHz; DMSOg) & 11,59 (s, 1H),
10,21 (s, 1H), 8,57 (t, 1H), 7,93 (s, 1H), 7,45-7,28 (m,
i51#), 7,12 (t, 1H), 5,17 (s, 2H), 5,13 (s, 2H), 5,02
(s, 2H), 4,83 (s, 2H), 3,53 (g, 2H), 3,42 (g, 2H).
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Exemplo 64: Preparacéo de N-[2-{ (9H-fluoren-9-
il)metoxicarbonilamino}etil) ]-N-[2—-{6-
(benziloxicarbonilamino)-2-[2-{2,3-bis— (benziloxicarbonil) -
guanidino)etil]amino-9H-purin—-9-il)acetil]glicinato de t-

butila (64).

NHCbz

NF N\
CbzHN H\/\~)\\N' N>
A

CbzN l\fo o
N J(
FmocHN™ ™" \)Lo

[00116] A 1,6g do composto 63 dissolvido em 30ml
de DMF, adicionou-se, a 0°C, 660mg de EDO e 910mg de Fmoc-
Aeg-0OtBu. A solucdao de reacadao foi agitada por 2h em
temperatura ambiente e entdo concentrada sob presséao
reduzida. O residuo resultante foi dissolvido em 50ml de MC
e lavado com HCl1l aquoso 0,5M, e a camada orgadnica foi seca
em sulfato de sdédio anidro. Entdo, a camada orgédnica foi
concentrada e submetida a separacdo cromatografica (65:1
MC/MeOH) para obtencdo de 500mg do composto 64 na forma de
um sdélido branco. H NMR (500MHz; DMSOgs) & 11,59 (s, 0,4H),
11,58 (s, 0,6H), 10,21 (s, 1H), 8,55 (m, 1H), 7,47-7,28 (m,
20H), 7,06 (br, 1H), 5,17-4,89 (m, 8H), 4,34",28 (m, 2,8H),
4,20 (m, 1H), 3,95 (s, 1,2H), 3,52 (m, 3,4H), 3,43 (m, 2,2H),
3,34 (m, 1,7H), 3,12 (m, O,7H), 1,43 (s, 3H), 1,34 (s, 6H).
Exemplo 65: Preparacao de N-[2=-((9H-fluoren—-9-
il)metoxicarbonilamino)—-etil) ]-N-[2-(6—- (benziloxicarbonila-
mino)-2-[2-(2,3-bis(benziloxicarbonil)-guanidino)etil]amino-

9H-purin-9-il)acetil]glicina (65).
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CbzHN N\/\ﬁ )\N, N
NCbz
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FmocHN/\’N\)LOH

[00117] A 460mg do composto 64 dissolvido em
3,6ml de MC, foram lentamente adicionados 3,6ml de TFA a
0°C. A solucédo de reacédo foi agitada em temperatura ambiente
por 3,5h e entdo 50ml de éter dietilico foram adicionados. O
precipitado resultante foi coletado por filtracdo para
resultar em 430mg do composto 65 na forma de um sdélido
branco. 'H NMR (400MHz; DMSOg) & 11,57 (s, 1H), 10,77 (br s,
1H), 8,66 (s, 1H), 8,54 (s, 1H), 7,87 (m, 2H), 7,63 (m, 2H),
7,50-7,28 (m, 21H), 5,26-4,96 (m, 8H), 4,34-4,18 (m, 4H),
4,03 (s, 1H), 3,52-3,36 (m, 7H), 3,13 (m, 1H), MS/ESI (m+1l)
= 1019,4 (observado), PM = 1018,0 (Cs3Hs51N11011) .
Exemplo 06: Preparacao de N-[2-{ (9H-fluoren—-9-
il)metoxicarbonilamino}—-etil) ]-N-[2-{6—- (benziloxicarboni-
lamino) -2-[4-{2,3-bis(benziloxicarbonil)-guanidino}—
butil]amino-9H-purin-9-il}tacetil]glicina (66).

NHCbz

N

H N S

ChbzHN NW\NAN, N

NGbz H Lfo o
FmocHN™" OH
[00118] O composto 59 foi convertido no composto
66 na forma de uma espuma/sdélido Dbranco seguindo-se
similarmente os procedimentos descritos nos Exemplos 63 ~
65. 'H NMR (500MHz; DMSOgs) O 12,84 (br s, 1H), 11,50 (s, 1H),
10,14-10,13 (m, 1H), 8,28 (m, 1H), 7,88 (m, 2H), 7,80-7,77
(m, 1H), 7,68-7,66 (m, 2H), 7,49 (t, 1H), 7,45-7,29 (m, 9H),
6,90 (m, 1H), 5,17 (s, 2H), 5,07 (s, 1,2H), 4,89 (s, 0,8H),
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4,35-4,18 (m, 3H), 4,00 (s, 1H), 3,52 (m, 1H), 3,35-3,25 (m,
6H), 3,12 (m, 1H), 1,49 (m, 4H), 1,44 (4, 9H), 1,37 (d, 9H),
MS/EST (m + 1) = 978,4 (observado), PM = 978,1 (Cs9Hs59N11011) .

Exemplo 67: Preparacdo de N-[2-{(9H-fluoren-9-il)metoxi-
carbonilamino}-etil) ]-N-[2-[6-[2-{2,3-bis (benzilo—-xicarbo-
nil)guanidinoletoxi]metil-2-oxo-2H-pirrolo[2,3-d] pirimidin-

3(7H)-1il]acetil]glicina (67).

NCbz
NHCbz
o._/__ﬂ
g NH
B
N’I%O
90
FmocHN/\"N OH

[00119] O composto 18 foi convertido no composto
67 na forma de um sdélido amarelo claro seguindo-se
similarmente os procedimentos descritos nos Exemplos 63 ~
65. 'H NMR (500MHz; DMSOg) © 11,99 (br s, 1H), 11,57 (br,
1H), 8,56 (m, 1H), 8,48-8,45 (m, 1H), 7,89-7,87 (m, 2H),
7,70-7,65 (m, 2H), 7,49-7,26 (m, 15H), 6,36-6,33 (m, 1H),
5,20 (s, 2H), 5,03-5,01 (m, 3,3H), 4,83 (s, O0,7H),
4,49-4,17 (m, 5,7H), 4,01 (m, 1,3H), 3,57-3,11 (m,

8H); MS/ESI (m + 1) = 899,7 (observado), PM = 898,9
(Cq7H46Ng0O11) .

Exemplo 68: Preparacéo de N-[2-{ (9H-fluoren—-9-
il)metoxicarbonilamino}—-etil) ]-N-(2-[2-{2,3-bis—- (benziloxi-

carbonil)guanidino}letil] amino-6-oxo-6, 9-diidro-1H-purin-2-

il]acetil)glicina (68).
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[00120] O composto 62 foi convertido no composto
68 na forma de wuma espuma/sdélido branco seguindo-se o0s
procedimentos descritos nos Exemplos 63 ~ 65. H NMR
(500MHz; DMSOg¢) o 11,58 (s, 1H), 10,88 (s, 1H), 8,51 (m,
1H), 7,93 (m, 1H), 7,87 (m, 2H), 7,64 (m, 2H), 7,47 (t, 1H),
7,41-7,26 (m, 14H), 6,66 (br, 1H), 5,16-4,89 (m, 8H), 4,34-
4,18 (m, 3,8H), 4,00 (m, 1,2H), 3,50-3,35 (m, 7H), 3,13 (m,

1H); MS/ESI (m + 1) = 885,3 (observado), PM = 884,9
(Cas5H44N10010)
Exemplo 69: Preparacao de acido 2—=[6-{2-(t-

butoxicarbonilamino)etoxilmetil-2-oxo-2H-pirrolo-[2,3-d] pi-

rimidin-3(7H)-1l]acético (69).

NHBoc P2
s eu
O, A=y
[00121] O composto 16 foi hidrolisado no
composto 69 na forma de um sélido marrom claro seguindo-se
similarmente o procedimento descrito no Exemplo 11. H NMR
(500MHz; DMSQOgs) © 13,03 (br s, 1H), 11,31 (s, 1H), 8,37 (s,
1H), 6,85 (t, 1H), 6,19 (s, 1H), 4,63 (s, 2H), 4,40 (s, 2H),
3,42 (t, 2H), 3,11 (g, 2H), 1,37 (s, 9H).
[00122] Exemplo 70: Preparacao de metil N-[2-
{(9H-fluoren—-9-il)metoxicarbonilamino}etil) ]-N—-(2-[6—{2—-(t—-
butoxicarbonila- mino)etoxi}metil-2-oxo-2H-pirrolo-[2, 3-

dlpirimidin-3 (7H)-il]acetil)glicinato (70).
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[00123] 3,6g do composto 69, 3,6g de Fmoc-Aeg-

FmocH

OMe, 2,5g de EDCI 1,73g de HOBt e 2,24ml de DIEA foram
dissolvidos em 70ml de DMF e agitados em temperatura
ambiente por 1,5h. O solvente da reagcdao foi removido sob
pressdo reduzida e o residuo resultante foi dissolvido em
100ml de MC e lavado em série com HC1l aquoso 1M, agua
destilada e salmoura. A camada orgénica foi seca em sulfato
de sdédio anidro, concentrada sob vacuo e purificada por
cromatografia em coluna (100:2 MC/MeOH) para resultar em
2,59 do composto 70 na forma de uma espuma/sdélido amarelo.
'H NMR (500MHz; DMSOgqe) o 11,30 (s, 1H), 8,24 (s, 0,65H),
8,21 (s, 0,35H), 7,89-7,87 (m, 2H), 7,71-7,67 (m, 2H), 7,48-
7,25 (m, 5H), 6,87 (t, 1H), 6,17 (s, 0,7H), 6,15 (s, 0,3H),
4,93 (s, 1,3H), 4,74 (s, O,7H), 4,40-4,39 (m, 2,7H), 4,35-
4,21 (m, 3H), 4,08 (s, 1,3H), 3,73 (s, 0,8H), 3,62 (s, 2,2H),
3,51 (t, 1,4H), 3,43-3,30 (m, 3,6H), 3,13-3,10 (m, 3H), 1,37

(s, 9H).

Exemplo 71: Preparacao de N-[2-{ (9H-fluoren—-9-
il)metoxicarbonilamino)-etil) ]-N-(2-[6—{2-(t- butoxicarbo-
nilamino)etoxi)metil-2-oxo-2H-pirrolo-[2, 3-d] pirimidin-3

(7H)-il]acetil)glicina (71).
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[00124] A 5,0g do composto 70 dissolvido em 75ml
de 1:1:1 acetonitrila/acetona/éagua, foram lentamente
adicionados, a 0°C, 28,5ml de LiOH aquoso 2,5N. A solugao de
reacdo foi agitada por 10min e neutralizada com Aacido
citrico aquoso a 20%. Depois que o pH da solucdo foi
ajustado em 8 com sdédio Dbicarbonato aquoso saturado,
adicionou-se 5l16mg de Fmoc-0OSu a solugcdo e a solucdo foi
agitada por 2h em temperatura ambiente. Entdo, a solucao foi
acidificada até pH 3 com 4&cido citrico aquoso a 20% e
agitada por 90min a 0°C. O precipitado resultante foi
coletado por filtracdo para resultar em 4,0g do composto 71
na forma de um sdélido verde amarelado. H NMR (500MHz;
DMSOg6) o 12,02 (br, 1H), 8,51-8,49 (m, 1H), 7,89-7,88 (d,
2"), 7,70-7,50 (m, 2H), 7,49 (t, 1H), 7,42-7,28 (m, 4H),
6,87 (¢, 1H), 6,36 (s, O0,7H), 6,33 (s, 0,3H), 5,02 (s, 1,2H),
4,84 (0,8H), 4,43-4,42 (m, 2,4H), 4,34-4,19 (m, 3,2H), 4,01
(s, 1,4H), 3,48 (t, 1,2H), 3,44-3,41 (m, 2,1H), 3,37-3,29
(m, 2H), 3,12-3,10 (m, 2,7H), 1,37 (s, 9H); MS/ESI (mt+tl) =
689,3 (observado), PM = 688,7 (Cs35H40NgO9) ..

Exemplo T2 Preparacao de N-[2-{ (9H-fluoren—-9-
il)metoxicarbonilamino}—-etil) ]-N—-(2-[5-{ (t—
butoxicarbonil)amino}pentil]amino-6-0x0-6, 9-diidro-1H-purin-

2-illacetil)glicina (72).
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[00125] O composto 51 foi convertido no composto
72 na forma de uma espuma/sdélido Dbranco seguindo-se
similarmente os procedimentos descritos nos Exemplos 69 ~
71. 'H NMR (500MHz; DMSOgq¢) © 13,01 (br, 1H), 10,52-10,46 (m,
iH), 7,88 (4, 2H), 7,65 (d4, 2H), 7,54 (s, O0,5H), 7,50 (s,
o,5H), 7,48 (m, 1H), 7,40 (t, 2H), 7,31 (m, 2H), 6,81 (t,
o,5H), 6,72 (t, 0,5H), 6,52-6,48 (m, 1H), 4,98 (s, 1H), 4,77
(s, 1H), 4,33 (d, 1H), 4,23-4,21 (m, 2H), 4,05 (m, 1H), 3,96
(s, 1H), 3,50 (m, 1H), 3,35 (m, 2H), 3,21 (m, 2H), 3,14 (g,
1H), 2,88 (m, 2H), 1,46 (g, 2H), 1,39-1,35 (m, 11H), 1,23
(m, 2H); MS/ESI (m+l1l) = 717,4 (observado), PM = 716,8
(C36H44NgOs) .

[00126] Exemplo 73: Preparacao de N-[2-{(9H-
fluoren-9-il)metoxicarbonilamino}—-etil) ]-N- [2-[6—{bis (t-
butoxicarbo- nil) amino)-2-{5-(t-butoxicarbonilamino) —
pentil}amino-9H-purin-9-ilJacetil]glicina (73).

N(Boc},
A
BocHN™™>">">y SNTN

o}
Q

FmocHNf\’N\’j\OH

[00127] O composto 61 foi convertido no composto
73 na forma de uma espuma/sdélido Dbranco seguindo-se
similarmente os procedimentos descritos nos Exemplos 69 ~
71. 'H NMR (500MHz; DMSOg) & 12,71 (br s, 1H), 7,90-7,87 (m,
3H), 7,67 (m, 2H), 7,44-7,39 (m, 3H), 7,31 (m, 2H), 7,07 (m,
1H), 6,69 (m, 1H), 5,11 (s, 1,2H), 4,93 (s, 0,8H), 4,37%,21
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(m, 3,8H), 4,01 (s, 1,2H), 3,52 (m, 1H), 3,36 (m, 2H),
3,23 (m, 2H), 3,13 (m, 1H), 2,88 (m, 2H), 1,49 (m,
2H), 1,38-1,35 (m, 27H), 1,27-1,25 (m, 4H); MS/EST
(m+1) = 916,5 (observado), PM = 916,0 (Ci6He1NoO11) .
[00128] Preparacao de oligbmeros PNA: 0s
mondémeros de PNA o, que foram sintetizados de acordo com o

Esquema 4, foram enviados a Panagene, Inc (wWwww.panagene.com,

Daejon, Coréia do Sul) para a preparacao dos oligbmeros de
PNA da Férmula I pela Panagene de acordo com o método
descrito na literatura ou com pequena(s) modificacao (des)
deste. (Org. Lett, vol 9, 3291-3293, 2006). Os oligbmeros de
PNA foram recebidos da Panagene como caracterizados por
MALDI-TOF e analisados por Cis—HPLC de fase reversa. Os
oligbmeros de PNA recebidos da Panagene foram utilizados sem
qualquer purificacdo adicional.

[00129] Os monbmeros de PNA g do Esquema 5 foram
utilizados para sintetizar os oligbmeros de PNA da Férmula I
de acordo com o método revelado na técnica anterior ou com
pequena (s) modificacédo(des) deste. (USP 6.133.444). Esses
oligbmeros de PNA foram purificados por Cis—HPLC de fase
reversa (acetonitrila aquosa com TFA 0,1%) e caracterizados
por MALDI-TOF. A Figura 1 prové cromatogramas de HPLC antes
e depois da purificacdo de O0Oligqo 17 por HPLC de fase
reversa. A Figura 2 prové um espectro de massa MALDI-TOF de
um lote purificado de Oligo 17. As Figuras 1 e 2 séo
providas somente para fins ilustrativos e ndo devem ser
interpretadas como uma restricdo a presente invencéao.

[00130] Os oligbmeros de PNA sintetizados para a
presente invengao sao mostrados na Tabela 1 com seus dados

de peso molecular por MALDI-TOF. Das abreviacdes utilizadas
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na Tabela 1, A, T, G e C referem-se a adenina, timina,
guanina e citosina de nucleobase nao modificada,
respectivamente. As nucleobases modificadas C(mXn), C(mXng),
A(mXn), A(m), A(mg) e G(m) sao conforme definidas abaixo na
Tabela 1 com Lys, Fam, L(1l) e L(2). Esses oligbmeros de PNA
sdao apresentados somente para fins ilustrativos e ndo devem
ser interpretados como uma restricdo da presente invencao. [J
Tabela 1. Oligbmeros de PNA da presente invencdo e seus

dados espectrais de massa.?

Entrada Sequéncia (N—C) PM (m+1)p
Oligo 1 Fam-L(1)L(1)-TGC(103)-TAC(103)-TAC(103)- 4079,0 4078,3
TG-Lys-NH2
Oligo 2 Fam-L(1)L(1)-TGC-TAC-TAC-TG-Lys-NH: 37456 3745,5
Oligo 3 TGC(103)-TAC-TAC(103)-TG-Lys-NH. 33194 3318,5
Oligo 4 TGC-TAC(103)-TAC-TG-Lys-NH2 32083 3208,3
Oligo 5 TGC-TAC-TAC-TG-Lys-NH, 3097,2 3097,8
Oligo 6 Fam-L(1)L(1)-TC(103)T-CC(103)C-AGC(103)-GTG-C(103)GC-C(103)AT-Lys-NH. [6140,1 61418
Oligo 7 Fam-L(1)L(1)-TCT-CCC-AGC-GTG-CGC-CAT-Lys-NH, 55844 55831
Oligo 8 TGC(202)-TAC-TAC(202)-TG-Lys-NH. 33194 33189
Oligo 9 GC(202)A-C(202)AT-TTG-C(202)CT-NH> 36553,7 3552,7
Oligo 10 GC(102)A-C(102)AT-TTG-C(102)CT-NH, 35116 3511,1
Oligo 11 GCA-CAT-TTG-CCT-Lys-NH2 33483 33458
Oligo 12 CARB)T-AR)GT-ARTAARB)GT-NH: 35808 35809
Oligo 13 CAAT-AA)GT-AA)TA-AA)GT-NH2 3636,9 36349
Oligo 14 CAB)T-AB)GT-AB)TA-AB)GT-NH: 3693,0 36915
Oligo 15 CA(T)T-A(7)GT-A()TA-A(7)GT-NH, 3805,0 38034
Oligo 16 CAT-AGT-ATA-AGT-Lys-NH, 34203 4183
Oligo 17 CAB)T-AB)GT-AB)TA-AB)GT-Lys-NH, 38209 38198
Oligo 18 CA(202)T-A(202)GT-A(202)TA-A(202)GT-NH2 3700,7 37014
Oligo 19 L(1)-TAG(203)-CTG(203)-CTG-ATT-Lys-NH, 37469 37489
Oligo 20 TG(5)G-C(102)AA-C(102)TG-A(5)T-Lys-NH2 35256 35238
Oligo 21 Fam-L(2)-TG(5)G-C(102)AA-C(102)TG-A(5)T-Lys-NH2 3997,0 3996,1
Oligo 22 Fam-L(2)-TT-C(102)AT-A(5)GT-A(5)TA-AG(5)T-Lys-NH2 4806,9 4806,7
Oligo 23 Fam-L(2)L(2)-TC(102)A-GA(5)A-C(102)TT-A(5)T-Lys- NH2 4084,2 40838
Oligo 24 Fam-L(2)-CA(5)T-A(4g)GT-A(4g)temperatura ambiente(5)-AGT-Lys-NH. 43485 43474
Oligo 25 TT-C(1029)AT-A(5)GT-ABB)TA-AG(5)T-Lys-NH. 43774 43756
Oligo 26 GC(1N3)A-C(IN3)AT-TTG-C(1N3)CT-NH. 3550,8 3550,9
Oligo 27 CAT-AGT-ATA-AGT-NH2 3292,3 32925
Oligo 28 Fam-L(2)-TGG-CAA-CTG-AT-Lys-NH. 36175 3616,3

a. As abreviacgdes empregadas para os mondmeros sao conforme
definidas abaixo.
b. Pico idénico observado para MH', salvo se informado em

contréario.
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[00131] Afinidade de Ligacao ao DNA: Os
oligbmeros de PNA da presente invencdo foram avaliados
quanto a sua afinidade de 1ligacdo ao DNA medindo-se os

valores de Ty como segue.

[00132]

foram misturados em tampdo agquoso

10mM, NaCI 100mM),

(pH 7,16,

lentamente resfriado até a temperatura ambiente.

4uM de oligbmero de PNA e 4uM de DNA
fosfato de sdédio

e incubados a 90°C por alguns minutos e

Entdo, a

solucdo foil transferida para uma cubeta de quartzo de 4ml e

a cubeta foi hermeticamente vedada. A cubeta foli montada em

um espectrofotdmetro Agilent 8453 UV/Visible e as alteracgdes

de absorbancia a 260nm foram registradas aumentado-se a
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temperatura da cubeta em 0,5 ou 1,0°C por minuto. A partir
da curva de absorbancia VS temperatura, a
temperatura gque mostrou a maior taxa de aumento na
absorbédncia foi lida como a temperatura de fusdao Tn
entre PNA e DNA. Os DNAs para medigdo da Tn foram

adqguiridos da Bioneer, Inc. (www.bioneer.com,

Daejon, Coréia do Sul) ou da Ahram Biosystems

(www.ahrambio.com, Seul, Coréia do Sul) e utilizados sem

purificagcdo adicional..

[00133] A Figura 3 mostra graficos de alteracdes
de absorbéncia em relacdo a temperatura para o Oligo 17
contra o DNA complementar ou de nédo correspondéncia.
Para sequencias do DNA de nao correspondéncias
contra o Oligo 17, consulte a Tabela 2. Na Figura 3,
ha uma temperatura de transigcao em cada curva, que
foi lida como o valor de Tn da curva.

[00134] Os valores de Tmn sao mostrados na Tabela
2 para oligbmeros de PNA da presente invencdo. Esses valores
de Tn sdo apresentados somente para fins ilustrativos e nao
devem ser interpretados como uma limitacdo da presente
invencéao.
Tabela 2. Valores de Tn entre PNA e DNA complementar ou de nao

correspondéncia.

Entrada Sequéncia de DNA (5— 3) Tmr °C Observagao

Oligo 5 55 oligbmero de PNA n&o modificado
Oligo 3 65 C(103)x 2

Oligo 4 CAG-TAG-TAG-CA 61 C(103)x 1

Oligo 8 68 C(202)x 2

Oligo 10 >85 C(102)x3

Oligo 11 AGG-CAATTG-TGC 59 oligdmero de PNA n3o modificado
Oligo 12 60 A(3) x4

Oligo 13 64 A4) x 4

Oligo 14 ACT-TAT-ACT-ATG 59 AG) x4

Oligo 15 71 A7) x 4

Oligo 18 66 A(202) x 4
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Oligo 27 55 oligbmero de PNA n&o modificado
Oligo 16 ACT-TAT-ACT-ATG 56 oligbmero de PNA n&o modificado
ACT-TAT-ACT-ATG 72 complementar

) ACT-TAC-ACT-ATG 61 de néo correspondéncia (T — C)
Oligo 17 ACT-TAA-ACT-ATG 59 de néo correspondéncia (T — A)
ACT-TAG-ACT-ATG 58 de nado correspondéncia (T — G)
Oligo 24 ACT-TAT-ACT-ATG 70 A(5) x 2 plus A(4g) x 2
ATC-AGT-TGC-CA 84 complementar
Oligo 20 ATC-ATT-TGC-CA 62 de ndo correspondéncia (G —T)
ATC-AAT-TGC-CA 65 de ndo correspondéncia (G —A)

[00135] A substituicao da citosina por um
derivado de pirrolocitosina de nucleobase ndo natural da
presente invencdo aumentou notavelmente a afinidade do
oligbmero de PNA pelo DNA complementar. Por exemplo, Oligo
10 tendo trés mondmeros ‘C(102)’ de citosina ‘modificados’
apresentou uma Tn que excedeu 85°C, ao passo que o Oligo 11
‘ndo modificado’ correspondente apresentou uma Tn de 58°C.
Outros mondmeros de citosina modificados, tais como ‘C(103)’
ou ‘C(202)’ também aumentaram significativamente a afinidade
do oligbémero de PNA pelo DNA complementar, como
exemplificado no Oligo 3 e no Oligo 8.

[00136] As nucleobases de adenina ‘modificadas’
da presente invencdo também aumentaram significativamente a
afinidade do oligbémero de PNA pelo DNA complementar. Por
exemplo, o 0Oligo 15 tendo quatro mondmeros A(7) de adenina
‘modificados’ apresentou uma Tn de 71°cC, que é
significativamente maior que a Tm de 55°C observada com o
Oligo 27 ‘ndo modificado’. Outros mondmeros de adenina
‘modificados’, por exemplo, A(4) e A(5), também aumentaram
notavelmente a afinidade pelo DNA complementar.

[00137] Os mondbmeros de PNA ‘modificados’ da
presente invengdo foram considerados relativamente sensiveis
a ndo correspondéncia de base. Por exemplo, reducgdes de 11 ~

14°C na Tn foram observadas com ndo correspondéncias de base
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simples para um mondmero A(5) no Oligo 17. As nao
correspondéncias de base simples para um mondmero C(102) no
Oligo 20 resultou em redugdes de 19 ~ 22°C na Tn.

[00138] Penetracao Celular: Para avaliar a
capacidade de penetracdo celular dos oligbmeros de PNA da
presente invencado, células de cancer de origem humana foram
tratadas com oligbmeros de PNA covalentemente marcados com
fluoresceina. O método aplicado é apresentado resumidamente
a seguir.

[00139] Em cada cubeta de wvidro (autoclavada)
colocada em cada poco de uma placa de 24 pocgcos, sao semeadas
20.000 ~ 100.000 células dependendo da taxa de crescimento
da linhagem celular utilizada, e as células foram cultivadas
a 37°C e CO2 a 5% por 16 a 24 horas. Entdo, o meio foi
substituido por 500ul de meio Opti-MEM fresco (com ou sem
FBS a 1%), ao gqual adicionou-se uma aliquota de solucéo
aquosa estoque de um oligbmero de PNA covalentemente marcado
com fluoresceina. Depois que as células foram cultivadas por
um intervalo designado, as células foram lavadas com PBS e
fixadas por incubacdo em paraformaldeido a 3,7% ou 4%. As
células foram bem lavadas véarias vezes com PBS ou PBS
contendo Tween-20 a 0,1%. Entdo, a cubeta de vidro foi
montada em um vidro deslizante wutilizando uma gota de
solugcdao de montagem e selada com esmalte de unha para
realizacdo da microscopia confocal por fluorescéncia. As
imagens fluorescentes foram feitas em um microscdpio
confocal Zeiss LSM 510 (Alemanha) em objetiva de 63x ou em
um microscdépio confocal Nikon C1lSi em objetiva de 40x.

[00140] As 1imagens de penetracdo celular nas

Figuras 4 ~ 8 sao mostradas somente para fins ilustrativos
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e nao devem ser interpretadas como uma limitacdo da presente
invencéao.

[00141] Nas Figuras 4(a) e 4(b), sao mostradas
imagens microscdépicas confocais (em objetiva de 63x) 1, 2, 3
e 24 horas depois que as células Hela foram tratadas com
Oligo 1 e Oligo 2 a 5uM, respectivamente (sem FBS). Embora a
intensidade da fluorescéncia seja clara e fica intensa por
24 horas na Figura 4(a), a intensidade da fluorescéncia ¢é
fraca na Figura 4(b), indicando gque o 0Oligo 1 penetra as
células Hela de forma significativamente mais réapida que o
Oligo 2 ‘ndo modificado’.

[00142] Nas Figuras 5(a) e 5(b), sado mostradas
imagens microscodpicas confocais (em objetiva de 63x) 0,5 e 1
hora depois que as células MCF-7 foram tratadas com Oligo 6
e Oligo 7 a 2,5uM, respectivamente (sem FBS). Embora a
intensidade da fluorescéncia seja clara e fica intensa por 1
hora na Figura 5(a), a intensidade da fluorescéncia é fraca
na Figura 5(b), indicando que o 0Oligo 6 penetra as células
MCF-7 de forma significativamente mais rapida que o Oligo 7
‘ndo modificado’ .

[00143] Nas Figuras 6(a) e 6(b), sadao mostradas
fotos microscépicas confocais (em objetiva de 40x) 6 ou 24
horas depois que as células HelLa foram tratadas com Oligo 1
e Oligo 6 a 1uM, respectivamente (com FBS a 1%). Embora a
intensidade da fluorescéncia seja fraca mesmo em 24 horas na
Figura 6(a), a intensidade da fluorescéncia é clara e fica
intensa por 24 horas na Figura 6(b), sugerindo que o Oligo 6
penetra as células Hela de forma significativamente mais
rdpida que o Oligo 1.

[00144] Nas Figuras 7(a) e 7(b), sao mostradas
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fotos microscépicas confocais (objetiva de 40x) 24 horas
depois que as células JAR foram tratadas com Oligo 21 e
Oligo 28 a 2uM, respectivamente (sem FBS). Embora a
intensidade da fluorescéncia seja forte na Figura 7(a), nao
h4d intensidade de fluorescéncia significativa na Figura
7(b), sugerindo que o 0Oligo 21 penetra as células JAR de
forma significativamente mais rédpida que o Oligo 28 ‘néao
modificado’ .

[00145] Nas Figuras 7(c) e 7(d), sao mostradas
fotos microscépicas confocais (em objetiva de 40x) 24 horas
depois que as células A549 foram tratadas com Oligo 21 e
Oligo 28 a 2uM, respectivamente (sem FBS). Embora a
intensidade da fluorescéncia seja forte na Figura 7(c), nao
ha intensidade de fluorescéncia significativa na Figura
7(d), sugerindo que o 0Oligo 21 penetra as células A549 de
forma significativamente mais réapida que o Oligo 28 ‘nao
modificado’ .

[00146] Nas Figuras 7(e) e 7(f), sado mostradas
fotos microscépicas confocais (em objetiva de 40x) 12 horas
depois que as células Hela foram tratadas com Oligo 21 e
Oligo 28 a 2uM, respectivamente (sem FBS). Embora a
intensidade da fluorescéncia seja aparente na Figura 7 (e),
ndo héd intensidade de fluorescéncia significativa na Figura
7(f), sugerindo que o 0Oligo 21 penetra as células Hela de
forma significativamente mais rédpida que o Oligo 28 ‘néao
modificado’ .

[00147] Na Figura 7(g), sao mostradas fotos
microscoépicas confocais (em objetiva de 40x) 24 horas depois
que as células Hela foram tratadas com Oligo 21 a 2uM (sem

z

FBS). Uma vez que a fluorescéncia celular na Figura 7(g) é
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significativamente mais forte que na Figura 7(e), o Oligo 21
parece penetrar em 24 horas em vez de 12 horas.

[00148] A Figura 8(a), 8 (b) e 8(c) mostra
imagens microscépicas confocais (objetiva de 40x) 24 horas
depois que as células Hela, A549 e JAR foram tratadas com
Oligo 22 2uM, respectivamente (sem FBS). Todas as imagens
estdo associadas a fluorescéncia dentro da célula, indicando
que o Oligo 22 possul boa penetracdo celular nas células
testadas.

[00149] Exemplo Anti-Sentido: Oligo 9 e Oligo 12
possuem as mesmas sequencias de base de T1-12 e T5-12,
respectivamente, o que foi relatado por inibir a sintese
ribossdémica de mdm2 na literatura. (Nucleic Acids Res. vol
32, 4893-4902, 2004). O Oligo 9 e o Oligo 12 foram avaliados
gto a sua capacidade de inibir a sintese ribossdmica de mdm2
em células JAR como segue. O exemplo anti-sentido a seguir é
apresentado somente para fins ilustrativos e nao deve ser
interpretado como uma limitacdo da presente invencéao.

[00150] As células JAR (catdlogo ATCC # HTB-144)
foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com FBS 10%
e penicilina-estreptomicina 1% a 37°C e COz a 5%. As células
foram entdao semeadas em cada pogo de uma placa de 12 pogos
contendo 1Iml do mesmo meio, e tratadas com uma aliquota de
uma solugdo aquosa estoque de Oligo 9 ou de Oligo 12 com uma
determinada concentracdo. Entdo, as células foram incubadas
a 37°C e CO2 a 5% por 15h.

[00151] As células em cada poco foram lavadas
com PBS gelado e tratadas com 80ul de tampdo RIPA contendo
coquetel de inibidores de protease a 1%, e a placa foi

incubada a 4°C e agitada lentamente por 15min. O conteudo de
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cada pogo foi raspado em um microtubo. O microtubo foi
incubado em gelo por 10min e centrifugado a 10.000g. O
sobrenadante resultante foi coletado e submetido a
quantificacdo de proteina por ensaio de Bradford e andlise
western Dblot. Para eletroforese, 20 ug de proteina foram
carregados em cada faixa do gel em um equipamento de
minigel, separados e transferidos para uma membrana PVDF
(0,45u, Millipore). O anticorpo mdm2 primadrio utilizado para
o western blotting era SC-965 (Santa Cruz Biotechnology) .
[00152] A Tabela 9 mostra os resultados do
western blotting das células JAR tratadas com 5uM ou 10uM de
Oligo 9, 5uM ou 10uM de Oligo 10, co-tratamento com os
oligbmeros a 5uM ou 10uM cada, e com branco (sem tratamento
com oligbmeros). Na Figura 9, o tratamento com Oligo 9 ou
Oligo 10, ou o co-tratamento com Oligo 9 e Oligo 10 inibiu
significativamente a sintese ribossdmica de mdm2 nas células
JAR tanto a 5uM como a 10uM.
Legenda da Figura
Figura 1
A) Oligo 17 (antes da purificacéao)
B) Oligo 17 (apds a purificacao)
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REIVINDICACOES

1. “DERIVADO DE ACIDO PEPTONUCLEICO”, da

Férmula I ou um sal farmaceuticamente aceitédvel respectivo:

o] 0 0 O
X.wzxt,N\rJLﬁzﬂk,N\T)Lﬁ*r ------ 4T,NRTJLH/xk,NRrj\Z
Y s 1 S, T2 Snt T S, In
Férmula I
caracterizado por: n ser um nUmero inteiro igual ou maior
que b5; Ss1, s2, ..., Sn-1, Sn, T1, T2, ..., Tn-1 e Tn
representarem um radical hidrogénio, X e Y representarem
independentemente um radical hidrogénio, substituido ou néao
substituido C1-C5 alguila acila; Z representar um radical
amino substituido ou ndo substituido; Bl, B2, ..., Bn-1 e Bn
serem independentemente selecionados de nucleobases
naturais, incluindo adenina, timina, guanina, citosina e
uracila, e nucleobases nao naturais; e pelo menos, um dentre
Bl1, B2, ..., Bn-1 e Bn ser independentemente selecionado de
nucleobases ndo naturais representadas pela Fdérmula 1T,

Férmula III ou Fdérmula IV:

R, :
NH; o

|
N"Rg
N = N NH
N ﬁ'l‘Nﬁi“NH N Nfi‘mH
L]
y’gn Rs Rs
.ﬁ.i\M
Férmula IT Férmula ITII Férmula IV

em que: R1, R2, R3, R4, R5 e R6 sdo independentemente
selecionados de um radical algquila substituido ou néo

substituido e hidrogénio; e L1, L2 e L3 sdo um ligante
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covalente representado pela Férmula V, ligando um grupo
amino bésico a fracdo responsavel pelas propriedades de

pareamento de nucleobase:

Q,.  |rmmmmm——- Q
P m,
2N QW

Férmula V

em que: Ql e Om sdo um radical metileno (-CH2-) substituido
ou ndo substituido e Qm é diretamente ligado ao grupo amino
basico; Q2, Q3, e e Qm-1 sao independentemente
selecionados de um radical metileno substituido ou néo
substituido, oxigénio (-0-) e amino substituido ou néo
substituido [-N(H)- ou —-N{(substituinte)-]; e m €& um numero
inteiro de 2 a 15.

2. “COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO UMA
QUANTIDADE TERAPEUTICAMENTE EFICAZ DO DERIVADO DE ACIDO
PEPTONUCLEICO”, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado por apresentar um sal farmaceuticamente
aceitavel respectivo para fins terapéuticos.

3. “METODO DE UTILIZACAO DO DERIVADO DE
ACIDO PEPTONUCLEICO”, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por apresentar um sal respectivo para
modulacdo in vitro da expressao de proteina celular.

4., “COMPOSTO” da Férmula VI:

HN-P,
4
f_NH
B
N So

oo

Pi\NA"'NJ\ORT

H Férmula VI
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caracterizado por: R7 ser um radical hidrogénio, ou alquila
substituido ou nao substituido; Pl ser selecionado de (9H-
fluoren-9-il) metoxicarbonila ou arilsulfonila substituido
ou ndo substituido; P2 ser selecionado de t-butoxicarbonila
e 1,3-bis-(benziloxicarbonil)amidinila; e L1 ser um ligante

representado pela Fdérmula V:

Q /{/ -------- Q
] m,
X oz ol

Férmula V
em que: Q1 e QOm sdo um radical metileno substituido ou nao
substituido e Qm é diretamente ligado ao radical amino; Q2,
Q3, ... e 0Om-1 sao independentemente selecionados de um
radical metileno substituido ou ndo substituido, e oxigénio
e m é um numero inteiro de 2 a 15.

5. “COMPOSTO” da Férmula VII:

Férmula VII

caracterizado por: R8 ser um radical hidrogénio, ou alquila
substituido ou nao substituido; Pl ser selecionado de (9H-
fluoren-9-11) metoxicarbonila ou arilsulfonila substituido
ou ndo substituido; P2 ser selecionado de t-butoxicarbonila,
e 1,3-bis-(benziloxicarbonil)amidinila; P3 e P4 sao
independentemente selecionados de um radical hidrogénio, t-
butoxicarbonila e benziloxicarbonila; e L2 ser um ligante

representado pela Fdérmula V:
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Q /+f """"" Q
] m,
X g 0,

Férmula V
em que: Q1 e QOm sdo um radical metileno substituido ou nao
substituido e Qm é diretamente ligado ao radical amino; Q2,
Q3, ... e 0Om-1 representam um radical metileno substituido
ou nao substituido; e m é um numero inteiro de 2 a 15.

6. “COMPOSTO” da Fdérmula VIII:

o]
N

) NH
<N | N’AN,LghN,PZ
H ,

© 0O
Fh}l}l{/\vN\)kOHg

Férmula VIII

caracterizado por: R9 ser um radical hidrogénio; Pl ser

selecionado de (9H-fluoren—-9-il)metoxicarbonila; P2 ser
selecionado de t-butoxicarbonila e 1,3-bis-
(benziloxicarbonil)amidinila; e L3 ser um ligante

representado pela Fdérmula V:

Q a
P | m,,
N ol

Férmula V
em que: Ql e Qm sdao um radical metileno substituido ou néo
substituido e Qm é diretamente ligado ao radical amino; Q2,
Q3, ... e 0Om-1 representam um radical metileno substituido
ou nao substituido; e m é um numero inteiro de 2 a 15.

7. “COMPOSTO” da Férmula IX:
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Rio

Férmula IX
caracterizado por: Rig ser um radical hidrdxi, alquildxi
substituido ou nédo substituido ou amino substituido ou nao
substituido; P2 ser selecionado de t-butoxicarbonila, 1,3-
bis—(benziloxicarbonil)amidinila; e L1 ser um ligante

representado pela Fdérmula V:

Q Q
P | m,,
XK o

Férmula V
em que: Qi1 e Qmn sdo um radical metileno substituido ou néo
substituido e Qn é diretamente ligado ao radical amino; Q2,
Q3, ... € Qmni1 sao independentemente selecionados de um
radical metileno substituido ou ndo substituido, oxigénio e
amino substituido ou nédo substituido; e m é um nuUmero
inteiro de 2 a 15.

8. “COMPOSTO” da Fdérmula X:

Ps. P
SN 4
I
4
P
N NJ\N’LZ“*N'E
H H

0]
Ry4

Férmula X
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caracterizado por: Ri1 ser um radical hidrdéxi, alquildxi
substituido ou nao substituido ou amino substituido ou nao
substituido; P, ser selecionado de t-butoxicarbonila, e 1,3-
bis— (benziloxicarbonil)amidinila; P3 e P4 serem
independentemente selecionados de um radical hidrogénio, t-
butoxicarbonila e benziloxicarbonila; e Lz ser um ligante

representado pela Fdérmula V:

Q /+f """"" Q
] m,
XNy oy

Férmula V
em que: Q1 € QOm sdao um radical metileno substituido ou nao
substituido e Qn é diretamente ligado ao radical amino; Q2z,
Q3, ... € OQOm1 sao 1independentemente selecionados de um
radical metileno substituido ou ndo substituido e oxigénio;
e m é€ um numero inteiro de 2 a 15.

9. “COMPOSTO” da Fdérmula XI:

@]
N
< 1 NH
H
0
Ri2

Férmula XI

caracterizado por: Riz ser um radical hidrdéxi, alquildxi
substituido ou nédo substituido ou amino substituido ou néao
substituido; P2 representa t-butoxicarbonila; e Lz ser um

ligante representado pela Férmula V:

Q k -------- Q
] m,
SR oy ¥

Férmula V
em que: Q1 € QOm sdao um radical metileno substituido ou nao

substituido e Qn é diretamente ligado ao radical amino; Q2z,
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Qs3, ... € OQmn1 sdao 1independentemente selecionados de um
radical metileno substituido ou ndo substituido e oxigénio;

e m é um numero inteiro de 2 a 15.
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