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RESUMO

“DESIDROFENILA-HISTINAS E OS SEUS ANALOGOS E A SINTESE DE
DESIDROFENILA-HISTINAS E OS SEUS ANALOGOS”

Sao divulgados compostos representados pela estrutura (I),
assim como métodos para preparar esses compostos, em qgue 08
referidos métodos compreendem fazer reagir uma
diacildicetopiperazina com um primeiro aldeido para produzir um
intermedidrio; e fazer reagir o intermedidrio com um segundo
aldeido para produzir a classe de compostos com a estrutura
genérica, em que o primeiro aldeido e o segundo aldeido séao
seleccionados do grupo consistindo num oxazolecarboxaldeido,
imidazolecarboxaldeido, um benzaldeido, derivados de
imidazolecarboxaldeido, e derivados de Dbenzaldeido, formando
assim o composto acima, em que Ri, Ri’, Ri1”, Rz, Rs, Rs e Rg, X1 e
Xy, Y, 72, 721, Zs, 73, € Z, pode ser, cada, separadamente, definido
de modo consistente com a descricdo apresentada no presente
documento. Sdo também divulgados compostos e métodos para

tratamento do cancro e infecg¢des fungicas.
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DESCRICAO

“DESIDROFENILA-HISTINAS E OS SEUS ANALOGOS E A SINTESE DE
DESIDROFENILA-HISTINAS E OS SEUS ANALOGOS”

Antecedentes da Invencgao

Campo da Invencgao

A presente 1invencdo refere-se a compostos e métodos de
preparacadao sintética nos campos da quimica e medicina. Mais
especificamente, a presente invencdao refere-se a compostos e
processos para a preparacao de compostos Uteis no tratamento do

cancro e no tratamento de infeccgdes fungicas.

Breve Descricadao da Técnica Relacionada

Cré-se que um mecanismo celular universal uUnico controla a
regulacao do processo do ciclo celular eucaridtico. Ver, e. g.,
Hartwell, L.H. et al., Science (1989), 246: 629-34. Também &
sabido que quando surge uma anomalia no mecanismo de controlo do
ciclo celular, pode ocorrer um  Ccancro ou um disturbio
imunitdrio. Desta forma, como também ¢é sabido, o0s agentes
antitumorais e 08 1munossupressores podem estar entre @ as
substdncias que regulam o ciclo celular. Assim, sd0 necessarios
novos métodos para produzir inibidores do ciclo celular
eucaridético como compostos antitumorais e imunoestimuladores,

que deverao ser Uteis no tratamento do cancro humano como



agentes quimioterapéuticos, antitumorais. Ver, e. g., Roberge,

M. et al., Cancer Res. (1994), 54, 6115-21.

Os fungos, especialmente fungos patogénicos e infeccgdes
relacionadas, representam um desafio clinico crescente. Os
agentes antifungicos existentes sdo de eficdcia e toxicidade
limitada, bem como a descoberta e/ou o desenvolvimento de
linhagens de fungos ©patogénicos resistentes aos farmacos,
correntemente disponiveis ou em desenvolvimento. A titulo de
exemplo, os fungos que sao patogénicos em humanos incluem entre
outros, Candida spp., incluindo C. albicans, C. tropicalis, C.
kefyr, C. krusei e C(C. galbrata; Aspergillus spp., incluindo A.
fumigatus e A. flavus; Cryptococcus neoformans; Blastomyces
spp., incluindo Blastomyces dermatitidis; Pneumocystis carinii;
Coccidioides 1immitis; Basidiobolus ranarum; Conidiobolus spp.;
Histoplasma capsulatum; Rhizopus spp., incluindo R. oryzae e
R. microsporus; Cunninghamella spp.; Rhizomucor spp.;
Paracoccidioides brasiliensis; Pseudallescheria boydir;
Rhinosporidium seeberi,; e Sporothrix schenckil (Kwon-Chung, K.J.
& Bennett, J.E. 1992 Medical Mycology, Lea e Febiger, Malvern,
PA) .

Recentemente, foi descrito que as triprostatinas A e B (que
sao dicetopiperazinas consistindo de residuos de prolina e
triptofano isoprenilado), e cinco outras dicetopiperazinas
estruturalmente relacionadas, inibiram a progressdao do ciclo
celular na fase M, ver Cui, C. et al., 1996 J. Antibiotics
45:527-33; Cui, C. et al. 1996 J. Antibiotics 49:534-40 e que
estes compostos também afectam a montagem microtubular, ver
Usui, T. et al. 1998 Biochem J. 333:543.48; Kondon, M. et al.
1998 J. Antibiotics 51:801-04. Além disso, foram descritos

compostos naturais e sintéticos que inibem a mitose, inibindo



assim o «ciclo celular eucaridtico, por ligacdo ao sitio de
ligagdo da colchicina (sitio CLC) na tubulina, gque € uma
macromolécula que consiste de duas sub-unidades de 50 kDa (I e
(I11 tubulina) e é o principal componente dos microtubulos. Ver,
e. g., Iwasaki, S., 1993 Med. Res. Rev. 13:163-198; Hameal, E.
1996 Med. Res. Rev. 16:207-31; Weisenberg, R.C. et al., 1969
Biochemistry 7:4466-79. Cré-se gue 08 microtubulos estejam
envolvidos em varias funcdes celulares essenciais, tais como no
transporte axonal, mobilidade celular e determinacgao da
morfologia celular. Assim, os inibidores das fung¢des dos
microtubulos podem ter uma ampla actividade bioldgica e ser
aplicadveis para objectivos medicinais e agrogquimicos. Também &
possivel que ligandos do sitio CLC da colchicina, tais como CLC,
esteganacina, ver Kupchan, S.M. et al., 1973 J. Am. Chem. Soc.
95:1335-36, podofilotoxina, wver Sackett, D.L., 1993 Pharmacol.
Ther. 59:163-228, e combretastatinas, ver Pettit, G.R. et al.,
1995 J. Med. Chem. 38:166-67, podem provar ser valiosos como

inibidores do ciclo celular eucaridético e, assim, podem ser

Uteis como agentes guimioterapéuticos.

Embora metabolitos do tipo dicetopiperazina tenham sido
isolados de varios fungos como micotoxinas, ver Horak R. M. et
al., 1981 J. C. S. Chem. Comm. 1265-67, All M. et al., 1898
Toxicology Letters 48:235-41 ou como metabolitos secundarios,
ver Smedsgaard J. et al., 1996 J. Microbiol. Meth. 25:5-17,
sabe—-se pouco acerca da estrutura especifica dos metabolitos do
tipo dicetopiperazina ou o0s seus derivados e a sua actividade
antitumoral, particularmente in vivo. Estes compostos nao foram
apenas 1isolados como micotoxinas, mas foi descrita a sintese
quimica de um tipo de metabolito do tipo dicetopiperazina,
fenila-histina, por Hayashi et al. em J. Org. Chem. (2000) 85,

pagina 8402. Na técnica, foili preparado um tal derivado de



metabolito do tipo dicetopiperazina, desidrofenila-histina, por
desidrogenacdo enzimdtica da sua fenila-histina percursora. Com
o aumento da incidéncia do cancro, existe uma necessidade
particular de produzir gquimicamente uma classe de derivados de
metabolito do tipo dicetopiperazina substancialmente purificados
tendo actividade inibidora de proliferagdo de células animais
especificas e grande selectividade e actividade antitumoral.
Existe entdo uma necessidade particular de um método eficiente
de produzir sinteticamente derivados de metabolito do tipo
dicetopiperazina substancialmente purificados e caracterizados

estruturalmente e biologicamente.

Além disso, a publicagdo PCT WO0/0153290 (26 de Julho de
2001), descreve um método nao-sintético para produzir
desidrofenila-histina por exposicdo de fenila-histina ou um
andlogo particular da fenila-histina a desidrogenase obtida de

Streptomyces albulus.

Resumo da Invengao

Sao divulgados compostos e métodos para a produgao sintética
de compostos, para uma classe de compostos tendo a estrutura de

férmula (I):
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que:

Os compostos divulgados tém a estrutura de férmula (I) em

Ry, R, e Rg sado, cada um separadamente, seleccionados do
grupo consistindo de um &dtomo de hidrogénio, um &tomo de
halogéneo e alquiloC,-C;, saturado, alceniloC,-C,, insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro
substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos,
hidroxilo, carboxilo, -C0-0-R;, <ciano, alquiltio, alguilo
halogenado incluindo alquilo poli-halogenado, carbonilo
halogenado e carbonilo -CCO-R;, em que R; €& seleccionado de

um  Adtomo de hidrogénio, um Adtomo de  halogéneo e

alquiloCi;—-Cyy saturado, alceniloCi—Cy, insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo

substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;

Ri’ e R;” sao independentemente seleccionados do grupo
consistindo de um A&tomo de hidrogénio, um Atomo de
halogéneo e alquiloC;-C,; saturado, alceniloC,-C,, insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro
substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos,
hidroxilo, carboxilo, -C0O-0-R;, <ciano, alquiltio, alquilo
halogenado incluindo alquilo poli-halogenado, <carbonilo
halogenado e carbonilo -CCO-R;, em que R; é seleccionado de
um Adtomo de  hidrogénio, um Adtomo de halogéneo e

alguiloC;-Coy saturado, alceniloC1—Cyy4 insaturado,



cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;

R,, Rz e Rs sao, cada, separadamente, seleccionados do grupo
consistindo de um &tomo de hidrogénio, um Atomo de
halogéneo e alguilo saturadoC,-Cig, alceniloC,-Ciy
insaturado, acilo, <cicloalquilo, alcoxilo, <cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro e grupos nitro

substituidos, sulfonilo e grupos sulfonilo substituidos;

X1 e X, sado separadamente seleccionados do grupo consistindo
de um atomo de oxigénio, um atomo de azoto e um atomo de
enxofre, cada, substituido ou nao substituido com um grupo

Rs, como definido acima;

Y é seleccionado do grupo consistindo de um &tomo de azoto,
um atomo de azoto substituido com um grupo Rs de cima, um
atomo de oxigénio, um atomo de enxofre, um atomo de enxofre

oxidado, um grupo metileno e um grupo metileno substituido;

n € um numero inteiro igual a zero, um ou dois;

Z, para cada n separado, se nao for zero e Zi, Z,, Z3z € 7,
sdo separadamente seleccionados de um atomo de carbono, um
atomo de enxofre, um &dtomo de azoto ou um atomo de

oxigénio; e

as ligagdes a tracejado podem ser ligacgdes simples ou

duplas;



que:

O método compreende os passos de:

fazer reagir wuma diacildicetopiperazina com um primeiro

aldeido para produzir um intermedidrio; e

fazer reagir o referido intermedidrio com um segundo

aldeido para produzir o referido composto, em que

0 referido primeiro aldeido e o referido segundo aldeido

sao seleccionados do grupo consistindo de um
oxazolecarboxaldeido, imidazolecarboxaldeido, um
benzaldeido, derivados de imidazolecarboxaldeido e

derivados de benzaldeido, formando assim o composto.

Os compostos divulgados tém a estrutura de fdérmula (I), em

Ri, Ry e Rg¢ sao, cada, separadamente, seleccionados do grupo
consistindo de um A&tomo de hidrogénio, um Atomo de
halogéneo e alquiloC;-C,; saturado, alceniloC,-C,;, insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro
substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos,
hidroxilo, carboxilo, -C0O-0-R;, <ciano, alquiltio, alquilo
halogenado incluindo alquilo poli-halogenado, <carbonilo
halogenado e carbonilo -CCO-R;, em que R; é seleccionado de

um Adtomo de  hidrogénio, um Adtomo de halogéneo e

alguiloC;-Cyy saturado, alceniloC;—Cyy insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo



substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;

R’ e Ry” sao, cada, independentemente seleccionados do
grupo consistindo de um &dtomo de hidrogénio, um &tomo de
halogéneo e alquiloC,-C;, saturado, alceniloC,-C,, insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro
substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos,
hidroxilo, carboxilo, -C0-0-R;, <ciano, alquiltio, alguilo
halogenado incluindo alquilo poli-halogenado, carbonilo
halogenado e carbonilo -CCO-R;, em que R; €& seleccionado de

um  Adtomo de hidrogénio, um Adtomo de  halogéneo e

alquiloCi;—-Cyy saturado, alceniloCi—Cy, insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo

substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;

R,, R; e Rs sao, cada, separadamente, seleccionados do grupo
consistindo de um A&dtomo de hidrogénio, um Atomo de
halogéneo e alquilo saturadoC,;-Cq;, alceniloC;-Cq;
insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxilo, <cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro e grupos nitro

substituidos, sulfonilo e grupos sulfonilo substituidos;

X, e X, sdo separadamente seleccionados do grupo consistindo
de um atomo de oxigénio, um adtomo de azoto e um atomo de
enxofre, cada, substituido ou nédo substituido com um grupo

Rs, como definido acima;



Y é seleccionado do grupo consistindo de um a&tomo de azoto,
um atomo de azoto substituido com um grupo Rs de cima, um
atomo de oxigénio, um atomo de enxofre, um dtomo de enxofre

oxidado, um grupo metileno e um grupo metileno substituido;

n €& um numero inteiro igual a zero, um ou dois;

Z, para cada n separado, se nao for zero e Zi, Zz, Z3 € Zq4
sdo separadamente seleccionados de um &tomo de carbono, um
atomo de enxofre, um 4&dtomo de azoto ou um atomo de

oxigénio; e

as ligagcdes a tracejado podem ser ligacgdes simples ou

duplas;

Em formas de realizacdo preferidas do composto e do método,
o0 1imidazolecarboxaldeido & 5-(1,1-dimetil-2-etil)imidazole-4-
carboxaldeido e o benzaldeido compreende um Unico grupo
metoxilo. Formas de realizacdo adicionais ©preferidas dos
compostos aqui descritos, incluem compostos tendo um grupo
t-butilo, um grupo dimetoxilo, um grupo cloro e um grupo
metiltiofeno e métodos para fazer tais compostos, assim como o0s
compostos descritos nas Tabelas 2, 3 e 4, assim como métodos
para fazer tais compostos.

Sao também divulgados métodos e materiais para tratamento de
tecido neopldsico ou prevencgdo de cancros ou infecgdes por
fungos patogénicos. Estes métodos e materiais sao,
particularmente, bem adequados para o tratamento de individuos
mamiferos, mais particularmente em humanos e envolvem a
administragao ao individuo de desidrofenila-histina ou seu

andlogo. O método compreende a administracdo ao individuo, de



uma composicado compreendendo uma quantidade efectiva antitumoral

ou antifungica de desidrofenila-histina ou o seu andlogo.

Breve Descricadao dos Desenhos

Os desenhos anexos que sao aqui incorporados e formam parte
da descricao, apenas ilustram determinadas formas de realizacéo
preferidas da presente invengao. Conjuntamente com o resto da
descricao, servem para explicar os modos preferidos de produzir
determinados compostos da invencdo pelos especialistas na

técnica. Nos desenhos:

A figura 1 ilustra um esquema de reacgadao para produzir
desidrofenila-histinas pela reaccgao de uma
diacildicetopiperazina 1 com um imidazolecarboxaldeido 2 para
obter um intermedidrio 3 que é feito reagir com um benzaldeido 4

para produzir uma desidrofenila-histina.

A figura 2 representa o perfil de HPLC da desidrofenila-

histina sintética em bruto.

A figura 3 ilustra um esquema de reacg¢ao para produzir
desidrofenila-histinas pela reacgao de uma
diacildicetopiperazina 1 com um benzaldeido 4 para obter um
intermedidrio 17 que é feito reagir com um
imidazolecarboxaldeido 15 para produzir uma desidrofenila-

histina.

A figura 4 representa o perfil de HPLC da  tBu-
desidrofenila-histina sintética em bruto produzida a partir da

Via A e da Via B.
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A figura 5 ilustra duas estratégias de modificacadao para a

desidroPLH para actividade citotdxica potente.

A figura 6 representa a putativa conformagcdo activa da

desidroPLH na unidade fenilo.

A figura 7 representa o metabolismo do Citocromo P450 da

fenila-histina.

A figura 8 ilustra a migracao Z-E da tBu-desidroPLH.

A  figura 9 representa o diagrama de sintese e do

pré-fadrmaco da acilo-E-tBu-desidroPLH.

A figura 10 representa o gradiente de temperatura da
3-Z-benzilideno-6-[5"-(1,1l-dimetilalil)-1H-imidazol-4"-7-

ilmetileno]-piperazina-2,5-diona.

A figura 11 representa o gradiente de temperatura da
3-Z-Benzilideno-6-(5"-terc-butil-1H-imidazol-4"-Z-ilmetileno) -

piperazina-2,5-diona.

A figura 12 representa o efeito de KPU-2, KPU-35 e t-butil-
fenila-histina em comparagdo com colchicina e taxol na

permeabilidade da mono-camada HUVEC para FITC-Dextrano.

A figura 13 representa o efeito de KPU-2 1isolada e em

combinagao com CPT-11 no crescimento tumoral estimado no modelo

de Xenoenxerto do Tumor de Cédlon Humano HT-29.
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A figura 14 representa o efeito de KPU-2 isoladamente e em
de combinacdo com CPT-11 no peso de tumores retirados na
autdépsia de murganhos individuais no modelo de Xenoenxerto do

Tumor de Cdédlon Humano HT-29.

A figura 15 representa o efeito de KPU-2 1isolada e em
combinagao com CPT-11 no crescimento tumoral estimado no modelo

de Xenoenxerto do Tumor de Cdlon Humano HT-29.

A figura 16 representa o efeito de KPU-2 1isolada e em
combinacdo com CPT-11 no peso de tumores retirados na autdpsia
de murganhos individuais no modelo de Xenocenxerto do Tumor de

Célon Humano HT-29.

A figura 17 representa os efeitos de: A. KPU-2, B. KPU-35 e
C. t-butil-fenila-histina isolada e em combinagdo com CPT-11 no
crescimento tumoral estimado no modelo de Xenoenxerto do Tumor

de Cdélon Humano HT-29.

A figura 18 representa os efeitos de A. KPU-2, B. KPU-35 e
C. t-butil-fenila-histina isolada e em combinagdao com CPT-11 no
peso de tumores retirados na autdpsia de murganhos individuais

no modelo de Xenoenxerto do Tumor de Cdédlon Humano HT-29.

A figura 19 representa os efeitos de KPU-2 isolada e em
combinagdo com CPT-11 no crescimento tumoral no modelo de
Xenoenxerto do Tumor de Cdélon Humano HT-29: comparacgado de trés

estudos.

A figura 20 representa os efeitos de KPU-2 1isolada e em

combinagdao com CPT-11 em pesos finais de tumor no modelo de

12



Xenoenxerto do Tumor de Cdélon Humano HT-29: comparacao de trés

estudos.

A figura 21 representa os efeitos de KPU-2 isoladamente ou
em combinacdo com Taxotere no crescimento tumoral estimado no

modelo de Xenoenxerto do Tumor da Prdéstata Humano DU-145.

A figura 22 representa os efeitos de: A. KPU-2, B. KPU-35 e
C. t-butil-fenila-histina isolada e em combinagao com Taxotere
no crescimento tumoral estimado baseado em observagdes feitas
durante a porcao em vida do modelo de Xenocenxerto do Tumor da

Préstata Humano DU-145.

A figura 23 representa os efeitos de KPU-2 1isolada e em
combinagao com Taxotere nos ©pesos individuais de tumores
retirados em autdpsia no modelo de Xenoenxerto do Tumor da

Préstata Humano DU-145.

A figura 24 representa os efeitos de KPU-35 isolada e em
combinagcdo com Taxotere nos pesos 1individuais de tumores
retirados em autdpsia no modelo de Xenoenxerto do Tumor da

Préstata Humano DU-145.

A figura 25 representa os efeitos de: A. KPU-2, B. KPU-35 e
C. t-butil-fenila-histina isolada e em combinagao com Taxotere

no modelo de Xenoenxerto do Tumor da Mama Humano MCFEF-7.
A figura 26 representa os efeitos de KPU-2 1isolada e em

combinagdao com Taxotere no crescimento tumoral estimado no

modelo de Xenoenxerto do Tumor Pulmonar Humano A549.
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A figura 27 representa os efeitos de KPU-2 isolada e em
combinacdo com Taxotere nos pesos de tumor retirados em autdpsia

no modelo de Xenoenxerto do Tumor Pulmonar Humano A549.

A figura 28 representa os efeitos de KPU-2 isolada e em
combinagdo com Paclitaxel no peso estimado de um tumor no modelo
de Xenoenxerto do Tumor da Mama Humano MDA-231 implantado numa

almofada adiposa mamdria de murino.

A figura 29 representa efeitos de: A. KPU-2, B. KPU-35 e
C. t-butil-fenila-histina isolada e em combinagdo com Paclitaxel
no modelo de Tumor Metastatico B1l6 F10 de Melanoma de Murino. Em
determinadas Figuras, o8 compostos sado identificados utilizando
uma designacdo alternativa. E apresentado a seguir um gquadro

completo para converter estas designagdes alternativas:

Designagdo Alternativa | Designagdo aqui utilizada
NPI-2350 (-)-fenila-histina
NPI-2352 KPU-01
NPI-2353 KPU-03
NPI-2354 KPU-04
NPI-2355 KPU-05
NPI-2356 KPU-06
NPI-2357 KPU-07
NPI-2358 KPU-02
NPI-2359 KPU-08
NPI-2360 KPU-09
NPI-2361 KPU-10
NPI-2362 KUP-11
NPI-2363 KPU-12
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(continuacao)

Designag¢do Alternativa | Designag¢do aqui utilizada
NPI-2364 KPU-13
NPI-2365 KpPU-14
NPI-2366 KPU-15
NPI-2367 KPU-16
NPI-2368 KPU-17
NPI-2369 KPU-18
NPI-2370 KPU-19
NPI-2371 KPU-21
NPI-2372 KPU-22
NPI-2373 KPU-23
NPI-2374 KpPU-24
NPI-2375 KPU-25
NPI-2376 KPU-28
NPI-2377 KPU-26
NPI-2378 KPU-27
NPI-2379 KPU-29
NPI-2380 KPU-20
NPI-2381 KPU-30
NPI-2382 KPU-31
NPI-2383 KPU-32
NPI-2384 KPU-33
NPI-2385 KPU-34
NPI-2386 KPU-35
NPI-2387 KPU-36
NPI-2388 KPU-37
NPI-2389 KPU-38
NPI-2390 KPU-39
NPI-2391 KPU-40
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(continuacao)

Designag¢do Alternativa | Designag¢do aqui utilizada
NPI-2392 KPU-41
NPI-2393 KPU-42
NPI-2394 KPU-43
NPI-2395 KPU-44
NPI-2396 KPU-45
NPI-2397 KPU-46
NPI-2398 KpU-47
NPI-2399 KPU-48
NPI-2400 KPU-49
NPI-2401 KPU-50
NPI-2402 KPU-51
NPI-2403 KPU-52
NPI-2404 KPU-53
NPI-2405 KPU-54
NPI-2406 KPU-55
NPI-2407 KPU-56
NPI-2408 KPU-57
NPI-2409 KPU-58
NPI-2410 KPU-59
NPI-2411 KPU-60
NPI-2412 KPU-61
NPI-2413 KPU-62
NPI-2414 KPU-63
NPI-2415 KPU-64
NPI-2416 KPU-65
NPI-2417 KPU-66
NPI-2418 KPU-67
NPI-2419 KPU-68
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(continuacao)

Designag¢do Alternativa | Designag¢do aqui utilizada
NPI-2420 KPU-69
NPI-2421 KPU-70
NPI-2422 KPU-71
NPI-2423 KPU-72
NPI-2424 KPU-73
NPI-2425 KpPU-74
NPI-2426 KPU-75
NPI-2427 KPU-76
NPI-2428 KPU-77
NPI-2429 KPU-79
NPI-2430 KPU-80
NPI-2431 KPU-81
NPI-2432 KPU-82
NPI-2433 KPU-83
NPI-2434 KPU-84
NPI-2435 KPU-86
NPI-2436 KPU-87
NPI-2437 KPU-88
NPI-2438 KPU-89
NPI-2439 KPU-90
NPI-2440 KPU-91
NPI-2441 KPU-92
NPI-2442 KPU-80
NPI-2455 KPU-94
NPI-2456 KPU-95
NPI-2457 KPU-96
NPI-2458 KPU-97
NPI-2459 KPU-98
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(continuacao)

Designag¢do Alternativa | Designag¢do aqui utilizada

NPI-2460 t-butil-fenila-histina

Descrigao Detalhada da Forma de Realizacgdo Preferida

A descricgao proporciona métodos para a preparagao sintética
de compostos, incluindo novos compostos, incluindo
desidrofenila-histina e andlogos de desidrofenila-histina e
proporciona métodos para produzir inibidores de ciclo celular
farmaceuticamente aceitdveils, agentes antitumorails e agentes
antifungicos com rendimento relativamente alto, em que oS
referidos compostos e/ou os seus derivados estdo entre os
ingredientes activos nestes inibidores de ciclo celular, agentes
antitumorais e agentes antifungicos. Outros objectivos incluem
proporcionar novos compostos nao obteniveis pelos métodos nao
sintéticos, actualmente disponiveis. E também um objectivo
proporcionar um método de tratamento do cancro, particularmente
cancro humano, compreendendo O passo de administrar uma
quantidade eficaz para inibir o crescimento tumoral de um membro
de uma classe de novos compostos antitumorais. Esta invencao
também proporciona um método para prevenir ou tratar um fungo
patogénico num individuo envolvendo a administracdo ao individuo
uma quantidade eficaz de antifungico de um membro de uma classe
de novos compostos antifungicos, e. g., administrando uma
desidrofenila-histina ou o seu andlogo numa quantidade e modo
que proporcionem o) efeito antifiangico pretendido. Estes
objectivos sdo alcancados na forma de realizacdo preferida dos

compostos e métodos de preparacao e utilizacdo desses compostos
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aqui divulgados, mas nao necessariamente em todas as formas de

realizacdo da presente invengao.

Também sao aqui divulgados compostos e métodos de produzir
uma classe de compostos, em que 0sS compostos sao representados

pela Férmula (I):

R, I:{’I" x1 R4
Z'X’Z% 2) Rz\
]? q. " N “ Y 'y—Rs
Zof N AN N N=
R1 \24 \R3 \-<RB
2

em que:

Ri, Ry e Rg sao, cada, separadamente, seleccionados do grupo
consistindo de um A&tomo de hidrogénio, um Atomo de
halogéneo e alquiloC;-C,, saturado, alceniloC,-C;, insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro
substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos,
hidroxilo, carboxilo, -C0O-0-R;, <ciano, alquiltio, alquilo
halogenado incluindo alquilo poli-halogenado, <carbonilo
halogenado e carbonilo -CCO-R;, em que R; é seleccionado de

um Adtomo de  hidrogénio, um Adtomo de halogéneo e

alguiloC,-Cyy saturado, alceniloC;—Cyy insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo

substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;
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R’ e Ry” sado, cada, independentemente seleccionados do
grupo consistindo de um &atomo de hidrogénio, um &tomo de
halogéneo e alquiloC,-C;, saturado, alceniloC,-C,, insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro
substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos,
hidroxilo, carboxilo, -C0-0-R;, <ciano, alquiltio, alguilo
halogenado incluindo alquilo poli-halogenado, carbonilo
halogenado e carbonilo -CCO-R;, em que R; €& seleccionado de

um  atomo de hidrogénio, um Adtomo de  halogéneo e

alquiloC;—-Cyy saturado, alceniloCi—Cyy insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo

substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;

Ri1’ e R1” sdo ou nao covalentemente ligados um ao outro;

R,, R; e Rs sao, cada, separadamente, seleccionados do grupo
consistindo de um A&dtomo de hidrogénio, um Atomo de
halogéneo e alquilo saturadoC,;-Cq;, alceniloC;-Cq;
insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxilo, <cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro e grupos nitro

substituidos, sulfonilo e grupos sulfonilo substituidos;

X, e X, sdo separadamente seleccionados do grupo consistindo
de um atomo de oxigénio, um adtomo de azoto e um atomo de
enxofre, cada, substituido ou nédo substituido com um grupo

Rs, como definido acima;
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Y é seleccionado do grupo consistindo de um a&tomo de azoto,
um atomo de azoto substituido com um grupo Rs de cima, um
atomo de oxigénio, um atomo de enxofre, um dtomo de enxofre

oxidado, um grupo metileno e um grupo metileno substituido;

n €& um numero inteiro igual a zero, um ou dois;

Z, para cada n separado, se nao for zero e Zi, Zz, Z3 € Zq4
sdo separadamente seleccionados de um &tomo de carbono, um
atomo de enxofre, um 4&dtomo de azoto ou um atomo de

oxigénio; e

as ligagcdes a tracejado podem ser ligacgdes simples ou

duplas.

0O método compreende um método de produzir compostos de

Férmula (I) através dos passos de:

fazer reagir wuma diacildicetopiperazina com um primeiro
aldeido para produzir um intermedidrio; e
fazer reagir o referido intermedidrio com um segundo

aldeido para produzir o referido composto, em que

0 referido primeiro aldeido e o referido segundo aldeido

sao seleccionados do grupo consistindo de um
oxazolecarboxaldeido, imidazolecarboxaldeido, um
benzaldeido, derivados de imidazolecarboxaldeido, e

derivados de benzaldeido, formando assim um composto de

Férmula (I) em que
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Ri, Ry e Rg sdao, cada, separadamente, seleccionados do grupo
consistindo de um &tomo de hidrogénio, um Atomo de
halogéneo e alquiloC;-C,; saturado, alceniloC,-C;, insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro
substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos,
hidroxilo, carboxilo, -C0O-0-R;, <ciano, alquiltio, alquilo
halogenado incluindo alguilo poli-halogenado, <carbonilo
halogenado e carbonilo -CCO-Ry, em que R; é seleccionado de

um Adtomo de  hidrogénio, um Adtomo de halogéneo e

alguiloC;-Coy saturado, alceniloC1—Cyy4 insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo

substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;

Ri’ e Ry” sao, cada, independentemente seleccionados do
grupo consistindo de um &dtomo de hidrogénio, um &tomo de
halogéneo e alquiloC,-C;, saturado, alceniloC,-C,, insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro
substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos,
hidroxilo, carboxilo, -C0-0-R;, <ciano, alquiltio, alguilo
halogenado incluindo alquilo poli-halogenado, carbonilo
halogenado e carbonilo -CCO-R;, em que R; €& seleccionado de

um  Adtomo de hidrogénio, um adtomo de  halogéneo e

alquiloC;—-Cy, saturado, alceniloC;—Cyy insaturado,
cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
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substituido, amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;

R,, Rz e Rs sao, cada, separadamente, seleccionados do grupo
consistindo de um &tomo de hidrogénio, um Atomo de
halogéneo e alguilo saturadoC;-Ciy, alceniloC;-Ci;
insaturado, acilo, <cicloalquilo, alcoxilo, <cicloalcoxilo,
arilo, arilo substituido, heteroarilo, heteroarilo
substituido, amino, amino substituido, nitro e grupos nitro

substituidos, sulfonilo e grupos sulfonilo substituidos;

X1 e X, sao separadamente seleccionados do grupo consistindo
de um atomo de oxigénio, um atomo de azoto e um atomo de

enxofre, e

Y €& seleccionado do grupo consistindo de um adtomo de azoto,
um atomo de azoto substituido com um grupo Rs de cima, um
atomo de oxigénio, um adtomo de enxofre, um dtomo de enxofre

oxidado, um grupo metileno e um grupo metileno substituido;

Zz, para cada n separado, se nao for zero e Zi, Z;, Z3 € Z,
sao, cada, separadamente seleccionados de um 4&atomo de
carbono, um atomo de enxofre, um atomo de azoto ou um Aatomo

de oxigénio; e

as ligagcdes a tracejado podem ser ligacgdes simples ou

duplas.

Sdo também proporcionados sais farmaceuticamente aceitdveis
e ésteres de pré-farmaco do composto de Fdé&rmulas (I) e (II) e
proporcionados métodos de sintetizar esses compostos pelos

métodos aqui divulgados.
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0O termo “éster de pré-farmaco”, especialmente gquando se
refere a um éster de prdé-fadrmaco do composto de Fdérmula (I)
sintetizado pelos métodos aqui divulgados, refere-se a um
derivado quimico do composto que ¢é transformado rapidamente
in vivo para obter o composto, por exemplo, por hidrdélise no
sangue ou dentro de tecidos. O termo *“éster de prdéd-farmaco”
refere-se a derivados dos compostos aqui divulgados formados
pela adicdo de varios grupos formadores de éster que sao
hidrolisados sob condigdes fisioldgicas. Exemplos de grupos de
éster de pré-farmaco incluem pivoiloximetilo, acetoximetilo,
ftalidilo, 1indanilo e metoximetilo, assim como esses outros
grupos conhecidos na técnica, incluindo um grupo (5-R-2-oxo-1,3-
dioxolen-4-il)metilo. Outros exemplos de  grupos éster de
pré—farmaco podem ser encontrados, por exemplo, em T. Higuchi e
V. Stella, em “Pro-drugs as Novel Delivery Systems”, Vol. 14, A.
C. S. Symposium Series, American Chemical Society (1975); e
“Bioreversible Carriers in Drug Design; Theory of Application”,
editado por E. B. Roche, Pergamon Press, Nova Iorque, 14-21
(1987) (proporcionando exemplos de ésteres Gteis como

pré—-farmacos para compostos contendo grupos carboxilo).

0O termo “éster de pré-farmaco”, como aqui utilizado, também
se refere a um derivado quimico do composto que ¢é rapidamente
transformado in vivo para obter o composto, por exemplo, por
hidrélise no sangue. O termo “éster de prdé-farmaco” refere-se a
derivados dos compostos agqui divulgados formados pela adigao de
qualgquer um de varios grupos formadores de éster que séo
hidrolisados sob condigdes fisioldgicas. Exemplos de grupos
éster de pré-fadrmaco incluem pivoiloximetilo, acetoximetilo,
ftalidilo, indanilo e metoximetilo, assim como esses outros

grupos conhecidos na técnica, incluindo um grupo (5-R-2-oxo-1,3-
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dioxolen-4-il)metilo. Outros exemplos de grupos éster de
pré—-fadrmaco podem ser encontrados, por exemplo, em T. Higuchi e
V. Stella, em “Pro-drugs as Novel Delivery Systems”, Vol. 14, A.
C. S. Symposium Series, American Chemical Society (1975); e
“Bioreversible Carriers in Drug Design; Theory of Application”,
editado por E. B. Roche, Pergamon Press, Nova Iorque, 14-21
(1987) (proporcionando exemplos de ésteres Gteis como
pré—-fadrmacos para compostos contendo grupos carboxilo).

41

O termo sal farmaceuticamente aceitdvel”, especialmente
quando se refere a um sal farmaceuticamente aceitavel do
composto de Férmula (1) sintetizado pelos métodos aqui
divulgados, refere-se a quaisquer sais farmaceuticamente
aceitdveis de um composto e, de um modo preferido, refere-se a
um sal de adicdo de acido de um composto. Exemplos preferidos de
sais farmaceuticamente aceitdveis sao o0s sais de metais
alcalinos (sédio ou potédssio), os salis de metais alcalino-
terrosos (cdlcio ou magnésio) ou sais de amdénio derivados de
amoniaco ou de aminas orgédnicas farmaceuticamente aceitéaveis,
por exemplo, alquilaminaC;-Cy;, ciclo-hexilamina, trietanolamina,
etilenodiamina ou tris-(hidroximetil)-aminometano. Relativamente
a compostos sintetizados pelo método gque sdao aminas basicas, os
exemplos preferidos de sais farmaceuticamente aceitdveis séo
sais de adicdo de 4acido de 4&cidos inorgdnicos ou organicos
farmaceuticamente aceitdveis, por exemplo, 4&acidos de halogéneo,
sulfirico, fosférico ou alifdtico ou &acido carboxilico aromdtico
ou sulfdénico, por exemplo, &acido acético, succinico, lactico,
malico, tartéarico, citrico, ascdodrbico, nicotinico,

metanossulfdénico, p-toluenossulfénico ou naftalenossulfdnico.

0O termo “sal farmaceuticamente aceitéavel”, como aqui

utilizado, também se refere a quaisquer sais farmaceuticamente
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aceitaveils de um composto e, de um modo preferido, refere-se a
um sal de adicdo de acido de um composto. Exemplos preferidos de
sals farmaceuticamente aceitdveis sdo os sais de metal alcalino
(s6dio ou potédssio), os sails de metais alcalino-terrosos (cédlcio
ou magnésio) ou sais de amdénio derivados do amoniaco ou de
aminas orgadnicas farmaceuticamente aceitdveis, por exemplo,
alquilaminaCi-Cy, ciclo-hexilamina, trietanolamina,
etilenodiamina ou tris-(hidroximetil)-aminometano. Em relacéao
aos compostos que sdo aminas béasicas, os exemplos preferidos de
sals farmaceuticamente aceitdveis sado sais de adicdo de acido de
dcidos 1inorgdnicos ou orgdnicos farmaceuticamente aceitaveis,
por exemplo, &cidos de halogéneos, sulfurico, fosfdérico ou acido
alifédtico ou carboxilico aromatico ou sulfénico, por exemplo,
acido acético, succinico, 1lactico, méalico, tartéarico, citrico,
ascoérbico, nicotinico, metanossulfdénico, p-toluenossulfdénico ou

acido naftalenossulfdnico.

As composicdes farmacéuticas preferidas, aqui divulgadas
incluem sais farmaceuticamente aceitéaveis e ésteres de
pré—-farmaco do composto de Foérmula (I) sintetizado pelo método
aqui divulgado. Por conseguinte, se a producao de formulacgdes
farmacéuticas envolve a mistura intima de excipientes
farmacéuticos e do ingrediente activo na sua forma de sal, entéo

¢ preferido wutilizar excipientes farmacéuticos que nao sao

bdsicos, ou seja, excipientes acidicos ou neutros.

Em formas de realizacao preferidas dos métodos dos compostos
aqui divulgados, pode ser formada uma pseudo-estrutura planar de
trés anéis, relativamente rigida. Para estabilizar tal pseudo-
estrutura planar de trés anéis, relativamente rigida, R; pode ser

escolhido, de um modo preferido, como sendo hidrogénio.
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Noutras formas de realizacdo preferidas dos compostos e
métodos aqui divulgados, n € igual a zero ou um, de um modo mais
preferido um, e Z,, Z; e Z,, cada um separadamente seleccionados
de um 4&atomo de oxigénio, um Aatomo de azoto e um Aatomo de
carbono, de um modo mais preferido, pelo menos, um dos Z;, Z; e
Z, sendo um atomo de carbono e, de um modo mais preferido, pelo
menos, dois dos Z,;, Zz: e Z4 sendo um atomo de carbono. Todos os Z

podem ser simultaneamente atomos de carbono.

Ainda outras formas de realizacao preferidas dos métodos e
composicgdes aqui divulgados envolvem compostos que tém as

estruturas das Fdérmulas (Ia) e (Ib), abaixo:

7
S \ ‘&

{Ib)

em gue 0s grupos variadveis sdo como definidos aqui.

O termo “&tomo de halogéneo”, como aqui utilizado, significa
qualgquer um dos 4atomos radio-estdveis da coluna 7 da Tabela
Peridédica dos Elementos, 1i. e., fltuor, cloro, bromo ou iodo,

sendo preferidos fluor e cloro.
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O termo *"alquilo”, como agqui utilizado, significa qualquer
hidrocarboneto saturado, ramificado ou nao, substituido ou nao,
sendo preferidos hidrocarbonetosC,-Cgq nao substituidos,
nao-ramificados, saturados, sendo muito preferidos metilo,
etilo, isobutilo e terc-butilo. Entre 0s hidrocarbonetos
saturados, substituidos, sao preferidos os hidrocarbonetosC;-Cq
saturados mono-— e di- e per—-halogéneo substituidos e
hidrocarbonetos amino-substituidos, sendo muito preferidos
perflurometilo, perclorometilo, perfluoro-terc-butilo, percloro-
terc-butilo. O termo *“substituido” tem o seu significado comum,
como encontrado em numerosas patentes contempordneas da técnica
relacionada. Ver, por exemplo, as patentes U.S. N° 6583143;
6509331; 6506787; 6500825; 5922683; 5886210; 5874443; e 6350759.
Especificamente, a definicdo de “substituido” é tado ampla guanto
aquela proporcionada na patente U.S. N° 6583143 que define o
termo “substituido” como guaisquer grupos, tais como alquilo,
arilo, arilalguilo, heterocarilo, heterocarilalguilo, heterociclo
e heterocicloalquilo em que, pelo menos, um atomo de hidrogénio
¢ substituido com um substituinte. O termo “substituido” ¢é
também tao amplo quanto a definicdo proporcionada na patente
U.S. N° 6509331 que define o termo “alquilo substituido” de tal
modo que se refere a um grupo alquilo, de um modo preferido, de
1 a 10 atomos de carbono, tendo de 1 a 5 substituintes, e de um
modo preferido 1 a 3 substituintes, seleccionados do grupo
consistindo em alcoxilo, alcoxilo substituido, cicloalquilo,
cicloalquilo substituido, cicloalcenilo, cicloalcenilo
substituido, acilo, acilamina, aciloxilo, amina, amina
substituida, aminoacilo, aminoaciloxilo, oxiacilamina, ciano,
halogéneo, hidroxilo, carboxilo, carboxilolquilo, ceto,
tioqueto, tiol, tioalcoxilo, tiocalcoxilo substituido, arilo,

ariloxilo, heteroarilo, heteroariloxilo, heterociclico,
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heterociclo-oxilo, hidroxiamina, alcoxiamina, nitro,
-SO-alquilo, -SO-alquilo substituido, -SO-arilo,
-SO-heteroarilo, -S0,-alquilo, -S0,-alquilo substituido,
-S0,-arilo e -S0;-hetercarilo. As outras patentes listadas acima
também proporcionam definig¢des convencionais para o termo
“substituido” que sao bem compreendidas pelos especialistas na
técnica. O termo *“cicloalgquilo” refere-se a qualgquer anel de
hidrocarboneto ndo-aromdtico tendo, de um modo preferido, cinco
a doze Aatomos compreendendo o anel. O termo “acilo” refere-se a
grupos arilo ou algquilo derivados de um oxodacido, sendo

preferido um grupo acetilo.

O termo *“alcenilo”, como agqui utilizado, significa qualgquer
hidrocarboneto insaturado ramificado ou nao ramificado,
substituido ou nao substituido, incluindo hidrocarbonetos poli-
insaturados, sendo preferido hidrocarboneto com C1—Cqg
nao-ramificado, nao substituido, mono-instaurado e diinsaturado
e, sendo mais preferido hidrocarboneto di-halogeno-substituido,
mono-instaurado. Nas posig¢des R; e Ry, do composto de estrutura
(I) é particularmente preferida uma molécula de z-isoprenilo. O
termo “cicloalcenilo” refere-se a qualquer anel de
hidrocarboneto ndo-aromdtico, de um modo preferido, tendo cinco

a doze atomos compreendendo o anel.

Os termos “arilo”, *“arilo substituido”, “heteroarilo” e
“hetercarilo substituido”, como aqui utilizados, referem-se a
anéis de hidrocarbonetos aromaticos, de um modo preferido tendo
cinco, seis ou sete atomos e, de um modo mais preferido, tendo
seis Aatomos compreendendo o anel. “Heteroarilo” e *“heteroarilo
substituido” referem-se a anéis de hidrocarbonetos aromaticos

nos quais, pelo menos, um heterodtomo, e. g., um &atomo de
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oxigénio, enxofre ou azoto, estd no anel com, pelo menos, um

atomo de carbono.

O termo “alcoxilo” refere-se a um éter saturado ou
insaturado, ramificado ou ndo ramificado, substituido ou nao
substituido, sendo preferido éter com C;-C¢ nao-ramificado,
saturado, nao substituido, sendo preferido metoxilo e também
sendo preferidos éteres de dimetilo, dietilo, metil-isobutilo, e
metil-terc-butilo. O termo “cicloalcoxilo” refere-se a qualquer
anel de hidrocarboneto nado—-aromatico tendo, de um modo

preferido, cinco a doze atomos compreendendo o anel.

Os termos “purificado”, *“substancialmente purificado” e
“isolado”, como aqui utilizados, referem-se ao composto estando
livre de outros compostos nao semelhantes, com o8 gquais o
composto estd normalmente associado no seu estado natural, de
modo que o composto da invencgdo compreenda, pelo menos, 0,5%,

%, 5%, 10% ou 20% e, de um modo mais preferido, pelo menos, 50%

ou 75% da massa, em peso, de uma determinada amostra.

O composto de Fdérmula (I) pode ser sintetizado quimicamente
ou pode ser produzido a partir de reagentes conhecidos e
disponiveis na técnica. Por exemplo, foram descritas
modificacgdes de diacildicetopiperazina
(diacetildicetopiperazina), por exemplo, por Loughlin et al.,
2000 Bioorg. Med. Chem. Lett. 10:91 ou por Brocchini et al. no
documento WO 95/21832. A diacildicetopiperazina
(diacetildicetopiperazina) pode ser preparada, por exemplo, por
diacetilacdo de 2,5-piperazinediona de baixo custo (catdlogo
TCI, N° G0100, 25 g) com acetato de sdédio e anidrido de sdédio. A

estrutura diacetilo da dicetopiperazina activada pode ser
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substituida com outros grupos acilo, para incluir carbamatos

como Boc (t-butoxicarbonilo), Z (benzoiloxicarbonilo).

O imidazolecarboxaldeido pode ser preparado, por exemplo, de

acordo com o processo divulgado em Hayashi et al., 2000

J. Organic Chem. 65:8402 como descrito abaixo:

LDA, CHoCHO Tos-Cl DBU
O~ - ~ o ~ — -
QO THF, 70°C OH Q piridina, t.a. OTs O refluxo (140 °C)

98% 88% 96%

4N NaoH COChk EtOCOCHZCOOH
\)é‘,o\/' —_— S H —_— W} Buli
o] EtOH, ta. o} CHzCl, ta. 0 THF, -70 a -10°C
99% 68% 92%

S0Ll Cl Egcm, oOR DIBALH
\\‘ALH/\“’OB —_— MOE — | — —_—
NH

c O CHC lg, refluxo o O refluxo,140°C Ny tolueno, -50°C
% 48% 59%
MnO2
OH
| = - | 7=
Ny MH acetona, t.a.  NH
95% 2

Outro exemplo de um derivado de imidazolecarboxaldeido é um

imidazole-4-carboxaldeido gque pode ser produzido,

derivado 15
(catdlogo TCI, N° P1031,

por exemplo, de um beta-cetoéster 18

25 mL) comercialmente disponivel, pela seguinte via:
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80:Ch o ragcHe: oye  DIEALH
MOE“ ——— MOMB — N

0 o CHCk, refluxo 0 0O refiuxo,145°C Ny -NH tolueno, -50°C
18 21% (2 passos) 56%
LiAlH4
——

THF, ta.

MnO2 B4%
OH =0
— —
NQVNH acetona, t.a. \VNH
95% 15

0 método sintético aqui divulgado pode ser realizado, de um
modo preferido, na presenca de carbonato de césio como uma base
em DMF e numa atmosfera desoxigenada. A atmosfera inerte evita a
oxidacao provavel de &dtomos activados de oa-carbono do anel de
dicetopiperazina durante o tratamento com carbonato de césio
(ver abaixo) como descrito, por exemplo, por Watanabe et al.,
18th International Congress of Heterocyclic Chemistry, em

Yokohama, Japao (30 de Julho de 2001), Resumo, pagina 225.

L Ar)

rr,. sal de Cs

R H DMF

Oxidacdo ao Ar de Compostos de Carbonilo Activados com Sais de Césios

Outras formas de realizacdao do método sintético envolvem
modificagdes aos compostos utilizados ou, caso contréario,

envolvidos na sintese de compostos representados pela
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Férmula (I). Esses derivados podem incluir modificagdes no anel
de fenilo, introducdo de outros sistemas de anel aromatico,
posicdo do anel aromdtico, alteracdes para o sistema de anel de
imidazole e/ou modificacdes adicionais para a posicdo 5 no anel
de imidazole. Exemplos de tais modificacgdes sao discutidos, por
exemplo, no Exemplo 4. O resultado dessa modificacg¢des inclui um
contetido de azoto aumentado do anel de fenilo e/ou o composto
que pode aumentar a solubilidade do composto. Outras
modificag¢des podem incorporar derivados conhecidos de inibidores
de tubulina, mimetizando assim a actividade dos inibidores de
tubulina. Outras modificacdes podem simplificar a sintese do
R-cetoéster envolvido na produgcdo do imidazolecarboxaldeido

utilizado nos métodos aqui divulgados.

Composigdes Farmacéuticas

A presente invencao também engloba os compostos aqgui
divulgados, opcionalmente e, de um modo preferido, produzidos
pelos métodos aqui divulgados, em composicdes farmacéuticas
compreendendo um veiculo farmaceuticamente aceitdvel preparado
para armazenamento e subsequente administracao, que tém uma
quantidade farmaceuticamente eficaz dos produtos acima
divulgados num diluente ou veiculo farmaceuticamente aceitédvel.
Os veiculos ou diluentes aceitdveis para utilizacdo terapéutica
sao bem conhecidos na técnica farmacéutica e, sao descritos, por
exemplo, em Remington’ s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Co. (A. R. Gennaro, edit. 1985). Podem ser proporcionados
conservantes, estabilizadores, corantes e mesmo agentes
aromatizantes na composicao farmacéutica. Por exemplo, podem ser

adicionados como conservantes benzoato de sédio, dcido ascdrbico
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e ésteres de 4acido p-hidroxibenzdico. Além disso, podem ser

utilizados antioxidantes e agentes de suspensao.

As composicbes de desidrofenila-histina ou andlogos da
desidrofenila-histina podem ser formuladas e wutilizadas como
comprimidos, <cdpsulas ou elixires para administracdo oralj;

supositdérios para administracdo rectal; solugdes estéreis,

suspensdes para administracao injectavel; pensos para
administracao transdérmica, e depdbdsitos subdérmicos e
semelhantes. 0Os 1injectdveis podem ser preparados em formas

convencionais, como solugdes liquidas ou suspensdes, formas
s6lidas adequadas para solucao ou suspensao em liquido antes da
injec¢dao ou infusdo, ou como emulsdes. Os excipientes adequados
sdo, por exemplo, 4agua, soro fisioldgico, dextrose, manitol,
lactose, lecitina, albumina, glutamato de sdédio, cloridrato de
cisteina, albumina de soro humano e semelhantes. Adicionalmente,
se desejado, as composicgdes farmacéuticas 1injectdveis podem
conter pequenas quantidades de substédncias auxiliares nao
tdxicas, tails como agentes de humidificacdo, agentes tamponantes
de pH e semelhantes. Se desejado, podem ser utilizadas

preparacgdes aumentadoras de absorcao (por exemplo, lipossomas).

As formulagdes farmacéuticas para administracao parentérica
incluem solugdes aquosas dos compostos activos em forma soluvel
em 4agua. Adicionalmente, podem ser preparadas suspensdes dos
compostos activos como suspensdes oleosas para injeccao
apropriadas. Os solventes ou veiculos lipofilicos adequados
incluem o6leos gordos, tal como 6leo de sésamo, ou outros 6leos
organicos, tais como &éleos de soja, toranja ou améndoa, ou
ésteres sintéticos de acido gordo, tais como oleato de etilo ou
triglicéridos ou lipossomas. As suspensdes de injecgao aguosas

podem  conter substancias que aumentam a viscosidade da
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suspensao, tais como carboximetilcelulose de sdédio, sorbitol ou
dextrano. Opcionalmente, a suspensao também pode conter
estabilizadores adequados ou agentes que aumentam a solubilidade
dos compostos para permitir a preparacao de solugdes altamente

concentradas.

As preparagdes farmacéuticas para utilizacdo oral podem ser
obtidas por combinacadao dos compostos activos com um excipiente
sélido, opcionalmente triturando uma mistura resultante, e
processando a mistura de granulos, depois de adicionar
auxiliares adequados, se desejado, para obter comprimidos ou
nucleos de drageias. Os excipientes adequados sao, em
particular, agentes de enchimento como acgucares, incluindo
lactose, sacarose, manitol ou sorbitol; preparacgdes de celulose,
tais como, por exemplo, amido de milho, amido de trigo, amido de
arroz, amido de batata, gelatina, goma de tragacanto,
metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose
de sdédio e/ou polivinilpirrolidona (PVP). Se desejado, podem ser
adicionados agentes de desintegracao, tais como
polivinilpirrolidona reticulada, agar ou é&cido alginico ou um
seu sal tal como alginato de sdédio. Os nucleos de drageias séao
proporcionados com revestimentos adequados. Para este objectivo,
podem ser utilizadas solugdes concentradas de acgucar, gque podem
conter opcionalmente goma-arédbica, talco, polivinilpirrolidona,
gel de carbopol, polietilenoglicol e/ou didéxido de titénio,
solucgdes de laca e solventes organicos adequados ou misturas de
solventes. Podem ser adicionados corantes ou pigmentos ao
revestimento dos comprimidos ou drageias para identificacgao ou
para caracterizar diferentes combinagdes de doses de composto
activo. Para este objectivo, podem ser utilizadas solugdes
concentradas de acgucar, gque podem conter opcionalmente goma-

arabica, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol,
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polietilenoglicol e/ou didxido de titénio, solugbes de laca, e
solventes orgdnicos adequados ou misturas de solventes. Essas
formulagdes podem ser preparadas utilizando métodos conhecidos
na técnica (ver, por exemplo, as patentes U.S. N° 5733888
(Composicdes 1injectédveis); 5726181 (Compostos pouco soluvels em
dgua); 5707641 (Proteinas ou péptidos terapeuticamente activos);
5667809 (Agentes lipofilicos); 5576012 (Agentes poliméricos
solubilizantes); 5707615 (Formulacgdes antivirais); 5683676
(Medicamentos particulados); 5654286 (Formulacdes  tépicas);
5688529 (Suspensdes orais); 5445829 (Formulagdes de 1liberacéao
prolongada) ; 5653987 (Formulacdes liquidas); 5641515
(Formulacdes de liberacdao controlada) e 5601845 (Formulacgdes

esferdides) .

Sado aqui, ainda, divulgadas varias composicdes farmacéuticas
bem conhecidas na técnica farmacéutica para utilizacdes qgue
incluem distribuicdo intraocular, intranasal e intra-auricular.
As formulacdes farmacéuticas incluem solucgdes oftdlmicas aquosas
dos compostos activos em forma soluvel em &agua, como colirios,
ou em goma de gelano (Shedden et al., 2001 Clin. Ther.
23(3):440-50) ou hidrogéis (Maier et al., 1996 Ophthalmologica
210:101-3); wunguentos oftdlmicos; suspensdes oftdlmicas, tais
como microparticulados, pequenas particulas poliméricas contendo
fdrmaco gue sado suspensas num meio veiculo ligquido (Joshi, A.,
1994 J. Ocul. Pharmacol. 10:29-45), formulacgdes soluveis em
lipido (Alm et al., 1989 Prog. Clin. Biol. Res. 312:447-58), e
microesferas (Mordenti, 1999 Toxicol. Sci. 52:101-6); e insertos
oftdlmicos. Essas formulacdes farmacéuticas adequadas sdo muito
frequentemente e, de um modo preferido, formuladas para serem
estéreis, 1isotdnicas e tamponadas para maior estabilidade e
conforto. As composigdes farmacéuticas também podem incluir

gotas e pulverizadores frequentemente preparadas para estimular,
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em muitos aspectos, secreg¢des nasals para assegurar manutencao
da acgao ciliar normal. Como divulgado em Remington’s
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing, 182 Edicao) e bem
conhecido dos especialistas na técnica, as formulagdes adequadas
sao muito frequentemente e, de um modo preferido, isotdnicas,
ligeiramente tamponadas para manter um pH de 5,5 a 6,5, e muito
frequentemente e, de um modo preferido, incluem conservantes
antimicrobianos e estabilizadores de farmaco apropriados. As
formulacgdes farmacéuticas para libertacéo intra-auricular
incluem suspensdes e unguentos para aplicacdo tépica no ouvido.
Os solventes comuns para essas formulagdes auriculares incluem

glicerina e &gua.

Quando wutilizado como um inibidor de ciclo celular, um
inibidor de crescimento tumoral ou um composto inibidor de
crescimento fungico, o composto de Fdérmula (I) pode ser
administrado por vias orais ou nao orais. Quando administrado
oralmente, pode ser administrado em céapsula, comprimido,
granulado, pulverizador, xarope ou outras formas relacionadas.
Quando administrado nao oralmente, pode ser administrado como
uma suspensao aquosa, uma preparacao oleosa ou equivalente, ou
como gotas, supositério, balsamo, unguento ou semelhantes,
quando administrado por injeccdo ou infusado, subcutaneamente,
intraperitonealmente, intravenosamente, intramuscularmente ou
formas semelhantes. Do mesmo modo, pode ser administrado
topicamente, rectalmente ou vaginalmente, Ccomo considerado
apropriado pelos especialistas na técnica para colocar ©
composto em contacto Odptimo com um tumor, inibindo assim o
crescimento tumoral. Esta também contemplada a administracao
local no sitio do tumor, antes ou depois da resseccao do tumor,
assim como formulagdes de libertacado controlada, formulacgdes de

depdsito e distribuicao por bomba de infusao.
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Métodos de Administracéo

A presente invencao também abrange métodos para preparar e
para administrar 0s compostos quimicos divulgados e as
composigdes farmacéuticas divulgadas. Esses métodos divulgados
incluem, entre outros, (a) administracdao por vias orais, cuja
administracdo inclui a administragcdo em cdapsula, comprimido,
granulado, pulverizador, xarope, ou outras dessas formas; (b)
administracdo por vias nao orais, cuja administracdo inclui a
administragcdo como uma suspensdo aguosa, uma preparagao oleosa
ou semelhante, ou como gotas, supositdério, balsamo, unguento ou
semelhantes; administracao por injeccao ou infusao,
subcutaneamente, intraperitonealmente, intravenosamente,
intramuscularmente, intradermicamente ou semelhantes; assim como
(c) administracao tépica, (d) administracado rectal, ou (e)
administracao vaginal, como considerado apropriado pelos
especialistas na técnica para colocar o composto em contacto
6ptimo com o tecido vivo; e (f) administracado através de
formulagdes de libertacao controlada, formulacdes de depdsito e
distribuicdo por bomba de infusdo. Como exemplos adicionais
desses modos de administracdao e como divulgacao adicional de
modos de administracdo, sdo agqui divulgados varios métodos para
administracao dos compostos quimicos e composicgdes farmacéuticas
divulgadas incluindo modos de administracdo através de vias

intraoculares, intranasais e intra-auriculares.

A  quantidade farmaceuticamente eficaz da composicao de
desidrofenila-histina ou andalogo da desidrofenila-histina
requerida como uma dose, ira depender da via de administracao,
do tipo de animal, incluindo humano, a ser tratado, e das
caracteristicas fisicas do animal especifico em consideragao. A

dose pode ser adaptada para alcancar um efeito desejado, mas ira
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depender de factores como peso, dieta, medicacdo simultidnea e
outros factores que os especialistas nas técnicas médicas iréao

reconhecer.

Na aplicacdao dos métodos, o0s produtos ou composicdes podem
ser utilizados isolados ou em combinag¢cdo uns com oS8 outros, ou
em combinacdao com outros agentes terapéuticos ou de diagnéstico.
Por exemplo, como aqui divulgado, os compostos aqui divulgados
sao eficazes no tratamento do cancro gquando utilizados em
combinacdo com outros compostos activos, especificamente outros
gquimioterapéuticos, por exemplo, ©produtos Dbioldgicos e os
gquimioterapéticos especificos CPT-11, Taxotene (docataxel) e
pacitaxel. Os compostos agqui divulgados também sao eficazes no
tratamento do cancro quando utilizados em combinacdo com outros
compostos activos, incluindo agentes antivasculares, agentes
antiangiogénicos, como Erbuitux (Imclone/bristol-Myers) e Iressa
(AstraZeneca), outros inibidores de VEGF e produtos bioldgicos,
mais especificamente, pelo menos, um anticorpo anti-VEGF,
especialmente anticorpos monoclonais para o receptor de VEGF,
incluindo DC101, um anticorpo monoclonal de rato que blogueia o
receptor 2 de VEGF (flk-1) de murganho. Essas combinac¢des podem
ser utilizadas in vivo, habitualmente num mamifero, de um modo
preferido num humano ou in vitro. Utilizando-os in vivo, o0s
compostos divulgados, isoladamente ou em combinagdo com outros
guimioterapéuticos ou outros produtos bioldgicos, podem ser
administrados ao mamifero numa variedade de modos, incluindo
parentericamente, intravenosamente, por infusdo ou injeccao,
subcutaneamente, intramuscularmente, pelo cdlon, rectalmente,
vaginalmente, nasalmente ou intraperitonealmente, utilizando uma
variedade de formas de dosagem. Esses métodos também podem ser

aplicados para testar a actividade guimica in vivo.
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Como serd prontamente evidente para os especialistas na
técnica, a dosagem Util in vivo para ser administrada e o modo
particular de administracdo ird variar dependendo da idade, peso
e espécie de mamifero tratada, dos compostos particulares
utilizados e da wutilizacdo especifica para a qual estes
compostos sao utilizados. A determinacdo dos niveis de dosagem
eficaz, isto é, os niveis de dosagem necessarios para alcancgar o
resultado desejado, pode ser realizada por um especialista na
técnica utilizando métodos farmacoldégicos de rotina.
Tipicamente, as aplicagdes clinicas humanas de produtos sao
iniciadas a niveis de dosagem mais baixos, sendo o nivel de
dosagem aumentado até que seja alcancado o efeito desejado.
Alternativamente, podem ser utilizados estudos in vitro
aceitdvels para estabelecer doses Utels e vias de administracao
das composicdes identificadas pelos presentes métodos utilizando

métodos farmacoldgicos estabelecidos.

Em estudos de animais nao humanos, as aplicacdes de
potenciais produtos sdo iniciadas a niveis de dosagem mais
elevados, sendo a dosagem diminuida até que o efeito desejado ja
nao seja mais alcancado ou que os efeitos colaterais adversos
desaparecam. A dosagem pode variar amplamente, dependendo dos
efeitos desejados e da indicacdo terapéutica. Tipicamente, as
dosagens podem estar entre, aproximadamente, 10 microgramas/kg e
100 mg/kg do peso corporal, de um modo preferido entre cerca de
100 microgramas/kg e 10 mg/kg do peso corporal.
Alternativamente, as dosagens podem ser baseadas e calculadas
por 4drea de superficie do doente, como entendido pelos
especialistas na técnica. A administracdao pode ser oral a cada
trés dias, dia sim dia nao, diariamente, duas vezes ao dia ou

trés vezes ao dia.
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A formulacdo exacta, via de administracdo e dosagem pode ser
escolhida pelo médico individual considerando o estado do
doente. Ver, por exemplo, Fingl et al., em The Pharmacological
Basis of Therapeutics, 1975. Deve ser notado que o médico
assistente deve saber como e quando terminar, interromper ou
ajustar a administracdo devido a toxicidade ou a disfuncgdes dos
6rgaos. Reciprocamente, o médico assistente também sabe ajustar
0 tratamento a niveis mais altos se a resposta clinica nao for
adequada (evitando a toxicidade). A magnitude de uma dose
administrada na gestdo do disturbio de interesse ird variar com
a gravidade do estado a ser tratado e com a via de
administracdo. A gravidade do estado pode, por exemplo, ser
avaliada, em parte, através de métodos convencionais de
avaliacdo de progndéstico. Além disso, a dose e talvez a
frequéncia da dose, irdo variar também de acordo com a idade,
peso corporal e resposta de cada doente individual. Um programa
comparavel aquele acima discutido pode ser utilizado em medicina

veterindria.

Dependendo das condigdes especificas a ser tratadas, esses
agentes podem ser formulados e administrados sistemicamente ou
localmente. Podem ser encontradas uma variedade de técnicas para
formulacéo e administracao em Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 1823 FEd., Mack Publishing Co., FEaston, PA (1990). As
vias de administracdo adequadas podem incluir a administracéo
oral, rectal, transdérmica, vaginal, transmucosal ou intestinal;
distribuicdo parentérica, incluindo intramuscular, subcuténea,
injecgdes intramedulares, assim como 1injecgdes 1intratecais,
intraventriculares directas, intravenosas, via infusao,

intraperitoneais, intranasais ou intra-oculares.
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Para injeccédo ou infusdo, os agentes podem ser formulados em
solugdes aquosas, por exemplo, em tampdes fisiologicamente
compativeis, tais como solugdao de Hanks, solucdo de Ringer ou
tampdo fisioldgico salino. Para tal administracado transmucosal,
sdao utilizados na formulacdo, penetrantes apropriados para a
barreira a ser permeada. Esses penetrantes sao geralmente
conhecidos na técnica. A utilizacao de veiculos
farmaceuticamente aceitdveis para formular os compostos aqui
divulgados para a pratica da invencdo em dosagens adequadas para
administracdo sistémica estd dentro do admbito da invencdo. Com a
escolha apropriada do veiculo e da préatica de producdo adequada,
as composicdes aqui divulgadas, em particular, aquelas
formuladas como solucgodes, podem ser administradas
parentericamente, tais como por injeccgao intravenosa ou infusao.
Os compostos podem ser prontamente formulados utilizando
veiculos farmaceuticamente aceitdveis bem conhecidos na técnica
em dosagens adeguadas para administracdo oral. Esses veiculos
permitem aos compostos ser formulados como comprimidos, pilulas,
cadpsulas, liquidos, géis, xXaropes, pastas, suspensdes e

semelhantes, para ingestdo oral por um doente a ser tratado.

Os agentes pretendidos para ser administrados
intracelularmente podem ser administrados wutilizando técnicas
bem conhecidas dos especialistas na técnica. Por exemplo, tais
agentes podem ser encapsulados em lipossomas, depois
administrados como descrito acima. Todas as moléculas presentes
numa solugao agquosa no momento da formagcdo dos lipossomas sao
incorporadas no interior aquoso. 0Os conteudos lipossomais séao
ambos protegidos do micro-ambiente externo e, porque OS
liposomas se fundem com as membranas celulares, sao eficazmente

libertados no citoplasma celular. Adicionalmente, devido a sua
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hidrofobicidade, pequenas moléculas organicas podem ser

directamente administradas intracelularmente.

A determinacdo das quantidades eficazes estd bem no ambito
dos especialistas na técnica, especialmente a luz da divulgacéo
detalhada aqui proporcionada. Além dos ingredientes activos,
estas composicdes farmacéuticas podem conter veiculos
farmaceuticamente aceitaveis adequados, compreendendo
excipientes e auxiliares que facilitam o ©processamento dos
compostos activos em preparagdes que podem ser utilizadas
farmaceuticamente. As preparacgdes formuladas para administracao
oral podem estar na forma de comprimidos, drageias, capsulas ou
solucgdes. As composicdes farmacéuticas podem ser produzidas de
um modo que seja conhecido, por exemplo, por meio de processos
convencionais de mistura, dissolugdo, granulacao, produgao de
drageias, suspensao, emulsificacdo, encapsulamento, captura ou

liofilizacéao.

Os compostos aqui divulgados podem ser avaliados gquanto a
eficdacia e toxicidade utilizando métodos conhecidos. Por
exemplo, a toxicologia de um composto particular, ou de um
subconjunto de compostos, partilhando certos unidades quimicas,
pode ser estabelecida por determinacdo da toxicidade in vitro
para uma linha celular, tal como de mamifero e, de um modo
preferido, wuma linha celular humana. Os resultados desses
estudos sao frequentemente previsiveis da toxicidade em animais,
tais como mamiferos ou, mais especificamente, humanos.
Alternativamente, a toxicidade de compostos particulares num
modelo animal, tais como murganhos, ratos, coelhos ou macacos,
pode ser determinada utilizando métodos conhecidos. A eficécia
de um composto particular pode ser estabelecida wutilizando

varios métodos reconhecidos na técnica, tais como métodos
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in vitro, modelos animais ou ensaios clinicos em humanos. Os
modelos 1in vitro reconhecidos na técnica existem para dquase
qualquer classe de estado, incluindo os estados acalmados pelos
compostos aqui divulgados, incluindo cancro, doenca
cardiovascular e diversas infeccgdes fungicas. Do mesmo modo,
podem ser utilizados modelos animais aceitédveis para estabelecer
a eficdcia de quimicos para tratar esses estados. Ao seleccionar
um modelo para determinar a eficdcia, o especialista na técnica
pode ser orientado pelo estado da técnica para escolher um
modelo apropriado, dose e via de administracdo e regime. E claro
gue também podem ser utilizados ensaios clinicos em humanos para

determinar a eficédcia de um composto em humanos.

Quando wutilizado como um agente anticancerigeno, ou um
composto inibidor do crescimento tumoral, os compostos aqui
divulgados podem ser administrados por vias orais ou ndo orais.
Quando administrados oralmente, podem ser administrados em
cédpsula, comprimido, granulado, pulverizador, xarope ou outra
dessas formas. Quando administrados nao oralmente, podem ser
administrados como uma suspensdo agquosa, uma preparagao oleosa
ou semelhante, ou como gotas, supositdério, balsamo, unguento ou
semelhante, quando administrados por injeccdo ou infusao,
subcutaneamente, intraperitonealmente, intravenosamente,
intramuscularmente, intradermicamente ou semelhantes. Do mesmo
modo, podem ser administrados topicamente, rectalmente ou
vaginalmente, como for considerado apropriado pelos
especialistas na técnica de modo a colocar o composto em
contacto dptimo com um tumor, inibindo assim o crescimento do
tumor. Estd também contemplada a administracdo local no sitio do
tumor, antes ou depoils da resseccgao do tumor ou como parte de um

tratamento reconhecido na técnica do estado de doenca. Estéo
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igualmente contempladas formulacgdes de libertacdo controlada,

formulacdes de depdsito e distribuicdao por bomba de infusao.

Quando utilizado como agente anticancerigeno ou como um
agente antitumoral, pode ser administrado oralmente ou néao
oralmente a um doente humano na quantidade de —cerca de
0,0007 mg/dia até cerca de 7000 mg/dia do ingrediente activo e,
de um modo mais preferido, cerca de 0,07 mg/dia até cerca de
70 mg/dia do ingrediente activo, de um modo preferido, uma vez
por dia ou, de um modo menos preferido, mais de duas e até dez
vezes por dia. Alternativamente e também de um modo preferido, o
composto pode, de um  modo preferido, ser administrado
continuamente nas referidas quantidades através, por exemplo, de
uma infusao intravenosa. Assim, para um doente pesando
70 quilogramas, a dose didria preferida do ingrediente activo
antitumoral seria de 0,0007 mg/kg/dia até cerca de 35 mg/kg/dia
incluindo 1,0 mg/kg/dia e 0,5 mg/kg/dia e, de um modo mais
preferido, de 0,007 mg/kg/dia até 0,05 mg/kg/dia, incluindo
0,035 mg/kg/dia. No entanto, como serd entendido pelos
especialistas na técnica, em determinadas situacgdes pode ser
necessario administrar o composto antitumoral em quantidades que
excedem, ou excedem muito, a gama de dosagem preferida para
tratar eficazmente e agressivamente tumores particularmente

avancados ou letais.

Quando utilizada como um agente antifingico, a quantidade
eficaz preferida da desidrofenila-histina ou seu andlogo no
tratamento ou prevencdo de um patogénio fungico particular iréa
depender em parte das caracteristicas do fungo e da extensao da
infecgcdo e, pode ser determinada através de técnicas clinicas
convencionais. Os ensaios in vitro ou 1in vivo podem ser

opcionalmente utilizados para ajudar a identificar gamas de
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dosagem Optimas. As doses eficazes podem ser extrapoladas de
curvas de resposta a dose derivadas de andalise in vitro ou, de
um modo preferido, de modelos animais. O nivel preciso de
dosagem deve ser determinado pelo médico assistente ou outro
prestador de cuidados médicos e 1ird depender de factores bem
conhecidos, incluindo via de administracdao e a 1idade, peso
corporal, sexo e saude geral do individuo; a natureza, gravidade
e fase clinica da infeccédo; e da utilizacao (ou nao) de terapias

simulténeas.

A dose eficaz da desidrofenila-histina ou seu andlogo estara
tipicamente na gama de cerca de 0,01 até cerca de 50 mg/kg, de
um modo preferido de 0,1 até cerca de 10 mg/kg de peso corporal
do mamifero por dia, administrado em doses Unicas ou multiplas.
Geralmente, o composto pode ser administrado a doentes com
necessidade desse tratamento numa gama de dose didria de cerca

de 1 até cerca de 2000 mg por doente.

Para formular a dosagem incluindo os compostos aqui
divulgados como um composto inibidor de crescimento tumoral,
podem ser utilizados agentes tensiocactivos, excipientes, agentes

amaciadores, agentes de suspensdao conhecidos e substéncias

formadoras de filme e auxiliares de revestimento
farmaceuticamente aceitaveis e semelhantes. De um modo
preferido, podem ser utilizados como agentes tensioactivos

alcoois, ésteres, alcools alifaticos sulfatados e semelhantes;
podem ser utilizados como excipientes sacarose, glicose,
lactose, amido, celulose cristalizada, manitol, silicato anidro
leve, aluminato de magnésio, metassilicatoaluminato de magnésio,
silicato de aluminio sintético, carbonato de cdlcio, carbonato
de acido de sédio, hidrogenofosfato de cédlcio,

carboximetilcelulose de cédlcio e semelhantes; podem ser
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utilizados como agentes amaciadores estearato de magnésio,
talco, 6leo endurecido e semelhantes; podem ser utilizados como
agentes de suspensao ou lubrificantes 6leo de coco, azeite, d6leo
de sésamo, éleo de amendoim, soja; podem ser utilizados como
agentes de suspensdo acetoftalato de celulose como um derivado
de um carboidrato, tais como celulose ou acgucar, ou copolimero
de metilacetato-metacrilato como um derivado de polivinilo; e
podem ser utilizados como agentes de suspensao, agentes de
plasticidade tais como ftalatos de éster e semelhantes. Além dos
ingredientes preferidos anteriores, podem  ser adicionados
edulcorantes, fragrancias, corantes, conservantes e semelhantes,
a formulacdo administrada do composto, particularmente quando o

composto é para ser administrado oralmente.

As composicbdes agqui divulgadas em composigdes farmacéuticas
também podem compreender um veiculo farmaceuticamente aceitdvel.
Essas composic¢des podem ser preparadas para armazenamento e para
subsequente administracdao. Os veiculos ou diluentes aceitdveis
para utilizacgdo terapéutica sao bem conhecidos na técnica
farmacéutica e sao descritos, por exemplo, em Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (edicdo de A. R.
Gennaro 1985) . Por exemplo, essas composicgdes podem  ser
formuladas e utilizadas como comprimidos, cdpsulas ou solucgdes
para administracao oral; supositérios para administracgao rectal
ou vaginal; solugdes ou suspensdes estéreis para administracao
injectdvel. O0Os 1injectédveis podem ser preparados em formas
convencionais, como solugdes liquidas ou suspensdes, formas
s6lidas adequadas para solucao ou suspensao em liquido antes da
injecgao ou infusdo, ou como emulsdes. Os excipientes adequados
incluem, mas nao se limitam a, soro fisioldgico, dextrose,
manitol, lactose, lecitina, albumina, glutamato de sddio,

cloridrato de cisteina e semelhantes. Além disso, se desejado,
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as composicbes farmacéuticas injectdvels podem conter peqguenas
quantidades de substancias auxiliares nao todxicas, tais como
agentes humidificadores, agentes de tamponamento de pH e
semelhantes. Se desejado, podem ser utilizadas ©preparacgdes

aumentadoras de absorcado (por exemplo, lipossomas).

A quantidade farmaceuticamente eficaz da composicéao
requerida como uma dose ird depender da via de administracao, do
tipo de animal a ser tratado e das caracteristicas fisicas do
animal especifico sob consideracdao. A dose pode ser adaptada
para alcangar um efeito desejado, mas irad depender de factores
como O peso, dieta, medicacdo simultdnea e outros factores que

0s especialistas nas técnicas médicas irdo reconhecer.

Os produtos ou composicgdes, como acima descritos, podem ser
utilizados isolados ou em combinagdo uns com 0SS outros, ou em
combinacgdo com outros agentes terapéuticos ou de diagnéstico.
Especificamente, o0s produtos dos compostos divulgados podem ser
utilizados isolados ou em combinacéao com outros
gquimioterapéuticos ou produtos bioldégicos, incluindo anticorpos,
para o tratamento do cancro, ou em combinacdo com outro produto
anti-infeccioso para o tratamento de infecgdes fungicas. Estes
produtos ou composicdo podem ser utilizados in vivo ou in vitro.
As dosagens uteis e o0s modos de administracdo mais uteis irao
variar dependendo da idade, peso e animal tratado, dos compostos
particulares utilizados e da utilizacao especifica para a qual
estes compostos sao utilizados. A magnitude de uma dose na
gestdo ou tratamento de um disturbio particular ird variar com a
gravidade do estado a ser tratado e da via de administracéao, e
dependendo dos estados de doenga e da sua gravidade, as
composicgdes podem ser formuladas e administradas sistemicamente

ou localmente. Uma variedade de técnicas para formulacao e
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administracdo pode ser encontrada em Remington’s Pharmaceutical

Sciences, 182 ed., Mack Publishing Co., Easton, PA (1990).

Para formular os compostos de Férmula (I) produzidos, de um
modo preferido, sinteticamente de acordo com os métodos aqui
divulgados, como um inibidor de ciclo celular, um inibidor de
crescimento tumoral ou um composto antifungico, podem ser
utilizados agentes tensioactivos, excipientes, agentes
amaciadores, agentes de suspensdo conhecidos e substéncias
formadoras de filme e assistentes de revestimento
farmaceuticamente aceitaveis e semelhantes. De um modo
preferido, podem ser utilizados como agentes tensiocactivos
dlcools, ésteres, alcoois alifaticos sulfatados e semelhantes;
podem ser utilizados como excipientes sacarose, glicose,
lactose, amido, celulose cristalizada, manitol, silicato anidro
leve, aluminato de magnésio, metassilicatoaluminato de magnésio,
silicato de aluminio sintético, carbonato de cdlcio, carbonato
de acido de sdédio, hidrogenofosfato de calcio,
carboximetilcelulose de calcio e semelhantes; podem ser
utilizados como agentes amaciadores estearato de magnésio,
talco, 6leo endurecido e semelhantes; podem ser utilizados como
agentes de suspensdo ou lubrificantes &leo de coco, azeite, ¢leo
de sésamo, &6leo de amendoim, soja; podem ser utilizados como
agentes de suspensao acetoftalato de celulose como um derivado
de um carboidrato, tais como celulose ou agucar, ou copolimero
de metilacetato-metacrilato como um derivado de polivinilo; e
podem ser utilizados como agentes de suspensao, agentes de
plasticidade tais como ftalatos de éster e semelhantes. Além dos
ingredientes preferidos anteriores, podem ser adicionados
edulcorantes, fragrancias, corantes, conservantes, e

semelhantes, a formulacao administrada do composto,
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particularmente gquando o© composto é para ser administrado

oralmente.

Os inibidores de ciclo celular, os agentes antitumorais e os
agentes antifingicos que podem ser produzidos pelo método, podem
ser administrados oralmente ou nao a um doente humano na
quantidade de cerca de 0,001 mg/kg/dia até cerca de
10.000 mg/kg/dia do ingrediente activo e, de um modo mais
preferido, cerca de 0,1 mg/kg/dia até 100 mg/kg/dia do
ingrediente activo, de um modo preferido, uma vez a cada trés
dias numa base ciclica, dia sim dia nao, uma vez por dia, duas
vezes por dia ou, de um modo menos preferido, mais de duas até
dez vezes por dia. Alternativamente e também de um modo
preferido, o composto produzido pelo método pode ser, de um modo
preferido, administrado continuamente nas quantidades referidas
através, por exemplo, de infusdao intravenosa. Assim, para o
exemplo de um doente pesando 70 quilogramas, a dose diaria
preferida do ingrediente activo antitumoral seria de cerca de
0,07 mg/dia até 700 gramas/dia e, de um modo mais preferido, de
7 mg/dia até cerca de 7 gramas/dia. No entanto, como sera
entendido pelos especialistas na técnica, em determinadas
situacdes pode ser necessdario administrar o composto antitumoral
produzido pelo método em quantidades que excedem, ou excedem
muito, a gama de dosagem preferida para tratar eficazmente e

agressivamente tumores particularmente avancados ou letais.

No caso de utilizagdo do inibidor de ciclo celular produzido
pelos métodos, como um reagente de teste bioquimico, o composto
produzido pelos métodos da invencgdo inibe a progressdao do ciclo
celular quando estd dissolvido num solvente orgénico ou num
solvente orgdnico aquoso e é aplicado directamente a qualguer um

de diversos sistemas de células em cultura. Os solventes
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organicos utilizdveis incluem, por exemplo, metanol,
metilsulfdéxido e semelhantes. A formulacgcao pode ser, por
exemplo, um pd, granulado ou um outro inibidor sélido, ou um
inibidor liquido preparado utilizando um solvente orgdnico ou um
solvente orgdnico aquoso. Embora uma concentracdo preferida do
composto produzido pelo método da invencado para utilizacdo como
um inibidor de ciclo celular esteja geralmente na gama de cerca
de 1 a cerca de 100 wpg/mL, a gquantidade de utilizacdo mais
apropriada varia dependendo do tipo de sistema de células em
cultura e do objectivo de utilizacdo, como serd entendido pelos
especialistas na técnica. Além disso, em determinadas aplicacdes
pode ser necessdrio ou pode ser preferido por especialistas na

técnica a utilizacdo de uma guantidade fora da gama mencionada.

De wuma perspectiva farmacéutica, determinadas formas de
realizacao proporcionam métodos para prevenir ou tratar
infecgdes fungicas e/ou um fungo patogénico num individuo,
envolvendo a administracao ao individuo de uma composicéao
incluindo uma desidrofenila-histina ou seu andlogo, por exemplo,
administrando a desidrofenila-histina ou seu andlogo numa
quantidade e modo gue proporcione o efeito antifungico

pretendido.

Outras formas de realizacado incluem o tratamento ou
prevencgdo de infeccdo num doente por um fungo patogénico, tais

como aqueles listados acima ou referidos abaixo.

Outra forma de realizacao refere-se ao tratamento ou
prevengdo de infeccao num doente por um fungo patogénico que é
resistente a um ou mais outros agentes antifiangicos,
especialmente um agente diferente da desidrofenila-histina ou

seu analogo, incluindo, e. g., anfotericina B ou o0s seus
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andlogos ou derivados (incluindo éster metilico de 14(s)-
hidroxi—-anfotericina B, a hidrazida de anfotericina B com 1-
amino-4-metilpiperazina, e outros derivados) ou outros

antibidéticos macrdélidos poliénicos, incluindo, e. g., nistatina,

candicidina, pimaricina e natamicina; flucitosina;
griseofulvina; equinocandinas ou aureobasidinas, incluindo
analogos de ocorréncia natural e semi-sintéticos;
desidrobenzo[alnaftacenoquinonas; antifingicos peptido-

nucledésidos incluindo as polioxinas e nicomicinas; alilaminas
como naftifina e outros inibidores da esqualeno epoxidase; e
azoles, 1imidazoles e triazoles, tais como, e. g., clotrimazole,
miconazole, cetoconazole, econazole, butoconazole, oxiconazole,
terconazole, itraconazole ou fluconazole e semelhantes. Para
agentes antifungicos convencionais adicionais e novos agentes em
desenvolvimento, ver e. g., Turner e Rodriguez, 1996 Current
Pharmaceutical Design, 2:209-224. Outra forma de realizacéo
envolve o tratamento ou prevencao de infeccdo num doente por um
fungo patogénico, nos casos em que o doente é alérgico ou
intolerante ou que nao responde a um ou mais agentes
antifingicos ou no qual é contra-indicada a utilizagadao de outros
agentes antifungicos. Esses outros agentes antifungicos incluem,
entre outros, aqueles agentes antifungicos aqui divulgados acima

e noutras partes.

Nos métodos anteriores para tratamento ou prevengao, uma
desidrofenila-histina ou o seu andlogo ¢é administrada ao

individuo numa quantidade eficazmente antifungica.

Outras formas de realizacdo referem-se ao tratamento ou
prevencao de infeccao por um fungo patogénico num doente por
administragdo de uma desidrofenila-histina ou seu andlogo, em

conjunto com a administracdao de um ou mais outros agentes
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antifungicos, incluindo por exemplo, dquaisquer dos agentes ou
tipos de agentes previamente mencionados (e. g., em combinacao
com tratamento com anfotericina B, de um modo preferido, numa
formulagcédo de lipossoma ou lipidos; uma azole ou triazole, tal
como fluconazole, por exemplo; uma aureobasidina;
desidrobenzo[alnaftacenoquinona; ou uma equinocardina) assim

como com uma desidrofenila-histina diferente ou o seu andlogo.

A desidrofenila-histina ou o seu analogo pode ser
administrada antes, depois ou ao mesmo tempo que é administrado
outro agente antifingico. Em determinadas formas de realizacgao,
a terapia de combinacdo permitird a utilizacdo de quantidades
reduzidas de um ou ambos componentes antifungicos, relativamente

a quantidade utilizada, guando utilizados isolados.

Ainda outras formas de realizacdo referem-se a administracéo
de uma desidrofenila-histina ou o seu andlogo a um individuo
para o tratamento ou prevengao de infecg¢do por um fungo
patogénico, em que o individuo é imunossuprimido ou
imunocomprometido, e. g., como resultado de disturbio genético,
doenca, tais como diabetes ou VIH ou outra infeccao,
gquimioterapia ou tratamento por radiacdo para o cancro ou outra
doenca, ou imunossupressado induzida por farmaco ou qualquer
forma em relagdo ao transplante de tecidos ou 6érgaos ou o
tratamento de um disturbio autoimune. Nos casos em que o doente
estd a ser tratado ou 1ird ser tratado com um agente
imunossupressor, e. g., em relacdo ao transplante de um tecido
ou 6rgao, uma desidrofenila-histina ou o seu anadlogo pode ser
co—administrada com o(s) agente(s) imunossupressor(es) para

tratar ou prevenir uma infeccao fungica patogénica.

53



Outro aspecto desta invencao é o tratamento ou prevencao de
infecgdo por um fungo patogénico num doente infectado ou
suspeito de estar infectado com VIH, por administracdo de uma
desidrofenila-histina antifungica ou seu andlogo, em conjunto
com a administragao de uma ou mais terapéuticos anti-VIH
(incluindo, e. g., inibidores de protease de VIH, inibidores de
transcriptase reversa ou agentes antivirais). A desidrofenila-
histina ou seu andlogo pode ser administrada antes, depois ou ao

mesmo tempo que a administracdo do(s) agente(s) anti-VIH.

Outro aspecto desta invencao é o tratamento ou prevencao de
infecgdo por um fungo patogénico num doente por administracao de
uma desidrofenila-histina antiftngica ou o seu andlogo, em
conjunto com a administracao de um ou mais compostos
antibidéticos, especialmente um ou mais agentes antibacterianos,
de um modo preferido numa quantidade e regime eficazes para
tratar ou prevenir infeccgdes bacterianas. Novamente, a
desidrofenila-histina ou o seu andlogo pode ser administrada
antes, depois ou ao mesmo tempo dque a administracao do(s)

outro(s) agente(s).

As infeccgdes fungicas patogénicas que podem ser tratadas ou
prevenidas pelos métodos divulgados incluem, entre outras,
Aspergiloses, incluindo aspergiloses pulmonares invasivas;
Blastomicoses, incluindo infecg¢des profundas ou rapidamente
progressivas e blastomicoses no sistema nervoso central;
Candidiases, incluindo candidiases retrégradas do tracto
urinario, e. g., em doentes com pedras nos rins, obstrucao do
tracto urinadrio, transplante renal ou diabetes mellitus pouco
controlada; Coccidioidomicoses, incluindo doenca crdénica que néao
responde bem a outra quimioterapia; Criptococoses;

Histopolasmoses; Mucormicoses, incluindo e. g., mucormicose
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craniofacial e mucormicose pulmonar; Paracocidioidomicoses; e
Esporotricoses. Deve ser notado gque a administracdao de uma
composicdo compreendendo uma quantidade antifungica de uma ou
mais desidrofenila-histinas ou o0s seus andlogos pode ser
particularmente Util para tratar ou prevenir uma infeccgéo
fungica patogénica num individuo mamifero, em que o fungo é
resistente a uma ou mais terapias antifungicas ou em qgque a
utilizagcdo de uma ou mais terapias antifingicas € contra-

indicada, e. g., como mencionado acima.

As composicdes farmacéuticas antifungicas que contém, pelo
menos, uma desidrofenila-histina antiftngica ou o seu andlogo,
também sdo proporcionadas para utilizacdo na pratica dos métodos
divulgados. Essas composicdes farmacéuticas podem ser embaladas
em conjunto com um folheto informativo apropriado contendo,
inter alia, instrucgdes e informacdes relativas a sua utilizacao
antifungica. Sao também proporcionadas composicgdes farmacéuticas
que contém uma ou mais desidrofenila-histinas ou os seus

andalogos em conjunto com um segundo agente antifingico.

Métodos de Tratamento de Infecg¢des Fungicas

Determinadas formas de realizacdo aqui descritas referem-se
a métodos para tratar ou prevenir uma infecc¢dao fungica
patogénica, incluindo por exemplo Aspergiloses, incluindo
aspergiloses pulmonares 1invasivas; Blastomicoses, incluindo
infecg¢des profundas ou rapidamente progressivas e blastomicoses
no sistema nervoso central; Candidiases, incluindo candidiases
retrdégradas do tracto urindrio, por exemplo, em doentes com
pedras nos rins, obstrucdo do tracto urindrio, transplante renal

ou diabetes mellitus pouco controlada; Coccidioidomicoses,
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incluindo doenca c¢rénica que nado responde bem a outra
quimioterapia; Criptococoses; Histopolasmoses; Mucormicoses,
incluindo e. g., mucormicose craniofacial e mucormicose
pulmonar; Paracocidioidomicoses; e Esporotricoses. 0Os métodos
podem envolver a administracao de, pelo menos, uma
desidrofenila-histina antiftngica ou o seu anéalogo, como
descrita acima, a um individuo humano de modo que a infeccéo
fungica seja tratada ou prevenida. Em determinadas formas de
realizacdo, a desidrofenila-histina ou o seu andlogo pode ser
administrada em conjunto com a administracdo de uma ou mais nao-
desidrofenila-histinas ou 0s seus agentes antifingicos andlogos,
tal como anfotericina B, ou um agente imidazole ou triazole como

aqueles previamente mencionados.

A infeccédo fungica patogénica pode ser tépica, e. g.,
provocada por, entre outros organismos, espécies de Candida,
Trichophyton, Microsporum ou Epiderinophyton ou mucosal, e. g.,
provocada por Candida albicans (e. g., aftas e candidiases
vaginais). A infecc¢do pode ser sistémica, por exemplo, provocada

por Candida albicans, Criptococcus neoformans, Aspergillus

fumigatus, Coccidiodes, Paracocciciodes, Histoplasma ou
Blastomyces spp. A infeccdao também pode envolver micetoma
eumicdédtica, cromoblastomicose, meningite criptocdcica ou
ficomicose.

Formas de realizacdo adicionais referem-se a métodos para
tratar ou prevenir uma infeccgdo fungica patogénica seleccionada
do grupo consistindo em Candida spp. incluindo €. albicans,
C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei e C(C. galbrata; Aspergillus
spp. incluindo A. fumigatus e A. flavus; Cryptococcus
neoformans; Blastomyces spp. incluindo Blastomyces dermatitidis;

Pneumocystis carinii; Coccidioides immitis; Basidiobolus
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ranarum; Conidiobolus spp.; Histoplasma capsulatum; Rhizopus
spp. incluindo R. oryzae e R. microsporus; Cunninghamella spp.;
Rhizoniucor spp.; Paracoccidioides brasiliensis;
Pseudallescheria boydir; Rhinosporidium seeberi; e Sporothrix
schenckil. Novamente, o método pode envolver administracdao de
uma desidrofenila-histina antifungica nao-imunossupressora ou
seu andlogo a um doente com a sua necessidade, de modo que a
infecgcdo fungica seja tratada ou prevenida sem induzir um efeito

imunossupressor desfavoravel.

Formas de realizagao adicionais referem-se a métodos para
tratar ou prevenir uma infeccdo fungica patogénica que &
resistente a outras terapias antifungicas, incluindo infeccdes
fungicas patogénicas que sao resistentes a um ou mais agentes
antifingicos aqui mencionados, tais como anfotericina B,
flucitosina e um dos imidazoles ou triazoles (incluindo, e. g.,
fluconazole, cetoconazole, itraconazole e o0s outros exemplos
previamente mencionados) . Os métodos podem envolver a
administracao ao doente de uma ou mais desidrofenila-histinas
antifingicas ou os seus andlogos, numa quantidade e regime de
dosagem tais que uma infeccdo fungica resistente a outras

terapias antifungicas no individuo seja tratada ou prevenida.

Formas de realizacdo adicionais referem-se a métodos para
tratar ou prevenir uma infecgdo fungica patogénica num doente
que é alérgico, intolerante ou gue nao responde a outra terapia
antifungica ou no qual é contra-indicada a utilizagao de outros
agentes antifungicos, incluindo um ou mais agentes antifungicos
aqui mencionados, tais como anfotericina B, flucitosina, um dos
imidazoles ou triazoles (incluindo, e. g., fluconazole,
cetoconazole, itraconazole e o0s outros exemplos previamente

mencionados). Os métodos podem envolver a administracdo a esse
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doente de uma ou mais desidrofenila-histinas antiftngicas ou
seus andlogos, numa quantidade tal que uma infeccdo fungica seja

tratada ou prevenida.

Desidrofenila-histina embalada ou 08 seus analogos

Determinadas formas de realizacéao referem-se a
desidrofenila-histina embalada ou os seus analogos, de um modo
preferido desidrofenila-histina antifingica
ndo-imunossuppressora embalada ou os seus andlogos, cujo termo
pretende incluir, pelo menos, uma desidrofenila-histina ou seu
analogo, como descrita acima, embalada com instrucdes para
administrar a desidrofenila-histina ou o(s) seu(s) andalogo(s)
como um agente antifungico sem causar efeitos imunossuppressores
desfavoraveis num individuo humano. Nalgumas formas de
realizacao, a desidrofenila-histina antifungica
ndo-imunossuppressora ou o0 seu andlogo € um membro de um dos
subconjuntos preferidos de compostos descritos acima. A
desidrofenila-histina ou o seu andlogo pode ser embalada
isoladamente com as instrugdes ou pode ser embalada com outra
desidrofenila-histina ou o seu andlogo, rapamicina ou outro
ingrediente ou aditivo, e. g., um ou mais dos ingredientes das
composicdes farmacéuticas. A embalagem pode conter um ou mais
recipientes cheios com um ou mais ingredientes das composicdes
farmacéuticas. Pode estar associada, opcionalmente, com esses
recipientes uma notificacdo na forma prescrita por uma agéncia
governamental, regulamentando a produgao, utilizacado ou venda de
produtos farmacéuticos ou bioldgicos, cuja notificacdo reflecte
a aprovacgao pela agéncia da produgao, utilizagdao ou venda para

administracdo humana.
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Os seguintes exemplos nao limitativos pretendem descrever os
métodos preferidos utilizando determinadas formas de realizacgéao
preferidas. As variacgdes nos detalhes dos métodos particulares
utilizados e das composicdes quimicas precisas obtidas serao,

sem duvida, entendidas pelos especialistas na técnica.

EXEMPLO 1

A. Sintese de Desidrofenila-histina

A desidrofenila-histina foi sintetizada através de
condensacdo de acordo com o seguinte esquema de reaccgdo basico,

como mostrado na Figura 1:

=0

l Ny NH

A
o N WI\\ e AT
kgzN\Ac NH NJ = NH NQ/N

Cs2C0O; /IDMF o CspCO3 /IDMF 0
DesidroPLH

N,N’-diacetil-2,5-piperazinodiona

Foram misturados 25,0 g de 2,5-piperazinodiona global 1
[2,5-piperazinodiona (Aldrich G640-6), 25,0 g, 0,218 mol] em
100 mL de anidrido acético (Ac;0) com acetato de sdédio (NaOAc)
(17,96 g, 0,0218 mol). A mistura foi aquecida a 110 °C durante
8 h wutilizando um condensador de dupla serpentina sob uma
atmosfera de &rgon. Depois do Ac;0 ser removido por evaporacao, o

residuo foi dissolvido em AcOEt, 1lavado com 10% de 4&acido
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citrico, 10% de NaHCO; e NaCl saturado (trés vezes cada), seco
sobre Na;S0, e concentrado in vacuo. O residuo foi triturado com
éter para formar um sélido. Este sdélido foi recristalizado de
EtOAcC com éter—-hexano para produzir 26,4 g (61%) de

N,N’-diacetil-2,5-piperazinodiona 1.

1-Acetil-3-{(Z)-1-[5-(1,1-dimetil-2-propenil)-1H-4-

imidazolil]lmetilideno}-2,5-piperazinodiona 2

A uma solucdo de 5-(1,1-dimetil-2-propenil)imidazole-4-
carboxaldeido (100 mg, 0,609 mmol) em DMF (2 mL) foi adicionado
o composto 1 (241 mg, 1,22 mmol) e a solucadao foi submetida a
vacuo, repetidamente, num curto periodo de tempo para remover
oxigénio e borbulhada com &rgon, seguida pela adicdo de Cs,CO3
(198 mg, 0,609 mmol) e o processo de vacuo-borbulhacdao foi
novamente repetido. A mistura resultante foi agitada durante 5 h
a temperatura ambiente. Depois do solvente ser removido por
evaporacgao, o residuo foi dissolvido na mistura de EtOAc e 10%
de Na,CO; e a fase orgénica foi lavada novamente com 10% de Na,CO;
e NaCl saturado por trés vezes, seco sobre Na,SO, e concentrado
in vacuo. 0 6leo residual foi purificado através de
cromatografia em coluna de silica utilizando CHC1l3;-MeOH (100:0 a
50:1) como um eluente para produzir 60 mg (33%) de um sdélido 2

amarelo palido.

Desidrofenila-histina

A uma solucdo de 2 (30 mg, 0,099 mmol) em DMF (0,8 mL) foi
adicionado benzaldeido (51 0OL, 0,496 mmol, 5 eg) e a solucao foi

submetida a vacuo, repetidamente, num curto periodo de tempo
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para remover oxigénio e Dborbulhada com 4&rgon, seguido pela
adicado de CS3CO3; (53 mg, 0,149 mmol, 1,5 eg) e o processo de
vacuo-borbulhagdo foi novamente repetido. A mistura resultante
foi aquecida durante 2,5 h a 80 °C. (A temperatura deve ser
aumentada lentamente. O aquecimento rdpido aumenta a producao de
isémero—-E na unidade de benzilideno). Depois do solvente ser
removido por evaporacado, o residuo foi dissolvido em EtOAc,
lavado com 4&gua por duas vezes e saturado com NaCl por trés
vezes, seco sobre NayS0s e concentrado in vacuo. Em TLC
utilizando CHC1l3;-MeOH (10:1), pode-se observar uma mancha com
luminescéncia verde-amarelo brilhante a UV de 365 nm. A pureza
deste produto bruto foi de mais de 75% a partir da andlise por
HPLC. O residuo resultante foi dissolvido em 90% de MeOH ag. e
aplicado a coluna de HPLC de fase reversa (YMC-Pack, ODS-AM,
20 x 250 mm) e eluido utilizando um gradiente linear de 70 a 74%
de MeOH em 4&dgua durante 16 min a um caudal de 12 mL/min, e a
fraccdao desejada foi recolhida e concentrada por evaporacgao para
produzir 19,7 mg (60%) de desidrofenila-histina de cor amarela.
O perfil de HPLC da desidrofenila-histina sintética bruta ¢

mostrado na Figura 2.

Na purificacdo da desidrofenila-histina, como mostrado na
Figura 4, um pico principal era o composto de forma-7Z desejado
da desidrofenila-histina. A formagdo de um isdmero-E foi
observada como um componente secunddrio (cerca de 10%) que foi
eluido como um pico mais polar do gque o isdmero-7Z. Como outros
picos menores, também foram observados os compostos-Z e -E
reduzidos, nos quais foili reduzida a parte dimetilalilo da
desidrofenila-histina. A formagao destes compostos reduzidos foi
devido ao aldeido 2 com uma impureza reduzida que foi gerada
durante a reducgao com DIBAL-H e nao fol separada no processo

subsequente.
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Estes compostos secunddrios poderiam ser removidos através
de purificacdo por HPLC preparativa, produzido a desidrofenila-
histina com a configuracdo-Z na parte de Dbenzilideno com
rendimento de 60% (20% de rendimento em dois passos) com mais de
95% de pureza. O0s compostos com configuracao-E no lado do
imidazole do anel de dicetopiperazina nao foram observados neste
perfil de HPLC, sugerindo que a primeira reaccdao do composto 1

até 3 na Figura 1 é Z-selectiva.

B. Caracteristicas gquimicas:

O composto de desidrofenila-histina acima ¢é um sdélido
amarelo palido. Sua estrutura ¢é confirmada por andlises

convencionals de RMN.

EXEMPLO 2

Sintese e Caracterizacao Fisica de Derivados de

tBu-desidrofenila-histina

Foram sintetizados derivados estruturais de desidrofenila-
histina de acordo com o0s seguintes esquemas de reacgao para
produzir  tBu-desidrofenila-histina. A  sintese pela Via A4
(ver Figura 1) ¢é semelhante em certos aspectos a sintese da

desidrofenila-histina sintetizada como no Exemplo 1.
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Via A >§_(\O
NH
A N~
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o
33% (19) 16 50%

ViaB : CHO >§_(\O
Ac A
4 15
—_ HN N H AN
N
Ac  CsCO3/DMF F “Ac Cs,CO; /DMF ANH M

17 12 %

tBu-desidroPLH

tBu-~desidroPLH

Via A:

A N,N’-diacetil-2,5-piperazinodiona 1 foi preparada como no

Exemplo 1.

1) l1-Acetil-3-{(Z)-1-[5-terc-butil-1H-4-imidazolil]-

metilideno}-2,5-piperazinodiona (16)

Ac N N

|\n,NH N o

O

A uma solucdo de 5-terc-butil-imidazole-4-carboxaldeido 15
(3,02 g, 19,8 mmol) em DMF (30 mL) foi adicionado o composto 1

(5,89 g, 29,72 mmol) e a solucgdo foi submetida a vacuo,
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repetidamente, num curto periodo de tempo para remover oxigénio
e Dborbulhada com 4&argon, seguido pela adicdo de Cs,COs (9,7 g,
29,72 mmol) e o processo de vacuo-borbulhacdo fol novamente
repetido. A mistura resultante foi agitada durante 5 h a
temperatura ambiente. Depois do solvente ser removido por
evaporagao, o residuo foi dissolvido na mistura de EtOAc e 10%
de NayCOs; e a fase organica foil lavada novamente com 10% de NayCO;
e NaCl saturado por trés vezes, seca sobre Na;SO, e concentrada
in vacuo. 0O 6leo residual foi purificado através de coluna de
cromatografia em silica utilizando CHC1l;-MeOH (100:0 a 50:1) como
um eluente para produzir 1,90 g (33%) de um sdélido amarelo
palido 16. RMN de 'H (270 MHz, CDCls) 0I1012,14 0Od, br-s, 1H), 9,22
(Iibr-s, 1H), 7,57 (s, 1H), 7,18, (s, 1H), 4,47 Os, 2H), 2,65 Os,
3H), 1,47 Os, 9H).

2) t-Bu-desidrofenila-histina

HN™ NN
A nM

O

A uma solugdao de 1-Acetil-3-{(Z)-1-[5-terc-butil-1H-4-
imidazolil]lmetilideno}-2, 5-piperazinodiona (16) (11 mg,
0,038 mmol) em DMF (1,0 mL) foi adicionado benzaldeido (19 mL,
0,19 mmol, 5 eq) e a solucao foi submetida a vacuo,
repetidamente, num curto periodo de tempo para remover oxigénio
e borbulhada com &rgon, seguido pela adicdo de CsyCpz (43 mg,
0,132 mmol, 3,5 eg) e o processo de vacuo-borbulhacdo foi

novamente repetido. A mistura resultante foi aquecida durante
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2,5 h a 80 °C. Depois do solvente ser removido por evaporacao, O
residuo foi dissolvido em EtOAc, foi lavado com &agua por duas
vezes e NaCl saturado por trés vezes, seco sobre Na,50, e
concentrado in vacuo. O residuo resultante foi dissolvido em 90%
de MeOH ag. e aplicado numa coluna de HPLC de fase reversa
(YMC-Pack, ODS-2M, 20 x 250 mm) e eluido utilizando um gradiente
linear de 70 a 74% de MeOH em agua durante 16 min a um caudal de
12 mL/min, e a fraccdo desejada foi recolhida e concentrada por
evaporacao para produzir 6,4 mg (50%) de terc-butil-
desidrofenila-histina de cor amarela. RMN de 'H (270 MHz, CDCls)
(112,34 br-s, 1H), 9,18 Cbr-s, 1H), 8,09 (s, 1H), 7,59 (s, 1H),
7,31 - 7,49 (m, 5H), 7,01 s, 2H), 1,46 Os, 9H).

A reacgao de desidrofenila-histina para produzir

tBu-desidrofenila-histina é idéntica a do Exemplo 1.

O rendimento total de tBu-desidrofenila-histina recuperada

foi de 16,5%.

Via B:

A N,N’-diacetil-2,5-piperazinodiona 1 foi preparada como no

Exemplo 1.
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1) 1-Acetil-3-[(Z)-benzilidenol]-2,5-piperazinodiona (17)

0
AC\N /
H,NH

0

A uma solucgao de benzaldeido 4 (0,54 g, 5,05 mmol) em DMF
(5 mL) foi adicionado o composto 1 (2,0 g, 10,1 mmol) e a
solucdo foi submetida a vacuo, repetidamente, num curto periodo
de tempo para remover oxigénio e borbulhada com &argon, seguido
pela adicdo de Cs,CO; (1,65 g, 5,05 mmol) e o processo de vacuo-
borbulhagdao foi novamente repetido. A mistura resultante foi
agitada durante 3,5 h a temperatura ambiente. Depois do solvente
ser removido por evaporagao, o residuo foi dissolvido na mistura
de EtOAc e 10% de NayCO3 e a fase orgdnica foi lavada novamente
com 10% de Na,CO; e NaCl saturado por trés vezes, seco sobre
Na;»S0. e concentrado in vacuo. 0 residuo sélido foi
recristalizado de éter-MeOH para obter um sélido esbrangquicgado

de 17; rendimento 1,95 g (79%).

2) t-Bu-desidrofenila-histina

HN S
- NH N@/NH

O

A uma solucao de 1-Acetil-3-[(Z)-benzilidenol]-2, 5-
piperazinodiona (17) (48 mg, 0,197 mmol) em DMF (1,0 mL) foi

adicionado 5-terc-butilimidazole-4-carboxaldeido 15 (30 mg,
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0,197 mmol) e a solucdo foi submetida a véacuo, repetidamente,
num curto periodo de tempo para remover oxigénio e borbulhada
com argon, seguido pela adicdo de Cs;CO3 (96 mg, 0,296 mmol) e o
processo de vacuo-borbulhacdo fol novamente repetido. A mistura
resultante foi aquecida durante 14 h a 80 °C. Depois do solvente
ser removido por evaporacgao, o residuo foi dissolvido em EtOAc,
foi lavado com &gua por duas vezes e NaCl saturado por trés
vezes, seco sobre Nay;SO, e concentrado in vacuo. O residuo
resultante foi dissolvido em 90% de MeOH aqg. e aplicado a uma
coluna de HPLC de fase reversa (YMC-Pack, ODS-AM, 20 x 250 mm) e
eluido utilizando um gradiente linear de 70 a 74% de MeOH em
dgua durante 16 min a um caudal de 12 mL/min, e a fraccao
desejada foi recolhida e concentrada por evaporagao para
produzir 0,8 mg (1,2%) de terc-butil-desidrofenila-histina de

cor amarela.

O rendimento total de tBu-desidrofenila-histina recuperada

foi de 0,9%.

O perfil de HPLC da tBu-desidrofenila-histina sintética

bruta da Via A e da Via B é mostrado na Figura 4.

Foram sintetizados dois outros derivados de
tBu-desidrofenila-histina de acordo com o método da Via A. Na
sintese dos derivados adicionais de tBu-desidrofenila-histina,

foram feitas modificacgdes para o composto 4 de benzaldeido.

A Figura 4 ilustra as semelhancas dos perfis de HPLC
(Coluna: YMC-Pack ODS-AM (20 x 250mm); Gradiente: 65% a 75% num
sistema de &gua-metanol durante 20 min, depois 10 min num
sistema de 100% de metanol; Caudal: 12 mL/min; O0.D. 230 nm) da

desidrofenila-histina sintetizada do Exemplo 1 (Fig. 2) e do
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composto de tBu-desidrofenila-histina acima exemplificado

produzido através da Via A.

A sequéncia de introducdo dos aldeidos é relevante para o
rendimento e € entdo um aspecto da sintese. Um andlogo de
desidrofenila-histina foi sintetizado, como um modelo ou
controlo, em que o grupo dimetilalilo foi mudado para o Jgrupo
terc-butilo com um impedimento estérico semelhante na posicao 5

do anel de imidazole.

A gsintese desta “terc-butilo (tBu)-desidrofenila-histina”
utilizando a “Via A” foi como mostrada acima; particularmente, a
sequéncia de introducdo do aldeido segue exactamente a sintese

de desidrofenila-histina, e apresentou um rendimento total de

16,5% de tBu-desidrofenila-histina. Este rendimento foi
semelhante aquele da desidrofenila-histina (20%). Utilizando a

“Via B” em que a sequéncia de introducdo dos aldeidos € oposta a
da “Via A" para a sintese de desidrofenila-histina, apenas uma
quantidade vestigial da tBu-desidrofenila-histina desejada foi
obtida com um rendimento total de 0,9%, apesar da introducao do
primeiro benzaldeido 4 produzir um rendimento de 76% do
intermedidrio 17. Este resultado indicou que pode ser dificil
introduzir os imidazole-4-carboxaldeidos 15 muito wvolumosos com
um grupo substituinte tendo um carbono quaterndrio na posicdo 5
adjacente ao anel de imidazole no intermedidrio 17, sugerindo
que a sequéncia para introdugdo de aldeidos ¢é um aspecto
importante para obter um rendimento alto de desidrofenila-
histina ou um andlogo de desidrofenila-histina wutilizando a

sintese aqui descrita.

Da andlise de HPLC dos produtos brutos finais, como mostrado

na Figura 4, foi observado um conteudo muito alto de
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tBu-desidrofenila-histina e uma pequena quantidade de formacdes
de subprodutos na amostra bruta da Via A (a esquerda). Porém,
foi observada uma quantidade relativamente menor da
tBu-desidrofenila-histina desejada e varios outros subprodutos

na amostra obtida utilizando a Via B (a direita).

EXEMPLO 3

Sintese Alternativa a Escala Maior de Desidrofenila-histina

e Analogos
Sintese de 3-Z-Benzilideno—-6-[5"-(1,1-dimetilalil)—-1H-

imidazol-4”-Z-ilmetileno]-piperazina-2, 5-diona [Desidrofenila-

histina] (1)

69



[+]
T NH N 1 NH Ne
oy NH

k
NH  — N -—
HN. \nd \X(GNH
0 & c o n=/

Reagentes: a) LDA, CHsCHO; b)Tos-Cl, piridina; c¢) DBU; d) NaOH;
e) CyC1,02; KOOCCH,COOEt, BulLi; g) S0,C1; h) H,NCHO, H,0;
i) LiAlH4; Jj) MnOz; k) 1,4-diacetil-piperazina-2,5-diona, Cs,COs;
1) benzaldeido, Cs;COs;
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Ester metilico do dcido 3-hidroxi-2,2-dimetil-butirico

Uma solucdo de LDA em heptano/THF/etilbenzeno (2 M, 196 mL,
0,39 mol) foi adicionada sob argon a uma solucdo de isobutirato
de metilo (45 mL, 0,39 mol) em THF (270 mL) a -60° e a mistura
resultante foi agitada durante 30 min. Uma solugao de
acetaldeido (27 mL, 0,48 mol) em THF (45 mL), pré-arrefecida a
-60°, foi adicionada lentamente e a solucdo resultante agitada
durante mais 30 min. Foi adicionado cloreto de amdénio saturado
(50 mL) e a solucdo foi deixada aquecer até a temperatura
ambiente. A mistura de reaccado foi extraida com acetato de
etilo, e os extractos foram lavados com HCl1 (2 M), Dbicarbonato
de sdédio, depois solucgdo salina. A camada orgénica foi seca
sobre sulfato de magnésio, filtrada, depois evaporada para
produzir um 6leo limpido (52,06 g) . Uma destilacao a
76-82°/30 mmHg produziu um éster metilico do 4&dcido 3-hidroxi-
2,2-dimetil-butirico puro (42,3 g, 74%). (Burk et al., J. Am.
Chem. Soc., 117:4423-4424 (1995)).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,15 (d, J = 6,2 Hz, 3H); 1,17

(s, 6H); 2,66 (d, J = 6,2 Hz, 1H, -OH; 3,71 (s, 3H, -OMe),; 3,87

(quinteto de aplicagao, J = 6,4 Hz, 1 H, H3).
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Ester metilico do acido 2,2-dimetil-3-(tolueno—4-

sulfoniloxi)-butirico

N\lein,CL\ TsCl \jjyinfox.

OH O Piridina ? o)

A uma solucdao arrefecida (0°) de éster metilico do Aacido
3-hidroxi-2,2-dimetil-butirico (52,0 g, 0,36 mol) em piridina
(100 mL) foi adicionado gradualmente cloreto de
p-toluenossulfonilo (69,0 g, 0,36 mol). A mistura foi deixada
aquecer até a temperatura ambiente e fol agitada durante 60 h. A
reaccdao foli novamente arrefecida em gelo e foi acidificada pela
adicdo de HC1 (2 M). A solucgadao resultante foi extraida com
acetato de etilo, o0s extractos foram lavados com HC1l, depois
solucao salina, secos e evaporados para produzir um dbleo que
formou um precipitado branco em repouso. Esta mistura foi
dissolvida na quantidade minima de acetato de etilo e depois foi
adicionado petrdleo leve para produzir um precipitado branco que
foi recolhido e lavado com mais petrdédéleo leve. O filtrado foi
evaporado parcialmente e uma segunda colheita de cristais foi
recolhida e adicionada a primeira para produzir éster metilico
do &cido 2,2-dimetil-3-(tolueno—-4-sulfoniloxi)-butirico (81,2 g,

76%) .

RMN de 'H (400 MHz, CDCls;) & 1,12 (s, 3H); 1,13 (s, 3H);
1,24 (d, J = 6,4 Hz, 3H); 2,45 (s, 3H, -PhMe) 3,58 (s, 3H,
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-OMe); 4,94 (quarteto, J = 6,4 Hz, 1H, H3), 7,33 (d, J = 8,0 Hz,
2H), 7,78 (d, J = 8,0 Hz, 2H).

A evaporacao do filtrado final produziu mais éster metilico

do &dcido 2,2-dimetil-3-(tolueno-4-sulfoniloxi)-butirico Dbruto

(19,0 g, 18%).

Ester metilico do dcido 2,2-dimetil-but-3-endico

DBU %0\
———————

Uma solucdo de éster metilico do é&cido 2,2-dimetil-3-
(tolueno-4-sulfoniloxi)-butirico (18,06 g, 0,06 mol) em DBU
(15 mL) foi aquecida a 140-160° durante 3,5 h. A mistura foi
deixada arrefecer até a temperatura ambiente e foi depois
diluida com éter. A mistura foi lavada com HC1 (1 M),
bicarbonato de sdédio, depois solucao salina. A camada etérea foi
seca e ©parcialmente evaporada para produzir uma solucgao
concentrada de éster metilico do &acido 2,2-dimetil-but-3-endico

(10 g). (Savu & Katzenellenbogen, J. Org. Chem., 46:239-250

(1981)). Foil evitada mais evaporacdo devido a volatilidade do
produto (p.e. 102°). (Tsaconas et al., Aust. J. Chem., 53:435-
437 (2000)).
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,31 (s, 6H); 3,68 (s, 3H);
5,06 (d, J = 17,1 Hz, 1H, -CH=CH,); 5,11 (d, J = 10,7 Hz, 1H,
-CH=CH,); 6,03 (dd, J = 17,1, 10,7 Hz, 1H, -CH=CH,).

Acido 2,2-dimetil-but-3-endico

q*;><“/0\~ _— *Q;><“,DH

o O

A solugao etérea acima de éster metilico do 4cido
2,2-dimetil-but-3-endéico (10 g) foi diluida com etanol (25 mL),
fol adicionado hidrdéxido de sdédio (4 M, 22 mL) e a mistura foi
agitada de um dia para o outro. A solucdo fol parcialmente
evaporada para remover o etanol e a mistura resultante foi
adicionada a HC1 (1 M, 100 mL). O produto foi extraido com
acetato de etilo e os extractos foram secos e evaporados para
produzir dcido 2,2-dimetil-but-3-endico (6,01 g, 88%, 2 passos).

(Hayashi et al., J. Org. Chem., 65:8402-8405 (2000).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,33 (s, 6H); 5,11 (d,
J = 10,8 Hz, 1H, -CH=CH,); 5,15 (d, J = 17,2 Hz, 1H, -CH=CH,);
6,05 (dd, J = 17,2, 10,8 Hz, 1H, -CH=CH,).

Monoetilmalonato de hidrogénio (Wierenga & Skulnick,
“Aliphatic and Aromatic PR-keto Esters from Monoethyl Malonate:
Ethyl 2-Butyrylacetate”, Organic Syntheses Collective Volume
7,213).
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Etilmalonato de potédssio (25,0 g, 0,15 mol) foil suspenso em
dgua (15,6 mL) e arrefecido num banho de gelo. Foi adicionado
HC1 concentrado (12,5 mL), gota a gota, durante 30 min, depois a
mistura foi agitada durante mais 10 min. O precipitado foi
removido por filtracdo, depois lavado duas vezes com éter. O
filtrado foi separado e a fase aquosa foi extraida com éter. As
solucgdes etéreas combinadas foram secas (MgSO,) e evaporadas para
produzir, como um &leo, monoetilmalonato de hidrogénio (19,2 g,
99%) que foi seco sob vadcuo de um dia para o outro (ou 50°/1 mm

durante 1 h) antes da utilizacao.

Ester etilico do dcido 4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-endico

iy C,0,C); / DMF
x OH A o

0 o O

0 O

HO

Foi adicionado cloreto de oxalilo (3,83 mL, 43,9 mmol), gota
a gota, a uma solucdo arrefecida (0°) de acido 2,2-dimetil-but-
3-endéico (5,0 g, 43,9 mmol) e DMF (1 gota) em diclorometano
anidro (25 mL). A mistura foi agitada durante 1 h a 0°, depois
durante 16 h a temperatura ambiente. Uma destilacdo fraccionédria
(121°/760 mmHg) produziu cloreto de 2,2-dimetil-but-3-enocilo
(4,1 g, 71%).
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Monoetilmalonato de hidrogénio (7,2 g, 0,05 mol) e
bipiridilo (alguns miligramas) foram dissolvidos em THF (90 mL)
e o0 sistema foi borbulhado com azoto. A solucdo foil arrefecida a
-70°, depois foi adicionado BuLi (2,5 M em hexanos, 37 mL,
0,09 mol). Depois da adicdo de somente ~10 mL de BuLi a solucgao
tornou-se cor-de-rosa e foil requerido mais THF (15 mL) para
permitir agita¢do magnética. O Dbanho de arrefecimento foi
removido e foi adicionado o BulLi restante, a temperatura foi
deixada alcangar -10°, pelo gque a solugao se tornou incolor. A
mistura foi novamente arrefecida a -60° e foi adicionada, gota a
gota, uma solucdo de cloreto de 2,2-dimetil-but-3-encilo (4,1 g,
0,03 mol) em THF (12 mL). Depois da adicdo estar completa, a
mistura foi deixada a aquecer até 0° e agitada durante 3 h,
depois foi adicionada a uma mistura 1:1 de éter/HCl a 1 M
(260 mL) a 0° e agitada durante mais 1,5 h. A camada orgéanica
foi retirada, lavada com HC1 (1 M), solucdao de bicarbonato de
sédio, solucgdo salina, depois seca e evaporada para produzir
éster etilico do 4&cido 4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-endico (5,6 g,
98%) . (Hayashi et al., J. Org. Chem., 65:8402-8405 (2000). Uma
destilagdo com um forno Kugelrohr (160°/1 mm Hg) produziu

material puro.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,26 (s, 6H); 1,27 (t, J = 6,9
Hz, 3H, -CH,CHs); 3,51 (s, 2H); 4,18 (g, J = 6,9 Hz, 2H, -CH,CH;s);
5,20 (d, J = 17,7 Hz, 1H, -CH=CH;); 5,21 (d, J = 9,6 Hz, 1H,
-CH=CH,); 5,89 (dd, J = 17,7, 9,6 Hz, 1H, -CH=CH,).
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Ester etilico do 4dcido 2-cloro—-4,4-dimetil-3-oxo-hex—5-

endico

Foi adicionado cloreto de sulfurilo (0,84 mL, 10,4 mmol) a
uma solugao arrefecida (0°) de éster etilico do acido
4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-endico (1,83 g, 9,93 mmol) em
clorofdérmio (7 mL). A mistura resultante foi deixada agquecer até
a temperatura ambiente e agitada durante 30 min, apds o que foi
aquecida sob refluxo durante 2 h. Depoilis de arrefecer até a
temperatura ambiente, a mistura da reaccado foi diluida com
cloroférmio, depois foi lavada com bicarbonato de sdédio, agua e
depois solucdo salina. A fase orgédnica foil seca e evaporada para
produzir, como um 6leo castanho, éster etilico do &acido 2-cloro-
4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-endico (2,01 g, 93%). (Hayashi et al.,
J. Org. Chem., 65:8402-8405 (2000).

RMN de 'H (400 MHz, CDCLs) & 1,28 (t, J = 17,0 Hz, 3H,
-CH,CHz); 1,33 (s, 3H); 1,34 (s, 3H); 4,24 (g, J = 7,0 Hz, 2H,
-CH;CHs); 5,19 (s, 1H); 5,28 (d, J = 16,9 Hz, 1H, -CH=CH;); 5,29
(d, J = 10,9 Hz, 1H, -CH=CH;); 5,96 (dd, J = 16,9, 10,9 Hz, 1H,
—CH=CH,) .

LC/MS tr = 8,45 (219,3 [M(CLl’y+H]' min.

Este material foi feito reagir sem mais purificacéo.
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Ester etilico do dcido 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazole—4-

carboxilico

i 0.0~ 0.°0H 0.0~
| NH,
MO‘/ e \QNH s \X}NH N \)QN
o 0 N= N=/ o4

Uma suspensado de éster etilico do &cido 2-cloro-4,4-dimetil-
3-oxo-hex-5-endico (19,4 g, 0,09 mol) e agua (1,94 mL, 0,11 mol)
em formamida (36,8 mL) foil brevemente agitada, depois dispensada
em frasquinhos de 15 x 18 mL. Os frasgquinhos foram selados e
aquecidos a 150° durante 5 h. Depois de arrefecer até a
temperatura ambiente, 0S8 conteudos dos frasquinhos foram
combinados e extraidos exaustivamente com cloroférmio. Os
extractos foram secos e evaporados para produzir uma solucgao de
formamida concentrada (14,7 g). Isto fol adicionado a uma coluna
de silica (7 cm de didmetro, 11 cm de altura) empacotada em 1%
de MeOH/1% de Et:N em clorofdédrmio. A eluicdo da coluna com 2 L
desta mistura seguida por 2 L de 2% de MeOH/1% de Et:N em
clorofdérmio produziu, nas fraccgdes iniciais, um  composto
suspeito de ser éster etilico do 4&cido 5-(1,1-dimetil-alil)-

oxazole—-4-carboxilico (1,23 g, 7%).
HPLC (214 nm) tgz = 8,68 (50,4%) min.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,40 (t, J = 17,2 Hz, 3H,
-CH,CHs); 1,54 (s, 6H); 4,38 (t, J = 7,2 Hz, 2H, -CH,CHs;); 5,03
(d, J = 17,4 Hz, 1H, -CH=CH;); 5,02 (d, J = 10,4 Hz, 1H,
-CH=CH;); 6,26 (dd, J = 17,4, 10,4 Hz, 1H, -CH=CH,); 7,83 (s,
1H) .
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LCMS typ = 8,00 (210,1 [M+H]', 361,1 [2M+H]") min.

Recuperado das ultimas fracgdes estava o desejado éster
etilico do &cido 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazole-4-carboxilico
(3,13 g, 17%). (Hayashi et al., J. Org. Chem., 65:8402-
8405(2000)) .

HPLC (214 nm) tr = 5,52 (96,0%) min.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,38 (t, J = 7,0 Hz, 3H); 1,57
(s, 6H); 4,35 (g, J = 7,0 Hz, 2H); 5,04-5,14 (m, 2H, -CH=CH,);
6,28 (dd, J = 18,0, 10,4 Hz, 1H, -CH=CH,); 7,52 (s, 1H).

LC/MS tgr = 5,30 (209,1 [M+H]", 417,2 [2M+H]") min

Foi também  recuperado mais éster etilico do acido
5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazole-4-carboxilico da coluna (3,59
g, 19%) qgque era de pureza mails baixa mas ainda suficiente para

reacgao posterior.

Outro subproduto isolado de uma reacgao semelhante (em menor
escala) por elucdo adicional da coluna com 5% de MeOH/1% de Et;3N
em cloroférmio foi um  composto suspeito de ser acido

5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazole-4-carboxilico (0,27 g, 9%).
HPLC (245 nm) tz = 5,14 (68,9%) min.
RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) & 1,45 (s, 6H); 4,97 (d,
J = 10,6 Hz, 1H, -CH=CH,); 5,01 (d, J = 17,7 Hz, 1H, -CH=CH:);

6,28 (dd, 0= 17,7, 10,6 Hz, 1H, -CH=CHy); 7,68 (s, 1lH).

LCMS tgr = 4,72 (181,0 [M+H]', 361,1 [2M+H]") min
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[5-(1,1-Dimetil—-alil)-3H-imidazol-4-il1]-metanol

0, 0 OH
~ LIAIH,
W
S NF > Z “NH
NiH _/
N::/ N=

Uma solucdo de éster etilico do &cido 5-(1,1-dimetil-alil)-
3H-imidazole-4-carboxilico (3,13 g, 15,0 mmol) em THF (60 mL)
foi adicionado, gota a gota, a uma suspensao de hidreto de
aluminio e 1litio (suspensao a 95%, 1,00 g, 25,0 mmol) em THF
(40 mL) e a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante
4 h. Foi adicionada &gua até a libertacdo de gés cessar, a
mistura foi agitada durante 10 min, depois foi filtrada por um
funil sinterizado. O precipitado foi lavado com THF, depois com
metanol, e o) filtrado e as lavagens foram combinados,
evaporados, depoils liofilizados para produzir [5-(1,1-dimetil-
alil)-3H-imidazol-4-il]-metanol (2,56 g, 102%). A A&gua residual
foi removida através de azeotropia com clorofdérmio antes da
reacgao posterior. (Ver Hayashi et al., J. Org. Chem., 65:8402-
8405 (2000)).

HPLC (240 nm) tg = 3,94 (56,8%) min.

RMN de 'H (400 MHz, CDs0D) & 1,43 (s, 6H); 4,57 (s, 2H);
5,01 (4, J = 10,5 HZ, 1H, -CH=CHy;); 5,03 (d, J = 17.7 Hz, 1H,
-CH=CH;); 6,10 (dd, J = 17,7, 10,5 Hz, 1H, -CH=CH;); 7,46 (s,

1H) .

LC/MSTR tg = 3,77 (167,3 [M+H]") min.
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5-(1,1-Dimetil-alil)-3H-imidazole—-4—-carbaldeido

OH Y
MnO,
SN M NN NH
N=/ N=/

Foi adicionado diéxido de manganés (20 g, 0,23 mol) a uma
solucdo de [5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-il]-metanol (2,56
g, 0,02 mol) em acetona (300 mL) e a mistura resultante foi
agitada a temperatura ambiente durante 5 h. A mistura foi
filtrada através de um filtro de papel e o residuo foi lavado
com acetona. O filtrado e as lavagens foram combinados e
evaporados para produzir 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazole-4-
carbaldeido (1,82 g, 51%). (Hayashi et al., J. Org. Chem.,
65:8402-8405 (2000)).

HPLC (240 nm) t = 4,08 (91,5%) min.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,56 (s, 6H); 5,16 (4,
J = 10,6 Hz, 1H, -CH=CH;); 5,19 (d, J = 17,3 Hz, 1H, CH=CH;);
6,22 (dd, J = 17,3, 10,6 Hz, 1H, -CH=CH,); 7,75 (s, 1H), 10,02

(s, 1H, HCO).

LC/MS tr = 3,75 (165,2 [M+H]") min.
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1-Acetil-3-[5’—-(1,1-dimetil-alil)-1H-imidazol—-4"—-2-

ilmetileno]-piperazina-2,5-diona

A uma solucao de 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazole—-4-
carbaldeido (1,78 g, 0,01 mol) em DMF (35 mL) foi adicionada
1,4-diacetil-piperazina-2,5-diona (8,59 g, 0,04 mol) e a mistura
foi submetida a véacuo, depois borbulhada com &argon. O processo
de vacuo-borbulhacdao foi repetido mais duas vezes, depois foi
adicionado carbonato de césio (3,53 g, 0,01 mol). O processo de
vacuo-borbulhacdo fol repetido mais trés vezes, depois a mistura
resultante foi aquecida a 45° durante 5 h. A mistura de reaccgéao
foi evaporada parcialmente (aquecendo sob alto vacuo) até gue um
pequeno volume permaneceu e a solugao resultante foi adicionada,
gota a gota, a agua gelada (50 mL). O precipitado amarelo foi
recolhido, lavado com &gua, depois 1liofilizado para produzir
l-acetil-3-[5"-(1,1-dimetil-alil)-1H-imidazol-4’'—-ilmetileno] -
piperazina-2, 5-diona (1,18 g, 36%) . (Hayashi, Comunicacao

Pessoal (2001)).

HPLC (214 nm) tgz = 6,01 (72,6%) min.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,53 (s, 6H); 2,64 (s, 3H);
4,47 (s, 2H); 5,19 (d, J= 17,3 Hz, 1H, -CH=CH;); 5,23 (d,
J = 10,7 Hz, 1H, -CH=CH;); 6,06 (dd, J=17,3, 10,7 Hz, 1H,
-CH=CHz;); 17,16 (s, 1H), 7,59 (s, 1H), 9,47 (bs, 1H); 12,11 (bs,
1H) [observada contaminacdao de ~2% de 1,4-diacetil-piperazina-

2,5-diona & 2,59 (s, 6H); 4,60 (s, 4H).]
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LC/MS trg = 6,65 (303,3 [M+H]", 605,5[2M+H] ") min.

(n. b. utilizado sistema diferente).

3-Z-Benzilideno—6-[57"-(1,1-dimetilalil)-1H-imidazol—-4"-7—-

ilmetileno]-piperazina-2,5-diona

NH N=\
e AN NH

A uma solucao de l-acetil-3-[5"-(1,1-dimetil-alil)-1H-
imidazol-4’-ilmetileno] -piperazina-2,5-diona (2,91 g, 9,62 mmol)
em DMEF (70 mL) foil adicionado benzaldeido (4,89 mL, 48,1 mmol) e
a solucao foil submetida a vacuo, depois borbulhada com &argon. O
processo de vacuo-borbulhacdo foi repetido mais duas vezes,
depois foi adicionado carbonato de césio (4,70 g, 14,4 mmol). O
processo de vacuo-borbulhacdo foi repetido mais trés vezes,
depois a mistura resultante foi aquecida sob o gradiente térmico

mostrado abaixo.

Depois de um tempo total de 5 h, a reaccdo foi deixada

arrefecer até a temperatura ambiente e a mistura foi adicionada

a agua gelada (500 mL). O precipitado foi recolhido, lavado com
dgua (300 mL), depois 1liofilizado para produzir um sdélido
amarelo (2,80 g). Este material foi dissolvido em clorofdrmio
(250 mL) filtrado através filtro de papel e evaporado para

submeter a azeotropia a &gua restante. O precipitado amarelo
residual (2,70 g, HPLC (214 nm) ¢tg = 7,26 (93,6%) min.) foi

dissolvido parcialmente em clorofdérmio (20 mL), a suspensao foi
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sonicada durante 5 min, depois o sélido foi recolhido e seco ao
ar para produzir 3-Z-benzilideno-6-[5"-(1,1-dimetilalil)-1H-
imidazol-4"-Z-ilmetileno]-piperazina-2,5-diona (1,82 g, 54%)

(Hayashi, Comunicacao Pessoal (2001)), m. p. 239-240 (dec.).

HPLC (214 nm) tg = 6,80 (1,92) min, 7,33 (95,01%).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1, 53 (s, 6H); 5,18 (d,
J= 17,6 Hz, 1H, -CH=CH;); 5,21 (d, J = 11,0 Hz, 1H, -CH=CH:);
6,06 (dd, J = 17,6, 11,0 Hz, 1H, -CH=CH;); 6,99 (s, 1lH, -C-C=CH);
7,00 (s, 1H, -C-C=CH); 7,30-7,50 (m, 5 x ArH); 7,60 (s, H2");
8,07 (bs, NH); 9,31 (bs, NH); 12,30 (bs, NH).

LC/MS tgr = 6,22 (349,3 [M+H]', isémero E), 6,73 (349,5
[M+H]", 697,4 [2M+H]", isdémero Z) min.

ESMS m/z 349,5 [M+H]", 390,3 [M+CH4.CN]".

A  evaporacadao da solucao de clorofdérmio produziu mais
3-Z-benzilideno-6-[5"-(1,1l-dimetilalil)-1H-imidazol-4"-7-

ilmetileno] -piperazina-2,5-diona (0,76 g, 29%).

HPLC (214 nm) tr = 7,29 (84,5%) min.
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3-E-Benzilideno—6-[57"-(1,1-dimetilalil)-1H-imidazol—-4"-7-

ilmetileno]-piperazina-2,5-diona

o U
ﬁ”“ M=\ SN Ny

\(N AN NH _— HN SN 1
0 © #

A purificacdo de HPLC preparativa de uma amostra bruta de

material sintetizado como acima, produziu o isdmero geométrico

3-E-Benzilideno-6-[5"-(1,1-dimetilalil)-1H-imidazol-4"-7-

ilmetileno] -piperazina-2,5-diona (1,7 mg).

HPLC (214 nm)tg = 6,75 (87,79) min.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,52 (s, 6H); 5,19 (4,

J = 20,8 Hz, 1H, CH=CHy); 5,22 (d, J = 14,0 Hz, 1H, CH=CH;); 6,05

(dd, J = 18,0, 10,4 Hz, 1H, CH=CHj;); 6,33

(s, 1H, C-C=CH); 6,90-
7,65 (m, 7H).

ESMS m/z 349,5 [M+H]", 390, 4 [M+CH,CN]".
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Sintese de 3-Z-Benzilideno—6-(57-terc-butil-1H-imidazol-4"-

Z-ilmetileno)-piperazina-2,5-diona (2)

0
S CNH N 1 ri““ NEhH K ¢
ey iy AN
e}

Reagentes: g) S0,Cl,; h) H;NCHO, H,0; i) LiAlH4; J) MnO;; k)

1,4-diacetil-piperazina-2,5-diona, Cs,CO3; 1) benzaldeido, Cs,CO;

Ester etilico do dcido 2-cloro-4,4-dimetil-3-oxo-pentandico

Cl
20 tat S 20 tod

O O c O

Foi adicionado cloreto de sulfurilo (14,0 mL, 0,17 mol) a
uma solucdo arrefecida (0°) de pivaloilacetato de etilo

(27,17 g, 0,16 mol) em cloroférmio (100 mL) . A mistura
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resultante foil deixada aquecer até a temperatura ambiente e foi
agitada durante 30 min, apds o que foi aquecida sob refluxo
durante 2,5 h. Depois de arrefecer até a temperatura ambiente, a
mistura da reaccao foi diluida com clorofdrmio, depois lavada

com bicarbonato de sédio, &gua e depois solucdo salina.

A fase orgénica fol seca e evaporada para produzir, como um
6leo limpido, éster etilico do é&cido 2-cloro-4,4-dimetil-3-
oxopentandico (33,1 g, 102%) . (Durant et al.,
“Aminoalkylimidazoles and Process for their Production”,

Patente GB N° 1341375 (Gra Bretanha, 1973)).

HPLC (214 nm) tg = 8,80 (92,9%) min.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,27 (s, O9H); 1,29 (t,
J= 17,2 Hz, 3H); 4,27 (q, J = 7,2 Hz, 2H); 5,22 (s, 1H).

RMN de '°C (100 MHz, CDCls) & 13,8, 26,3, 45,1, 54,5, 62,9,
165,1, 203,6.

Ester etilico do acido 5-terc-butil-3H-imidazol—-4-
carboxilico
0
& o 0.~ O OH 0.0~
cl NH,
20 g W gy
6 0 N= N=/ o7

Uma solucdo de éster etilico do acido 2-cloro-4,4-dimetil-3-
oxo-pentandico (25,0 g, 0,12 mol) em formamida (47,5 mL) e A&gua

(2,5 mL) foi agitada, depois dispensada em frasquinhos de
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15 x 8 mL. Todos os frasquinhos foram selados e depois aquecidos
a 150° durante 3,5 h. 0Os frasquinhos foram deixados arrefecer
até a temperatura ambiente, depois foi adicionada &agua (20 mL) e
a mistura foili exaustivamente extraida com clorofdérmio. O
cloroférmio foi removido para produzir uma solucdo de formamida
concentrada (22,2 g) que foil adicionada a uma coluna de silica
(6 cm de didmetro, 12 cm de altura) colocada em 1% de MeOH/1% de
EtsN em cloroférmio. A eluicdo da coluna com 2,5 L desta mistura
seguida por 1 L de 2% de MeOH/1% de EtsN em clorofdérmio produziu,
nas fracgdes 1diniciais, um produto suspeito de ser o éster
etilico do 4dcido 5-terc-butil-oxazole-4-carboxilico (6,3 g,

26%) .

HPLC (214 nm) tg = 8,77 min.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,41 (t, J = 7,2 Hz, 3H); 1,43
(s, 9H); 4,40 (g, J = 7,2 Hz, 2H); 7,81 (s, 1H).

RMN de '°C (100 MHz, CDCls) & 14,1, 28,8, 32,5, 61,3, 136,9,
149,9, 156,4, 158,3.

ESMS m/z 198,3 [M+H]", 239, 3 [M+CH,CN]".

LC/MS tr = 7,97 (198,1 [M+H]") min.

Foi recuperado de fracgdes posteriores o éster etilico do
dcido 5-terc-butil-3H-imidazole-4-carboxilico (6,20 g, 26%) .
(Durant et al., “Aminoalkilimidazoles and Process for their

Production’”, Patente GB N° 1341375 (Gra Bretanha, 1973)).

HPLC (214 nm) tg = 5,41 (93,7%) min.
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,38 (t, J = 7,0 Hz, 3H); 1,47
(s, 9H); 4,36 (q, J = 7,2 Hz, 2H); 7,54 (s, 1H).

RMN de *C (100 MHz, CDCls) & 13,7, 28,8, 32,0, 59,8, 124,2,
133,3, 149,2, 162,6.

ESMS m/z 197,3 [M+H]", 238,3 [M+CH4CN]".

Eluicdo adicional da coluna com 1 L de 5% de MeOH/1% de EtsN
produziu um composto suspeito de ser o 4dcido b5-terc-butil-3H-
imidazole-4-carboxilico (0,50 g, 2%).

HPLC (245 nm) tr = 4,68 (83,1%) min.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) & 1,36 (s, 9H); 7,69 (s, 1H).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) © 1,37 (s, 9H); 7,74 (s, 1H).

RMN de 'H (400 MHz, CDsSO) & 1, 28 (s, 9H); 7,68 (s, 1 H).

ESMS m/z 169,2 [M+H]", 210,4 [M+CH,CN]".

(5-terc-Butil-3H-imidazol-4-11)-metanol

CH
00
~ UAH4
= NH —_— /;ﬂyH
N= N

Uma solugdo de éster etilico do é&cido 5-terc-butil-3-

imidazole-4-carboxilico (3,30 g, 16,8 mmol) em THF (60 mL) foi
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adicionada, gota a gota, a uma suspensdao de hidreto de aluminio
e litio (suspensao a 95%, 0,89 g, 22,2 mmol) em THF (40 mL) e a
mistura foil agitada a temperatura ambiente durante 3 h. Foi
adicionada &gua até que libertacdo de gds cessar e a mistura foi
agitada durante 10 min, depois foi filtrada por um funil
sinterizado. O ©precipitado foi lavado com THF, depois com
metanol, o filtrado e as lavagens foram combinados e evaporados.
O residuo foi liofilizado de um dia para o outro para produzir
(5-terc-butil-3H-imidazol-4-il)-metanol como um s6lido branco
(2,71 g, 105%) . (Durant et al., “Aminoalkilimidazoles and
Process for their Production”, Patente GB N° 1341375
(Gra Bretanha, 1973)).

HPLC (240 nm) tg = 3,70 (67,4%) min.

RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) & 1,36 (s, O9H); 4,62 (s, 2H);
7,43 (s, 1H).

RMN de *°C (100 MHz, CD,OD) & 31,1, 33,0, 57,9, 131,4, 133,9,
140, 8.

LC/MS tg = 3,41 (155,2 [M+H]') min.

Este material foi utilizado sem mais purificacao.

90



5-terc-Butil-3H-imidazole—-4—-carbaldeido

OH 0
MnO, 4
NH 7 “NH
N:J N:J

Foi adicionado diéxido de manganés (30 g, 0,35 mol) a uma
solucdo heterogénea de (5-terc-butil-3H-imidazol-4-il)-metanol
(4,97 g, 0,03 mol) em acetona (700 mL) e a mistura resultante
foli agitada & temperatura ambiente durante 4 h. A mistura foi
filtrada através de uma almofada de Celite e a almofada foi
lavada com acetona. O filtrado e as lavagens foram combinados e
evaporados. O residuo foi triturado com éter para produzir, como
um sé6lido incolor, 5-terc-butil-3H-imidazole-4-carbaldeido

(2,50 g, 51%). (Hayashi, Comunicacdo Pessoal (2000)).

HPLC (240 nm) trg = 3,71 (89,3%) min.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1, 48 (s, 9H); 7,67 (s, 1H);
10,06 (s, 1H).

LC/MS tgr = 3,38 (153,2 [M+H]") min.

A evaporagao do filtrado da trituracgédo produziu mais 5-terc-

butil-3H-imidazole-4-carbaldeido (1,88 g, 38%).
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1-Acetil-3-(5’—-terc-butil-1H-imidazol-4’-Z-ilmetileno) -

piperazina-2, 5-diona

s }Ni ,j\NH N=\

— NH
Va NH N\WJ N S
N=/ T \Ig s)

A uma solugdao de 5-terc-butil-3H-imidazole-4-carbaldeido
(2,50 g, 164,4 mmol) em DMF (50 mL) foi adicionada 1,4-diacetil-
piperazina-2,5-diona (6,50 g, 32,8 mmol) e a solucao foi
submetida a vacuo, depois borbulhada com A&rgon. O processo de
vacuo-borbulhacdo foi repetido mais duas vezes, depois foi
adicionado carbonato de césio (5,35 g, 16,4 mmol). O processo de
vacuo-borbulhacdo fol repetido mais trés vezes, depols a mistura
resultante foili agitada a temperatura ambiente durante 5 h. A
mistura da reaccao foi evaporada parcialmente (calor e alto
vacuo) até gque um pequeno volume permaneceu € a solugao
resultante foi adicionada, gota a gota, a 4&gua (100 mL). O
precipitado amarelo foi recolhido, depois liofilizado para
produzir 1l-acetil-3-(5'-terc-butil-1H-imidazol-4’'-Z-ilmetileno) -
piperazina-2, 5-diona (2,24 g, 47%) . (Hayashi, Comunicacao

Pessoal (2000)).
HPLC (214 nm)TR = 5,54 (94,4%) min.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 1,47 (s, O9H); 2,65 (s, 3H),

4,47 (s, 2H); 7,19 (s, 1H); 7,57 (s, 1H), 9,26 (s, 1H), 12,14
(s, 1H).
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RMN de °C (100 MHz, CDCls;+CDsOD) & 27,3, 30,8, 32,1, 46,5,
110,0, 123,2, 131,4, 133,2, 141,7, 160,7, 162,8, 173,0
LC/MS tr = 5,16 (291,2 [M+H]", 581,6 [2M+H]") min

3-Z-Benzilideno—6—-(5”"-terc-butil-1H-imidazol-4"-7-

ilmetileno)-piperazina-2,5-diona

NH =\
\er A NH
o O

X" NH  N=y
O

A uma solucado de l-acetil-3-(5'-terc-butil-1H-imidazol-4'-7-

ilmetileno)-piperazina-2, 5-diona

(55 mL) foi adicionado

solugcao foi submetida a wvacuo,

processo de vacuo-borbulhacgao

depois foi adicionado carbonato
processo de vacuo-borbulhacéo
depois a mistura resultante foi

como mostrado abaixo. Depois de

benzaldeido

(2,43 8,37 mmol) em DMF

g,

(4,26 mL, e

41,9 mmol) a

depois borbulhada com azoto. O

foi repetido mais duas

(4,09 g,

vezes,

de césio 12,6 mmol). O

foi repetido mais trés vezes,

aquecida sob o gradiente térmico

um tempo total de 5 h, a reaccao

foi deixada arrefecer até a temperatura ambiente e a mistura foi

adicionado a &agua gelada

lavado com &gua, depois

amarelo (2,57 g, HPLC (214 nm)

material foil dissolvido em clorofdérmio

submeter a azeotropia a 4gua

castanho. Isto foi

arrefecido em gelo.

(400 mL) .

liofilizado

dissolvido

Depois de 90 min,

O precipitado foi recolhido,
para produzir sdélido
6,83 (83,1%)

(100 mL)

um

tr min.). Este

e evaporado para

restante, resultando num &leo

em clorofdérmio (20 mL) e

0 precipitado amarelo foi
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recolhido e seco ao ar para produzir 3-Z-benzilideno-6-(5"-terc-
butil-1H-imidazol-4"-Z-ilmetileno)-piperazina-2,5-diona (1,59 g,
56%) . (Hayashi, Comunicacao Pessoal (2000)).

HPLC (214 nm) tyr = 6,38 (2,1%), 6,80 (95,2) min

RMN de 'H (400 MHzZ, CDCls;) o 1,46 (s, 9H); 7,01 (s, 1H,
-c-C=CH); 7,03 (s, 1H, -C-C=CH); 7,30-7,50 (m, 5H, AR); 7,60 (s,

1H); 8,09 (bs, NH); 9,51 (bs, NH); 12,40 (bs, NH).

LC/MS tg = 5,84 (337,4 [M+H]', isdémero E), 6,25 (337,4

[M+H]", 673,4 [2M+H]", isdémero Z) min.

ESMS m/z 337,3 [M+H]", 378, 1[M+CH,CN]"

A evaporacgao da solugao de clorofdérmio produziu
3-Z-benzilideno-6-(5"-terc-butil-1H-imidazol-4"-Z-ilmetileno) -
piperazina-2,5-diona (0,82 g, 29%). HPLC (214 nm) ¢tr = 6,82
(70,6%) min.

Experiéncias Gerais

O bicarbonato de sdédio refere-se a uma solugao a 5%.

Os solventes orgénicos foram secos sobre sulfato de sdédio,

salvo referéncia em contrario.
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Condig¢bes Analiticas
Condig¢des de RMN

A andlise de RMN de 'H (400 MHz) foi realizada num
instrumento de RMN Varian Inova Unity 400 MHz. As amostras foram
processadas em clorofdérmio deuterado contendo 0,1% de TMS (salvo
especificacdo em contrario). Os desvios qguimicos (ppm) séo
referenciadas com relacgdo a TMS (0,00 ppm) ou CH;0H a 3,30 ppm

para amostras processadas em CD3;0D. As constantes de acoplamento
sSao expressas em hertz (Hz).
Condigdes de HPLC Analitica

Condicdes do sistema 6:

A RP-HPLC fol realizada numa coluna Rainin Microsorb-MV C18

(5 um, 100 A) de 50 x 4,6 mm.

Tampao A: 0,1% de TFA aquoso

Tampao B: 0,1% de TFA em 90% de MeCN aquoso
Gradiente: 0-100% de Tampao B durante 11 min
Caudal: 1,5 mL/min

Condig¢des de LCMS

As LCMS foram processadas num instrumento Perkin-Elmer Sciex

API-100
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Condicgdes de LC:

Andlise HPLC de fase reversa

Coluna: Monitor 5 um C18 50 x 4,6 mm
Solvente A: 0,1% de TFA em agua

Solvente B: 085% de TFA em 90% de MeCN aquoso
Gradiente: 0-100% de B durante 11,0 min
Caudal: 1,5 mL/min

Comprimento de onda: 214 nm

Condicgdes de MS:

Fonte de ides: spray de ides
Deteccgéao: contagem de ides
Caudal para o espectrémetro de massa: 300 uL/min apds

divisdo da coluna (1,5 mL/min).

Condig¢des de ESMS

A ESMS foil realizada num Perkin Elmer/Sciex-API III LC/MS/MS

utilizando uma entrada de electrospray.

Solvente: 0,1% de AcOH em 60% de MeCN aquoso
Caudal: 25 uL/min

Spray de ides: 5000 V

Placa de orificio: 55 V

Tempo de aquisicao: 2.30 min

Gama de varrimento: 100-1000 amu/z

Tamanho do passo de varrimento: 0,2 amu/z
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Condigdes de Purificagdo de RP-HPLC Preparativa

A purificagdo DE HPLC de fase reversa foli realizada
utilizando Nebula com a coluna Waters XterraMS (19 x 50 mm,

5 um, C18) utilizando as seguintes condicdes:

Solvente A: 0,1% de TFA aquoso

Solvente B: 0,1% de TFA em 90% de MeCN aquoso
Gradiente: 5-95% de B durante 4 min

Caudal: 20 mL/min

Comprimento de onda: 214 nm

As abreviagdes sao como se seguem: br s: singuleto largo;

BulLi: n-butil-litio; d: dupleto; DBU:
1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno; ESMS: espectrometria de
massa de electrospray; HC1: acido cloridrico;
HPLC: cromatografia ligquida de elevado desempenho;

LCMS: espectrometria de massa por cromatografia liquida;

LD: diisopropilamida de 1litio; M+: i1ido molecular; m: multipleto;

MeCN: acetonitrilo; M: espectrometria de massa; MW: peso
molecular; RMN: ressondncia magnética nuclear; g: quarteto;
s: singuleto; : tripleto; tr: tempo de retencdo; TFA: Aacido

trifluoroacético; THF: tetra-hidrofurano.

97



Processo Detalhado para a Sintese de Desidrofenila-histina

Aev il | N%,NH Acs M W
” > — QU

o N NH
Kn,N-Ac '\n,NH N/ NH NWN
Cs,CO,/ DMF

O C92C031 DMF (0]

1-Acetil-3—-{(2)-1-[5-(1,1-dimetil-2-propenil)-1H-4-

imidazolil]metilideno}]-2,5-piperazinodiona (2)

Ac \

NH N“'\'-/NH

A uma solugdo de 5-(1,1-dimetil-2-propenil)imidazole-4-
carboxaldeido (100 mg, 0,609 mmol) em DMF (2 mL) foi adicionado
o composto 1 (241 mg, 1,22 mmol) e a solucao foi submetida a
vacuo, repetidamente, num curto periodo de tempo para remover
oxigénio e borbulhada com &rgon, seguida pela adicdo de Cs,CO;
(198 mg, 0,609 mmol) e o processo de vacuo-borbulhacdao foi
novamente repetido. A remocgado de oxigénio é preferida porque se
acredita que tal remocdo diminui a oxidacdo do carbono alfa na
posicao 6 do anel de dicetopiperazina. A mistura resultante foi
agitada durante 5 h a temperatura ambiente. Depois do solvente
ser removido por evaporacgao, o0 residuo foil dissolvido na mistura
de EtOAc e 10% de Nay,CO3 e a fase organica foili lavada novamente

com 10% de NayCO3; e NaCl saturado por trés vezes, seca sobre
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Na,CO; e concentrada in vacuo. 0O 6leo residual foi purificado
através de cromatografia de coluna em silica utilizando
CHC1;-MeOH de (100:0 a 50:1) como um eluente para produzir 60 mg

(33%) de um sdélido 2 amarelo palido.

Desidrofenila-histina

A uma solucdo de 2 (30 mg, 0,099 mmol) em DMF (0,8 mL) foi
adicionado benzaldeido (51 uL, 0,496 mmol, 5 eg) e a solucao foi
submetida a vacuo, repetidamente, num curto periodo de tempo
para remover oxigénio e borbulhada com 4&rgon, seguido pela
adicdo de Cs,CO; (53 mg, 0,149 mmol, 1,5 eg) e o processo de
vacuo-borbulhacdo foi novamente repetido. A mistura resultante
foi aquecida durante 2,5 h a 80 °C. (A temperatura deve ser
aumentada lentamente. Aquecimento rapido aumenta a producgdo de
isémero-E na unidade de benzilideno.) Depois do solvente ser
removido por evaporagao, o residuo foi dissolvido em EtOAc,
lavado com &gua por duas vezes e NaCl saturado por trés vezes,
seco sobre NaySO; e concentrado 1in vacuo. Com TLC utilizando
CHC13-MeOH (10:1), pode-se observar uma mancha com luminescéncia
verde—-amarela brilhante a UV de 365 nm. A pureza deste produto
bruto foi de mais de 75% na analise de HPLC. O residuo
resultante foi dissolvido em 90% de MeOH aquoso e aplicado a
coluna HPLC de fase reversa (YMC-Pack, ODS-AM, 20 x 250 mm) e
eluido wutilizando um gradiente linear de 70 a 74% de MeOH em
dgua durante 16 min a um caudal de 12 mL/min e a fraccgao
desejada foi recolhida e <concentrada por evaporagao para
produzir 19,7 mg (60%) de desidrofenila-histina de cor amarela,

embora os rendimentos nao estejam optimizados para cada passo.
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EXEMPLO 4

Caracteristicas bioldégicas da Desidrofenila-histina e

Andlogos da Desidrofenila-histina

A. Avaliacao bioldgica

As caracteristicas bioldgicas de tBu-desidrofenila-histina e
desidrofenila-histina sintetizadas foram avaliadas tanto em
células de cdédélon humano HT-29 como em células de adenocarcinoma

prostatico PC-3.

HT-29 (ATCC HTB-38), um adenocarcinoma colorretal humano,
foi mantido em meio de McCoy completo (meio de McCoy 5A com
L-glutamina e 25 mM de HEPES suplementado com 10% de FBS, 1 mM
de piruvato de Na, 1X NEAA, 2 mM de L-glutamina e Pen/Strep a
100 IU/mL e 1000 g/mL, respectivamente). PC-3 (ATCC CRL-1435),
um adenocarcinoma de prdstata humana, foili mantido em meio F12K
completo (meio F12K suplementado com 10% de FBS; 2 mM de
glutamina; 1% de HEPES; e Pen/Strep a 100 IU/mL e 1000 g/mL,
respectivamente). As linhas celulares foram cultivadas a 37 °C,

5% de CO, numa incubadora com 95% de humidade.

Para ensaios de citotoxicidade de tumores, as células HT-29
ou PC-3 foram inoculadas a 5000 células/poco em 90 UL de meio
completo numa placa de cultura de tecidos Corning 3904 de fundo
claro e paredes pretas, e a placa foi incubada de um dia para o
outro para permitir que as células estabelecessem e entrassem em
fase de crescimento logaritmico. Foram preparadas solugdes stock
a 20 mM de tBu-desidrofenila-histina e desidrofenila-histina em
100% de DMSO e armazenadas a -20 °C. Foram preparadas diluigdes

em série 10X concentradas dos dois compostos num meio de cultura
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apropriado para concentracdes finais numa gama de 20 x 10° M até
20 x 107'° M. Foram adicionadas volumes de dez OL das diluicdes
em série 10X aos pocgos de teste em triplicado e as placas
voltaram a incubadora durante 48 horas. A concentracdo final de

DMSO foi de 0,25% em todas as amostras.

Apds 48 horas de exposicdo ao farmaco, foi adicionado a cada
poco 10 de 0,2 mg/mL de resazurina (obtida da Sigma-Aldrich
Chemical Co.) em PBS livre de Mg, cCa’ e as placas foram
retornadas a incubadora durante 3-4 horas. As placas foram
removidas e a fluorescéncia da resazurina fol medida utilizando
filtros de 530 nm de excitacdo e 590 nm de emissao num
fluorimetro Fusion (Packard Instruments). O corante resazurina
sem células foi utilizado para determinar o ruido de fundo que
foi subtraido dos dados para todos os pocgos da experiéncia. Os
dados foram analisados wutilizando software Prism (GraphPad
Software). Os dados foram normalizados para a média das células
tratadas somente com meio (100% de crescimento celular) e foram
determinados os valores de ECsy utilizando um algoritmo de ajuste

a curva de resposta a dose sigmoidal padréo.
Como 1ndicado na Tabela 1 abaixo, a tBu-desidrofenila-

histina demonstra 4 vezes maior actividade <citotdxica em

comparacao com a desidrofenila-histina.
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Tabela 1. Efeito Citotdxico da desidrofenila-histina e

derivado.
0 Q
HN NN NH\ HN A
NH N/ = NH N/
Desidrofenila-histina tBu-desidrofenila-histina
ECso (nM)
célula APLH tBu-APLH
HT-29 48 13
PC-3 5,4 1,0

B. Estudo da Estrutura e Actividade dos Derivados da

Desidrofenila-histina

Os efeitos <citotdxicos da fenila-histina, desidrofenila-
histina e diversos derivados da desidrofenila-histina foram
examinados em células P388 de leucemia de murino, células HT-29

de cdélon humano e células PC-3 de adenocarcinoma prostatico.

Como explicado acima, HT-29 um adenocarcinoma colorretal
humano foi mantido em meio de McCoy completo (meio de McCoy bHA
com L-glutamina e 25 mM de HEPES suplementado com 10% de FBS,
1 mM de piruvato Na, 1X NEAA, 2 mM de L-glutamina, e Pen/Strep a
100 IU/mL e 100 Og/mL, respectivamente). PC-3, um adenocarcinoma
de prodstata humana fol mantido em meio F12K completo (meio F12K
suplementado com 10% de FBS; 2 mM de glutamina; 1% de HEPES; e
Pen/Strep a 100 IU/mL e 100 Og/mL, respectivamente). As linhas
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celulares foram cultivadas a 37 °C, 5% de CO, numa incubadora com

95% de humidade.

Para o0s ensaios de citotoxicidade de tumores, foram
inoculadas células HT-29 ou PC-3 a 5000 células/poco em 90 L de
meio completo numa placa de cultura de tecidos Corning 3904 de
fundo claro e paredes pretas, e a placa foi incubada de um dia
para o outro para permitir que as células estabelecessem e
entrassem em fase de crescimento logaritmico. Foram preparadas
solucgdes stock a 20 mM de tBu-desidrofenila-histina e
desidrofenila-histina em 100% de DMSO e armazenadas a -20 °C.
Foram preparadas diluigdes em série 10X concentradas dos dois
compostos num meio de cultura apropriado para concentracgdes
finais numa gama de 20 x 10° M até 20 x 10! M. Foram
adicionadas volumes de dez [0OL das diluigdes em série 10X aos
pocos de teste em triplicado e as placas voltaram a incubadora
durante 48 horas. A concentracdao final de DMSO foi de 0,25% em

todas as amostras.

Apds 48 horas de exposicdo ao farmaco, foi adicionado a cada
poco 10 OL de 0,2 mg/mL de resazurina (obtida da Sigma-Aldrich
Chemical Co.) em PBS 1livre de Mg?', ca’’ e as placas foram
retornadas a incubadora durante 3-4 horas. As placas foram
removidas e a fluorescéncia da resazurina foil medida utilizando
filtros de 530 nm de excitacdo e 590 nm de emissao num
fluorimetro Fusion (Packard Instruments). O corante resazurina
sem células foi utilizado para determinar o ruido de fundo que
foi subtraido dos dados para todos os pogos da experiéncia. Os
dados foram analisados wutilizando software Prism (GraphPad
Software). Os dados foram normalizados para a média das células

tratadas somente com meio (100% de crescimento celular) e foram
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determinados os valores de ECsy utilizando um algoritmo de ajuste

a curva de resposta a dose sigmoidal padréo.

Os wvalores

ECsq e

ICsg de

fenila-histina,

desidrofenila-

histina e derivados de desidrofenila-histina estao resumidos na

Tabela 2 abaixo.

Tabela 2 -

Estudo SAR da fenila-histina ou desidrofenila-

histina e de derivados de desidrofenila-histina

COMPOSTOS ESTRUTURA ECs, (nM) ICs, (nM)
HT-29 |PC-3 P-388
(-)-fenila- 2 1600 |n.t.|833 + 153
. . /=N NHJK['
histina NH, A N;\[:j (n=5)
X o
KPU-1 0 48 4,7 |36 + 12,8
PLH /SNONET Y —
NH A A NH (n=5)
N Q
KPU-2 o 13 31,8
tBu-CPLH /=N NH™
u NR . NH 5,0
o (n=5)
KPU-6 O > 2000 |n.t. 9333 *
tBu-PLH-p-OMe | /=N M ¥ 5457
N NH oM
0 (n:3)
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(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA ECs0 (nM) ICso (nM)
HT-29 (PC-3 P-388
KPU-8 o OMe 89 315 + 137
tBu-LPLH-0-0Me /=N NH™ _a
NH A A _NH (n=4)
o}
KPU-9 O 31 20,8 £ 68
Z OMe
tBu-[JPLH-M-OMe NH/*N NH (n=4)
N A NH
0
Colchicina - 208 + 68
(n=4)

Modificagdes do anel de fenilo tém um efeito significativo
nas actividades citotdéxicas. Em comparacdo com a actividade da
tBu-desidrofenila-histina (N°6), a actividade do grupo metoxilo
na meta-posicado (KPU-9) apresentou actividade mais alta gque o0s
outros derivados, com um ICsy de 20,8 £ 3,3 nM em células P388. O
derivado de KPU-9 também apresentou citotoxicidade em células
HT-29 (ECsp 31 nm). Desidrofenila-histina, tBu-desidrofenila-
histina (KPU-2) e o derivado KPU-9 apresentaram, todos,

citotoxicidade em células P388.

C. Estudo da Estrutura e Actividade de Derivados da

Desidrofenila-histina Adicionais

Os efeitos <citotdxicos da fenila-histina, desidrofenila-
histina e diversos derivados da desidrofenila-histina adicionais

foram examinados em células de cdélon humano HT-29 e células de
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adenocarcinoma prostatico

descrita.

Tabela 3.

histina e de derivados de desidrofenila-histina adicionais

Estudo SAR da

PC-3 wutilizando

fenila-histina,

a metodologia acima

desidrofenila-

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA | P. M. ECso (nM)
SALINA HT- | PC-3
29
(-)-fenila- 9 - 350,41 [1600| n.t.
\ . =N Nwﬂﬁ'
histina Nﬁt; P N;\[:j
X 0
KPU-1 0 - 348,40 48 4,7
UPLH N NH%
A NH
N 0
KPU-2 o - 336,39 13 1
tBu-[PLH N N"')kl&\@
N AN _NH
Q
KPU-6 o - 366,41 > n.t.
tBu-UPLH-p-OMe | jyf " ) NHm 2000
A NH
oM
0
KPU-8 Q OMe - 366,41 89
tBu-[JPLH-0—-0Me /=N NH"
AN NH
o)
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(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA | P. M. ECso (nM)
SALINA HT- | PC-3
29
KPU-9 O — 366,41 31
OMe
tBu-[IPLH-M-0OMe NH/EN NH™
A A _NH
0
KPU-14 Q OMe TFA 396,44 | 610 96%
QOMe
tBu-PLH-m-O0Me | Nef ) NHW 510, 46
e NH
& (+TFR)
KPU-12 ] OMe — 396,44 4980
B B B /=N NH
tBu-OPLH-2, 4~ | ) /m
. OMe
diOMe o
KPU-10 o] OMe - 396,44 1350
QOMe
tBu-PLH-2,5- | nf ™ ¥ N"‘Jm
e NH
diOMe 5
KPU-15 Q OMe TFA 396,44 4430 96%
tBu-[PLH-2, 6— NH/*N NH™ 510, 46
, N NH
dioMe Mad (+TFR)
o]
KPU-13 0 - 396,44 2130
OMe
tBu-OPLH-3,4- | pf Y MY
N oM
diOMe <
o
KPU-16 O — 396, 44 42 82%
OMe
/~N NH =
tBu-UPLH-3,5- | N __I__I_ Ju
diOMe o) OMe
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(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA | P. M. ECso (nM)
SALINA HT- | PC-3
29
KPU-11 Q - 426,47 [> 20
OMe
/=N NH N
tBu-[JPLH- NH A A uM
) OMe
3,4,5-triOMe o OMe
KPU-17 OMe TFA 426,47 [4060| 94%
OMe
tBu-PLE- | N MY 540, 49
N NH OMe
2,3,4-triOMe 5 (+TFAD)
KPU-18 O Cl TFA 370,83 42 100%
tBu-UPLH-0-Cl NHF:N NH = 484,86
—
= NH (+TFA)
0
KPU-19 0 TFA 370,83 20 98%
Cl
tBu-TPLH-m-CLl | g )\ NHJLTf%T::j/ 484,86
A A _NH
(+TFA)
0
KPU-20 % TFA 370,83 | 545
tBu-0pLE-p-Cl | pd } T 484,86
N NH cl
5 (+TFRD)
KPU-21 O Cl TFA 416,83 51 | 100%
tBu-[JPLH-2C1- NHFhN NH™ 529,85
N NH
5-NO, (+TFA)
0 NO,
KPU-22 O TFA 380, 40 62 95%
tBu-[JPLH-3, 4— NHFEN NH™ 7 CS 494,42
N~ NH
metileno— o (+TFR)
0
dioxilo
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(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA | P. M. ECso (nM)
SALINA HT- | PC-3
29
KPU-23 OH o TFA 382,41 |[5870| 86%
/=N NH N €
tBu-[PLH-2-OH- [ NH__JI_ 1 |\ 496,44
3-Ome (o-— o) (+TFA)
vanilina)
KPU-24 TFA 364,40 [7040] 100%
tBu-[PLH- HFN NH™ & 487,42
, , NP N
ciclizado-3- (+TFR2)
0 OMe
MeO
KPU-25 Q TFA 337,38 | 544 | 96%
tBu-[IPLH-4- NH/=N NH e ! 565, 42
N NH
piridilo =N (+2TFA)
0
KPU-28 o) TFA 337,38 |> 20| 99%
tBu-PLH-2- NHf=N NH™ S S 565,42 | uM
N N
piridilo HONA (+2TFA)
0
KPU-26 0 TFA 326,35 | 600 | 88%
o)
tBu-CPLE-2- | /=N NHJ\KM 440,37
furilo 2N NH (+TFR)
0
KPU-27 Q TFA 356, 44 80 97%
S._-Me
tBu-OPLH-5-Me~ | "3 NHkm 470,47
N A _NH
2-tienilo (+TFA)
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(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA | P. M. ECso (nM)
SALINA HT- | PC-3
29
KPU-29 O TFA 356, 44 44 81%
s
tBu-UJPLH-3-Me- /=N NH = ) 470,47
o NH A NH
2—-tienilo Me (+TFR)
0
EXEMPLO 5

Outros Andlogos da Desidrofenila-histina

A. Modificacgdbes para a sintese de derivados de

desidrofenila-histina

Outros derivados da desidrofenila-histina sao sintetizados
utilizando as técnicas anteriores, isoladas ou em conjunto com

outras técnicas de sintese orgadnica bem conhecidas.

As modificacdes na diacildicetopiperazina e no primeiro e
segundo aldeidos envolvidos no método de sintese wvariam de
acordo com o derivado desejado a produzir. Sao sintetizados

derivados que:

B) modifigquem o anel de fenilo e/ou introduzam outros

sistemas de anel aromdtico;

B) alterem a posicdo do anel aromatico;
C) alterem o sistema de anel aromdtico de imidazole, e/ou
D) modifiquem a posigdo 5 no anel de imidazole.
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A figura abaixo mostra regides do composto de desidrofenila-
histina modificado para produzir derivados de desidrofenila-
histina. Sao divulgados exemplos nao-limitativos das
modificacdes e, baseado nesta divulgacao, devem ser entendidos

pelos especialistas na técnica.

A 1) Modificacao do anel de fenilo baseado na estrutura de
compostos antitubulina conhecidos Alquilo, Halogéneo, Alcoxilo,

Acetilo, Sulfonamida, Amina, Hidroxilo, Nitro, etc.

HaCD CHa H3C o gi'rd
INH /@l
HaCO HyG oH HZNDZS HY
CHQ CH0 - -
0 3  Peso daMol.: 385,85 &l
QGHa Combretastatina A-4 E7070
Colchicina OP, ;2':3 :%g?;t )

2) Introducdo de outros sistemas de anel aromatico

O="0"0 00 TCD
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B Posicgdo do anel aromatico

A TT0

C Mudanca para os outros sistemas de anel

/=N NH /=N /=N N
elc

D Modificacdao adicional da posicdao 5 no anel de imidazole

/=N /=N /=N
= H
:TEE:{“ﬁﬁ E:::j} j Z " § &
etc

Expandindo nas modificacdes anteriores para o composto de
desidrofenila-histina, os derivados do composto podem incluir as
seguintes substituicdes no anel de fenilo (A): -CFs,
-SOy;NH, (-SO;NR1R;), -SO3H, -CONH, (-CONR;R;), -COOH, etc. Outros

sistemas de anel (C) também pode incluir o seguinte:
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B. Exemplos de derivados de desidrofenila-histina
sintetizados
Exemplos adicionais de derivados sintetizados

desidrofenila-histina sao divulgados na Tabela 4.

Tabela 4. Derivados adicionais de desidrofenila-histina
sintetizados
COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA P. M.
SALINA
KPU-20 0 TFA 370,83
tBu-JPLH-p- NH/’-;N ﬁHJm 484, 86
Cl Cl (+TFR)
o
KPU-30 O Y TFA 380, 40
tBu-[JPLH- /=N NH P 494,42
2,3- 7N (+TFA)
metilenodiox o
ilo
KPU-31 o 2TFA 337,38
tBu-[IPLH-3- /=N NHJ\K\@ 565, 42
piridilo R N (+2TFA)
Q
KPU-32 O Me TFA 350, 41
tBu-COPLH-0- NHF;N 2H N: 464,44
Me (+TFR)
0
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(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA P. M.
SALINA
KPU-33 0 2TFA 351, 40
tBu-[JPLH-Me-— Ff*N NH NS 579,45
= N
2-piridilo = H Nz (+2TFA)
(o) Me
KPU-34 0 TFA 354,38
tBu-[JPLH-4-F /=N NH™ 468, 40
NH NH
F (+TFR)
0
KPU-35 O TFA 354,38
tBu-[JPLH-m-F NHF=N NH’l\ff\T:::]’F 468,40
e -NH (+TFA)
0
KPU-36 0 Me 2TFA 356,42
tBu-[JPLH-5- /=N NH™ 7 & NH 584,47
. NH__ P NH N=
Me—-4-1im (+2TFR)
O
KPU-37 0 4 TFA 354, 38
tBu-[JPLH-0-F /=N NH 468, 40
(+TFR)
O
KPU-38 TFA 350,41
Me
tBu-CPLH-m- Fif==N NH = 464,44
= N
Me & H (+TFAR)
O
KPU-39 g TFA 350,41
tBu-[PLH-p- /=N NH™ ¢ 464,44
NH__. = NH
Me Me (+TFA)

0
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(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA P. M.
SALINA
KPU-40 Q TFA 415,28
tBu-[JPLH-p- NH/*N NH™ 529,31
A NH
Br Br (+TFA)
o
KPU-41 ) TFA 415,28
Br
tBu-UPLH-m- /=N NH = 529,31
NH A _A__NH
Br (+TFR)
Q
KPU-42 O TFA 342,42
tBu-[0PLH-3- /=N NHWF 456,44
P —
tienilo Z NH (+TFR)
O
KPU-43 O TFA 361,40
tBu-[JPLH-p- H/:N NHk‘/A@ 475,42
CN F NN CN (+TFA)
0
KPU-44 O TFA 380, 44
OE
tBu-[IPLH-m— /=N NH = 494,46
B A _NH
EtO (+TFA)
o
KPU-45 Q OMe TFA 426,47
tBu-LPLH- /=N NHm 540,49
. A NH
2,4,5-TriOMe MeO OMe (+TF2)
'a}
KPU—-46 0 NO, TFA 381,39
tBu-[JPLH-0- /~N NH = 495,41
H A A _NH
NO, (+TFA)
0




(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA P. M.
SALINA
KPU-47 9 TFA 381,39
NO
tBu-UPLE-m- | /=N NHW 2 495, 41
AN NH

NO, (+TFA)

0
KPU-48 O TFA 381,39
tBu-OPLH-p- | /=N NH™ 495,41

N NH

NO; I NO, (+TFR)

0
KPU-49 &) TFA 361,40
tBu-[JPLH-m- Hf‘-=N NH = ON 475,42
CN AN NH (+TFA)

0
KPU-50 O Br TFA 415,28
tBu-JPLH-0- /=N NH - 529,31

NH, = NH
Br (+TFA)
a
KPU-51 Q TFA 352,39
0

tBu-CPLE-n- | /<N NH)Y/\Q’ H 466,41
oH FNF - NH (+TFA)

O
KPU-52 0 NQ, TFA 415,83
tBu-JPLH-2- NHF#N NH = 529,85

N
NO,~5-C1 N H (+TFA)
Ct
KPU-53 o} OH TFA 352,39
tBu-UPLH-0- /=N NH = 466,41
NH L L _NH

OH (+TFR)

O

116




(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA P. M.
SALINA
KPU-54 Q OH TFA 382,41
tBu-[PLH-2- /=N NH = 496,44
NH _J L _NH
OH-5-0Me (+TFA)
OMe
KPU-55 o] TFA 326,35
tBu-[JPLH-3- /=N NHJm 440,37
furanilo (+TFA)
C
KPU-56 OH TFA 431,28
tBu-JPLH-2- NH/==N NH = 545,31
o
OH-5-Br / NH (+TFA)
0 Br
KPU-57 o} TFA 382,41
oW
tBu-JPLH-2- /N NH™ | = 496, 44
NH P NB L
OH-4-0OMe OMe (+TFR)
o}
KPU-58 0 OH TFA 382,41
tBu-PLH-2- /=N NH™ 496, 44
NH
N NH
OH-4-0Me OMe (+TFR)
s
KPU-59 Q OH TFA 386,83
tBu-[JPLH-2- /=N NH = 500, 86
OH-5-C1 AN (+TFA)
0 Cl
KPU-60 o] TFA 340,38
tBu-[PLH-5- /=N NHW—-CH:: 454,40
P NH
Me-2— (+TFA)
o)
furanilo
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(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA P. M.
SALINA
KPU-61 Q TFA 376, 86
8
tBu-[JPLH-5- /~N NH = 1 Gl 490,88
NH A NH /
Cl-2-tionilo (+TFR)
0
KPU-62 0 TFA 342,42
S
tBu-[PLH-2- =N NH% 456, 44
. N"‘f: P Y
tionilo (+TFA)
o)
KPU-63 O CHa TFA 339,39
N
tBu-[JPLH-N- =N NH = \ 463,42
NH Y/,
, PN NH
Me-2-pirrole (+TFR)
(8]
KPU-64 Q TFA 405,27
Cl
tBu-[JPLH- NHRN NH 4
H
3,5-dicl AN NN
Q Cl
KPU-65 0 TFA 404,39
tBu-[IPLH-m— /~N NH = CFy
H A A _NH
CF»
. 0
KPU-66 o 0 TFA 386,44
tBU—DPLH—l— /-"‘\"N NH / O
Naftaleno H A~ NH
Q
KPU-67 o) TFA 386,44
tBu-JPLH-2— /=N NHT Y OO
A A NH
Naftaleno
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(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA P. M.
SALINA
KPU-68 0 { TFA 405,27
Ci
tBu-[PLH- /=N Np~
. oL NH
2,3-diCl
0
KPU-69 TFA 362,42
tBu-JPLH-m— /=N NH < R
NH = NH
Vinilo =
8]
KPU-77 O F TFA 480,28
tBu-[PLH-2- NHFQN NH =
F-5-1 N -NH
0 {
KPU-79 0 s~ TFA 368,45
tBu-LJPLH-2- /=N NH o
(Metiltio) NG NH
0
KPU-80 O TFA 420,38
OCF
tBu-[OPLH-m~ NHF:N NHJLTf’\[::]’ 3
A NH
OCF»
o}
KPU-81 0 F TFA 384,38
tBu-JPLH-2- NHF*N NH =
N
F-5-0OMe NH
0 OMe
KPU-82 O TFA 384,38
OMe
tBu-[PLH-4- HNF=N NH =
AN NH
F-3-0OMe F
0
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(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA P. M.
SALINA
KPU-83 o) TFA 408,39
tBu-[PLH-2- /=N NH =
A NH
OH-5-tBRu OH
q)
KPU-84 Q TFA 341,39
tBu-[JPLH- /N NH =
. HN L A _NH
ciclo-hexano
o)
KPU-86 O TFA 368,39
tBu-[JPLH-2- /=N NH —
N~ NH
Me-3-F
O
KPU-87 O F TFA 368,39
tBu-[PLH-2- HN/-—‘-N NH =
F-5-Me SN NH
0
KPU-88 (o) F TFA 388,83
tBu-[IPLH-2- HNHN N J\T//Ij
A NH
Cl-6-F cl
0
KPU-89 O F TFA 372,38
tBu-[JPLH- HN/;:N N =
2,5-di-F PN
Q F
KPU-90 Q TFA 364,38
tBu-PLH- HNf*N NH™
A NH
2,3-di-Me

0]




(continuacéao)

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMA P. M.
SALINA
KPU-91 O TFA 364,38
tBu-PLH- /=N NH =
, N A _NH
2,6—-di-Me
0
KPU-92 O NO3 TFA 411,39
OMe
tBu-[PLH-2- HNFEN N =
A NH
NO,-3-0OMe
o}
KPU-93 TFA 364,38
tBu-[PLH- HNF=N NH =
e NH
2, 5-diMe #
o)
KPU-94 % NH2 TFA 381,399
/SN NHT N Ohte
tBu-UPLH-2- | gy
A A _NH
NH2—3 -0OMe
0
KPU-96 O NH» TFA 351,41
tBu-[JPLH-2- /=N NH =~
AN NH
NH,
0O
KPU-97 O TFA 351,41
NH
tBu-[JPLH-m- /=N N = ¢
HN LA _NH
NH,
0
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C. Avaliacao dos derivados de desidrofenila-histina

A avaliacgdo dos derivados divulgados acima € feita de acordo
com os métodos divulgados no Exemplo 3. Avaliagdes adicionais
dos derivados sao estendidas a actividades especificas, tais
como determinacao do efeito inibidor na proliferacao celular, os
efeitos num mecanismo celular especifico (1. e., funcao
microtubular), efeitos na progressdao do ciclo celular, avaliacéao
in vitro da actividade antitumoral contra linhas celulares de
cancro, etc. Alguns protocolos de métodos de avaliacao sao

apresentados abaixo.

1) Efeito Inibidor da Proliferacadao Celular de Desidrofenila-

histina e dos seus Analogos

Em cada poc¢o de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos, séo
colocados 100 uL de células A-549 derivadas do cancro de pulméao
humano preparadas a 10° células/mL num meio de cultura obtido
pela adigdo de 10% de soro de feto bovino a um meio de cultura
EMEM (Nissui Seiyaku Co., Ltd.) tendo efeito antitumoral contra
células A-549 derivadas do cancro do pulmao humano. Uma solucéao
de metanol do derivado obtido pelos exemplos acima listados é
adicionada aos pogos da fila superior, os espécimes sao diluidos
pelo método de diluicdo semi-logaritmica, e adicionados, e a
placa é incubada numa incubadora de didéxido de carbono gasoso a
37 °C durante 48 horas. O resultado € adicionado em lotes de
10 puL com um reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolo)-
2,5-difenil-2H-tetra) (1 mg/mL ¢ PBS), seguido pela incubacéo
numa incubadora de didéxido de carbono gasoso a 37 °C durante
6 horas. O meio de cultura é rejeitado e o cristal produzido nas

células € dissolvido em 100 wuL/poco de dimetilsulfdxido. A
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absorcao de 1luz a 595 nm ¢é entdo medida com um leitor de
microplacas. Por comparacdo das absorcgdes de luz das células néao
tratadas com aquelas das células tratadas com um espécime de
concentracao conhecida, ¢é calculada a concentracadao do espécime

que inibiu 50% (ICsg) da proliferacadao celular.

2) Actividade Inibidora do Ciclo Celular da Desidrofenila-

histina e dos seus Analogos

A linha celular A431 é derivada do cancro de pulmdo humano.
O meio de cultura EMEM que contém 10% de soro fetal bovino e 1%
de solucdo de aminodcidos ndo essenciais MEM (SIGMA M2025) é
utilizado para incubar células A431 a 37 °C numa incubadora
saturada com 5% de didxido de carbono gasoso e vapor de &agua. O
espécime refinado de desidrofenila-histina obtido pelos métodos
acima é adicionado as células na fase de crescimento logaritmico
e a progressao do ciclo celular é analisada por citometria de

fluxo e observacgado microscédpica.

EXEMPLO 6

Relacdes de Estrutura-Actividade de Derivados da

Desidrofenila-histina Sintetizada (DesidroPLH)

1) Visao Geral em Sinteses de Derivados

Muitos, mas nao todos, os derivados de desidroPLH aqui
divulgados incluem uma, duas ou trés modificacgdes no anel de
fenilo (Figura 5, abaixo). Os derivados foram sintetizados pelos

métodos divulgados acima. Como mostrado na Tabela 5,
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determinados compostos mostraram actividade citotdxica mais
potente que desidroPLH e tBu-desidroPLH. O composto mais potente
que apresenta um valor de ECsp de 3 nM foi o KPU-90. Este wvalor
foi 16 vezes e 4 vezes mails alto que aqueles da desidroPLH e
tBu-desidroPLH, respectivamente. Esses derivados tém
mono—-substituicdo na posicdo o- ou m- do anel de fenilo com os
atomos de halogéneo, tais como &tomos de fluor e cloro, ou o
grupo metilo, wvinilo ou metoxilo. Derivados com substituigdes
para estruturas de heteroarilo, tais como naftaleno, tiofeno e
anéis de furano também provocaram uma actividade potente. Os
KPU-35, 42, 69, 80 e 81 também apresentaram actividade mais alta

do que a tBu-desidroPLH.

Tabela 5. Derivados da Desidrofenila-histina Sintéticos

Potentes

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-9 0 31
M
/=N NH™ OMe
NR_A A __NH
0
KPU-35 o) 10
/=N NH™ F
NH A A __NH
0
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(continuacao)

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-18 O Cl 42
/N NH =
NH P NH
0
KPU-19 [ 20
/NN NF ¢
NH A NH
0
KPU-38 45
/<N NH N Me
NH./' = NH
O
KPU-37 ] = 21
/=N NH =
A= NH
O
KPU-41 o] 31
SN NN Br
A NH
Q
KPU-29 O 44
S
/=N NH = \ /
A P NH
Me
8]
KPU-16 [*] 42
/<N NH OMe
AN AN _NH
[») OMe
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(continuacao)

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-32 O Me 42
/=N NH =
NH A A _NH
Q
KPU-42 54
/=N NH
f\’*
KPU-46 44
/=N NH
KPU-44 43
/=N NH N O
NH A _NH
O
tBu-[PLH 1 13
KPU-2 /=N NH™
( ) NH A __NH
o)
KPU-69 16
ﬁﬂ=N NH =~ Y
N NH
]
KPU-80 O 13
/=N NH™ OCFq
NH A A _NR
s}

126




(continuacao)

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-81 0 F 19

/~N NH =

0 OMe
KPU-90 o] 3
/=N NH =
N_A _A__NH
o
DesidroPLH a 43
KPU-1 /=N NH =
(RPU-1) NH A _A__NH
N o

2) Introducdo dos grupos metoxilo no anel de fenilo

A  colchicina reconhece o mesmo sitio de ligacdo na
B-tubulina que a PLH. A colchicina tem quatro grupos metoxilo
caracteristicos nos seus anéis A e B. Uma série de substituicgdes
com um Unico ou multiplos grupos metoxilo foi realizada e os

resultados de actividade citotdéxica sao mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6.

Efeito da

substituicdo do grupo metoxilo na
proliferacao de células HT-29
Composto Estrutura ECso
(nM)
DesidroPLH 9] 48
KPU-1 /=N NH™
( ) NH A A _NH
N o!
tBulJPLH %] 13
( ) NH L L NH
0
KPU-8 Q OMe 89
Wa NH%
H A A _NH
o)
KPU-9 O 31
/=N NN~ OMe
NH_A __A__NH
0
KPU-6 o 6730
NHﬁ=N NH/ljéﬁj::]\
A P NH OMe
0
KPU-10 o] OMe 1350
/=N NHT N OMe
P~ NH
o)
KPU-12 o OMe 4980
NHF=N NHJLjf“T:EJ\
N OMe
0
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(continuacao)

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-13 % 2130
NHR N NHJY\@C'ME
N NH OMe
o}
KPU-14 o] OMe 610
/=N NHT N OMe
NH L A nu
o
KPU-15 o] OMe 4430
/=N NH =
A AN P R Y
MaO
(8]
KPU-16 [*) 42
/=N NH~ OMe
NH A\ A NH
w] OMe
KPU-24 7040
/=N NH =
NH P N
0 OMe

O resultado demonstrou que substituicgdes nas posicgdes m— ou
o- aumentaram a actividade citotdéxica contra células de HT-29.
KPU-9 e 16 mostraram alta actividade. Os derivados de metoxilo
com substituicao tripla (KPU-11], 17 e 45) também mostraram
actividade. A estrutura de KPU-24 foi determinada por andlise de

MASSA.
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3) Modificagdes com grupos removedores de electrdes

Para estudar a relacao estrutura-Actividade mais expandida
no anel de fenilo, foi introduzida uma série de grupos
funcionais diferentes que incluem tanto grupos removedores como
doadores de electrdes. O resultado da citotoxicidade contra

células de HT-29 é mostrado nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.

A substituicdao na posicdo o- ou m- aumentou eficazmente a

actividade. Estes resultados estiveram bem de acordo com 0 caso

do grupo metoxilo.

Tabela 7. Efeito do grupo removedor de electrdes na

proliferacdao de células de HT-29

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-18 o cl 42

/N NH =
N NH

0
KPU-19 [0} 20
/<N NH N ¢l
NR L L nH
0
KPU-20 Q 545
}{*N NH™
—
- NH al
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(continuacao)

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-21 O Cl 51
/=N NH =
NH_ A _NH
NO,
KPU-52 NG, 51
/=N NH =
NH L _ A __NH
0 Cli
KPU-37 0O F 21
/=N NH =
N NH
O
KPU-35 O 10
/=N NH™ F
NH A A __NH
0
KPU-34 o] 466
/=N N =
NH__ o NH
F
8]
KPU-50 0 Br 38
/=N NH =
H = NH
8]
KPU-41 o) 31
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(continuacao)

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-40 Q 623
/=N NH™
NH AL A NH
Br
(o)
KPU-47 O 40
N
/<N NH™ Oz
NH__ A NH
0
KPU-48 Q > 20 uM
Yol g2l
N 1 NH NO,
0
KPU-49 28
/N NH™ N
NH A NH
0]
KPU-43 O > 20 uM

N NH CN

O
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Tabela 8. Efeito do grupo doador de electrdes na
proliferacao de células de HT-29
Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-8 Q OMe 89
/=N NH =
NH A N1
O
KPU-9 O 31
OM
/<N NHT °
NH A _A__NH
O
KPU-6 o 6730
WL
el OMe
0
KPU—-44 O 43
/=N NH N O
B A A _NH
O
KPU-30 &) N 477
/=N NH = v ©
A NH
0
KPU-22 O 82
"SCEADS
AN NH g
0
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(continuacao)

Composto Estrutura ECs
(nM)
KPU-32 O Me 42
/=N NH =
NH A A _NH
O
KPU-38 45
/=N NHT N Me
NH./‘ P NH
(o]
KPU-39 O 460
reloas!
—
=z NH Me
0
KPU-53 O OH > 20 uM
/=N NH =
NH A L NH
o]
KPU-51 Q 617
/<N NH® OH
NH__ oz NH
O
KPU-23 OH 5870
/=N NHT OMe
NH P NH
o}
KPU-58 OH > 20 uM

0
AN NH OM

L]
o

134




(continuacao)

Composto Estrutura ECs
(nM)
KPU-54 Q OH > 20 pM

/=N NH =
A NH

&) OMe
KPU-57 0 > 20 uM
NH/::N NH = l = oH
A NH & OMa

A presente divulgacdo nao estd associada ou limitada a
qualquer teoria cientifica em particular. Apesar disso, &
entendido que especialistas na técnica possam interpretar os
resultados aqui apresentados para sugerir gque um grupo funcional
relativamente menor, afectando menos o 1impedimento estérico,
possa ser preferido para provocar actividade mais potente, e
grupos ligeiramente maiores como o grupo etoxilo (quando
comparado ao grupo metoxilo) ou o atomo de Br (quando comparado
ao atomo de Cl) podem afectar desfavoravelmente o impedimento
estérico a interaccdo com, por exemplo, o sitio de ligacdo da
tubulina. Além disso, porque as propriedades eléctricas desses
substituintes nao afectaram a actividade, ¢é sugerido que esses
substituintes relativamente pequenos nao interagem directamente
com o sitio de ligacdo da PB-tubulina, mas restringem a
conformacdao de desidroPLH adequada para a ligacao. Ou, como
outra hipdtese possivel, as propriedades hidrofdbicas podem ser
um factor mais importante no sitio de 1ligagdo para a posicgéao
o— ou m- da B-tubulina, uma vez gue a introducdo do grupo

hidroxilo hidrofilico que pode formar a ligacdo de hidrogénio
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como um  doador de hidrogénio, diminuiu drasticamente a

actividade.

Como mostrado na Tabela 9, o efeito dos substituintes na
actividade citotdxica na posicao o- pode ser ordenado, como no
caso da posicadao m—-, como mostrado na Tabela 10. Os compostos que
tém grupos funcionais eficazes gue mostraram actividade mais
alta que a tBu-desidroPLH, também podem ser posteriormente
modificados. E como foi observada a migracdo da estereoquimica
de 7 para E sob a irradiacadao de 1luz visivel, os substituintes
gque diminuem a densidade de electrdes nas ligacdes duplas
conjugadas podem contribuir para a reducdo de migracao de 7 para
E pela luz, resultando em estruturas mais estdveis do ponto de
vista fisico-quimico. A temperatura também pode influenciar esta

migracgao.

A modificacdo nas duas partes do anel pode ser preferida
para 0o desenvolvimento de compostos potentes mas também
biologicamente estaveis. O anel de fenilo da fenila-histina &
oxidado por citocromo P-450. A modificacdo dupla que reduz a
densidade de electrdes do anel de fenilo pode ser entdo eficaz
para evitar a oxidacdo por P-450. Assim, a combinacado do pequeno
grupo que retira electrdes, tal como o atomo de fluor, para o
elemento que pode aumentar a actividade, como -OMe, -Me, -Cl, -F
e Br, pode resultar em compostos farmacoldgicos mais potentes e

biologicamente estaveis.
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Tabela 9. Sumdrio das modificacdes na posicdo o-

Composto Estrutura ECs
(nM)
KPU-2 o 48
/=N NH
NH A L _NH
(8]
KPU-8 Q OMe 89
/=N NH >~
NH _J A NH
o)
KPU-37 ] £ 21
/=N NH =
NH = NH
O
KPU-18 O Cl 42
/N NH =
N P NH
0
KPU-50 O Br 38
/=N NH =~
NH, = NH
0
KPU-46 0 NO; 44
/~N NH =
H A A _NH
O
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(continuacao)

Composto Estrutura ECs
(nM)
KPU-32 O Me 42
/=N NH)Hf\@
NH_ A NH
O
KPU-53 O OH > 20 uM
/=N NH%
NH A A _NH
O

Tabela 10. Resumo das modificacgdes na posicao m-

composto estrutura ECso
(nM)
KPU-2 48
/=N NH ¢
NH__ A NH
o]
KPU-9 9 31
oM
/<N NHO e
NH AL A NH
0
KPU-35 G 10
F
/=N NH =
NH A AN
0
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(continuacao)

composto estrutura ECso
(nM)
KPU-19 0 20
/NN NF G
NH A NH
0
KPU-41 o] 31
/=N NHT Y Br
NH L _A__NH
0
KPU—-47 40
/=N NH = NO2
NH L _A_NH
0
KPU-38 45
/=N NH N Me
NH./' = NH
O
KPU-51 617
/<N NH OH
NH__ e NH
O
KPU-49 28
/~N NH = CN
NH LA NH
9]
KPU-44 L 43
/=N NHT N O
NH A _A__NH
O
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4) Substituicdo do anel de fenilo por arilo-heterociclos

O anel de fenilo também pode ser substituido por grupos de
heteroarilo. O resultado de tais substituicdes em termos de
actividade citotdéxica é mostrado na Tabela 11. Uma vez gue 0S8
adtomos de azoto arilicos podem formar uma ligacdo de hidrogénio
com um grupo NH do anel de dicetopiperazina e restringir a
conformacao da molécula entre os anéis de piridina e
dicetopiperazina para estrutura uniplanar, a conformagao activa
de desidroPLH requereria um certo nivel de adngulo diedro formado
pela repulsdao estérica entre um 4&dtomo de hidrogénio amida do
anel de dicetopiperazina e um atomo de hidrogénio o- do anel de

fenilo (Figura 6).

Tabela 11. Efeito da substituicdo com o anel de heterocarilo

na proliferacdo de células de HT-29

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-28 9 > 20 M

=N NRTSEYTS
H A A _NH N~
0
KPU-31 (o] 96
FNNHJY\f‘j
NH L A _NH P
N
Q
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(continuacao)

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-25 Q 544
/=N NH 4 ! =
NH/ S NH =N
0
KPU-33 > 20 M
/=N NH = ; =
H_- = NH N.__=
Me
KPU-26 0 600
0
/=N NHW
TN NH
0
KPU-60 0 71
/=N NHW——CHQ
AN NH
o)
KPU-42 o] 54
/=N NHW?
A A NH ==
O
KPU-27 Q 80
A NH
0
KPU-29 O 44
/SN N NP \5 )
N NH
Me
0




(continuacao)

Composto Estrutura ECso
(nM)
KPU-61 Q 184
/=N NH)L74¢‘(f3>—ca
N L LY
o
KPU-36 O Me 2790

e "

SN NH N=

0
KPU-63 0 CHa 105
/=N NHW/)
AN NH
o)

Ao substituir o anel de fenilo com um anel de furano ou
tiofeno menor, por exemplo, os KPU-29 ou =42, apresentaram
actividade. O anel de fenilo pode ser modificado para outra

estrutura aromdatica enquanto mantém a actividade potente.

5) Metabolismo e fenila-histina

Num estudo recente, a (f)-fenila-histina foil tratada com
microssomas hepdticos de rato ou P450s hepdtico humano. No caso
humano foram detectados, pelo menos, sete metabolitos e dois
deles, i. e., Pl e P3, eram metabolitos principais,

representando mais de 60% dos metabolitos recuperados.

142



Uma vez que nao hé nenhuma estrutura exo-olefina na
tBu-desidroPLH, os derivados presentemente sintetizados nao tém
oxidacao, como Pl e P4. Porém, oxidacgdes, tais como P3 e P5 séao
formadas durante o metabolismo hepatico. Varios derivados que
previnem tal metabolismo sao eficazes para evitar oxidacao de
P450 no anel de fenilo. O anel de imidazole também pode ser

modificado para evitar a oxidacdo desfavoravel.

6) Estabilidade Fisico-Quimica da DesidroPLH

A estabilidade fisico-quimica é um dos problemas
desfavordveis da desidroPLH. Na fenila-histina, uma vez gue néo
hd nenhuma estrutura adicional de olefina na parte de benzilo,
ndo héd esse problema. Porém, na desidroPLH, a wunidade de
benzilideno pode ser facilmente activada, provavelmente com a
luz visivel, e a migracao de Z para E frequentemente acontece
devido a existéncia de uma conjugacdo mais longa da ligacao
dupla. Esta migracgdao aconteceu até mesmo sob luz ambiente
normal. No ensaio citotdéxico, alguns dos compostos migram para a
forma-E durante a incubacdo, apesar desta migracao provavelmente
equilibrar—-se numa proporgao de 1:1 no caso da desidroPLH. Esta
migragao pode ser controlada. A migracdo de Z para E também é
conhecida na combretastatina 24, um mesmo tipo de inibidor de
tubulina, e foram descritos alguns estudos para melhorar este

problema.

7) Sintese de Prdé-farmaco

A forma E também pode ser utilizada como um pré-farmaco da

desidroPLH ou de um ou mais dos seus andlogos, incluindo aqueles
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andalogos aqui descritos. Uma das propriedades indesejadas dos
fdrmacos antitubulina envolve a sua baixa selectividade entre o
tumor e os tecidos intactos, apesar destas farmacos pertencerem
a uma das terapias moleculares alvo. Isto causa efeitos
colaterais indesejados. Porém, se 0s compostos funcionam
selectivamente somente nos tecidos do tumor, podem ser reduzidos
os efeitos colaterais negativos dos fdadrmacos antimicrotubulos.
Uma vez que a desidroPLH (forma-Z) pode ser produzida a partir
de seu isdémero E através de irradiacao de luz visivel, a forma E
¢ administrada e a foto-irradiacdo é realizada somente no local
do tumor, depois apenas o tumor ¢é danificado pela forma Z
foto-produzida e ¢é reduzido o efeito adverso aos tecidos

intactos.

A forma E pode ser protegida guimicamente pela adicgdo de um
grupo acilo volumoso mas biodegraddvel que € introduzido no anel
de dicetopiperazina como um pré-fadrmaco. Este grupo acilo pode
ser clivado pela protease no corpo. Entdo, o composto E-acilado
¢ mantido antes da administracdo, entdao depois da administracéo
é¢ modificado para a forma E real que pode migrar para a forma Z

bioactiva pela foto-irradiagao local.

O esquema sintético desta forma-E-acilo da tBu-desidroPLH é

apresentado na Figura 9.

144



EXEMPLO 7

Formulacdes Farmacéuticas das Desidrofenila-histinas

Sintetizadas

1) Formulagdes Administradas Intravenosamente, por Gota a

Gota, Injeccao, Infusdo ou Semelhantes

A frasguinhos contendo 5 g de glucose em pd sdo adicionados,
a cada um assepticamente, 10 mg de um composto sintetizado pelo
método e selados. Depois de serem carregados com azoto, hélio ou
outro gés 1inerte, o0s frasquinhos sdo armazenados num lugar
fresco e escuro. Antes da utilizacéao, os conteudos sao
dissolvidos em etanol e adicionados a 100 mL de uma solucgao de
soro fisioldégico a 0,85%. A solugao resultante é administrada
como um método inibidor de crescimento de um tumor canceroso num
humano, diagnosticado como tendo esse tumor entre 10 mL/dia a
cerca de 1000 mL/dia, intravenosamente, por gota a gota, ou via
injecgao subcuténea ou intraperitoneal, como considerado

apropriado pelos especialistas na técnica.

2) Formulacdo para ser Administrada Oralmente ou de Forma

Semelhante

Uma mistura obtida misturando-se exaustivamente 1 g de um
composto sintetizado pelo método, 98 g de lactose e 1 g de
hidroxipropilcelulose ¢é formada em granulados por dqualqguer
método convencional. Os granulados sao exaustivamente secos e
peneirados para obter uma preparacgdao granulada adequada para ser
acondicionada em frasquinhos ou selada por calor. As preparacgdes

granuladas resultantes sdo administradas oralmente entre cerca
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de 100 mL/dia a cerca de 1000 mL/dia, dependendo dos sintomas,
como considerado apropriado pelos especialistas na técnica de

tratar tumores cancerosos em humanos.

3) Formulagao para ser Administrada Topicamente

A administracdo a um individuo de uma gquantidade eficaz do
composto também pode ser realizada topicamente por administracao
do(s) composto(s) directamente na 4&drea afectada da pele do
individuo. Para este objectivo, o composto administrado ou
aplicado estd na forma de uma composicdo incluindo um veiculo
tépico farmacologicamente aceitdavel, tais como um gel, um
unguento, uma logao ou um creme que inclui, sem limitacado, tais
veiculos como &gua, glicerol, 4&lcool, propilenoglicol, 4&lcoois

gordos, triglicéridos, ésteres de 4Acidos gordos ou 6leos

minerais. Outros veiculos toépicos incluem petrdleo 1liquido,
palmitato de isopropilo, polietilenoglicol, etanol (95%),

monolaurato de polioxietileno (5%) em &agua ou laurilsulfato de
sédio (5%) em A&gua. Podem ser adicionados conforme necesséario
outros materiais como antioxidantes, agentes de humidificacao,
estabilizadores de viscosidade e agentes semelhantes. Também
podem ser incluidos aumentadores de penetracdo percutidnea como
Azona. Além disso, em certos casos, € esperado gque oO composto
possa ser colocado dentro de dispositivos colocados sobre,
dentro, ou debaixo da pele. Esses dispositivos incluem pensos,
implantes e injecc¢gdes que libertam o composto na pele, através

de mecanismos de distribuicdo passivos ou activos.
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EXEMPLO 8

Farmacologia in vitro de KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-

histina

Os estudos de eficaclia in vitro realizados com KPU-2, KPU-35
e t-butil-fenila-histina incluiram: A) um painel de seis linhas
celulares de tumor; B) estudos em células de tumor resistentes a
multi-farmacos, e C) estudos para determinar o mecanismo de

accao.

A). Estudo de KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-histina num

painel de seis linhas celulares de tumor

Foram utilizadas as seguintes linhas celulares (fonte entre
parénteses): HT-29 (tumor de cdélon humano; ATCC; HTB-38), PC-3
(tumor de prdéstata humana; ATCC; CRL-1435), MDA-MB-231 (tumor de
mama humana; ATCC; HTB-26), NCI-H292 (células nao-pequenas de
tumor pulmonar humano; ATCC; CRL-1848), OVCAR-3 (tumor de ovario
humano; ATCC; HTB-161), Bl6-F10 (melanoma de murino; ATCC;
CRL-6475) e CCD-27sk (fibroblasto humano normal; ATCC;
CRL-1475) . As células foram mantidas com densidades

subconfluentes nos seus respectivos meios de cultura.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados como descrito
acima no Exemplo 4, utilizando fluorescéncia de Resazurina como

um indicador de viabilidade celular.

Os compostos divulgados sao agentes eficientes contra uma
variedade de diferentes e distintas linhas celulares de tumor.
Especificamente, por exemplo, KPU-2 e KPU-35 foram mais eficazes

na linha celular de tumor HT-29, tanto em termos de poténcia
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(activos na gama nanomolar baixa) como eficéacia (mais
responsivos em termos do maximo efeito citotdxico); a t-butil-
fenila-histina apresentou a sua maior poténcia contra a linha
celular de tumor PC-3, embora a maior eficacia tenha sido
apresentada contra a linha celular HT-29; KPU-2 e KPU-35 foram
geralmente 10-40 vezes mails potentes que a t-butil-fenila-
histina considerando que a eficdcia foi semelhante para todos os
trés compostos nas diferentes linhas celulares de tumor; as
linhas celulares de tumor HT-29, PC-3, MDA-MB-231 e NCI-H292
responderam todas semelhantemente aos compostos de NPT,
considerando gque o B16-F10 parecia ser um pouco menos sensivel.
A t-butil-fenila-histina apresentou um diferencial acentuado
entre fibroblastos normais e as linhas celulares de tumor, com
uma proporg¢cao na gama de >20 - >100, com excepgao da linha

celular OVCAR-3.

Tabela 12 Actividade de KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-

histina no Rastreio do Painel de Tumores

Linha celular KPU-2 KPU-35 t-butil-fenila-
histina
Média DP n Média DP n Média DP n

HT-29 Cdlon
ICs9 nM 9,8 2,4 4 8,2 2,0 4 410 473 3
citotoxicidade % 82,5 5,3 4 81,3 4,0 4 88 0,2 3

PC-3 Proéstata
ICs, nM 13,4 0,7 4 13,2 2,5 4 174 - 2
citotoxicidade % 60,3 2,1 4 56, 8 1,0 4 59,6 - 2

MDA-MB-231 Mama
ICsp nM 13,8 1,9 3 9,7 4,2 4 387 - 2
citotoxicidade % 56,7 7,2 3 59,3 5,6 4 85,5 - 2
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(continuacéao)

Linha celular KPU-2 KPU-35 t-butil-fenila-
histina
Média DP n Média DP n Média DP n

NCI-H292 Pulmao
ICsp nM 17,5 1,1 4 15,9 1,1 4 384 194 3
citotoxicidade % 70,5 2,9 4 68,5 2,9 4 65 5 3

OVCAR-3 Ovario
ICsy nM >20000 - 4 >20000 - 4 >20000 - 2
citotoxicidade % 45, 8 3,0 4 39 2,2 4 37 - 2

B16-F10 Melanoma

ICso nM 37,1 26,3 4 32,3 19,9 4 736 650 3
citotoxicidade % 71,8 2,5 4 72,0 2,2 4 74 2 3
CCD-27sk
Fibroblasto
ICs0 nM 9,2 2,9 4 7,4 2,6 4 >20000 - 2
citotoxicidade % 64,3 2,4 4 60,8 1,9 4 45 - 2
B). Estudos em Linhas Celulares Resistentes a Farmacos

Um dos maiores desafios na utilizacao de agentes
quimioterapéuticos em oncologia clinica é o desenvolvimento de
resisténcia ao efeito do farmaco pelas células tumorais. Ha
vdarios mecanismos para o desenvolvimento da resisténcia, cada um
dos quais teréd efeitos diferentes nos farmacos
quimioterapéuticos. Estes mecanismos incluem uma expressao
aumentada em bombas de efluxo dependentes de ATP, tais como a
glicoproteina-P codificada por MDRI ou a proteina 1 associada a
resisténcia a multi-farmacos codificada por MRPI. Reduzida
incorporacdo do féarmaco, alteracdo do alvo do farmaco, reparacao
aumentada das lesdes ao ADN induzidas por farmaco, alteracdo da

via apoptdtica e a activagao de enzimas do citocromo P450 séao
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outros exemplos de mecanismos pelos quais as células
cancerigenas ficam resistentes a féarmacos anticancerigenos. Os
compostos seleccionados foram estudadas em trés linhas celulares
diferentes que apresentam dois mecanismos diferentes de
resisténcia; a sobre-expressao da glicoproteina-P e actividade

de topo-isomerase II alterada.

1) Par de Linhas Celulares de Tumor de Sarcoma Uterino

Humano: MES-SA (Sensivel ao Taxol) e MES-SA DX (Resistente ao

Taxol)

Esta linha celular expressa de forma elevada ARNm de mdr-1 e
glicoproteina-P (um mecanismo de bomba de extrusao). 0
pré-tratamento com ciclosporina-A (CsAh) bloqueia a
glicoproteina-P e restabelece a actividade na linha celular
resistente para aqueles compostos para o0s quails a resisténcia é

devido a elevada glicoproteina-P.

Como pode ser observado na Tabela 13, KPU-2 e KPU-35, tém a
mesma poténcia na linha celular resistente como na linha
sensivel e a poténcia de t-butil-fenila-histina foi apenas
ligeiramente reduzida. O pré-tratamento com ciclosporina A (CsA)
nao alterou a poténcia dos compostos seleccionados. Em
contraste, o taxol foil wvirtualmente 1inactivo na linha celular
resistente MES-SA DX, enquanto que este composto foi muito
potente na linha <celular sensivel. O tratamento com CsA
restabeleceu a sensibilidade ao taxol da linha celular MES-SA
DX. A linha celular MES-SA DX também mostrou susceptibilidade
reduzida a etoposida (60 wvezes), doxorrubicina (34 vezes) e

mitoxantrona (20 vezes).
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Estes dados indicam gque os efeitos de KPU-2, KPU-35 e
t-butil-fenila-histina nao sado susceptiveis ao mecanismo de
resisténcia relacionado com o taxol (glicoproteina-p) nesta
linha celular, e aquela resisténcia cruzada do taxol ndo ocorre

para esses compostos seleccionados neste modelo.

Tabela 13 Actividade de KPU-2, KPU-35, t-butil-fenila-

histina e Taxol em Linhas Celulares de Tumor de Sarcoma Uterino

Humano Resistentes a Taxol DX e Sensiveilis a Taxol MES-SA

Estudo do Sensivel a MES-SA Resistente a MES-SA
Composto Sem Pré-Tratada com Sem CsA Pré-Tratada com
CsA CsA CsA
IC50 IC50 | Proporgdo | IC50 nM | Proporgdo | IC50 nM | Proporgdo
nM nM Sem CsA MES-SA Sem CsA
KPU-2
Estudo I 8,5 - - 10,6 1,2 - -
Estudo II 19, 4 27,4 1,4 21,7 1,1 37,8 1,74
KPU-35
Estudo I 6,6 - - 5,2 0,6 - -
Estudo III 3,9 2,0 0,5 2,5 0,6 6,7 2,7
t-butil-
fenila-
histina
Estudo I 144 - - 825 5,7 - -
Estudo III 122 162 1,3 694 4,3 622 0,9
Taxol
Estudo I 4,4 - - >20000 >455 - -
Estudo II 13,3 7,8 0,6 >>100 >>8 40 <<0,25
Estudo III 7,3 2,8 0,4 >24000 >3000 2,0 <<0,001
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2) Par de Linhas Celulares de Leucemia Promielocitica Aguda

Humana: HL-60 (Sensivel a Mitoxantrona) e HL-60/MX-2 (Resistente

a Mitoxantrona)

Considera-se que esta linha celular tem propriedades de
resisténcia a fadrmaco atipicas com actividade catalitica de
topo-isomerase IT alterada sem sobre-expressao de

glicoproteina-P.

Como pode ser observado na Tabela 14, estes resultados
indicam gue as poténcias dos novos compostos seleccionados sao
muito semelhantes nas linhas celulares HL-60 sensiveis e
resistentes. Em contraste, a mitoxantrona perde eficdcia por um
factor de 24 vezes na linha celular resistente HL-60/MX-2.

Assim, KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-histina nao sao
susceptiveis aos mesmos mecanismos de resisténcia como a
mitoxantrona nesta linha celular e ndo had nenhuma resisténcia
cruzada da mitoxantrona para estes novos compostos seleccionados

neste modelo.
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Tabela 14. Actividade de KPU-2, KPU-35, t-butil-fenila-

histina e Mitoxantrona no Par de Linhas Celulares Sensiveis e

Resistentes a Tumor de Leucemia Promielocitica Aguda Humana

HL-60
Composto Sensivel a Resistente a HL-60
HL-60
IC50 nM IC50 nM Proporgido para
Sensiveis
KPU-2 6,4 8,17 1,28
KPU-35 9,2 7,3 0,79
t-butil-fenila-
histina 255 175 0,69
Mitoxantrona 202 4870 24,1
3). Par de Linhas Celulares de Carcinoma de Mama Humana:

MCF-7 (Sensivel a Taxol) e MCF-7/ADR (Resistente a Taxol)

Este estudo envolveu KPU-2 em comparacao com taxol. O KPU-2
demonstrou poténcias semelhantes em ambos 0s membros sensiveis e
resistentes deste par de linhas celulares. Em contraste, o taxol
foi virtualmente inactivo na linha celular resistente
considerando que havia baixa poténcia nanomolar na linha celular

sensivel (Tabela 15).

Estes estudos confirmam numa linha celular de tumor humano

diferente que a resisténcia a taxol nao se transfere a KPU-2.
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Tabela 15. Actividade de KPU-2 e Taxol no Par de Linhas

Celulares Sensivels e Resistentes a Carcinoma de Mama Humana

MCF -7
Composto Sensivel a Resistente a MCF-7/ADR
MCF-7
IC50 nM IC50 nM Proporgédo para
Sensiveis
KPU-2 39,6 27,4 0,69
Taxol 2,6 >>100 >>38

C) Estudos do Mecanismo de Accao

1). Acgdo na Funcado dos Microtubulos

Foram utilizadas neste estudo células endoteliais da veia
umbilical humana (HuVEC da Cambrex), para avaliar os efeitos de
KPU-2 e t-butil-fenila-histina em comparacdo com taxol e

colchicina na tubulina por coloracao da o-tubulina.

Trinta minutos de exposigdao a KPU-2, t-butil-fenila-histina
ou colchicina (todos a 2 uM) induziu a despolimerizacdao dos
microtubulos, como foi indicado ©pela falta de estruturas
intactas de microtubulos em contraste com o que foi observado no
Controlo DMSO e modificacdo das membranas celulares (uma clara
indicagdo de apoptose) nas células de HuUVEC, considerando que o
taxol nédo induziu despolimerizacdo de microtubulos sob estas
condicdes. A colchicina ¢ um conhecido agente despolimerizante
de microtubulos enquanto gque o taxol €& um agente estabilizador
de tubulina. Foram obtidos resultados semelhantes quando células

CCD-27sk foram expostas a KPU-2 ou colchicina.
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2) . Inducao de Apoptose

A  apoptose e sua desregulacao desempenham um papel
importante na oncologia; a inducdo selectiva do ciclo de morte
celular programada em células de tumor é o objectivo de muitos
programas de descoberta de farmacos dquimioterapéuticos. Esta
inducdo de apoptose pode ser demonstrada através de diferentes
métodos incluindo a caracteristica modificacao da membrana
celular, fragmentacdo de ADN, hiperfosforilagao do factor
antiapoptdético Bcl-2, activacao da cascata de caspase e clivagem

da poli (ribose de ADP) polimerase (PARP).

Os sinais caracteristicos de morte celular apoptdtica
incluem modificacdo da membrana celular, rompimento do nucleo,
encolhimento e condensacao da célula e finalmente morte celular,
o gque ¢é muito distinto da morte necrética celular. O KPU-2
induziu as mudancas morfoldgicas tipicas associadas com as fases
iniciais de apoptose em células tumorais de prdstata humana.
Algo semelhante também foi claramente encontrado no tratamento

de células HuVEC com KPU-2.

3). Fragmentacao de ADN

Uma caracteristica da fase avancada de apoptose € a clivagem
internucleossémica do ADN gue resulta num padrdao distinto em
escada que pode ser visualizado através de eletroforese em gel.
Esta abordagem foi utilizada para estudar o efeito de KPU-2 no
escadeamento do ADN em células Jurkat (linha de leucemia das
células T humanas) em comparacgao com halimida e desidrofenila-

histina (KPU-1). O KPU-2 induziu o escadeamento do ADN na
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concentracdao de 1 nM enquanto que a halimida e o KPU-1 foram

muito menos potentes.

4) . Activacdo da Cascata de Caspase

Vadrias enzimas na cascata de caspase sdo activadas durante a
apoptose, incluindo Caspase-3, -8 e -9. A actividade de
Caspase-3 foi monitorizada em células Jurkat depois do

tratamento com KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-histina.

Os resultados indicam que a Caspase-3 foi activada de uma
modo dependente da dose pelo tratamento com todos os trés
compostos de um modo semelhante a halimida. A activagédo da
Caspase—-3 ocorreu sob uma gama de concentracao semelhante como
para os valores de ICsy para citotoxicidade na 1linha celular

Jurkat (Tabela 16).

Tabela 16. Citotoxicidade de KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-

histina em Células Jurkat

Composto NPI Citotoxicidade
Poténcia Eficdcia de Morte
IC50 nM Celular %
KPU-2 11 94
KPU-35 5 93
t-butil-fenila-histina 165 93
Mitoxantrona 41 99
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5). Clivagem de Poli (ribose—-ADP) Polimerase (PARP) em

Células Jurkat

Para avaliar a capacidade destes compostos para induzir
apoptose em células Jurkat, foi monitorizada a clivagem de
poli (ribose-ADP) polimerase (PARP). A PARP ¢é wuma proteina
nuclear de 116 kDa que é um dos principais alvos intracelulares
da Caspase-3. A clivagem da PARP gera um produto estavel de 89
kDa, e este processo pode ser monitorizado facilmente por
coloracdao de Western. A clivagem de PARP pelas caspases €& uma
das caracteristicas marcantes da apoptose, e como tal serve como
um indicador excelente para este processo. KPU-2 em 100 nM
induziu clivagem da PARP em células Jurkat 10 horas depois da
exposicao das células ao composto. O KPU-2 pareceu ser mais

activo que a halimida ou KPU-1.

6). Permeabilidade Vascular Aumentada em Células HuUVEC

Verificou-se que 0s compostos que despolimerizam
microtubulos (e. g., fosfato-A-4 de combretastatina, 2ZD6126)
induzem colapso vascular em tumores in vivo. Este colapso
vascular ¢é precedido por uma rapida inducdo de permeabilidade
celular vascular inicialmente a electrdélitos e em seguida a
moléculas maiores. A permeabilidade aumentada das células de
HuVEC ao dextrano marcado como fluorescente é utilizada como um

ensaio de rastreio de colapso vascular.
KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-histina induziram todos

rapidamente (dentro de 1 hora) uma significativa permeabilidade

de mono-camada de HUVEC, numa extensao semelhante a colchicina.

157



O agente taxol estabilizador de microtubulos foi inactivo neste

ensaio (Figura 12).

7). Perfil num Rastreio Amplo de Cinases

O KPU-2 foi inicialmente rastreado a uma concentracdo de
10 uM num painel de 60 cinases diferentes; a concentracao de ATP
foi de 10 uM. Quatro cinases foram inibidas em mais de 50% no
rastreio primdrio e os valores de IC50 determinados em rastreio
secunddrio sao apresentados na Tabela 17. Todos os valores de
IC50 estdo na gama micromolar baixa, o que indica que a inibicéao
destas cinases nédo estd relacionada com as baixas actividades
nanomolares observadas para a citotoxicidade das células

tumorais.

Tabela 17. Actividade de KPU-2 contra Cinases Selecionadas

Cinase IC50 (uM)
CDK1l/Ciclina B (humana) 10,1
c—RAF (humana) 8,9
JNK3 (rato) 6,8
Lin (murganho) 11,1
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EXEMPLO 9

Farmacologia in vivo

Foram realizados estudos preliminares com KPU-2 utilizando
os modelos de xenoenxerto MX-1 (mama) e HT-29 (cdlon) e o modelo
de tumor de leucemia de murino P-388, no murganho. Outros
modelos de tumor seleccionados com base na actividade no painel
de tumores in vitro foram os das linhas celulares DU-145
(prbéstata), MCF-7 (mama) e A549 (pulmdo). O tumor pancredtico
humano (MiaPaCa-2) também foi incluido. Os novos compostos foram
estudados como monoterapia e em combinagcdo com um agente
gquimioterapéutico wutilizado clinicamente. As doses dos novos
compostos seleccionados foram determinadas a partir do teste de
tolerabilidade aguda (Dose Maxima Tolerada, DMT) e foram
ajustadas conforme necessdrio durante cada estudo. As doses dos
agentes quimioterapéuticos utilizados clinicamente foram

seleccionadas com base em estudos histdéricos.

O KPU-2 foi o primeiro composto a ser estudado nestes cinco
modelos de tumor. No seguimento dos resultados iniciais deste
estudo, todos os trés compostos foram comparados nos modelos de
xenoenxerto de tumor de c¢délon humano HT-29, prdstata humana

DU-145 e tumor de mama humana MCFEF-7.

Os modelos acima utilizam todos a técnica de implantacao
subcutdnea do xenocenxerto e estdo potencialmente sujeitos a
efeitos selectivos de um composto na vasculatura subcuténea
produzindo uma actividade antitumoral aumentada (ou aparente).
Para evitar esta possibilidade, foram incorporados na pesquisa
dois outros modelos de tumor. Um destes foi a observacao de

metdstases de pulmdo depois da injeccdo intravenosa de células
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B16-F10 de tumor de melanoma de rato. O outro modelo foi a
implantagdo de células MDA-231 de tumor de mama humana na
almofada adiposa mamdria de murganho. Enguanto este Ultimo
modelo é um modelo de xenoenxerto, a vasculatura subcutdnea néao

desempenha um papel.

Métodos

1). Modelos de Xenoenxerto

Os animais utilizados foram (as excepc¢des sdao indicadas para
estudos individuais): murganhos nude fémeas (nu/nu) entre 5 e 6
semanas de idade (~20 g, Harlan); o tamanho do grupo foi de 9-10

murganhos por grupo, salvo indicagdo em contrario.

As linhas celulares utilizadas para implantacdo do tumor
foram: tumor de cdlon humano HT-29; tumor de mama humana MCF-7;
células nao-pegquenas de tumor pulmonar humano A549; tumor de

padncreas humano MiaPaCa-2; tumor de prdstata humana DU-145.

Foram administrados novos compostos seleccionados como
monoterapia através da via intraperitoneal (i.p.) nas doses
indicadas para o estudo individual; para o0s estudos de
combinacéao, 0os agentes seleccionados de quimioterapia de

referéncia foram injectados 15-30 min antes do composto.

Os veiculos utilizados nestes estudos foram: DMSO a 12,5%,

Cremaphor a 5% e &leo de amendoim a 82,5% para oS novos

compostos seleccionados; (1:3) Polissorbato 80:13% de etanol
para taxotere; (1:1) Cremaphor:etanol para paclitaxel; para

CPT-11 cada mL de solugdo continha 20 mg de cloridrato de
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irinotecano, 45 mg de pdé NF de sorbitol, e 0,9 mg de 4&cido
lactico, sendo o pH ajustado a 7,4 com NaOH ou HCl. Foram
utilizadas diluigdes em soro fisioldgico para alcancar as
concentracdes de injeccao utilizadas para os compostos de

referéncia.

Modelo de Tumor de Cdlon Humano HT-29

Os animais foram implantados subcutaneamente (s.c.) por
trocarte com fragmentos de tumores HT-29 recolhidos de tumores
S.c. em crescimento em murganhos nude hospedeiros. Quando o
tamanho do tumor alcangou 5 mm x 5 mm (cerca de 10-17 dias) os
animais foram emparelhados em grupos de tratamento e controlo.
Os murganhos foram pesados duas vezes por semana € as medidas do
tumor foram obtidas wutilizando pagquimetros duas vezes por
semana, comecando no Dia 1. As medidas do tumor foram
convertidas em peso estimado de tumor em mg utilizando a férmula
(W x L)/2. Quando o peso estimado do tumor do grupo de controlo
alcangou uma média de 1000 mg os murganhos foram pesados,
sacrificados e o tumor removido. Os tumores foram pesados e foi
calculado peso médio de tumor por grupo e foi determinada a
inibicdo do crescimento tumoral (TGI) para cada grupo (100%
menos a variacdo no peso médio de tumor tratado/a variacdo no

peso médio de tumor de controlo x 100).

Neste modelo, salvo indicacdo em contrdario para o estudo
individual, os novos compostos seleccionados foram injectados
intraperitonealmente a cada terceiro dia durante 15 dias [1, 4,
8, 11 e 15 (g3d X 5)1; o) CPT-11 foi administrado

intraperitonealmente nos dias 1, 8 e 15 (gw x 3).
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MCF-7 Modelo de Tumor de Mama Humana

Um murganho nude fémea (~20 g) foi implantado s.c. com
pastilhas de distribuicao de estrogénio de 21 dias (0,25 mg), 24
horas antes da implantacdao s.c. com fragmentos de tumor MCF-7
(recolhidos de tumores s.c. em murganhos nude hospedeiros). O
estudo prosseguiu entdo como divulgado para o modelo HT-29,
utilizando taxotere como o) agente convencionais de

quimioterapia.

Neste modelo, salvo indicacdo em contrdario para o estudo
individual, os novos compostos foram injectados diariamente
através da via intraperitoneal nos Dias 1-5, incluindo (gd x 5);
taxotere foi administrada intravenosamente nos Dias 1, 3 e 5

(god x 3).

Modelo de Tumor Pulmonar Humano A549

Os animais foram implantados s.c. por trocarte com
fragmentos de tumores A549 recolhidos de tumores s.c. em
crescimento em murganhos nude hospedeiros. Quando o tamanho do
tumor alcangou 5 mm x 5 mm (cerca de 10-17 dias) os animais
foram emparelhados em grupos de tratamento e controlo. O resto
do estudo prosseguiu como descrito para o modelo HT-29,
utilizando taxotere e CPT-11 como o0s agentes convencionais de

quimioterapia.

Neste modelo, salvo indicacdo em contrdario para o estudo
individual, os compostos testados foram administrados através da
via intraperitoneal num esquema de dose (g3d x 5) para a

combinacdo com CPT-11 ou num regime de dose (gd x 5) para a
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combinacdo com taxotere; o CPT-11 foi administrado pela via
intraperitoneal num esquema (gw x 3); o) taxotere foi

administrada intravenosamente num regime de dose (god x 3).

Modelo de Tumor de Pancreas Humano MiaPaCa-2

Os animais foram implantados s.c. por trocarte com
fragmentos de tumores de MiaPaCa-2 recolhidos de tumores s.c. em
crescimento em murganhos nude hospedeiros. Quando o tamanho de
tumor alcancou 5 mm x 5 mm (cerca de 10-17 dias) os animais
foram emparelhados em grupos de tratamento e controlo. O resto
do estudo prosseguiu como descrito para o modelo HT-29,
utilizando gemcitabina como agente convencional de

quimioterapia.

Neste modelo, salvo indicacdo em contrdario para o estudo
individual, foram administrados compostos de teste a cada
terceiro dia através da via intraperitoneal nos Dias 1, 4, 7, 10
e 15 (g3d x 5); a gemcitabina foi administrada pela via

intraperitoneal nos Dias 1, 4, 7 e 10 (g3d x 4).

Modelo de Tumor de Prdéstata Humana DU-145

Murganhos machos foram implantados s.c. por trocarte com
fragmentos de tumores DU-145 recolhidos de tumores s.c. em
crescimento em murganhos nude hospedeiros machos. Quando o0s
tumores alcancgaram ~5 mm X 5 mm (cerca de 13-17 dias) os animais
foram emparelhados em grupos de tratamento e controlo. O resto
do estudo prosseguiu como para o modelo HT-29, wutilizando

taxotere como agente convencional de quimioterapia.
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Neste modelo, salvo indicacdo em contrdrio para o estudo
individual, os compostos de teste foram administrados pela via
intraperitoneal nos Dias 1, 3, 5, 8 e 11 (g3d x 5); o taxotere

foi administrada intravenosamente nos Dias 1, 3 e 5 (g2d x 3).

2). Modelos de Tumor de Implantacdo Nado-Subcutinea

Os animais utilizados foram: murganhos nude fémeas (nu/nu)
(estudo MDA-231) ou murganhos B6D2F1 (estudos B1l6-F10) entre 5 e
6 semanas de idade (~20 g, Harlan); o tamanho de grupo foi de

10 murganhos por grupo, salvo indicagao em contréario.

As linhas celulares utilizadas foram: tumor de mama humana

MDA-MB-231 e células de melanoma de murino B1l6-F10.

Foram administrados compostos de NPI como monoterapia
através da via intraperitoneal nas doses indicadas para o estudo
individual; para os estudos de combinagdo o0s agentes de
gquimioterapia de referéncia seleccionados foram injectados

15-30 min antes do composto de NPI.

Tumor de Mama Humana MDA-231

Murganhos nude fémea foram injectados na almofada adiposa
mamdria com 2 x 10° células MDA-231 recolhidas de uma cultura de
células in vitro. Quando o tamanho do tumor alcancou 5 mm x 5 mm
(cerca de 14-28 dias) os animais foram emparelhados em grupos de
tratamento e controlo. O estudo prosseguiu entdao como descrito
para o modelo HT-29, utilizando paclitaxel como agente

convencional de quimioterapia.
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Neste modelo, salvo indicacdo em contrdrio para o estudo
individual, os compostos de teste foram administrados pela via
intraperitoneal nos Dias 1, 4, 8, 11 e 15 (g3d x 5); o
paclitaxel foil administrado pela via intraperitoneal nos Dias

1-5 (qd x 5).

Modelo de Melanoma Metastatico de Murino B1l6-F10

Os murganhos receberam células Bl6-F10 (preparadas a partir
de uma cultura celular in vitro de células B1l6-F10) pela via
i.v. (intravenosa) no Dia 0. No Dia 1, os murganhos foram
arbitrariamente colocados em grupos de tratamento e controlo, e
o tratamento comecou. Os murganhos foram pesados duas vezes por
semana, comecando no Dia 1. Todos 0s murganhos foram
sacrificados no Dia 16, os pulmdes removidos, pesados e as
coldénias de superficie foram contadas. 0Os resultados foram
expressos como média de coldnias de murganhos tratados/média de
coldénias de murganhos de controlo (T/C x 100%). A inibicdo de
crescimento de metdstases (MGI) & este numero subtraido de 100%.
O paclitaxel foi o agente <convencional de guimioterapia

utilizado neste estudo.

Neste modelo, salvo indicacdo em contrdario para o estudo
individual, os compostos de teste foram administrados pela via
intraperitoneal nos Dias 1-5 (gd x 5); o paclitaxel foi

administrado intravenosamente nos Dias 1-5 (gd x 5).

Quando apropriado (n = 3), os resultados sao apresentados

como médias *SEM. A andlise estatistica dos estudos com varios

grupos foil realizada utilizando ANOVA com pds-teste de Neuman-
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Keuls, salvo especificacdo em contrdrio. Um teste-t com uma
repeticdo foi também wutilizado baseado na hipdétese de que o
composto ou farmaco, ou a combinacdo, reduziria o crescimento

tumoral.

Resultados

Estudos no Modelo de Xenoenxerto de Tumor de Cdédlon Humano

HT-29

1. Avaliagdo In Vivo de KPU-2 +/- CPT-11 no Modelo de

Xenoenxerto de Tumor de Cdédlon Humano HT-29

Este estudo avaliou variagdes na forga da dosagem e no
regime de dosagem para KPU-2 isolada e em combinagcdo com um

guimioterapéutico relevante CPT-11 no modelo HT-29.

O KPU-2 foi administrado diariamente a doses de 7,5 mg/kg
i.p. (intraperitonealmente) durante cinco dias (gd x 5),
3,75 mg/kg i.p. durante cinco dias, 7,5 mg/kg i.p. a cada dois
dias durante 10 dias (god x 5) e 7,5 mg/kg i.p. a cada trés dias
durante 15 dias (g3d x 5). A combinacdo de CTP-11 com NPI-2358
na dose de 7,5 mg/kg i.p. g3d x 5 resultou num efeito
significativamente maior do que para qualqguer composto
isoladamente, o gqual perdurou durante o estudo (Figura 13).
Estas observagdes durante a porgcao em vida do estudo foram
confirmadas pelos pesos médios finais de tumor do grupo na
autdpsia, para os quais sd o grupo de combinacado apresentou um
peso mais baixo de tumor estatisticamente significativo do gque
os controlos. Além disso a diferencgca entre o0s pesos médios de

tumor da terapia de combinacdo e o0s grupos de monoterapia CPT-11
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foi estatisticamente significativa (Figura 14). Quando séo
examinados os pesos de tumor finais individuais na autdpsia, o
maior efeito da co-terapia ¢é <claro (Figura 14). A TGI de
co-terapia foi de 78% quando comparada aos 38,9% do CPT-11
isoladamente. A TGI para o grupo de terapia combinada excede em

58% o critério de NCI para um resultado positivo.

2. Estudo de KPU-2 +/- Quimioterapia Convencional versus

Cinco Modelos de Xenoenxerto de Tumores Humanos

Este estudo consiste de cinco ramos diferentes, cada um com
seu proéprio protocolo, periodo, regime de dosagem e composto de
referéncia. Cada ramo sera considerado dentro da apresentacadao do

modelo de tumor particular.

O objectivo do ramo HT-29 do estudo foi investigar uma dose
ligeiramente mais alta de KPU-2 (10 mg/kg 1i.p. g3d x 5) no
modelo de xenoenxerto de tumor de cdlon humano HT-29 comparado
aqueles wutilizados no estudo acima divulgado, no qual uma
notdvel sinergia foi observada entre KPU-2 (7,5 mg/kg i.p. g3d x
5) e CPT-11 (100 mg/kg i.p. gw x 3).

Como pode ser observado na Figura 15, a combinacao de CPT-11
e KPU-2 neste modelo resultou numa marcante sinergia na inibicéo
do crescimento tumoral, sendo o crescimento tumoral quase
completamente inibido até Dia 29 do tratamento no grupo de
terapia de combinacdo. A terapia combinada manteve eficdcia e o
crescimento estimado do tumor para este grupo foi
significativamente mais baixo que para qualguer outro grupo de

monoterapia. Por conseguinte, a administracdo de KPU-2 e CPT-11
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inibiu o crescimento tumoral, e ¢é um eficiente tratamento

antitumoral.

As observacgdes da porcdao em vida do estudo (crescimento
estimado do tumor, Figura 15) sdo suportadas por medidas dos
pesos dos tumores retirados na autdpsia (Figura 16). Os pesos de
tumor para o grupo de combinagdao foram significativamente
menores que os Controlos (p < 0,01), assim como foram o0s pesos

de tumor para CPT-11 isoladamente (p < 0,05).

Quando 0s  pesos de  tumor individuais finais foram
considerados (Fig. 16), o tamanho do tumor para o grupo de
combinacdo foi geralmente menor que para o0s outros grupos de
controlo tratados. A TGI do grupo de combinacao foi de 65,8%,
indicando um efeito positivo pelo critério de NCI, engquanto a

monoterapia nao alcangou o critério de NCI de TGI > 58%.

3. Estudo de actividade de KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-

histina no Estudo de Xenoenxerto de Tumor de Cdlon Humano HT-29

Os resultados deste estudo sao apresentados na Figura 17 e
Tabela 18. Todos os grupos de terapia de combinacgdo indicaram
uma sinergia acentuada entre o0s novos compostos e CPT-11. Os
pesos de tumor individuais demonstraram a efectividade do
tratamento de co-terapia (Figura 18). Em cada caso, a TGI para o
grupo de combinacdo ultrapassa critério de NCI para um efeito
positivo, considerando que a TGI para monoterapia CPT-11 néao

alcangou este nivel.
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Tabela 18.

de Célon Humano HT-29

Sumario de Estudos Realizados no Modelo de Tumor

Descrigdo do Composto NPI Agente quimio- Combinagdo comen-—
estudo terapéutico tarios
Namero Ponto | Namero, resul- Nome, resul- | resul- | Excede o
do final mg/kg tado dose tado tado critério
estado i.p. % TGIL % TGI | $ TGI NCI
(TGI>58%)
2164 TGI KPU-2 Sem CPT-11 39* 78 Combi- Sinergia
7,5 qgd Efeito 100 R nacao
x 5 Sem i.p.
7,5 g3d | Efeito qw x 3
x 5
2288 TGI KPU-2 Sem CPT-11 36,5%* 65,8 Combi- Sinergia
10 2> Efeito 100 * ok nacao Ver
7,5 i.p. Texto
g3d x 5 aw x 3
2139 TGI KPU-2 Sem CPT-11 32,7 80,7 Combi- Sinergia
7,5 gq3d | Efeito 100 *x # nacdo
x 5 i.p.
aqw x 3
2139 TGI KPU-35 Sem CPT-11 32,7 83,3 Combi- Sinergia
10 2> Efeito 100 R £ nacao l+dia 13
7,5 i.p. l+dia 27
g3d x 5 aw x 3
2139 TGI t- Sem CPT-11 32,7 77,7 Combi-— Sinergia
butil- Efeito 100 *, % nacgao
fenila- i.p.
histina aw x 3
30 g3d
x 5

* p < 0,05 versus Controlo;

CPT-11 isolado;

+ = Numero de Mortes

** p < 0,01 versus Controlo;

## p < 0,01 versus CPT-11 isolado;

# p < 0,05 versus
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4, Sumdrio dos Efeitos de KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-

histina em Combinacdo com CPT-11 no Modelo de Xenoenxerto de

Tumor de Cdédlon Humano HT-29

Quando combinado com CPT-11, o KPU-2 aumentou o efeito do
CPT-11, o agente quimioterapéutico convencional, a um nivel qgue
excede em muito o critério de NCI de TGI = 58% para um efeito
positivo. Os resultados gerados nos trés estudos sao muito
comparavels tanto para as observacdes em vida (Figura 19) como

para os pesos dos tumores extraidos na autdpsia (Figura 20).

Estudos no Modelo de Xenoenxerto de Tumor da Prdstata Humana

DU-145

Foram completados dois estudos com este modelo: o primeiro
estudo envolveu KPU-2 isolada e em combinagdo com taxotere; o
segundo estudo comparou KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-histina

isolada e em combinacdo com taxotere.

1. Efeito de KPU-2 em Combinacdo com Taxotere no Modelo de

Xenoenxerto de Tumor da Prdstata Humana DU-145

Como pode ser observado a partir dos dados obtidos durante a
porcdo em vida deste estudo (Fig. 21), o tratamento mais eficaz
do tumor de prdstata humana DU-145 foi a terapia combinada de
KPU-2 mais taxotere. O efeito do tratamento foi mais pronunciado
no comeco do estudo e pareceu reduzir a medida em gque o estudo
progrediu. No tratamento nos Dias 20-27, a terapia de combinacgao

proporcionou uma TGI aparente que excedeu o critério de NCI
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(TGI 2 58%), e o peso estimado do tumor da terapia combinada foi

significativamente menor que para qualquer outra monoterapia.

2. Actividade de KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-histina

isoladamente ou em Combinagao com Taxotere no Modelo de

Xenoenxerto de Tumor da Prdéstata Humana DU-145

Baseado nos dados obtidos com KPU-2 em combinacdo com
taxotere no estudo acima descrito, foi iniciado um segundo
estudo comparando KPU-2 a KPU-35 e t-butil-fenila-histina

isolada e em combinacado com taxotere.

As observagdes feitas durante a porcédo em vida deste estudo
indicaram que a combinacdo de KPU-2 ou KPU-35 com taxotere tem
uma maior redugdo no crescimento tumoral do que do taxotere
isolado (Figura 22) . 0 crescimento tumoral foi qguase

completamente bloqueado pelo KPU-35 em combinacdo com taxotere.

Os pesos dos tumores extraidos na autdpsia confirmaram as
observacgdes feitas durante o segmento em vida do estudo. A
combinacdo de KPU-2 (Figura 23) ou KPU-35 (Figura 24) com
taxotere foi significativamente mais eficaz do que com O
taxotere isolado, bloqueando o crescimento tumoral. No caso do
KPU-35, trés entre dez murganhos mostraram evidéncia de
encolhimento do tumor. Os indices de inibicdo do crescimento

tumoral indicaram uma inibigdo acentuada do crescimento tumoral

para KPU-2 (média do grupo = 74,1%) e um Dblogueamento guase
total para KPU-35 (média do grupo = 92,5%). O taxotere isolado

ndao alcanca o critério NCI estabelecido para um efeito positivo

(TGA 2 58%).
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5. Estudos no Modelo de Xenoenxerto de Tumor de Mama Humana

MCFE -7

Este estudo comparou os efeitos de KPU-2, KPU-35 e t-butil-
fenila-histina no Modelo de Xenoenxerto de Tumor de Mama Humana
MCF-7. As doses dos compostos foram administradas nos Dias 1, 2,

3, 4, e 7; O taxotere foi administrado nos Dias 1, 3 e 7.

Os novos compostos seleccionados tém inicialmente efeitos
estatisticamente significativos quando utilizados em combinacao
com taxotere neste modelo, aparentemente quase Dblogqueando
completamente o crescimento estimado do tumor (Figura 25). Dos
trés compostos, KPU-2 pareceu ser o mais eficiente, com a
t-butil-fenila-histina também apresentando uma potenciacao

significativa do taxotere.

6. Estudos no Modelo de Xenoenxerto de Células Nao-Pequenas

de Tumor Pulmonar Humano A549

As observacgdes em vida durante este estudo (Figura 26)
indicaram que a combinacadao do composto KPU-2 (7,5 mg/kg i.p., gd
x 5) com taxotere resultou numa notdvel inibicdo do crescimento
tumoral, quando comparado ao Controlo ou qualgquer outro grupo de
monoterapia. Isto foi confirmado pelos pesos de tumor da
autdpsia, ja que a média do grupo de co-terapia foi
significativamente menor que aquela do taxotere isolado ou do
grupo de Controlo (Figura 27). Os pesos de tumor do grupo de co-
terapia formam um agrupamento de baixos pesos tumorais,

indicando a consisténcia do efeito.
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Quando o indice de crescimento tumoral & calculado, o grupo
de co-terapia teve uma TGI de 74,4% quando comparado ao grupo de

controlo, excedendo em muito o critério de NCI para um efeito

positivo (TGI =2 58%). O taxotere isolado teve uma TGI de 26,1%.

7. Estudos no Modelo de Xenoenxerto de Tumor Ortotdpico de

Mama Humana MDA-231

Este modelo envolve a colocacao do tecido de tumor humano na
almofada adiposa mamdria de murganho, um substituto do ambiente
natural. Deste modo, ¢ evitada a possibilidade de um efeito
positivo devido a uma accgdo especifica no leito wvascular
subcutdneo. Este estudo comparou o efeito de KPU-2 (7,5 mg/kg
i.p., g3d x 5) isolada e em combinacdo com paclitaxel (16 mg/kg

i.p., gd x 5).

Trés semanas no estudo e ja houve uma substancial inibicgéao
do crescimento tumoral no grupo de terapia de combinacao, um
efeito altamente significativo. Este efeito parecia ser mais

acentuado do que para o taxotere isolado (Figura 28).

8. Estudos no Modelo de Tumor Metastdtico de Melanoma de

Murino B16-F10

Este estudo examinou o efeito de KPU-2, KPU-35 e t-butil-
fenila-histina isolada e em combinacdao com paclitaxel no numero
de metdstases que surgem na superficie do pulmdo 16 dias depois
da 1injeccdo intravenosa de células de melanoma B16-F10 no
murganho. Este modelo ndao ¢ um Modelo de xenoenxerto; porém, néao

envolve um alto grau de vascularizag¢dao na massa tumoral.
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Neste modelo, o0 tratamento mails eficaz foi de KPU-2
isoladamente (Figura 29), tendo uma média de contagem de
metdstases de cerca de 10% menos que aquela do paclitaxel (MGI
de 41,6% e 35,0%, respectivamente). Embora este estudo néo
estabelece que a terapia de combinagcdo ¢é mais eficaz que a
monoterapia, indica que KPU-2, KPU-35 e t-butil-fenila-histina

sao muito eficazes em tumores altamente vascularizados.

EXEMPLO 10

Ensaios de Actividade Contra Fungos Patogénicos

A actividade comparativa de uma desidrofenila-histina ou seu
andlogo contra um fungo patogénico, relativamente a compostos
antifingicos conhecidos, acima citados, ©para wutilizacdo na
determinacdo do valor de AF/IS da desidrofenila-histina ou seu
andalogo, ¢é medido directamente contra o organismo fungico,
e. g., através de adaptacdao de placa de microtitulacdao do método
de macrodiluigcdo do meio NCCLS descrito em Diagn. Micro. And
Infect. Diseases 21:129-133 (1995). A actividade antifungica
também pode ser determinada em modelos de infecgdo fungica de um
animal inteiro. Por exemplo, pode-se utilizar o modelo de
mucormicose pulmonar de murganho tratado com esterdide
(Goldaill, L. Z. & Sugar, A. M. 1994 J. Antimicrob. Chemother.
33:369-372). A titulo ilustrativo, nesses estudos, a diversos
animais nao ¢é dada nenhuma desidrofenila-histina ou o seu
andlogo, varias doses de desidrofenila-histina ou do seu andlogo
(e/ou combinac¢des com um ou mais agentes antifingicos) ou um
controlo positivo (por exemplo Anfotericina B), respectivamente,

comecando antes da, no momento da, ou depois da infeccdao com o
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fungo. Os animais podem ser tratados uma vez a cada 24 horas com
a dose seleccionada de desidrofenila-histina ou do seu andlogo,
com controlo positivo ou somente um veiculo. O tratamento &
continuado por um numero pré-determinado de dias, e. g., até dez
dias. Os animais sao observados durante algum tempo depois do
periodo de tratamento, e. g., por um total de trés semanas,
sendo a mortalidade avaliada diariamente. 0Os modelos podem
envolver modelos sistémicos, pulmonares, vaginais e outros de
infecgdo com ou sem outros tratamentos (e. g., tratamento com
esterdides) concebidos para mimetizar um individuo humano

susceptivel a infeccéo.

Para ilustragcdo adicional, um método para determinar a
eficiéncia in vivo da terapia (EDsy, €. g., expresso em mg de
desidrofenila-histina ou seu andlogo/kg do individuo), € um
sistema de modelo de roedor. Por exemplo, um murganho é
infectado com o patogénio fungico tal como através de infeccao
intravenosa com cerca de 10 vezes a dose 50% letal do patogénio
(10° células de C. Albicans/murganho). Imediatamente apds a
infeccao fungica, os compostos de desidrofenila-histina séo
administrados ao murganho a um volume dosado pré-determinado. O
EDso é calculado pelo método de Van der Waerden (Arch. Exp.
Pathol. Pharmakol. 195:389-412, 1940) a partir da taxa de
sobrevivéncia registada no 20° dia pdés—-infeccdao. Geralmente, os
animais de controlo sem tratamento morrem de 7 a 13 dias

poés—infeccao.

Noutra forma de realizacéao ilustrativa, C. Albicans
Wisconsin (C43) e C. Tropicalis (Cll1l2), cultivados em agar de
dextrose Sabouraud (SDA) inclinado durante 48 h a 28 °C, séo
suspensos em soro fisioldégico e ajustados para transmissao de

46% a 550 nm num espectrofotdmetro. O indcuo é ainda ajustado
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por hemacitémetro e confirmado por contagens de placa como sendo
aproximadamente 1 ou 5 x 10’ CFU/mL. Murganhos CF-1 séo
infectados por injeccdo de 1 ou 5 x 10° CFU na veia da cauda. Os
agentes antifungicos sadao administrados intravenosamente ou
subcutaneamente em etanol e A&dgua (10:90), 4 h pds—infeccado e
depois disso uma vez diariamente durante 3 ou 4 dias. A
sobrevivéncia ¢é monitorizada diariamente. O EDsy pode ser
definido como aquela dose que permite 50% de sobrevivéncia dos

murganhos.

EXEMPLO 11

Avaliacgdo da Actividade Antimicdtica

As benzimidazoles e griseofulvina sao agentes antitubulina
capazes de se ligarem a microtubulos fungicos. Uma vez ligados,
estes compostos interferem com a divisdo celular e o transporte
intracelular em organismos sensiveis, resultando em morte
celular. Comercialmente, as Dbenzimidazoles sao utilizadas como
agentes fungicidas em medicina veterindria e no controlo de
doencas de plantas. Uma ampla variedade de espécies fungicas,
incluindo Botrytis Cinerea, Beauveria Bassiana, Helminthosporium
Solani, Saccharomyces Cerevisiae e Aspergillus sao susceptiveis
a estas moléculas. Questdes de toxicidade e a crescente
resisténcia aos farmacos, porém, tiveram um impacto negativo na
sua utilizacdo. A griseofulvina ¢é clinicamente utilizada para
tratar infecgdes de tinha da pele, cabelos e unhas, provocadas
por Trichophyton Sp., Microsporum Sp. e Epidermophyton
Floccosum. Porém, o seu espectro antifungico é restrito a esta
classe de organismos fungicos. A genotoxicidade ¢é também um

efeito colateral significativo. A terbinafina, enquanto um
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tratamento alternativo de primeira linha, ¢é mais caro. Além
disso, foi observada recentemente resisténcia clinica em
Trichophyton Rubrum (o principal agente causador de todas as

infecgdes dermatdfitas).

Em Candida Albicans, a formacdo de microtubulos/micro-
filamentos ¢é afectada gquando as <células sao expostas aos
inibidores de microtubulos nocodazole e cloroprofam. Estes
resultados validam adicionalmente a exploracgdo de inibidores de
citoesqueleto como agentes antimicdéticos eficazes. Por
conseguinte, varios dos compostos aqui divulgados foram

avaliados para a actividade antimicodtica.

Especificamente, os compostos divulgados foram avaliados ao
lado de inibidores de microtubulina comercialmente disponiveis,
assim como agentes antifungicos reconhecidos. 0Os compostos de
teste e controlos utilizados neste estudo: (-)-Fenila-histina,
KPU-1, KPU-2, KPU-11 e KPU-17, KPU-35, t-butil-fenila-histina,
Colchicina (inibidor de microtubulina comercial testado contra
3 isolados de Candida), Benomil (inibidor de microtubulina
comercial testado contra 3 isolados de Candida), Griseofulvina
(inibidor de microtubulina comercial e antibidético de controlo
para teste versus 6 Dermatophyte Isolado), Anfotericina B
(antibidético de controlo para teste contra 3 isolados de
Candida), 1Itraconazole (antibidético de controlo para teste

contra 2 isolados de Aspergillus).

Os microrganismos contra os quals estes compostos foram
testados incluiram: Candida Albicans, Candida Galbrata,
Aspergillus Fumigatus, Trichophyton Rubrum, Trichophyton

Mentagrophytes, Epidermophyton Floccosum. Com a excepgao de
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Candida Galbrata (um isolado), foram testados doilis isolados de

cada espécie.

O teste de susceptibilidade antifungica foi realizado de
acordo com os métodos delineados no Comité Nacional para Padrdes
Clinicos de Laboratdério, M38-A, *“Reference Method for Broth
Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Conidium-Forming
Filamentous Fungi; Approved Standard”. Isto inclui o teste em
RPMI-1640 com glutamina e sem bicarbonato, um tamanho de indcuo
de 0,4 - 5 x 10 e incubacdo a 30 ou 35 °C durante 48 horas. A
concentracdao minima inibidora (CMI) foi definida como a mais
baixa concentracdo que resultou numa reducado de 80% na turbidez
quando comparada com um tubo de ensaio de controlo livre de
farmaco. As concentracgdes de farmaco foram de 0,03-16 ug/mL para
os compostos em investigacdo, 0,015-8 ug/mL para itraconazole e

griseofulvina.

A concentracdo minima inibidora (CMI) na gqual um composto
preveniu o crescimento do microrganismo alvo foi avaliada de
acordo com a versao modificada do protocolo NCCLS. As
concentragdes minimas inibidoras (CMI) foram determinadas no
primeiro intervalo de 24 horas em que o crescimento poderia ser
determinado no tubo de ensaio de controlo livre de farmacos. A
CMI definida foi a mais baixa concentracdao gque apresentou uma
reducao de 80% na turbidez quando comparada ao controlo de
crescimento. A concentracdo minima letal (CML) foi determinada
por plagueamento de 0,1 uL da concentragcao CMI e cada
concentragdao acima da CMI. A CML foi atribuida a primeira
concentragcdo que apresentou cinco ou menos coldnias de
crescimento fungico representando 99,95% de mortes. Quando uma
CMI foi obtida, wuma concentragcdo minima fungicida (CMF) foi

determinada para avaliar a natureza fungo-estdtica/fungicida do
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composto. Este processo requer diluicdo de amostras de células
tratadas com fdrmaco (removidas de pocos de teste contendo
composto com a CMI, e acima desta) para concentracdes de
composto significativamente abaixo da concentracado inibidora e
depositando—-as em placas de agar. O composto & pontuado como
fungoestdtico se as células puderem retomar o crescimento, e
fungicida se nédo for possivel crescimento adicional devido ao

composto ter morto 0s organismos.

Os compostos aqui divulgados demonstraram ser eficazes
contra duas espécies de Trichophyton. T. Rubrum é o principal
agente causador para infecgdes dermatofiticas humanas e seria o
organismo fundamental como alvo do desenvolvimento de um agente

clinico.

Os compostos KPU-2, KPU-11 e KPU-17, KPU-35 e t-butil-
fenila-histina foram equivalentes em poténcia ou nalguns casos

mais potentes qgue a griseofulvina, um agente farmacéutico

convencional corrente, utilizado para tratar infeccgdes
dermatofiticas.
Os compostos (-)-Fenila-histina e KPU-1 foram

significativamente menos potentes que o0s outros compostos quando
testados versus T. Rubrum e mais fracos mas mais comparaveils aos

outros contra o isolado de T. Mentagrophytes sensivel.
Nesses casos, dquando uma MFC pudesse ser determinada, os

resultados indicaram que estes compostos sdo fungoestdticos por

natureza (ver Tabelas 19 e 20).
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Tabela 19.

e dos seus Anadlogos

Actividade antifungica de Desidrofenila-histinas

Composto CMI e CMF, Og/mL
C. Albicans | C. Albicans C. A, A.
90028 10231 Galbrata Fumigatus Fumigatus
isolado N21 | isolado N22
CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF
(-)-Fenila-— >70 ND* * >70* ND >70 ND >16 ND >16 ND
histina
KPU-1 >68% ND >68 ND >68 ND >16 ND >16 ND
KPU-2 >32 ND >32 ND >32 ND >16 ND >16 ND
KPU-11 e >32 ND >32 ND >32 ND >16 ND 0,06 >16
KPU-17
KPU-35 >32 ND >32 ND >32 ND >16 ND < 0,125
0,03
t-butil- >32 ND >32 ND >32 ND >16 ND < 0,125
fenila- 0,03
histina
Anfotericina 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 ND ND ND ND
B
Griseofulvina ND ND ND ND ND ND ND ND 0,5 ND
Itraconazole ND ND ND ND ND ND 1 ND ND ND
Colchicina >128 ND >128 ND >128 ND ND ND ND ND
Benomil 64 >512 64 >512 64 >512 ND ND ND ND
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Tabela 20. Actividade Antifungica de Desidrofenila-histinas

e dos seus Anadlogos

Composto CMI e CMF, [Jg/mL
T. Rubrum T. Rubrum T. Menta- T. Menta- E. E.
isolado N2l isolado N22 grophytes | grophytes Flocco- Flocco-
isolado isolado sum sum
Nel Ne2 isolado isolado
Nel Ne2
CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF | CMI CMF CMF
NPI2350 >16 ND 0,16 >16 16 >16 >16 ND >16 ND >16 ND
NPI2352 >16 ND 0,25 >16 4 >16 >16 ND >16 ND >16 ND
NPI2358 >16 ND <0, 03 0,125 2 >16 >16 ND >16 ND >16 ND
NPI2362 0, 06 >16 <0, 03 <0,03 1 >16 >16 ND >16 ND >16 ND
NPI2386 <0,03 | 0,125 <0, 03 0,06 1 >16 >16 ND >16 ND >16 ND

NPI2460 <0,03 | 0,125 <0, 03 <0,03 4 >16 >16 ND >16 ND >16 ND

Anfo- ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

tericina B

Griseo- 0,5 ND <0,015 ND 1 ND 2 ND 2 ND 4 ND
fulvina
Itra- ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
conazole
Colchicina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Benomil ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Os exemplos descritos acima sao apresentados apenas para
ajudar na compreensdo da invencdo. Assim, o0s especialistas na
técnica entenderao que os métodos e compostos divulgados
englobam e podem, caso contrario, proporcionar derivados

adicionails da desidrofenila-histina.

O especialista na técnica entenderd prontamente gque a
presente invencdo estda bem adaptada para obter, por exemplo, o0s
fins e vantagens mencionadas, assim como outras inerentes. Os
métodos e processos aqui descritos sao presentemente

representativos de formas de realizacdo preferidas e séo
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exemplificativos. Modificacdes e outras utilizacgdes irdo ocorrer
para os especialistas na técnica, as quais estdo abrangidas no

espirito da invencéao.

Sera prontamente evidente ao especialista na técnica que
podem ser feitas substituicbes e modificacdes variadas a
invencdo agqui divulgada sem fugir do &mbito e espirito da

invencao.

Como assinalado acima, todas as patentes e publicacgdes
mencionadas na descricado sdo indicativas dos niveis dos

especialistas na técnica a gual a invencdo pertence.

A invencao descreve aqui ilustrativamente pode ser praticada
adequadamente na auséncia de qualgquer elemento ou elementos,
limitacdo ou limitacdes que nao estejam especificamente aqui
divulgados. 0Os termos e expressdes que foram utilizados séo
utilizados como termos de descrigdo e nao de limitagdo, e nao ha
intengdo de que na utilizagdo desses termos e expressdes isto
indigue a exclusédo de equivalentes das caracteristicas mostradas
e descritas ou de suas porcdes. E reconhecido que varias
modificacgdes sado possiveis dentro do ambito da invencdo. Assim,
deve ser entendido que embora a presente invencado tenha sido
especificamente divulgada através de formas de realizacgao
preferidas e caracteristicas opcionais, modificacgdes e variacdes
dos conceitos aqui divulgados podem  ser recorridas por
especialistas na técnica, e que essas modificagdes e variacgdes
sdo consideradas como dentro do dmbito da invencdo. O admbito da
invencao esté unicamente definido pelas seguintes
reivindicacdes.

Lisboa, 2 de Janeiro de 2008
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REIVINDICACOES

Método para a preparacao sintética de um composto tendo a

estrutura de Férmula (I):

em que

Ri, Ry e Rg sédo, cada, separadamente, seleccionados do
grupo consistindo de um &dtomo de hidrogénio, um atomo
de halogéneo e alquiloC;-C,; saturado, alceniloC;-Cyy
insaturado, cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo,
cicloalcoxilo, arilo, arilo substituido, heteroarilo,
heterocarilo substituido, amino, amino substituido,

nitro, azido, nitro substituido, fenilo e grupos

fenilo substituidos, hidroxilo, carboxilo, -C0O-0-Ry,
ciano, tiocalquilo, alquilo halogenado incluindo
alquilo poli-halogenado, carbonilo halogenado e

carbonilo -CCO-R;, em que R; é seleccionado de um &tomo
de hidrogénio, um &tomo de halogéneo e alquiloC;-Cyy
saturado, alceniloC1—Cyy4 insaturado, cicloalquilo,
cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo, arilo, arilo
substituido, heteroarilo, heteroarilo substituido,
amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;



Ri’ e Ry” sao, cada um independentemente, seleccionados
do grupo consistindo de um &tomo de hidrogénio, um
atomo de halogéneo e alquiloC:-C;, saturado, alceniloC;-
C,s 1insaturado, cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo,
cicloalcoxilo, arilo, arilo substituido, heteroarilo,
heteroarilo substituido, amino, amino substituido,

nitro, azido, nitro substituido, fenilo e grupos

fenilo substituidos, hidroxilo, carboxilo, -C0O-0-R+,
ciano, tioalquilo, alquilo halogenado incluindo
algquilo poli-halogenado, carbonilo halogenado e

carbonilo -CCO-R;, em que Ry é seleccionado de um atomo
de hidrogénio, um &tomo de halogéneo e alquiloCi;—Cgyy
saturado, alceniloCqi—-Cgyy4 insaturado, cicloalquilo,
cicloalcenilo, alcoxilo, <cicloalcoxilo, arilo, arilo
substituido, heteroarilo, heteroarilo substituido,
amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;

Ri’ e Ry” sao covalentemente ligados um ao outro ou nao

sdo covalentemente ligados um ao outro;

R,, R;, e Rs sao, cada, separadamente, seleccionados do
grupo consistindo de um &dtomo de hidrogénio, um atomo
de halogéneo e alquiloC;-C;, saturado, alceniloC;-Cy;
insaturado, acilo, cicloalquilo, cicloalcenilo,
alcoxilo, cicloalcoxilo, arilo, arilo substituido,
heteroarilo, heteroarilo substituido, amino, amino
substituido, nitro e  grupos nitro substituidos,

sulfonilo e grupos sulfonilo substituidos;



X, e X, sado separadamente seleccionados do grupo
consistindo de um a&tomo de oxigénio, um atomo de azoto
e um atomo de enxofre, cada, sendo nado substituido ou

substituido com um grupo Rs, conforme acima definido;

Y é seleccionado do grupo consistindo de um &tomo de
azoto, um Aatomo de azoto substituido com Rs, um &atomo
de oxigénio, um atomo de enxofre, um adtomo de enxofre
oxidado, um grupo metileno e um grupo de metileno

substituido;

n &€ um numero inteiro igual a zero, um ou dois;

7, para cada n separado, se n nao for zero, e Zi, Z,
723 e Z4 sao, cada, separadamente, seleccionados de um
adtomo de carbono, um atomo de enxofre, um atomo de

azoto ou um atomo de oxigénio; e

as ligacgdes a tracejado podem ser ligacgdes simples ou

duplas;

o referido método compreendendo:

fazer reagir uma diacildicetopiperazina com um
primeiro aldeido para produzir um intermedidrio;

e

fazer reagir o referido intermedidrio com um
segundo aldeido para produzir o referido
composto, em que o referido primeiro aldeido e o
referido segundo aldeido sdo seleccionados do

grupo consistindo de um oxazolecarboxaldeido,



imidazolecarboxaldeido, um benzaldeido, derivados
de imidazolecarboxaldeido e derivados de

benzaldeido, formando assim o composto.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o referido

D

primeiro aldeido um imidazolecarboxaldeido ou

benzaldeido.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o referido

segundo aldeido é um benzaldeido ou imidazolecarboxaldeido.

Composto tendo a estrutura de Férmula (I):

R, Ry R
PETELN | "’
A
A N. N
R1\Z4 \Ra ‘-&B
2

em que

Ri e Rg sao, cada, separadamente, seleccionados do
grupo consistindo de um atomo de hidrogénio, um &tomo
de halogéneo e alquiloC;-C,s saturado, alceniloC;-Cyy
insaturado, cicloalquilo, cicloalcenilo, alcoxilo,
cicloalcoxilo, arilo, arilo substituido, heteroarilo,
heteroarilo substituido, amino, amino substituido,

nitro, azido, nitro substituido, fenilo e grupos

fenilo substituidos, hidroxilo, carboxilo, -C0O-0-Rs,
ciano, tiocalquilo, alguilo halogenado incluindo
algquilo poli-halogenado, carbonilo halogenado e



carbonilo -CCO-R;, em que R; é seleccionado de um &tomo
de hidrogénio, um &tomo de halogéneo e alquiloC;-Cyy
saturado, alceniloC;—Cyy insaturado, cicloalquilo,
cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo, arilo, arilo
substituido, heteroarilo, heteroarilo substituido,
amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;

Ry € um grupo butilo tercidrio;

Ri’ e R1” sao, cada, independentemente, seleccionados
do grupo consistindo de um 4&dtomo de hidrogénio, um
atomo de halogéneo e alquiloCi—-Cys saturado, alceniloCi—
Cyqs insaturado, cicloalgquilo, cicloalcenilo, alcoxilo,
cicloalcoxilo, arilo, arilo substituido, heteroarilo,
heterocarilo substituido, amino, amino substituido,

nitro, azido, nitro substituido, fenilo e grupos

fenilo substituidos, hidroxilo, carboxilo, -CO-0-Ry,
ciano, tiocalquilo, algquilo halogenado incluindo
alquilo poli-halogenado, carbonilo halogenado e

carbonilo -CCO-R;, em que R; & seleccionado de um &tomo
de hidrogénio, um &tomo de halogéneo e alquiloC;-Cyy
saturado, alceniloC;—Cyy insaturado, cicloalquilo,
cicloalcenilo, alcoxilo, cicloalcoxilo, arilo, arilo
substituido, heteroarilo, heteroarilo substituido,
amino, amino substituido, nitro, azido, nitro

substituido, fenilo e grupos fenilo substituidos;

R:i’ e R;” sao covalentemente ligados um ao outro ou nao

sdo covalentemente ligados um ao outro;



R,, R; e Rs sédo, cada, separadamente, seleccionados do
grupo consistindo de um &dtomo de hidrogénio, um atomo
de halogéneo e alquiloC;-C;, saturado, alceniloC;-Ci;
insaturado, acilo, cicloalquilo, cicloalcenilo,
alcoxilo, cicloalcoxilo, arilo, arilo substituido,
heteroarilo, heteroarilo substituido, amino, amino
substituido, nitro e  grupos nitro substituidos,

sulfonilo e grupos sulfonilo substituidos;

X1 e X, sao separadamente seleccionados do grupo
consistindo de um &tomo de oxigénio, um &dtomo de azoto
e um atomo de enxofre, cada, sendo ndo substituido ou

substituido com um grupo Rs, conforme acima definido;

Y & seleccionado do grupo consistindo de um &atomo de
azoto, um atomo de azoto substituido com Rs, um &atomo
de oxigénio, um atomo de enxofre, um adtomo de enxofre
oxidado, um grupo metileno e um grupo de metileno

substituido;

n €& um numero inteiro igual a zero, um ou dois;

Z, para cada n separado, se n nao for zero, e Zi, 7y,
723 e Z, sao, cada, separadamente, seleccionados de um
atomo de carbono, um &adtomo de enxofre, um &atomo de

azoto ou um atomo de oxigénio; e

as ligacdes a tracejado podem ser ligacgdes simples ou

duplas.



5.

10.

11.

12.

13.

Composto tendo a estrutura

(o) OMe

Método ou composto de acordo com as reivindicagdes 1 ou 4,

em que cada R;, R3, Rs € Rg € um atomo de hidrogénio.

Método ou composto de acordo com as reivindicagdes 1 ou 4,

em que cada X; e X; € um adtomo de oxigénio.

Método ou composto de acordo com a reivindicacao 1, em que

R, ¢ um alguiloC;-Ci; saturado.

Método ou composto de acordo com a reivindicacdao 8, em que
o referido alquiloC;-C;; saturado ¢é um grupo butilo

tercidrio.

Método ou composto de acordo com as reivindicagdes 1 ou 4,

em que R; compreende um fenilo substituido.

Método ou composto de acordo com a reivindicacao 10, em que

o referido grupo fenilo substituido é metoxibenzeno.

Método ou composto de acordo com as reivindicagbes 1 ou 4,

em que n € igual a zero ou um.

Método ou composto de acordo com as reivindicagdes 1 ou 4,

em que n € igual a um.



14. Método ou composto de acordo com as reivindicagdes 1 ou 4,

em gque n é igual a um e 7,

de carbono.

15. Método ou composto de acordo com as reivindicacgdes 1 ou 4,
em que o referido composto ¢é seleccionado do grupo
consistindo de:

0 0
NHF:N NH” N N /=N NH™ N OMe
N NH A= = NH
OMe
(@] 0 OMe
0]
oL N o Q
By )
O
(0]
0 o— 0
0 /=N NHT NP F
NH/§N NH = NH_
N A _NH ZNH
Fo) 0]
0}
i 0
/=N == CF
/SNONHT N NH EH ) ’
NH L L i H
o 0
o}
(0] F
/=N NH™ S
N
NH A A NH NH
(@]
(0] OMe
16. Composicgao farmacéutica compreendendo o composto das

reivindicagbdes 4 ou 5 e

aceitavel.

veiculo

75, 723 € 7, sdo cada, um atomo

farmaceuticamente



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Composicao farmacéutica da reivindicacgcao 16, em gque O

referido composto é seleccionado do grupo consistindo em:

Wa B /=N NH OCF; /‘N NH
N IK/H{ — P>

/=N NH =
N NH

Composicao farmacéutica da reivindicacdao 16, em que O

referido composto tem uma actividade citotdxica.

Composigao farmacéutica da reivindicagdo 16, em que ©

referido composto é um inibidor do ciclo celular.

Composicao farmacéutica da reivindicagdo 16 para tratamento

ou prevencao de uma infeccao fungica.

Composicao farmacéutica da reivindicagdo 16 para tratamento

ou prevencao de tumor.

Utilizagcdo de um composto das reivindicagdes 4 ou 5 na
preparacdo de um medicamento para tratamento e/ou prevencao
de, pelo menos, uma infeccado fungica num mamifero que sofre

de, pelo menos, uma infeccdo fungica.

Utilizacdo de um composto das reivindicagdes 4 ou 5 na
preparacadao de um medicamento para tratamento e/ou prevencgao

do cancro num mamifero que sofre de cancro.



24, Utilizacado das reivindicacgdes 22 ou 23, em que o referido

composto €& seleccionado do grupo consistindo em:

0 O
Wal ik Wan B Oie
H _ = NH N NH oM
e
o o OMe
o 0
/=N NH =
/=N NHT N ] NH___
NA L A w > N
o
O
0 OMe
0]
O O“\
— F
SNONHT NP © ) NHJW/U
NH I L N NH
o 0
o)
0 ‘
/<N NH ~ NH&N NH = OCF;
TN
NH A~ NH O NH
o 0]
0
o F

/=N NH =
NP NH

0O OMe

25. Composto das reivindicagdes 4 ou 5 para utilizacao como um

medicamento.

Lisboa, 2 de Janeiro de 2008

10



1/29

c\']‘\n,r\u-l N/

Cs2CO; (IDMF CsoCO3 /DMF

Figura 1

J?Y\(jﬁ\
Q\Q‘YN: T

0]
DesidroPLH



Condicoes de HPLC:
Coluna; YMC~Pack ODS-AM
{20 x 256 mm)
Gradiente: 50% a 100% de MeOH
em H20 durante 30 min
Caudal: 12 mb/min
0.D.; 230 nm

Forma E
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DesidroPLH
o)

HN //\
H H

/ & ~/

60% {rendimento do isolado por HPLC)

HN & N H
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/ Derivado reduzido

\ Forma E do derivado reduzido

Figura 2
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Condigdes de HPLC:

Coluna: YMC-Pack ODS-AM (20 x 250 mm)
Gradiente: 50% a 100% de MeOH em H20

durante 30 min
Caudal: 12 ml/min

0.D.: 230 nm
/
Forma E
| .Uu. \.L L

tBu-desidroPLH

.

4/29

tBu-desidroPLH

e

Forma E

N

|
Au | wfIbJ 4L l\L\LkLu__ L

bt e ke

40%
{rendimento isolado por HPLC)

o

1.2%
{rendimento isolado por RPLC)

Figura 4
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Modificagao DesidroPLH tBu-desidroPLH

aclividade: ? actividade: 5 vezes maijs alta

Figura 5
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=N H 7
HN L
o’
repulsdo estérica
DesidroPLH
8.2 nM

conformacao favordvel

1

ligagao de hidrogénio

KPU-28
>20.600 nM

conformacdo desfavordve!

Figura 6
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Y / Epoxidacdo de P1

H A Di-hidroxilacéo de P4
H
NH RN

Hidroxilagao (8]

e pa Hidraxifacdo

de P5

Figura 7
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Figura 8
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(RCO)0

Cs2C0, IDMF LDA ou outra base

Admlmslraqéo
cad
Sulfurano de Martin ?: ! Enzima H H

Pelo impedimento estérico, Acti-E}tBu-desidroPLit

© anel de fenilo ndo pode IS
tomar a configuragao-{Z}

Foto-irradiagao

R= terc-hutilo, isopropilo, t-butiloxicarbonile, etc.

{R deve ser um grupo volumoso, mas esta parte acilo pode ser 7

v hecida pelas enzimas na corpo.) % H R H
Fa o

Sufurano de Martin (PN-EO)@M B S rPLH
F3 /2 Shioiri of a1 TL submetido

Figura 9
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Peso estimado do tumor (mg)
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2000-,
1750 —— Gritpo de Controlo
—— NPI 7.5mg/kg fp qdX5
1500. —— NPI 3.75 mg/kg ip bid X5
—— NP} 7.5 mg/kg ip q2dX5
—o— CPT-11 100 mg/kg ip qwX3
—— CPT+NPI 7.6 mg/kg ip q3dX5
1000
750
500
v 4
250. ]
0 b - 1) L) §
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Dia N¢

* p<0.01 vs Controlo
# p<0.05 vs CPT isolado
##p<0.01 vs CPT isolado

Figura 13
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Peso final do tumor {mg)
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2000 Média Média Média Média
946 +/-85 1098 +/- 141 600+/-77 252 +/-28
p<0.001 vs Controlc
15004 , : P<0.01 vs CPT isofado
. Wt
10004 a 44 v
. . v
[ ]
- .
5004 . :v
vy .
v .: o
0 : hd
Controlo NPI-2358 CPT-11 NPI-2358 + CPT-11

7.5 mg/kg Ip 100 mg/kg ip
q3dxS qwa3

Figura 14



Peso estimado do tumor (mg)

1400-

12004

1000-

8004

600

4004

2004

15/29

* wE ]

T — ¥

0 10 20 30

Dia do Tratamento

* p< 0.05 vsControlo ANOVA
**p< 0.01vs Controlo ANOVA
# p<0.05 vs CPT isolado teste-t

Figura 15

—— Controlo

—— NPI-2358 10
——CPT-11
——2356-10 + CPT-11
——NPI{-2358 7.5
—o—NPI-2358 7.5 + CPT



Peso do tumor excisado (mg)
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2000~ P
Meédia Média Média Média
702 +1- 88 466 +/- 02 732 +1- 132 280 +1- 107
p<0.05 vs Controlo P<0.01 vs Controlo
1500 v
10004 - . '
. v
« - E Y
L) : ' .
500. - .
s v
- .
L] ‘l‘ vv :
. L ]
0
Controlo CPT-11 NPI-2358 NPI-2358 + CPT-11
100 mg/kg Ip 10 mg/kg Ip qdx1
qwi3 7.5 mgfkg Ip q3dx4

Figura 16



Peso estimado do tumor (mg)

1760,

:

12504

8.3

1750,

17/29

—a Controlo

e NPE2358 7.5 Mgy ip @BOG

10004 v CPT-41 100 mg/kg ip QWG

e NP(-2358 4 CPT-11

S

Peso estimado da tumor (mg)

- Controlo
o= NPI-2386 10 S7.5 rghg QS

- GPT-{1 100 tngkg ip quod
w2388 + CPY

10 F7)

Dia do Tratamento

Dia do Tratamento

Figura

30

Peso estimado do tumor {mg)

17

1760+

15004

:

10004
7504

88

-]

C.

e CoOntrolo
- NP2460 30 mg/gk
1p G35
e NPI-2460+ CPT
e CPT-11 100 mg/kg
i qwd

#.+

R=2

10 20 0
Dia do Tratamento
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A,
Madia 804 o2 423 225
8EM 121 110 a3 &5
TGt 9% B% 8%
D 150, p<0.01 vs Cantrolo
£ ! §<0.01 vs CPT-11
w1280 -
(E} 3 .
. .
3 10004 . . .
5 s . . :
.
g 6004 . Yoo
i . .
& a0l . s . N
: T
I} 3 3
Controio NPH2s8 CPT-11  NPH2J58 +CPT
Doge nghg T3q3& 100 qwd
B,
Média 891 905 €23 04
SEM 121 169 33 (]
TGI 8B% 83%
. 2000, p<0.01 vsControlo
£ 750, R p<0.01 vs CPT-11
5 1500
E 1250. .
3 L .
'g 1000 - E v
T 750 . . N
O 500 . ™' .
v : a v M
& = N ' .
0. — (X3
Controlo NPE2386 CPT.11 NP2388 + CPT-11
Dose mokg b 10d; 7.5q3dx4 100 gwd
Madia a9 889 623 250
SEM 121 489 83 80
TG! 8% 8%
P<0.05 ve Controlo
p<0.05 vs CPTA1
% 290, .
£ 1750,
= 1500,
g 1250} o ‘
3 1000 . ' v
9 100l . . ' N
: 500 . t " :
$ 0 . . 4 ’
a . Yoer
Contralo  WPHIRD CATA1 . NPH2480 + GFT11
Doxa mg/kg fp 0, 308 100qwa

Figura

18
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ESTUDO 2164 ESTUDO 2288
000, g 1400
fne ; L
o0, ]
z E ow
T ——
£ 2
2 -
g g o
&w B o
3 ¢ =0 —% A
s m b a A"
. b 1 E R ) )
! . Dia do Trataments
Dia N
~e= Cantrolo
*p <03 vs Controlo
“waMw Controlo ——CPT-11
» 23 CPT isolado e NPI2358 7.5
sop <1 vs GPT isolado
—o=NPL2358 7.5 + CPT

ESTUDO 2139
1400+

1200
1000
800
600.

400

Peso estimado do tumor {mg)

200

0 10 20 30 40

Dia do Tratamento

Figura 19



Peso final do tumor {mg)
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Estudo 2164
1260,
10004
7504 p<0.01 vs Cantrolo
500 <001 vs Controla
P01 V8 CPT isolado
2504 / 2D
// / / //
o RHEES .
Grupo de Controlo NP1-2368
1000,
D [
é p<0.05 VS Controlo
)
£
2 p<0.01 vs ‘Controlo
S I
o _
g %
o
=
' Controlo NP2358 CPT-11 NPi + CPT
Estudo 2139
1 2507
. 10004 —
@
&
$
g 750.
2
g 00 p<0.01 vs Controlo
§ 500- p<0.01 vs CPT-11
a
250
04
Cantrolo NP|-2358 CPT-11 2358 + CPT

Figura 20



Peso estimado do tumor (mg)

1600-

1400

1200

1000

8004

600

4004

200

21/29

—— Controlo

—— 2358 q3dx5
—— Taxotere qod X3
—— 2358 +Taxotere

++

i*'# .t'# 'tl#

L

10 15 20 25 30 85 40 45 50

[« 5

Dia do Tratamento

* p<0.05. Vs Controlo, ANOVA
**p<0.01 vs. Controlo, ANOVA

# p<0.05 vs. Taxotere isolado, teste-t
+ p<0.05 vs Controlo, teste-t

++ p<0.01 vs Controlo, teste-t

Figura 21



Peso estimado do tumor {mg)

Wy Controlo

w2s0]  —— NPI7.5mo'kg ip 3
== NP| + Targlere
sooo] = Texclere 12.5 mgikg Ivgodd

759.

600.

22/29

Peso estimado do tumor {mg)

-

Dia do Tratamento

~—— Gantiolo

~—NP! 12 my'ka Ip o
7.6 K9 1p g3

= NP|¢+ Tawlere

—=Taxotore 126 myky iv
qod3

Dia do Tratamento
Dia 12> n=1 para NP}1-2388 isoladamente

14750,
1500
1280.
10004

7604

Peso estimado do tumor (mg)

* p<0.05vs Controlo ANOVA
** n<0.01 vs Controlo ANQVA

+ p<0.05 vs Controlo teste-t

++ p<0,01 vs Controlo teste-t

# Pp<0.05 vs Taxotere isolado teste-t
## p<0.01 vs Taxotere isolado teste-t

—— Controlo

NPl 30 oAy Ip Bds

—— NP} + Taoters

——Tax0tere 12.5 mg/kg tv
Qoda

e B R -

Dia do Tratamento

Figura 22



Peso do tumor {mg)
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Média 719 860 423 223
SEM T 110 59 3
1500 P<0.01 VSControlo p<0.001 vsControlo
9 p<0.01 vs Taxotere
] s TGl = 44.8% TGl=74.1%
|
1000
'l
I- . v
:L
[ “
500 s . v:
vv ’
Yy '.
v M
0 00"
Controlo NPI-2358 Taxotere NPJ-2358 + Taxotere
Dose mgikg 7.5 ip, q3dx5, d28 12.5 iv, qodx3, d28

Figura 23



Peso do tumor (mg)
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Média 719 423 108
1250, SEM 71 59 28
- p<0.05 vs Controlo p<0.001 vs Controlo
p<0.05 vs Taxotere
1000.1 TGl = 44.8% TGl = 92.5%
»
o

]
750. . :

»

r'y
500.] '=. s
A‘.
2504 ‘ Y
Ab
Vv
0 ;;v'
Controlo Taxotere NP|-2386 + Taxotere
Dose mg/kg 1251iv 75
qod)3, d28 q3dx5, d28

Figura 24
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—— Controlos
——NPI-2358 7.5 mg/kg ip

qdd, d7

——NPI~2358 + Taxclere
——Taxot 12.5 qd4, d7

Peso astimado do tumor {mg)

S

-3

Dia

Peso estimado do {umor {mg)

30

~— Controlo
= NP-2386 7.5 mg'ky

——-NP|-2385 + Taxolere
e Taxmt 12.5 qded, 47

E

quxd, d7

g

B

Peso estimado do tumor (mg)

Figura 25

* p<0.05 vs Controlo ANOVA
** p<0.01 vs Gontrolo ANOVA
# p< 0.05 vs Controlo teste-t
## p< 0.01 vs Controlo teste-t
+ p<0.05 vs Taxctere testet
++ p<0.01 vs Taxotere teste-t

—— Cuntrolos
——NP1-2460 20 mg/kg ip
odt, 07

= NP-2460 + Tarotere
——Tawot 125 qdxd, d7

I
3
2,
2
3



Peso estimado do tumor (mg)
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—— Taxotere12.5 mg/kg iv
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# p<0.05 vs controlo teste-t
## p<0.01 vs controlo teste-t

Figura 26
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Figura 27
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Figura 28
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